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RESUMO

A feijoa - Acca sellowiana (O. Berg) Burret - também conhecida como
goiaba-serrana, por sua semelhanca a goiaba tradicional (Psidium
guajava L.), ¢ uma fruta pertencente a familia das mirtdceas. Embora
nativa das regides serranas dos estados de Santa Catarina ¢ Rio Grande
do Sul, esta fruta é cultivada em outros paises como Estados Unidos,
Colombia e, em especial, na Nova Zelandia, onde a feijoa é amplamente
distribuida in natura ou processada, como no caso de sucos e bebidas. O
processamento da feijoa origina residuos compostos basicamente por
casca ¢ uma pequena parcela de polpa aderida a casca, os quais
apresentam uma elevada concentragdo de compostos bioativos benéficos
a satide humana. O rendimento destes residuos pode ser superior a 50%
da fruta. Com o intuito final de agregar valor a estes subprodutos oriundos
da produgdo industrial da feijoa, o presente trabalho teve por objetivo a
obtencdo de extratos da casca e da folha de feijoa por técnicas a baixa
pressdo como Soxhlet e Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU) e
técnicas a alta pressao, tais como Extracao Supercritica (ESC) e Extragdo
com Liquido Pressurizado (ELP), em regime dinamico de extracdo. Em
todas as técnicas, solventes e cossolventes ambientalmente seguros, os
chamados GRAS, sigla inglesa para Generally Recognized As Safe, foram
utilizados, garantindo um produto final livre de qualquer trago de
toxicidade. Para os extratos da casca, os mais elevados rendimentos,
teores de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante foram
obtidos por ELP, nas temperaturas de 55 ¢ 80 °C e ao utilizar a mistura
etanol-agua como solvente, indicando uma alta polaridade dos compostos
presentes na casca da feijoa e a ndo influéncia das altas temperaturas na
bioatividade dos extratos. Para a folha, o aumento na temperatura de 40
para 80 °C elevou o rendimento global e as propriedades bioativas dos
extratos, sendo que a técnica ELP se mostrou mais eficaz que as demais,
e a mistura etanol-dgua, mais uma vez, o solvente com o0s mais
proeminentes resultados. Como alternativa para a técnica ELP, avaliou-
se a influéncia da substituicdo de um regime dindmico de extra¢do por 2
ciclos em regime estatico, utilizando-se o mesmo tempo total aplicado em
regime dindmico. Os resultados obtidos foram promissores e colocam a
ELP, tanto em regime estatico quanto em regime dinamico, como um
método de extracdo altamente eficaz na obtengdo de compostos bioativos
de feijoa, bem como uma alternativa viavel também em termos
econdmicos ¢ ambientais frente aos métodos convencionais de extracao.
O coeficiente de correlagdo de Pearson foi aplicado com o intuito de
avaliar a correlagdo entre Compostos Fenolicos Totais (CFT) e as



atividades antioxidantes determinadas pelos métodos de redugdo do ion
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e método de redugdo do ion férrico
(FRAP, sigla em inglés para Ferric Reducing Ability Power). Devido aos
altos valores obtidos, em especial, para a correlagio CFT ¢ DPPH,
podem-se atribuir aos compostos fendlicos, as altas atividades
antioxidantes observadas tanto para casca quanto para folha de feijoa.
Embora os extratos de casca obtidos pela ESC nao tenham apresentado
resultados promissores em termos de CFT e atividade antioxidante,
observou-se inibi¢do ao crescimento bacteriano em concentragdo de
6.750 pg.mL! e atividade bactericida contra cepas Gram-positivas e
Gram-negativas a 13.500 pg.mL"!, no extrato obtido a 300 bar, 55 °C e
com 5 % de etanol como cossolvente. Em contrapartida, o extrato de folha
obtido pela ESC a 300 bar, 55 °C e 15 % de etanol-agua como
cossolvente, apresentou resultados promissores tanto em termos de
atividade antioxidante quanto em termos de atividade antibacteriana,
agregando ainda mais valor ao extrato. Por fim, o perfil cromatografico
dos extratos da casca e folha obtidos por Soxhlet, ESC ¢ ELP e com os
melhores resultados em termos de CFT, foi realizado através
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (HPLC-ESI-MS/MS, sigla em inglés para High Performance
Liquid Chromatograph-Mass Spectrometry). Acido galico, fertilico e
elagico, além de catequina e isoquercetina, foram os compostos
majoritarios identificados e devidamente quantificados; contudo, suas
baixas concentra¢cdes em compara¢do ao alto teor de CFT sugere a
atribui¢ao majoritaria aos taninos condensados, uma classe de polimeros
fendlicos de alto peso molecular e presentes em abundancia na feijoa, mas
ndo identificados por HPLC, pelas altas atividades antioxidantes dos
extratos.

Palavras-chave: Feijoa. Goiaba-serrana. Extracdo Supercritica. Extracao
com Liquido Pressurizado. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Feijoa - Acca sellowiana (O. Berg) Burret - also known as pineapple
guava and guavasteen due to its resemblance do the traditional guava
(Psidium guajava L.) is a Myrtaceae fruit. Although it is native to the
highlands of Santa Catarina and Rio Grande do Sul, south of Brazil, this
fruit is also cultivated in other countries such as United States, Colombia
and mainly New Zealand, where feijoa is widely distributed in natura or
processed to produce juices and beverages. The wastes from feijoa
processing are composed of primarily skin and pulp adhered to the skin
and contain large amounts of bioactive compounds that are beneficial to
human health. The total feijoa waste may reach more than 50 % per fruit.
Aiming for add value to feijoa wastes originated by fruit processing, the
objective of the present work was to obtain extracts from feijoa skin and
leaves by using low-pressure methods such as Soxhlet and Ultrassound
Assisted Extraction (UAE) and high-pressure methods such as
Supercritical Fluid Extraction (SFE) and Pressurized Liquid Extraction
(PLE) in dynamic and static mode. Generally Recognized as Safe
(GRAS) solvents and co-solvents were used providing extracts free from
any toxic compound. The highest global yields, total phenolic compounds
(TPC) and antioxidant activities found for the skin extracts were obtained
by PLE at 55 and 80 °C with ethanol-water as solvent indicating that the
bioactive compounds present in feijoa extracts show high polarity
indexes. Moreover, the results indicate a resistance of the bioactive
compounds to the high temperatures applied. The increase of temperature
from 40 to 80 °C was also positive for feijoa leaf extracts, providing
highest global yields, TPC and antioxidant activities by using PLE
method. Regarding to the solvent, ethanol-water mixture provided the
best results. Additionally, the dynamic mode performed in PLE assays
during 50 min was changed to a static mode comprised by 2 cycles 25
min each. The obtained results were promising and present PLE both in
dynamic and static mode as a highly efficient extraction method to obtain
bioactive compounds as well as a viable alternative in economic and
environmental terms comparing to the conventional methods. The
Pearson’s correlation coefficient was applied in order to evaluate the
correlation between TPC and the two antioxidant activity methods, the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) reduction method and the Ferric
Reducing Ability Power (FRAP) method. Due to the high correlations
observed mainly between TPC and DPPH, the high antioxidant activity
found in feijoa peel and leaf extracts may be attributed to the TPC.
Although skin extracts obtained by SFE did not present promising results



in terms of TPC and antioxidant activity it was observed antibacterial
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria from the
extract obtained at 300 bar, 55 °C, 5 % ethanol-water as co-solvent at
6,750 pg.mL! concentration. Moreover, the same extract showed
bactericidal activity at 13,500 pg.mL-! concentration. On the other hand,
leaf extract obtained by SFE at 300 bar, 55 °C and 15 % ethanol-water as
co-solvent showed promising results both antioxidant and antibacterial
activities adding value to the extract. Finally, the phenolic compounds
profile from feijoa skin and leaf extracts obtained by Soxhlet, SFE and
PLE with the best results in terms of TPC was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC-ESI-MS/MS). Gallic acid,
ferulic acid, ellagic acid, catechin and isoquercetin were the major
compounds identified and properly quantified, however, their low
concentrations compared to the high TPC suggest that the high
antioxidant activities found in the extracts may be due mainly to the
presence of condensed tannins, a class of phenolic polymers with high
molecular weight but not identified by HPLC.

Keywords: Feijoa. Pineapple guava. Supercritical Fluid Extraction.
Pressurized Liquid Extraction. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas sdo utilizadas pelo homem como
forma de tratamento de doengas e promotoras de saude. O uso de plantas
em carater medicinal era utilizado, até entdo, de forma instintiva, ou seja,
como ndo se dispunha das composi¢des de cada espécie, toda descoberta
se baseava em método de tentativa e erro. Com o passar do tempo ¢ o
avanco da ciéncia e da tecnologia, o conhecimento empirico foi sendo
substituido por estudos cientificamente embasados e as espécies passaram
a ser divididas e pontualmente aplicadas (PETROVSKA, 2012).

A mais antiga evidéncia da aplicacdo de plantas para uso
medicinal remete aos Sumérios, em aproximadamente 5.000 a.C.
Diversos recipientes de barro utilizados para o preparo das drogas
medicinais apresentavam inscri¢des e desenhos associados a mais de 250
espécies de plantas, dentre elas, a papoula, de onde se extrai o opio
(ARAGON-POCE et al., 2002; PETROVSKA, 2012). Hoje, sabe-se que
o opio ¢ fonte de morfina, um poderoso analgésico usado para o
tratamento de dores intensas.

O maior embasamento cientifico decorrente do avango
tecnologico do século XX trouxe diversos ganhos, ndo apenas para a
medicina, mas para diversas areas. Todavia, novas descobertas trazem
consigo, novos desafios. No ramo alimenticio, um grande desafio
enfrentado por pesquisadores do mundo todo ¢ a busca pela diminui¢ao
no volume de perdas e desperdicios de alimentos aptos ao consumo
humano. De acordo com numeros da Organiza¢do das Nac¢des Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2017): 1,3 bilhdo de
toneladas de alimentos destinados ao consumo humano sdo
desperdigadas; em valores, este nimero representa exatos US$ 1 trilhao;
no grupo de frutas e vegetais, aproximadamente 45% do volume
produzido ¢ desperdigado, levando-se em consideragao tanto os processos
upstream (colheita e transporte) quanto processos downstream
(processamento, distribuigdo e consumo). Em resumo, 45% de frutas e
vegetais, muitas delas com elevada qualidade nutricional, sdo
simplesmente descartadas. Outro desafio enfrentado por pesquisadores €
a busca por compostos bioativos naturais (antioxidantes, antimicrobianos,
edulcorantes, dentre outros) a altura dos aditivos sintéticos
tradicionalmente utilizados, os quais podem estar relacionados ao
aumento na incidéncia de alergia, cancer e outras patologias.

Para a extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais,
diversas técnicas podem ser utilizadas, as quais se dividem em dois
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grupos: técnicas convencionais e técnicas ndo-convencionais. As técnicas
convencionais apresentam, como principais vantagens, o baixo custo de
aplicagdo e a facilidade operacional. Em contrapartida, algumas
desvantagens, dentre elas, o longo tempo de operacdo e o uso de solventes
organicos prejudiciais a saide e ao meio ambiente, estdo embutidas
nessas técnicas. Métodos alternativos, também conhecidos como técnicas
ndo-convencionais, surgem com o intuito de sanar estes problemas,
provendo extratos mais puros e seguros, tanto para o consumidor direto
quanto para o meio ambiente num todo.

A feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret), popularmente
conhecida como goiaba-serrana, € uma fruta nativa do planalto brasileiro
e uruguaio. Apesar de ter sido introduzida primeiramente na Europa, no
final do século XIX, tornou-se popular em paises como os Estados Unidos
e a Colombia e em especial, na Nova Zelandia, pais onde a feijoa ¢
amplamente cultivada e comercializada, muito devido ao seu aroma suave
bastante caracteristico (BARNI et al., 2004).

Weston (2010) apresenta uma série de estudos relacionados as
propriedades bioativas da feijoa, propriedades encontradas tanto no fruto
quanto nas folhas, concluindo que o extrato de feijoa apresenta um
elevado potencial bioativo, podendo ser utilizado com propositos
nutracéuticos. Contudo, a qualidade final de um extrato esta fortemente
relacionada a técnica de extragdo aplicada e ao solvente utilizado para sua
obtencao.

Diante do exposto, buscou-se, no presente trabalho, obter
extratos da casca (residuo da produg¢do industrial de suco) e da folha da
feijoa através de técnicas convencionais e ndo-convencionais, a baixa e
alta pressoes.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Através de técnicas convencionais e ndo-convencionais, métodos
a baixa e alta pressoes, € com uso de solventes ambientalmente seguros,
obter extratos bioativos da casca e folha de feijoa, caracterizando-os em
termos de compostos fenolicos totais, atividade antioxidante e atividade
antibacteriana.
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1.2.2 Objetivos especificos

a)

Obter extratos de casca e folha de feijoa por técnicas a baixa
pressdo (Soxhlet e Extracdo Assistida por Ultrassom) com uso de
agua e etanol, solventes ambientalmente seguros.

Obter extratos de casca e folha de feijoa via Extragdo
Superecritica;

Obter extratos de casca e folha de feijoa via Extragdo com
Liquido Pressurizado;

Avaliar os extratos obtidos em termos de rendimento global, teor
de compostos fenodlicos totais, atividade antioxidante in vitro e
atividade antibacteriana;

Avaliar o perfil de compostos fendlicos dos extratos através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (HPLC-ESI-MS/MS).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FEIJOA (Acca sellowiana (O. Berg) Burret)

Frutos de espécies nativas com propriedades nutracéuticas e
sensoriais como cor, sabor e aroma podem ser explorados comercialmente
para o consumo in natura ou através de produtos processados, tais como
sucos, geleias, sorvetes e bebidas. A regido sul do Brasil possui varias
dessas espécies frutiferas nativas com potencial para exploragdo
comercial, das quais se destaca a feijoa (AMARANTE; SANTOS, 2011).

Popularmente chamada de goiaba-serrana, a feijoa é uma frutifera
nativa do planalto brasileiro e uruguaio e foi introduzida na Europa por
volta de 1890, de onde se espalhou por outros continentes. A despeito de
ser pouco conhecida e cultivada no Brasil, a fruta ja é tradicional em
diversos paises como a Colombia e os Estados Unidos (em especial, nos
estados da Califérnia e na Florida), nas ex-republicas soviéticas e regides
do Céucaso e em outros paises subtropicais como Australia e, em
especial, a Nova Zelandia, quem mais tem contribuido para a divulgagéo
da feijoa através de suas exportagdes e pesquisas (BARNI et al., 2004).

A feijoa foi introduzida na cultura neozelandesa em 1908 e em
1983, criou-se a New Zealand Feijoa Growers Association (em
portugués, Associacdo Neozelandesa de Fruticultores de Feijoa) (SUN-
WATERHOUSE et al.,, 2012). Esta associagdo tem por base o
fornecimento de todas as informagdes necessarias ao cultivo e a
distribuicdo da feijoa, além de prover diretrizes fundamentais para a
garantia de qualidade do produto final distribuido in natura (NZ FEIJOA
GROWERS ASSOCIATION, 2017).

A comercializacdo da feijoa no mercado interno neozelandés, no
triénio 2008-2010, alcangou o valor de US$ 1,7 milhdes. As exportagdes
somaram, no mesmo periodo, US$ 0,2 milhdes. No biénio 2014-2015, os
valores dobraram, chegando a US$ 3,2 e 0,4 milhGes, respectivos a
distribui¢do em mercado interno e externo (AITKEN; HEWETT, 2015).
Outro fato que merece destaque ¢ a colheita da feijoa no mercado
neozalend€s: o volume colhido chegou a 500 t em 2010. Em 2015, o
volume colhido chegou a 1.000 t, um aumento de 100% em apenas 5 anos
(AITKEN; HEWETT, 2015).

Aproximadamente 50% das feijoas comercializadas no mercado
interno neozelandés seguem para consumo in natura. Os outros 50% sdo
direcionados para processamento industrial de sucos, bebidas, entre
outros produtos. O processamento industrial proporciona agregacao de
valor a cultura da feijoa. Todavia, uma parcela da fruta composta por
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casca e polpa aderida a casca segue como rejeito, uma vez que esta fragao
nao ¢ utilizada na industrializaco, resultando em um desperdicio para a
empresa (SUN-WATERHOUSE et al., 2012).

O habitat natural da feijoa ¢é a regido sul do Brasil, em formagoes
abertas como os campos e a Mata dos Pinhais. E uma arvoreta
semidecicula, de 3-5 m de altura. Folhas simples, subcoriaceas, branco-
cinéreas na face inferior, de 4-6 cm de comprimento (BARNI et al., 2004;
LORENZI, 2006).

Esta fruta, que pode atingir o tamanho e aparéncia de uma goiaba
comum (Figura 1), é consumida ¢ apreciada pelas populagdes que
habitam as regides onde a espécie frutifera ocorre naturalmente.
Destacam-se sua polpa cor de gelo com sabor doce-acidulado e seu
aroma, ao mesmo tempo inconfundivel e delicado (BARNI et al., 2004).

Figura 1 - Feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret): fruta integral e se¢ao
transversal.

Fonte: Weston (2010).

O numero de sementes da feijoa pode chegar a mais de 100 por
fruto, sdo pequenas e podem ser consumidas juntamente com a polpa. As
sementes encontram-se embebidas em uma polpa firme e gelatinosa,
podendo apresentar formatos que variam de gota até coragdo. O
rendimento da polpa também ¢ bem variavel, geralmente atingindo
valores maximos de 50% (AMARANTE; SANTOS, 2011).
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A maturagdo se estende por cerca de 3 a 4 semanas, sendo na serra
catarinense, distribuida entre final de fevereiro e final de maio
(AMARANTE; SANTOS, 2011)

Através de um teste comparativo, Barni et al (2004) avaliaram o
nivel de aceitabilidade de feijoa, em comparagdo a espécies tradicionais
do sul do Brasil como a pera, o kiwi, a ameixa e a goiaba. Os testes foram
realizados em dois centros comerciais localizados nos municipios de
Florian6polis e Blumenau, em Santa Catarina. Os resultados
demonstraram que a feijoa possui um nivel de aceitabilidade semelhante
a pera, kiwi e ameixa, e nivel de aceitabilidade superior & goiaba. De
acordo com Barni et al (2004), o mercado da feijoa pode se igualar ao de
frutas como o kiwi, pera, amora e goiaba, desde que o consumidor venha
a ter a oportunidade de conhecer o fruto, proporcionando, assim, uma
nova op¢do de renda para os produtores rurais da regido serrana
catarinense.

O MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE (2011) classificou a
feijoa como uma das espécies alimenticias nativas da regido sul de valor
econdmico atual ou potencial. De acordo com os autores, diversos estudos
comprovaram as propriedades bioativas dos frutos de feijoa,
principalmente no que se refere as atividades bactericida e antioxidante,
assim como a existéncia de flavonoides, cujas propriedades auxiliam na
atividade imunolégica frente a processos inflamatérios ou alérgicos.

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Segundo Bernhoft (2010), compostos bioativos sdo compostos
oriundos do metabolismo secundario das plantas. Diferentes das
macromoléculas do metabolismo primario das plantas como carboidratos,
aminoacidos, proteinas e lipidios, as quais possuem fungdes de
crescimento e desenvolvimento para as plantas, os compostos bioativos
auxiliam as plantas em sua relacdo com o ecossistema, protegendo-as de
herbivoros e patogenos (DURMIC; BLACHE, 2012). Apresentam
demais fungdes, tais como: atragdo a polinizadores, absor¢do a radiagdo
ultravioleta e competicdo com plantas vizinhas (AZMIR et al., 2013;
BERNHOFT, 2010; KESHANI et al., 2012; SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016). Os compostos bioativos consistem de oleoresinas,
acidos graxos, alcaloides, terpenoides, glicosideos, fitoesterois e
compostos fendlicos (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

O aumento nos casos de doengas cronicas relacionadas a ma
alimentacdo e a restri¢do de diversos aditivos sintéticos tradicionalmente
inseridos em alimentos tém elevado o nimero de pesquisas relacionadas
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a identificacdo e aplicagdo de aditivos naturais em alimentos (MISIC et
al., 2008; SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). Muitos
compostos extraidos de fontes naturais tém demonstrado diversas
aplicacdes bioativas, tais como agentes antioxidantes, antimicrobianos,
antifingicos, antitumorais, dentre outros (SILVA; ROCHA-SANTOS;
DUARTE, 2016).

2.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sdo substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Possuem estrutura variavel e com isso, sdo
multifuncionais (ANGELO; JORGE, 2007).

Como produtos resultantes do metabolismo secundario de plantas,
os compostos fendlicos, embora ndo desempenhem um papel
fundamental no desenvolvimento da planta como os metabdlitos
primarios (aminoacidos, lipidios, carboidratos, entre outros), ¢ nio
possuam uma distribui¢do universal nas mesmas, eles representam
importantes agentes de defesa da planta contra patdgenos e na competicao
entre as plantas. Estes produtos também agem como protetores das
plantas em estresses abiodticos, tais como mudanga de temperatura,
infecgdes, ferimentos, radiagdo UV, entre outros (NACZK; SHAHIDI,
2004). Em alimentos, os compostos fenolicos contribuem para o amargor,
adstringéncia, coloragdo, aroma, odor e estabilidade oxidativa de
produtos. Ademais, compostos fenolicos ndo apenas conservam a
qualidade dos alimentos, mas também reduzem o risco de
desenvolvimento de patologias, tais como aterosclerose e cancer
(ANGELO; JORGE, 2007; MALACRIDA; DA MOTTA, 2005; PERES,
2016).

Os compostos fenodlicos sdo tradicionalmente reconhecidos pelo
seu elevado potencial antioxidante. Eles atuam como antioxidantes
primadrios, interrompendo a reagdo em cadeia, mas também, podem atuar
como antioxidantes secundarios, inativando radicais metalicos presentes
na amostra e responsaveis pela aceleracdo do processo de autoxidagéo
(MICHALAK, 2006).

Um radical livre antioxidante resultante ndo deve, idealmente,
iniciar novos radicais ¢ nem ser susceptivel a uma oxida¢do rapida em
cadeia. Neste sentido, os antioxidantes fendlicos ocupam uma posicao
privilegiada. Sdo excelentes doadores de hidrogénio ou elétrons e seus
intermediarios radicalares sdo relativamente estaveis, devido a
ressonancia provocada pelo deslocamento do elétron desemparelhado e a
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caréncia de posi¢cdes adequadas ao ataque do oxigénio molecular
(FENNEMA, 1996).

Embora os compostos fenolicos sejam reconhecidamente
estabelecidos como agentes antioxidantes, seu mecanismo de agéo
permite classifica-los também como agentes antimicrobianos. O
mecanismo de agdo dos antimicrobianos fendlicos é relacionado a
inativagdo de enzimas celulares, as quais dependem da baixa
permeabilidade da membrana celular (MORENO et al., 2006). O
aumento na permeabilidade celular € o principal mecanismo de agdo de
um composto antimicrobiano, onde compostos podem romper a
membrana celular, provocando desordem na integridade e eventualmente,
causando a morte celular (CETIN-KARACA, 2011). Segundo Cueva et
al (2010), o mecanismo de acdo de acidos fendlicos pode residir na hiper-
acidificacdo da membrana celular, resultado da dissociacdo dos acidos
fenolicos. A hiper-acidificagdo alteraria o potencial da membrana celular,
elevando a sua permeabilidade e afetando inclusive a sintese de ATP.

O conhecimento dos efeitos antimicrobianos de compostos
fenolicos permite buscar novas estratégias, a fim de combinar o seu
potencial antimicrobiano com seu ja estabelecido potencial antioxidante
(CETIN-KARACA, 2011).

Existem cerca de cinco mil fenois, dentre eles, destacam-se os
flavonoides, acidos fenolicos, fendis simples e taninos (ANGELO;
JORGE, 2007).

2.2.1.1 Métodos de avaliagdo quantitativa de compostos fenodlicos totais

Métodos espectrofotométricos e cromatograficos sio comumente
utilizados para a quantificagdo de compostos fenolicos.

Os métodos espectrofotométricos sdo de facil execucao e curto
tempo experimental; contudo, permitem apenas quantificar os compostos
fenolicos totais presentes na amostra, sem identifica-los, nem quantifica-
los separadamente (ANGELO; JORGE, 2007).

O método espectrofotométrico mais utilizado para a
quantificacdo de compostos fenolicos totais presentes em uma amostra
baseia-se na reag@o destes compostos com o reagente de Folin-Ciocalteu,
em meio alcalino. O reagente de Folin-Ciocalteu é formado por sais de
molibdato de sodio e tungstato de sddio. Na presenca de uma solugdo
contendo compostos fenolicos, estes reduzem os sais presentes no
reagente de Folin-Ciocalteu, de coloragdo amarela, para complexos de
molibdénio-tungsténio, de coloragdo azul, cuja intensidade é proporcional
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ao numero de hidroxilas ou grupos potencialmente oxidaveis dos
compostos fendlicos (BOROSKI et al., 2015).

Os métodos cromatograficos podem ser definidos como métodos
fisico-quimicos de separagdo, no qual os constituintes da amostra a serem
separados sdo particionados em duas fases, uma fase estaciondria e uma
fase mével. A fase estacionaria pode ser um so6lido ou um liquido. A fase
movel pode ser um liquido, um gas ou um fluido supercritico. Quando a
fase movel for um liquido, é denominada cromatografia liquida
(SCHULZ, 2015).

No sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC,
do inglés High Performance Liquid Chromatography), a amostra ¢é
injetada e arrastada pela fase mével que se movimenta continuamente
através da coluna, a qual contém a fase estacionaria, onde, de fato, ocorre
a separacdo da mistura. O soluto interage com ambas as fases por
adsor¢do e/ou particdo. As substancias separadas saem da coluna
cromatografica dissolvidas na fase mével e por fim, passam por um
detector que gera um sinal proporcional a quantidade de material
separado. A interpretacdo desse registro produz dados qualitativos e
quantitativos sobre a amostra e seus constituintes (SCHULZ, 2015).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de
deteccdo, tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de
melhor desempenho. O acoplamento de um cromatégrafo com um
espectrometro de massas combina as vantagens da cromatografia, como
a alta seletividade e a eficiéncia de separacdo, com as vantagens da
espectrometria de massas, como a obtenc¢do de informagdo estrutural,
massa molar e aumento adicional de seletividade (CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008).

2.2.2 Agentes antioxidantes

Radicais livres s2o moléculas fundamentais em qualquer processo
bioquimico e representam uma parte importante no metabolismo de seres
aerobios. O consumo de oxigénio, inerente ao crescimento celular, resulta
na geracdo de espécies reativas de oxigé€nio. As espécies reativas de
oxigénio sdo continuamente produzidas durante os processos fisiologicos
normais e, com isso, podem iniciar a oxidagdo de membranas lipidicas.
As espécies reativas de oxigénio sdo capazes de danificar biomoléculas
cruciais como acidos nucléicos, lipidios, proteinas e carboidratos e, se ndo
forem inativadas por algum agente antioxidante, tendem a resultar em
problemas de saude (BEYHAN; ELMASTAS; GEDIKLI, 2010).
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Em organismos vivos, o estresse oxidativo é o principal
responsavel pelos danos celulares. Nos alimentos, predominantemente,
ocorrem reagdes de autoxidagdo em cadeia (BOROSKI et al., 2015). O
processo de oxidagao lipidica é um sério problema em alimentos, pois sua
ocorréncia produz odores e sabores desagradaveis, diminui o tempo de
prateleira do produto, resulta em alteragdes de coloragdo e textura, além
de diminuir o valor nutricional do produto (ALAMED et al., 2009).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que em
pequenas concentragdes, retardam ou previnem significativamente o
inicio da propagagdo das rea¢des de oxidagdo em cadeia (OLIVEIRA et
al., 2007), sendo divididos entre sintéticos, como o butil-hidroxi-anisol
(BHA) e o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e os naturais, como os compostos
fenolicos, carotenoides, acido ascorbido, dentre outros (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Os antioxidantes sintéticos sdo substancias que tiveram seu uso
aprovado em alimentos apds investigagdes que comprovaram sua
seguranga dentro de um limite de ingestdo didria; sendo assim, estdo
sujeitos a legislagdes especificas de cada pais ou por normas
internacionais. Dentre os antioxidantes sintéticos, os mais utilizados pela
industria brasileira sdo o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-
tolueno (BHT), galato de propila (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ)
(TAKEMOTO; FILHO; GODOY, 2009). No Brasil, o uso e a quantidade
de antioxidantes sintéticos adicionados aos alimentos sdo controlados
pelo Ministério da Saude (BOROSKI et al., 2015).

A adicdo de antioxidantes naturais, em substituicio aos
antioxidantes sintéticos, vem crescendo na industria de alimentos, pois,
os apelos ndo mais se restringem apenas as qualidades sensoriais do
alimento, mas também, a prevenc¢do de doengas em nivel agudo e cronico.
Dentre os antioxidantes naturais, destacam-se as enzimas, as vitaminas e
os compostos fenolicos (BOROSKI et al., 2015).

Antes de conhecer os diferentes grupos de antioxidantes e seus
mecanismos de acdo, ¢ apresentado, na Figura 2, o processo de
autoxidacdo lipidica e suas respectivas etapas, sem a presenca de um
antioxidante diretamente na cadeia.
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Figura 2 - Etapas da autoxidagao lipidica.
RH = substrato, R* = radical livre, ROO* = radical peroxido, ROOH =
hidroperoxido.
Iniciacdo RH — R*+ H*
ROOH — RO* + *OH
Propagacdo R*+ O, —» ROO*
ROO* + RH — ROOH + R*
Término AO* + ROO* — produtos ndo radicalares
ROO* + ROO* — ROOR + O3
R*+R* - RR
Fonte: Boroski et al (2015).

Segundo definicdo de Ingold (1968), os antioxidantes podem ser
divididos em dois grandes grupos: os primarios e os secundarios. Os
primdrios atuam na interrup¢do da autoxidacdo diretamente na etapa de
propagacgao, ao reagirem com radicais livres. A Figura 3 apresenta a etapa
de propagacdo da autoxidagdo sendo interrompida por agdo de um
antioxidante. Neste exemplo, um atomo de hidrogénio ativo do
antioxidante ¢ abstraido pelos radicais livres R* e ROO*. Assim, formam-
se espécies inativas para a rea¢do em cadeia ¢ um radical inerte AO*
procedente do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia,
nao tem a capacidade de iniciar ou propagar as reagdes oxidativas (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009). Segundo Gordon (1990), a doagdo de
atomos de hidrogénio ¢ o mecanismo de acdo mais comum entre
antioxidantes alimenticios. De fato, muitos cientistas acreditam que este
seja 0 mecanismo de agdo mais relevante dos antioxidantes (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).

