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RESUMO
BORGES, Leonardo Luiz. Bioprodutos padronizados em compostos fendlicos obtidos
de residuos agroindustriais das cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora (Mart.) O.
Berg. Brasilia, 2014. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de

Ciéncias da Saulde, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg € uma espécie pertencente a familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como ‘“jabuticabeira", bastante cultivada em pomares
domésticos em grande parte do territério brasileiro. O fruto dessa espécie
("jabuticaba™) apresenta grande valor nutricional, com altos teores de compostos
fendlicos, em sua maior parte localizados nas cascas dos frutos, o que ressalta a
importancia de desenvolver produtos que permitam sua utilizagdo. Além disso, uma
guantidade média equivalente a 50% de cascas e sementes sdo desperdigcadas no
processo de obtencdo industrial de muitos derivados, mostrando a necessidade do
desenvolvimento de métodos capazes de reaproveitar esses residuos gerados com o
objetivo de obter produtos com valor agregado. Este trabalho iniciou-se pela obtencdo
e caracterizacdo do material vegetal (residuo agroindustrial de jabuticaba) previamente
dessecado e posteriormente o extrato hidroalcodlico foi obtido pela técnica de
percolacdo com alcool 45% (v/v). Os experimentos de secagem seguiram inicialmente
um planejamento fatorial 2% que forneceu os parametros para a constru¢do de um
planejamento do tipo Box-Behnken (3% associado a funcdo de desejabilidade com o
objetivo de obter extratos secos com propriedades otimizadas. Os seguintes fatores
foram avaliados: temperatura do ar de secagem, vazéo do ar de secagem e fluxo de
alimentacdo do extrato sobre as propriedades do extrato seco. A substancia
quantificada por CLAE nos residuos foi o acido elagico (AE), no entanto também foi
determinada a quantificagdo de compostos fendlicos totais (FT), flavonoides totais
(Fv), atividade antioxidante (AAQ), atividade de agua (Aw) nos extratos secos obtidos.
A partir da func@o de Desejabilidade global, as variaveis resposta EA, FT, AAO e Aw
apresentaram valores preditos que foram verificados experimentalmente, resultando
em 0,0844 + 0,0013%, 16,27 + 0,63%, 54,45 + 0,92% e 0,176 + 0,02, respectivamente.
Os valores experimentais apresentaram boa concordancia com os valores preditos, o
gue mostrou que o modelo encontrado € valido para a obtencao de extratos secos

otimizados de residuos agroindustriais de jabuticaba.

Palavras-chave: jabuticaba, acido elagico, extrato seco, spray drying.



ABSTRACT
BORGES, Leonardo Luiz. Bioproducts standardized in phenolic compounds obtained
from agroindustrial wastes from fruit peels of Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg.
Brasilia, 2014. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias
da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg is a species belonging to the Myrtaceae family,
known as "jabuticabeira", widely grown in home gardens in several places of the
Brazilian territory. The fruit, commonly known as "jabuticaba" presents high nutritional
value, with high levels of phenolic compounds, mostly located in the fruit peels, which
highlights the importance of developing products that enable its use. In addition, an
amount equivalent to 50% constituted of peels and seeds are wasted during the
industrial process to obtaining many products, this fact shows the necessity of
developing methods to reuse these wastes generated in order to obtain a product with
added value. This work was beginning by obtaining and characterization of previously
dried plant material (agroindustrial wastes) and later the hydro-alcoholic extract was
obtained by percolation using as solvent ethanol at 45% (v/v). The drying experiments
initially followed a 22 factorial design which provided parameters for constructing a Box-
Behnken design (3°) associated with the desirability function aiming to find dry extracts
with optimized properties. The following factors were evaluated: inlet drying air
temperature, spray nozzle airflow rate and feed flow rate on the properties of the spray-
dried extract. The compound quantified by HPLC in wastes was the phenolic
compound ellagic acid (EA), however, measurement of total phenolic compounds (TP),
total flavonoids (TF), antioxidant activity (AOA), and water activity (Aw) was also
determined the dried extracts. From the overall Desirability function, the responses EA,
TP, AOA, and Aw variables had predicted values that were experimentally verified,
resulting in 0.0844 + 0.0013%, 16.27 *+ 0.63%, 54.45 + 0.92% and 0.176+ 0.02, and
0.02%, respectively. The experimental results were in good agreement with the
predicted values, which showed that the model is valid for obtaining dry extracts

optimized from "jabuticaba" agroindustrial wastes.

Key words: jabuticaba, ellagic acid, dried extract, spray-drying.
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1. INTRODUCAO

O emprego de derivados de plantas medicinais no tratamento de
enfermidades é uma pratica que acompanha a humanidade h& milénios em varias
culturas por todo o mundo e por isso esta relacionada a atencdo primaria a saude
atualmente em varios paises (CALIXTO, 2000). Varias substancias ativas foram
obtidas a partir de plantas, o que reforca a importancia dos produtos naturais como
fontes ainda pouco exploradas quanto a caracteriza¢do quimica (SIANI, 2003).

Nas ultimas décadas as pesquisas relacionadas aos produtos naturais uteis,
principalmente de origem vegetal, tém sido incentivadas pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), considerando que o uso de plantas medicinais e seus derivados
como parte da Medicina Tradicional e Complementar continua tendo um papel de
extrema relevancia na saude publica de diversos paises (WHO, 2013). O Brasil,
atendendo as estratégias da OMS, publicou politicas para insercdo das praticas
complementares no Sistema Unico de Sautde (SUS), incluindo a Fitoterapia
(BRASIL, 2006). Contudo, alguns desafios relacionados a eficacia, seguranca e
qualidade dos derivados vegetais ainda persistem.

A obtencdo de produtos a partir de fontes naturais, que apresentem
constancia de qualidade e rendimento estd sujeita a diversas variaveis que
constituem dificuldades a serem superadas. No caso de produtos naturais obtidos de
plantas, podem ser citados: condicdes de cultivo, época de coleta, métodos
extrativos empregados, secagem e as condi¢des de armazenagem (CASTRO et al.,
2004). Devido a esses varios fatores torna-se necessaria a utilizacdo de marcadores
quimicos para o acompanhamento da qualidade e para a padronizacdo desses
produtos (CHAVES, J. S., 2005). Marcador quimico consiste na substancia ou
conjunto de substancias que estejam presentes em uma espécie vegetal e que
preferencialmente sejam responsaveis pela atividade bioldégica da espécie (como
flavonoides, alcaloides, acidos graxos, etc). Além disso, o marcador deve ser
passivel de ser analisado por técnicas analiticas, como espectrofotometria e
cromatografia, por exemplo, cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (BRASIL, 2012).

Com o objetivo de obter produtos com alto valor agregado, em paralelo as

etapas de processamento € necessario estabelecer um rigoroso controle da



qualidade em todas as fases de desenvolvimento, desde o cultivo, passando pelas
etapas de processamento do insumo vegetal (cominuicdo, extracdo, secagem, etc),
até o produto final, pois somente desta forma é possivel garantir a seguranca e
eficacia do produto obtido. Assim, para a obtencdo de insumos padronizados para
serem utilizados no desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos, cosméticos ou
alimentos, torna-se necessario definir pardametros fisicos e fisico-quimicos
desejaveis, como concentracdo de marcadores quimicos, propriedades
organolépticas, distribuicdo granulométrica e morfologia das particulas (CALIXTO,
2000).

A secagem de matérias-primas vegetais € um processo crucial, cuja finalidade
€ leva-las a baixos teores de umidade, favorecendo sua conservacdo, mantendo sua
qualidade fisico-quimica por um tempo maior (RADUNZ; MELO;MARTINS, 2002).
Existem diversos métodos de secagem utilizados, tais como estufa com circulagéo
de ar forcada, forno de micro-ondas, liofilizacdo, secagem por aspersdo (spray-
drying) e leito fluidizado. Além dessas técnicas de secagem, é possivel realizar a
secagem de materiais vegetais utilizando temperatura ambiente (BORGO et al.,
2010; OLIVEIRA, O. W.;PETROVICK, 2010). Apés a obtencdo do extrato seco, €
necessaria a determinacdo de compostos ou classes de substancias que
apresentem atividade biolégica e o monitoramento das concentracdes dessas
substancias durante todo o processo até a obtencdo do produto seco garante a
padronizacdo do processo. Além disso, parametros fisico-quimicos também devem
ser avaliados durante todo o processo com 0 objetivo de estabelecer limites de
valores para o controle de qualidade do material a ser obtido (CHAVES, J. S. ; DA
COSTA;FREITAS, 2007).

A técnica de secagem por aspersao ou nebulizacdo (spray-drying) tem sido
muito empregada por varios segmentos da industria, como o alimenticio e
farmacéutico principalmente devido a série de vantagens que podem ser atribuidas a
esta tecnologia, como sua flexibilidade operacional, a diversidade de produtos que
podem ser submetidos a esta modalidade de secagem (tanto termossensiveis como
termoestaveis), possibilidade de obter produtos com caracteristicas otimizadas, além
do custo atrativo (OLIVEIRA, O. W.;PETROVICK, 2010; COUTO et al., 2011).

Essa técnica tem como objetivo eliminar a umidade contida em uma solucéo,
dispersdo ou emulsdo para a obtencdo de produtos secos (FELLOWS, 2006). O

material submetido a secagem é disperso em uma camara de secagem por meio do



processo de atomizagdo, em que ocorre a divisdo do liqguido em milhdes de
particulas gerando o aspecto de uma "nuvem" (spray), que entra em contato com um
fluxo de ar quente e resulta no produto seco. Diversos fatores como as propriedades
fisico-quimicas do fluido, a estrutura do equipamento e as condicbes operacionais
podem influenciar as caracteristicas do extrato seco obtido (SHARAPIN et al., 2000;
TONON, R. V. ; BRABET;HUBINGER, 2008).

Devido a reducédo do fluido a pequenas goticulas, ocorre o aumento da
superficie de contato o que facilita a evaporacdo da umidade, de tal forma que o
tempo necessério para transformar as goticulas do fluido em particulas sélidas é
bastante pequeno, levando de 1 a 20 s (BRENNAN, 2006). O rapido contato
existente entre as particulas do material a ser seco e 0 ar quente permite que, a
temperatura seja mantida relativamente baixa, e por isso esta técnica é adequada
para produtos que sejam sensiveis ao calor (RE, 1998).

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse sobre a qualidade de produtos
obtidos por atomizacdo. COUTO et al. (2012) realizaram a caracterizacdo e
otimizagcdo do extrato seco de Rosmarinus officinalis L. por atomizagdo. Naquele
neste estudo os autores avaliaram a influéncia do fluxo de alimentacdo do extrato,
temperatura de entrada do ar de secagem e vazao do ar de secagem sobre as
caracteristicas do extrato seco, como teor do marcador quimico (acido rosmarinico),
teor de compostos fendlicos totais, teor de flavonoides totais, teor de taninos e
atividade antioxidante total. Em outro estudo realizado pelos mesmos autores, foi
investigada a influéncia da concentragcdo e tempo de incorporagdo de diferentes
adjuvantes de secagem (Aerosil®, Maltodextrina e Manitol) sobre as propriedades
fisico-quimicas (atividade de agua, indice de Hausner, indice de Carr, rendimento do
processo de secagem, teor de compostos volateis, diametro médio do pd e angulo
de repouso) do extrato seco de Eugenia dysenterica DC, uma espécie do Cerrado
conhecida popularmente como "cagaita" (COUTO et al., 2011).

BANU et al. (2010) desenvolveram um trabalho em que foi avaliada a
influéncia da temperatura de saida e entrada do ar de secagem e temperatura de
alimentacdo de extrato no processo de secagem por atomizacdo de iogurte natural,
gque teve as seguintes caracteristicas avaliadas nos produtos secos: atividade de
agua, pH, acidez titulavel em relacdo ao acido latico. Além da relevancia da
tecnologia de spray drying para a area de alimentos, outra aplicacdo possivel

consiste na microencapsulacdo de compostos de interesse, visando o aumento na



protecdo contra reacdes de degradacéo e aumento de estabilidade (KANAKDANDE;
BHOSALE;SINGHAL, 2007). ALVES et al. (2014) obtiveram microcapsulas de 6leos
essenciais de Pterodon emarginatus Vogel utilizando a tecnologia de spray drying e
goma arabica e maltodextrina como materiais de parede. OSORIO et al. (2010)
realizaram o isolamento e microencapsulacdo de antocianinas dos frutos de Bactris
guineensis empregando maltodextrina como adjuvante tecnoldgico.

Diversos produtos padronizados sdo encontrados no mercado brasileiro,
principalmente medicamentos fitoterapicos como: llex paraguariensis (erva-mate),
Camellia sinensis (cha verde) e Paullinia cupana (guarana), ambos padronizados em
metilxantinas; Brosimun gaudichaudii (mamacadela), padronizado em psoraleno e
bergapteno, Panax ginseng (Ginseng), padronizado em ginsenosideos; Mikania
glomerata (guaco), padronizado em cumarinas; Hypericum perforatum (hipérico),
padronizado em hipericina); Passiflora incarnata L. (maracujd), padronizado em
vitexina (BARATA, 2005; CARVALHO et al., 2008).

No setor alimenticio, a padronizacdo de produtos, visando garantir sua
estabilidade e, ainda, atribuindo aos alimentos ndo s6 o valor nutricional, mas
também outros beneficios a saude, tais como, propriedades antioxidantes, regulacéo
de funcdes fisioldgicas de forma a auxiliar na prevencdo de agravos tais como
hipertenséo, cancer, osteoporose, etc (MORAES, F. P.;COLLA, 2006).

Devido a maior preocupacdo com a saude humana, novas investigacdes com
compostos com atividade antioxidante tém aumentado de modo que, séo
descobertos novos alimentos ou produtos com capacidade de combater os radicais
livres, diminuindo os danos oxidativos no organismo que essas entidades podem
desencadear (BARROS, J. A. C.; CAMPOS;MOREIRA, 2010). Os radicais livres sao
estruturas instaveis (apresentam elétrons desemparelhados) que sao produzidos em
muitos processos fisioldgicos e participam de func¢des importantes no organismo,
como a fagocitose, processos de sinalizacdo celular, além de estarem envolvidos na
sintese e regulacao de algumas proteinas (POEJO, 2009; BORGES et al., 2011).

Dentro desse contexto, a nutricdo pode atuar de maneira decisiva na saude
da populacao, por meio de beneficios atribuidos a reducéo dos danos gerados pela
presenca dos radicais livres, ressaltando a importancia de estudos capazes de
comprovar a agao de compostos antioxidantes presentes em alimentos (BERGER,
2005). Dentre diversas substancias presentes o0s alimentos, 0s compostos

polifendlicos sdo os antioxidantes mais abundantes da dieta, com um consumo



diario que pode atingir 1 g, o que supera o consumo de outras substancias de
origem natural classificadas como antioxidantes (MANACH et al., 2004). Dentre os
compostos polifendlicos, destacam-se as seguintes categorias de compostos: acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos e taninos, metabdlitos que exercem importantes
funcdes nas plantas (participando do crescimento, reproducdo e defesa contra
patdégenos). Esses compostos também exercem importante participacdo como
pigmentos de varias espécies vegetais (GEOCZE, 2007; BARROS, J. A. C.;
CAMPOS;MOREIRA, 2010).

Nesse sentido, o Brasil, com sua extensa biodiversidade, condi¢gdes climéticas
favoraveis a agricultura e fruticultura, ocupa uma posi¢cdo muito favoravel. Os
produtos alimenticios derivados da pitanga, acerola, abacaxi, manga, maracuja,
goiaba, meldo e outras frutas tropicais estdo tendo um consumo vertiginoso no
mercado brasileiro e internacional nos ultimos anos (BRUNINI et al., 2004). O
aumento do consumo e exportacéo de sucos, doces em conserva, polpas e extratos,
pode ser atribuido aos seguintes fatores: a) boas praticas de cultivo e manejo
agrondmico; b) emprego de métodos de processamento e conservacao sofisticados
e validados; c) adocdo de sistemas logisticos eficientes e d) aumento do poder
aquisitivo e o interesse do consumidor pelas propriedades benéficas dos alimentos.
Inimeras pesquisas tém mostrado a importancia para a saude de um grande
namero de substancias bioativas contidas nestas frutas ou produtos delas derivados
pelas propriedades antioxidantes e reguladoras do metabolismo, como a vitamina C,
vitamina A, carotenoides, compostos fendlicos, 6leos essenciais, alcaloides, etc
(HALLIWELL, 1996; BORGES et al., 2011).

1.1 A jabuticaba e seus beneficios ainda pouco explorados

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) € um fruto pertencente a familia Myrtaceae,
originaria da regido centro-sul do Brasil. Suas principais caracteristicas sao: baga
globosa de até 3 cm de diametro, casca avermelhada quase negra, polpa
esbranquicada mucilaginosa com sabor agridoce. Apresenta de uma a quatro
sementes (ANDERSEN, 1989; GOMES, 2007). A espécie M. cauliflora € conhecida

popularmente como “jabuticabeira”, “jabuticaba”, “jabuticaba paulista”, “jabuticaba-

”

agu”, “jabuticaba-do-mato” e “jabuticaba-sabara” (CITADIN; DANNER;SASSO,



2010). E uma espécie frutifera que desperta grande interesse em produtores rurais
de varias regides no Brasil, por apresentar alta produtividade, rusticidade e
aproveitamento dos frutos de véarias formas diferentes (BRUNINI et al., 2004).

Os frutos de M. cauliflora sdo coletados ainda de maneira extrativista e
comercializados livremente, sempre com grande aceitagdo popular. O periodo de
comercializacao é relativamente curto e estudos indicaram que, em apenas dois dias
apos a colheita, ocorre uma rapida alteracdo da aparéncia e do sabor decorrente da
intensa perda de agua o que resulta em deterioracdo e fermentacdo da polpa
(BARROS, R. S.; FINGER;MAGALHAES, 1996; BRUNINI et al., 2004).

