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Resumo

A jabuticaba pertence a familia Myrtaceae e € um fruto rico em compostos fendlicos
com elevada atividade antioxidante. O consumo deste fruto esta relacionado a
reducdo do risco de algumas doencas, como o cancer. Neste trabalho foram
extraidos os compostos fendélicos das sementes de jabuticaba Sabara e analisou-se
estatisticamente os teores obtidos de acordo com as variaveis tempo e temperatura,
e também a atividade hemolitica do extrato liofilizado. A partir de um planejamento
composto central rotacional 22, e uma solucdo 2:3 acetona/dgua obteve-se um
elevado rendimento para compostos fendlicos e flavonoides, 27,82+1,49x102 g
equivalentes de &cido gélico (EAG) e 1,33+ 2,06x10° g equivalentes de Quercetina
(EQ) por 100 g de semente seca, respectivamente. A atividade antioxidante para
estes compostos também foi elevada, 32,56+1x10°2 g equivalente de acido ascérbico
(EAA) por 100 g de semente. No planejamento, a temperatura e o tempo foram
estatisticamente significativos para a extracdo dos compostos fendlicos, e para
atividade antioxidante somente a temperatura. Nas concentracfes analisadas o
extrato ndo apresentou propriedades citotoxicas.

Introducéo

A jabuticaba do tupi “iapoti kaba”, que significa frutas em botdo, € um fruto original
da regido centro-sul do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae (BRUNINI et al.,
2004). Cultivada em pequena escala em diversos Estados do pais, a espécie de
maior abundancia é a jabuticaba Sabara, Myrciaria jabuticaba, encontrada nas
regides de Sao Paulo, Goias, Minas Gerais e Parana (COSTA et al., 2013).

De acordo com Lima et al. (2008) juntos a casca e a semente compdem uma fracao
de 50% da jabuticaba e com excecdo de uma pequena parte das sementes,
oriundas das frutas processadas, que € utilizada para o preparo de novas mudas, as
demais sdo descartadas como residuo. As sementes Sao ricas em compostos
fendlicos, como os elagitaninos e apresentam elevada capacidade antioxidante e
inumeros beneficios para a saude. O aproveitamento da semente para obter novos
produtos agregaria valor econdmico a fruta (HACKE et al., 2016). Estudos mostram
gue a extracdo de compostos fenolicos depende dos constituintes, temperatura e do
solvente (REZENDE, 2010). Dentre os solventes, metanol, etanol, acetona, agua,
acetato de etila, propanol, dimetil formaldeido e suas combinacdes foram eficientes
para a extracdo, enquanto a temperaturas pode variar de 20 a 80 °C. Os compostos
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fenolicos isolados das sementes apresentaram atividade antibidtica, anti-HIV e
antiproliferativa (REYNERTSON et al., 2006).

L

Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (Millipore) e os reagentes
utilizados foram acido gélico, reagente de Folin-Ciocalteu, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil,
DPPH (Sigma), carbonato de sédio, cloreto de aluminio hexahidratado e acido
cloridrico (Merck).

2.2. Métodos

2.2.1 Preparacao das amostras e extracdo dos compostos fendlicos totais

Os frutos maduros da jabuticaba Sabara coletados no municipio de Rebouc¢as/PR
foram higienizados e as sementes separadas da polpa. As mesmas foram secas em
auséncia de luz, a temperatura ambiente durante 15 dias e trituradas em um moinho
analitico (Quimis-628A21). As amostras foram armazenadas em frascos de
polietileno, a 4 °C. Os compostos fendlicos foram extraidos por um planejamento
composto central rotacional 22 nas temperaturas de 15.9, 20, 30, 40 e 44.1 °C, e
tempos de 5.86, 10, 20, 30 e 34.14 min. Amostras de 0,5 g das sementes foram
misturadas com 15 mL da solucdo extratora, 2:3 acetona:agua, em uma cela
termostatizada, sob agitacdo constante.

2.2.3 Determinacdo do conteudo de compostos fendlicos totais, flavonoides e
atividade antioxidante

O teor de compostos fendlicos foi determinado em triplicata, de acordo com
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Os flavonoides foram quantificados
em triplicata em 425 nm com uma curva padrédo de quercetina (y = 20967,90494 x -
0,0646 R?=0,9929). A atividade antioxidante por DPPH foi determinada em triplicata
de acordo com Brand-Williams et al. (1995) e os resultados expressos g EAA/100 g
de semente, a partir de curva padrdo de acido ascoérbico (y =13697,91667x +
0,80472 R = 0,99957). A andlise das variaveis independentes para a extracdo dos
compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante foram realizadas com o
programa STATISTICA ® 12,6.