Figura 3 - Etapa de Propagac¢do sendo interrompida por a¢do de um antioxidante
doador de hidrogénio.
Propagagio R*+ AOH — RH + AO* (estavel)
ROO* + AOH — ROOH + AO* (estavel)
Fonte: Boroski et al (2015).

Os antioxidantes secundarios, também chamados de preventivos,
nao participam diretamente das etapas de propaga¢do na autoxidagdo mas
retardam o periodo de iniciacdo, o qual é catalisado por ions metalicos
(GORDON, 1990). Estes metais, em especial, ferro e cobre, atuam como
pré-oxidantes, através da transferéncia de elétrons, liberando radicais de
acidos graxos e hidroperoxidos (ROOH) para reagdes. A redugdo destes
metais pro-oxidantes por parte dos antioxidantes eleva a energia de
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ativagdo da etapa de inicia¢do, retardando o inicio do processo de
autoxidacdo consideravelmente (GORDON, 1990). Os antioxidantes
secundarios podem apresentar demais mecanismos de atuacao, tais como:
sequestro de oxigénio, desativagdo do oxigénio singlete, absor¢do de
radiacdo UV, entre outros.

2.2.1.2 Métodos de avaliagdo quantitativa de compostos antioxidantes

Diversos ensaios tém sido adotados a fim de se estimar a
atividade antioxidante de frutas e vegetais, dentre eles, encontram-se o
método de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
método de captura do radical acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) e o método de redugdo do ion férrico (FRAP, do inglés
Ferric Reducing Ability Power) (THAIPONG et al., 2006).

O ensaio empregando o radical DPPH tem sido amplamente
utilizado em diferentes amostras, tais como frutas, vegetais, plantas
medicinais, ervas aromadticas, temperos, cereais, leguminosas, chas,
folhas, cogumelos e algas, devido a sua alta sensibilidade, facilidade de
aplicagdo e versatilidade, visto que o DPPH pode ser utilizado tanto para
identificar antioxidantes de carater hidrofilico quanto para identificar
antioxidantes de carater lipofilico (BOROSKI et al., 2015; MOON;
SHIBAMOTO, 2009; KEDARE; SINGH, 2011).

O radical livre DPPH apresenta em sua estrutura, dois anéis
aromaticos de seis membros, contendo atomos de C e H e um anel picril-
hidrazila, constituido por um anel aromatico de seis membros ligado a
trés grupos NO» e uma hidrazina, em que o atomo de N ligado diretamente
ao anel estda com um elétron desemparelhado, o que caracteriza a espécie
como um radical livre (BOROSKI et al., 2015).

Na reacdo de oxirredugdo entre o radical DPPH e a espécie
antioxidante, o elétron desemparelhado do a&tomo de N se emparelha com
um atomo de H cedido pelo composto antioxidante. O antioxidante, por
outro lado, perde o atomo de H, mas se estabiliza por ressonéncia
(BOROSKI et al., 2015). O radical DPPH possui coloragdo violeta, com
absor¢do maxima na regido de 517 nm (515 a 528 nm) e por se tratar de
uma reagdo estequiométrica em relagdo ao nimero de atomos de
hidrogénio absorvidos, tem sua absorbancia diminuida em decorréncia da
presenca de antioxidantes, passando para colora¢do amarela, através da
reacdo (Figura 4) (BOROSKI et al., 2015; MACDONALD-WICKS;
WOOD; GARG, 2006; MOON; SHIBAMOTO, 2009).
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Figura 4 — Mecanismo de estabilizagdo do radical DPPH.

0,N O,N
b
N—N- NO, + AOH —> N—N NO. + AO]

DPPH- DPPH

Coloragdo violeta Coloracdo amarela

AOH: composto antioxidante; AO™: radical antioxidante estavel

Fonte: o proprio autor.

Os resultados sdo geralmente expressos em funcdo do valor do
ECso da amostra, ou seja, a quantidade necessaria de antioxidantes na
amostra para diminuir a concentra¢do inicial do radical DPPH em 50%
(MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Compostos antioxidantes que possuem a capacidade de retardar a
taxa de autoxidacdo lipidica por mecanismos distintos a conversdo de
radicais livres em espécies mais estaveis sdo chamados de antioxidantes
secundarios (GORDON, 1990). Dentre os mecanismos de acdo de
antioxidantes secundarios, destacam-se a complexagdo de metais, o
sequestro de oxigénio, a decomposi¢do de hidroperoxidos para formar
espécie ndo radicalar, absor¢do de radiacdo UV ou desativacdo do
oxigénio singleto (BOROSKI et al., 2015; GORDON, 1990).

Existem varias metodologias para a determinagdo do poder de
reducdo de antioxidantes, sendo que as mais empregadas baseiam-se na
redugdo do ion Fe** para Fe?* (BOROSKI et al., 2015).

A metodologia que utiliza o complexo férrico 2,4,6-tripiridil-
1,3,5-triazina ([Fe*" (TPTZ),]*") para determinar o poder de redugio de
um ion metalico é conhecida como FRAP (do inglés Ferric Reducing
Ability Power) ou seja, Poder de Redugdo do fon Férrico (BOROSKI et
al., 2015). Quando o complexo ([Fe3* (TPTZ),]*") é reduzido, por a¢do de
um antioxidante e em meio acidificado, forma-se o complexo
([Fe*"(TPTZ),])*") de intensa colora¢do azul, com maxima absor¢do em
593 nm (Figura 5). A intensidade da coloragdo final da amostra ¢
diretamente proporcional a capacidade redutora do antioxidante
(BOROSKI et al.,, 2015; KARADAG, OZCELIK; SANER, 2009;
MOON; SHIBAMOTO, 2009).
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Figura 5 — Mecanismo de reducéo do complexo férrico para complexo ferroso
no método antioxidante FRAP.
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TPTZ), [Fe*(TPTZ),]*
(olm agao \mndl Coloragao azul

Fonte: o proprio autor.

O método FRAP ¢é de facil execugdo, apresenta resultados
confiaveis ¢ em um curto periodo de tempo, sendo, por esta razdo, um
método bastante utilizado na analise da capacidade antioxidante em
plantas e alimentos, especialmente, em conjunto com o método DPPH
(MOON E SHIBAMOTO, 2009).

2.2.2 Agentes antimicrobianos

Doengas infecciosas sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento. Dentre essas doencas, estdo aquelas transmitidas por
alimentos contaminados, sejam esses contaminantes as bactérias, virus ou
parasitas (SINGH et al., 2016). Os Centros de Controle e Preven¢ao de
Doengas dos Estados Unidos (do inglés The United States Centers for
Disease Control and Prevention — CDC) estimam que um em cada seis
americanos (48 milhdes de pessoas) adoecem, 128 mil sdo hospitalizados
e 3 mil morrem, por ano, em decorréncia do consumo de alimentos
contaminados (XU et al., 2014). A Organiza¢do Mundial da Saude —
OMS, estima que o niimero de consumidores acometidos por doengas
transmitidas por alimentos contaminados e que podem vir a 6bito pode
chegar a2 milhdes (HINTZ; MATTHEWS; DI, 2015). Os patogenos mais
comuns encontrados em alimentos incluem Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Shigella sonnei e Escherichia coli (XU et al.,
2014). De fato, algumas cepas de E. coli sdo livres de patogenicidade a
ponto de serem utilizadas em formula¢des de probioticos infantis, como
¢ o caso da cepa O6:K5:H1. Em contrapartida, sérios problemas de saude
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como infecgdo enterro-hemorragica e falha renal podem ser causados pela
E. coli O157:H7 (CUEVA et al., 2010).

Muitos alimentos sdo pereciveis por natureza e necessitam de
protegdo a fim de evitar sua contaminag@o, seja ela causada por micro-
organismos deteriorantes, os quais alterardo caracteristicas sensoriais
como cor, aroma ¢ textura do produto, e até por micro-organismos
patogénicos, os quais poderdo ser letais ao consumidor.

Com o intuito de proteger os alimentos e manter sua inocuidade,
diversas técnicas sdo aplicadas, desde a adi¢do de sais e acidos a
tratamentos térmicos (LUCERA et al., 2012). O tratamento térmico,
apesar de ser um método eficaz na destrui¢do de micro-organismos
vegetativos, a depender do tempo e temperatura do processo, pode
produzir efeitos nutricionais e sensoriais indesejaveis no produto final
(HINTZ; MATTHEWS; DI, 2015).

A descoberta dos antimicrobianos foi um marco na histéria da
medicina. No entanto, devido ao uso excessivo destes antibioticos,
diversos fatores adversos, dentre eles, a resisténcia microbiana, vém
atraindo a atengdo de pesquisadores e consumidores no mundo todo (FU;
LU; ZHOU, 2016). Com isso, diversos esfor¢os tém sido realizados com
o intuito de se buscar alternativas naturais em substituicdo aos produtos
quimicos e antimicrobianos sintéticos utilizados em alimentos, muitos
deles ja proibidos em diversos paises devido as suas elevadas toxicidades
(LUCERA et al., 2012; ORTEGA-RAMIREZ et al., 2014).

Os antimicrobianos naturais, compostos capazes de inibir o
crescimento de bactérias, fungos e virus, constituem, cada vez mais, uma
nova forma de garantir um produto de qualidade inalterada e
absolutamente seguro para o consumo. Em voga ha muitos anos, o uso
destes compostos vem crescendo no mercado europeu, especialmente
com outras técnicas modernas de controle como a Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2010).

2.2.2.1 Métodos de avaliagdo de atividade antimicrobiana

Atualmente, varios métodos in vitro podem ser reproduzidos a
fim de se avaliar a atividade antimicrobiana de um extrato de fruta ou
planta. Dentre os métodos mais aplicados, encontram-se os métodos de
difusdo, tais como o método de difusdo em pogo ¢ o método de difusdo
em disco, e os métodos de dilui¢do, sendo o método de microdiluic¢do, o
mais utilizado (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; OSTROSKY
et al., 2008).
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O método de difus@o em disco ¢é simples, pratico ¢ ja padronizado
pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLS]) para testes com
bactérias e fungos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).
Basicamente, inocula-se uma cepa bacteriana de concentragdo 1-2 x 108
UFC.mL! sobre a superficie de uma placa contendo agar Miiller-Hinton.
Em seguida, discos de papel filtro estéreis de 6 mm e contendo um certo
volume da solugdo antimicrobiana sdo adicionados sobre o agar. Apos
incubagdo, os resultados sdo obtidos através da medi¢ao do halo que se
formara em torno dos discos, no caso de inibigdo. Quanto maior o
didmetro do halo, maior ¢ o seu potencial antimicrobiano. Um disco
adicionado de antibidtico é usado como controle positivo ¢ um disco com
o solvente utilizado para solubilizar o extrato é aplicado como controle
negativo (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; JORGENSEN;
FERRARO, 2009).

No método de difusdo em pocgo, assim como no método de
difusdo em disco, a superficie do agar ¢ inoculada com um volume
conhecido da cepa bacteriana. Em seguida, um pequeno orificio de
aproximadamente 6 mm de diametro € feito assepticamente sobre o agar,
e entdo, um volume de 20 a 100 puL de extrato antimicrobiano ¢
adicionado ao orificio. Apos incubagdo, verifica-se se a devida difusdo do
agente antimicrobiano pelo dgar resultou em impedimento de crescimento
das bactérias ou fungos. A eficacia do agente antimicrobiano ¢ realizada
através da medi¢do do didmetro do halo formado em torno do orificio
(OSTROSKY et al., 2008).

O método de microdiluicio ¢ um método de facil
reprodutibilidade, econdmico em termos de materiais e diferente das
técnicas de difusdo, tem a vantagem de possibilitar o estabelecimento da
Concentragdo Minima Inibitoria (CMI), ou seja, a concentragdo minima
de extrato capaz de inibir o crescimento microbiano. Essa praticidade ¢é
alcangada pois, para realizar a microdiluig¢@o, € necessario utilizar apenas
uma pequena placa de 96 pogos, a qual é apresentada na Figura 6, onde,
através de diluiges seriadas do extrato e uma concentra¢do fixa de
inoculo, é possivel avaliar o crescimento bacteriano ou fungico, apos
incubagdo, através da turvagdo do sistema ou da mudanga de coloragdo,
no caso de se utilizar um corante com potencial redox (ELSHIKH et al.,
2016; JORGENSEN; FERRARO, 2009).
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Figura 6 - Placas de 96 pocos utilizadas na microdilui¢do.

Fonte: Jorgensen; Ferraro (2009).
2.3 BIOATIVIDADE DA FEIJOA

Fonte de vitamina C, minerais e fibras e com baixa caloria, a feijoa
¢ matéria-prima utilizada no desenvolvimento de diversos produtos na
forma de sucos, geleias, licores, xaropes e frutas cristalizadas, em
especial, no mercado australiano e neozeland€s, onde se tornou espécie
tradicional (RUBERTO; TRINGALI, 2004; WATSON; PREEDY, 2011;
WESTON, 2010). Aliado as suas proeminentes propriedades nutricionais
e sensoriais, a feijoa tem sido fonte de diversas pesquisas nas duas tltimas
décadas, em especial, devido aos seus compostos bioativos. A Tabela 1
apresenta alguns trabalhos ja realizados acerca dos compostos bioativos
da feijoa.
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Tabela 1 - Referéncias bibliograficas relativas a bioatividade da feijoa.

Potencial bioativo Fonte

Antioxidante (EBRAHIMZADEH et al., 2008)
(BEYHAN; ELMASTAS; GEDIKLI, 2010)
(HAMINIUK et al., 2011)
(SUN-WATERHOUSE et al., 2012)
(TUNCEL; YILMAZ, 2015)
(AMARANTE et al., 2017)
(POODI et al., 2018)
(MOSBAH et al., 2018)

Antimicrobiano (BASILE et al., 1997)
(MOTOHASHI et al., 2000)
(VUOTTO et al., 2000)
(MOSBAH et al., 2018)

Antitumoral (MOTOHASHI et al., 2000)
(BONTEMPO et al., 2007)
Antifungico (MOTOHASHI et al., 2000)

Ebrahimzadeh et al (2008) avaliaram a atividade antioxidante dos
extratos de folha e casca de feijoa, obtendo resultados elevados, tanto em
termos de antioxidantes primarios ou doadores de hidrogénio, quanto em
termos de antioxidantes secundarios redutores de ions metalicos.

Beyhan; Elmastas; Gedikli (2010) observaram elevado potencial
antioxidante no extrato alcodlico da Acca sellowiana, em especial, em
suas folhas.

Um elevado potencial antioxidante foi observado na casca da
feijoa, no trabalho desenvolvido por Tuncel; Yilmaz (2015). Os autores,
por fim, sugerem o uso do extrato da casca de feijoa em matrizes
alimentares, objetivando a prevencao a processos oxidativos.

Basile et al. (1997) obtiveram um alto potencial antimicrobiano na
polpa e na casca de feijoa contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhi e outras 5 cepas microbianas, dentre espécies Gram
positivas e Gram negativas. Resultados semelhantes foram observados
por Vuotto et al (2000).

Motohashi et al (2000), além de observarem efeito antibacteriano
e antifungico em extrato alcodlico e em acetona de casca de feijoa,
obtiveram resultados significativos relacionados a apoptose de células
tumorais, caracterizando o extrato da casca da feijoa, em acetona, como
agente antitumoral. Efeito antitumoral em extratos de feijoa também foi
relatado por Bontempo et al (2007).
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Os resultados supracitados permitem apontar a casca da feijoa, um
subproduto industrial, e as folhas da feijoa, como ricas fontes de
compostos bioativos.

2.4 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Durante as ultimas décadas, novas técnicas de extracdo de
compostos bioativos de matrizes vegetais, também chamadas de técnicas
nao-convencionais, t€m sido desenvolvidas com o intuito de romper as
barreiras enfrentadas por técnicas convencionais, tais como Soxhlet e
maceragdo: o longo tempo extragdo, a baixa seletividade e o elevado
volume de solvente utilizado por extragdo. Dentre as mais promissoras,
encontram-se as técnicas de Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU),
Extragdo Assistida por Micro-ondas (EAM), Extracdo com Liquido
Pressurizado (ELP) e Extragdo Supercritica (ESC). As técnicas ELP e
ESC apresentam, como diferencial, o emprego de liquidos de alta difusdo
- liquidos de elevada pressdo e temperatura - 0s quais possuem
coeficientes de difusdo superiores em comparagdo aos liquidos aplicados
a temperatura e pressao ambientes e utilizados em técnicas convencionais,
tais como Soxhlet e macera¢do. Com o uso de liquidos de alta difusdo, a
taxa de transferéncia de massa é aumentada, acelerando o processo de
extragdo como um todo (AZMIR et al., 2013; TURNER; WALDEBACK,
2010).

2.4.1 Soxhlet

O método de extragdo por Soxhlet foi desenvolvido pelo quimico
alemdo von Soxhlet, em 1879, com o intuito de se determinar a fragdo
lipidica em leites (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). O
aparato € composto por: um condensador, um extrator com sifdo, um
frasco coletor ¢ uma manta de aquecimento, conforme apresentado na
Figura 7.
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Figura 7 - Aparato Soxhlet.

Condensador

<+— Manta de aquecimento

Fonte: adaptado de Luque de Castro; Priego-Capote (2010).

Basicamente, o processo se da pela seguinte forma: a amostra seca
¢ adicionada a um cartucho e acoplada ao extrator. O solvente, em
quantidade pré-determinada, ¢ inserido no frasco coletor e através do
aquecimento promovido pela manta, entra em ebulicdo e ascende em
direcdo ao condensador. Ao chegar ao condensador por onde circula um
liquido a baixa temperatura, o vapor de solvente é condensado, ¢ ao
gotejar sobre o cartucho, extrai o composto de interesse. O sifao trabalha
como um vaso comunicante, controlando o nivel de solvente em contato
com o cartucho. Quando o nivel de solvente ultrapassa o nivel maximo
do sifdo, solvente e amostra sdo direcionados para o frasco coletor e
assim, o processo se reinicia (AZMIR et al., 2013; LUQUE DE CASTRO;
GARCIA-AYUSO, 1998; LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010).

A extracdo por Soxhlet foi o método convencional de extracao
mais utilizado por muitos anos. Este método possui vantagens como o
baixo custo de aquisi¢do do aparato, facilidade de operacdo, alta
temperatura empregada - o que facilita o rompimento da liga¢ao soluto-
matriz - o elevado rendimento de extracdo e¢ a supressdo da etapa de
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filtragdo, uma vez que a amostra nio se encontra em contato direto com
o solvente (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Em
contrapartida, o que é tido como vantagem, em alguns casos, pode ser
visto como desvantagem. Como a extracdo por Soxhlet demanda um
longo tempo de operagdo, a alta temperatura empregada pode degradar
compostos termoldbeis de interesse. Além do mais, o uso de solventes
organicos comumente aplicados, os quais, em muitos casos, estdo
associados a problemas de satide e de meio ambiente, constituem uma
desvantagem da técnica (BIMAKR et al., 2011; LOPRESTO et al., 2014;
LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010)

Embora apresente desvantagens significativas, especialmente em
se tratando de compostos antioxidantes termolabeis, 0 método de Soxhlet
ainda ¢ utilizado como método oficial em diversas metodologias
(LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010), ¢ devido ao alto
rendimento, resultante da baixa seletividade, aliado & simplicidade de
operagdo, o método ¢ utilizado como forma de comparagio de rendimento
e qualidade de extratos obtidos com métodos ndo-convencionais
(GRIGONIS et al., 2005).

2.4.2 Extracao Assistida por Ultrassom (EAU)

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 2016), Green chemistry ou Quimica Verde, é o
desenvolvimento de produtos e processos quimicos que reduzem ou
eliminam a geracdo de substincias toxicas. Dentre os 12 principios
contemplados pela Quimica Verde, destacam-se o aproveitamento de
residuos industriais, o uso de solventes com minima ou até zero
toxicidade para o ser humano e o meio ambiente, processos com baixa
demanda energética, entre outros.

Os maiores desafios para as extragdes convencionais sdo, além da
baixa seletividade e a possibilidade de decomposicao de compostos
termolabeis, o longo tempo de extragdo e o uso de solventes nocivos ao
homem e ao meio ambiente (AZMIR et al., 2013), caracteristicas que
também entram em desacordo com os principios basicos da Quimica
Verde.

A Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU) é uma tecnologia
emergente no ramo de extragdes, sendo classificada como tecnologia néo-
convencional e buscando contemplar os principios da Quimica Verde.
Através da aplicagdo de ondas ultrassonicas, extragcdes completas sdo
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realizadas em minutos, obtendo-se produtos com elevado grau de pureza,
reduzindo o consumo energético (CHEMAT et al., 2017).

As ondas ultrassonicas ocorrem em frequéncias acima de 20 kHz
(frequéncias superiores ao limiar acustico humano) e exibem todas as
caracteristicas e propriedades de ondas sonoras. Diferentes das ondas
eletromagnéticas, as ondas sonoras dependem de um meio para se
propagar. Quando em um meio liquido, as ondas ultrassonicas realizam
ciclos sucessivos de compressao e expansao. Os ciclos de compressao
exercem uma pressao positiva sobre as moléculas, pressionando-as umas
contra as outras, enquanto que os ciclos de expansdo exercem pressdo
negativa sobre as moléculas, afastando-as (WU et al., 2013). Esses ciclos
de compressdo e expansdo formam bolhas de cavitacdo. As bolhas
formadas crescem sucessivamente devido as variagdes de amplitude das
ondas. Uma vez que a bolha atinge seu tamanho critico, o minimo de
energia recebida resulta em um colapso instantaneo (Figura 8). Devido ao
colapso, cada bolha pode gerar energia capaz de aumentar a temperatura
e pressdo local em 5000 K e 500 atm, respectivamente, seguida de um
resfriamento repentino de aproximadamente 10° K/s (WU et al., 2013).
De acordo com Chemat; Zill-E-Huma; Khan (2011), a pressdo no
momento de colapso das bolhas pode chegar a 2000 atm, em um banho
ultrassdnico operando a temperatura constante.

Figura 8 - Formacao, crescimento e colapso de uma bolha de cavitagéo.
Compressio Compressie Compressio Compressio Compressio
Pl A"

\ .-'f'\'-.l .":\"-. & ™\ /
{f A\ /A ¥ & ."f \ '
sonoras |\
| 'II \ I-'I I'.I _,'II III._ I.-'I I'.I I.'II II'."
Ik'q_.-'"l l&.-"'lll : W I."L .-"': I'\_.-"I. b
Expansic  Expansic Expansic  Expansio  Expgpsic

@ o 0 o Qo QO 6 -

Fonte: adaptado de Leong; Ashokkumar; Sandra (2011).
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Quando as bolhas entram em colapso préximo a superficies
solidas, microjatos com alta pressdo e temperatura sdo liberados e
atingem a superficie do s6lido a uma velocidade média de 400 km/h
(LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003). Estes jatos sdo
responsaveis pelo processo de limpeza de materiais em lavadoras
ultrassonicas (CHEMAT; ZILL-E-HUMA ; KHAN, 2011).
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A Figura 9 apresenta a formagdo de uma bolha de cavitagdo
préxima a uma matriz vegetal (a); ap6s ciclos sucessivos de compressdo
e expansdo, a bolha entra em colapso (b), liberando microjatos que
atingem a superficie da matriz vegetal (c), rompendo paredes celulares e,
por fim, liberando os materiais de interesse (d).

Figura 9 - Colapso de uma bolha de cavitacdo e liberagdo do material vegetal.
Exemplo de extragdo de 6leo essencial de manjericao.

A aplicagdo de ondas ultrassonicas pode se dar direta ou
indiretamente a amostra (PICO, 2013). As lavadoras, também conhecidas
como banhos, apresentam um baixo custo, facilidade de manuseio e como
grande vantagem, podem realizar duas ou mais extragdes
simultaneamente. No entanto, por se tratar de um método indireto de
extragdo, sua principal desvantagem reside na perda da energia
ultrassonica na parede do recipiente onde a amostra estd contida
(LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003; TIWARI, 2015).

Em contrapartida, o método direto de extragdo ndo apresenta esse
inconveniente, sendo o transdutor ultrassonico (dispositivo capaz de
converter energia elétrica em ondas ultrassonicas) acoplado diretamente
sobre a amostra através de uma sonda. A sonda pode fornecer poténcias
até 100 vezes superiores as fornecidas por um banho, reduzindo-se o
tempo de extragdo (PICO, 2013).

Embora as lavadoras sejam mais utilizadas, a sonda proporciona
maior cavitagdo na solugdo. No entanto, o método direto de extracdo pode
afetar a qualidade dos extratos provocando perda em compostos
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termolabeis devido a intensa cavitagdo provocada. Portanto, ndo apenas a
configuracdo de um equipamento ¢ importante, mas fatores como
poténcia ultrassonica, freqiiéncia, tempo, temperatura, solvente utilizado
e razao soluto:solvente sdo de fundamental importancia na qualidade final
dos extratos (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012; TIWARI,
2015).

2.4.3 Extracao Supercritica (ESC)

A Quimica Verde tem buscado desenvolver e otimizar processos
de extracdo com baixa demanda energética e utilizagdo de solventes
atoxicos, garantindo produtos com alta qualidade e seguros ao
consumidor. Nisto, a Extragdo Supercritica (ESC) vem ganhando
destaque como uma excelente alternativa frente aos métodos
convencionais de extragdo (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE,
2016).

Em 1879, os pesquisadores James B. Hannay e James Hogarth
publicaram um artigo intitulado On the solubility of solid in gases
(Solubilidade de solidos em gases), no qual eles identificaram a
dissolugd@o de compostos em fluidos supercriticos, abrindo caminho para
um novo meio de solvatagdo. No entanto, somente por volta de 1960 que
processos industriais com uso de fluidos supercriticos comecgaram a ser
desenvolvidos (AZMIR et al., 2013; HERRERO et al., 2010). Com o
passar dos anos, a extragdo supercritica foi se consolidando em diversas
areas, tais como a area ambiental, farmacéutica, andlise de polimeros e
principalmente, na area de alimentos (LANG, 2001; ZOUGAGH;
VALCARCEL; RiOS, 2004).

Toda substancia quimica apresenta trés estados fisicos, como se
sabe: solido, liquido e gasoso. O estado supercritico é um estado distinto
e somente pode ser alcangado se a substincia for submetida a uma
temperatura e pressdo acima de seu ponto critico. O ponto critico ¢ uma
caracteristica peculiar de cada substancia quimica e ¢ definido com base
na relagdo entre sua temperatura critica (Tc) e pressdo critica (Pc),
temperatura e pressdo na qual ndo existe mais distingdo entre as fases
liquida e gasosa (Figura 10). Fluidos com temperaturas e pressdes acima
da Tc e Pc, respectivamente, sdo chamados de fluidos supercriticos
(AZMIR et al., 2013; MAUL; WASICKY; BACCHI, 1996). No estado
supercritico, as propriedades de liquido e gas do fluido desaparecem, o
que significa que um fluido supercritico ndo pode ser liquefeito sem que
se altere a temperatura e a pressao. Os fluidos supercriticos apresentam
propriedades semelhantes as de gases (viscosidade, difusividade e tensdo
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superficial) e propriedades semelhantes as de liquido (densidade e poder
de solvatagdo) (AZMIR et al.,, 2013; SIHVONEN, 1999). Outra
caracteristica importante de um fluido no estado supercritico é que seu
poder de solvatacdo pode ser controlado através de pequenas mudangas,
tanto na temperatura quanto na pressdo, uma vez que, a partir do ponto
critico, pequenas alteragdes desses pardmetros provocam grandes
mudancas na densidade do solvente, caracteristica essa, fundamental no
poder de solvatagao de compostos. Alta densidade, em geral, significa alta
solubilidade e baixa seletividade (OLIVEIRA, 2015).

Figura 10 - Diagrama de fases de uma substancia pura.
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Fonte: Herrero; Cifuentes; Ibafiez (2006).

O processo de extragdo supercritica consiste basicamente em duas
etapas: extracdo de um composto de interesse através de um solvente
supercritico apropriado e separa¢do da mistura do composto de interesse
e do solvente supercritico através de expansio isotérmica (PEREIRA;
MEIRELES, 2010). Este processo basico de extragdo supercritica ¢é
apresentado na Figura 11.



Figura 11 — Diagrama simplificado de ESC.
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Como se observa na Figura 11, ao sair do cilindro, o CO; é
resfriado, a fim de garantir que o mesmo se encontre no estado liquido
antes de adentrar a bomba e ser pressurizado. Ao sair da bomba a uma
pressdo acima de 73,8 bar, o CO» ¢ aquecido acima de 31,04 °C, atingindo
desta forma, o estado supercritico. Em seguida, o CO; supercritico flui
através de um leito fixo de particulas solidas contidas em um extrator
encamisado e dissolve os compostos de interesse contidos no soélido,
tendo inicio, a etapa de extragdo propriamente dita. Por fim, o fluido
supercritico, ao chegar ao frasco coletor, ¢ despressurizado, separando-se
totalmente do extrato. O fluxo de extracdo pode se dar de forma
ascendente ou descendente. A forma, as dimensdes e as propriedades
fisicas do extrator sdo algumas das variaveis do processo (BRUNNER,
1994).

Diversos fluidos podem ser utilizados como solventes
supercriticos devido as suas boas propriedades de solvatagdo. Alguns
desses fluidos estdo listados na Tabela 2. Todavia, como a extracdo
supercritica surge como representante da Quimica Verde e uma
alternativa aos processos convencionais de extragdo, alguns solventes, por
mais que resultem em altos rendimentos de extrato, devem ser evitados
por razdes de seguranga, tanto para o manipulador quanto para o meio
ambiente, de forma geral (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).
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Tabela 2 - Temperatura e pressdo criticas de alguns fluidos.

Fluido Tc (°C) Pc (bar)
Nitrogénio -147,00 33,93
Metano -82,49 46,41
Etano 32,25 48,84
Etileno 9,21 50,31
Propano 96,85 42,56
Amonia 132,40 113,00
Metanol 79,90 240,20
Agua 221,00 363,80
Didxido de carbono 31,04 73,80

Fonte: Maul; Wasicky; Bacchi (1996).