Diversas atividades biologicas séo relatadas para os frutos de M. cauliflora
como: atividade antioxidante, que pode ser atribuida principalmente as antocianinas
presentes no epicarpo (REYNERTSON, KURT A; BASILE;KENNELLY, 2005; LEITE
et al., 2011), efeitos hipoglicemiantes e hipolipidemiantes (LENQUISTE et al., 2012)
e atividade anti-inflamatéria (REYNERTSON, K. A. et al., 2006). As folhas e cascas
de M. cauliflora sdo adstringentes e o decocto € empregado popularmente em
diarreia e irritacbes de pele (SOUZA, 2007). MACEDO-COSTA et al. (2009)
investigaram a atividade antimicrobiana do extrato das folhas de M. cauliflora contra
bactérias formadoras do biofilme dental (Streptococcus mitis, S. mutans, S.
sanguinis, S. oralis, S. salivarius e Lactobacillus casei) e os resultados encontrados
mostraram a eficacia do extrato quando comparado a clorexidina.

As propriedades biolégicas encontradas para M. cauliflora podem ser
atribuidas principalmente a vasta quantidade de compostos polifendlicos presentes
nessa espécie. Dentre esses compostos, além das antocianinas (glicosideos
penidinicos) e agliconas (cianidinas), destacam-se taninos, isoquercitrina, miricetina
e acido elagico (REYNERTSON, K. A. et al., 2008; LANDETE, 2011; WU, S. B. et al.,
2012; BORGES; CONCEICAO;SILVEIRA, 2014).

O &cido elagico e os elagitaninos (Figura 1) podem ser encontrados em varios
outros frutos comestiveis (LANDETE, 2011; BERNI et al., 2012) e sdo considerados
promissores constituintes da dieta na prevencdo de varias doencgas degenerativas.
Esses compostos apresentam diversas atividades bioldégicas como: antioxidante,
atuando também na prevencdo da peroxidagdo lipidica (MAJID et al., 1991,
PRIYADARSINI et al., 2002; BORGES et al., 2011), protecao vascular (LARROSA et
al., 2010), atividade anti-inflamatoria (MARIN et al., 2013), anticAncer (LARROSA,;
TOMAS-BARBERAN:ESPIN, 2006), antiaterosclerética (YU et al., 2005; AVIRAM et



al., 2008), anti-hepatotoxica (LIN et al.,, 2001) e antibacteriana (AKIYAMA et al.,
2001). O &cido elagico € uma substancia originéria da hidrdlise (acida ou basica) de
elagitaninos, que promove a formacao do intermediario acido hexaidroxidifénico, que
sofre uma reacdo espontanea de lactonizacédo, resultando em &cido elagico (Figura
1) (DANIEL et al., 1989; LANDETE, 2011). Além disso, elagitaninos podem ser
metabolizados pela microbiota do trato gastrointestinal humano e outros animais
resultando na liberagéo de acido elagico, conforme mostra a Figura 2 (CERDA et al.,
2003).

Myrciaria cauliflora também contém outras substancias antioxidantes, além
dos compostos polifendlicos, como por exemplo, acido ascorbico (VIEITES et al.,
2011; BORGES; CONCEICAO;SILVEIRA, 2014).

A importancia industrial dos frutos da jabuticabeira tem sido relatada por
diversos autores. E possivel encontra-los beneficiados na forma de sucos, sorvetes,
fermentados, destilados, geleias, compotas, licor e vinagre. Também podem ser
utilizadas na fabricacdo de fermentados e destilados (OLIVEIRA, A. L. et al., 2003;
VIEITES et al., 2011; WU, S.-B.; LONG;KENNELLY, 2013).

Na industrializacdo, as cascas e sementes sao desprezadas representando
aproximadamente uma perda de 50% do fruto. Uma parte desse residuo usualmente
é utilizada in natura como alimentacdo animal, mas a maior parte é descartada ou
usada em compostagem.

Considerando a variedade de substancias uteis e de alto valor agregado
presentes nesse residuo [por exemplo, o preco de 1 Kg de &cido elagico (grau
técnico) pode variar desde US$999 a US$1.500], um melhor aproveitamento desses
subprodutos agregaria valor comercial e evitaria problemas ambientais gerados pelo
seu descarte no solo (GUO et al., 2003; SOONG;BARLOW, 2004). As cascas ricas
em corantes naturais poderiam ser utilizadas como matéria-prima pelas industrias de
alimentos, farmacéutica e cosmética (OLIVEIRA, A. L. et al., 2003), como matéria-
prima para o isolamento de fitofarmacos, ou na forma de extratos padronizado, da
mesma forma que é possivel encontrar no mercado diversos fornecedores de
extratos de romé padronizados em acido elagico, por exemplo.

Apesar do potencial existente nos residuos de jabuticaba, ainda existem
poucos estudos que investigam o potencial de reaproveitamento dessa matéria-

prima.
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ASQUIERI; SILVA;CANDIDO (2009) desenvolveram um método de

reaproveitamento de cascas e borra de jabuticaba que passaram por processo de
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fermentacdo para a producdo de aguardente. SILVA et al. (2014) realizaram um
estudo com residuo de jabuticaba para producdo de pigmentos com propriedades
funcionais por meio da técnica de spray-drying, utilizando maltodextrina como
adjuvante de secagem, e o produto resultante mostrou atividade antioxidante,
antimicrobiana e também atividade inibidora da arginase, uma enzima produzida
pelo protozoario Leishmania amazonensis.

Por meio da caracterizacdo e padronizacdo do extrato seco, as
potencialidades dos residuos gerados pelo processo de fermentacédo da jabuticaba
podem ser aproveitadas de forma mais racional, valorizando assim todos os elos da
cadeia produtiva. Dessa forma, tornam-se necessarias e imediatas a valoriza¢do das
potencialidades e a visibilidade das possibilidades de utilizacdo e exploragéo
econbmica dos residuos agroindustriais, que acenam com amplo espectro de uso e
que ainda ndo estdo sendo exploradas comercialmente de forma racional. Neste
contexto, é importante desenvolver e otimizar processos de extracdo e secagem
para a obtencéo de extratos secos padronizados com amplo espectro de aplicacdes

nas areas farmacéutica, alimenticia e cosmética.

1.2 Justificativa

A exploracdo de subprodutos do processamento de frutas e vegetais como
fonte de compostos funcionais e sua aplicacdo em alimentos € um campo promissor,
devido a grande variedade de espécies vegetais contendo categorias de compostos
com atividade biolégica comprovada. Esses subprodutos sdo parcialmente
aproveitados na fabricacdo de racdo animal, mas a maior parte do residuo é
descartada ou utilizada em compostagem.

Existe a necessidade de explorar um possivel aproveitamento do residuo de
jabuticaba, proveniente da agroindustria, com a finalidade de diminuir o impacto
ambiental ocasionado pelo descarte deste subproduto e consequentemente, atender
as Boas Préticas de Fabricacdo na Industria de Alimentos exigidas pela legislagédo
sanitaria, ambiental e do mercado consumidor. Além disso, o conhecimento do valor
nutricional dos subprodutos da jabuticaba e do potencial antioxidante contribui para
agregar valor a cadeia produtiva desse fruto nativo. E tal aproveitamento atente as
politicas publicas relacionadas a plantas medicinais e fitoterapicos, bem como ao

Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2009).
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Os processos para a total utilizagdo dos subprodutos resultantes do
processamento de alimentos em larga escala e de forma viavel devem ser
desenvolvidos e otimizados, contribuindo de forma decisiva para o setor de
alimentos, resultando em producao sustentavel.

Outro ponto importante consiste no interesse que vem aumentando nos
altimos anos por produtos com atividade antioxidante e funcional. A industria de
produtos naturais e organicos, em 2010, foi uma das que mais cresceram
mundialmente, movimentando cerca de US$3.000 bilhdes. Esse montante inclui
alimentos funcionais e suplementos alimentares, que cresceram naquele ano, 4,8%
e 5,4%, respectivamente (NBJ, 2012). Em 2013, de acordo com a IndustryARC, o
mercado mundial de alimentos funcionais movimentou cerca de US$175 bilhdes.
Com uma taxa média de crescimento anual de cerca de 15%, a previsao € que as
vendas nesse mercado ultrapassem US$230 bilhdes em 2015 (INDUSTRYARC,
2013).

Assim, agregar valor a produtos genuinamente nacionais, com grande apelo
de mercado, tem grande importancia para o desenvolvimento da industria

farmoquimica e de alimentos brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obter extratos secos padronizados em compostos fendlicos a partir de

residuos das cascas de jabuticaba - Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg (Myrtaceae).

2.2. Objetivos especificos

Processar e caracterizar os residuos de cascas de jabuticaba provenientes da
Vinicola Jaboticabal, localizada no municipio de Hidrolandia, Goias;

Desenvolver um método analitico para a identificacdo e quantificacdo de acido
elagico nos residuos e produtos obtidos destes por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) - High Performance Liquid Chromatography (HPLC);

Obter, concentrar e caracterizar extratos liquidos a partir do material processado;
Obter o extrato seco a partir dos residuos das cascas dos frutos de Myrciaria
cauliflora (Mart.) O. Berg através de secagem por nebulizacéo (spray-dryer);

Aplicar o Planejamento fatorial para a obtencdo de extratos secos com melhores
caracteristicas;

Padronizar e avaliar as caracteristicas do extrato seco padronizado obtido.
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MATERIAL E METODOS



3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO

DO RESIDUO

14

A producao do fermentado de jabuticaba envolve frutos de Myrciaria sp. que,

apos as etapas de selecdo e limpeza, sdo esmagados e 0 suco resultante

transferido para tanques de ago inox com capacidade de 500 L, onde ocorre a

fermentacdo. A matéria-prima utilizada nesse trabalho foi o subproduto resultante da

producdo de fermentado de jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.)) O Berg.],

composto predominantemente de cascas dos frutos (Figura 3), gentiimente cedido

pela Vinicola Jabuticabal, localizada no municipio de Hidrolandia-GO (16° 55" 32.35"

S 49° 21" 39.76" W). ApOs a coleta dos residuos, o material vegetal foi dessecado a

40 °C em estufa com circulacdo de ar. Em seguida, a amostra foi moida em moinho

de facas com tamis numero 100 (150 um) e o po6 resultante do material vegetal

devidamente acondicionado em sacos plasticos e armazenados a uma temperatura

de -10°C.

(jabuticaba)

Frutos de Myrciaria cauliflora

A 4

1) Selegéo e limpeza

Suco (caldo) + cascas e
sementes

1)Fermen

tacao

2) Filtracdo

2) Esmagamento (rolo compressor dentado)

Solucéo hidroalcéolica
(fermentado)

Residuo (cascas e
sementes

A 4

descarte

Figura 3. Esquema para a obtencéo do subproduto (cascas) de jabuticaba a partir

da fermentacéo de frutos de Myrcyaria cauliflora.
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3.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL

3.2.1 Determinacé&o do teor de cinzas totais

Uma amostra de 3 g da material foi pesada em balanc¢a analitica e transferida
para um cadinho, previamente calcinado em mufla a 450° C. A amostra foi
uniformemente distribuida no cadinho e incinerada a temperatura de 450 °C durante
4h, resfriada em dessecador e novamente pesada (BRASIL, 2010). O experimento
foi realizado em triplicata. A porcentagem de cinzas totais foi calculada em relagéo a

amostra seca ao ar conforme férmula abaixo:

Teor de cinzas totais (%)=100 x N/P

Onde:
N — massa de cinzas totais da amostra em gramas;

P — massa da amostra em gramas.

3.2.2 Determinacdo do teor de cinzas insollveis em acido

Os residuos obtidos na determinacdo do teor de cinzas totais foram fervidos
durante 5 min com 25 mL de HCI 10% (V/V) em cadinhos cobertos com vidros de
relogio. O residuo foi filtrado em papel de filtro quantitativo, os cadinhos e os vidros
de reldgio foram lavados com agua quente. O papel de filtro contendo o residuo foi
lavado com agua quente até o filtrado tornar-se neutro (BRASIL, 2010).

O papel de filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho original o
qual foi aquecido em chapa elétrica para secagem do residuo. Em seguida, o
cadinho contendo o residuo foi transferido para mufla, incinerando-se o residuo por
4 h, a 500°C, até a obtencdo de cinzas brancas. O cadinho foi resfriado em
dessecador e pesado. O experimento foi realizado em triplicata. A porcentagem de
cinzas insolluveis em acido cloridrico foi calculada em relagdo a amostra inicial,

conforme férmula abaixo:
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Teor de cinzas insollveis em acido (%)=100 x RI/N

Onde:
RI — massa de cinzas insoluveis obtido apés incineracao;

N — massa de cinzas totais da amostra em gramas.

3.2.3 Determinacao da distribuicdo granulométrica

Uma amostra de 20 g do material vegetal pulverizado foi vertido sobre um
grupo de tamises de aco inox previamente pesados, de malhas 710, 355, 250, 180 e
125 mesh, providos de tampa e recipiente para a coleta do pd. Os tamises foram
submetidos a vibracdes em velocidade padronizada nivel 5 durante 20 min em tamis
vibratério (Bertel®). Posteriormente, as massas de pd, retidas em cada um dos
tamises, foram pesadas separadamente. O percentual de pé em relacdo a cada
tamis foi calculado e o po6 foi classificado de acordo com os parametros da
Farmacopeia Brasileira 5% edicdo. As analises foram realizadas em triplicata e os

resultados foram expressos em % (m/m) das médias (BRASIL, 2010).

3.2.4 Determinacdo do teor de umidade

Para a determinacdo do teor de umidade foi utilizada uma balanca com
elemento de aquecimento halégeno marca Ohaus® modelo MB35. Cerca de 0,5 g
de amostra foi submetido a aquecimento a 105 °C até peso constante. O teor de
umidade foi calculado pela diferenca entre a massa inicial e a massa final. O
experimento foi realizado em triplicata. A porcentagem de umidade foi calculada pela

seguinte férmula:

Teor de umidade (%)=100 x MF/MI
Onde:
MV — Massa final;

MI — Massa inicial.
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3.2.5 Determinacéo do indice de Intumescéncia

Uma amostra de 1 g do material vegetal foi colocada em uma proveta de 25
mL com escala de 0,2 mL e tampa esmerilhada. O volume ocupado pelo p6 foi
medido. Em seguida, foram adicionados 25 mL de agua destilada e a proveta foi
agitada a cada 10 min durante 1h. Apos repouso de 3 h a temperatura ambiente
(22°C), foi verificado o volume final ocupado pelo material vegetal (BRASIL, 2010). O
experimento foi realizado em triplicata. O indice de intumescéncia foi obtido de

acordo com a formula:

indice de intumescéncia = (V- V1)/ V1

Onde:
V1 = volume inicial do po

V,= volume final do pé

3.2.6 Prospeccao fitoquimica

A analise qualitativa das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nos residuos dos frutos de M. cauliflora foi realizada na amostra
pulverizada, por meio de técnicas especificas descritas por MATOS, F. J. A. (1988),
MATOS, F. M. D.;MATOS (1989) e COSTA (2001).

3.2.6.1 Pesquisa de heterosideos antraquindnicos

Para avaliar a possivel presenca de heterosideos antraquinénicos, 1 g da
amostra pulverizada foi transferido para um erlenmeyer e 30 mL de etanol a 75%
(V/V) foram acrescentados. A mistura foi aquecida durante 3 min em chapa
aguecedora e, em seguida, filtrada ainda quente atraves de papel de filtro.

Para a caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundéarios, 10 mL do
filtrado foram transferidos para um béquer de 40 mL que foi designado (I) e 10 mL

para outro béquer que foi designado (Il). O conteudo do béquer (I) foi acidificado
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com 0,5 mL de solugdo de HCI 10% (V/V) e levado a fervura por 2 min em chapa
aquecedora. O mesmo procedimento foi realizado com o béquer (ll), exceto a
acidificacao.

Os filtrados foram transferidos para tubos de ensaio designados (I) e (Il),
respectivamente e, apoés o resfriamento, foram adicionados 10 mL de hexano P. A. a
cada um, com leve agitacdo. Em seguida, 5 mL da fase hexéanica dos tubos (1) e (ll)
foram separadas nas quais foram acrescentados 4 mL de solucdo NH,OH 50%
(V/IV), e os tubos forma mantidos em repouso por 5 min. A formacédo de coloracdo do
réseo ao vermelho na fase amoniacal caracteriza reacao positiva para heterosideos

antraquindnicos.

3.2.6.2 Pesquisa de heterosideos digitalicos

Para avaliar a possivel presenca de heterosideos digitalicos na amostra, 2,5 g
da amostra pulverizada foram transferidos para um béquer. Em seguida, 25 mL de
solucdo hidroetandlica 50% (V/V) e 10 mL de solu¢céo de acetato de chumbo a 10%
(p/V) foram adicionados e a mistura foi levada a fervura por 4 min. Apés o
resfriamento, o volume foi completado para 25 mL com solu¢céo hidroetandlica 50%
(V/IV) e filtrado. O filtrado foi transferido para um funil de separacao e extraido por 2
vezes com 15 mL de cloroféormio P. A. A fracéo cloroférmica foi utilizada nas reacdes
de pesquisa de heterosideos digitalicos descritas abaixo:

Reacdo de Liebermann-Burchard (rea¢do de caracterizacdo do nudcleo esteroidal):
Uma aliquota de 3 mL da fracdo cloroférmica foi transferida para um tubo de ensaio
e levada a secura em banho-maria. Ao residuo do tubo, foi adicionadol mL do
reagente de Liebermann-Burchard recém-preparado (1 mL de cloroférmio P. A., 1
mL de anidrido acético P. A. e 2 gotas de acido sulfarico concentrado). A mistura foi
mantida em repouso por 5 min para observacdo da formacdo de coloracdo. O
aparecimento de cor do acastanhado ao esverdeado indica reagéo positiva.

Reacdo de Pesez (caracterizacdo do nucleo esteroidal): Uma aliquota de 3 mL da
fracdo cloroférmica foi evaporada a secura numa cépsula de porcelana, em chapa
aguecedora. Ao conteudo da capsula, apos resfriamento, foram adicionadas 3—-6

gotas de acido fosforico concentrado e a mistura foi homogeneizada. A solucéo foi
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observada sob luz ultravioleta: o aparecimento de fluorescéncia verde-amarelada
indica reag&o positiva.