2.2.4 Determinacao da hemolise

A partir do extrato liofilizado da semente de jabuticaba a atividade anti-hemolitica foi
determinada segundo Freitas et al. (2008), com algumas modificagbes. Amostras de
sangue do tipo Of, de trés individuos diferentes, foram cedidos pelo Hospital
Universitario Regional Wallace Thadeu de Mello e Silva, Ponta Grossa, Brasil. A
hemolise foi determinada em triplicata em 576 nm, pela dosagem de hemoglobina.

Resultados e Discussao

O conteudo de compostos fendlicos variou estatisticamente (p<0,0001) de 17,36 £1
x 102 a 27,82 + 1,49 x102 g EAG/100 g de semente, observando-se o maior teor
para a extracdo de 20 min a 44,1 °C e o menor em 34,14 min a 30 °C. O teor de
flavonodides variou estatisticamente (p<0,0001) de 0,88 + 2,07 x1 02 a 1,33 + 2,06 X
103 g EQ/100 g de semente, obteve-se o maior contelldo na extracdo em 5,86 min a
30 °C e 0o menor em 20 min a 44,1 °C. A atividade antioxidante variou
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estatisticamente (p<0,0001) de 28,14 + 3,84 x 102 a 32,56 + 1 x 10° g EAA/100 g de
semente. Onde a maior atividade foi observada na condi¢cdo de 20 min a 44,1 °C.

A partir das variaveis de resposta, analisou-se o efeito do tempo e da temperatura
para obter a melhor condigdo experimental. Os respectivos modelos matematicos
foram obtidos, Figura 1, e os mesmos foram avaliados segundo a ANOVA com nivel
de confianca de 95%. Verificou-se que ndo houve falta de ajuste (prack of Fit = 0,1144)
para extracdo de compostos fendlicos, sendo a temperatura e o tempo linear, e a
temperatura quadrética estaticamente significativos (Radj = 0,7117). Enquanto que
para os flavonoides (prack of Fit = 0,9575) nenhuma das variaveis, tanto no modelo
linear como no quadratico foram significativas (Radj = 0,6987). E para atividade

antioxidante (prack of Fit= 0,1541), apenas a temperatura no modelo linear e quadratico
foram estatisticamente significativas (Radj= 0,6311).
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Y = 23,8827 + 0,1199x - 0,7038y + 0,0155y*

Y = 37,5696 - 0,6464y + 0,0121y?
Figura 1 — Curvas de superficie de resposta para compostos fendlicos e atividade antioxidante.

A partir da andlise observou-se que os valores de residuos para 0s compostos
fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante seguem a normalidade, segundo o
teste de Shapiro-Wilk, com os respectivos valores de p = 0,9331, p = 0,1544 e p=
0,2102. Com a funcédo de desejabilidade (100 iteracfes), obteve-se o tempo de
34,14 min, e temperatura de 44,1°C, condicdo 6tima para a extragcdo do maior
conteudo de compostos fendlicos.

Os resultados para a determinacdo das propriedades citotoxicas da semente de
jabuticaba em sangue humano seguidos dos respectivos desvios padrdes estao
apresentados na Tabela 1. A partir das analises estatisticas observou-se que 0s
extratos nas concentracbes aplicadas n&o apresentaram toxicidade frente a
eritrocitos, pois a porcentagem no meio isotbnico, tampao 0,9%, nao difere
estatisticamente da hemdlise mecanica. Em meio hipotdnico, tampdes 0,4% os
eritrocitos foram protegidos da hemdlise hipoténica, independente da concentracao
do extrato, pois a porcentagem de hemolise com 50 pg/mL e 100 pg/mL de extrato
nao diferiu estatisticamente da taxa de hemolise na auséncia de extrato.

Tabela 1: Andlise de variancia (ANOVA) para as variaveis de respostas analisadas.

Meio Concentracgao Média da hemdlise
Tampéo 0,4% [HM] O pg/mL 74,53 +4,572
[ 50 pg/mL 66,66 + 7,66 2
ANOVA p<0.05 [] 100 pg/mL 62,52 + 5,55 2
Tampéo 0,9% [HM] O pg/mL 0,45+ 5,0 x 1022
[1 50 pg/mL 0,42+ 1,4 x 1012
ANOVA p<0.05 [] 100 pg/mL 0,37+ 1,6 x 1012

Conclusodes
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Conclui-se que o planejamento composto central rotacional 22, com as variaveis
independentes tempo e temperatura, foi uma ferramenta eficaz, pois possibilitou a
extracdo de um maior conteudo de compostos fendlicos e flavondides presentes na
semente da jabuticaba Sabard. Esses compostos apresentaram elevada atividade
antioxidante, e também o extrato liofilizado ndo apresentou propriedades citotoxicas
na andlise da atividade hemolitica. Conclui-se que a semente de jabuticaba,
considerada um residuo agroindustrial, € uma fonte rica em compostos fendlicos e
um potente antioxidante natural.
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