O didxido de carbono (CO») é o solvente mais utilizado, em se
tratando de extragdo supercritica, por alguns motivos fundamentais: baixo
custo sob alta pureza; sua temperatura critica ¢ baixa (31,04 °C),
preservando as propriedades de compostos termolabeis no momento da
extragdo; apresenta pressdo critica de 73,8 bar, pressdo facilmente
atingida em nivel industrial; separagdo completa do extrato por simples
reducdo de pressdo; inerte, atoxico e comumente utilizado na gaseificagio
de bebidas; polaridade semelhante & do pentano e do hexano, solventes
apolares comumente utilizados em extragdes convencionais; o0s
parametros de extragdo com o CO, supercritico podem ser facilmente
alterados, através de mudangas na temperatura e pressdo, ou até na adigao
de um cossolvente polar como a 4gua ou o etanol. Tais opgdes adicionam
flexibilidade e permitem a adequacdo do processo ao extrato que se
almeja obter (DfAZ-REINOSO et al., 2006; MAUL; WASICKY;
BACCH]I, 1996).

Como desvantagem da ESC, tem-se o elevado custo dos
equipamentos, ou seja, produtos com baixo valor agregado e baixo
rendimento podem tornar a ESC uma alternativa economicamente
invidvel. A baixa polaridade do CO, pode ser outro impasse da técnica,
visto que este solvente & seletivo para compostos apolares (MAUL;
WASICKY; BACCHI, 1996)

2.4.3.1 Uso de cossolventes

Alguns fatores exercem influéncia significativa no processo de
extragdo, como ¢ o caso da temperatura, da pressdo, do tamanho da
particula e do pré-tratamento da amostra. Contudo, a solubilidade de um
soluto em um solvente supercritico depende fundamentalmente das
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corretas relagdes entre temperatura e pressao. Estes pardmetros sdo, de
fato, responsaveis diretos pela qualidade e funcionalidade do extrato
(AKANDA et al., 2012). Em geral, sob altas temperaturas, o poder de
solvatacdo do CO; se eleva devido ao aumento da pressdo de vapor do
soluto. Altas pressdes também aumentam o poder de solvatagdo do CO;
devido a seu aumento de densidade. Todavia, por apresentar baixa
polaridade, o CO; ¢é pouco solivel em compostos polares, mesmo sob
elevadas temperaturas e pressdoes. Neste caso, a utilizagdo de
cossolventes, solventes de carater polar que atuam em conjunto com o
COs, pode se tornar uma alternativa viavel (HERRERO; CIFUENTES;
IBANEZ, 2006; PEREIRA; MEIRELES, 2010).

A presenca de cossolventes eleva a densidade do solvente e altera
de estrutura da matriz vegetal, rompendo as interagdes polares entre essa
matriz e o soluto, melhorando a performance da extragdo, tanto em termos
de rendimento quanto em termos de seletividade - quando se almeja obter
solutos de elevada polaridade - o que justifica a aplicagdo de cossolventes
na ESC (DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Alcoois, por serem polares, compreendem o principal grupo de
compostos utilizados como cossolventes. O metanol é muito utilizado
como cossolvente em diversas matrizes vegetais, contudo, sua elevada
toxicidade restringe sem uso (PEREIRA; MEIRELES, 2010). Apesar de
resultar em elevados rendimentos de extrato final, o uso de metanol tem
sido preterido nos ultimos anos, especialmente quando o produto final
destina-se a empresas do ramo alimenticio, cosmético e farmacologico
(MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014)

Etanol tem sido utilizado em substituicdo ao metanol. O etanol é
um solvente com baixa toxicidade, sendo reconhecido, assim como o
CO,, como um solvente GRAS (sigla em inglés para Generally
Recognized As Safe — Geralmente Reconhecido como Seguro) (LANG;
WAL 2001). De acordo com Melo; Silvestre; Silva (2014), o uso de etanol
como cossolvente em extragdes de matrizes vegetais corresponde a mais
de 50% das publicacdes nas areas de extrag@o supercritica (Figura 12).

Outra alternativa frente aos solventes organicos tradicionalmente
utilizados ¢ a agua. Seu alto indice de polaridade justifica sua preferéncia
em extracdes de compostos altamente polares. Outro ponto positivo
baseia-se no fato de a 4gua, assim como o CO; e o etanol, ser um solvente
atoxico, enquadrando-se na classe de solventes GRAS. Varios trabalhos
vém sendo desenvolvidos fazendo-se uso da dgua como cossolvente em
extragdo supercritica de matrizes vegetais.

Da Porto, Decorti; Natolino (2014), ao avaliarem o rendimento
global de proantocianidinas no extrato de bagago de uva, obtiveram valor
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superior utilizando 4gua como cossolvente, em comparagdo ao metanol e
ao etanol, nas mesmas concentragdes.

Agua também foi utilizada como cossolvente na remogio de
cafeina em folhas de cha verde (Camellia sinensis), obtendo-se elevado
rendimento no trabalho desenvolvido por Park et al (2007). Resultado
semelhante foi observado por Casas et al (2007), na extracdo de
compostos bioativos de girassol, onde os autores obtiveram melhores
rendimentos a 500 bar, 50 °C e 5% de dgua como cossolvente.

Nao obstante as vantagens do uso de agua como cossolvente,
alguns autores como Nossack et al (2000) e Pereira et al (2003) tiveram
problemas com este solvente ao extrair alcaloides de tremoceiro (Lupinus
spp.) e jasmim-catavento  (Tabernaemontana  catharinensis),
respectivamente. Em ambos os casos, houve formagao de espuma. Sob
pressdo de 250 bar e 45 °C, devido ao equilibrio de fases do sistema
COz:agua, ocorre formagao de duas fases, uma rica em CO; e a outra rica
em agua. Interacdes especificas (hidrogénio, dipolo - dipolo, dipolo
induzido - dipolo, dipolo induzido - dipolo induzido) entre o solvente e
um ou mais solutos do extrato também podem existir, influenciando a
solubilizag@o destes solutos no fluido supercritico e/ou fracionando-o no
cossolvente (PEREIRA et al., 2003).

A Figura 12 apresenta os principais cossolventes utilizados em
ESC de matrizes vegetais, de acordo com 166 publicag¢des até o ano de
2014.

Figura 12 - Principais cossolventes em extragdes supercriticas de matrizes
vegetais, de acordo com 166 publicagdes encontradas na base de dados.
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Fonte: Melo; Silvestre; Silva (2014).
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Observa-se, através da Figura 12, que a gama de cossolventes
utilizados em processos de extracdo ¢ grande, ainda que o etanol
corresponda a mais de 50% das publica¢des na érea.

2.4.3.2 Curva Global de Extra¢do (CGE)

O transporte de substancias pode ocorrer tanto dentro de uma
matriz s6lida quanto através de sua superficie. De acordo com Brunner
(1994), este processo compreende alguns passos: 1) a matriz vegetal
absorve o solvente supercritico, inchando as estruturas celulares e,
concomitantemente, diminuindo a resisténcia a transferéncia de massa; 2)
os compostos sdo dissolvidos no solvente presente no interior das células;
3) através do processo de difusdo, os compostos sdo transportados para
fora das células; 4) ao sair das células, a mistura entre compostos e
solvente ¢ direcionada para a superficie da matriz vegetal onde, por fim,
sera completamente extraida pelo solvente através do processo de
convecgdo. Entretanto, matrizes vegetais possuem diferentes estruturas
celulares e composi¢des fisico-quimicas. Até mesmo matrizes da mesma
espécie podem ser diferentes devido a fatores como periodos de colheita,
tratamento pods-colheita e idade (BRUNNER, 1994). No tratamento
prévio a extracdo supercritica, fatores como umidade da amostra e
tamanho de particula sdo fundamentais no que tange ao processo de
transferéncia de massa (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

A curva global de extracdo (CGE) é obtida através da relagdo entre
quantidade acumulada de extrato, em funcdo do tempo total de extragdo
ou em fungdo da quantidade de solvente utilizada. Devido aos diversos
fatores que podem influenciar uma extragdo supercritica, a comparagao
de CGE’s de diferentes matrizes vegetais e diferentes extratores deve ser
evitada. Todavia, a CGE fornece informagodes fundamentais acerca dos
fendmenos de transferéncia de massa relativos a matriz vegetal em
estudo, possibilitando comparagdes de diversos ensaios desta mesma
matéria-prima realizadas no mesmo equipamento (BRUNNER, 1994).

De acordo com a literatura (FERREIRA; MEIRELES, 2002;
JESUS et al., 2013; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009;
PEREIRA; MEIRELES, 2010; SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE,
2016), as CGE’s sdo divididas em trés etapas, etapas CER, FER e DC, as
quais sdo controladas por diferentes mecanismos de transferéncia de
massa:

a) Taxa de extracdo constante (CER — Constant Extraction
Rate): etapa onde a superficie externa da particula é coberta pelo extrato,
o qual ¢ facilmente extraido pelo solvente, atingindo sua concentragio
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maxima na saturacdo (solubilidade de equilibrio). Segundo Pereira;
Meireles (2010), 50 a 90% do extrato pode ser obtido nesta etapa.
Portanto, em muitos casos, a extragdo ¢ finalizada logo apds a etapa CER,
exceto nos casos onde um composto de interesse apresenta baixa
solubilidade no solvente ou se localiza em uma estrutura celular de dificil
acesso por parte do solvente;

b) Taxa de extragdo decrescente (FER — Falling Extraction
Rate): etapa na qual a disponibilidade do extrato localizado na superficie
da particula diminui. Concomitantemente, inicia-se o processo de
transferéncia de massa por difuséo;

c) Taxa de difusdo controlada (DC — Diffusion Controlled):
etapa final de extragdo, onde a transferéncia de massa por difusdo ¢
preponderante, ocorrendo desde o interior das particulas.

Um melhor entendimento da CGE, bem como suas trés etapas e
seus respectivos fendmenos de transferéncia de massa, pode ser mais bem
elucidado através da visualizagao da Figura 13.

Figura 13 - Representa¢do da CGE.
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Fonte: adaptado de Silva; Rocha-Santos; Duarte (2016).

Nota-se que na etapa CER, a matriz sélida apresenta uma grande
quantidade de soluto de facil acesso localizado na superficie das
particulas, facilitando a solubilizagdo do mesmo por parte do solvente. A
etapa seguinte, FER, caracteriza-se por uma diminui¢do na quantidade de
soluto de facil acesso. Por fim, na etapa DC, o soluto de facil acesso
praticamente inexiste, e entdo, processos difusivos passam a governar a
transferéncia de massa.
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2.4.4 Extracao com Liquido Pressurizado (ELP)

Com o intuito de aprimorar processos de extragdo e atender
preceitos da Quimica Verde, fazendo-se baixo uso de solventes orginicos
em extracdes que demandam poucos minutos, tem-se a Extracdo com
Liquido Pressurizado (ELP), do inglés Pressurized Liquid Extraction
(PLE). Esta tecnologia foi apresentada pela Dionex Corporation na
Conferéncia de Pittsburgh (Pittcon), em 1995, com o nome de
Accelerated Solvent Extraction Technology (ASE®), em portugués,
Tecnolologia de Extracdo Acelerada com Solvente (MUSTAFA;
TURNER, 2011). Atualmente, esta técnica possui outras denominagdes
como Pressurized Fluid Extraction (PFE) ou Enhanced Solvent
Extraction (ESE) (CAMEL, 2001).

A ELP éuma técnica que utiliza os principios basicos das extragdes
com solventes organicos semelhante a técnica de Soxhlet. Todavia,
diferente dos métodos convencionais, o solvente utilizado na extragdo ¢
pressurizado, permitindo seu uso em altas temperaturas ¢ ainda assim,
mantendo-o no estado liquido (BULDINI; RICCI; SHARMA, 2002;
CAMEL, 2001; TURNER; WALDEBACK, 2010).

Ha duas razdes fundamentais pelas quais o uso de solventes em
altas temperaturas e pressoes elevam o rendimento das extragdes, em
comparagdo com 0s mesmos solventes a temperatura e pressdo ambientes:
o potencial aumento na solubilidade e na transferéncia de massa e o
rompimento da superficie de equilibrio (CHEOK et al., 2013). O uso de
altas temperaturas aumenta a capacidade do solvente em solubilizar
compostos de interesse, além de aumentar as taxas de difusdo. O aumento
da temperatura também pode romper a forte interacdo entre soluto e
matriz causada pelas forgas de van der Walls, pontes de hidrogénio e
atragdes entre moléculas do soluto e sitios ativos da matriz. A energia
térmica pode inibir as intera¢cdes de coesdo (soluto-soluto) e adesdo
(soluto-matriz) através da diminui¢do da energia de ativagdo necessaria
para o processo de dessor¢do. O aumento da temperatura também provoca
diminuicdo na viscosidade do solvente, possibilitando uma maior
penetracdo do liquido na matriz. As altas pressoes aplicadas tém como
funcdo, ndo apenas a manutencdo do solvente no estado liquido em
temperaturas acima de seu ponto de ebulicdo, mas também atuam
pressionando o solvente para dentro da matriz (absorgdo),
proporcionando um maior contato com o soluto (CAMEL, 2001;
RICHTER et al., 1996). Uma ampla faixa de temperatura e pressao pode
ser utilizada em um sistema ELP. Temperaturas podem variar de 25 a 200
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°C e pressoes podem partir de 35 bar e chegar a 200 bar (MUSTAFA;
TURNER, 2011).

Hé basicamente duas configuragdes de operacdo para sistemas
ELP: configura¢do dinamica e configuragdo estatica. Na configuragéo
dindmica, o solvente ¢ bombeado para a célula de extrag@o e o produto é
continuamente recolhido no frasco. Na configuracdo estatica, o processo
de extracdo consiste de um a varios ciclos de extra¢do, com renovagdo do
solvente a cada ciclo (CARABIAS-MARTINEZ et al, 2005;
MUSTAFA; TURNER, 2011). A Figura 14 apresenta um sistema ELP
tradicional.

Figura 14 - Diagrama de ELP.
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Fonte: Turner; Waldebéck (2010).

Basicamente, o solvente ¢ pressurizado e adentra a célula de
extragdo, onde a matriz solida esta contida. A célula pode estar inserida
em um forno ou entdo ser encamisada, possibilitando o aquecimento do
solvente a temperatura desejada. Ao fim do ciclo, o processo de
despressurizagdo libera o solvente juntamente com o soluto em um frasco
coletor. Por fim, um gés inerte ¢ injetado sobre a matriz, a fim de eliminar
os residuos de solvente e soluto que ainda possam estar aderidos a
superficie, os quais serdo coletados.
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3 MATERIAL E METODOS

A seguir, serdo apresentados o material utilizado em todas as
etapas experimentais do trabalho, bem como os métodos empregados.

3.1 CARACTERIZACAO E PREPARO DA MATERIA-PRIMA

As cascas de feijoa foram gentilmente cedidas pela Cooperativa
Agricola de Sao Joaquim — SANJO, localizada na cidade de Sao Joaquim-
SC. As cascas sdo subprodutos da industrializagdo de suco misto de maga
e feijoa e, em decorréncia da safra da feijoa, o suco é produzido apenas
no periodo de abril a julho. A safra utilizada no presente trabalho foi
relativa ao ano de 2016.

Apos a sanitizagdo inicial dos frutos realizada na propria empresa,
eles foram manualmente cortados em sessdo transversal, onde entdo, a
casca e a polpa foram separadas. A casca foi armazenada em sacos
plasticos escuros para evitar o contato com a luz. Os mesmos foram
selados e acondicionados em camara de congelamento a -18 °C, até o
momento das analises.

As folhas de feijoa foram gentilmente cedidas pela Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina — EPAGRI,
localizada na cidade de S@o Joaquim, no segundo semestre de 2016.
Inicialmente, a sujidade foi removida, procedendo-se entdo a imediata
secagem das folhas.

3.1.1 Teor de umidade e substincias volateis

O teor de umidade e substancias volateis foi determinado de acordo
com a metodologia 012/IV do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Pesaram-se cerca de 5g de amostra (casca ou folha de feijoa) em
cadinho previamente tarado, com auxilio de balanga analitica com 0,0001
g de precisao (AY220, Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil), seguido de
aquecimento em estufa (E.L. 003, Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil) a
105 °C por 3 horas. Apds este periodo, o cadinho foi resfriado em
dessecador ¢ pesado. Em seguida, repetiu-se a etapa de aquecimento,
seguida de resfriamento e peso, de hora em hora, até observacdo de peso
constante. Para o calculo do teor de umidade e substancias volateis, em
base timida, empregou-se a Equacgéo 1.
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% Umidade ==L x 100 (1)

Onde, mr € a massa final da amostra em gramas e m; ¢ a massa
inicial da amostra.
Este procedimento foi realizado em triplicata e os resultados
foram expressos como média e respectivo desvio padrao.

3.1.2 Secagem e moagem

As cascas foram descongeladas, dispostas em bandejas e secas
em estufa com circulag@o for¢ada de ar (De Leo, Porto Alegre, Brasil)
(Figura 15), a 55 °C por 24 h. Em seguida, as amostras foram
fragmentadas em moinho de facas (De Leo, Porto Alegre, Brasil),
acondicionadas em sacos de polictileno e armazenadas em freezer
doméstico a -18 °C.

As folhas de feijoa foram secas a temperatura de 50 °C por 10 h.
Em seguida, as amostras foram fragmentadas em moinho de facas,
acondicionadas em sacos de polictileno e armazenadas em freezer
doméstico a -18 °C.

Figura 15 - Secagem da casca de feijoa.

Fonte: o proprio autor.

O procedimento experimental para determinagdo do didmetro
médio das particulas se deu através da inser¢do de 100 g da matéria-prima
devidamente seca e moida, pesada em balanca de 0,01 g de precisao (BG
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2000, Gehaka Ind. E Com. De Eletro-eletronicos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil), em jogo de peneiras série Tyler, com mesh variando de -16/+80,
sendo o conjunto de peneiras agitado por 30 minutos. Com as fragdes
retidas em cada peneira, calculou-se o didmetro médio das particulas
através das Equacdes 2 e 3 (GOMIDE, 1983).

2

Al =T 3)

Onde, d; ¢ o didmetro médio das particulas (mm), m; ¢ a massa de
amostra retida na peneira i (g), m; € a massa total de amostra (g), d; € o
didmetro da peneira i (mm) e n é o numero de fragdes.

3.2 METODOS DE EXTRACAO

Os métodos de extracdo utilizados no presente trabalho englobam
técnicas conduzidas a baixa pressdo (pressdo atmosférica) e técnicas
conduzidas a alta pressdo (pressoes iguais e superiores a 100 bar).

3.2.1 Métodos de extracio a baixa pressao
3.2.1.1 Soxhlet

A obtenc¢do de extratos da casca e folha de feijoa pelo método
Soxhlet se deu de acordo com a metodologia 032/1V do Instituto Adolfo
Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008), adaptada. Inicialmente,
pesaram-se 5 g de amostra diretamente em cartucho de papel filme, o qual
foi inserido em extrator Soxhlet. Em seguida, 150 ml de solvente foram
adicionados a um baldo de fundo chato, procedendo-se a ligagao de manta
de aquecimento na temperatura de ebulicdo do solvente, conforme a
Figura 16. O tempo total de analise foi de 6 h contadas a partir do inicio
do gotejamento.
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Figura 16 - Aparato Soxhlet em operagao.

Fonte: o proprio autor.

Os solventes utilizados no presente trabalho foram etanol (99,8%,
Neon, Sao Paulo, Brasil), agua e a mistura etanol-agua (50:50 v/v).
Através de literatura e testes preliminares, observou-se que tanto a casca
quanto a folha da feijoa apresentam baixa solubilidade em solventes
apolares. Com isso, optou-se por utilizar apenas solventes de média e alta
polaridade. Outrossim, os solventes utilizados no presente trabalho sdo
classificados como solventes GRAS.

3.2.1.2 Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)

A técnica de Extrag@o Assistida por Ultrassom (EAU) foi adaptada
de Cheok et al (2013) onde, previamente, 5 g de amostra foram pesadas
em um béquer de 250 ml e solubilizadas em 150 ml de solvente (etanol,
agua e etanol-agua [50:50 v/v]), mantendo a razao amostra — solvente em
1:30 (m/v). Em seguida, a amostra foi inserida em um equipamento
ultrassonico (Ultronique QR 500, Ecosonics, Indaiatuba, Brasil). Uma
sonda de titAnio de 4 mm de didmetro foi introduzida na amostra, a 5 mm
da superficie, como meio de transmissdo de ondas a 20 kHz de frequéncia.
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Em decorréncia de processos de cavitagao oriundos dos efeitos de
expansdo e compressdo das bolhas, um superaquecimento na amostra
pode comprometer a qualidade do extrato. Para tanto, o béquer contendo
a amostra foi continuamente resfriado com agua, buscando manter a
temperatura interna controlada durante o experimento. Os parametros
utilizados no presente trabalho foram definidos de acordo com a literatura
e recomendagdes do fabricante do equipamento: 250 W de poténcia
(DENT et al., 2015; HORZIC et al., 2012; LEE et al., 2013), tempo de 10
min (ALBU et al., 2004; ZLABUR et al., 2015) e microponta
(recomendacdo do fabricante).

O equipamento utilizado no presente trabalho pode ser visualizado
através da Figura 17.

Figura 17 - Equipamento de EAU (LATESC/UFSC).

Fonte: Lasta (2017).
3.2.2 Métodos de extracio a alta pressio
3.2.2.1 Extracdo Supercritica (ESC)
Os experimentos de extragdo supercritica foram realizados na
unidade de extragdo localizada no Laboratério de Termodindmica e

Tecnologia Supercritica (LATESC) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). A unidade de extragdo opera em pressdes de até 300
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bar e vazdes de solvente de até 2,2 kg.h™!. A Figura 18 apresenta a unidade
de extragdo supercritica utilizada no presente trabalho e a Figura 19
apresenta o diagrama da unidade, contemplando os equipamentos que a
compdem, bem como o fluxo de extracdo. A lista completa de
informagdes dos componentes da unidade encontra-se na Tabela 3.

O equipamento de extragdo supercritica utilizado no presente
trabalho  foi  desenvolvido  pelo  Laboratério  Thermische
Verfahrenstechnik da  Technische Universitdit Hamburg-Harburg
(Hamburgo, Alemanha). Maiores detalhes acerca dos principios de
elaborac@o e de construc@o desta unidade de extragdo podem ser obtidos
através do trabalho de Zetzl; Brunner; Meireles (2003).

Figura 18 - Unidade de ESC (LATESC/UFSC).

Fonte: o proprio autor.

Através do diagrama da unidade de extragdo supercritica utilizada
no presente trabalho, € possivel visualizar cada etapa de operagao durante
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o processo de extragdo. Inicialmente, CO, adentra o sistema, tendo seu
controle de fluxo realizado pela valvula do cilindro (V1), e entdo segue
para o banho termostatico frio (-5°C) (2) contendo etilenoglicol,
garantindo que o CO» adentre na bomba no estado liquido (4), evitando
possiveis danos causados por cavitagdo. A bomba de CO, ¢ alimentada
por um fluxo de ar comprimido (3) & pressdo de 1 bar, e através de
controle realizado pela valvula de frequéncia (V2), pressuriza o CO; até
a pressdo desejada. Ao sair da bomba, o CO; pressurizado entra em
contato com o fluxo de cossolvente oriundo da bomba de HPLC (6) e
ambos, de forma ascendente, adentram a célula de extracdo encamisada
(7). A célula é mantida a temperatura de extragdo através de circulagdo
externa de dgua controlada por um banho termostatico (8). Ao sair da
célula, o CO: no estado supercritico passa pelo processo de
despressurizacdo, o qual é controlado pelas valvulas micrométrica (V4) e
macrométrica (V5), ambas imersas em um banho termostatico quente (9)
operando a temperatura de 60 °C, evitando o congelamento do CO; ao
expandir-se. Por fim, o CO; segue para o frasco coletor (10), onde, ap6s
despressurizagdo, extrato e CO, sdo separados por diferenca de
densidade: o extrato é coletado no frasco ambar ¢ o CO, segue para o
rotdmetro (R), com o intuito de se controlar a vazao de saida do solvente.

Figura 19 - Diagrama de ESC (LATESC/UFSC).

Fonte: o proprio autor.
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A pressdo do sistema ¢é controlada por 3 mandmetros: o primeiro
manometro (M1), instalado logo apds a valvula do cilindro, permitindo o
controle da pressao de entrada na linha; o segundo mandmetro (M2),
localizado antes da célula de extragdo, garantindo que solvente e
cossolvente adentrem a célula na pressao desejada; o terceiro mandmetro
(M3), acoplado imediatamente apds a célula de extragdo, onde a pressao
indicada deve coincidir com a pressdo observada no manémetro M2.

Todo o sistema ¢é conectado através de uma tubulagdo de aco-inox
de 1/4”.
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Tabela 3 - Lista de componentes da unidade de ESC (LATESC/UFSC).

Codigo Equipamento Modelo
1 Cilindro de CO2 (99,9% de pureza, com White Martins Ltda.,
tubo pescador Joinville, Brasil
2 Banho termostatico frio C10 - K10, Thermo
Haake, Karlsruhe,
Alemanha
3 Linha de ar comprimido
4 Bomba de CO2 (multiplicador de pressaio MI111, Maximator,
hidropneumatico) Nordhausen, Alemanha
6 Bomba de HPLC para cossolvente 515, Waters, Milford,
EUA
7 Extrator  cilindrico de ago  inox
(comprimento de 31,6 cm, didgmetro de
2,012 cm e volume de 103,3 mL)
encamisado
8 Banho termostatico do extrator DC30 — B3, Thermo
Haake, Karlsruhe,
Alemanha
9 Banho termostatico das valvulas
Vi Valvula do cilindro P1: Cat 233.50.10,
Wika do Brasil, Ipero,
Brasil.
V2 Valvula do ar comprimido P1: Cat 233.50.10,
Wika do Brasil, Ipero,
Brasil.
Ml Mandmetro do cilindro de CO2 P1: Cat 233.50.10,
Wika do Brasil, Ipero,
Brasil.
M2 Manometro de entrada no extrator P1: Cat 233.50.10,
Wika do Brasil, Ipero,
Brasil.
M3 Mandmetro de saida do extrator P1: Cat 233.50.10,
Wika do Brasil, Ipero,
Brasil.
V4 Valvula macrométrica 10-1INFA-V, HIP,
Erie, EUA.
V5 Valvula micrométrica 10-1INFA, HIP, Erie,
EUA.
R Rotametro 10A61ABB,

Automation products




64

3.2.2.1.1 Cinética de extrac¢do

A cinética de extragdo supercritica ¢ um experimento que visa
elucidar as diferentes etapas do processo de extracdo da matéria-prima em
estudo, as quais sdo diretamente relacionadas a massa de extrato
acumulada em funcao do tempo do experimento.

Primeiramente, frascos ambar de 30 mL foram pesados e
selecionados para a coleta das amostras periodicamente. O tempo em que
cada frasco ambar era trocado obedeceu o seguinte planejamento: a cada
5 minutos, nos primeiros 30 minutos de extragdo; a cada 10 minutos, a
partir do minuto 30 ao minuto 120; a cada 30 minutos, a partir do minuto
120 até estabilizag@o da etapa difusional. As amostras secas e trituradas
foram pesadas em balanca analitica e uma massa de 15 g foi utilizada na
cinética. O preenchimento do leito foi realizado na seguinte ordem
ascendente: algoddo, esferas de vidro de 3 mm como meio inerte, algodao,
amostra e algodao. Utilizou-se pressdo de 100 bar e temperatura de 40 °C.
Essas condigdes foram tomadas pelo fato de compreenderem baixas
condi¢des de temperatura e pressdo, com base nas limitagcdes do
equipamento, mas condi¢gdes superiores as propriedades criticas do CO»,
garantindo sua manuteng¢ao no estado supercritico. Ao utilizar nos ensaios
o tempo de estabelecimento da etapa difusional observado em uma
cinética a 100 bar e 40 °C, subentende-se que a mesma etapa sera
alcangada nos ensaios, onde as pressdes e temperaturas s3o superiores, €
consequentemente, densidade do solvente e pressdo de vapor do soluto
sdo mais elevadas, em um tempo igual ou inferior ao observado na
cinética. A vazdo de CO; utilizada foi de 0,5 kg.h"!. Apds a coleta das
amostras, os frascos ambar foram novamente pesados a fim de se obter a
massa acumulada de extrato (g) versus o tempo de extragdo (min) para,
por fim, construir a CGE.

Uma vez que a CGE foi obtida, o modelo de Regressdo Linear
por Partes foi ajustado aos dados experimentais com uso do software
Origin Pro 2015 (OriginLab, Northampton, EUA). Trés ajustes lineares
foram aplicados, considerando dois pontos de quebra propostos pelo
modelo. As trés retas apresentadas pelo modelo representam as trés etapas
da CGE: CER, FER e difusional (DC). Os ajustes respectivos as trés
etapas de extracdo sdo apresentados através das Equagoes 4-6.

Para t < tcer (etapa CER)

y=a;+kqt 4
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Para tcer<t < trer (etapa FER)

y = ay + kqtcpr + ko (t — tegr) Q)
Para t > trer (etapa DC)
y =ay + kitcgr + ko (tpgr — tepr) + k3 (t — tpgr) (6)

Onde: y é a massa acumulada e t € o tempo; a; é o coeficiente
linear da reta na etapa CER; ki, ko e k3 sdo os coeficientes angulares das
retas das etapas CER, FER e DC, respectivamente; tcer € 0 ponto relativo
a primeira quebra, ou seja, o tempo em que se encerra a etapa CER e se
inicia a etapa FER; trer € 0 ponto relativo a segunda quebra, ou seja, o
tempo em que se encerra a etapa FER e se inicia a etapa DC.

A cinética de extracdo supercritica foi realizada apenas com a
amostra de casca de feijoa.

3.2.2.1.2 Extragées com uso de cossolvente

O cossolvente utilizado na ESC da casca de feijoa foi o etanol.
Este solvente foi escolhido por se tratar de um solvente polar,
ambientalmente seguro (GRAS), tradicionalmente aplicado em processos
na industria de alimentos ¢ comumente utilizado como cossolvente em
extragdes de compostos polares (CASAS et al., 2007; MURGA et al.,
2000).