Reacdo de Keller-Kiliani (deteccdo de desoxi-agucares): Uma aliquota de 5 mL da
fracdo cloroférmica foi transferida para tubo de ensaio e evaporada a secura, em
banho-maria. Ao residuo, foi adicionado o reagente recém preparado [3 mL de acido
acético glacial P. A. e 0,1 mL de cloreto férrico 9% (p/V)]. O contetdo do tubo foi
homogeneizado e lentamente vertido para outro tubo de ensaio contendo 2 mL de
acido sulfarico concentrado. O desenvolvimento de um anel de coloracédo castanho-
avermelhada na zona de contato e/ou o aparecimento de coloracdo azul-esverdeada
na camada acética sao indicativos da presenca de desoxi-agucares..

Reacdo de Kedde (reacao especifica para anel lactbnico): Uma aliquota de 6 mL da
fracdo cloroférmica foi transferida para um tubo de ensaio e levada a secura em
banho-maria. Ao residuo do tubo foram acrescentados 2 mL de solucao
hidroetandlica 50% (V/V), 2 mL de agua, 2 mL do reagente de Kedde recém-
preparado [solucdo etanodlica de acido 3,5-dinitrobenzéico 1% (p/V) e 2 mL de
hidroxido de potassio 1:10]. Apds repouso de 5 min, o desenvolvimento de uma

coloragéo castanho-avermelhada a vermelho-violeta indica reag&o positiva.

3.2.6.3 Pesquisa de heterosideos flavonoides

Para avaliar a possivel presenca de heterosideos flavonoides na amostra
pulverizada, 7 g da amostra foi transferida para um béquer e 60 mL de solucdo
hidroetandlica 70% (V/V) foram adicionados. A mistura foi levada a ebulicdo durante
5 min e filtrada em papel de filtro umedecido com solugdo hidroetandlica 70% (V/V).

O filtrado obtido foi, entdo, utilizado nas seguintes reacdes a fim de
caracterizar essa classe de metabdlitos secundarios:

Reacdo com cloreto férrico: Uma aliquota de 3 mL da solucdo extrativa foi
transferida para um tubo de ensaio e adicionada de 2 gotas de cloreto férrico a 4,5%
(p/V). O aparecimento de coloracdo verde, amarela ou enegrecida indica reacao
positiva para compostos fendlicos.

Reacao com acido sulfurico concentrado: Uma aliquota de 3 mL da solucéo extrativa
foi vertida em uma capsula de porcelana e deixada a evaporar até estado xaroposo

(semi-secura). Ao residuo foi adicionado 0,5 mL de acido sulfurico concentrado e a
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solucéo foi observada sob luz ultravioleta: o aparecimento de fluorescéncia €
indicativo da presenca de flavonoides.

Reacdo com hidréxidos alcalinos: Uma aliquota de 3 mL da solucdo extrativa foi
transferida para um tubo de ensaio e adicionada de 1 mL de NaOH a 20% (p/V) sob
agitacdo. A presenca de heterosideos flavonicos na amostra leva ao
desenvolvimento de coloragao amarela.

Reacao de Shinoda: Uma aliquota de 3 mL do filtrado foi transferida para um tubo de
ensaio. Cerca de 1 cm de fita de magnésio fina foi adicionada a solucédo e 1 mL de
HCI concentrado foi cuidadosamente acrescentado. A presenca de heterosideos
flavonoides na amostra € observada pelo aparecimento de coloracdo vermelha
(flavonol), laranja (flavona) ou violeta (flavanona).

Reacdo oxalo-bdrica: Uma aliquota de 5 mL da solugéo extrativa foi evaporada em
uma capsula de porcelana. Ao residuo semi-seco foram adicionados 3 mL de
solucdo de acido borico 3% (p/V) e 1 mL de solucao de acido oxalicol0% (p/V). A
mistura foi evaporada até secura e ao residuo seco foram adicionados 7 mL de éter
etilico P. A. A solucdo foi observada sob luz ultravioleta: quanto a ocorréncia
fluorescéncia amarelo-esverdeada, indicativo da presenca de flavonais.

Reacdo com cloreto de aluminio: Uma aliquota de 5 mL da solucédo extrativa foi
transferida para um béquer ou cépsula de porcelana e o volume foi reduzido a
metade, em banho-maria. Um pedaco de papel de filtro foi embebido com a solugéo
concentrada espalhando sobre toda a superficie. A seguir, uma das regifes do papel
foi adicionada de solucdo de cloreto de aluminio 5% (p/V) e observada sob luz
ultravioleta: aparecimento de fluorescéncia ou intensificacdo da mesma na regiao
contendo o reagente € indicativo da presenca de flavona, flavonol ou isoflavona

(amarela), chalcona (amarela ou violeta).

3.2.6.4 Determinacao do indice de espuma

Para avaliar a possivel presenca de heterosideos saponinicos na amostra
pulverizada, 1 g da amostra foi transferido para um béquer e 100 mL de &agua
fervente foram adicionados. A mistura foi mantida sob fervura em chapa aquecedora

durante 30 min. Em seguida, a mistura foi resfriada e filtrada em papel de filtro para
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baldo volumétrico de 100 mL. A extracdo do mesmo material foi repetida utilizando
porcBes de 10 mL de agua fervente até completar o volume de 100 mL.

Para a caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundarios uma bateria
contendo 10 tubos de ensaio de tamanhos e diametros iguais foi preparada. Os
tubos de ensaio foram marcados em duas graduagbes diferentes: a primeira
correspondente a 10 mL e a segunda 1 cm acima desta. Em seguida, foi adicionado
ao primeiro tubo 1 mL de solucdo extrativa e 9 mL de agua destilada. Ao segundo
tubo, 2 mL de solucéo extrativa e 8 mL de agua destilada. Ao terceiro tubo 3 mL de
solugcé@o extrativa e 7 mL de agua destilada e assim sucessivamente até o décimo
tubo (10 mL da solugao extrativa). Cada tubo foi vigorosamente agitado com
movimentos verticais por 15 s e deixados em repouso por 15 min. Decorrido este
tempo a altura da espuma formada em cada tubo foi medida.

O indice de espuma (IE) foi definido na maior diluicdo capaz de formar 1 cm

de espuma persistente e calculado pela férmula:

IE = 1000/a

Onde:
a = volume (mL) do decocto usado para preparacdo da diluicgdo no tubo onde a
espuma foi observada (menor volume capaz de formar 1 cm de espuma) (BRASIL,
2010).

3.2.6.5 Pesquisa de taninos

Para avaliar a possivel presenca de taninos na amostra pulverizada, 2 g da
amostra foram transferidos para um béquer e 50 mL de &gua destilada foram
adicionados. A mistura foi levada a fervura durante 5 min. Em seguida, a mistura foi
filtrada ainda quente, utilizando papel de filtro. O volume do filtrado obtido foi
completado para 100 mL e a solucéo foi utilizada para os ensaios.

Uma bateria contendo cinco tubos de ensaio foi preparada e a cada tubo

foram adicionados 5 mL da solug&o extrativa:
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Reacdo com gelatina: ao primeiro tubo foram adicionadas 5 gotas de solucédo de
gelatina 2,5% (p/V) em solugdo de cloreto de sddio a 5% (p/V). A presenca de
taninos na amostra € evidenciada pelo aparecimento de precipitado branco.
Reacdo com alcaloides: se ao segundo tubo foram adicionadas 5 gotas de solugéo
de sulfato de quinino 1% (p/V). A presenca de precipitado é indicativo de presenca
de taninos na amostra.
Reacdo com sais metdlicos: ao terceiro tubo foram adicionadas 5 gotas de acetato
de cobre 4% (p/V). O aparecimento de precipitado indicaria presenca de taninos. Ao
quarto tubo foram adicionadas duas gotas de cloreto férrico a 2% (p/V). O
aparecimento de cor azul ou violeta intenso é indicativa da presenca de compostos
fendlicos.
Reacdo com hidréxidos alcalinos: Ao quinto tubo foram adicionadas 5 gotas de
solucdo de hidréxido de sodio ou potassio a 20% (p/V). A presenca de taninos na
amostra seria observada pelo escurecimento da solucao.

Como controle positivo, para cada uma dessas reacdes, paralelamente, foi
preparado um tubo contendo 5 mL de acido tanico 0,5% (p/V) e os reagentes da

reagao correspondente

3.2.6.6 Pesquisa de alcaloides

Para avaliar a possivel presenca de alcaloides na amostra pulverizada, 2 g da
amostra foram transferidos para um béquer e adicionados de 20 mL de acido
sulftrico a 5% (V/V). Essa mistura foi levada a fervura por 3 min e, em seguida,
filtrada em papel de filtro e resfriada. O filtrado foi transferido para um funil de
separacao e alcalinizado com NH,OH 10% (V/V). Em seguida a solugéo alcalina foi
extraida com duas porcdes de 10 mL de cloroférmio. A fracdo cloroférmica foi
separada e filtrada em algoddo. O solvente foi eliminado do novo filtrado o sob
vacuo, e o residuo foi dissolvido em 2 mL de acido sulfarico a 5% (V/V).

Esse residuo dissolvido foi submetido a pesquisa de alcaloides utilizando os
reagentes gerais de acordo com metodologia adaptada de COSTA (2001). Aliquotas
da solucéo extrativa foram distribuidas em seis laminas de vidro (2-3 gotas), sendo
gue em cada lamina, respectivamente, foram acrescentadas 3-6 gotas dos reativos

gerais para alcaloides (Reativo de Mayer, Reativo de Dragendorff, Reativo de
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Bouchardat, Reativo de Bertrand e Reativo de Hager). Como controle positivo,outra
bateria de seis laminas de vidro foi preparada, contendo 2-3 gotas de solucao
padrdo de sulfato de quinino 1% (p/V), sendo submetida a mesma sequéncia de
reacdo.Reagente de Mayer: solucdo A: contendo 1,36 g de cloreto mercurico em 60
mL de agua. Solucao B: solucdo contendo 5 g de iodeto de potassio em 20 mL de
agua. Misturar as duas solu¢fes na propor¢édo 1:1, no momento de uso. A formacgéo
de precipitado branco é indicativo de alcaloide.

Reagente de Bouchardat: solugcdo de 4 g de iodeto de potassio e 2 g de iodo
ressublimado em 100 mL de &gua. Formacéo de precipitado alaranjado € indicativo
de alcaloide

Reagente de Dragendorff: solugdo A: contendo 8 g de subnitrato de bismuto em 20
mL de &acido acético. Solucao B: contendo 27,2 g de iodeto de potassio em 50 mL
de &gua. Misturar as duas solu¢gbes na proporcdo 1:1, no momento de uso. A
formacao de cor ou precipitado alaranjado € indicativo de alcaloide.

Reagente de Bertrand: solugcdo aquosa de acido silico-tungstico 5% (p/V). O
aparecimento de precipitado branco é indicativo de alcaloides.

Reagente de Hager: solucdo aquosa de acido picrico 2% (p/V). O aparecimento de

precipitado bege é indicativo de alcaloides.

3.3 Andlises quantitativas

3.3.1 Doseamento de fendis totais (FT)

Para a determinacdo quantitativa de compostos fendlicos totais presentes nos
residuos dos frutos de M. cauliflora foi utilizado o método de HAGERMAN;BUTLER
(1978) adaptado (WATERMAN;MOLE, 1987). Nesse método a reagdo de
complexacao do cloreto férrico com fendis produz coloragdo que pode ser medida a
510 nm.

No processo extrativo utilizando refluxo, 1 g do material vegetal pulverizado
foi transferido para um erlenmeyer e 150 mL de agua destilada foram adicionados. A
mistura foi aquecida até a fervura e mantida sob refluxo entre 80 °C e 90°C durante
30 min. O extrato aquoso resultante foi resfriado e transferido para um balédo

volumétrico de 250 mL, onde teve seu volume completado com agua destilada. A
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mistura resultante foi filtrada em papel de filtro qualitativo, sendo desprezados os 50
mL iniciais.

Para o processo extrativo por ultrassom, 0,1 g do material vegetal foi
submetido a extracdo por 10 mL de agua destilada durante 10 min em banho de
ultrassom. Posteriormente o residuo gerado na primeira extracdo foi separado e
submetido a nova extracdo durante 10 min com mais 10 mL de 4gua destilada,
juntando-se o primeiro ao segundo filtrado. Finalmente o residuo foi submetido ao
mesmo meétodo extrativo por 10 min com 5 mL de agua. O ultimo filtrado foi
transferido para o mesmo baldo dos dois primeiros, resultando em um volume de 25
mL utilizado na quantificacéo de fendis totais.

Para a quantificacdo de fendis totais no extrato concentrado obtido por
percolacdo, 1 mL desse extrato foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL
que teve seu volume completado com agua destilada. Essa solucdo foi diluida
novamente 50 vezes antes de ser submetida a quantificacdo. Todos o0s
experimentos para a quantificacdo de fenois foram realizados em triplicata.

Em um tubo de ensaio foram acrescentados 2 mL de solucéo de laurilsulfato
de sdédio/trietanolamina, 1 mL da solucéo de cloreto férrico e 1mL de cada do extrato
preparado (o procedimento foi aplicado aos trés tipos de extrato descritos
anteriormente). Apés 15 min de repouso, a leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdmetro a 510 nm. O “branco” foi preparado com a seguinte composicao:
2 mL de laurilsulfato de sédio/trietanolamina, 1 mL da solucdo de cloreto férrico e
1mL de agua destilada.

A curva padréao foi preparada com acido tanico nas seguintes dilui¢ées: 0,10;
0,15; 0,20; 0,25 e 0,30 mg/mL. Cada ponto da curva foi preparado em triplicata. A
partir da equacdo obtida da curva padrédo, foi possivel calcular a concentragéo
(mg/mL) de fendis totais no extrato aquoso e a porcentagem presente no material

vegetal pulverizado, a partir das seguintes formulas.

Onde:
ABS- A A= Coeficiente linear
C= B ABS= Absorbancia

B= Coeficiente angular
B C= Concentragéo de acido tanico em mg/mL
FT[%]:C XxVx 107 x100  v=volume do frasco utilizado no preparo do extrato
m (g) FT= Teor de fendis totais
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3.3.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para
identificacdo e quantificacdo de acido eladgico por CLAE

As analises foram realizadas usando-se um Sistema Cromatografico da
marca Waters® modelo HPLC Alliance® com modulo de separacdo e2695, detector
de arranjo de diodo (DAD) 2998 e sistema de processamento de dados Enpower 3.
As separacdes cromatograficas foram conduzidas em coluna Zorbax eclipse XDB 5
M C18, 250X4.6 mm. A fase mdvel empregada foi uma mistura de metanol/ agua
(60:40), com fluxo isocratico de 0,5 mL/min por 10 min, e deteccdo a 252 nm. Os
seguintes parametros foram analisados na validacdo do método de quantificacdo do
acido elagico. Os ensaios de validacao foram realizados com a solucao padréo de
acido elagico com concentracdo de 0,025 mg/mL.

3.3.2.1 System suitability

Antes da execucéao da validacéo, todo o sistema cromatografico utilizado para
a analise foi avaliado para verificar a capacidade do sistema em fornecer resultados
reprodutiveis. Esta avaliacdo foi alcancada com experimentos de conformidade do
system suitability, que pode ser definida como um conjunto de testes para garantir
gue o equipamento utilizado estad apto a gerar resultados de exatiddo e precisao
aceitaveis.

A metodologia foi validada quanto aos parametros analiticos de
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo (repetibilidade e preciséo
intermediéria), exatiddo e robustez, seguindo os parametros e critérios de aceitacao
baseados na RE n° 27/12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e USP-FDA
(BRASIL, 2010; FDA, 2010).

3.3.2.2 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da identificagdo do acido
elagico na amostra por comparacdo entre os tempos de retencdo e espectro de

absorcao ultravioleta dos picos obtidos na amostra e no padrao de referéncia, com
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base nos critérios de aceitacdo da RE n° 27/12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e US-FDA (FDA, 2010; BRASIL, 2012).

3.3.2.3 Linearidade e Intervalo

Para a construcdo da curva-padrao,foram preparadas 7 solucdes nas
concentracdes: 0,025, 0,005, 0,0075, 0,01, 0,0125, 0,015 e 0,025 mg/mL de &acido
elagico. As solugbes padrao foram filtradas em membrana de 0,45 pym Millex® e
injetadas, em triplicata, no cromatégrafo, em volume de 20 yL. As médias das areas
de cada concentracdo dos marcadores foram plotadas no eixo das ordenadas e a
concentragcdes correspondentes nas abscissas. A equacéo da reta foi obtida pelo
método dos minimos quadrados e expressa por y = a + bx, onde o coeficiente
angular (a) é a inclinacdo da reta em relacdo ao eixo e o coeficiente linear (b) é a
intersecdo da reta com o eixo y. J4 a faixa linear de trabalho foi determinada por

intermédio do coeficiente de correlagdo de Pearson (r).

3.3.2.4 Limites de deteccdo (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados de acordo com as
equacbes 1 e 2, respectivamente. Para a determinacdo desses parametros foi

utilizada uma solucdo do padrdo de acido elagico com concentracdo de 0,025

mg/mL.

Equacédo 1 LD=(Dpx3)/IC
Equacéo 2 LQ=(Dpx10)/IC
Onde:

LD= limite de detecgéo
LQ = limite de quantificacéo
Dp= desvio padréo do intercepto com o eixo do y de 3 curvas das 3 curvas padrao

IC=inclinacdo da curva padrao
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3.3.2.5 Precisao

Para a avaliacdo da precisao, a repetibilidade (precisédo intracorrida) e a
precisdo intermediaria (precisdo intercorridas) foram determinadas. Por meio do
coeficiente de variacdo (CV) foi possivel estabelecer esses parametros. Para a
repetibilidade foram preparadas um total de nove solucfes, contendo 100 mg do
material vegetal em 5 mL de metanol e levados a extracéo por ultrassom durante 30
min. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm e filtradas em
membranas de 0,45 ym Millex® e amostras de 10 pL foram injetadas em triplicata no
equipamento.