Antes de se iniciarem as extra¢des, uma cinética prévia, com
intervalos de 30 minutos, foi realizada, a fim de se determinar o tempo
necessario  para  estabelecimento da etapa  difusional e,
concomitantemente, o tempo minimo de extragdo. As extragdes para a
casca da feijoa seguiram um planejamento experimental fatorial 22,
perfazendo 4 corridas experimentais. As pressoes utilizadas foram de 200
e 300 bar, as temperaturas de extracdo foram de 40 e 55 °C, a vazdo de
solvente foi mantida em 0,5 kg.h"! e a concentragdo de cossolvente foi de
5%. Utilizando-se as condigdes de pressdo e temperatura que
apresentaram os mais elevados resultados, em termos de rendimento
global e teor de compostos fenolicos totais, realizaram-se extragdes com
10 e 15% de cossolvente, a fim de se avaliar ndo apenas o rendimento,
mas a seletividade do extrato.

A condicdo de pressdo e temperatura, a qual apresentou os mais
elevados resultados, em termos de rendimento global e teor de compostos
fenolicos totais, observados para as extragdes com a casca da feijoa, foi
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aplicada para a obtengdo de extrato da folha da feijoa, com 15% de
cossolvente. O cossolvente utilizado foi a mistura etanol-agua (50:50
v/v).

3.2.2.2 Extracdo com Liquido Pressurizado (ELP)

Os ensaios de Extragdo com Liquido Pressurizado (ELP) da casca
e folha da feijoa foram realizados em uma unidade de extragdo
desenvolvida no Laboratéorio de Termodindmica e Tecnologia
Supercritica da  Universidade Federal de Santa Catarina
(LATESC/UFSC), conforme apresentada na Figura 20.

Figura 20 - Unidade de ELP (LATESC/UFSC).

Fonte: Lasta (2017).
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O diagrama da unidade customizada pode ser observada através da
Figura 21.

A unidade é composta de: reservatdrio de solvente (1), bomba de
HPLC (2), valvula micrométrica de entrada (V1), banho termostatico de
aquecimento (3), célula de extracdo encamisada (4), mandmetro (M),
valvula back pressure (V2), valvula micrométrica de saida (V3) e frasco
coletor (5).

Figura 21 - Diagrama de ELP (LATESC/UFSC).

V1

ra

Fonte: o proprio autor.

Inicialmente, as valvulas V2 e V3 foram mantidas fechadas e o
solvente foi enviado a célula de extragdo encamisada em fluxo
descendente. A célula de extrag@o foi mantida a temperatura definida para
o0 ensaio por um banho termostatico operando com agua. Internamente, a
amostra foi depositada na célula de extracdo e o leito final apresentou-se
da seguinte forma, em modo descendente: algoddo, mistura de amostra e
esferas de vidro de 3 mm e algoddo. Ao atingir-se a pressdo almejada,
procedeu-se a abertura das valvulas V2 e V3, iniciando assim, a contagem
do tempo de extracdo, caracterizando-se o regime dinamico.

No regime estatico de extragdo, ao atingir-se a pressdo almejada, o
fornecimento de solvente pela bomba foi paralisado enquanto as valvulas
V2 e V3 permaneceram fechadas. Apos estabelecido o tempo total de
extragdo, as valvulas V2 e V3 foram entdo abertas.

Ao final de cada extragdo, o extrato residual presente no leito ¢ na
linha foi recolhido no frasco ambar por inje¢do de ar comprimido.
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3.2.2.2.1 Cinéticas de extragdo

Previamente, duas cinéticas de extragao foram realizadas com a
casca da feijoa, utilizando-se 3 g de amostra, mantendo-se temperatura e
pressdo constantes, 40 °C e 100 bar, respectivamente e aplicando-se
etanol como solvente. Esta condi¢do foi adotada por apresentar a menor
pressdo de vapor do solvente dentre as demais condi¢des do processo (40,
55 e 80 °C). Duas vazdes foram testadas, 1 € 3 mL.min"!, com o intuito
de avaliar a influéncia deste pardmetro no rendimento global de extragdo
da casca da feijoa.

Para a cinética da folha da feijoa, as mesmas condi¢des de massa
de amostra, temperatura, pressao e solvente aplicadas para a casca foram
utilizadas. Todavia, apenas a vazao de 3 mL.min"! foi considerada, devido
aos resultados prévios observados para a casca.

Uma vez que as curvas foram obtidas, o modelo de Regressdo
Linear por Partes foi ajustado aos dados experimentais com uso do
software Origin Pro 2015 (OriginLab, Northampton, EUA), de forma
semelhante ao que fora aplicado na cinética supercritica (item 3.2.2.1.1).

3.2.2.2.2 Extragoes

Para a casca da feijoa, as extracdes foram realizadas a pressdo
constante de 100 bar e as temperaturas de 40, 55 ¢ 80 °C, com uso de
etanol, dgua e a mistura etanol-agua (50:50 v/v) como solventes. Com
base nos resultados observados pelas cinéticas de extragdo, a vazdo
adotada foi de 3 mL.min"! e o tempo total de extra¢do foi de 60 min.

Para a folha da feijoa, dois regimes de extragdo foram aplicados:
um regime dinAmico a 3 ml.min"! por 50 min (tempo adotado apds analise
da cinética) e um regime estatico, com 2 ciclos de 25 min. Antes de cada
ciclo do regime estatico, a valvula V3 foi fechada e as amostras foram
mantidas em contato com o solvente pressurizado. Apés decorridos 25
min, a valvula V3 foi entdo aberta ¢ a mistura extrato-solvente, coletada.
O mesmo procedimento se deu para o segundo ciclo. Duas temperaturas
foram utilizadas (40 e 80 °C), mantendo-se a pressdo a 100 bar e
utilizando-se os mesmos solventes aplicados para a casca.

3.2.3 Pos-tratamento dos extratos

Ao final das extrag¢des, os respectivos extratos foram evaporados
sob pressao reduzida em evaporador rotativo (Fisatom 802, Fisatom, Sao
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Paulo, Brasil) e liofilizador (L 101, Liotop, Sao Carlos, Brasil) (Figura
22).

Figura 22 — Equipamentos utilizados para evaporagdo de solvente.
Evaporador rotativo (a) e liofilizador (b).

Fonte: o proprio autor
3.3 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DOS EXTRATOS

Os extratos obtidos a baixa e alta pressdoes foram avaliados em
termos de compostos fenodlicos totais e atividade antioxidante primaria e
secundaria pelas técnicas de captura do radical DPPH e poder de reducao
do ion férrico (FRAP), respectivamente. Os extratos que apresentaram os
resultados mais promissores em termos de teor de compostos fenolicos
totais foram selecionados para avaliagdo da atividade antibacteriana e
analise do perfil de compostos fenolicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas (HPLC — ESI —
MS/MS).

3.3.1 Teor de Compostos Fenoélicos Totais (CFT)

No presente trabalho, utilizou-se a metodologia de Folin-Ciocalteu
proposta por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventés (1999), adaptada
por Kosar; Dorman; Hiltunen (2005).

Inicialmente, cada um dos extratos foi pesado e diluido em seus
respectivos solventes de extragdo, obtendo solucdo-mae de extrato com
concentragdo final de 10 mg de extrato.mL! de solvente. Em seguida,
foram separados 4 tubos Eppendorf de 1,5 mL (3 para a amostra
propriamente dita e um para o branco), nos quais foram adicionados 0,6
mL de 4gua destilada. Logo apds, aos tubos da amostra foram adicionados
10 uL da solugdo-mie de extrato e ao branco, 10 uL do respectivo
solvente utilizado na extracdo. Em seguida, 50pL do reagente de Folin-
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Ciocalteu foram adicionados aos 4 tubos. Apés agitacdo em vortex e
repouso por 1 min, 150 pL da solugdo de carbonato de sodio (20% m/v),
meio alcalino da reacdo, foram adicionados aos tubos. Por fim, 190 puL de
agua foram inseridos aos 4 tubos, completando-se o volume final de 1
mL. Ap6s nova agitacdo em vortex, os tubos foram colocados em repouso
por 2 h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ao final das 2 h, a
absorbancia das amostras foi medida em espectrofotometro (800 XI,
Femto, Sao Paulo, Brasil), no comprimento de onda de 760 nm.

Os valores de absorbancia média encontrados para cada amostra
foram correlacionados com uma curva padrio de 4cido galico
(absorbancia versus concentragdo de dacido galico). Através da
substituicao dos valores de absorbancia média obtidos para cada amostra
na equacao da curva padrio de acido galico, obtiveram-se os respectivos
valores de equivalente em acido galico (EAG) para cada mL de solug@o.

Os resultados finais foram expressos em mg EAG.g"! de amostra
seca através da Equacdo 7:

mg EAG \(R
mg EAG _ EAG (L solugéo)( 1603(?)
CFT - g extrato (7)
g amostra seca DEXf(Lsulugao)

Onde,

EAG = equivalente em acido galico obtido através da curva padrao
(mg EAG. L solugdo™);

Dext = dilui¢do dos extratos (g extrato. L solu¢do™');

Rext = rendimento global de extragdo (%).

A curva padrao de acido galico utilizada no método de Folin-
Ciocalteu, juntamente com um diagrama simplificado relativo ao
preenchimento dos reagentes nos tubos estdo disponiveis no Apéndice
(Figura 36 e Tabela 27, respectivamente).

3.3.2 Atividade antioxidante
3.3.2.1 Método de captura do radical DPPH

No presente trabalho, fez-se uso da metodologia proposta por
Mensor et al (2001).

O método consiste em 4 etapas basicas: preparo da solugdo-mae
de extrato, preparo da solugdo estoque de DPPH (0,3 mM), preparo do
meio reacional e leitura em espectrofotdmetro.
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Primeiramente, a solugdo-mde de extrato foi preparada ao
dissolver-se 0,01 g de extrato em 10 mL do seu respectivo solvente
(etanol, agua ou etanol:agua [50:50 v/v]), obtendo-se a concentragao final
de 1 mg.mL!. Em seguida, a solugdo estoque de DPPH (0,3 mM) foi
preparada ao dissolver 0,003 g do radical DPPH em 25 mL de etanol P.A.,
armazenando a solu¢do em frasco ambar. O preparo do meio reacional se
deu ao adicionar 1 mL do radical estoque DPPH a tubos de ensaio
contendo a solu¢do-mae de extrato e etanol, em diferentes concentragoes,
obtendo-se sempre um volume total de 3,5 mL. O controle negativo
compreende apenas a mistura de solvente com o radical DPPH. Os
brancos correspondem aos solventes e as solugdes-mae de extrato.

Apbés preenchimento dos tubos, os mesmos foram
homogeneizados em vortex, incubados a temperatura ambiente por 30
minutos e ao abrigo da luz e suas absorbancias foram analisadas em 517
nm.

A atividade antioxidante percentual foi obtida através da
Equagdo 8 para cada concentragdo (em triplicata) e os resultados finais
foram expressos em fun¢do do ECso, fator correspondente a concentragao
minima necessaria de extrato para decrescer em 50% a concentragdo
inicial do radical DPPH.

AA (%) =100 — ([Absamostra_AbSbrancu] % 100) (8)

AbScontrole

Onde,

AA = atividade antioxidante percentual (%);

ADbSamostra = absorbancia da amostra;

ABSpranco = absorbancia do branco;

ABScontrole = absorbancia do controle.

Cada replicagdo gerou uma equago da reta. Ao substituir o valor
de y por 50 (relativo a 50% de atividade antioxidante), obtém-se o valor
do ECsg parcial (Equagdo 9). O ECso total é a média dos trés ECs parciais.
Y=AX+B » X =2 . x =22 ©)

A A
Onde,

Y = atividade antioxidante percentual;

X = concentragdo de extrato (ug.mL");

A = coeficiente angular da reta;

B = coeficiente linear da reta.
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Um diagrama simplificado relativo ao preenchimento dos
reagentes nos tubos pelo método DPPH esta disponivel no Apéndice
(Tabela 28).

3.3.2.2 Método de redugdo do ion férrico - FRAP

A identificagdo de compostos antioxidantes redutores de ions
férrico foi determinada através de metodologia descrita por Benzie; Strain
(1996); Pulido; Bravo; Saura-Calixto (2000), com adaptacdes de Arnous;
Makris; Kefalas (2002).

Todos os reagentes utilizados foram preparados no dia da analise.
Sao eles:

¢ HCI 0,05 mM;

e Acido citrico 5 mM;

¢ Solugdo de FeCl3 3mM em acido citrico (cloreto férrico anidro);

e TPTZ (2, 4, 6 —trifidril-s-tiazina): 0,0780 g e m 250 mL HC1 0,05
mM;

e Solugdo-mae de extrato (1 mg.mL"): os extratos foram diluidos
em seus respectivos solventes de extracdo (etanol, agua e etanol:agua
[50:50 v/v]).

O meio reacional consistiu da adi¢do de 200 uL de solugdo-mae de
extrato a 3 tubos de ensaio (amostra em triplicata), contendo 200 pL de
cloreto férrico anidro, com exce¢do dos tubos de branco, os quais
continham apenas 200 pL de cloreto férrico e 200 puL do solvente
respectivo a amostra. Apds incubagdo em banho-maria a 37 °C, por 30
minutos, 3,6 mL de TPTZ foram adicionados as amostras ¢ ao branco. Os
tubos foram, posteriormente, agitados em vortex e inseridos em um banho
frio por 10 minutos, procedendo-se a leitura em espectrofotdmetro a 620
nm.

O calculo da atividade antioxidante ¢ dado através da Equagéo
10 abaixo:

Cumol/g amostra — % (10)

Onde,

Cumol/g amostra = concentragdo equivalente ao trolox;

Cumol/L.= concentragdo da solugdo (valor obtido através da
substituicdo dos valores de absorbancia das amostras no valor de Y na
curva padro realizada com trolox);

Csm= concentracao da solugdo-mae de extrato.
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A curva padrao de Trolox relativo ao método FRAP, juntamente
com um diagrama simplificado relativo ao preenchimento dos reagentes
nos tubos pelo método FRAP estdo disponiveis no Apéndice: Figura 37 e
Tabela 29, respectivamente.

3.3.2.3 Correlagao entre CFT e atividade antioxidante

A correlagdo entre o teor de CFT e as atividades antioxidantes,
DPPH ¢ FRAP, deu-se através do coeficiente de correlagdo de Pearson
(r). Este coeficiente estatistico mede a for¢a e a direcdo de correlagdo
entre duas variaveis aleatorias x e y. Se o sinal da correlagéo for positivo,
as variaveis X e y sdo diretamente relacionadas. Se o sinal da correlagdo
for negativo, entdo as varidveis X e y sdo inversamente relacionadas.
Quanto mais proximo de 0 for o valor de r, mais fraca ¢ a correlagdo. Em
contrapartida, quanto mais proximo de -1 ou 1, mais forte € a correlagdo
(ZHOU et al., 2016). A equagao para determinag¢do de r é apresentada
pela Equacdo 11.

S €75 2D X6 i)
Y B0 hi-9)?

(11

Onde,

Y.(x; — X) representa o somatorio de cada um dos valores de x
subtraidos pelos valores de x médio;

Y.(y; — ¥) representa o somatorio de cada um dos valores de y
subtraidos pelos valores de y médio.

3.3.3 Atividade antibacteriana
3.3.3.1 Preparo dos inoculos e microdiluigdo

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi desenvolvida com as
cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bactéria Gram-positiva),
Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium ATCC 14028
(bactérias Gram-negativas), pertencentes a Cole¢do de Culturas de
Bactérias de Interesse em Satde, doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro.

As cepas foram mantidas a -80 °C em criotubos contendo 1 mL
de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e 25 % de glicerol. Para uso, as cepas
foram cultivadas em agar triptona de soja ¢ mantidas a 4 °C. Para a
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preparagdo da cultura experimental, a cepa foi reativada em caldo BHI
por 24 h a 35 °C.

Os extratos de casca e folha de feijoa obtidos pelas técnicas a alta
pressdo e que apresentaram os mais altos resultados, em termos de
compostos fenolicos totais, foram selecionados para a analise de atividade
antibacteriana através da técnica de microdiluicdo em placa de 96 pocgos
(SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007).

Em 1 mL de 4gua destilada estéril foram dissolvidos 30.000 pg
dos referidos extratos e em seguida, as solu¢des foram diluidas de forma
seriada, obtendo-se concentragdes de 13.500 a 105 pg.mL"'. Em uma
placa de microdilui¢do de 96 pogos, foram adicionados: 90 uL de caldo
Miiller-Hinton, 90 puL de extrato e 10 pL de indculo bacteriano. As
bacterérias utilizadas no presente trabalho foram distribuidas em uma
suspensdo de 108 UFC.mL'. Um controle negativo para a agdo
antibacteriana foi preparado com uso de agua destilada estéril e um
controle positivo foi preparado com uso do antibidtico ceftazidima.

Apo6s seladas com papel filme, as placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 35 °C por 24 h. Decorridas 20 h de experimento,
as placas foram retiradas da estufa para adi¢do de 10 pL do corante
resazurina (6,75 mg.mL") em cada um dos pogos. Este produto de
coloragdo roxa ¢ um indicador de crescimento microbiano, ou seja, a
reducdo de resazurina (coloragdo roxa) para resorufina (coloracdo rosa)
nos pogos indica crescimento bacteriano nas concentracdes
correspondentes. Apos adi¢do do corante, as placas retornaram a estufa
para reagdo da resazurina, a qual tem duragdo de 4 h (ELSHIKH et al.,
2016).

Encerrado o tempo de incubagdo, as placas foram retiradas da
estufa e a mudanca de cor foi aferida visualmente. Para os pogos onde foi
identificada a mudanga de cor, procedeu-se a verificagdo da Concentragao
Minima Bactericida (CMB), ou seja, a concentragdo minima que nio
apenas impede o crescimento (efeito bacteriostitico) mas também,
elimina 99,9 % das bactérias presentes inicialmente no indculo (efeito
bactericida). As solu¢des que apresentaram colorag¢do roxa apos as 24 h
foram plaqueadas em agar PCA (Plate Count Agar) e apds nova
incubagdo a 35 °C por 24 h, verificou-se a presenca de unidades
formadoras de colonia.

Os experimentos de atividade antibacteriana foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos 2 da Universidade Federal de
Santa Catarina (CAL-CCA-UFSC).
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3.3.4 Perfil de compostos fendlicos por HPLC
3.3.4.1 Preparo da amostra: extragdo lipidica prévia

Os extratos de feijoa (casca ou folha) foram previamente
desengordurados, segundo método de Borges et al (2011) descrito a
seguir. Uma massa de 0,1 g de extrato foi transferida para um tubo Falcon
de 50 mL, adicionada de 25 mL de n-hexano (Neon, Suzano, Brasil) e
desengordurada com auxilio de banho ultrassénico (Ultronique
Q3.0/37A, Eco-Sonics, Indaiatuba, Brasil) a 25 °C por 15 min e entéo,
centrifugado a 2000 G (Q222T, Quimis, Diadema, Brasil). O
sobrenadante foi removido e o residuo submetido a uma segunda extra¢ao
com n-hexano. Por fim, a polpa desengordurada foi submetida a arraste
com fluxo de ar comprimido para remogao completa do solvente.

3.3.4.2 Preparo da amostra: hidrolise-acida

A segunda etapa de preparo da amostra consistiu na hidrolise-
acida do extrato desengordurado. Os compostos fendlicos de materiais
vegetais podem se ligar a macronutrientes, tais como carboidratos e
proteinas. Ao serem submetidos a hidrolise-acida, os compostos fenolicos
sdo isolados dos macronutrientes e estabilizados no extrato
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

A hidroélise-acida realizada no presente trabalho foi baseada no
método descrito por Schulz et al (2015). A amostra previamente
desengordurada foi adicionada de 5 mL de metanol P.A. (LAFAN,
Varzea Paulista, Brasil) e 5 mL de HCI 6M (LAFAN, Varzea Paulista,
Brasil) e submetida a hidrélise-acida a 85 °C por 30 min, em estufa (DE
LEO, Porto Alegre, Brasil). Em seguida, a solug¢do foi ajustada a pH 2
com NaOH 6M (LAFAN, Vazea Paulista, Brasil) e submetida a extragdo
por partigdo com 10 mL de éter etilico (SIGMA-ALDRICH BRASIL,
Duque de Caxias, Brasil). O extrato foi centrifugado a 3000 G por 10 min
e em seguida, a fracdo etérea foi extraida e armazenada em baldo
volumétrico. O residuo foi submetido a mais dois ciclos de parti¢do com
éter etilico. Os sobrenadantes foram combinados e evaporados em
rotaevaporador (FISATOM 801, Sao Paulo, Brasil) até completa secagem
e entdo, o extrato residual foi reconstituido em 1 mL de metanol e
armazenado a -18 °C até o processo de inje¢ao no sistema cromatografico.

3.3.4.3 Analise dos compostos fenodlicos por HPLC — ESI - MS/MS
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A andlise cromatografica foi realizada no Laboratério de
Eletroforese Capilar da Universidade Federal de Santa Catarina (LabEC
— CFM - UFSC), de acordo com o método proposto por Shulz (2015).

O extrato reconstituido ao final da etapa de hidrélise-acida
(3.3.4.2) foi centrifugado a 14000 G por 4 min e diluido 10 vezes em
metanol-adgua (70:30 v/v) para inje¢do no cromatografo.

A separagdo cromatografica e analise espectrométrica das massas
foram realizadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (1200
Series, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha) acoplado a
espectrometro de massas com analisador triploquadripolo ¢ ion trap linear
(Q Trap 3200, Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada). Os
experimentos foram realizados utilizando fonte de ionizagdo por
eletrospray TurbolonSpray™ (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canad4)
em modo negativo. O sofiware Analyst versdo 1.5.1 foi usado para
aquisi¢do e tratamento dos dados obtidos. Os compostos foram separados
em colune Synergi™ (4.0 um, 2.0 x 150 mm d..i.; Phenomenex, EUA).
A fase movel consistiu de uma solugdo de metanol 95% e agua 5% (A) e
de dgua com écido formico 0,1 % (B). A separacao foi realizada a 30 °C
utilizando eluig¢do por gradiente segmentado de acordo com as seguintes
etapas: 0 — 5 min, 10 % A; 5— 7 min, 90 % A; 7 — 10 min, 90 % A; 10 —
17 min, 10 % A. O fluxo utilizado foi de 250 pL.min"! e o volume de
injecdo foi de 10 pL. Os compostos foram monitorados utilizando
monitoramento de reagdes multiplas (MRM). A identificacdo dos
compostos fenodlicos foi realizada com base no tempo de retengdo, ion
precursor e seus fragmentos através da comparagdo com os respectivos
padrdes disponiveis comercialmente. A otimizagdo dos pardmetros do
espectrometro de massas foi realizada por infusdo direta de solucdes
contendo cada composto de interesse individualmente. A quantificagdo
foi realizada monitorando um ion quantitativo selecionado para cada
composto e utilizando curva de calibracdo construida em razdo dos
compostos previamente identificados. Os resultados dos compostos nas
amostras foram expressos em mg.g™!' de extrato.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados, com exce¢do dos resultados da analise
antibacteriana, foram reportados como média + desvio padrao. O teste de
Tukey foi aplicado a fim de identificar as diferencgas significativas entre
as médias. As andlises foram realizadas com uso do software Microsoft
Excel 2013, admitindo nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CASCA DE FEIJOA

4.1.1 Caracterizacdo da Matéria-Prima

Apos as etapas de secagem e moagem, a casca da feijoa foi
caracterizada em termos de umidade e diametro médio de particula. Os
resultados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Umidade e Didmetro médio de particula da casca de feijoa apds
secagem.

Matéria - prima Umidade Didmetro médio
(% b.u.) (mm)
Casca 5,8+0,2 0,26+ 0,01

A umidade final da matéria-prima encontra-se na faixa
recomendével por Pereira; Meireles (2010), de 4 a 14% (b.u.). A secagem
prévia da matéria-prima utilizada na extragdo supercritica ¢
recomendavel, visto que a agua apresenta baixa solubilidade em CO; (=
0,3%) e na maioria dos casos, compete com o soluto quando da presenca
de um solvente, diminuindo o rendimento da extragdo (PEREIRA;
MEIRELES, 2010). Em contrapartida, a 4gua pode possibilitar a interacdo
de solvente e soluto, auxiliando o processo de extragdo (PEREIRA;
MEIRELES, 2010; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGH]I, 2007).

O diametro médio das particulas foi de 0,26 mm. Segundo
Meireles (2008), a razdo entre o didmetro do leito de extra¢do e o didmetro
médio das particulas deve compreender uma faixa de 50 a 250, para se
evitar a formagao de caminhos preferenciais. Como o leito de extragdo da
unidade utilizada no presente trabalho apresenta um didmetro de 22 mm,
a razdo entre didmetro do leito e diametro médio de particulas foi de
84,61, indicando uma provavel auséncia de caminhos preferenciais no
leito.

4.1.2 Rendimento Global de Extraciao
4.1.2.1 Métodos a baixa pressdo
O rendimento global de extragdo refere-se a quantidade maxima

de extrato obtido de uma matriz sélida através de técnicas e pardmetros
pré-definidos. Para este fim, duas técnicas aplicadas a pressdo atmosférica
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foram utilizadas: Soxhlet, uma técnica convencional e facilmente
aplicavel e EAU, uma técnica nao-convencional. Os resultados para
rendimento global dos extratos estdo apresentados na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Rendimento global dos extratos da casca de feijoa obtidos por
técnicas a baixa pressao.

e
Etanol 5,2 39430
Soxhlet Agua 9,0 39,7+0,9°
Etanol-Agua 7,1 47422
Etanol 5,2 16+2°¢
EAU Agua 9,0 4341
Etanol-Agua 7,1 39,60,6°

'O indice de polaridade da mistura foi calculado a partir da equagdo (Ia/100 x Pa)
+ (Ib/100 x Pb), onde Ia e Ib s@o os indices de polaridade dos solventes a e b,
respectivamente ¢ Pa e Pb sfio as porcentagens dos solventes a e b,
respectivamente, na mistura (MARKOM et al., 2007);

’Rendimento global;

3Letras iguais indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel
de 5% de significancia (p < 0,05).

Através da Tabela 5, nota-se que ambas as técnicas de extragdo
apresentaram um elevado rendimento global para a casca da feijoa, com
excecdo da EAU com uso de etanol como solvente, onde o rendimento foi
significativamente inferior aos demais. A agua presente no solvente tem
a capacidade de provocar um inchamento das células da matriz vegetal,
resultando em um aumento na permeabilidade da parede celular,
facilitando seu rompimento apos aplicagdo das ondas ultrassonicas.
Quando 100% de etanol ¢ utilizado como solvente, ndo ha d4gua disponivel
para provocar o inchamento das células, logo, o rendimento global tende
a ser menor (CHARPE; RATHOD, 2014).

Papoutsis et al (2016) avaliaram a influéncia da agua e de
solventes organicos, tais como metanol, etanol, acetona e suas misturas
com a agua, na fragdo de 50%, para a extragdo de compostos bioativos de
bagaco de limdo por EAU. Os solventes agua e a mistura etanol-agua
apresentaram os mais altos valores de rendimento global, estando em
consonancia com o presente trabalho.

Na técnica de Soxhlet, os altos rendimentos observados se devem
a diminuicdo da viscosidade do solvente, fruto da alta temperatura
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aplicada na técnica, favorecendo a difusdo deste solvente na matriz s6lida
e a consequente dissolugdo do soluto. A renovagao periddica do solvente,
evitando que o mesmo seja saturado devido ao longo tempo de extragdo,
também eleva a eficiéncia da técnica.

Por se tratar de um solvente GRAS polar e de facil obten¢do, o
etanol ¢ muito utilizado em extragdes de compostos polares por Soxhlet.
No trabalho desenvolvido por Reategui et al (2014), etanol foi utilizado
como solvente em extracdo de bagaco de mirtilo por Soxhlet. Os autores
obtiveram rendimento global de 14,58%.

Espinosa-Pardo et al (2017) avaliaram o rendimento global e a
concentracdo de compostos fendlicos do bagaco de laranja seco através
de Soxhlet com etanol a 99,5%. O rendimento global obtido apos 6 h de
extragdo foi de 15%, para uma razao de amostra: solvente de 1:60 v/v. Na
técnica de Soxhlet com uso de etanol, o rendimento observado no presente
trabalho foi superior aos rendimentos observados nos trabalhos
supracitados.

Quando se substituiu etanol por dgua, o rendimento manteve-se
estatisticamente semelhante. Contudo, deve-se ter atengdo ao fazer uso de
adgua como solvente na técnica de Soxhlet. De acordo com Sun-
Waterhouse (2012), a alta temperatura aplicada, quando do uso de agua,
favorece a solubilizacdo de diversos compostos além de compostos
fenolicos, tais como proteinas e agucares. Estes agucares podem ainda se
condensar no baldo de recolhimento do extrato juntamente com
compostos de interesse, diminuindo ndo apenas a seletividade, mas
também, o rendimento da extracdo.

O mais elevado rendimento foi obtido quando do uso da mistura
etanol-agua como solventes, numa razao de (50:50 v/v), indicando um
indice de polaridade do extrato entre as polaridades da agua e do etanol.
Segundo o principio da similaridade e miscibilidade, quando as
polaridades de soluto e solvente sdo similares, o soluto é facilmente
dissolvido através da parede celular vegetal (YANG et al., 2010). A maior
parte dos antioxidantes de fontes naturais, tais como os compostos
fenolicos, os flavonoides e as antocianinas sdo facilmente dissolvidos por
solventes de polaridade média como o etanol e o metanol, com fragdes de
agua (XU et al., 2017).



80

4.1.2.2 Extragdo Supercritica (ESC)

4.1.2.2.1 Cinética

Antes de se iniciarem os ensaios propriamente ditos, realizou-se
uma cinética de extracdo com a casca da feijoa, a fim de se obter
informagdes cruciais para o prosseguimento das extragdes supercriticas,
tais como a duracdo e o rendimento das etapas CER, FER e DC. Os
parametros do modelo de Regressdo Linear por Partes e a CGE sdo
apresentados na Tabela 6 e na Figura 23, respectivamente.

Tabela 6 - Parametros do modelo de Regressdao Linear por Partes da ESC.
Ajuste realizado com base na CGE da ESC da casca de feijoa a 100 bar, 40 °C e

0,5 kg.h'l.
Parametros
al (g) 2,80 x 107
k1 (g.min) 1,67 x 104
tcER (min) 108
k2 (g.min’") 4,09 x 107
tFER (min) 355
k3 (g.min") 1,55 x 107
R? 0,9944

Através da Tabela 6 e Figura 23, pode-se constatar que a etapa
CER teve dura¢do (tcer) de 108 min, com uma taxa de extragdo (k1) de
1,67 x 10* g.min’'. A massa de soluto obtida durante a etapa CER foi
denominada por Sovova (1994) de soluto de facil acesso. Nesta etapa, a
transferéncia de massa ocorre predominantemente por convecgdo. O
soluto disponivel estd depositado na superficie da matriz vegetal,
resultado do processo de moagem, facilitando a transferéncia de massa.
De acordo com Meireles (2008), o rendimento da etapa CER compreende
uma faixa de 50 a 90%, a depender dos tratamentos prévios de secagem e
moagem da matéria-prima. No presente trabalho, observou-se um
rendimento de 59,06%.

Com duragio de 247 minutos, a etapa FER apresentou uma taxa de
extragdo inferior a etapa CER, 4,09 x 10~ g.min’!. Isto ocorre pois, uma
consideravel por¢do de particulas sélidas ndo mais esta revestida por
soluto e outras particulas sequer foram rompidas durante a moagem
(MEIRELES; 2008), com isso, 0 mecanismo, que até entdo era conduzido
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predominantemente por convecgdo, passa a ser conduzido também por
difusdo. O rendimento da etapa FER, 33,08%, resultou em um rendimento
global de aproximadamente 92%. O tempo (tFER) foi de 355 min,
elevando o tempo total de extra¢do a aproximadamente 6 h.

Apbs o minuto 355, inicia-se o periodo DC, onde apenas o soluto
de dificil acesso é obtido e, concomitantemente, a taxa de extracdo ¢é
reduzida a 1,55 x 10 g.min’!. Neste periodo, o rendimento chegou a
apenas 7,87%.

O tempo de extracdo foi concluido em 8,5 h.

Figura 23 - CGE da casca de feijoa obtida em ESC.
Condigdes de extragdo:100 bar, 40 °C e vazio de 0,5 kg.h..
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A Tabela 7 apresenta os parametros cinéticos de extragdo da
casca da feijoa a 100 bar, 40 °C e vazdo de 0,5 kg.h"!, separados por etapas
de extracdo.
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Tabela 7 - Propriedades do leito e pardmetros cinéticos de extracdo supercritica
da casca de feijoa.
Condigdes de extragdo: 100 bar, 40 °C e vazio de 0,5 kg.h™L.

Parametros Etapa CER Etapa FER Etapa DC
t (min)? 108 247 155

m (g)° 0,018 0,010 0,002

Xo (%)° 59,06 33,08 7,87

Y (g 6leo.g COx M) 2,00x10°  486x10°% 1,55x10°

*duragdo da etapa; ®massa de extrato; ‘rendimento; ‘massa de extrato por minuto;
¢ massa de extrato/massa de CO; utilizada.

Devido ao rendimento de apenas 0,20 % observado apos a cinética
supercritica da casca da feijoa, foram realizadas novas extragdes com
pressdes mais elevadas (200 e 300 bar), a fim de favorecer a transferéncia
de massa. As temperaturas aplicadas foram 40 e 55 °C. Apos
aproximadamente 4 h de extracdo, o maior rendimento global foi
observado para o ensaio a 300 bar e 55 °C: 0,62 %. Resultados
semelhantes foram observados por Casas et al (2010), onde os autores
extrairam compostos antioxidantes de bagago de uva por CO;
supercritico. Apds rendimento abaixo de 1%, os autores implementaram
etanol a 5% como cossolvente, aumentando significativamente o
rendimento global de extragao.

Segundo Diaz-Reinoso et al (2006), a ESC é um método destinado
a obtencdo de dleos e compostos de carater lipofilico, todavia, diversos
compostos bioativos apresentam média e alta polaridade, tais como os
compostos fendlicos, tendo assim, baixa solubilidade em CO,. Com isso,
0 uso de um cossolvente de carater polar se torna fundamental no
desenvolvimento da ESC para a extra¢do de compostos bioativos.

Através da cinética supercritica realizada com a casca da feijoa,
observou-se que o baixo rendimento global ratifica a baixa solubilidade
do extrato da feijoa em solventes apolares, como € o caso do CO>. Com
isso, realizou-se uma cinética de extragdo supercritica com cossolvente,
com o proposito de verificar a solubilidade do extrato neste solvente
polar, bem como definir um tempo para as extragdes seguintes. A cinética
foi realizada a 200 bar ¢ 40 °C, as condigdes mais baixas de pressdo e
temperatura, respectivamente, de acordo com o planejamento
experimental adotado. Etanol P.A. foi utilizado como cossolvente, em
uma propor¢do de 5% [m/m]. Os resultados da cinética supercritica da
casca da feijoa podem ser observados através da Figura 24.
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Aproximadamente 50% do extrato foi obtido em 150 minutos de
extragdo. Em 210 minutos, o rendimento atinge seu apice (= 98%), ndo
apresentando alteracdo nos 60 min seguintes de extracdo. Com este
resultado, optou-se em adotar o tempo de 210 min para as extragdes
supercriticas.

Figura 24 - Cinética supercritica da casca de feijoa com cossolvente.
Condigdes de extracdo: 200 bar, 40 °C e 5% etanol.
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De acordo com Casas et al (2010) etanol é o cossolvente mais
utilizado na extragdo de produtos naturais. Casas et al (2010) utilizaram
etanol 5% [v/v] como cossolvente na extragdo supercritica de resveratrol
em uvas Palomino fino. Nas condi¢des experimentais de 400 bar e 35 °C,
o acréscimo no rendimento global com uso de cossolvente, em
comparacdo a extragdo apenas com CO> foi de 114%, 150%, 290% e
249%, para sementes, pedicelo, casca e residuo, respectivamente.

Segundo Wijngaard et al (2012), normalmente, etanol é adicionado
como cossolvente em uma porcentagem de até 20%.

Na extragdo de compostos bioativos de raiz de azedinha (Rumex
acetosa), Santos et al (2017) observaram um aumento significativo de
rendimento global quando da variagdo da concentragdo de etanol como
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cossolvente, de 5 a 35%. Todavia, a elevagdo na concentrag¢do de etanol
de 35 para 45% nao resultou em alteragdes significativas no rendimento.
Pereira; Meireles (2010) atestam que, em determinadas condigdes, o
incremento de cossolvente ndo resultard em um aumento de rendimento
significativo.

De fato, a adicdo de um cossolvente, em altas concentracdes, pode
se tornar invidvel, tanto em termos quantitativos quanto em termos
qualitativos. A adi¢do de etanol eleva a temperatura critica do CO> e, se
a pressdo e a temperatura do sistema nao forem elevadas para compensar
a adi¢do do cossolvente, a mistura se mantém abaixo da regido
supercritica (WIINGAARD et al., 2012).

4.1.2.2.2 Ensaios

Com base nas informagdes obtidas acerca da cinética supercritica
com cossolvente (item 4.1.2.2.1), procedeu-se aos ensaios propriamente
ditos. Neste planejamento, manteve-se fixa a concentracdo de etanol
como cossolvente (5% m/m) e o tempo estabelecido na cinética foi
mantido: 210 min (3,5 h). Os resultados de rendimento global sdo
observados na Tabela 8.

Tabela 8 - Rendimento global dos extratos da casca de feijoa obtidos por ESC,
com 5% de etanol como cossolvente.

Ensaio Pressdo (bar) Temperatura (°C) p (kg.m?) X (%)"?

El 200 40 839,90 1,3+0,1°
E2 300 40 910,00 1,7+0,22
E3 200 55 754,10 1,9+0,2
E4 300 55 850,30 2,0+0,12

'Densidade do CO, (WISCHNEWSKI, 2017)

“Rendimento global

3Letras iguais indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel
de 5% de significancia (p < 0,05).

A pressdo ¢ o parametro limitante no processo de extracdo
supercritica, uma vez que a densidade do solvente aumenta com a
elevagio da pressdo, a temperatura constante (DIAZ-REINOSO et al.,
2006; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

De forma geral, pressdes de até 100 bar e temperaturas entre 40 e
50 °C sdo utilizadas para extragdo de 6leos essenciais. Com o aumento da
pressdo e a concomitante elevagcdo na densidade, o solvente torna-se
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capaz de extrair compostos de maior peso molecular como os polifenois,
a maior classe de antioxidantes presente em matrizes vegetais (DIAZ-
REINOSO et al., 2006).

Através da Tabela 8, tomando-se a temperatura de 40 °C como
referéncia, a elevacdo de 200 bar (ensaio E1) para 300 bar (ensaio E2),
resultou em um aumento de 68% no rendimento global. Para a
temperatura de 55 °C fixa, o aumento foi levemente menor, chegando a
54% (E3 para E4). Contudo, nota-se que a variagdo de temperatura
também apresentou influéncia em termos de rendimento global, sendo
esta influéncia até superior a influéncia da pressdo. Mantendo-se fixa a
pressdo em 200 bar, o aumento na temperatura de 40 °C (ensaio E1) para
55 °C (ensaio E3) resultou em acréscimo de 73,4% em rendimento global,
mesmo havendo diminui¢do na densidade do solvente. Para a pressdo de
300 bar, a elevagdo no rendimento global do ensaio E4 em relagdo ao
ensaio E2 foi de 58,4%.

Pereira et al (2013) observaram comportamento semelhante na
extragdo supercritica de compostos bioativos de folhas de murta: a
diminuicdo na temperatura foi diretamente proporcional ao aumento no
rendimento global, em pressdes de 100 a 200 bar, devido ao aumento na
densidade; em contrapartida, a 300 bar, o aumento na temperatura
resultou em elevacdo no rendimento global, apesar da diminuicdo na
densidade.

Castro-Vargas et al (2013) avaliaram o rendimento global do
extrato de casca de tomarilho, nas pressdes de 200 e 300 bar e
temperaturas de 40 e 50 °C. Mesmo ndo apresentando a maior densidade
do solvente, a condigdo 300 bar e 50 °C apresentou o maior rendimento
global.

Segundo Pereira; Meireles (2010), o efeito da temperatura na
extragdo supercritica ¢ complexo: o aumento na densidade do solvente
facilita o arraste de compostos a partir da matriz vegetal, contudo, um
aumento na temperatura, embora diminua a densidade, eleva a pressdo de
vapor do soluto presente na matriz vegetal, facilitando sua solubilizagdo
no solvente.

Apesar de influenciarem a transferéncia de massa e a solubilidade
do soluto no solvente, as diferentes pressdes e temperaturas adotadas no
presente trabalho ndo resultaram em variagdes significativas no
rendimento global entre os ensaios, com exce¢ao dos ensaios E1 ¢ E4,
com 1,3 e 2,0 % de rendimento, respectivamente. Incrementos de pressao
poderiam elevar ainda mais o rendimento, mas por limitagdes do
equipamento, a pressdo maxima de operacdo foi aplicada no presente
trabalho.
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Tendo em vista o maior rendimento global observado para o ensaio
E4, novos ensaios foram realizados, mantendo-se a mesma condigdo de
pressdo e temperatura adotada no ensaio E4 (300 bar e 55 °C,
respectivamente) e elevando-se apenas a porcentagem de cossolvente
para 10 e 15% (m/m).

Através da Tabela 9 e da Figura 25, percebe-se que a elevagdo na
concentrac¢do de cossolvente de 5 para 10 % resultou em um rendimento
de 5,7 %, ou seja, um aumento de 183 %. Ao elevar a concentragdo de
cossolvente para 15%, o rendimento foi de 7,0 %. Estes valores denotam
a importancia de um cossolvente de carater polar para a obtengdo de
extratos da casca da feijoa.

Tabela 9 - Rendimento global dos extratos da casca de feijoa obtidos por ESC,
com 5, 10 e 15% de etanol como cossolvente.
Condigdes de extragdo: 300 bar e 55 °C.

Ensaio Concentragio de cossolvente (% m/m) Xo (%)1?
E4 5 2,0+0,1¢
E5 10 5,7+0,1°
E6 15 7,0+0,8?2

' Rendimento global;
?Letras iguais indicam auséncia de diferenga entre os respectivos valores, ao nivel
de 5% de significancia (p < 0,05).
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Figura 25 - Rendimento global dos extratos da casca de feijoa obtidos por ESC.
Condigdes de extragdo: 300 bar, 55 °C e com 0, 5, 10 e 15% de etanol como
cossolvente.
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4.1.2.3 Extragao com Liquido Pressurizado (ELP)

A extragdo com liquido pressurizado (ELP) foi realizada como

segunda técnica de extragdo em alta pressdo dos compostos bioativos da
casca da feijoa.

4.1.2.3.1 Cinética

Seguindo o mesmo procedimento prévio adotado para a extragao
supercritica, uma cinética de extragdo com liquido pressurizado foi
realizada a fim de se obter informagdes cruciais para o prosseguimento
das extra¢des supercriticas, tais como a duragao e o rendimento das etapas
CER, FER e DC. Os parametros do modelo de Regressdo Linear por
Partes sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Pardmetros do modelo de Regressao Linear por Partes da ELP.
Ajuste realizado com base na CGE da ELP da casca de feijoa a 100 bar, 40 °C,
com vazdes de 1 e 3 mL.min"".

Parimetros 1 mL.min"! 3 mL.min"!
al (g) 1,06 x 107! 4,55 x 102
k1 (g.min™) 6,95x1073 2,48x102
tcer (min) 37 17

k2 (g.min) 3,38x1073 7,17x1073
trEr (Min) 65 53

k3 (g.min) 1,22x1073 1,88x1073
R? 0,9888 0,9949

Através dos resultados da Tabela 10, pode-se notar que a elevada
taxa de extragdo (k1) observada para a cinética a 3 mL.min"!, em
comparagdo a cinética a 1 mL.min’!, justifica o encerramento da etapa
CER (tcer) em 17 min, aproximadamente a metade do tempo tcer
observado para a cinética a 1 mL.min"'": 37 min. Tal efeito é resultado da
maior transferéncia de massa por convec¢do, ou seja, quanto maior a
vazdo de solvente, mais elevada ¢ a velocidade em que o solvente passa
pela matriz vegetal, arrastando consigo, o soluto de facil acesso,
prioritariamente. Em contrapartida, a cinética realizada em menor vazdo
permite um maior contato entre solvente e matriz vegetal. Todavia, apesar
deste maior contato, a baixa vazdo de 1 mL.min! nio se mostrou eficaz
em termos de rendimento, sendo que ao final da etapa FER (trer), @ massa
acumulada de extrato foi inferior & massa acumulada ao final da etapa
CER (tcer) da cinética a 3 mL.min"'. Este comportamento pode ser
visualizado através da Figura 26.
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Figura 26 - CGE da casca de feijoa obtida por ELP.
Condigdes de extragdo: 100 bar, 40 °C e vazdes de 1 ¢ 3 mL.min"..

0,9 T T T T T T T T
0,8 1
0,7 T
o0
N—
< 0,6
=]
= 4
2 0,5 1
g
S
g 0,44
] 1 i
20,31
= 0.2 - ®  CGE3 mL.min’
) ® CGE 1 mL.min" 7]
0,1 1 ] —— Ajuste da CGE 3 mL.min"
1 —— Ajuste da CGE 1 mL.min™
050 T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Com base nos rendimentos observados, a vazio de 3 mL.min"! foi
adotada para o planejamento experimental. O tempo de cada analise foi
fixado em 60 min, tempo aproximado de encerramento da etapa FER e
inicio da etapa DC (trer).

4.1.2.3.2 Ensaios

Os ensaios da ELP da casca da feijoa foram realizados com
variagdo de temperatura e pressao fixa em 100 bar. Os resultados para
rendimento global, utilizando-se etanol, 4gua e a mistura etanol-agua
(50:50 v/v) como solvente, sdo apresentados na Tabela 11.

Os rendimentos obtidos pela ELP com uso de etanol sdo
estatisticamente semelhantes para as temperaturas de 40 e 55 °C. No
entanto, um aumento significativo no rendimento é observado com o
aumento na temperatura para 80 °C. O uso de altas temperaturas eleva a
solubilidade do soluto no solvente, além de diminuir a viscosidade € a
tensdo superficial do solvente, permitindo entdo, uma melhor penetragéo
do solvente na matriz vegetal (HERRERO et al., 2013). Em termos de
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comparacdo, o rendimento obtido com a maior temperatura na ELP ¢é
semelhante ao observado em Soxhlet, fazendo-se uso de etanol como
solvente. Vale salientar que a temperatura de 80 °C foi adotada justamente
por se tratar de uma temperatura proxima a aplicada na técnica
convencional.

Tabela 11 - Rendimento global dos extratos da casca de feijoa obtidos por ELP.
Condicdo de extracdo: 100 bar.

Temperatura (°C) Solvente Xo (%)"?
40 Etanol 29,040,44
55 Etanol 33,8+0,7¢
80 Etanol 42420

40 Agua 41430

55 Agua 41,3+0,9b
80 Agua 4541

40 Etanol-Agua 46,9+0,52
55 Etanol-Agua 50+42

80 Etanol-Agua 50422

! Rendimento global;
2L etras iguais indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel
de 5% de significancia (p < 0,05).

Quando a agua e a mistura etanol-dgua foram utilizadas como
solventes, a influéncia da temperatura ndo foi significativa. Em
contrapartida, os extratos obtidos com estes solventes apresentaram
rendimento global superior as amostras com uso de etanol, em especial,
as amostras obtidas com uso do solvente etanol-dgua. Os mais altos
rendimentos com solventes hidroalcodlicos também foram observados
em outros trabalhos.

No estudo de obten¢do de compostos bioativos de bagaco de
amora-silvestre por ELP, Machado et al (2015) obtiveram os mais
elevados resultados para rendimento global ao utilizarem a mistura
etanol-agua (50:50 v/v) como solvente, em comparacio a dgua e etanol
puros. As temperaturas aplicadas foram 60, 80 e 100 °C e a pressao fixa
em 100 bar.

Vigano et al (2016) utilizaram a técnica ELP para obtencdo de
compostos bioativos de casca de maracuja. As condi¢des de extracdo
foram 30, 45 e 60 °C, pressdo de 100 bar e etanol como solvente, nas
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concentragdes de 70, 85 ¢ 100 % (v/v). Os autores observaram uma
diminuicdo significativa nos rendimentos quando elevou-se a
concentracdo de etanol de 70 para 85% e de 85 para 100% (v/v). Segundo
Garcia-Mendoza et al (2017); Mustafa; Turner (2011), a utilizagdo de
misturas de solventes pode melhorar a eficiéncia de uma extragdo. Em
uma mistura bindria, por exemplo, um dos solventes pode proporcionar
uma maior solubilidade ao soluto, ao passo que o outro solvente pode
aprimorar a dessor¢do do soluto pela matriz. Neste contexto, o uso de
agua como um dos solventes é de grande importancia, visto que a agua
pode romper facilmente as interacdes matriciais e as ligagdes matriz-
soluto.

De forma geral, a técnica ELP pode ser dividida em duas etapas: a
etapa controlada por processos convectivos, seguida por uma etapa
controlada por processos difusivos. Na segunda etapa, o soluto de dificil
acesso deve ser extraido. Para tanto, as etapas de moagem da matéria-
prima, a qual reduz o tamanho de particula e o controle de temperatura do
solvente sdo de fundamental importancia. Todavia, na primeira etapa,
ocorre uma facil solubiliza¢do do soluto no solvente devido a fraca
interagdo deste soluto com a matriz, resultado de um pré-tratamento bem
sucedido. Com isto, a escolha de um solvente apropriado é determinante
ndo apenas nesta primeira etapa mas no resultado final da extracdo.
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

Por apresentar rendimentos estatisticamente superiores as técnicas
de EAU e ESC e semelhantes a técnica convencional de Soxhlet, a ELP
surge como uma alternativa vidvel em termos de rendimento global.

4.1.3 Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Os compostos fendlicos totais nos extratos da casca de feijoa foram
avaliados de acordo com o método de Folin-Ciocalteu, conforme descrito
no item 3.3.1, e os devidos resultados podem ser visualizados através da
Tabela 12.
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Tabela 12 - CFT de extratos da casca de feijoa obtidos por métodos a baixa e
alta pressdes.

xé“’d“ Solvent/’. Z~T P C  CFT CFT
extracio Cossolvente (°C) (bar) (%)' (mgEAG/g)>** (mg EAG/g)**
Soxhlet  Etanol 6242b° 24,2+0,9°
Soxhlet  Agua 39424 15,5+0,8¢
Soxhlet  Etanol-Agua 71412 33,6+0,6
EAU Etanol 55+3¢ 8,5+0,44
EAU Agua 34424 16+2¢
EAU Etanol-Agua 68,2:0,6% 27,0+0,3°
?slc) COy/Etanol 40 200 5 1620 0,2+0,0¢
?ESZC) COz/Etanol 40 300 5 111° 0,2+0,0¢
FES; COz/Etanol 55 200 5 13+2b 0,2+0,0¢
?Es“c) COz/Etanol 55 300 5 23448 0,5+0,1¢
?ESSC) CO2/Etanol 55 300 10 12+1® 0,7+0,1%
?Esg) CO2/Etanol 55 300 15 11,26£0,07°  0,8+0,0°
ELP Etanol 40 100 53+2f 15,5+0,6¢
ELP Etanol 55 100 65+4°f 22:+1f
ELP Etanol 80 100 71428 29,6+0,6°
ELP Agua 40 100 95474 39+3d
ELP Agua 55 100 109,8+0,3% 453+0,1¢
ELP Agua 80 100 105+0¢¢ 47,6+0,0°
ELP Etanol-Agua 40 100 12142 57420
ELP Etanol-Agua 55 100 129432 65+1°
ELP Etanol-Agua 80 100 132472 66+42

!Concentragdo de cossolvente;

’Resultado expresso em mg Equivalente ao Acido gélico.g™! de extrato;
3Resultado expresso em mg Equivalente ao Acido gélico.g™! de amostra seca;
4Letras iguais em uma mesma coluna e em métodos de extragdo especificos
(métodos a baixa pressdo, ESC e ELP) indicam auséncia de diferenca entre os
respectivos valores, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
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Observa-se um elevado teor de compostos fendlicos totais nos
extratos da casca da feijoa.

Tuncel; Yilmaz (2015) avaliaram o teor de compostos fenolicos
em extratos de polpa de feijoa obtidos por maceragdo dindmica em
diferentes temperaturas, solventes, razdes solvente: amostra e tempos de
extra¢do. Os autores obtiveram rendimento maximo de 18,5 mg EAG.g™!
de amostra seca, a 40 °C, por 3 h, razdo solvente:amostra de 60:1 (ml/g)
e utilizando a mistura de acetona e agua (80:20 v/v) como solvente. Nas
mesmas condi¢des, os autores realizaram a extracdo de casca da feijoa e
obtiveram teor de compostos fenolicos de 32,47 mg EAG.g™!, o dobro em
comparacgdo ao observado para a polpa da feijoa, indicando uma maior
concentracdo de compostos fenolicos na casca em comparagdo a polpa da
fruta. O resultado observado no trabalho supracitado é semelhante ao
observado no presente trabalho, quando o valor no teor de compostos
fendlicos totais chegou a 33,6 mg EAG.g! amostra seca, ao também
utilizar-se uma técnica a baixa pressdo, Soxhlet, com a mistura etanol-
dgua como solvente.

Morais et al (2015) avaliaram o teor de compostos fendlicos em
frutas tradicionalmente consumidas no Brasil, tais como abacate, banana,
maracuja, melancia e mamao. De forma geral, os autores também
observaram melhores resultados para a casca em comparacdo a outras
partes da fruta como polpa e semente. Para casca in natura, a amplitude
encontrada foi de 0,7 a 7,5 mg EAG.g"! de amostra seca. Ja para a casca
seca em estufa, a amplitude foi maior, 0,8 a 12,5 mg EAG.g"! de amostra
seca, porém, inferior aos valores obtidos no presente trabalho.

Um fator de fundamental importincia em todo processo de
extragdo é o tipo de solvente a ser utilizado. Como os principais
antioxidantes encontrados em matrizes vegetais sdo compostos por
polifendis, os quais apresentam carater polar, optou-se pelo uso de
solventes de polaridade moderada e alta, como o etanol (indice de
polaridade = 5,2) e a agua (indice de polaridade = 9,0), respectivamente,
além de um terceiro solvente caracterizado pela mistura etanol-agua
(50:50 v/v), com indice de polaridade = 7,1 (MARKOM et al., 2007).
Todos os solventes se mostraram eficientes em termos de teor de CFT.
Em contrapartida, as extragdes com uso de dgua em Soxhlet e em EAU
apresentaram teores de CFT reduzidos em comparagdo aos demais
ensaios.

A alta temperatura de ebulicdo da agua, em comparagdo as
temperaturas de ebulicdo do etanol e da mistura etanol e agua, aliada ao
longo tempo de extragdo, foi determinante na qualidade do extrato
proveniente da técnica de Soxhlet. Este fato atesta que, apesar de a
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temperatura nao ter afetado o rendimento global do extrato, a seletividade
foi comprometida, havendo uma diminui¢do significativa de CFT. A
elevacdo da temperatura favorece os processos de solubilizagdo mas, em
contrapartida, permite também a co-extragdo de compostos muitas vezes
indesejaveis, como proteinas e polissacarideos, reduzindo a seletividade
da extragdo quando a d4gua ¢ utilizada como solvente (SUN-
WATERHOUSE et al., 2012).

Na EAU, os processos de cavitagdo podem produzir efeitos
negativos na obtencao de um extrato rico em compostos fendlicos. Esses
efeitos sdo muitas vezes associados a reacdo de radicais livres com
moléculas do meio reacional. Radicais livres, tais como peroxidos,
superdxidos e peroxidos de hidrogénio, sdo formados no processo de
sonicagdo, a partir de moléculas de agua fragmentadas. Esses radicais
podem produzir compostos oxidantes ou atuar na ruptura de ligagdes
essenciais para a estabilidade das moléculas bioativas (KIDAK; INCE,
2006; MACHADO et al., 2017). Tal efeito pode ter sido um agravante na
diminui¢do do teor de CFT em EAU quando do uso de 4gua como
solvente.

Observou-se que, de forma geral, a mistura dos solventes
possibilitou uma maior extragdo de compostos polares, indicando uma
polaridade moderada dos compostos fendlicos presentes na feijoa, uma
média entre a polaridade do etanol e a polaridade da agua. Efeito
semelhante foi observado por Sun-Waterhouse et al (2012), na extragio
de polifenodis de bagago de feijoa. Os autores fizeram uso de duas
temperaturas de extragdo, 20 e 50 °C, e em ambos 0s casos, 0 teor maximo
de CFT foi obtido com uso de etanol-agua como solvente. Segundo
Wijngaard et al (2012), os compostos fendlicos sdo moderadamente
polares. Para a extracdo desses compostos, deve-se optar pelo uso de
solventes de polaridade também moderada.

De forma geral, os extratos obtidos via ESC apresentaram um
baixo teor de CFT, em comparag@o com os extratos obtidos pelas demais
técnicas. Dentre os extratos obtidos pela ESC com 5% de cossolvente, o
extrato relativo ao ensaio E4 apresentou os maiores teores de CFT. O
ensaio E1, mesmo nas condi¢cdes mais brandas de pressdo e temperatura,
200 bar e 40 °C, respectivamente, apresentou teor de CFT
estatisticamente igual aos ensaios E2 e E3. Embora o rendimento global
do ensaio E1 tenha sido 68% inferior ao rendimento do ensaio E2 e 73%
inferior ao rendimento do ensaio E3, os semelhantes valores no teor de
CFT indicam uma possivel redugio na seletividade de CFT nos extratos
quando da ndo realizagdo dos ensaios nas condigdes mais altas de pressdo
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e temperatura. Ainda assim, a ESC com 5% de etanol como cossolvente
nao foi capaz de extrair grandes teores de CFT.

Segundo Diaz-Reinoso (2006), o uso de etanol como cossolvente
pode elevar o teor de CFT no extrato. Monomeros como catequina e
epicatequina podem ser separadas da matriz com 5% de etanol, contudo,
epicatequina galato e principalmente compostos fendlicos de alto peso
molecular como dimeros e oligdmeros de proantocianidinas sdo
separados apenas com uma concentragao de etanol superior.

Mantendo fixa a melhor condi¢do de pressdo e temperatura, 300
bar e 55 °C, respectivamente, em termos de EAG.g"! de extrato, dois
ensaios complementares foram realizados. No ensaio E5, 10% de etanol
como cossolvente foi aplicado. Ja no ensaio E6, a fragdo de cossolvente
foi elevada para 15%.

O aumento nas concentracdes de cossolvente, embora tenha
apresentado resultados significativamente superiores, em termos de
amostra seca, ndo resultou em teores de CFT superiores as amostras com
5% de cossolvente, em termos de EAG.g"!' de extrato, evidenciando a
baixa seletividade dos ensaios E5 e E6.

Benelli et al (2010) analisaram a influéncia da adi¢do de
cossolvente na ESC de bagago de laranja, a 250 bar ¢ 50 °C. De fato, a
adi¢do de 2% de cossolvente elevou o teor de CFT de 0,178 para 0,595
mg EAG.g"! de amostra seca. No entanto, os resultados de 7,63 € 14,8 mg
EAG.g ! alcangados com EAU e Soxhlet, respectivamente, todos com uso
de etanol, foram significativamente superiores a ESC.

Corroborando com o trabalho de Benelli et al., Espinosa-Pardo et
al (2017), avaliaram o teor de CFT de bagaco de laranja obtidos por ESC,
em condi¢des de temperatura e pressdo ainda mais elevadas. O maior teor
de CFT foi obtido nas condi¢des de 350 bar, 60 °C e 6% de etanol como
cossolvente. No entanto, o valor de 0,570 mg EAG.g"! de amostra seca
foi significativamente inferior aos 7,650 mg EAG.g"! de amostra seca
obtidos com Soxhlet.

Assim como nos trabalhos supracitados, o uso da ESC nas
condi¢des empregadas e com aplicagdo de etanol como cossolvente, em
concentracdes de até 15%, ndo se mostrou eficaz na obtengdo de
compostos fendlicos da casca da feijoa.