A precisdo intermediaria foi executada por diferentes analistas e em dias
diferentes, com o preparo das amostras respeitando as condi¢des anteriores.

3.3.2.6 Exatidao

Para a avaliacdo da exatidao, triplicatas de 80 mg, 100 mg e 120 mg do
material vegetal foram adicionadas volumetricamente em 5 mL de metanol. Apés o
término da preparacéo, foram contaminadas com solugdo padrdo de 4 pg/mL de
acido elagico 1:1(v/v). Em seguida foram filtradas em membrana de 0,45 ym Millex®
e amostras de 10 uL foram injetadas em triplicata no equipamento. A percentagem

do erro relativo foi utilizada para a determinacdo da exatidao.

3.3.2.7 Robustez

A robustez do método foi avaliada variando o fluxo da fase mével (0,4 e 0,6
mL/min), coluna (Waters®, 5 ym C18, 250X4.6 mm) e a composi¢ao da fase movel
(metanol:agua na proporcdo de 62:38). Os resultados foram comparados aqueles
obtidos nas condi¢cbes descrita no item 3.3.2 (pagina 25). A robustez foi expressa
através do coeficiente de variacdo entre os teores médios dos marcadores na

amostra.
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3.3.3 Determinacao da atividade antioxidante (AAQ)

A determinacédo da atividade antioxidante do material vegetal foi realizada por
meio da avaliacdo da capacidade sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila), conforme metodologia de BRAND-WILIAMS; CUVELIER;BERSET
(1995), com algumas modificacbes. O método é baseado na captura do radical
DPPH por antioxidantes, o que desencadeia um decréscimo da absorbancia a 515
nm. Inicialmente foi preparada a solucdo controle constituida de metanol 50%:
acetona 70%: agua destilada (4:4:2 v/v). Para o preparo da solucdo de DPPH, 2,4
mg desse radical livre foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e o
volume foi completado com metanol, resultando em uma concentracdo de 0,06 mM
(SANCHEZ-MORENO; LARRAURI;SAURA-CALIXTO, 1998).

A solucéo para andlise foi obtida a partir de um extrato do material vegetal,
preparado adicionando 0,25 g do material pulverizado dos residuos das cascas de
jabuticaba em um erlenmeyer contendo 20 mL de metanol 50%. Apdés 1h de
agitacdo em mesa agitadora a 60 r.p.m., a mistura foi filtrada e o filtrado foi
transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. O residuo passou pelo mesmo
processo por mais 1 h. Apés reunir o primeiro ao segundo filtrado, o volume foi
completado para 50 mL com &gua destilada (LARRAURI; RUPEREZ;SAURA-
CALIXTO, 1997; RUFINO et al., 2007).

A curva para a determinacdo da concentracdo capaz de inibir 50% dos
radicais DPPH (ICsp) foi construida transferindo-se as aliquotas de 20 uL, 40 yL, 60
pL, 80 uL e 100 uL do extrato obtido conforme descrito anteriormente para tubos de
ensaio com 3,9 mL de solucdo de DPPH 0,06 mM. Posteriormente os volumes de
todos os tubos foram completados para 4 mL com metanol e homogeneizados. Apds
30 min em repouso e ao abrigo da luz, a avaliacdo foi realizada em
espectrofotometro (Biospectro/SP22) no comprimento de onda 515 nm, utilizando
metanol como "branco”. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata.

Uma solucdo de BHT (butilato de hidroxitolueno) com concentracdo 2,5 mg/mL foi
preparada para ser empregada como controle positivo e o valor de ICso também foi

determinado.
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Para as amostras de extratos secos obtidos por atomizagdo, a comparacao
entre as atividades antioxidantes foi realizada através da porcentagem de captura de
radicais DPPH e néo através do valor de ICsp.

A atividade sequestradora do radical livre DPPH para cada solucdo foi

determinada pela porcentagem de inibigdo conforme a equacao seguinte:

(Aamostra — Abranco) x 100

AAD =100 —
Acontrole

Onde:

Aamostra=Absorbancia da amostra;
Abranco=Absorbéancia do branco;
Acontrole=Absorbancia do controle.

3.4 Obtencédo e caracterizacdo do extrato liquido de residuos de cascas dos

frutos de Myrciaria cauliflora

3.4.1. Extracao utilizando ultrassom

O processo de otimizacdo do método extrativo por ultrassom foi conduzido
por dois planejamentos Box-Behnken com trés pontos centrais cada. Foram
avaliadas a influéncia do tempo de extracao - X; (min), propor¢ao soélido/solvente - X,
(mg/mL) e teor alcodlico - X3 (% Vv/v), na quantificacdo de acido elagico por CLAE e
atividade antioxidante.

Valores de massa de 120, 150 e 180 mg foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL contendo solucdes hidroalcodlicas conforme definidas pelos
niveis dos planejamentos A e B (Tabela 1) e posteriormente submetidos a extracédo
em banho de ultrassom.

Para comparar o rendimento da extracdo por ultrassom, também foi realizada
uma extracdo com 0,75 g do sélido vegetal em agua destilada sob refluxo a 90°C

durante 30 min.
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Para andlise estatistica foi utilizado o STATISTICA 7.0, na analise dos dados
empregou-se técnica de andlise de variancia (ANOVA) .
Os fatores e respectivos niveis com valores codificados e decodificados estao

representados na Tabela 1.

Tabela 1. Fatores codificados e seus niveis nos planejamentos Box-Behnken A e B,
para o método de extracdo de residuo de cascas de Myrciaria cauliflora por

ultrassom.

Planejamento A

Fatores Niveis
-1 0 1
X1 10 20 30
X2 0,12 0,15 0,18
X3 45 70 95

Planejamento B

Fatores Niveis
-1 0 1
X1 5 25 45
X2 0,12 0,15 0,18
X3 15 30 45

X1=tempo de extragdo; X2= proporcédo solido/solvente; X3= teor alcodlico

Os resultados experimentais foram ajustados a um modelo polinomial, que
pode ser expresso por um modelo genérico, onde y € a resposta, Bo € 0 termo
constante, B, Bi, Bj sdo os coeficientes das variaveis dos termos lineares,

quadraticos e de interacdo, e k € o numero de fatores.
Kk Kk 5
y=5 +Zﬂixi + Zﬁiixi +22ﬂijxixj
i=1 i=1

O extrato hidroalcodlico foi obtido por percolacdo empregando como solvente
alcool a 45% (v/v). Foram empregadas trés etapas para a realizacdo do processo
extrativo: 1 - pré-intumescimento durante um intervalo de 2 h com a proporcgéo de 1

Kg do material vegetal com 3 L da mistura hidroalcodlica; 2 - a mistura anteriormente
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preparada foi deixada em repouso durante 24 h, fase conhecida como maceragéo
intermediaria; 3 - transferéncia do material anterior para um percolador de 10 L,
completando o volume com a mesma mistura hidroalcodlica e percolagdo com um
fluxo de aproximadamente 0,2 mL/min (LIST;SCHMIDT, 2000).

3.4.2 Extracao por percolacao

O extrato hidroalcodlico foi obtido por percolagcdo empregando como solvente
alcool a 45% (v/v). O processo extrativo foi constituido por trés etapas: 1 - pré-
intumescimento: durante um intervalo de 2 h com a propor¢cdo de 1 Kg do material
vegetal com 3 L da mistura hidroalcodlica; 2 — repouso: a mistura anteriormente
preparada foi deixada em repouso durante 24 h, fase conhecida como maceragéo
intermediaria; 3 — empacotamento: transferéncia do material anterior para um
percolador de 10 L, completando o volume com a mesma mistura hidroalcodlica e

percolacdo com um fluxo de aproximadamente 0,2 mL/min (LIST;SCHMIDT, 2000).

3.4.3 Extracéao por refluxo

Para a obtencdo do extrato utilizando refluxo, 1 g do material vegetal
pulverizado foi transferido para um erlenmeyer e 150 mL de agua destilada foram
adicionados. A mistura foi aquecida até a fervura e mantida sob refluxo entre 80 °C e
90°C durante 30 min. O extrato aquoso resultante foi resfriado e transferido para um
baldo volumétrico de 250 mL, onde teve seu volume completado com agua
destilada. A mistura resultante foi filtrada em papel de filtro qualitativo, sendo

desprezados os 50 mL iniciais.

3.4.4 Determinacdao do teor de sélidos

Para a determinacdo do teor de solidos presentes no extrato liquido foi
empregada uma balanca com lampada de halogénio (utilizada para a determinacao

do teor de umidade de produtos sélidos). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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3.4.5 Determinacao do pH

Por meio do método potenciométrico utilizando um pHmetro previamente
calibrado (pH 4,0 e 7,0), o pH do extrato concentrado dos residuos das cascas de

jabuticaba foi determinado.

3.4.6 Determinacao da viscosidade

A viscosidade foi determinada empregando o viscosimetro DV-IlI+ (Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Massachusetts, USA), utilizando aproximadamente 80
g de extrato, com spindle 2 (S2), velocidade de 120 rpm a temperatura média de
26°C.

3.4.7 Determinacdo da densidade

A densidade relativa foi determinada utilizando o método do picndmetro, no
qual foram medidas as massas do picnédmetro vazio, com agua destilada a 20 °C e
com a amostra a 20 °C. A partir da seguinte equagcao abaixo a densidade foi
calculada.
me-m
d (glem®) = NSTP)
(ma-mp)
Onde:
me= massa do picndmetro + extrato
ma= massa do picndmetro + agua;

mp=massa do picnédmetro vazio.

3.4.8 Determinacdo do teor de fendis totais (FT)

O teor de fendis totais foi determinado de acordo com o método de
HAGERMAN;BUTLER (1978) adaptado por WATERMAN;MOLE (1987) conforme
descrito no item 3.3.1 (pagina 23).
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3.4.9 Determinacéo do teor de &cido elagico

Os ensaios foram realizados conforme descrito no item 3.3.2 (pagina 25).

3.5 Obtencdo do extrato seco padronizado dos residuos dos frutos de

Myrciaria cauliflora

Os experimentos de secagem do extrato concentrado dos residuos de M.
cauliflora foram realizados em um spray dryer com regime de fluxo co-corrente que
apresenta capacidade evaporatoria maxima de 1,0 L/h a uma temperatura de
entrada do ar de secagem de 200°C. O equipamento € composto de: sistema de
alimentacdo de extrato, composto por uma bomba peristaltica e um atomizador
pneumatico (duplo-fluido) com orificio de 1,2 mm de didmetro interno; ar de secagem
fornecido por um soprador circular, aquecido eletricamente e com temperatura
regulada por um termostato digital do tipo PID; camara de secagem, de formato
cilindrico (160 mm de diametro e 645 mm de comprimento), feita de vidro
borosilicato; sistema de separagdo do produto seco do ar (ciclone), feito de aco
inoxidavel; recipiente de coleta do produto seco.

Com a finalidade de obter produtos secos com propriedades melhores, alguns
parametros relacionados ao processo, como: temperatura do ar de secagem (Ts),
fluxo de alimentacdo do extrato (Fg) e vazdo do ar de aspersdo (Va), foram
determinados seguindo um planejamento fatorial completo com 3 fatores e dois

niveis.
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Tabela 2. Fatores codificados e seus niveis no Planejamento fatorial 2°, para a

obtencéo do extrato seco padronizado de cascas de frutos de Myrciaria cauliflora.

Fatores Niveis
-1 0 1
X1.Ts (°C) 110 120 130
X2.Fg (mL.min™) 3 4 5
X3.Va (L.min™) 40 45 50

Ts=Temperatura do ar de secagem; Fg= Fluxo de alimentacado do extrato; Va=Vazéo do ar de

aspersao.

Os niveis dos fatores estudados sédo apresentados na Tabela 2, onde estédo
representados os valores codificados e ndo codificados de cada fator. A matriz de
planejamento fatorial com os fatores e niveis analisados se encontram na Tabela 3.

Os valores foram codificados seguindo a regra de codificacdo dada pela equacéao:

[(valor ndo codificado-0 5x (hivel alto+nivel baixo)]

Valor codificado= 0,5x(nivel alto-nivel baixo)

A Tabela 4 apresenta os valores codificados e néo codificados de cada fator
investigado na secagem pelo processo de nebulizacdo no segundo planejamento
utilizado (Box-Behnken).

A matriz do planejamento Box-Behnken utilizado na secagem esta
representado na Tabela 5, foram adotados 5 pontos centrais para esse

planejamento (experimentos 13 até 17).
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Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial 23, para a obtenc&o do extrato seco

padronizado de cascas dos frutos de Myrciara cauliflora.

Experimento  Ts Fe Va
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 4. Fatores codificados e seus niveis no Planejamento fatorial Box-Behnken
(3%), para a obtencdo de extratos secos padronizados de cascas dos frutos de

Myrciaria cauliflora.

Fatores Niveis
-1 0 1
X1.Ts (°C) 100 110 120
X2.Fg (mL.min™) 3 4 5
X3.Va (L.min™) 40 45 50

Ts=Temperatura do ar de secagem; Fg= Fluxo de alimentacdo do extrato; Va=Vaz&o do ar de

aspersao.

As analises estatisticas dos resultados obtidos do Planejamento experimental
2% foram realizadas por ANOVA e regressdo linear utilizando a Metodologia de
superficie de resposta (MSR), por meio do modulo Visual General Linear Model
(VGLM) do software Statistica 7.

O modelo de resposta encontrado foi uma equacgédo polinomial linear, dada
pela equacao abaixo:

v =0+ B X1+ X2+ BX3 + [, X1X2 + (1, X1X3 + §,3 X2X3 + §,,, K1X2X3

Onde:
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y= a variavel dependente (resposta predita), 8o € a constante do modelo;
X1, X2 € X3 = variaveis independentes;

B1, B2 e B3 = coeficientes lineares

Bi2, P13 € B2z = coeficientes de interacao.

Tabela 5. Planejamento fatorial Box-Behnken para a obtencéo do extrato seco

padronizado de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora.

Experimento Ts Fe Va
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Ts=Temperatura do ar de secagem; Fg= Fluxo de alimentacdo do extrato; V,=Vazdo do ar de

aspersao.

As respostas preditas foram: teores de acido elagico, fendis totais e
flavonoides totais. Além dessas respostas, a porcentagem de captura do radical
DPPH, o rendimento e a atividade de agua também foram analisados.

A fim de otimizar as propriedades dos produtos secos obtidos, os parametros

avaliados anteriormente tiveram seus efeitos avaliados em trés niveis seguindo um
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Planejamento fatorial do tipo Box-Behnken (BOX; HUNTER;HUNTER, 1978). Os
respectivos niveis dos fatores estudados estdo apresentados na Tabela 4, onde
podem ser encontrados os valores codificados e ndo codificados para cada fator.

Os resultados experimentais obtidos do Planejamento Box-Behnken foram
também submetidos a ANOVA e regressdo linear utilizando a metodologia de
superficie de resposta (MSR) também empregando os softwares Statistica 7 e
Design-Expert 8.0.7.1 . Um modelo polinomial quadratico foi empregado para

expressar as respostas em funcéo das variaveis independentes como segue abaixo:
k k )
y=p,+ Zﬂu X; + Z:Biixi + ZZﬁij X X;
i=1 i=1

Onde:

y = variavel dependente (resposta predita);
Bo = constante do modelo;

Xi = conjunto de variaveis independentes;
Bi = os coeficientes lineares;

Bii = coeficientes quadraticos

Bij = coeficientes de interacao.

Para a otimizacéo do processo de secagem, foi empregada a "Desejabilidade
global" (Desirability function), que consiste em uma ferramenta capaz de encontrar
condicdes Gtimas para uma série de respostas analisadas.

As respostas analisadas de cada conjunto s&o transformadas em uma escala
adimensional, conhecida como "desejabilidade", que varia de 0 a 1 correspondendo
a uma resposta completamente indesejavel até uma resposta completamente
desejavel, respectivamente. A partir dos valores individuais, o valor de
"Desejabilidade global" é determinado, obtido a partir da média geométrica dos
resultados individuais (HARRINGTON, 1965; DERRINGER;SUICH, 1980).

O seguinte conjunto de condic¢des foi fixado em todas as secagens: pressao
do ar de aspersdo, 4 bar; fluxo do ar de secagem 1m®min; massa do extrato de
alimentacéo, 50 g, com 20% de adjuvante maltodextrina (em relacdo a massa seca
contida no extrato). Os extratos secos foram posteriormente coletados, pesados e

armazenados ao abrigo da luz e da umidade em dessecadores.
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3.5.1 Caracterizagdo dos extratos secos obtidos

3.5.1.1 Rendimento da secagem (Rs)

O rendimento das secagens foi determinado pela diferenca da massa do
frasco de coleta vazio e a massa do frasco apos o processo de secagem, contendo
o material seco (Ms). A equacao abaixo mostra as consideracdes relacionadas a
massa do extrato de alimentagcédo (Ma) e ao seu residuo seco (Cs).

Ms
Rs % m/mjz—CSXJOO
Max(l—go)

Onde:

Rs= Rendimento de secagem

Ms= Massa do material seco;

Ma=Massa do extrato de alimentacéo (liquido);

Cs=Residuo seco (teor de sdlidos) do extrato liquido.

3.5.1.2 Determinacéo da atividade de agua (Aw)

Para a determinacao da atividade de agua dos extratos secos, foi empregado
um aparelho de atividade de &gua composto por um termo-higrometro Testo® 650
(Testo AG, Alemanha) e uma camara hermética. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

3.5.1.3 Determinacao dos teores de fendis totais

A determinacao dos teores de polifendis e taninos totais seguiu a metodologia
proposta por HAGERMAN;BUTLER (1978) com adaptacbes (item 3.3.1)
(WATERMAN;MOLE, 1987). Para a quantificacdo de fendis totais, foram preparadas,
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em triplicata, solucbes das amostras de extrato seco, com concentragdo de 1
mg/mL.