Na técnica ELP, os resultados obtidos pra CFT foram, de modo
geral, superiores aos obtidos pelas demais técnicas.

Tragando-se um paralelo entre ELP e Soxhlet, utilizando-se os
mesmos solventes e a temperatura de 80 °C, os teores de CFT foram
significativamente superiores para a técnica ELP, demonstrando a
influéncia da pressdo na recuperacdo dos compostos desejaveis. A
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principal justificativa em utilizar-se altas pressdes baseia-se na
manutengao do solvente em seu estado liquido em uma temperatura acima
de seu ponto de ebulicdo. Com a elevagdo da temperatura, a tensdo
superficial do solvente ¢ reduzida e entdo, a alta pressdo forga o solvente
a adentrar a matriz, atingindo o soluto e finalmente, extraindo-o
(MUSTAFA; TURNER, 2011; RICHTER et al., 1996)

Avaliando-se os diferentes ensaios de ELP, nota-se que o aumento
da temperatura se mostrou fundamental na obten¢do de CFT, quando se
utilizou etanol como solvente; a variagdo de 15,5 para 29,6 mg EAG.g"!
de amostra seca, com o aumento gradativo na temperatura de extragao
evidencia isto. Todavia, quando o solvente utilizado foi a agua ou a
mistura etanol-dgua, o mesmo efeito ndo foi observado. Houve um
aumento no teor de CFT elevando-se a temperatura de 40 para 55 °C,
contudo, ndo houve variagao significativa de 55 para 80 °C.

Outra variavel significativa na obtencdo de CFT foi o solvente
utilizado. O comportamento observado para as técnicas a baixa pressdo
se repetiu para a ELP, onde a mistura etanol-agua se apresentou como o
melhor solvente, seguido por 4gua e etanol.

Em misturas de solventes, a d4gua pode agir rompendo a interagdo
matriz-soluto devido a sua elevada polaridade, permitindo assim, uma
maior obten¢do de soluto (GARCIA-MENDOZA et al, 2017;
MUSTAFA; TURNER, 2011).

Haminiuk et al (2011) testaram alguns solventes para a extra¢ao
de CFT de feijoa. O solvente escolhido, com base em analises prévias, foi
a mistura etanol-agua (40:60 v/v). O resultado para o teor de CFT foi de
54,42 mg EAG.g"! de amostra seca, valor semelhante aos observados no
presente trabalho.

Machado et al (2015) avaliaram o uso de diferentes solventes,
tais como agua, agua acidificada, etanol e a mistura etanol-agua na ELP
do bagacgo de amora-silvestre. Os melhores resultados para CFT foram
obtidos com uso da mistura hidroalcodlica como solvente. Vigano et al
(2016) obtiveram os melhores resultados para CFT de bagago de maracuja
em extrato obtido por ELP a 60°C e mistura etanol-agua (70:30 v/v).

No trabalho de Garcia-Mendoza et al (2017), os resultados mais
promissores de CFT em extrato de palmito-jugara, foram obtidos em ELP
com uso de etanol-agua como solvente, o0 mesmo solvente que apresentou
os mais elevados teores de CFT em extrato de aspargos obtido por ELP,
no estudo de Solana et al (2015) .

Os resultados observados no presente trabalho, em consonancia
com os demais estudos citados, permitem ratificar o que ja fora observado
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nas analises a baixa pressdo, ou seja, a mistura hidroalcoolica figura como
o melhor solvente para a obtencdo de CFT de casca de feijoa.

4.1.4 Atividade antioxidante

4.1.4.1 Método de captura do radical DPPH

Os resultados da atividade antioxidante das amostras de casca de
feijoa determinados pelo método de captura do radical DPPH e expressos
em ECs, sdo apresentados na Tabela 13.

Com excecdo dos extratos obtidos pela ESC, todos os demais
extratos de casca de feijoa apresentaram atividade antioxidante doadora
de hidrogénio, sendo que para alguns extratos, essa atividade foi superior
a observada para o antioxidante sintético Butil-hidroxi-tolueno,
amplamente utilizado pela indGstria de alimentos (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009). De acordo com Reynertson; Basile;
Kennelly (2005), extratos que apresentem ECsg inferiores a 50 pg.mL!
sdo considerados muito ativos, valores de ECso entre 50 ¢ 100 pg.mL"!
caracterizam extratos moderadamente ativos, valores de ECsy entre 100 e
200 representam extratos levemente ativos e valores de ECso maiores que
200 pg.mL! sdo considerados inativos.

A alta temperatura do método Soxhlet se mostrou eficiente na
extragdo de compostos antioxidantes da casca, sendo o extrato obtido com
o solvente etanol-agua, o mais eficiente dente as técnicas a baixa pressao,
com ECspigual a 23 pg.mL".

Haminiuk et al (2011) avaliaram a atividade antioxidante do
extrato de polpa de feijoa, o qual foi obtido através de agitagdo por 1 h,
seguido de centrifugagdo por 10 min, tendo etanol 40% como solvente
(polaridade = 7,48). O ECso observado foi de 108,58 pg.mL!,
apresentando atividade antioxidante inferior aos extratos obtidos com
etanol 50% (polaridade = 7,1) no presente trabalho. Nota-se que apesar
da baixa diferenga de polaridade entre os solventes etanol 40% e etanol
50%, a alta temperatura foi preponderante no resultado de ECso.

Bazykina et al (2002) avaliaram os extratos de oxicoco (cranberry)
e uva-de-urso, fontes abundantes de compostos fenolicos e,
consequentemente, conhecidos por sua alta atividade antioxidante,
obtidos por maceragao (realizada a temperatura ambiente) e Soxhlet. Ao
comparar as técnicas de extragdo, os autores observaram um aumento no
rendimento global e na atividade antioxidante em decorréncia do aumento
na temperatura.
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Tabela 13 — Avaliac@o da atividade antioxidante dos extratos da casca de feijoa
pelo método de captura do radical DPPH.

Método de extragao ZOIvente/ 1:, P Cu 2 ECso 3
ossolvente (°C) (bar) (%)* (pg/mL)
Soxhlet Etanol 67,3,3+0,5¢
Soxhlet Agua 73,7+0,8°
Soxhlet Etanol-Agua 23,0+0,6"
EAU Etanol 91422
EAU Agua 57+0,9¢
EAU Etanol-Agua 31,8+0,6¢
ESC (El) CO2/Etanol 40 200 5 967+6°
ESC (E2) CO2/Etanol 40 300 5 1279+314
ESC (E3) CO2/Etanol 55 200 5 1426+9¢
ESC (E4) CO2/Etanol 55 300 5 483+9°
ESC (E5) CO2/Etanol 55 300 10 1688+142
ESC (E6) CO2/Etanol 55 300 15 1528+12°
ELP Etanol 40 100 89,3+0,7°
ELP Etanol 55 100 74+5P
ELP Etanol 80 100 5742¢
ELP Agua 40 100 33,4+0,7¢
ELP Agua 55 100 38424
ELP Agua 80 100 24+1¢
ELP Etanol-Agua 40 100 36+14
ELP Etanol-Agua 55 100 27,8+0,3¢
ELP Etanol-Agua 80 100 17,9+0,8¢
BHT! 47,0£0,7

'Butil hidroxi tolueno (antioxidante sintético);

2Concentragdo de cossolvente;

3Letras iguais em métodos de extragdo especificos (métodos a baixa pressio, ESC
e ELP) indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel de
5% de significancia (p < 0,05).

O tempo de extra¢do (6 h) também ndo afetou significativamente
a qualidade antioxidante dos extratos. Extragdes com mais de 8 h afetam
negativamente a qualidade dos extratos, podendo causar alteragcdes na
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composi¢do dos extratos e formagdo de agentes pro-oxidantes
(BAZYKINA et al., 2002).

De forma semelhante ao observado para Soxhlet, a EAU também
apresentou resultados positivos para atividade antioxidante em seus
extratos, com destaque para o extrato obtido com o solvente etanol-agua,
enquadrando-se na classe de antioxidantes muito ativos.

Estes resultados atestam que, apesar de terem sido conduzidos a
temperatura ambiente, os ensaios de EAU apresentaram resultados
promissores devido ao processo de cavitagdo referente a técnica. O
aumento da temperatura poderia elevar ainda mais a extracdo de
compostos antioxidantes.

No estudo conduzido por Poodi et al (2018), os autores avaliaram
a influéncia da temperatura (30, 45 e 60°C), poténcia e ciclos de pulso no
rendimento global e atividade antioxidante em extrato de folha de feijoa.
O delineamento experimental de Box-Behnken, com trés niveis, foi
utilizado para a analise e otimizagdo dos resultados. Por fim, a otimizagdo
experimental apresentou a temperatura de 46 °C como a melhor
temperatura de extragdo nas condi¢des empregadas.

Como se sabe, 0 aumento na temperatura eleva as taxas de difusdo,
permitindo uma maior migracao do solvente na matriz sélida. Contudo, o
aumento na temperatura também induz a um aumento na pressao de vapor
do solvente. Este aumento na pressao de vapor provoca a entrada de vapor
nas bolhas em cavita¢do, o que faz com que a eficiéncia do colapso das
bolhas diminua, reduzindo assim, os efeito desejaveis da sonicagdo
(CHEMAT et al., 2017; POODI et al., 2018; TIWARI, 2015). Portanto,
para se atingir uma alta eficiéncia na EAU, ¢ fundamental definir uma
temperatura de extragdo de acordo com os compostos-alvo do extrato.

Dentre todas as técnicas de extracdo, a ESC apresentou os
maiores resultados para ECso. Sabe-se que a utilizagdo do método DPPH
esta diretamente relacionada com a capacidade de doagdo de um atomo
de hidrogénio por parte do composto antioxidante, inativando assim, o
radical livre DPPH. Consequentemente, extratos mais polares, os quais
apresentam uma maior concentracdo de radicais hidroxila, tendem a
possuir uma maior capacidade antioxidante (MENSOR et al., 2001). Por
esta razdo, aumentou-se a concentragdo do cossolvente etanol de 5 para
10 e 15% (v/v) a fim de avaliar até que ponto a alterac@o de polaridade do
meio foi realmente significativa ou ndo. Os resultados obtidos com os
ensaios E5 e E6 apresentaram valores ainda mais altos para o ECso,
indicando a extracdo de compostos ndo doadores de hidrogénio.

No estudo conduzido por Serra et al (2010), os autores avaliaram
a influéncia da adic¢do de etanol como cossolvente em ESC de cereja, em
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porcentagens de 10 a 100% (v/v). Ap6s uma etapa preliminar em extragao
sem uso de cossolvente, a matriz passou por uma segunda etapa com uso
de cossolventes. O aumento no rendimento foi proporcional a adigdo da
fracdo etanodlica; contudo, acima de 10% de cossolvente, os extratos
apresentaram atividade antioxidante reduzida e essa reducao se prolongou
proporcionalmente ao aumento da fracdo de cossolvente. Quando a fragdo
etanodlica foi de 100%, a atividade antioxidante voltou a subir.

Apesar de os mais altos rendimentos terem sido alcangados nas
amostras E5 e E6, a seletividade do extrato, em termos de compostos
antioxidantes doadores de hidrogénio, foi prejudicada.

Para a ELP, os baixos valores de ECsp observados em todas as
condi¢des empregadas indicam alta atividade antioxidante nos referidos
extratos, além de caracterizar a técnica como um método de obtencdo de
extratos com elevado valor agregado.

Os resultados mais promissores foram obtidos sob a mais alta
temperatura e novamente, quando a agua foi utilizada como solvente, seja
na fragdo de 100% e, principalmente, na fracdo de 50%. Segundo Oroian;
Escriche (2015) o uso da mistura entre 4gua e solvente orgénico facilita o
processo de extracdo, uma vez que, além de manter a alta polaridade do
meio, permite que diversos compostos antioxidantes de interesse, 0s quais
sdo soliiveis em apenas um dos dois solventes, sejam extraidos.

Segundo Motohashi et al (2000); Weston (2010), o poder
antioxidante da feijoa se deve principalmente a presenca de
proantocianidinas. Também conhecidas como taninos condensados, as
proantocianidinas sdo compostos fendlicos de alto peso molecular
formados por oligdmeros e polimeros de flavan-3-6is, dentre eles, a
catequina e a epicatequina (ANGELO; JORGE, 2007, ZHAO et al.,
2015). A presenca de hidroxilas em alta concentracao, aliada ao elevado
peso molecular caracteristico desses antioxidantes comprovam o fato de
solventes de alta polaridade terem apresentado os mais elevados
resultados.

4.1.4.2 Método de reducdo do ion férrico - FRAP

O segundo método utilizado na avaliagdo da atividade
antioxidante dos extratos da casca da feijoa foi o FRAP e seus resultados
podem ser observados na Tabela 14.

Primeiramente, nota-se os extratos obtidos pela ESC apresentaram
as menores atividades de redu¢édo do ion férrico, estando em consonancia
com o que ja fora observado pelo método DPPH. Em contrapartida, os
extratos obtidos a baixa pressdo apresentaram resultados promissores.
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Tabela 14 — Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos da casca de feijoa

pelo método de reducao do ion férrico (FRAP).

Método de extragao ZOIvente/ 1:, P Cu 1 FRAP 23
ossolvente (°C) (bar) (%)" (mnmol ET/g)
Soxhlet Etanol 132+4be
Soxhlet Agua 124+10°
Soxhlet Etanol-Agua 23450
EAU Etanol 229430
EAU Agua 142+3b
EAU Etanol-Agua 146+5°
ESC (E1) CO2/Etanol 40 200 5 38410
ESC (E2) CO2/Etanol 40 300 5 32420¢
ESC (E3) CO2/Etanol 55 200 5 3444b¢
ESC (E4) CO2/Etanol 55 300 5 66+42
ESC (E5) CO2/Etanol 55 300 10 28+3¢
ESC (E6) CO2/Etanol 55 300 15 15454
ELP Etanol 40 100 83+3f
ELP Etanol 55 100 108,7+0,4¢
ELP Etanol 80 100 124+5¢
ELP Agua 40 100 32249¢
ELP Agua 55 100 338+6°
ELP Agua 80 100 349+5b
ELP Etanol-Agua 40 100 44772
ELP Etanol-Agua 55 100 31248
ELP Etanol-Agua 80 100 305+14

!Concentragdo de cossolvente;
ZResultado expresso em pmol Equivalente ao Trolox.g™! de extrato;

3Letras iguais em métodos de extragdo especificos (métodos a baixa pressdo, ESC
e ELP) indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel de
5% de significancia (p < 0,05).

Fuentes et al (2013) avaliaram a atividade antioxidante de casca de
tomate vermelho e casca de tomate verde submetidos a sonicagdo. Os
valores de FRAP de 46,9 e 23,6 umol.g”! de amostra para tomate
vermelho e verde, respectivamente, sdo inferiores aos observados no

presente trabalho.
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As diferentes técnicas a baixa pressdo apresentaram resultados
semelhantes, com destaque para a amostra obtida por EAU com etanol e
a amostra obtida por Soxhlet com os solvente etanol-agua.

Suttirak; Manurakchinakorn (2014) avaliaram a influéncia de
diversos solventes na extracdo de compostos antioxidantes redutores em
casca de mangostdo e concluiram que a mistura etanol-agua se apresenta
como o solvente mais indicado para o objetivo proposto.

Nos extratos obtidos por ELP, observou-se influéncia tanto dos
diferentes solventes utilizados quanto da temperatura.

Mais uma vez, a adigdo de 4gua como solvente, seja da forma pura
ou na mistura hidroalcodlica, apresentou os resultados mais elevados
também para os antioxidantes redutores do ion férrico, assim como fora
observado para os antioxidantes doadores de hidrogénio, salientando a
eficiéncia destes solventes na obtencdo de antioxidantes da casca da
feijoa.

Assim como observado para o método DPPH, o aumento da
temperatura resultou em valores mais elevados no conteudo de
antioxidantes redutores de ion férrico, para os extratos obtidos com etanol
e para os extratos obtidos com dgua. Todavia, quando o solvente utilizado
foi a mistura hidroalcoolica, o aumento na temperatura de 40 para 55 °C
provocou uma diminui¢do significativa no valor de FRAP, efeito ndo
observado com a elevagao de 55 para 80 °C.

O método FRAP identifica o poder de redugdo de ions metalicos
como o Fe**, por agdo de um antioxidante. Uma vez reduzidos os ions
metalicos, a taxa de oxidagdo é reduzida (ANTOLOVICH et al., 2002;
BARBOSA et al., 2010). Todavia, uma desvantagem do método FRAP
reside no fato de que qualquer substincia doadora de elétrons e com
potencial redox, pode contribuir para a redugdo do ion Fe’*, mesmo nio
sendo uma substancia antioxidante, indicando assim, altos mas falsos
valores de FRAP (BOROSKI et al., 2015; KARADAG; OZCELIK;
SANER, 2009). O elevado valor de FRAP observado para a amostra
obtida a 40 °C e com a mistura etanol-agua como solvente pode ter sido
resultado de uma co-extragdo de compostos redutores mas ndo
necessariamente antioxidantes.

Portanto, recomenda-se aplicar o FRAP ndo como o unico
método de identificagdo de antioxidantes, mas sempre em conjunto com
algum outro método (BOROSKI et al., 2015), tal como o DPPH.
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4.1.5 Coeficiente de Correlacao de Pearson (r)

O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi aplicado como forma
de identificagdo de correlagdo entre CFT (mg EAG.g! de extrato) e ECso
(ug.mL™") e entre CFT e FRAP (umol ET.g"! de extrato). Os valores de
correlagdo e os respectivos valores de p sdo apresentados na Tabela 15.

Observa-se uma correlagdo negativa entre CFT e ECso, resultado
esperado, visto que, o aumento no teor de compostos fenolicos e o
consequente aumento na atividade antioxidante, resulta em diminui¢do no
ECso. O baixo resultado de p (p < 0,05) indica uma alta correlagdo entre
CFTe ECso.

Tabela 15 - Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre CFT (mg EAG.g™! de
extrato) e os métodos antioxidantes DPPH e FRAP.
Teste conduzido no nivel de 5% de significancia.

DPPH! FRAP?
r p R p
ESC -0,94 5,86 x 1073 0,93 7,06 x 1073
ELP -0,92 421x10* 0,86 2,69 x 1073

!Calculado em termos de ECs (ug.mL™);
2Calculado em termos de (mg ET.g! de extrato).

A alta correlagdo de r, seguida pelos valores de p < 0,05, atesta
para a forte correlagdo entre entre CFT e DPPH. Segundo Vuotto et al
(2000); Weston (2010), a feijoa apresenta elevadas concentragdes de
acido ascorbico, um antioxidante nao-fendlico e doador de hidrogénio.
Embora a presenca de acido ascorbico na feijoa seja, portanto,
estabelecida na literatura, os resultados do presente trabalho indicam a
predominancia dos compostos fendlicos como os principais agentes
antioxidantes doadores de hidrogénio.

Os coeficientes de correlagdo entre CFT e FRAP apresentaram
valores de r inferiores aos obtidos pela correlagdo entre CFT ¢ DPPH,
indicando uma correlagdo mais ténue entre os antioxidantes redutores do
ion Fe** e os compostos fenolicos. Todavia, a possivel extragdo de
compostos redutores e ndo-fenolicos, tais como o proprio acido ascorbico,
podem ter afetado o valor der.

Os resultados obtidos sugerem que a influéncia dos compostos
fendlicos como agentes antioxidantes foi maior no processo de doagao de
hidrogénio do que no processo de reducao de metais.
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O estudo da correlagdo entre CFT e métodos antioxidantes ja foi
avaliado em alguns trabalhos: Vigano et al (2016) obtiveram valores de r
> 0,70 na correlacdo entre CFT e trés métodos antioxidantes (DPPH,
FRAP ¢ ORAC) na avaliacdo de extratos de casca de maracuja obtidos
por ELP e métodos a baixa pressdo; Machado et al (2015) obtiveram
valores de r > 0,93 na correlagdo entre CFT e DPPH e entre CFT e ABTS,
na avaliagdo de extrato de amora-preta obtido por ELP; Denardin et al
(2015) obtiveram correlagdo r < - 0,75 e r > 0,77 entre CFT ¢ DPPH e
CFT e FRAP, respectivamente, para extratos de pitanga, aragd, butia e
amora.

4.1.6 Atividade antibacteriana

Os extratos que apresentaram maior teor de compostos fenolicos,
sendo separados por métodos a baixa pressdo, ESC e ELP, foram
selecionados para avaliagdo da atividade antibacteriana. Sdo eles: extrato
Soxhlet com solvente etanol-agua, extrato ESC (300 bar, 55 °C e 5% de
etanol como cossolvente) e extrato ELP (100 bar, 55 °C e etanol-agua
como solvente).

Ap6s 24 h de incubagdo a 35 °C e adic¢do do indicador resazurina,
verificou-se a mudanca de coloragdo em todas as concentragdes para os
extratos Soxhlet e ELP, indicando a auséncia de atividade antibacteriana
dos referidos extratos sobre as cepas utilizadas. Em contrapartida, o
extrato da ESC apresentou atividade bacteriana, como pode-se observar
na Figura 27.
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Figura 27 - Microdiluicdo em placa de 96 pocos para extrato da casca de feijoa
obtido por ESC.
Condigdes: 300 bar, 55 °C e 5% eta

Fonte: o proprio autor.

Através da Figura 27, percebe-se que a segunda concentragdo, a
qual ¢ referente a 6.750 ug.mL-!, apresentou auséncia de coloragio rosa
para todos os micro-organismos testados, sendo definida portanto como a
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI).

Os resultados observados sdo superiores aos obtidos por Vuotto
et al (2000) para extrato aquoso da feijoa, onde os autores obtiveram
valores de CMI < 100 pg.mL".

Basile et al (1997), ap6s triagem do melhor solvente de extragdo
de casca de feijoa, utilizaram a acetona como tal e obtiveram valores de
MIC ainda inferiores aos observados por Vuotto: 8 pg.mL! e 1 pg.mL"!
para inibicdo de S. aureus e E. coli, respectivamente.

O extrato de casca de feijoa em acetona também apresentou
resultados promissores na inibicdo de crescimento de alguns micro-
organismos, tais como S. epidermidis, E. coli e Candida albicans, no
estudo conduzido por Motohashi et al (2000).

Nos trés estudos supracitados, os autores obtiveram excelentes
resultados, contudo, todos os extratos foram obtidos a pressdo e
temperatura ambientes, o que pode ter sido determinante no resultado
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final. Segundo Mosbah et al (2018), dois dos compostos volateis mais
abundantes na feijoa, limoneno e B-cariofileno, sdo reconhecidos por seu
efeito antibacteriano. As altas pressdes e/ou temperaturas aplicadas nos
processos de extragdo no presente trabalho podem ter blindado a extragao
destes terpenos, comprometendo o valor final de CMI.

A segunda etapa de analise antibacteriana consistiu na avaliagdo
da atividade bactericida do extrato. Para tanto, as solugdes
correspondentes a 6.750 e 13.500 pg.mL"! foram plaqueadas.

Ap6s 24 h de incubagdo, verificou-se que para as trés bactérias
testadas, houve crescimento acentuado nas amostras com bactérias Gram
negativas em 6.750 png.mL"! e um crescimento menos pronunciado para a
bactéria Gram positiva, na mesma concentragdo. Todavia, na
concentracdo maxima, ndo foi observado crescimento microbiano de
nenhuma das cepas, caracterizando o extrato de ESC a 13.500 pg.mL!,
ndo apenas como agente bacteriostatico mas também, bactericida. A
Figura 28 apresenta as placas devidamente preenchidas com a solugdo de
extrato e o indculo de S. aureus, apds 24 h de incubagdo, para avaliacao
da Concentragdo Minima Bactericida (CMB) da ESC da casca de feijoa.

Figura 28 - Verificag@o do crescimento bacteriano em solugdes contendo extrato
da casca de feijoa obtido por ESC e suspensdo de S. aureus.
Condicao: 300 bar, 55 °C e 5% etanol como cossolvente

00" ml

Fonte: o proprio autor.

4.1.7 Perfil de compostos fendlicos por HPLC

Através da analise cromatografica, foi possivel identificar os
principais compostos fenolicos presentes na casca da feijoa. A Tabela 16
apresenta as informagdes relativas aos espectros de massas dos padroes e
a Tabela 17 apresenta as devidas identificagdes e quantificagdes em cada
extrato. Os extratos avaliados foram: extrato obtido por Soxhlet (com
solvente etanol-agua), extrato obtido por ESC (300 bar, 55°C, 5 % etanol
como cossolvente) e extrato obtido em ELP (100 bar, 55 °C, etanol-agua
como solvente.
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Tabela 16 - fon precursor, ion quantitativo e tempos de retengéo dos compostos
fendlicos identificados nos extratos da casca de feijoa.
Composto padrao Ion precursor lon quantitativo Tempo de

(m/z) (m/z) reten¢ao (min)
Q1 Q3

Acido 4- 135,850 90,5 10,47
aminobenzoico

Acido cinadmico 146,886 100,7 11,80
Acido p-anisico 150,832 105,2 11,34
Vanilina 150,892 132,8 10,42
Ac. protocatecuico 153,019 109,0 6,95
Umbeliferona 160,802 129,5 10,78
Acido p-cumarico 163,040 119,0 10,46
Acido vanilico 166,831 148,5 9,65
Acido galico 168,836 124,1 3,98
Acido caféico 178,834 131,3 9,45
Acido ferulico 192,856 129,7 10,73
Acido elagico 300,813 142,5 11,71
Apigenina 268,794 1148 12,62
Aromadendrina 286,824 123,9 11,29
Catequina 288,853 120,3 8,82
Kaempferol 284,808 62,6 12,34
Eriodictiol 286,823 132,1 11,85
Taxifolina 302,815 120,7 10,70
Quercetina 301,010 149,3 10,84
Isoquercetina 462,901 2973 10,83
Mircetina 316,875 150,6 11,24
Rutina 609,147 301,0 10,72

Através da Tabela 16, nota-se a ampla gama de compostos
fenolicos identificados na casca da feijoa, desde compostos com baixa
incidéncia na natureza, como a vanilina, um aldeido derivado do acido
benzdico, a compostos amplamente distribuidos, tais como o0s
flavonoides, cumarinas e acidos fendlicos (GIADA, 2013).

O limite de quantificagdo (LOQ) é a concentragdo minima do
composto fenolico padrdo (mg.mL") que permita a sua quantificagdo nos
extratos, em outras palavras, caso o composto fendlico seja identificado
no extrato, a concentragdo média deste composto no extrato precisa ser
igual ou superior a LOQ para que ele seja também quantificado. Dos
compostos fenolicos identificados nas 3 amostras, 10 deles apresentaram,
ao menos, uma concentragdo média igual ou superior a LOQ.



108

Dentre os compostos fendlicos identificados, acido galico, acido
elagico e acido ferulico foram os majoritarios, estando presentes em altas
concentracdes, nos trés extratos avaliados.

Tabela 17 - Teor de Compostos fendlicos identificados nos extratos da casca de
feijoa e expressos em mg.g™! de extrato.

Composto Soxhlet! ESC? ELP3
fendlico

Acido 4-

aminobenzo6ico <LOQ ) )

Acido cinamico - <LOQ -

Acido p-anisico - 0,020+0,007 -

Vanilina 0,074+0,054 0,022+0,012 0,015+0,022
Ac. protocatecuico  0,041+0,008 0,032+0,004 0,027+0,006
Umbeliferona - <LOQ <LOQ
Acido p-cumérico  <LOQ <LOQ <LOQ
Acido vanilico 0,138+0,039 0,182+0,078 0,058+0,016
Acido galico 0,240+0,018 0,029+0,013 0,305+0,047
Acido caféico <LOQ <LOQ <LOQ
Acido fertlico 0,258+0,048 0,7840+0,036 0,2530+0,031
Acido siringico <LOQ <LOQ <LOQ
Acido elagico 0,692+0,067 0,516+0,125 0,321£0,011
Aromadendrina 0,019+0,001 0,011+0,002 0,017+0,004
Catequina - - <LOQ
Kaempferol - - <LOQ
Eriodictiol <LOQ <LOQ <LOQ
Taxifolina 0,045+0,007 0,012+0,006 <LOQ
Quercetina <LOQ <LOQ <LOQ
Isoquercetina 0,184+0,148 <LOQ <LOQ
Mircetina <LOQ <LOQ <LOQ
Rutina <LOQ <LOQ <LOQ

'Extrato obtido por Soxhlet (etanol-4gua como solvente);

Extrato obtido por Extragdo Supercritica (300 bar, 55 °C e 5% etanol como
cossolvente);

3Extrato obtido por Extragdo com Liquido Pressurizado (100 bar, 55 °C e etanol-
agua como solvente);

*- composto ndo identificado;

*<LOQ = concentra¢do média (pg.mL") inferior ao limite de quantificacdo.

O acido fertlico (Figura 29) ¢ um composto fendlico pertencente
a classe dos acidos hidroxicinamicos, gerado através do metabolismo da
fenilalanina e da tirosina, pela via do chiquimato (GRAF, 1992; PERES,
2015; SRINIVASAN; SUDHEER; MENON, 2007).
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Amplamente encontrado em diversas fontes naturais, como 0
milho, arroz, trigo, vegetais e frutas, o acido fertlico foi extraido pela
primeira vez em 1886, a partir da planta Ferula foetida, de onde advém a
sua denominagdo (PERES, 2015; SRINIVASAN; SUDHEER; MENON,
2007).

Figura 29 - Estrutura quimica do é4cido ferulico.

O

N OH

HO
OCHs

Fonte: SIGMA-ALDRICH (2018).

O é4cido fertlico, tanto em sua forma cis quanto trans, apresenta
acoes terapéuticas comprovadas, tais como ac¢des antineurodegenerativas
e cardiacas, anticancer, antidiabetes, anti-inflamatorias e antimicrobiana
(PERES, 2015).

Lin; Yin (2012) apontaram os acidos fertlico e elagico, como
dois dos principais compostos fendlicos associados aos efeitos anti-
diabetes em ratos submetidos a ingestio de extratos aquosos e etandlicos
de goiaba, fruto da familia das mirtaceas, assim como a feijoa.

Cho; Moon; Park (2000) observaram efeito antibacteriano de
acido fertlico isolado de extratos de Hovenia dulcis, contra cepas Gram-
positivas e Gram-negativas, tais como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, além de efeito anti-fungico contra Candida albicans.
Ainda assim, a atividade antioxidante é responsavel pelos principais
beneficios e aplica¢des do acido ferulico (PERES, 2015).