3.5.1.4 Determinacao dos teores de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado, como equivalentes de rutina,
utiizando o método de ROLIM et al. (2005), modificado. Amostras de
aproximadamente 10 mg (base seca) dos extratos secos foram solubilizadas em
bal6es volumétricos de 25 mL com solucédo de metanol: acido acético 0,02 M (99:1).
Em seguida, foram adicionados a tubos de ensaio, 2 mL das solu¢des obtidas e logo
em seguida a leitura das absorbéancias foi efetuada em 361 nm.

Por meio da construgdo de uma curva padrdo de rutina, a porcentagem de

flavonoides totais foi calculada. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5.1.5 Determinacéo do teor de acido elagico por CLAE

Os ensaios foram realizados conforme o método descrito no item 3.3.2
(pagina 25).

3.5.1.6 Caracterizacdo microscopica

As andlises microscépicas foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Microscopia da Universidade Federal de Goias (IF/UFG). Foi utilizado um
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) (JEOL®-JSM-6610).

Os extratos secos obtidos do Planejamento de secagem Box-Behnken foram
distribuidos em uma fita de carbono adequada e logo em seguida fixada a um porta-
amostras ("stub”) para que as amostras fossem submetidas a etapa de deposicéo de
material condutor, que foi realizada com o equipamento Sputtering, modelo Desk V,
da Danton Vacuum.b
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao dos teores de cinzas totais e insolUveis em acido

O teor de cinzas representa a propor¢cdo de minerais essenciais para a
formacdo do vegetal e também de material estranho (areia, poeira, etc) que
porventura estivesse aderido a superficie da planta. Um teor elevado pode ser
indicativo de contaminagfes por impurezas inorganicas, como metais e silica (VIGO;
NARITA;MARQUES, 2004). A avaliacdo do teor de cinzas soluveis em &acido, por
sua vez, revela a presenca de silica ha amostra, principalmente na forma de areia.

A Farmacopeia Brasileira, na monografia de algumas drogas vegetais, define
limite para teor de cinzas. Para as cascas do barbatimdo [Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville], por exemplo, o limite maximo preconizado € 5% de
cinzas totais (BRASIL, 2010). Para a amostra analisada (residuo de cascas de M.
cauliflora), os valores encontrados para os teores de cinzas totais e cinzas insolaveis
em acido, foram 21,88 % + 0,005 e 1,75 % +0,002, respectivamente.

De acordo com SOUZA et al. (2007), o teor de cinzas totais em folhas de M.
cauliflora, foi 11%. Para frutos e cascas dos frutos dessa espécie, no entanto, ndo
ha relatos prévios de avaliacdo desse parametro.

O fato do material utlizado neste trabalho consistir em residuos
agroindustriais, descartado ap6s o processo fermentativo e armazenado em
condicbes que podem favorecer um acumulo de contaminantes, pode ter refletido

nos elevados teores de cinzas totais observados.

4.2 Determinacéao da distribuicdo granulométrica

A granulometria da matéria-prima vegetal pulverizada consiste num
importante parametro, por estar diretamente relacionado ao processo extrativo e sua
eficiéncia. Esse parametro é importante pois as particulas de material pulverizado
que apresentam tamanho superior a classificacdo de fino € mais apropriada para
processos extrativos, pois um po muito fino pode resultar em empacotamento da

amostra, impedindo o fluxo adequado do liquido extrator enquanto um pd muito
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grosso pode favorecer formacao de canais preferenciais para a passagem do liquido
extrator, fazendo que a extragao nao seja homogénea (LIST;SCHMIDT, 2000).

Apoés a etapa de tamisacdo do pé do material vegetal, foi constatado que
57,66% das particulas encontraram-se na faixa de 355 uym a 710 pm,
caracterizando-o como pé moderadamente grosso (Figura 4) de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 5% edicdo (BRASIL, 2010).

Portanto, o material vegetal pulverizado utilizado mostrou-se adequado para a
extracdo (LIST;SCHMIDT, 2000).
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Figura 4. Distribuicdo granulométrica da matéria-prima vegetal pulverizada, obtida

dos residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora.

4.3 Determinacéo do indice de Intumescéncia

O indice de intumescéncia indica a presenca de mucilagens, pectinas e
hemicelulose, que absorvem agua fazendo com que o material que as contenha
aumente o seu volume quando em contato com o solvente (WHO, 2011). Em
processos extrativos, principalmente em escala industrial, este parametro auxilia na
determinacdo do volume de solvente a ser adicionado durante a extracdo, e na

escolha das dimensées do recipiente extrator a ser utilizado (SIMOES et al., 2004).
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O valor obtido para o residuo de cascas do fruto foi 4,2 + 0,005. E esse € o
primeiro relato de valores para indice de intumescéncia de cascas de frutos de M.

cauliflora.

4.4 Prospeccao fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica ou farmacogndstica permite a caracterizacdo de
classes de metabolitos secundarios presentes no material vegetal

Os resultados dos testes de prospeccéo fitoquimica para a deteccdo das
principais classes de metabdlitos secundarios presentes na amostra avaliada

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Classes de metabdlitos secundarios presentes na matéria-prima vegetal
pulverizada, obtida dos residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria

cauliflora.

Classes de metabolitos

Alcaloides -
Heterosideos antraquindnicos  +

Heterosideos digitalicos -

Heterosideos flavonoides +
Saponinas -
Taninos +

(+) presenca (-) auséncia

4.5 Quantificacao de fendis

Usualmente, o teor de compostos fendlicos presentes em uma amostra tem
correlacdo linear com a capacidade antioxidante e o tipo de extracdo influencia o
teor de compostos fendlicos em um extrato (HODZIC et al., 2009).

Flavonoides e taninos sdo representantes desse grupo de compostos. O
mecanismo de acdo envolve reacOes radicalares ou processos de quelagao
(KUMAR; KUMARAVEL;LALITHA, 2010). Dessa forma, a avaliagdo do teor em
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fendis totais da amostra analisada, além de ser indicativa da possivel atividade
antioxidante, pode ser utilizada como parametro de controle da qualidade.

Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais, foi necesséaria a
construcdo de uma curva padrao de &cido tanico, conforme esta representado na

Figura 5.

y=2,8x + 0,0099
R’=0,999

0.8 /
0,6 /

0,0
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T T T T T T T
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Figura 5. Curva padréo para o doseamento de fendis totais em Myrciaria cauliflora.
Concentracdo de &cido tanico em mg/mL versus Absorbancia (ABS). Cada ponto

representa a meédia + desvio padrdo em triplicata.

Os resultados das quantificacbes de compostos fendlicos totais foram
representados como média + desvio padrao conforme a Tabela 7.

Tabela 7. Porcentagem (m/m) de compostos fendlicos totais (FT) para a matéria-
prima vegetal pulverizada, obtida dos residuos agroindustriais de cascas dos frutos

de Myrciaria cauliflora.

Amostra FT (%, m/m)

Extracdo a quente (refluxo) 3,99+0,05
Extracdo com ultrassom 1,71+0,01

Extrac&o por percolagao 11,66+ 0,5%

Para os valores de concentracdo de fendis totais (FT) expressos em mg/mL,

os valores referentes aos extratos obtidos a quente por refluxo, por ultrassom e
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percolagdo foram 0,16 mg/mL, 0,07 mg/mL e 8,75 mg/mL (extrato apds ser
concentrado em rota-evaporador), respectivamente.

A extracdo por percolacédo apresentou os melhores resultados para a extracao
de fendis totais, devido provavelmente ao maior tempo de contato entre o residuo
com o solvente extrator (&lcool 45%). O extrato obtido por percolacdo e
posteriormente concentrado foi submetido ao doseamento de fendis totais,
apresentou teor de 17,89+0,22 % de fendis em relacdo a porcentagem de sélidos
(12%).

4.6 Determinagédo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante jabuticaba e alguns de seus derivados tém sido
relatados na literatura (TERCI, 2004; BARROS, J. A. C.; CAMPOS;MOREIRA,
2010). Contudo, como a matéria-prima utilizada no presente estudo consiste de
residuos agroindustriais das cascas dos frutos, torna-se necessaria a confirmacao
de que este material apresenta também relevante atividade antioxidante, mesmo
depois de ter sido submetido a um processo fermentativo.

Dessa forma, a partir do extrato obtido conforme o item 3.3.3 (pagina 28),
foram preparadas cinco diluicbes diferentes e uma curva de Absorbancia em funcéo
da Concentracdo foi construida para o calculo e posterior obtencdo do valor
IC50=2,17 mg/mL. A equagéao obtida foi:

ABS=-0,1087 C+ 0,5729 (R?=0,9932)

Onde:
ABS=Absorbancia da solucdo em contato com DPPH a 515 nm (apdés 30 min de
reacao)

C=Concentragao do extrato mg/mL)

Considerando a natureza complexa do extrato, o valor encontrado é
satisfatério, se comparado com o valor encontrado para o controle positivo (BHT,
IC50=1,07 mg/mL).
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4.7 Obtencdao e caracterizagédo do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico foi obtido por percolacdo, conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010). Foi utilizado 1 Kg de material
vegetal e 10 L de solucéo hidroalcéolica 45 % (v/v). A vazédo do percolado foi de 0,2
+ 0,25 mL/min. O extrato foi concentrado em rota-evaporador a 40 °C até a obtencéo

de um teor de sélidos de 12% (m/m).

4.7.1 Determinacéao do teor de sélidos do extrato concentrado

O teor de sélidos € uma importante variavel para extratos e emulsées que
serdo submetidas a secagem por nebulizacdo. De acordo com AZEREDO (2005)
guanto maior o valor desse parametro, menor o tempo para a formacao do produto
seco obtido no spray-dryer. Além disso, o teor de sélidos pode influenciar no valor de
viscosidade do extrato, de modo que com valores menores de viscosidade, o
tamanho da gota formada no bico atomizador é diretamente afetada, enquanto que
em niveis maiores de viscosidade, este efeito € menos pronunciado. De modo geral,
quanto maior a viscosidade do liquido, maiores serdo os tamanhos das particulas de
po formadas durante o] processo de nebulizagao (FRASER;
DOMBROWSKI;ROUTLEY, 1963).

Para minimizar a perda, podem ser adicionados, ao extrato, adjuvantes de
secagem antes da nebulizacdo. Os adjuvantes de secagem também sao importantes
para auxiliar na preservacdo de compostos de interesse durante 0 processo
(CAI;CORKE, 2000).

O teor médio de solidos para o extrato concentrado dos residuos dos frutos
de Myrciaria cauliflora foi de 12%, superior a outros extratos que foram submetidos a
secagem por nebulizagdo. MORAES, C. S. S. (2012) obteve extratos secos
padronizados a partir de extratos concentrados das folhas da espécie Ocimum
gratissimum com 9,5% de teor de solidos, enquanto MARTINS (2012) obteve de um
extrato das raizes de Brosimum gaudichaudii com teor de soélidos de 5,41% e
também conseguiu realizar a secagem por nebulizacdo, obtendo extratos secos

padronizados.
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O teor de sélidos obtido para o extrato utilizado neste trabalho mostrou ser
satisfatorio para ser empregado na etapa de secagem por nebulizagéo.

4.7.2 Determinacdo da densidade relativa do extrato concentrado de

M. cauliflora

A densidade relativa média do extrato concentrado de M. cauliflora foi
determinada através da metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 52 ed
(BRASIL, 2010).

4.8 Validacdo do método analitico para a quantificacdo de acido elagico

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), os parametros de
conformidade do sistema (system suitability) aceitaveis consistem em Fator de
retencdo (k) separado de outros picos e do pico correspondente ao tempo de
retencdo de um composto nao retido (k>2); a repetitividade (RSD) deve apresentar
coeficiente de variacéo inferior a 1% para no minimo 5 replicatas; a resolucdo (Rs)
deve apresentar valores acima de 2 entre o pico de interesse e o potencial pico mais
proximo, que pode ser resultado de impureza ou produto de degradacédo de outras
substéancias; fator de cauda (TF) deve ser menor ou igual a 2 e o nimero de pratos
tedricos deve possuir valores maiores que 2000 (FDA, 2001).

Normalmente, no minimo dois destes critérios sao requeridos para assegurar
a conformidade do sistema (RIBANI et al., 2004). As condicfes para a conformidade

do sistema estédo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Condicdes de separacéo para o parametro de conformidade do sistema.

Parametros Valores de referéncia  Acido elagico
Rs >2,0 568
TF <2,0 1,2
N >2,0 2510

Rs: Resolucéo; TF: Fator de cauda; N: Nimero de pratos teéricos.
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4.8.1 Especificidade do método analitico desenvolvido para o &acido
elagico

A especificidade é a capacidade de identificar a presenca do marcador
existente na amostra por meio da comparacdo com 0 composto padrdo. A
especificidade € importante para garantir o sucesso de outros parametros como:
linearidade, exatidao e precisao (FDA, 2001; RIBANI et al., 2004).

Nas condicbes de andlise descritas no item 3.3.2 (pagina 25) o pico
correspondente ao acido elagico foi observado no tempo de retencdo de
aproximadamente 7,7 min (Figuras 6 e 7). O espectro na regido do ultravioleta
correspondente a esse pico mostrou absorbancias maximas de 252 e 361 nm e perfil

compativeis com o esperado para o acido elagico (Figuras 8 e 9).
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Figura 6. Cromatograma, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do padrao de

acido elagico. Condicbes de analise: Fase movel: Metanol:Agua (60:40); Fluxo: 0,5 mL/min;
Temperatura: 25°C; A=252 nm; Coluna: Zorbax eclipse XDB-C18 5um; 250 mmx4,6mm.



49

0,50
0,40

2 0,30
2

©
1
@
N
=]
S
<
L
=)
kel
w

0,20

0,10

0,0(

— T T —— — ——— —— e e L B e e s e B e LA A e e s e
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00
Mnutes

Figura 7. Perfil cromatografico do extrato liquido obtido por ultrassom a partir de

residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora. Condiges de

andlise: Fase movel: Metanol:Agua (60:40); Fluxo: 0,5 mL/min; Temperatura: 25°C; A=252 nm;

Coluna: Zorbax eclipse XDB-C18 5um; 250 mmx4,6mm.

Os espectros de absorcao obtidos por meio da varredura do detector DAD
(Figuras 8 e 9) mostraram que o método desenvolvido foi capaz de medir

exatamente o marcador acido elagico na presenca de outros componentes.
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Figura 8. Espectro de absorbancia na regiao do UV-visivel, referente ao pico do
padrao de acido elagico (tg = 7,7 min).
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Figura 9. Espectro de absorbancia na regido do UV-visivel, referente ao pico do

acido elagico (tR = 7,7 min) determinado no extrato liquido dos residuo de Myrciaria.

cauliflora.

Conforme a RE n° 27/12 da ANVISA, que trata da validacdo de métodos
analiticos (BRASIL, 2012), o método cromatografico empregado para a

determinacao qualitativa e quantitativa de acido elagico foi considerado especifico.

4.8.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar que 0s
resultados encontrados sédo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra em um certo limite especificado (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2012). A
linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo linear (r), obtido por meio
de regresséo linear da curva padréo.

Segundo a RE n° 27/12 da ANVISA, coeficientes maiores ou iguais a 0,99 sao
adequados para métodos quantitativos, portanto o método pode ser considerado
linear por apresentar coeficiente de correlacdo igual a 0,998, conforme equagéo
presente na Figura 10, o que demonstra que os valores de area para o pico do acido
elagico sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito investigado
(BRASIL, 2012).
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Figura 10. Curva padrdo do padréo de acido elagico, em ug/mL. Cada ponto

representa a média + desvio padrédo em triplicata.

4.8.3 Limite de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

De acordo com RIBANI et al. (2004) a determinagédo do LQ representa uma
importante informacdo que esta relacionada com a concentracdo, a precisdo e a
exatiddo exigidas. Assim, quanto menor o LQ, menos preciso torna-se o resultado
medido. Portanto, para que haja maior precisdo, deve-se trabalhar com maiores
concentracdes, ou seja, concentracdes mais altas do que o LQ calculado para que o
método possa garantir maior precisdo nos resultados calculados.

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados conforme
as equac0Oes apresentadas no item 3.3.2.4, pagina 26.

Conforme preconizado pela RE n° 27/12 da ANVISA o desvio padrdao do
intercepto com o eixo y das trés curvas e suas média da inclinacao foram calculadas
(BRASIL, 2012). Os valores obtidos de LD e LQ para o acido elagico foram 3,90 e
13,01 pg/mL, respectivamente. Esses valores para LD e LQ fornecem informacdes
para que a quantificacdo e a deteccdo do acido elagico possam ser realizadas com
seguranca.
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4.8.4 Precisao

A precisao consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados encontrados
experimentalmente em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma
mesma amostra. Este parametro deve ser considerado em trés niveis (BRASIL,
2012).

Tabela 9. Repetibilidade e precisdo intercorrida para a solu¢do do padrdo de &cido

elagico.
Teor (%, m/m) Teor (%,m/m) Teor médio
Replicatas Analista 1 Analista 2 (%, m/m) DP  CV (%)
1 0,0689 0,0654 0,0652 0,0027 4,25
2 0,0695 0,0642
3 0,0603 0,0661
4 0,0622 0,0663
5 0,0672 0,0664
6 0,0694 0,0601
7 0,0672 0,0646
8 0,0632 0,0650
9 0,0632 0,0650

DP=Desvio padrdo; CV=Coeficiente de variacdo. Condicbes de andlise: Fase mdvel: Metanol:Agua
(60:40); Fluxo: 0,5 mL/min; Temperatura: 25°C; A=252 nm; Coluna: Zorbax eclipse XDB-C18 5um;

250 mmx4,6mm.

Os resultados de precisdo (intracorrida e intercorridas) estdo representados
na Tabela 9. Para um coeficiente de variagdo (CV) maximo de 5%, € possivel
observar que os resultados apresentam confiabilidade, com CV=4,25%. Os
resultados de precisdo estdo de acordo com os valores estabelecidos pela RE n°
27/12 da ANVISA (BRASIL, 2012).