Segundo Graf (1992), qualquer radical livre, ao colidir com o
acido fertlico, é capaz de abstrair facilmente um atomo de hidrogénio,
formando radical fenoxil. Este radical gerado, no entanto, ¢ estabilizado
por ressonéncia, uma vez que o par de elétrons desemparelhado estara
presente ndo apenas ligado ao oxigénio, mas se deslocara por toda a
cadeia, como pode ser visualizado na Figura 30. Uma estabilizagdo
adicional do radical fenoxil ¢ provida pela extensa conjugacao da cadeia
insaturada, impossibilitando o radical fenoxil em iniciar ou propagar uma
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cadeia oxidativa e direcionando-o a colisdo e condensagdo com um outro
radical fenodlico, resultando na producao de compostos fenolicos também
com agao antioxidante.

No trabalho desenvolvido por Tuncel; Yilmaz (2015), acido
ferulico foi um dos fendlicos majoritariamente identificados em extratos
de casca de feijoa obtidos por maceragao.

Poodi et al (2018) avaliaram a influéncia de técnicas
convencionais € ndo convencionais na obtengdo de extratos bioativos de
folha de feijoa e concluiram que a bioatividade dos extratos, em termos
de atividade antioxidante, foi diretamente proporcional a presenga dos
compostos fendlicos majoritarios, acido ferulico e acido galico, dois dos
compostos majoritarios encontrados nos extratos da casca de feijoa no
presente estudo.

Figura 30 - Mecanismo de ressonéncia do radical de 4cido fertlico.
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Fonte: Paiva et al (2013).

O acido galico (Figura 31a), assim como o acido elagico (Figura
31b), sdo acidos fendlicos derivados do acido hidroxibenzoico (estrutura
quimica C6-Cl) com elevada bioatividade (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006; FERNANDES; SALGADO, 2016;
GONCALVES, 2012).

Fernandes; Salgado (2016) relataram uma série de propriedades
bioativas referentes ao acido galico, tais como atividade anti-inflamatoria,
atividade anti-cancer, atividade antimicrobiana e atividade antifiingica,
além de atividade antioxidante.

Embora a bioatividade de ambos as acidos fenolicos seja atestada
pela literatura, os acidos fendlicos raramente se apresentam em sua forma
livre na natureza; de modo geral, eles sdo encontrados na forma
conjugada, em especial, a carboidratos (HARBORNE, 1979).

Quando moléculas de glicose ou outro poliol se esterificam com as
hidroxilas do 4cido galico, a esta conjugagio se da o nome de galotaninos;
se a esterificagdo ocorrer entre a glicose (ou um poliol) e o 4cido
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hexaidroxidifenilico, a esta conjugagdo se da o nome de elagitaninos
(DAL; MUMPER, 2010; HARBORNE, 1979).

Galotaninos e elagitaninos fazem parte da classe dos taninos
hidrolisaveis, polimeros fenolicos de alto peso molecular que recebem
esta denominagdo por justamente serem hidrolisados sob tratamento
acido, liberando 4cido galico e dacido elagico, respectivamente
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; KY et al., 2015).

Figura 31 - Estruturas quimicas do acido galico e do acido elagico.
a) acido galico; b) acido elagico.
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Fonte: SIGMA-ALDRICH (2018)

Como a etapa de hidrélise acida foi realizada como tratamento
prévio a analise cromatografica, as fragdes de acidos galico e elagico
identificadas nas amostras podem indicar a presenga de taninos
hidrolisaveis nos extratos da feijoa.

Todavia, o elevado teor de compostos fenolicos totais observados
nos extratos de feijoa, em comparacdo aos teores de compostos fenolicos
identificados por HPLC, indicam a presenca de uma outra classe de
polimeros fendlicos, os taninos condensados. Estes recebem esta
denominagdo por ndo serem hidrolisados por tratamento acido (KY et al.,
2015).

Os taninos condensados, também chamados de proantocianidinas,
sao oligdmeros ou polimeros de flavan-3-ol, produtos do metabolismo do
fenilpropanol, unidos através de ligacdes interflavanas C4—C8 ou
C4—C6 (ambas classificadas como proantocianidinas do tipo B).
Unidades de flavan-3-ol também podem apresentar um grupamento éter
entre C2—07, sendo denominadas proantocianidinas tipo A (ANGELO;
JORGE, 2007; OU; GU, 2014).

As unidades de flavan-3-ol diferenciam-se umas das outras através
de alguns outros fatores, tais como: seus substituintes e suas
estereoquimicas estruturais. As proantocianidinas mais estudadas t€m
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como unidades exclusivas os isomeros catequina e epicatequina, sendo
chamadas de procianidinas. Aquelas que possuem os isdmeros
afzelequina e epiafzelequina sdo chamadas de propelargonidinas. As
proantocianidinas que possuem o0s isOmeros galocatequina e
epigalocatequina sdo chamadas de prodelfinidinas (DA PORTO;
DECORTI; NATOLINO, 2014; DE BRUYNE et al., 1999; GU et al.,
2003).

Pesquisas avaliando o efeito de proantocianidinas na dieta humana,
relevaram efeitos benéficos em potencial, entre eles, efeito anti-diabetes,
efeito anti-carcinogénico, efeito antiinflamatorio, efeito antimicrobiano e
efeito antioxidante (DA PORTO; DECORTI; NATOLINO, 2014;
MAYER etal., 2008). O poder de inibi¢ao de radicais livres por parte das
proantocianidinas pode superar o poder de inibi¢do do SO,, o agente
antioxidante comumente utilizado em vinhos, em até 20 vezes (DE
GAULEJAC; PROVOST; VIVAS, 1999). Segundo Shi et al (2003),
alguns trabalhos demonstram que o efeito antioxidante de oligdmeros de
proantocianidinas de semente de uva pode chegar a uma eficacia de
aproximadamente 20 vezes a eficacia do acido ascorbico e 50 vezes a
eficdcia da vitamina E.

De acordo com Weston (2010), a atividade antioxidante da feijoa
se deve, em especial, a presenca de taninos condensados na fruta e
principalmente, na casca, os quais promovem a adstringéncia peculiar na
fruta.

No estudo conduzido por Foo; Porter (1981), foram avaliadas as
diferentes classes de taninos na feijoa e como resultado, observou-se a
presenga exclusiva de taninos condensados, com predominancia de
procianidinas.

Os resultados do presente trabalho, aliados as informagdes da
literatura, sugerem que grande parcela da bioatividade da feijoa reside na
presenga dos taninos condensados.
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4.2 FOLHA DE FEIJOA
4.2.1 Caracterizacdo da Matéria-Prima

Ap6s colheita e secagem das folhas de feijoa, esta matéria-prima
foi avaliada em termos de umidade total.

A umidade observada ap6s a secagem foi de 4,8+0,2 % (b.u.). O
teor de umidade observado encontra-se na faixa de umidade recomendada
para ESC de matrizes vegetais por Pereira; Meireles (2010).

4.2.2 Rendimento global de extracio
4.2.2.1 Métodos a baixa pressdo

Assim como fora realizado para casca, os métodos de Soxhlet,
um método tradicional e EAU, um método ndo-convencional, foram
aplicados também para a folha com o intuito de se verificar a influéncia
de métodos a baixa pressdo no rendimento global e compara-los
diretamente aos métodos a alta pressdo. A Tabela 18 apresenta os
referidos resultados para rendimento global de folha de feijoa em métodos
a baixa pressao.

Tabela 18 - Rendimento global dos extratos da folha de feijoa obtidos por
técnicas a baixa pressao.

Extraggo_ Solvente polaridadel X0 ("
Etanol 5,2 21+£1¢

Soxhlet Agua 9,0 28+1®
Etanol-Agua 7,1 27+12b
Etanol 5,2 4,6+0,3¢

EAU Agua 9,0 24,1+0,6%
Etanol-Agua 7,1 24+1b°

10 indice de polaridade da mistura foi calculado a partir da equagdo (Ia/100 x Pa)
+ (Ib/100 x Pb), onde Ia e Ib s@o os indices de polaridade dos solventes a e b,
respectivamente ¢ Pa e Pb s@o as porcentagens dos solventes a e b,
respectivamente, na mistura (MARKOM et al., 2007);

“Rendimento global;

3Letras iguais indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel
de 5% de significancia (p < 0,05).
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Os resultados observados na Tabela 18 apontam para um elevado
rendimento global, com valores superiores a 20% para ambas as técnicas
e solventes utilizados. A excecao fica por conta da EAU quando do uso
de etanol como solvente.

Assim como observado para a casca da feijoa, o uso de etanol
como solvente ndo foi eficaz para a obtencdo de um elevado rendimento
global. Quando a agua foi utilizada em fragdes de 100% ou até em mistura
com etanol, notou-se um aumento significativo no rendimento global.

Poodi et al (2018) avaliaram a influéncia das variaveis
temperatura (°C), pulso proporcional (%) e intensidade ultrassonica
(W.cm™) na obtengdo de extratos de folha de feijoa por EAU. O solvente
utilizado foi etanol, apenas, e os resultados obtidos para rendimento
global variaram de 2,7 a 5,6 %, ou seja, uma magnitude similar a
observada no presente trabalho. Resultados semelhantes foram obtidos
por Moura et al (2012) na avaliagdo do rendimento global de folha de
goiaba, com rendimentos de 21 e 5,9% em Soxhlet e EAU,
respectivamente, utilizando etanol como solvente.

Mazzutti et al (2017) observaram um aumento de 4,5 para 16,7%
de rendimento em amostra de Plantago major, quando da substituicio de
etanol por etanol-agua (30:70 v/v) como solvente em EAU. Os autores
repetiram as mesmas condig¢des na obtencdo de extratos de outra folha do
género Plantago, a Plantago lanceolata e, de forma semelhante, o
rendimento observado passou de 2,88 para 23%, apenas alterando-se o
solvente alcoolico pela mistura hidroalcodlica.

No trabalho desenvolvido por Lasta (2017), os valores de
rendimento global observados apos obtengdo de extratos de folha de
beterraba por EAU, variaram de 4 para valores superiores a 30% de
rendimento, apenas com a substitui¢ao do solvente etanol pelos solventes
agua e a mistura etanol-agua.

Para a técnica de Soxhlet, a mesma amplitude de variag¢do nédo foi
observada. Ainda assim, embora a técnica tenha apresentado rendimentos
superiores a 20% em todos os ensaios, nota-se uma elevacao significativa
de 6 ¢ 7% quando da substitui¢do de etanol por etanol-dgua (50:50 v/v) e
agua, respectivamente, como solventes, indo de acordo com o observado
na EAU. Este mesmo efeito foi observado no trabalho desenvolvido por
Bimakr et al (2011), onde os autores obtiveram variagdo de 21,8 para
25,7% de rendimento global devido a substitui¢do de etanol (99,5%) por
etanol (70%) como solvente em Soxhlet, na extracdo de compostos
bioativos de folha de menta.

Os resultados dos trabalhos supracitados salientam a eficacia da
agua e da mistura hidroalcoolica como solventes na obtengdo de extratos
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de matrizes vegetais. Os resultados do presente trabalho ndo so
corroboram com os demais trabalhos apresentados, como também
indicam a predominancia de compostos de polaridade elevada nos
extratos de feijoa, ratificando o que ja fora observado por Tuncel; Yilmaz
(2015) e Weston (2010).

4.2.2.2 Extragdo Supercritica (ESC)

No capitulo 4.1.2.2, observou-se que a ESC da casca da feijoa,
sem uso de cossolvente, resultou em rendimentos muito baixos, inferiores
a 1%. Com isso, os demais experimentos foram conduzidos sob diferentes
pressdes e temperaturas, mas sempre com a aplicacdo de um cossolvente,
em diferentes concentragdes (5, 10 e 15%).

Assim como para a casca, realizou-se uma ESC prévia para a
folha da feijoa a 300 bar e 55 °C. Todavia, o rendimento inferior a 1%,
apos 4 h de extracdo, inviabilizou a execucdo dos ensaios sem uso de
cossolvente. Portanto, com base nos resultados mais altos de rendimento
global e compostos fendlicos totais (mg EAG.g'' de amostra seca)
observados para a ESC da casca da feijoa (4.1.3), utilizaram-se as mesmas
condi¢des de pressao, temperatura e fragdo de cossolvente, 300 bar, 55 °C
e 15% (m/m), respectivamente, para a obtengdo de extrato de folha de
feijoa. O tempo de extragdo também foi o mesmo utilizado para a outra
matéria-prima: 3,5 h. A diferenga para o ensaio realizado com a casca fica
por conta do cossolvente utilizado: etanol-agua (50:50 v/v). Este
cossolvente foi escolhido devido aos mais elevados resultados observados
nos extratos da casca, tanto para rendimento quanto para atividade
antioxidante.

O resultado observado para o rendimento global (%), apds 3,5 h
de extragdo, foi de 32,96+1,45, um aumento de aproximadamente 500 %
em comparagdo ao melhor ensaio de ESC com a casca da feijoa, em
termos de rendimento global. O resultado também ¢é superior aos
rendimentos obtidos pelas técnicas a baixa pressdo, evidenciando a
mistura etanol-agua como cossolvente eficaz na obtengao de extratos da
folha da feijoa. Uma ampla varia¢do de 4,15 para 21,6 % de rendimento
foi observada quando o cossolvente etanol foi substituido por etanol-agua,
na obten¢do de extratos de espiga de milho, no trabalho desenvolvido por
Monroy et al (2016).

Lasta (2017) observou uma variagdo de 4 para 14 % no
rendimento global de extrato de folha de beterraba, ao substituir o
cossolvente etanol pela mistura etanol-agua (90:10 v/v), sendo 10 % a
fracdo de cossolvente.
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4.2.2.3 Extra¢ao com Liquido Pressurizado (ELP)
4.2.2.3.1 Cinética

Antes da realizagdo dos ensaios propriamente ditos, uma cinética
foi desenvolvida, a fim de se ter um conhecimento maior acerca da
matéria-prima em estudo, além de se determinar o tempo necessario de
extragdo em cada ensaio. Os parametros da Regressdo Linear por Partes,
bem como a CGE, sdo apresentados na Tabela 19 e na Figura 32,
respectivamente.

Tabela 19 - Parametros do modelo de Regressdo Linear por Partes da ELP.
Ajuste realizado com base na CGE da ELP da folha de feijoa a 100 bar, 40 °C e
3,0 mL.min™"

Parametros

al (g) 7,02 x 102
k1 (g.min’") 7,88 x 1073
tcer (Min) 17,55

k2 (g.min’") 1,95 x 107
trer (Min) 49,15

k3 (g.min’") 8,14x 10
R? 0,9950

Através dos parametros do modelo, nota-se que a curta duracdo
da etapa CER (tcer = 17,55 min) ¢ justificada pela elevada taxa de
extragdo nesse periodo, a qual resultou em um rendimento de 58%.

Como esperado, a etapa FER apresentou uma taxa de extragio
reduzida, visto que nessa etapa, o soluto de facil acesso ja foi extraido em
sua maior parte e entdo, processos difusivos passam a ser observados. A
taxa de extragdo nessa etapa foi de 1,95 x 103 g.min’!, resultando em um
rendimento acumulado de 83,3%. O tempo de encerramento se deu em
49,15 min. Com isso, o tempo de 50 min foi adotado para os ensaios
propriamente ditos.
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Figura 32 - CGE da folha de feijoa obtida por ELP.
Condigdes de extragdo: 100 bar, 40 °C e vazdo de 3 mL.min"!.
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4.2.2.3.1 Ensaios

Os resultados para rendimento global da ELP da folha da feijoa
sdo apresentados na Tabela 20.

Os rendimentos observados permitem tracar alguns parametros
criticos no processo: temperatura, solvente e regime de extragao.

Assim como observado para a casca (4.1.2.3), o aumento de
temperatura resultou em rendimentos superiores, evidenciando a
importancia deste pardmetro no rendimento final do extrato, visto que o
aumento de temperatura favorece os processos de solubilizacdo e
transferéncia de massa. Com excec¢do do regime estatico com uso da
mistura etanol-dgua como solvente, todos os demais ensaios resultaram
em aumento significativo de rendimento com a elevagdo de temperatura
de 40 para 80 °C.

A relevancia do solvente utilizado, assim como observado para
as técnicas a baixa pressdo, repetiu-se na técnica ELP. Segundo Turner;
Waldebick (2010), a escolha do solvente adequado ¢ a etapa prévia mais
importante em uma ELP, seguida pela definicdo da temperatura de
trabalho. De forma geral, os menores rendimentos foram obtidos quando
do uso de etanol como solvente. Agua e a mistura etanol-dgua
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apresentaram rendimentos estatisticamente semelhantes, todavia, com
uma tendéncia a rendimentos superiores para a mistura hidroalcoélica.

Tabela 20 - Rendimento global dos extratos da folha de feijoa obtidos por ELP.
Rendimento em regime dindmico (3 mL.min™!) e estatico (2 x 25 min).

Método Solvente Temperatura  Xo
(Regime de extracio) (°C) (%)'?
ELP (din) Etanol 40 7,9+0,68
ELP (din) Etanol 80 17+1¢f
ELP (din) Agua 40 27,62+0,01%
ELP (din) Agua 80 31=1%
ELP (din) Etanol-Agua 40 3043b
ELP (din) Etanol-Agua 80 35,1+0,2°
ELP (est) Etanol 40 7,9+0,2¢
ELP (est) Etanol 80 14,6+0,9°
ELP (est) Agua 40 22+]%
ELP (est) Agua 80 25,3+0,5%
ELP (est) Etanol-Agua 40 28,1+0,3%
ELP (est) Etanol-Agua 80 29,8+0,7%

'Rendimento global
2L etras iguais indicam auséncia de diferenca entre os respectivos valores, ao nivel
de 5% de significancia (p < 0,05).

Fernandez-Ponce et al (2015) avaliaram a influéncia da
temperatura e da fragdo de etanol como pardmetros da ELP para obtengio
de extratos de folha de manga (Mangifera indica L.) ricos em
antioxidantes fenolicos. Os autores observaram que o aumento no
rendimento global foi diretamente proporcional ao aumento da
temperatura (60 — 100 °C). Da forma semelhante, a mistura de solventes
também interferiu significativamente no rendimento global: a mistura
etanol-agua apresentou os mais altos resultados, ao passo que o uso de
etanol 100% apresentou os mais baixos rendimentos.

A eficiéncia de misturas de solvente reside no fato de que,
enquanto um dos solventes pode solubilizar mais facilmente um
determinado soluto, o outro pode facilitar a dessor¢do deste soluto pela
matriz. Em termos econdmicos e sustentaveis, o uso de misturas
hidroalcodlicas sdo sempre mais interessantes que o solvente organico
isoladamente (MUSTAFA; TURNER, 2011).
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De forma geral, os diferentes regimes, dindmico e estatico, ndo
apresentaram diferenca significativa quando comparados diretamente
entre si. Esta semelhanga, em termos de rendimento, indica uma alta taxa
de transferéncia de massa por difusdo, caracteristica fenomenologica do
regime estatico, uma vez que a matriz vegetal e o solvente em excesso sdo
mantidos em contado sem estabelecimento de vazdo. A adigdo de um
novo solvente a cada ciclo eleva o gradiente de concentragdo entre a
matriz vegetal e este solvente. Quanto maior o gradiente de concentracao,
maior o fluxo massico, de acordo com a Primeira Lei de Fick (RICHTER
etal., 1996).

Do ponto de vista econdmico e ambiental, os resultados de
rendimento obtidos para o regime estatico surgem como uma boa nova,
visto que aproximadamente 30 mL de solvente foram necessarios para
preencher o leito. Ao final da extra¢do, um volume de 60 mL de solvente
foi utilizado, uma economia de 150 % frente ao volume utilizado tanto no
regime dindmico quanto no método de Soxhlet.

Os resultados de rendimento global, embora bastante
promissores, sdo inconclusivos em termos de qualidade do extrato. As
analises a seguir permitirdo compreender até que ponto estes altos
rendimentos correspondem a alta seletividade.

4.2.3 Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A Tabela 21 apresenta os teores de CFT em extratos de folha de
feijoa, obtidos por técnicas a baixa e alta pressdes.

Os resultados observados para baixa pressdo seguem uma
tendéncia também observada no teor de CFT da casca da feijoa (4.1.3):
solvente etanol-agua com resultados superiores aos demais solventes e a
técnica de Soxhlet sobressaindo-se a EAU.

Ebrahimzadeh et al (2008) avaliaram a influéncia de diferentes
solventes sobre o teor de CFT em extratos de folha de feijoa obtidos por
percolacdo a temperatura ambiente. Os teores observados foram de 92,09
e 44,17 mg EAG.g"' de extrato, para o extrato aquoso e metandlico,
respectivamente. A mesma técnica de percolagdo foi aplicada por
Beyhan; Elmastas; Gedikli, (2010), onde o teor de CFT em extrato
metanolico de folha de feijoa, obtido a temperatura ambiente, foi de 68,69
mg EAG.g"! de extrato.

Ambos os trabalhos supracitados, ao serem diretamente
comparados com o presente trabalho, tornam evidente ndo apenas a
importancia do solvente mas também, o efeito das altas temperaturas na
extragao dos compostos fenolicos.
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Tabela 21 - CFT dos extratos da folha de feijoa obtidos por técnicas a baixa e

alta pressdes.

Método de Solvente/ T P CFT CFT
extragiio Cossolvente  (°C) (bar) (mg EAG/g)** (mgEAG/g)**
Soxhlet Etanol 75+6° 16+1¢
Soxhlet Agua 9744 27+1°
Soxhlet Etanol-Agua 11342 30£1°
EAU Etanol 92:+3b 4,240,1¢
EAU Agua 89,2+0,0° 21,540,0°
EAU Etanol-Agua 88+3° 21,1+0,8°
ESC! gg;/o LAgua 3 300 1624 53,3%1,4°
ELP (din) Etanol 40 100 157+0%<d 12,4+0,01
ELP (din) Etanol 80 100  140,3+0,7° 24,4+0,1¢
ELP (din) Agua 40 100 1526 42424
ELP (din) Agua 80 100  158,0+5,1%  48,6+1,6°
ELP (din) Etanol-Agua 40 100 1632 49,3+0,7°
ELP (din) Etanol-Agua 80 100  165,8+2,2° 58,2+0,8*
ELP (est) Etanol 40 100 150+5¢def 11,8+0,4!
ELP (est) Etanol 80 100  143,8+6,1%"  21,1+0,9"
ELP (est) Agua 40 100 146+3%f 31,7+0,7°
ELP (est) Agua 80 100 155+5%bede 39,241,3°
ELP (est) Etanol-Agua 40 100  155£32d 43,7+0,9¢
ELP (est) Etanol-Agua 80 100  165+2° 49,34+0,5°

'Extragio Supercritica + 15% Etanol-Agua (50:50 v/v) como cossolvente;
?Resultado expresso em mg Equivalente ao Acido gélico.g™! de extrato;
3Resultado expresso em mg Equivalente ao Acido gélico.g™! de amostra seca;
4Letras iguais em uma mesma coluna e em métodos de extragdo especificos
(métodos a baixa pressdo e métodos a alta pressdo) indicam auséncia de diferenca
entre os respectivos valores, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

No extrato obtido pela ESC, obteve-se um elevado teor de CFT.
Todavia, quando o rendimento global é considerado, este resultado ¢
ainda mais proeminente, 53,3 mg EAG.g"! de amostra seca. Este teor de
CFT é inferior apenas ao extrato obtido por ELP, nas condig6es de 80 °C,
em regime dindmico e com uso da mistura etanol-dgua como solvente.
Esta constatagdo, mais uma vez, salienta a eficacia da mistura
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hidroalcodlica na obtengdo de compostos fenodlicos da feijoa, mesmo
atuando como cossolvente em uma extracdo supercritica.

Ao avaliar os resultados da ELP, ¢ possivel estabelecer a
influéncia de tr€s pardmetros de processo no teor de CFT da folha de
feijoa. Sdo eles: temperatura, solvente e pressao.

A elevacdo da temperatura resultou em um aumento no teor de
CFT. Embora algumas reagoes indesejaveis, tais como a diminui¢do da
seletividade e a degradagdo de compostos de interesse, possam ocorrer
em decorréncia do uso de altas temperaturas de extragdo (ONG;
CHEONG; GOH, 2006), os resultados da Tabela 21 indicam que estas
reagdes nao ocorreram de modo significativo no presente trabalho.

Os diferentes solventes aplicados também foram cruciais na
obtencdo de extratos com maiores teores de CFT. De forma geral, os
extratos obtidos com solventes de alta polaridade como agua e
principalmente, a mistura etanol-agua, apresentaram resultados mais
promissores, corroborando com os resultados obtidos para rendimento
global.

Ao comparar em resultados observados por ELP com os
resultados obtidos por Soxhlet, nota-se a importancia ndo apenas da
temperatura e do tipo de solvente, mas também, da pressdao na obtengdo
de CFT. O uso de pressoes elevadas pode romper as células da matriz
vegetal, aumentando a transferéncia de massa da matriz para o solvente.
As altas pressdes também evitam a formag@o de bolhas de ar na matriz,
as quais, quando presentes, evitam que o solvente atinja o soluto.
Portanto, a influéncia da pressdo, muitas vezes negligenciada, pode ser
fundamental no incremento de solubilidade e nos processos de dessorgao
do soluto a partir da superficie e dos sitios ativos da matriz vegetal
(MUSTAFA; TURNER, 2011; ROSTAGNO et al., 2009).

Essa correlago positiva entre pressdo e teor de CFT foi bastante
evidente no trabalho conduzido por Fernandez-Ponce et al (2015), onde
os autores observaram um aumento significativo no teor de CFT em
extratos de folha de manga obtidos por ELP, com os mesmos solventes
utilizados no presente trabalho, contudo, com um aumento de pressao: 40,
120 e 200 bar.

A técnica ELP também foi utilizada por Garmus et al (2014) para
obtencdo de compostos fenolicos da folha de pitangueira. Em seu estudo,
os autores obtiveram teores de CFT de 163,5 € 152,2 mg EAG.g"! de
extrato, com uso de etanol e agua, respectivamente, como solventes. Os
resultados sdo semelhantes aos observados no presente estudo. No
entanto, as condi¢des de pressdo e temperatura aplicadas no trabalho de
Garmus et al, 60°C e 400 bar, respectivamente, além do longo tempo de
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extragdo (360 min) e solvente consumido (180 mL) sdo mais acentuadas
que as condicdes utilizadas neste estudo.

Uma desvantagem do regime estatico de extragdo, em
comparacdo ao regime dindmico, ¢ a saturagdo do solvente. Em outras
palavras, ¢ possivel que mesmo apds estabelecida uma concentracdo de
equilibrio, uma parcela significativa de soluto ainda esteja presente na
matriz vegetal (ONG; CHEONG; GOH, 2006). Uma solugdo para esta
limitagdo ¢ a aplicag@o de mais de um ciclo de extragdo, possibilitando a
renovacdo do solvente (MUSTAFA; TURNER, 2011). Quando
comparados os regimes de extragdo, para uma mesma temperatura e tipo
de solvente, nota-se que os teores de CFT sdo estatisticamente
semelhantes. Embora os rendimentos obtidos pelo método dindmico
tenham sido estatisticamente superiores, os teores de CFT, quando
avaliados em termos de extrato bruto, sdo equivalentes, indicando uma
alta seletividade para o método estatico em comparagdo ao método
dindmico. Outra vantagem do método estitico reside em termos
econdmicos pois, apesar de os tempos de extragdo terem sido 0s mesmos
em ambos os métodos, o volume de solvente utilizado no método
dindmico chegou a 150 mL, ao passo que no método estatico, este volume
foi de aproximadamente 60 mL, o que representa uma economia de 150
% em volume de solvente.

Tragando-se uma comparagdo direta com resultados de teor de
CFT observados para a casca da feijoa (4.1.3), é possivel notar que o teor
de CFT na folha ¢ levemente superior ao observado para a casca.

Lagha-Benamrouche; Madani (2013) avaliaram o teor de CFT
em 7 variedades de casca e folhas de laranja, sendo seus respectivos
extratos obtidos por maceragdo, a temperatura ambiente. Os resultados
apresentaram teor de CFT superior para a folha em algumas variedades e
inferior para outras, ndo permitindo obter conclusio acerca do maior teor
de CFT nestas duas matérias-primas. A mesma conclusdo pode ser trazida
para a feijoa. Ou seja, embora a casca apresente teores mais acentuados
de compostos bioativos em comparagdo com a polpa da fruta (WESTON,
2010), ndo ha estudos, até o0 momento, que apresentem um comparativo
direto entre casca e folha de feijoa.

Segundo Carbone et al (2011), um comparativo direto entre dois
orgaos de uma mesma variedade ¢ complexo, uma vez que outros fatores,
tais como a época da colheita e condigdes pedoclimaticas devem ser
sempre levadas em consideragao.



4.2.4 Atividade antioxidante

4.2.4.1 Método de captura do radical DPPH
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Os resultados referidos a atividade antioxidante pelo método
DPPH séo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 — Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos da folha de feijoa

pelo método de captura do radical DPPH.

Método de extragao iolvente/ rl; P ECso 3
ossolvente cO) (bar) (pg/mL)
Soxhlet Etanol 12,71+0,08?
Soxhlet Agua 8,7+0,1¢
Soxhlet Etanol-Agua 8,6+0,3¢
EAU Etanol 11,0£0,2°
EAU Agua 1340,32
EAU Etanol-Agua 9,1+0,5¢
ESC! ggfl/ol_ Agua 55 300 10,6401
ELP (din) Etanol 40 100 12,6+0,2f
ELP (din) Etanol 80 100 25,4+0,4°
ELP (din) Agua 40 100 20,0:£0,4¢
ELP (din) Agua 80 100 9,90+0,05"
ELP (din) Etanol-Agua 40 100 11,1+0,5¢
ELP (din) Etanol-Agua 80 100 9,5+0,20
ELP (est) Etanol 40 100 14,4+0,3¢
ELP (est) Etanol 80 100 15,7+0,44
ELP (est) Agua 40 100 28,1+0,7°
ELP (est) Agua 80 100 5,0+0,2)
ELP (est) Etanol-Agua 40 100 11,1£0,68
ELP (est) Etanol-Agua 80 100 8,4+0,2k
BHT?2 47,0+0,7

'Extragio Supercritica + 15% Etanol-Agua (50:50 v/v) como cossolvente;
2Butil-hidroxi-tolueno (antioxidante sintético);

3Letras iguais em métodos de extragdo especificos (métodos a baixa pressdo e
métodos a alta pressdo) indicam auséncia de diferenca entre os respectivos
valores, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
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Ao observar os resultados da Tabela 22, é possivel notar que
todos os extratos apresentaram valores de ECsy inferiores a 50 pg.mL-!,
sendo incluidos na categoria de antioxidantes muito ativos na
classificacdo de Reynertson; Basile; Kennelly (2005), conforme
apresentado em 4.1.4.1 . Outro ponto a se destacar € que todos os extratos
apresentaram valores de ECso inferiores 47 pg.mL-!, o ECsy relativo ao
BHT, um antioxidante sintético comumente utilizado pela industria de
alimentos. Portanto, os extratos de folha de feijoa obtidos pelos métodos
a baixa e alta pressoes, aplicados no presente trabalho, surgem como uma
interessante alternativa na substituicdo de antioxidantes sintéticos por
antioxidantes naturais.