4.8.5 Exatidao
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Executada por meio de ensaios de recuperacao, a exatiddo pode ser definida
como a quantidade de analito de interesse, presente ou adicionada na amostra
teste, que € extraida e pode ser posteriormente quantificada (THOMPSON et al.,
1999). O "contaminante" é definido como uma substancia pura que € adicionada ao
material teste, em que o comportamento fisico-quimico € representativo do analito
de interesse na forma isolada (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2003). A exatiddo foi
demonstrada por meio do percentual de recuperacdo do método, onde a média do
recuperado ndo ultrapassou 1% de diferenca entre o valor tedrico e o obtido,

mostrando que o ensaio é exato (Tabela 10).

Tabela 10. Resultados do parametro de exatiddo de quantificacdo do acido elagico
presente no extrato hidroalcodlico obtido de residuos agroindustriais de cascas dos

frutos de Myrciaria cauliflora.

Concentracao Area Area (MV*S) Conc ob.  Médiadas CV(%)
(MV*S) s/pd c/ pd c/pd recuperacdes
(mg/mL)
4209927 12093542 0,0171
80% 4201244 12014878 0,0169 100,29 0,448143

4297441 12154744 0,0170
5141701 12977501 0,0170

100% 5188342 12979582 0,0169 99,71 0,332501
5146132 12936193 0,0169
5960114 13886840 0,0171

120% 5947487 13884635 0,0172 101,11 0,357221
5974891 13858463 0,0171

Area s/pd: Area da amostra sem a adi¢&o de padrdo; Area c/pd: Area da amostra com a adico de

padrdo; Conc ob. ¢/pd: Concentracdo da amostra com o padrao.

4.8.6 Robustez

Segundo a RE n° 27/12 da ANVISA e o INMETRO, a robustez pode ser
definida como a medida de sua capacidade em resistir a pequenas alteragbes dos
parametros analiticos (INMETRO, 2010; BRASIL, 2012). Essas mudancas que sao
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testadas podem significar possiveis altera¢cdes quando um método € reproduzido em
outros laboratérios, analistas ou equipamentos (MATTIJS et al.,, 2004). Os
parametros que sofreram variacdo foram o fluxo, a composicédo da fase movel e o
marca da coluna utilizada, conforme representado na Tabela 11. Para todas as
mudancas de parametro avaliadas os coeficientes de variagao foram inferiores a 5%

(Tabela 11), o que revela que o método em questao é robusto.

Tabela 11. Resultados do parametro de robustez do teor de acido elagico presente
no extrato hidroalcoolico obtido de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de
Myrciaria cauliflora.

Area Conc.
Condicao analitica (MV*S) (mg/mL) Teor (%, m/m) DP CV (%)
0,4 mL/min 4082136 0,01044 0,0522 0,002  3,8301
0,6 mL/min 4132738 0,01056 0,0528 0,002  3,7886
Metanol: 4gua (60:40) 4706233 0,01192 0,0596 0,0025 4,1975
Metanol: 4gua (62:38) 4537558 0,01152 0,0576 0,002  3,4719
Coluna Waters 4799005 0,01214 0,0607 0,001 1,6476
Coluna Zorbax 4841173 0,01224 0,0612 0,003  4,9004

4.9 Planejamento experimental do método de extracdo de acido elagico

Foram realizados 2 planejamentos experimentais (A e B) para a extracdo de
acido elagico e medida da atividade antioxidante por potencial de captura do radical
livre DPPH.

4.9.1 Planejamento experimental A

O Planejamento experimental A avaliou a influéncia do Tempo de extracéo,
proporcao solido:liquido e graduacdo alcoodlica sobre a concentracdo de acido
elagico e a atividade antioxidante do extrato obtido (Tabela 12).
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Tabela 12. Planejamento A (fatorial fracionario 3% e as concentracdes de acido
elagico e suas respectivas capacidades antioxidantes.

Tempo  PSL EtOH  Acido elagico AAO
(min)  (mg/mL) (%) (mg/mL)
10 0,12 70 0,01085 46,7043
30 0,12 70 0,0430 47,2693
10 0,18 70 0,0558 47,2693
30 0,18 70 0,01712 69,3032
10 0,15 45 0,03641 73,0697
30 0,15 45 0,01586 46,7043
10 0,15 95 0,0616 42,7495
30 0,15 95 0,0948 44,0678
20 0,12 45 0,03694 69,3032
20 0,18 45 0,04130 80,2260
20 0,12 95 0,0382 23,9171
20 0,18 95 0,0939 47,0810
20 0,15 70 0,0300 61,7702
20 0,15 70 0,0290 71,7514
20 0,15 70 0,0283 71,0000

PSL: Proporcdo sdlido:liquido; EtOH: Graduacdo alcoodlica;AAO: Atividade antioxidante por

porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH.

Em relacdo ao Planejamento A (referente a extracdo de &cido elagico por
ultrassom), por meio do Diagrama de Pareto representado na Figura 11 foi possivel
visualizar que apenas os fatores quadratico (Q) e linear (L) da graduacao alcodlica
foram significativos ao nivel de 5%. A tendéncia dos efeitos relativos a graduacéo
alcoolica exercerem influéncia significativa sobre o processo extrativo de acido
elagico a partir dos residuos das cascas de jabuticaba pode ser visualizada no
grafico de distribuicdo normal representado na Figura 12, na qual os efeitos EtOH (L)

e EtOH (Q) se distanciam dos demais efeitos, mostrando que sua variacdo nao se
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deve somente a distribuicdo normal dessa varidvel. O tempo de extracdo e a
proporcao solido:liquido (PSL) ndo apresentaram efeitos significativos.

EtOH(L) -6,289}

EtOH(Q) : -4,61885
1

PSL(Q) -2,00192

Tempo(L)XEtOH(L) 2,048406

Tempo(L)xPSL(L) 1,583384

PSL(L) 1,081889

Tempo(L) -, 758628

Tempo(Q) -,112063

PSL(L)XEtOH(L) 11057717

p=,05

Efeitos estimados padronizados

Figura 11. Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados (em relacdo as variaveis
codificadas) referentes ao Planejamento A para a extracdo de acido elagico presente
no extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de

Myrciaria cauliflora e suas respectivas capacidades antioxidantes. PSL: Proporgio

solido:liquido; EtOH: Graduacéo alcodlica; L: linear; Q: quadratico.
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Figura 12. Gréfico de distribuicdo normal dos efeitos para o Planejamento A para a

extracdo de acido elagico presente no extrato obtido a partir de residuos

agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora e suas respectivas

capacidades antioxidantes. PSL: Proporgéo sdlido:liquido; EtOH: Graduag&o alcodlica; L: linear;

Q: quadratico.

Por meio do grafico de superficie de resposta (Figura 13), dentro da faixa

alcodlica investigada, menores valores de teor alcodlico apontaram para condi¢cdes

de melhor extracdo de &cido elagico, a saber: a graduacao de 45% mostrou ser a

mais efetiva para a melhor extracdo desse marcador.
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Figura 13. Grafico de superficie da concentracdo de acido elagico presente no
extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria
cauliffora em funcdo da graduacdo alcodlica e proporcdo sodlido:solvente

(Planejamento A).

A seguinte equacdo ajustada revela o comportamento quadratico existente
entre a graduacdo alcodlica e o teor de acido elagico encontrado (os demais

coeficientes ndo estdo presentes por nao serem significativos ao nivel de 5%).

AE(mg/mL)= -0,0013EtOH + 0,0014EtOH? (r=0,9672)

Onde:
AE=Concentracado de acido elagico

EtOH=Graduacao alcodlica

Quando foi investigada a segunda resposta para o Planejamento A (atividade
antioxidante por captura de DPPH-AAO), foi possivel observar, conforme mostrado
na Figura 14, que apenas o efeito linear da graduacdo alcodlica mostrou ser

significante sobre a extracdo de compostos antioxidantes.
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EtOH(L) -3,5349

PSL(L) |1,797328

Tempo(Q) |1,63893

Tempo(L)XEtOH(3) 11,241347

EtOH(Q) |1,208928

PSL(Q) |1,03855

Tempo(L)xPSL(2) |,9626772

PSL(L)XEtOH(3) ,5488949
Tempo(L) |-,077625

p=,05
Efeitos padronizados estimados

by

Figura 14. Grafico de Pareto para os efeitos referentes a atividade antioxidante
(AAO) do extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de

Myrciaria cauliflora em funcdo de diferentes variaveis (Planejamento A). PSL:

Proporc¢éo solido:liquido; EtOH: Graduacéo alcodlica; L: linear; Q:quadrético.
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Figura 15. Grafico de distribuicdo normal dos efeitos para a atividade antioxidante
do extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de
Myrciaria cauliflora, utilizando o método do DPPH (Planejamento A). PSL: Propor¢ao

sélido:liquido; EtOH: Graduacéo alcodlica; L: linear; Q: quadratico.
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Essa mesma tendéncia pode ser observada na Figura 15, em que o efeito
linear da graduacgédo alcoolica -EtOH(L) - se distancia dos demais efeitos, revelando
que sua influéncia € significativa e ndo apenas resultado da variabilidade normal
deste parametro.

O grafico de superficie de resposta apresentado na Figura 16 também aponta
para a mesma tendéncia observada anteriormente para o marcador acido elégico,
ou seja, dentro da faixa de graduacao alcodlica avaliada, menores concentracdes de
alcool favorecem o aumento da atividade antioxidante por captura de DPPH nos

extratos obtidos por ultrassom.

Figura 16. Gréfico de superficie da atividade antioxidante (AAQO) do extrato obtido a
partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora, em
funcdo da graduacdo alcodlica (EtOH) e propor¢cdo solido:liquido (PSL)

(Planejamento A).

A seguinte equacdo representa a relacdo existente entre os valores da

variavel EtOH (graduacéo alcodlica) e a atividade antioxidante do extrato obtido.
AAO(%)=-0,12EtOH+0,14EtOH? (r=0,9356)
Onde:

AAO(%)= Atividade antioxidante por inibicdo dos radicais DPPH

EtOH=Graduacao alcodlica
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A partir desse experimento foi possivel concluir que as condi¢des 6timas para
a extracdo utlizando ultrassom sdo: graduacdo alcoolica (EtOH) de 45%
independente da proporcdo solido:liquido (PSL) e tempo de extracdo, pois esses

dois ultimos fatores ndo foram significativos nos niveis investigados.

4.9.2 Planejamento experimental B

Para verificar se solugbes mais polares (com menor concentracdo alcodlica)
favorecem a extracdo do acido elagico pelo método de extracdo por ultrassom, um
segundo planejamento (Planejamento B) foi elaborado, com os niveis da graduacao
alcodlica fixados em 5, 25 e 45% (Tabela 13).

Tabela 13. Planejamento B (fatorial fracionario 3% e as concentracdes de acido
elagico do extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de

Myrciaria cauliflora,e suas respectivas capacidades antioxidantes

Tempo PSL Acido elagico

(min) (mg/mL) EtOH (mg/mL) AAO
10 0,12 25 0,0432 69,3032
30 0,12 25 0,0457 46,7043
10 0,18 25 0,0380 80,2260
30 0,18 25 0,0465 47,2693
10 0,15 5 0,0127 47,2693
30 0,15 5 0,0125 47,0810
10 0,15 45 0,0628 84,3691
30 0,15 45 0,0819 87,7590
20 0,12 5 0,0129 23,9171
20 0,18 5 0,0129 44,0678
20 0,12 45 0,0761 84,1808
20 0,18 45 0,0807 87,9473
20 0,15 25 0,0358 61,0856
20 0,15 25 0,0354 71,7514
20 0,15 25 0,0341 61,7702

PSL: Proporcao sdlido:liquido; EtOH: Graduacao alcodlica;AAQ: Atividade antioxidante por
porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH.
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Nesse planejamento, foi possivel observar que uma maior quantidade de
efeitos foram significativos: tempo de extracdo, graduacdo alcodlica, propor¢cao

sélido:liquido, e a interacdo graduacéao alcodlica x tempo (Figuras 17 e 18).

T
EtOH(L) : 32,78823
PLS(Q) i |-4,07912
Tempo(L) 1 13,908152
Tempo(L)XEtOH(L) | |3,575325
EtOH(Q) 1 |-3.44648
1
Tempo(Q) -1,80618
1
1
Tempo(L)xPSL(L) 1,:132187
1
1
PSL(L)XEtOH(L) 8338705
1
1
PSL(L) 0219994
1
1
p=,05

Efeitos estimados padronizados

Figura 17. Gréfico de Pareto para a influéncia dos efeitos referentes a extracdo de
acido elagico do extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos
frutos de Myrciaria cauliflora (Planejamento B). PSL: Proporgio sélido:liquido; EtOH:

Graduacéo alcodlica.
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Figura 18. Grafico de distribuicdo normal da influéncia dos efeitos referentes a
extracdo de acido elagico do extrato obtido a partir de residuos agroindustriais de
cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora (Planejamento B). PSL: Proporgéo sélido:liquido;

EtOH: Graduacéo alcodlica; L: linear; Q: quadratico.

Assim, com base nos resultados obtidos (Tabela 13) com a obtenc¢do do novo
modelo de regressdo e a partir da superficie de resposta encontrada, foi possivel
concluir que o teor alcodlico responsavel pelo melhor perfil de extracdo foi
equivalente ao nivel 45%.

Nos graficos de superficie apresentados na Figura 19, pode ser observado o
comportamento da extracdo de acido elagico em funcdo dos trés parametros
avaliados (Tempo de extracdo; Proporcéo solido:liquido-PSL e Graduacéao alcodlica-
EtOH), além da interacdo existente entre esses efeitos (Figuras 19a, 19b e 19c).

A superficie da Figural9d expressa simultaneamente o comportamento da
extracdo de acido elagico frente aos trés parametros analisados e € possivel
visualizar que na faixa investigada, maiores niveis de graduacéo alcoodlica, maior
proporcdo de solido:solvente e maior tempo de extracdo S80 necessarios para

aumentar a quantidade de acido elagico extraida em banho de ultrassom.
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O resultado da graduacao alcodlica obtida neste Planejamento coincide com o
resultado encontrado para o primeiro, mostrando que niveis de 45% de graduacéo
alcoolica devem ser utilizados para o aumento da extracdo do marcador escolhido.

A partir da seguinte equacdo, pode ser observado que os trés fatores
exercem influéncia significativa na concentracdo de acido elagico extraido. Além
disso, existe interagdo entre as varidveis tempo e graduacgdo alcoodlica. O modelo
apresenta um alto valor preditivo, como pode ser concluido por meio de seu alto
coeficiente de determinacdo (r=0,9956), apresentando uma boa capacidade de

explicar o comportamento dos dados do sistema em estudo.

AE(mg/mL)= 0,035 + 0,004 Tempo +0,0025Tempo? + 0,006PSL + 0,03EtOH
+0,005EtOH? + 0,005TempoxEt OH(r=0,9977)

Onde:

AE=Concentracado de acido elagico
PSL=Proporc¢ao droga/solvente
EtOH=Graduacao alcodlica
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Figura 19. Superficies de resposta da extracdo de acido elagico do extrato obtido a
partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora
(Planejamento B) em funcdo de PSL e Tempo (A); PSS e graduacéo alcodlica (B);

graduacdo alcodlica e tempo (C); em funcao das trés variaveis simultaneamente (D).
PSL: Proporc¢ao soélido:liquido; EtOH: Graduacéo alcodlica.
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4.10 Planejamento 2° na obtenc&o do extrato seco

ApGs a obtencgéo do extrato liquido de origem vegetal, € comum realizar sua
concentragéo e posterior secagem. Existem diversas vantagens nos extratos secos
em relacdo aos liquidos, tais como a maior concentracdo de substancias de
interesse (marcadores), 0 menor custo no processo de estocagem, além de sua
maior estabilidade fisico-quimica (BENELLI; SOUZA;OLIVEIRA, 2013). Outra
vantagem relevante da utilizagdo de extratos na forma seca consiste na facilidade de
administracdo e ajuste de dosagem mais precisa encontrada em formas
farmacéuticas solidas (GONNISSEN; REMON;VERVAET, 2007).

A secagem pode ser feita por diversos métodos j4 abordados no item 1
(pagina 2). Para a obtencdo do extrato seco a partir de residuos agroindustriais de
cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora, foi utilizada a técnica de secagem por
nebulizacao.

Da mesma forma que foram realizados planejamentos experimentais para
determinacdo das condi¢cdes Otimas do processo extrativo, foram realizados
planejamentos para a obtencéo do extrato seco.

E importante salientar que antes de realizar planejamentos experimentais em
trés niveis para investigar possiveis curvaturas existentes no modelo, € ideal que se
faca planejamentos em dois niveis para a triagem dos fatores significativos e qual
sua influéncia nas respostas avaliadas, para posteriormente realizar uma avaliacéo
com modelos que possam indicar os pontos 6timos do sistema investigado (NETO;
SCARMINIO;BRUNS, 2001).

Dessa forma foram avaliados 11 condicbes de secagem variando 0s
seguintes parametros: Temperatura do ar de entrada, Fluxo de alimentacdo de
extrato e Vazao do ar de secagem.

Os resultados obtidos pela secagem do extrato liquido concentrado obtido a
partir das cascas dos frutos de M. cauliflora estdo apresentados na Tabela 14.

A Tabela 15 mostra os efeitos das variaveis independentes sobre as

respostas analisadas, juntamente com suas significancias.
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Tabela 14. Planejamento fatorial 2° para o processo de secagem do extrato
hidroalcéolico obtido a partir de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de
Myrciaria cauliflora e o resultado das respostas analisadas.

Exp Temp Fluxo Vazdo AE FT Rs Fv AAO Aw

1 -1 -1 -1 0,0626 12,37 49,83 6,39 26,96 0,301
2 1 -1 -1 00520 11,65 156 5,47 32,59 0,226
3 -1 1 -1 0,0297 12,13 61,64 6,76 37,03 0,359
4 1 1 -1 0,0488 13,03 49,44 6,21 25,60 0,342
5 -1 -1 1 00503 13,34 12,45 6,81 20,99 0,173
6 1 -1 1 00347 13,13 5845 7,26 2491 0,174
7 -1 1 1 00546 12,51 49,76 5,96 26,62 0,180
8 1 1 1 00376 13,45 58,03 5,94 13,31 0,207
9 0 0 0 00534 12,80 61,47 5,53 32,76 0,161
10 0 0 0 00610 1350 11,61 6,74 32,76 0,151
11 0 0 0 00584 14,10 62,35 5,96 34,81 0,146

AE: Teor em % de acido elagico; FT: Teor em % de fendis totais; Rs: Rendimento da secagem em %;
Fv: Teor em % de flavonoides totais; AAO: Porcentagem de inibicdo do radical DPPH, Aw: Atividade
de &gua. Temperatura:110°C; -1 =130°C; 1= 120°C;0; Fluxo de alimentacdo de extrato: -1 = 3

mL/min; 1=5 mL/min; 4mL/min; Vaz&o do ar de secagem: -1 = 30 L/min; 1= 50 L/min; 0= 45L/min.

Tabela 15. Suméario dos efeitos de variaveis de secagem e suas significancias (p)
sobre as propriedades do extrato seco residuos agroindustriais de cascas dos frutos

de Myrciaria cauliflora, obtido por nebulizacao.

Fator AE FT RS Fv AAO Aw
Ts Ns ns ns ns -3,7969% -0,0160°
Fe -0,0072°¢ ns ns ns ns 0,0535%
Va ns ns ns ns -9,0870* -0,1235%

Tsx Fe 0,0071° ns ns ns -8,5751* 0,0210°
TsxVa -0,0102° ns ns ns ns 0,0300?
FexVa 0,0109? ns ns -0,8197b -2,2611° -0,0335°

Significante ao nivel de :*5%, "10%, °15%; Ts: Temperatura do ar de secagem; FE: Fluxo de
alimentacéo de extrato; VA: Vaz&o do ar de secagem; AE: Teor de &cido elégico; FT: Teor de fendis
totais; Rs: Rendimento da secagem; Fv: Flavonoides totais; AAO: Porcentagem de inibi¢cdo do radical
DPPH, Aw: Atividade de agua, ns: ndo significante. Temperatura:110°C; -1 =130°C; 1= 120°C;0;
Fluxo de alimentacéo de extrato: -1 = 3 mL/min; 1= 5 mL/min; 4mL/min; Vaz&o do ar de secagem: -1
= 30 L/min; 1= 50 L/min; 0=45L/min.

O teste ANOVA mostrou que o fator Fg (fluxo de alimentacdo de extrato)
influenciou negativamente no teor de acido elagico (AE) em um nivel de significancia

de 15%. O termo de interacdo Ts (temperatura do ar de secagem) X Fg teve



68

influéncia positiva sobre AE, e a superficie de resposta obtida é mostrada na Figura
20a, na qual, é possivel observar que a medida que Fg e Ts sGo menores, maior o
rendimento do teor de acido elagico nos extratos secos de M. cauliflora.

O termo de interacdo Ts X Va (vazdo do ar de secagem) exerceu efeito
negativo sobre a resposta analisada e conforme mostrado na Figura 20b, maior
aquecimento do ar de entrada aliado a uma menor vazdo do ar de secagem
proporcionou um aumento no teor de &cido elagico. Ainda, a interacdo Fg X Va
influenciou positivamente o teor de acido elagico, conforme o gréafico de superficie
mostrado na Figura 20c, onde € possivel observar que os menores niveis de Fg e Va

aliados proporcionam um maior rendimento da resposta.
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Figura 20. Superficie de resposta do teor de &acido elagico no extrato seco de
residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora, obtido por
nebulizacdo, em funcdo do Fg e Ts (a); Va e Ts (b); Fe e Va (c). Onde:
Ts=Temperatura do ar de entrada; Fg: Fluxo de alimentacédo de extrato; Va=Vazéo
do ar de secagem.
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Quando foram analisadas como variaveis-resposta o teor de fenois totais (FT)
e o0 rendimento do extrato seco (Rs), ndo foram encontrados efeitos significativos.
No entanto para o teor de flavonoides totais (Fv), o termo de interagao -0,8197 foi
significativo ao nivel de 10%, conforme apresentado na Figura 21, em que o0s
maiores teores sao obtidos em menores niveis de fluxo de alimentacdo de extrato e

maiores niveis de vazao do ar de secagem.

Figura 21. Superficie de resposta do teor de flavonoides totais no extrato seco de
residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora, obtido por
nebulizacdo, em funcdo de Feg e Va. Onde: Fe: Fluxo de alimentacdo de extrato;

Va=Vazdao do ar de secagem.

Quanto a atividade antioxidante, foi verificado, ao nivel de significancia de 5%,
gque a temperatura do ar de secagem (Ts) exerceu efeito negativo sobre a
capacidade de captura de radicais DPPH. Isso pode ser devido a inativacdo de
outros compostos presentes no extrato, além do acido elagico, que também
apresentam capacidade de sequestrar radicais livres DPPH, (SHARIDI;NACZK,
1995; MALACRIDA;MOTTA, 2006).

A vazdo do ar de secagem (V) também foi capaz de influenciar
negativamente a atividade antioxidante do extrato seco de M. cauliflora. Portanto
maiores niveis de Vazdo proporcionam extratos secos com menores atividades

antioxidantes.
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As interacfes Ts X Va e Fg X Va apresentaram sinal negativo conforme
visualizadas na Tabela 15 (pagina 67). Niveis menores de temperatura e maiores de
fluxo de alimentacdo de extrato proporcionam extratos com melhores propriedades
quanto a atividade antioxidante (Figura 22a). Como mostrado na Figura 22b,
maiores valores de fluxo de alimentacdo de extrato aliados a menores niveis de
vazao do ar de secagem também resultam em extratos secos com maior atividade

antioxidante.
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Figura 22. Superficie de resposta da atividade antioxidante do extrato seco de
residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora, obtido por
nebulizacdo, em funcéo do fluxo de Fg e Ts (a); FE e Va (b). Onde: Fg: Fluxo de

alimentacao de extrato; Va= Vazao do ar de secagem.

Um extrato seco pode conter agua na forma livre ou ligada. A atividade de
agua (Aw) equivale a quantidade de &gua livre disponivel no meio capaz de
proporcionar desenvolvimento microbiolégico. Produtos que apresentam baixa
atividade de agua ndo sdo adequados para o crescimento de microrganismos
(WHO, 1998).

Nos extratos secos obtidos nos planejamentos propostos, todos os valores
encontrados para a atividade de agua (Aw) variaram de 0,146 a 0,359.

O risco de contaminagdo microbiolégica pode ser classificado de 0 a 4. O
nivel 0 apresenta baixa atividade de agua (0-0,16), portanto baixo risco de
contaminacgao, enquanto o nivel 4 apresenta alta atividade de agua(> 0,5), com alto

risco de contaminagdo microbiolégica. Os extratos secos gerados no planejamento
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2% apresentaram valores de Aw menores que 0,5, estando dentro dos limites de
qualidade aceitos quanto a este parametro (ORTH, 1993). Todos os efeitos relativos
a atividade de agua foram significativos aos niveis de 5% e 10%.

Embora os valores obtidos em todas as secagens tenham ficado dentro dos
parametros de qualidade, a atividade de agua é uma resposta que pode ser
minimizada, proporcionando maior seguranca aos produtos intermediarios (insumos)
obtidos. Um menor fluxo de extrato aliado a uma maior temperatura do ar de
secagem proporciona menores valores para a atividade de agua, conforme
apresentado na Figura 23a. Elevados niveis de vazdo do ar de secagem (V,) aliado
a temperaturas maiores do ar de secagem (Ts) resultam em menores valores de
atividade de agua, e esta interacdo pode ser observada na Figura 23b, enquanto
que menores niveis de fluxo de alimentagdo de extrato (Fg) proporcionaram menores
valores de atividade de &gua para os extratos secos obtidos, como apresentado na
Figura 23c.

As equacdes ajustadas com os respectivos coeficientes de correlacdo estao

descritas na Tabela 16.

Tabela 16. Equacdes ajustadas e coeficientes de correlacdo (r) dos resultados
experimentais de obtencdo de extrato seco de residuos agroindustriais de cascas

dos frutos de Myrciaria cauliflora, obtido por nebulizacéo,.

Equacdes r
EA=0,049-0,004F¢ + 0,004TsxFg -0,005TsxVa +0,005FexVa  0,7980
Fv=6,28- 0,41V axFg 0,8302
DPPH=28,03-1,9Ts-4,54V-4,29T aXFg -1,13FgxVa 0,8608
Aw=0,22-0,008Ts+0,03Fg-0,06Va+001TsxFg +0,02TsxVa -
0,02FexVa 0,8291

Ts: Temperatura do ar de secagem; FE: Fluxo de alimentacdo de extrato; VA: Vazéo do ar de
secagem; AE: Teor de acido elagico; FT: Teor de fendis totais; Rs: Rendimento da secagem; Fv:

Flavonoides totais; AAO: Porcentagem de inibicao do radical DPPH, Aw: Atividade de agua

A partir deste conjunto de efeitos € possivel elaborar um planejamento em
trés niveis para uma descricdo mais detalhada do processo de secagem do extrato

das cascas dos frutos de M. cauliflora.
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Figura 23. Superficie de resposta da atividade agua no extrato seco de residuos
agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora, obtido por nebulizacao,
em funcéo de Fg e Ts (a); Ts e Va (b); Fe e Va (c). Onde: Ts=Temperatura do ar de
entrada; Fe: Fluxo de alimentacdo de extrato; Va=Vazéo do ar de secagem.

4.11 Planejamento Box-Behnken (3°) na obtenc&o do extrato seco

Com base no Planejamento de 2 niveis para a obtencédo do extrato seco a
partir do extrato concentrado dos residuos das cascas dos frutos de M. caulifora, as
variaveis temperatura (T), fluxo de alimentacdo do extrato (Fluxo) e vazéo do ar de
secagem (Vazao) foram investigadas de forma mais detalhada utilizando o método

de superficie de resposta associado ao Planejamento experimental Box-Behnken.
Assim, foram avaliadas 17 condi¢cdes experimentais.
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Os niveis escolhidos e as respostas obtidas estdo apresentados na Tabela

Tabela 17. Planejamento fatorial Box-Behnken (3%) e o resultado das respostas

analisadas.
Exp. Temp Fluxo Vazdo AE(%) Aw Fv FT DPPH
1 -1 -1 0 0,0567 0,316 4,4826 15,5386 42,5844
2 1 -1 0 0,0819 0,229 4,9817 16,0557 67,9883
3 -1 1 0 0,0813 0,281 4,7113 20,1486 34,2144
4 1 1 0 0,0813 0,266 4,7157 16,0055 43,7592
5 -1 0 -1 0,0847 0,286 3,933 15,1082 44,7871
6 1 0 -1 0,0871 0,262 4,3282 7,1705 44,9339
7 -1 0 1 0,0822 0,222 4,397 16,5804 48,0176
8 1 0 1 0,0824 0,176 4,8329 15,6494 49,9266
9 0 -1 -1 0,091 0,236 5,6421 16,6222 51,5419
10 0 1 -1 0,0851 0,258 4,3719 16,4655 50,9545
11 0 -1 1 0,089 0,175 4,9003 16,0721 38,4728
12 0 1 1 0,0836 0,171 5,1571 15,8642 38,1791
13 0 0 0 0,083 0,246 4,8052 16,2545 38,326
14 0 0 0 0,0858 0,228 4,3084 15,7887 40,8223
15 0 0 0 0,0888 0,251 6,3649 15,526 34,5081
16 0 0 0 0,0865 0,307 4,5887 15,0436 43,6123
17 0 0 0 0,0929 0,299 4,5927 15,3707 35,2423

AE: Teor em % de Acido elagico; FT: Teor em % de fendis totais; Rs: Rendimento da secagemem %;

Fv: Teor em % de flavonoides totais; AAO: Porcentagem de inibicdo do radical DPPH, Aw: Atividade

de agua. Temperatura:100°C; -1 =120°C; 1= 110°C;0; Fluxo de alimentacdo de extrato: -1 = 3

mL/min; 1= 5 mL/min; 4mL/min; Vazao do ar de secagem: -1 = 40 L/min; 1= 50 L/min; 0=45L/min.

O Planejamento realizado em 3 niveis para a obtencdo do extrato seco

mostrou que o teor de acido elagico (AE) foi influenciado ao nivel de significancia de

5% apenas pelo efeito quadratico da Temperatura (Ts?)e pelo efeito de interacéo

entre Temperatura do ar de secagem e Fluxo de alimentacéo de extrato (Ts x Fg). A

superficie que representa a interacdo entre esses dois fatores por ser visualizada na

Figura 24. O efeito linear da Temperatura (Ts) e os efeito quadratico do Fluxo de
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alimentacdo de extrato (Fe%) e da Vazdo do ar de secagem (Va?) também foram
significativos ao nivel 10% (Tabela 18). As superficies que representam a influéncia

dos parametros Fe e Va estéo representadas na Figura 24c.

Tabela 18. Sumario dos efeitos de variaveis de secagem e suas significancias (p)
sobre as propriedades do extrato seco de residuos agroindustriais de cascas dos
frutos de Myrciaria cauliflora obtido por nebulizacdo empregando o Planejamento

Box-Behnken.

Fator AE FT RS Fv AAO Aw
Ts 0,0070° -3,1237% ns ns 9,2511* -0,0430°
Ts? 0,0076% 0,6442°2 ns ns -5,3818% ns
Fe ns 1,0489% ns ns -8,3700° ns
Fe®  0,0045° -1,98472% ns ns ns ns
Va ns 2,1999% ns ns ns -0,07452
Va>  0,0043° 1,3253% ns ns ns 0,0463°
TsxFg -0,0126° -2,3301% ns ns -7,9295° ns
Ts X Va ns 3,5034% ns ns ns ns
Fex Va ns ns ns ns ns ns

Significante ao nivel de :*5%, °10%, °15%; Ts: Temperatura do ar de secagem; FE: Fluxo de
alimentacéo de extrato; VA: Vazédo do ar de secagem; AE: Teor de &cido elagico; FT: Teor de fenodis
totais; Rs: Rendimento da secagem; Fv: flavonoides totais; AAO: Porcentagem de inibicdo do radical

DPPH, Aw: Atividade de agua, ns: ndo significante.

Nesse planejamento, os valores de acido elédgico livre encontrados nos
extratos secos variaram de 0,0567 a 0,0929 % e esses teores encontram-se na faixa
observada em diversos frutos consumidos no Brasil, que variam em média de
0,00028 a 0,0085%, conforme estudo realizado por ABE; LAJOLO;GENOVESE
(2011). Os autores relataram que o teor de &cido elagico encontrado nas cascas dos
frutos de jabuticaba foi equivalente a 0,006 %+0,003 (ABE; LAJOLO;GENOVESE,
2011), o que revela que os teores desse marcador livre encontrado nos extratos
secos de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora
obtidos por nebulizacdo sdo consideraveis em relacdo a quantidade presente nos
frutos, com teores até 15 vezes maiores nos extratos secos quando comparado com

o valor presente nas cascas dos frutos de jabuticaba.
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Para fendis totais, no Planejamento em trés niveis de secagem, foi observado
que um modelo quadréatico € capaz de explicar o comportamento dos teores em
funcdo de todos os parametros que foram submetidos a variacdo (Figura 25).
Valores maiores para o Fluxo de alimentacdo de extrato associado a menores
valores da Temperatura do ar de secagem promoveram um aumento na quantidade

de compostos fendlicos totais nos extratos secos obtidos.

Figura 24. Superficie de resposta do teor de acido elagico presente no extrato seco
de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora obtido por
nebulizacdo em fungédo de Fg e Ts (a); Va e Ts (b); Fe e Va (c). Onde:
Ts=Temperatura do ar de entrada; Fg: Fluxo de alimentacédo de extrato; Va=Vazéo

do ar de secagem.

Maiores niveis para a Vazéo do ar de secagem também favoreceram o teor

de fendis totais, 0 que pode ser explicado pela maior taxa de evaporacéo do liquido,
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impedindo que os compostos presentes no extrato figuem por um longo periodo em
uma atmosfera Umida, facilitando sua degradacdo (MULINACCI et al.,, 2011;
OLIVEIRA, G. A. R, 2013).

RS

Figura 25. Superficie de resposta do teor de fendis totais do extrato seco de
residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora obtido por
nebulizacdo em Fg e Ts (a); Va € Ts (b); Fe e Va(c). Onde: Ts=Temperatura do ar de

entrada; Fe: Fluxo de alimentag&o de extrato; Va=Vazao do ar de secagem.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante utilizando como modelo a
capacidade de captura dos radicais livres DPPH, os efeitos linear (Ts) e quadratico
da Temperatura do ar de secagem (Ts%) e efeito linear do Fluxo de alimentacdo de
extrato (Fg) foram significativos ao nivel de 5%, com apenas Ts exercendo uma
influéncia negativa sobre essa resposta analisada. O efeito de interacdo Ts X Fg

também foi negativo ao nivel de significancia de 10%. A partir da superficie de
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resposta mostrada na Figura 26, pode ser analisado o comportamento da atividade

antioxidante frente a esses dois parametros discutidos anteriormente.

Figura 26. Superficie de resposta da atividade antioxidante do extrato seco de
residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora obtido por
nebulizacdo, em funcdo de Fg e Ts. Onde: Fe: Fluxo de alimentacdo de extrato;

Va=Vazdao do ar de secagem.

Com o objetivo de conhecer melhor qual a relacdo entre as respostas
estudadas, uma analise de correlacao de Pearson foi realizada entre a capacidade
de captura de radicais DPPH e os demais fatores analisados como resposta, no
entanto nenhum dos coeficientes encontrados foi significativo.

A auséncia de correlacdo entre a atividade antioxidante e os teores do
marcador analisado (acido elagico), sugere que outras substancias presentes nos
residuos (compostos ndo analisados), também estdo envolvidas com a atividade
antioxidante encontrada nos secos obtidos (CAVALCANTI; VEGGI;MEIRELES,
2011; VEGGI; SANTOS;MEIRELES, 2011; BORGES; CONCEICAO;SILVEIRA,
2014).