Ao avaliar os resultados das técnicas a baixa pressao, ¢ possivel
notar que, mais uma vez, a mistura etanol-agua se destacou como o
melhor solvente em termos de captura do radical DPPH, ao apresentar o
menor valor de ECso (8,6 png.mL-") para o extrato obtido por Soxhlet. Este
valor é estatisticamente semelhante a 9,1 pg.mL-!, valor observado em
extrato obtido por EAU, com o mesmo solvente e semelhante a 8,7
pg.mL! obtido por Soxhlet com uso de dgua.

Fernandez-Ponce et al (2015) avaliaram a influéncia dos
solventes etanol, 4gua e a mistura etanol-agua (50:50 v/v) na extragdo de
antioxidantes da folha de manga pelo método de Soxhlet. Uma elevada
atividade antioxidante foi observada nos extratos obtidos com os
solventes puros, todavia, o extrato obtido com a mistura hidroalcodlica
apresentou atividade antioxidante ainda superior aos demais extratos. O
mesmo comportamento foi observado por Turkmen; Sari; Velioglu
(2006), onde a mistura hidroalcodlica foi o melhor solvente para
antioxidantes doadores de hidrogénio de cha mate. Alguns solventes
organicos como o proprio etanol puro, metanol, acetona e N, N —
dimetilformamida, além da agua, foram utilizados.

No estudo de Sasidharan; Menon (2011), os autores avaliaram a
influéncia de diferentes solventes e técnicas de extracdo na obtencdo de
compostos antioxidantes doadores de hidrogénio na folha de caril, uma
arvore tradicional na India e sul da Asia. Esta matéria-prima ¢ conhecida
por apresentar diversas propriedades bioativas, tais como atividade anti-
inflamatoria, antidiabética, antioxidante, entre outras. Ap6s a utilizagdo
de alguns solventes organicos e 4gua, observou-se que tanto para a técnica
de maceragdo quanto para a técnica de Soxhlet, a mistura etanol-dgua
(50:50 v/v) apresentou os mais altos valores de atividade antioxidante.

Para os métodos a alta pressdo, nota-se que os extratos obtidos
com a presenga de agua, seja ela pura ou na mistura com etanol, obtiveram
os melhores resultados, especialmente com a elevagdo da temperatura.
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Enquanto nos métodos a baixa pressdo, o efeito da temperatura nio foi
demasiadamente significativo, o0 mesmo ndo se pode dizer do método
ELP. Observa-se que o incremento da temperatura exerceu efeito positivo
na atividade antioxidante, ou seja, com o aumento de 40 para 80 °C, houve
um aumento estatisticamente significativo na atividade antioxidante. O
valor mais baixo aqui ficou por conta do extrato obtido a 80 °C, com uso
de 4gua e método estatico de extragdo (5,0 ng.mL™"), seguido pelo extrato
obtido também a 80 °C, com uso da mistura etanol-agua e método estatico
de extragdo (8,4 ug.mL™").

4.2.4.2 Método de reducdo do ion férrico - FRAP

A avaliagao da atividade antioxidante pelo método FRAP revela
a capacidade de um extrato em reduzir o ion férrico (Fe3*), um pro-
oxidante, para ion ferroso (Fe?"), através da doagdo de um elétron.

A atividade antioxidante dos extratos de folha de feijoa obtidos
por métodos a baixa e alta pressdes e determinados pelo método FRAP é
apresentada na Tabela 23.

Ao observar os métodos a baixa pressdo, nota-se que a alta
temperatura e o longo tempo de extracdo, caracteristicas do método de
Soxhlet, ndo foram cruciais para o estabelecimento de uma maior
atividade antioxidante. Em contrapartida, o solvente etanol-dgua se
apresentou, mais uma vez, como a melhor escolha em termos de atividade
antioxidante. Os valores estatisticamente semelhantes de 285 e 280 umol
ET.g! para os extratos obtidos com Soxhlet e EAU, ratificam o uso da
mistura hidroalcodlica como um solvente de alta eficicia na solubilizacdo
de compostos antioxidantes da folha de feijoa. Os resultados obtidos sdo
superiores aos observados por Lasta (2017) em extrato de folha de
beterraba obtida por Soxhlet e EAU, com os solventes etanol-agua (50:50
v/v) e semelhante a 205 pmol ET.g"! observado por Silva et al (2013) em
extrato aquoso de folha de maracuja.

Partindo para os métodos a alta pressdo, a extragdo supercritica
apresentou resultado semelhante as técnicas ELP, contrastando com o que
fora observado para a casca da feijoa (4.1.4.2), muito em decorréncia das
proprias caracteristicas da matéria-prima (a atividade antioxidante
observada para a casca foi, de modo geral, inferior a observada para a
folha) mas também, pelo solvente utilizado: para a casca, etanol foi
utilizado, ao passo que para a folha, a mistura hidroalcoolica foi aplicada.
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Tabela 23 — Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos da folha de feijoa
pelo método de reducao do ion férrico (FRAP).

Método de extragio ZOIvente/ rl; P FRAP 2
ossolvente O (bar) (pmol ET/g)
Soxhlet Etanol 261+4°
Soxhlet Agua 26920
Soxhlet Etanol-Agua 285+9*
us Etanol 278+5%
Us Agua 267+2b
UsS Etanol-Agua 280+4*
ESC! gg;/o I Agua 55 300 52048
ELP (din) Etanol 40 100 250+£10f
ELP (din) Etanol 80 100 21648
ELP (din) Agua 40 100 486:+18%
ELP (din) Agua 80 100 499+]5¢d
ELP (din) Etanol-Agua 40 100 52746%
ELP (din) Etanol-Agua 80 100 553458
ELP (est) Etanol 40 100 517+5b
ELP (est) Etanol 80 100 248+9f
ELP (est) Agua 40 100 473£]¢
ELP (est) Agua 80 100 523+5b%
ELP (est) Etanol-Agua 40 100 533442
ELP (est) Etanol-Agua 80 100 47147¢

'Extracio Supercritica + 15% Etanol-Agua (50:50 v/v) como cossolvente;
?Letras iguais em métodos de extragdo especificos (métodos a baixa pressdo e
métodos a alta pressdo) indicam auséncia de diferenca entre os respectivos
valores, ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

No método ELP, percebe-se um aumento significativo na
atividade antioxidante dos extratos quando o solvente utilizado foi a 4gua
ou, em especial, a mistura hidroalcodlica, seguindo o mesmo
comportamento observado no método DPPH (4.2.4.1). Os resultados de
250 € 216 umol ET.g"! para os extratos etanolicos obtidos a 40 e 80 °C,
respectivamente, sdo semelhantes ao valor de 275 umol ET.g! observado
por Lasta (2017) para extrato etanolico de folha de beterraba obtido por
ELP a 100 bar, 40 °C e 3 mL.min"!, vazio idéntica a aplicada no presente
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trabalho. Os resultados do presente trabalho aumentaram com o uso de
4gua como solvente e chegam ao mais alto resultado (553 umol ET.g™")
quando do uso de etanol-dgua como solvente, na temperatura de 80 °C.

Machado et al (2017) avaliaram a influéncia dos solventes dgua
e a mistura hidroalcoodlica na extragao de antioxidantes de grumixama por
ELP, nas condigoes de 100 bar, 80 °C e regime dindmico. As mais
elevadas atividades antioxidantes, avaliadas tanto pelo método FRAP
quanto pelo método DPPH, foram obtidas quando do uso da mistura
hidroalcodlica. Extragdes com uso de solventes moderadamente polares,
como ¢ o caso da mistura etanol-dgua, alcancam resultados mais
proeminentes em termos de atividade antioxidante devido ao fato de uma
ampla variedade de compostos organicos, desde simples cadeias
carbonicas a compostos polifendlicos, terem a facilidade de se solubilizar
nestes solventes (MACHADO et al., 2017), ratificando a versatilidade da
mistura.

Os diferentes regimes de extragdo ndo apresentaram diferenga
evidente entre os resultados, muito embora o mais elevado resultado tenha
sido obtido pelo método dinamico a 80 °C.

Pulido; Bravo; Saura-Calixto (2000) avaliaram a capacidade de
diversos compostos fenolicos em reduzir o ion pro-oxidante Fe’" a Fe?*,
através do método FRAP. Os autores observaram que os menores valores
em ECso foram obtidos para acido tanico, quercetina, acido galico, acido
caféico, rutina e catequina, todos com resultados inferiores ao
antioxidante sintético BHA. Segundo Elshenawy et al (2008); Vuotto et
al (2000), a feijoa € rica fonte de taninos, dentre os quais, o acido tanico,
o acido galico e a catequina sdo estruturas basicas. Portanto, a possivel
presenca destes compostos nos extratos pode ter refletido no poder de
reducgdo do ion Fe3*.

4.2.5 Coeficiente de correlaciio de Pearson (r)

O coeficiente de correlacao de Pearson ¢ aplicado para avaliar a
possivel interagdo entre dois parametros. Os pardmetros aqui relacionados
foram o teor de compostos fenolicos totais (CFT) e a atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP, em extratos obtidos pelos
métodos a alta pressao. Os resultados dessas correlagdes sdo apresentados
na Tabela 24 abaixo.
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Tabela 24 - Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre CFT (mg EAG.g™! de
extrato) e os métodos antioxidantes DPPH e FRAP.
Teste conduzido ao nivel de 5 % de significancia.

Coeficientes de correlacao

r p
DPPH! -0,75 0,003
FRAP? 0,62 0,020

!Calculado em termos de ECs (ug.mL™);
2Calculado em termos de (mg ET.g! de extrato).

Semelhante ao que ja fora observado para a casca (4.1.5), os
extratos da folha apresentaram correlagdo significativa entre compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante, em especial, para o método
DPPH.

O valor de -0,75 para r indica uma forte correlagdo entre os
compostos fenodlicos e os antioxidantes doadores de hidrogénio presentes
nos extratos obtidos a alta pressdo. O valor negativo é esperado, uma vez
que os resultados de DPPH sdo expressos em ECsg. O valor de p < 0,05
indica ndo apenas a existéncia de correlagdo, mas comprova a alta
significancia dela no nivel de 5% de probabilidade.

Para o método FRAP, o valor de r = 0,62 e o valor de p = 0,020,
indicam uma correlagdo mais fraca, embora significativa, entre os
compostos fendlicos e este método antioxidante.

Com os resultados obtidos, € possivel concluir que o principal
mecanismo de agdo antioxidante observado para os extratos de folha de
feijoa obtidos pelos métodos a alta pressao, ¢ o de doagdo de atomos de
hidrogénio, evidenciado pelo método DPPH.

4.2.6 Atividade antibacteriana

Os extratos obtidos por ELP (100 bar, 80 °C, etanol-agua como
solvente, em regime dindmico e estatico) apresentaram os mais altos
teores de compostos fenolicos totais e foram, desta forma, selecionados
para a avaliagdo da atividade antibacteriana juntamente com o extrato da
ESC (300 bar, 55 °C e 15% de etanol-agua como cossolvente).

Ap6s adicdo da resazurina, observou-se mudanga de coloragéo
em todas as concentragdes dos extratos da ELP, indicando que os mesmos
ndo possuem efeito bacteriostatico nas concentragdes aplicadas contra os
micro-organismos testados.

Em contrapartida, o extrato da ESC apresentou inibicdo ao
crescimento bacteriano para as 3 cepas em estudo. Para E. coli e
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Salmonella, a CMI foi de 13.500 pg.mL"!, ao passo que para S. aureus, a
CMI foi ainda menor: 3.375 ug.mL".

A primeira conclusdo que se pode tomar é que a bactéria Gram-
positiva foi mais susceptivel a a¢do dos compostos antibacterianos
presentes no extrato. As bactérias Gram-negativas apresentam uma
membrana externa € um espago acima da membrana plasmatica
denominado espago periplasmatico, os quais sdo ausentes nas bactérias
Gram-positivas. A membrana externa, formada em grande parte por
fosfolipidios e lipopolissacaridios, representa uma barreira ao transporte
de compostos antibacterianos. Ja o espaco periplasmatico possui uma alta
concentracdo de enzimas, as quais podem bloquear a entrada de
moléculas na célula (BASILE et al, 1997). Normalmente, os
antibacterianos oriundos de plantas produzem baixo efeito em bactérias
Gram-negativas e, em muitos casos, esse efeito sequer existe
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010).

O resultado de 3.375 pg.mL-! para inibi¢do de S. aureus por agio
do extrato da ESC ¢é proximo ao valor de 2.500 ug.mL"' obtido por
Mostafa et al (2017) para inibi¢do de S. aureus por agdo de extrato
etanolico de folha de romazeira.

Bussmann et al (2010) avaliaram a atividade antibacteriana de
extratos aquosos e etanolicos de 141 plantas tradicionalmente utilizadas
como agentes antibacterianos no Peru. A atividade dos extratos foi
avaliada contra S. aureus ¢ E. coli. Os resultados de CMI variaram de 8 a
250.000 ug.mL-!', sendo os extratos etanolicos, os mais eficazes e a
bactéria S. aureus, a mais susceptivel a acdo dos agentes antibacterianos,
assim como observado no presente trabalho.

Basile et al (1997) observaram uma forte inibicdo de extratos em
acetona de folha de feijoa contra S. aureus e E. coli, com CMI’s de 64 ¢
128 pg.mL-!'. Os autores atribuiram o baixo valor de CMI a elevada
concentracdo de iodo presente na folha da feijoa, elemento que ndo
encontra dificuldades em atravessar a membrana externa das bactérias
Gram-negativas e ndo ¢ degradado pelas enzimas presentes no espaco
periplasmatico. Por se tratar de uma molécula apolar, o iodo foi
facilmente solubilizado em acetona mas pode nao se solubilizar
totalmente em solventes com polaridade mais elevada. Como o extrato da
ESC foi obtido por uma mistura entre um solvente apolar, o0 CO», e um
solvente polar, a mistura hidroalcodlica, ¢ possivel que maiores
concentracdes de iodo possam ter sido extraidas na ESC em comparacao
com os extratos da ELP.

A segunda etapa do estudo da atividade antimicrobiana consistiu
na avaliagdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB), ou seja, a



130

concentragdo minima em que 99,9% do in6culo inicial é eliminado. Essa
afericdo foi realizada através de plaqueamento direto das solugdes em que
nao foi observado crescimento microbiano na placa de microdiluicao.

Novamente, o extrato da ESC apresentou resultados notaveis,
com CMB de 3.375 pug.mL"! para S. aureus e 13.500 pg.mL’!' para
Salmonella. Embora o extrato da ESC tenha apresentado efeito inibidor
ao crescimento de E. coli, ndo foi observado efeito bactericida para esta
cepa. Os resultados observados indicam que o extrato da ESC da feijoa
pode ser utilizado como agente antibacteriano natural em matrizes
alimentares. A Tabela 25 apresenta os resultados para CMI e CMB dos
extratos de folha de feijoa obtidos por ESC e ELP. A Figura 33 apresenta
o plaqueamento para analise do crescimento bacteriano.

Tabela 25 - CMI dos extratos da folha de feijoa obtidos por ESC e ELP contra
S. aureus, E. coli e Salmonella.

CMI (ug.mL1) CMB (ug.mL™1)
S.aureus E. coli  Salmonella S. aureus  E. coli  Salmonella
ESC 3.375 13.500 13.500 3.375 N 13.500
ELP?2 N N N N N N
ELP* N N N N N N

‘ESC: 300 bar, 55 °C e 15 % de etanol-a4gua como cossolvente.

2ELP: 100 bar, 80 °C, etanol-agua como solvente e regime dindmico de extragdo;
3ELP: 100 bar, 80 °C, etanol-4gua como solvente e regime estatico de extragao;
*N: auséncia de agdo contra a cepa na concentragdo de 13.500 pg.mL™';
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Figura 33 - Verificag@o do crescimento bacteriano em solugdes contendo
extratos da ELP da folha de feijoa e suspensdes de S. aureus e Salmonella.

A: auséncia de crescimento de Salmonella, sob agdo do extrato de ESC, na
concentragdo de 13.500 pg.mL!; B, C, D: auséncia de crescimento de S. aureus,
sob agdo do extrato de ESC, nas concentragdes de 3,375, 6.750 ¢ 13.500pug.mL",
respectivamente.

Fonte: o autor.
4.2.7 Perfil de compostos fendlicos por HPLC

Através de analise cromatografica, foi possivel identificar os
principais compostos fenolicos presentes na folha da feijoa.

Os extratos avaliados foram: extrado obtido por Soxhlet (etanol-
agua como solvente), extrato obtido por ESC (300 bar, 55°C e 15 %
etanol-agua como cossolvente), extrato obtido em ELP (100 bar, 80 °C,
etanol-agua como solvente, em modo dinamico de extragdo) e extrato
obtido por ELP (100 bar, 80 °C, etanol-agua como solvente, em modo
estatico de extragdo).

Dos 45 padrdes de compostos fendlicos aplicados, 27 foram
identificados nos extratos e destes, um total de 17 foram também
quantificados em pelo menos um dos extratos. A Tabela 26 apresenta os
compostos fendlicos identificados e quantificados nos extratos.
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Tabela 26 - Teor de Compostos fenolicos identificados em extratos de folha de
feijoa € expressos em pg.g”! de extrato.

Composto fenélico Soxhlet ! ESC? ELPpiy* ELPgst*
Acidod- - 141 - -
aminobenzdico

Acido salicilico 112 - 4,2+0,4 19,0+0,2
Acido p-anisico <LOQ - <LOQ <LOQ
Yanilina <LOQ - - -

Acido 4 -

hidroximetilbenzoico ) ) <LOQ
Acido 25012 - 53+13 117+10
protocatecuico

Umbeliferona 25,7+0,3 0,6+0,3 4,1+0,1 8,1+0,8
Acido p-cumarico 47+4 <LOQ 6,0+0,2 27,9+0,3
Acido vanilico 146 - <LOQ <LOQ
Acido gélico 1359+119 - 548+36 706+18
Coniferaldeido <LOQ - <LOQ <LOQ
Acido caféico 85+9 8,0+0,8 60+5 120+2
Siringaldeido <LOQ - - -

Acido feralico 71545 47,340,1 106+6 197+18
Acido siringico 9,5+0,4 - 5,120,4 101
Acido sinapico 1142 - 1,7+0,3 5,440,2
Acido elagico 1918+265 - 282+68 404+141
Aromadendrina - - <LOQ -
Catequina 2344 - 839+221 164+8
Epicatequina <LOQ - <LOQ 4549
Kaempferol <LOQ - <LOQ <LOQ
Taxifolina 10+3 312 13+£2 20+4
Quercetina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Isoquercetina 1625+51 351497 794+34 319+21
Mircetina 30+7 <LOQ 5042 45+2
Carnosol <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Acido clorogénico 3,4+0,1 <LOQ <LOQ <LOQ

'Extrato obtido por Soxhlet (etanol-4gua como solvente);

Extrato obtido por Extragdo Supercritica (300 bar, 55 °C e 15% etanol-agua
como cossolvente);

3Extrato obtido por Extragdo com Liquido Pressurizado (100 bar, 80 °C, etanol-
agua como solvente, em modo dindmico de extracdo);

4Extrato obtido por Extragio com Liquido Pressurizado (100 bar, 80 °C, etanol-
agua como solvente, em modo estatico de extracao);

*- composto nio identificado;

*<LOQ = concentragdo média (ug.mL") inferior ao limite de quantificagdo.

Os acidos ferulico, galico e elagico, assim como fora observado
para a casca, também se apresentaram como alguns dos compostos
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fenodlicos majoritarios em folha de feijoa, juntamente com a catequina e a
isoquercetina. Os resultados observados no presente trabalho estdo em
consonancia com os resultados observados por Poodi et al (2018), onde
os autores, apds submeterem as amostras & EAU, identificaram os acidos
ferulico e galico, além de catequina e quercetina como majoritarios.

A catequina (Figura 34) ¢ um composto fendlico pertencente a
classe dos flavan-3-6is e conhecida por representar o maior grupo de
compostos bioativos encontrados em cha verde e cha preto (NOWACK;
OLECH; NOWACKA, 2014; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Figura 34 - Estrutura quimica da catequina.

Fonte: SIGMA-ALDRICH (2018)

Dentre as propriedades bioativas da catequina, destacam-se as
atividades anticancer (AHMAD; MUKHTAR, 1999), antibacteriana
(JUNEJA et al., 2007; NAKAYAMA et al., 2012) e antioxidante (RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

A isoquercetina (Figura 35), também conhecida como quercetina
glicosilada, ¢ um composto fendlico pertencente a classe dos flavonois e,
embora ndo tenha sido identificada em folhas de feijoa até o presente
trabalho, apresenta-se como um dos compostos fenolicos majoritarios em
folhas de goiaba (METWALLY et al., 2010), uma mirtacea, assim como
a feijoa.

Vongsak et al (2013) avaliaram a atividade antioxidante de
extratos de folhas de acécia-branca, obtidos por diferentes métodos de
extragdo, a baixa pressdo. Os resultados de atividade antioxidante mais
proeminentes, sendo avaliados pelos métodos DPPH ¢ FRAP, foram
observados no extrato obtido por maceragdo e com a mistura etanol-agua
(70:30 v/v) como solvente. O aumento na atividade antioxidante dos
extratos foi diretamente proporcional ao aumento de isoquercetina, o
composto fendlico majoritario nas folhas de acacia-branca.
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Além de alta atividade antioxidante, a isoquercetina também ¢
um composto fenolico com alta atividade antiviral.

No trabalho conduzido por Kim; Narayanan; Chang (2010), os
autores avaliaram a atividade de alguns compostos fenolicos, tais como
quercetina, rutina, resveratrol e isoquercetina, contra o virus influenza.
Como resultado, a analise in vitro indicou uma alta atividade por parte da
isoquercetina. Em seguida, testes in vivo foram realizados em ratos
infectados pelo virus influenza. Apos tratamento diario com 10 mg.kg!,
observou-se uma reducdo viral significativa nos ratos submetidos ao
tratamento, em compara¢do aos ratos que foram mantidos sem o
tratamento.

Figura 35 - Estrutura quimica da isoquercetina.

Fonte: SIGMA-ALDRICH (2018)
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5 CONCLUSOES

Os resultados alcangados no presente trabalho permitem afirmar
que tanto a casca, quanto a folha da feijoa sdo ricas fontes de compostos
bioativos, apresentando atividades antibacterianas e principalmente,
elevadas atividades antioxidantes.

Os métodos a baixa pressdo se mostraram eficazes, resultando
ndo apenas em alto rendimento global, mas em alto teor de compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante, com destaque para a técnica
convencional de Soxhlet, muito devido a alta temperatura, a qual ndo se
mostrou prejudicial aos extratos, e ao longo tempo de extragio,
permitindo um contato maior entre matriz vegetal e solvente, com
periddica renovagdo de solvente.

Os extratos obtidos com CO; supercritico produziram
rendimentos muito baixos, indicando a predominancia de compostos de
elevada polaridade na feijoa. Com isso, procedeu-se a aplicagdo de um
cossolvente polar (etanol, para a casca da feijoa e a mistura etanol-agua
para a folha). As diferentes concentragdes de cossolvente (5, 10 e 15%)
aplicadas para a casca, elevaram o rendimento global de forma
significativa, contudo, o mais alto teor de compostos fenolicos foi obtido
com 5% de cossolvente, indicando uma diminui¢ao na seletividade em
decorréncia do aumento na concentracdo de cossolvente. Embora o
extrato obtido pela ESC da casca de feijoa, com 5% de cossolvente, tenha
produzido extratos com baixos teores de CFT e baixa atividade
antioxidante, em comparacdo aos extratos obtidos pelos demais métodos
de extragdo, este mesmo extrato foi o Unico a apresentar atividade
bacteriostatica contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas e, na sua
concentracdo maxima de aplicagdo, apresentou eliminagdo de 99,9 % das
bactérias, permitindo caracterizar o extrato ndo apenas como agente
inibidor de crescimento bacteriano mas também, como agente bactericida.

O extrato obtido pela ESC da folha da feijoa, além de apresentar
atividade antibacteriana e bactericida, mostrou uma forte atividade
antioxidante, muito devido as proprias caracteristicas da matéria-prima,
mas também, ao cossolvente aplicado: para a folha, o cossolvente foi a
mistura etanol-agua.

A mistura etanol-agua, de fato, foi a melhor op¢do de solvente,
em termos de rendimento e seletividade. Em todas as técnicas, os
resultados mais proeminentes foram obtidos justamente quando do uso
deste solvente, evidenciando a versatilidade de solventes de diferentes
polaridades na recuperagdo de compostos bioativos de fontes vegetais.
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Os extratos obtidos pela ELP apresentaram os mais elevados
rendimentos e seletividade, com resultados superiores aos obtidos por
Soxhlet. Embora as altas temperaturas aplicadas em ambas as técnicas
sejam proximas, a elevada pressdo da técnica ndo-convencional foi fator
de fundamental importancia. Como resultado, uma economia de
aproximadamente 5 h de reagdo pdde ser observada.

Para as extragdes com a folha por ELP, uma sequéncia de ensaios
foi realizada em regime estatico, substituindo-se o tempo total em regime
dindmico por 2 ciclos em regime estatico. Por fim, extratos foram obtidos
com atividades antioxidantes estatisticamente semelhantes aos obtidos
em regime dindmico, todavia, com uma economia 150 % de solvente, em
volume, aproximando ainda mais dos preceitos da quimica verde.

O método de correlagdo de Pearson foi utilizado para verificar a
correlacdo entre os compostos fenodlicos totais e as atividades
antioxidantes doadoras de hidrogénio e redutoras do ion férrico nas
amostras. Os altos valores do r de correlagdo, em conjunto com os baixos
valores de p, atribuem aos compostos fendlicos totais, as elevadas
atividades antioxidantes dos extratos.

O perfil quimico dos compostos fendlicos foi realizado com o
intuito de identificar os principais compostos presentes na casca e na folha
da feijoa. Os 4acidos fenolicos galico, elagico e ferulico foram os
compostos majoritarios identificados e devidamente quantificados nos
extratos de casca de feijoa. Catequina, um flavan-3-ol, e isoquercetina,
um flavonol, foram os compostos majoritarios, os quais foram
identificados e quantificados na folha de feijoa, juntamente com os acidos
galico, elagico e fertlico. Os teores, embora estejam em acordo com a
literatura, sdo baixos em comparagdo ao elevado teor de compostos
fenolicos totais, permitindo atribuir majoritariamente aos taninos
condensados, polimeros de alto peso molecular, presentes em abundancia
na casca de feijoa, mas ndo identificados pela cromatografia, a alta
atividade antioxidante dos extratos.

Com base nos estudos realizados, pode-se concluir que as
técnicas a alta pressdo foram muito eficazes na obtengdo de extratos
bioativos de casca de feijoa, um residuo industrial da produgdo de sucos,
e da folha da feijoa, colocando-as como alternativas viaveis, em termos
econdmicos e sustentaveis, para a agregacao de valor a esta rica fonte de
compostos bioativos que ¢ a feijoa.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar os residuos solidos pos-extragio;

e Avaliar a eficacia de outras técnicas ndo-convencionais de
extragdo, tais como a Extragdo Assistida por Micro-ondas
(EAM) e a Extragio com Agua Subcritica, na obtengdo de
extratos bioativos de feijoa;

e Avaliar outras propriedades bioativas da feijoa, buscando uma
agregacao de valor ainda maior para a fruta.
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APENDICE

Figura 36 - Curva analitica de 4cido galico para utiliza¢do no calculo de CFT
nos extratos da casca e folha de feijoa.
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Tabela 27 - Diagrama simplificado de preenchimento dos tubos na analise de
CFT pelo Método de Folin-Ciocalteu.

Reagente Branco Amostras (em triplicata)
Agua destilada (uL) 800 790
Solugdo de extrato (uL) - 10
Reagente de Folin-Ciocalteu (uL) 50 50
Aguardar ao menos 3 minutos e ndo mais que 8 minutos
Carbonato de sédio (uL) 150 150
Homogeneizar.

Deixar em repouso por 2 h em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Ler a absorbancia em espectrofotometro a 760 nm.
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Tabela 28 - Diagrama simplificado de preenchimento dos tubos no método
antioxidante de captura do radical DPPH.

Amostras (em triplicata)

Reagentes Concentragdo (pg/mlL)
0 5 10 50 125 250 500
Solvente
(uL) 2500 2487,5 2475 2375 2187,5 1875 1250
Solugdo-
mae (uL) 0 12,5 25 125 312,5 625 1250
DPPH (pL) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Brancos da amostra
Solvente
(uL) 3500 3487,5 3475 3375 3187,5 2875 2250
Solugdo-
mae (uL) 0 12,5 25 125 312,5 625 1250

Figura 37 - Curva analitica de Trolox para utiliza¢do no calculo de atividade
antioxidante nos extratos da casca e folha de feijoa pelo método FRAP.
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Tabela 29 - Diagrama simplificado de preenchimento dos tubos no método
antioxidante de redug@o de ion férrico (FRAP).

Amostras FeCl; Solvente da Solucio-mae TPTZ
(em triplicata) 3mM amostra de extrato

1 200 pL - 200 uL 3,6 mL
1 200 pL - 200 pL 3,6 mL
1 200 pL - 200 uL 3,6 mL

Branco 200 pL 200 pL - 3,6 mL