A auséncia de correlacdo entre atividade antioxidante e outros marcadores
analisados para extratos secos obtidos por spray-drying também foi encontrado em
estudo de COUTO et al. (2012) para a espécie Rosmarinus officinalis, revelando a

grande complexidade de compostos existente em extratos obtidos de fontes naturais
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(IBARRA et al., 2010). Assim, é necessario considerar a ocorréncia de sinergismo
entre 0s compostos presentes no extrato, o que torna as propriedades biolégicas
dependentes das heterogéneas estruturas quimicas e da interacdo entre essas
substancias, além da concentracdo de cada uma delas. Ou seja, a atividade
antioxidante dos extratos obtidos é resultado de uma interacdo de uma grande
variedade de compostos (sinergismo) e ndo apenas do &cido elagico e demais
classes de compostos analisadas neste trabalho (GEORGETTI et al.,, 2008;
WAGNER, 2011; COUTO et al., 2012).

A atividade de 4gua € um importante parametro, porque € uma medida da
atividade quimica da &agua sobre o material analisado, isto é, quanto menor a
atividade de agua, menor o potencial desse componente em desencadear reacdes
de hidrdlise. Além disso, a umidade € um fator intimamente relacionado com o
potencial de crescimento de microrganismos. Portanto, a atividade de agua e a sua
manutencdo em niveis baixos em produtos secos é um aspecto crucial dentro da
tecnologia de alimentos e farmacéutica e tem sido objeto de intensa pesquisa nos
altimos anos.

Nos experimentos realizados, todos os valores de atividade de 4gua obtidos
no planejamento de secagem encontrados foram menores que 0,5 (Tabela 17,
pagina 73), o que mostra que esse parametro estd adequado, colaborando para a
estabilidade quimica e microbiolégica pd produto obtido (KAREL;LUND, 2003;
COUTO et al., 2011).
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Figura 27. Superficie de resposta da atividade agua no extrato seco de residuos
agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora obtido por nebulizacao,
em fungéo de Ts e Va. Onde: Ts=Temperatura do ar de entrada; Va=Vazéo do ar de

secagem.

A partir da observacédo do grafico de superficie apresentado na Figura 27, é
possivel observar que temperaturas maiores do ar de entrada favorecem menores
valores para atividade de agua, o que estd provavelmente associado a maior
evaporacdo de agua em niveis de calor maiores, 0 que colabora para a maior
estabilidade do produto resultante.

As equacgOes ajustadas com os respectivos valores de r (coeficiente de

correlacdo) estado apresentadas na Tabela 19.
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Tabela 19. Equacdes ajustadas e coeficientes de correlacdo dos resultados
experimentais para o Planejamento Box-Behnken da secagem por nebulizagdo, do
extrato de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora

Equacdes r
AE=0,087+0,0034Ts -0,0076Ts*-0,0045F¢* +0,0042V” - 0,0063TsxFe  0,8454
FT=15,5967-1,5618Ts-
0,6442Ts%+0,5244F+1,9846F¢%+1,0997Va1,32Va%-1,1650TsxFe+1,75

T5XVA 0,8741
AAO=38,50-4,62Ts +5,38 Ts >-4,18F¢ -3,96 Ts xFg 0,7615
Aw=0,2662-0,0215Ts-0,0372VA-0,0463V s> 0,9182

Ts: Temperatura do ar de secagem; Fg: Fluxo de alimentacdo de extrato; V,: Vazdo do ar de
secagem; AE: Teor de acido eldgico; FT: Teor de fendis totais; AAO: Porcentagem de inibicdo do
radical DPPH, Aw: Atividade de &gua.

Para otimizar um conjunto de respostas simultaneamente, funcdes de
desejabilidade podem ser empregadas, onde essas respostas individuais séo
transformadas para uma escala adimensional. Esses valores individuais s&o
posteriormente utilizados para o calculo da Desejabilidade global por meio da média
aritmética dos valores das desejabilidades individuais. Portanto, o parametro da
Desejabilidade global pode ser interpretado como uma resposta capaz de
representar todas as respostas individuais analisadas (DERRINGER;SUICH, 1980).

A funcdo de Desejabilidade ,associada a metodologia de superficie de
resposta, tem se mostrado uma ferramenta bastante Util para solucionar problemas
com muitas variaveis e otimizar multiplas respostas simultaneamente
(DERRINGER;SUICH, 1980; MYERS;MONTGOMERY, 2002).

A otimizacdo do processo de secagem foi realizada através da Desejabilidade
global, uma funcdo dependente da atividade de agua, teor de acido elagico, teor de
fendis totais e atividade antioxidante. Apenas a atividade de agua foi minimizada na
funcdo e as demais respostas foram maximizadas. Dessa forma, por meio da funcéo
de Desejabilidade global foi encontrada uma série de condigbes nas quais essas
respostas seriam simultaneamente as melhores, de acordo com o objetivo da
otimizacdo. O teor de flavonoides totais ndo foi incluido na Desejabilidade global,
pois ndo apresentou efeitos significantes quando foi realizada sua analise individual
(Tabela 18, pagina 74).
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A partir da combinacdo (média geométrica) das desejabilidades individuais,
foram obtidas solugBes para a Desejabilidade global e condicbes étimas para as
respostas analisadas. As dez solucdes obtidas foram maiores que 0,8014

(D>0,8014), conforme mostrado na Tabela 20.

Tabela 20. Valores preditos para as respostas analisadas na otimizagdo do
processo de obtencdo do extrato seco de residuos agroindustriais de cascas dos

frutos de Myrciaria cauliflora, obtido por nebulizacéo.

Solugcéo Ts Fe Va Aw AE FT AAO D
1 1 -1 1 0,1484 0,0858 17,5550 61,1078 0,8456
2 1 -1 0,99 0,1500 0,0857 17,5521 61,0550 0,8446
3 1 -0,99 1 0,1488 0,0858 17,5144 60,9761 0,8440
4 0,98 -1 1 0,1486 0,0859 17,5535 60,7223 0,8434
5 1 -0,97 1 0,1493 0,0859 17,4343 60,7253 0,8410
6 0,95 -1 1 0,1491 0,0860 17,5505 60,2153 0,8402
7 1 -1 0,9 0,1609 0,0852 17,5201 60,7135 0,8373
8 0,91 -1 1 0,1495 0,0862 17,5445 59,4407 0,8353
9 0,98 -1 0,77 0,1756 0,0846 17,4447 59,8620 0,8185
10 0,68 -1 1 0,1539 0,0869 17,4665 55,2800 0,8014

Ts: Temperatura do ar de secagem; FE: Fluxo de alimentacdo de extrato; VA: vazdo do ar de
secagem; Aw: Atividade de 4gua; AE: Teor de acido elagico; FT: Teor de fendis totais; AAO: Atividade

antioxidante por captura de DPPH; D: Desejabilidade global.

Os resultados indicaram que os niveis codificados para as solu¢cdes com 0s
maiores valores para a funcdo de Desejabilidade global foram de 0,68 até 1 para
Temperatura do ar de secagem (116,8 até 120 °C), -1 até -0,97 para o Fluxo de
alimentacdo do extrato (3 até 3,03 mL/min) e 0,77 ate 1 para Vazdo do ar de
secagem (48,85 até 50 L/min).

Os graficos de contorno mostrados na Figura 28 revelaram que os extratos
secos com as melhores propriedades possiveis dentre aquelas analisadas estao
localizados em regibes com maiores valores de temperatura do ar de secagem (Ts),
menores niveis de fluxo de alimentacdo de extrato (Fg) e maiores valores de vazao

do ar de secagem (Va).
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Quando necesséria a avaliacdo simultdnea de vérias propriedades de um
mesmo sistema, a funcédo de Desejabilidade se mostra uma valiosa ferramenta para
a obtencédo de produtos com varias respostas otimizadas. Existem varios trabalhos
no campo dos produtos naturais que empregam essa ferramenta estatistica com o
objetivo de melhorar as propriedades em varios produtos e também métodos
extrativos (OLIVEIRA, G. A. R., 2013).

Desirability Desirability

0.394]  10.507|

Fluxo
Vazéo

0.281

Temperatura Temperatura

Desirability

Vazéo

Fluxo

Figura 28. Grafico de contorno representando a Desejabilidade global relativa as
seguintes respostas: Aw, AE, FT e AAO em funcéo de Fe e Ts (a); Va e Ts (b); Fee
Va (€), no processo de obtencdo do extrato seco de residuos agroindustriais de

cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora obtido por nebulizagdo. Ts: Temperatura do ar
de secagem; FE: Fluxo de alimentac&o de extrato; VA: Vazéo do ar de secagem; , Aw: Atividade de
agua; AE: Teor de 4cido elagico; FT: Teor de fendis totais; AAO: Porcentagem de inibigdo do radical
DPPH.
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A condi¢do 6tima de secagem com o maior valor de Desejabilidade global
(Tabela 20, pagina 81; Solucdo 1), com D=0,8456, foi testada em triplicata por meio
de um experimento comprobatorio e os resultados foram 0,0844 + 0,0013% para o
teor de acido elagico, 16,27 £ 0,63 % para o teor de compostos fendlicos totais,
0,176 + 0,02 para a atividade de agua e 56 + 1,3 % para a atividade antioxidante. Os
valores obtidos a partir do ensaio de verificagdo se assemelham aos preditos, o que
confirma que o modelo empregado foi adequado.

Dessa forma, a partir dos experimentos realizados, as condi¢cdes otimas para
a obtencdo de extrato seco de residuos agroindustriais de cascas dos frutos de
Myrciaria cauliflora obtido por nebulizacdo sédo as seguintes: Temperatura do ar de
secagem de 116,8 até 120 °C, Fluxo de alimentacado do extrato de 3 até 3,03 mL/min

e Vazao do ar de secagem de 48,85 até 50 L/min.

4.12 Caracterizagdo microscopica dos extratos secos

A morfologia dos granulos de um extrato seco é importante por constituir em
mais um parametro que pode ser utilizado para a padronizacao do extrato obtido, ou
seja, consiste em um dos fatores utilizados para a avaliacdo da reprodutibilidade do
processo (MARTINS, 2012).

As eletromicrografias revelaram que o0s extratos secos obtidos pelas
diferentes condi¢des estabelecidas pelo Planejamento em trés niveis discutido no
item 4.11, paginas 72 a 83, apresentaram morfologia semelhante, como particulas
predominantemente com formato esférico e com dimensdes proximas a 10 um,
conforme apresentado na Figura 29.

Embora as duas primeiras imagens mostrem a presenca de grumos, 0 que
poderia representar um fator negativo para a obtencdo de formas farmacéuticas
sélidas, os extratos secos apresentaram-se macroscopicamente com aspecto de pé
fino sem grumos (MARTINS, 2012).

A formagdo de grumos pode estar relacionada com o formato do bico de
aspersao, temperatura do ar de secagem e vazao do ar de secagem, taxa de
alimentacdo de extrato ou fusdo das particulas menores no frasco coletor
(MARTINS, 2012).
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Figura 29. Fotomicrografias eletrbnicas de varredura dos extrato seco obtido dos

residuos dos frutos de M. cauliflora por nebulizacdo (Amostra 7).

Nota: Extrato seco obtido conforme o experimento 7 do Planejamento em 3 niveis, portanto nas
seguintes condicdes: Temperatura do ar de secagem de 100 °C, Fluxo de alimentagdo de extrato de

4mL/min e Vaz&o do ar de secagem de 50 L/min.

Dependendo também das caracteristicas de elasticidade e permeabilidade do
material a ser seco, podem ser produzidos diferentes materiais secos como esferas
intactas, solidas ou ocas ou materiais com a predominancia de particulas com a
superficie imperfeita ou até mesmo fragmentada (RANKELL;
LIEBERMAN;SCHIFFMAN, 2001; OLIVEIRA, O. W.;PETROVICK, 2010). Quando
sdo analisados os parametros de processo, um dos fatores de maior importancia € a
Temperatura do ar de entrada, afetando diretamente a qualidade do produto obtido.
O aumento da Temperatura do ar de secagem geralmente resulta em reducéo da
tensdo superficial e viscosidade do extrato, o que facilita a formagcédo de goticulas.
Possivelmente devido a menor temperatura do ar de entrada para a Amostra 7
(Figura 29), ocorreu uma maior formacao de grumos (MARTINS, 2012). A contracao
e deformacdo das particulas secas sdo mais pronunciadas também quando os

valores de temperatura do ar de secagem sédo mais baixos, devido a menor difusdo
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da &gua, ocorrendo um aumento no tempo de secagem o0 que favorece a
deformac&o e rompimento das estruturas (OAKLEY, 1997; ALAMILLA-BELTRAN et
al., 2005; ALVES et al., 2014).

x1,000 10um

x7,000 2um

Amostra verificagdo Amostra verificagdo

it - x10,000 1pm
Amostra verificagdo

Figura 30. Fotomicrografias eletrébnicas de varredura dos extrato seco obtido dos
residuos dos frutos de M. cauliflora por nebulizagdo (Amostra referente ao

experimento de verificacao).

Nota: Extrato seco obtido conforme o experimento de verificacdo, portanto nas seguintes condicdes:
Temperatura do ar de secagem de 120 °C, Fluxo de alimentacdo de extrato de 3 mL/min e Vazéo do

ar de secagem de 50 L/min.

No produto obtido, a superficie das particulas mostrou-se lisa e isso pode ser
atribuido a utilizacdo de maltodextrina como adjuvante de secagem, o que também
foi observado no processo de obtencdo do extrato seco de Ocimum gratissimum L.,
no qual diferentes adjuvantes de secagem foram testados e seus efeitos sobre a
qualidade dos extratos secos foram avaliados (MORAES, C. S. S., 2012). A
utiizacdo de maltodextrina como adjuvante de secagem apresenta algumas
vantagens como efeito protetor contra degradacdo de compostos fendlicos durante o
processo de secagem, além de ser um dos adjuvantes que proporcionam menor
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higroscopia ao extrato seco obtido (TONON, R. V.; BRABET;HUMBINGER, 2009;
AHMED et al., 2010; FANG;BHANDARI, 2011; LIM; MA;DOLAN, 2011). A utilizag&o
de outros adjuvantes de secagem como Aerosil® 200 (Diéxido de silicio coloidal)
normalmente resultam em particulas com superficie irregular e rugosas (MARTINS,
2012).

Apbs o estabelecimento das melhores condicbes de secagem utilizando a
funcéo de desejabilidade global, a amostra com o maior valor de D foi reproduzida
experimentalmente e além das respostas preditas serem verificadas, essa amostra
foi submetida a Microscopia eletrdnica de varredura (Figura 30). Assim como ha
primeira analise microscopica realizada (Figura 29), as particulas formaram grumos,
no entanto em menor quantidade que a Amostra 7. Tal fato ocorreu, provavelmente,
porque a condicdo da desejabilidade foi obtida com maior temperatura do ar de

entrada e também maior vaz&o do ar de secagem.
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5. CONCLUSOES

Até onde vai nosso conhecimento, é a primeira vez que residuos
agroindustriais de jabuticaba submetida a fermentacéo sao processados no sentido
de obter um produto de maior valor agregado.

O produto obtido (extrato seco de cascas de Myrciaria cauliflora padronizado
em acido eldgico) mostrou ter caracteristicas desejaveis para insumos ativos Uteis
nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Muitas das etapas do desenvolvimento desse produto foram descritas pela
primeira vez. Os ensaios utilizados caracterizacdo do material vegetal permitiram o
estabelecimento de pardmetros para a avaliacdo de caracteristicas Uteis para o seu
controle de qualidade. O método analitico desenvolvido em CLAE foi adequado para
a identificacdo e quantificacdo do acido elagico em residuos agroindustriais dos
frutos de M. cauliflora, sendo que o tempo de retencao para o0 mesmo foi de 7,7 min,
colaborando para que método seja simples e rapido.

Quanto a obtencdo e caracterizacdo do extrato liquido, os estudos de
otimizacdo do método extrativo, revelaram que dentre todos os fatores estudados, o
principal fator envolvido no rendimento de acido elagico extraido assim como na
atividade antioxidante total por DPPH foi a graduacéo alcodlica, sendo que o melhor
liguido extrator é a solucao hidroalcéolica 45%, valor escolhido para o processo de
percolacéo.

A associacdo entre o planejamento fatorial e a secagem por nebulizacao
possibilitou concluir que as variaveis envolvidas no processo exerceram influéncia
sobre as respostas analisadas, com excecao de fendis totais e o rendimento de
secagem. O planejamento em dois niveis foi capaz de dar subsidios para a
construcdo de um planejamento em trés niveis capaz de direcionar uma condicéo
Otima para a obtencdo de extratos secos das cascas dos frutos de M. cauliflora
apresentando melhores propriedades.

A aplicagdo da funcdo de Desejabilidade global (Desirability function)
possibilitou realizar a otimizacdo da secagem por nebulizagcdo levando-se em
consideracdo varias respostas simultaneamente, o que proporciona a obtencéo de
extratos secos com propriedades melhores em relacdo a varios parametros, como o

teor do marcador acido elagico, compostos fendlicos totais e flavonoides totais, além
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da atividade de agua que constitui importante fator no controle de qualidade para
extratos secos.

Essa abordagem estatistica permitiu estabelecer um conjunto de condicdes
Otimas para a realizacdo da secagem dos extratos hidroalcodlicos obtidos dos
residuos das cascas dos frutos de Myrciaria cauliflora. Essas condi¢cdes encontradas
foram: Temperatura do ar de secagem de 116,8 até 120 °C, Fluxo de alimentac&o do
extrato de 3 até 3,03 mL/min e Vazéo do ar de secagem de 48,85 até 50 L/min.

Dessa forma, utilizando os experimentos desenvolvidos durante esse
trabalho, foi possivel, obter um produto de alto valor agregado, com utilizacdo
potencial nas industrias farmacéutica, cosmeética e de alimentagdo humana e animal,

a partir de residuos (descarte) agroindustriais de uma planta nativa
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