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RESUMO

A goiaba (Psidium guajava L.) é uma fruta popular em paises
tropicais, podendo ser consumida in natura ou transformada em diversos
produtos. Tanto a polpa da goiaba quanto sua fracdo residual apresentam
elevado teor de substincias antioxidantes, como compostos fenolicos e
carotenoides. Tais compostos podem ser isolados e utilizados para
diversas aplicagdes. Porém, as técnicas convencionais de extragdo ndo
podem ser usadas comercialmente, devido a falta de praticidade e as
grandes quantidades de solventes toxicos utilizadas. Por esta razdo, existe
um interesse crescente nas tecnologias de extracdo consideradas verdes.
No presente trabalho foram obtidos extratos ricos em fenolicos e
carotenoides a partir da polpa e do residuo de goiaba por meio de
diferentes técnicas verdes de extragdo: extragdo assistida por ultrassom
(EAU), extracdo por liquido pressurizado (PLE) e extracdo por ultra-
turrax (UTE). Os extratos foram caracterizados quanto ao teor de
fitoquimicos, perfil de fenolicos, teor de B-caroteno e licopeno e atividade
antioxidante in vitro. Os compostos foram extraidos a partir de polpa e
residuo de goiaba em po6 (PGP e RGP, respectivamente). Os fendlicos
foram extraidos com uma mistura etanol:agua (30:70, v/v) como solvente,
na propor¢do de 1 g de amostra para 15 mL de solvente, por EAU
utilizando-se um ultrassom de sonda (5 min a 25 °C) e um ultrassom de
banho (30 min a 25 °C), PLE (30 min, 60 °C, 10 Mpa) e UTE (1 h, 25 °C).
Os carotenoides foram extraidos com acetato de etila por maceragido (ME)
¢ EAU com ultrassom de sonda (5 min a 25 °C) e de banho (30 min a 25
°C). Os extratos fendlicos da polpa de goiaba apresentaram um maior teor
de fenolicos totais comparados aos extratos do residuo de goiaba e estes
resultados foram independentes do método de extragdo. Os extratos do
residuo de goiaba apresentaram teores maiores de flavonoides, flavondis
e taninos condensados. A EAU por sonda foi o método de extracdo que
apresentou o maior teor de fendlicos totais para a polpa de goiaba (2348,2
mg AGE 100 g), sendo identificados 34 diferentes compostos fendlicos,
com o acido elagico, acido galico, acido vanilico e quercetina como
majoritarios. Para o residuo de goiaba, a PLE foi a técnica mais eficiente,
com o extrato obtido apresentando um teor de fendlicos totais de 2266,0
mg AGE 100 g'. Nas amostras obtidas por PLE foram identificados 39
compostos fenolicos. Os extratos com o maior teor de fendlicos totais
também obtiveram maior atividade antioxidante, por todos os métodos
testados. Para a extrag@o de carotenoides da polpa de goiaba, a ME e a
EAU por ultrassom de banho foram observados os maiores teores de



licopeno (107,6 mg 100 g' e 135,0 mg 100 g, respectivamente) e f-
caroteno (4,763 mg 100 g’ e 2,179 mg 100 g, respectivamente). Este
extrato também apresentou o maior teor de carotenoides totais, maior
atividade antioxidante por todos os ensaios e coloragdo mais intensa. Para
o residuo de goiaba, a EAU por ultrassom de banho foi a técnica mais
eficiente (licopeno = 76,64 mg 100 g, B-caroteno = 3.264 mg 100 g).
Dessa forma, a EAU se mostrou um método eficaz para a extracdo de
carotenoides da polpa e do residuo de goiaba. Os pds de goiaba
mostraram-se uma fonte rica em compostos antioxidantes, podendo ser
usados como ingredientes em alimentos funcionais.

Palavras-chave: extragdo assistida por ultrassom, liquido pressurizado,
ultra-turrax, atividade antioxidante, LC-ESI-MS/MS.



ABSTRACT

Guava (Psidium guajava L.), a popular fruit in tropical countries, can be
consumed in natura or transformed into several products. Evidences
indicate that both the pulp and the waste fraction of guava present a high
content of antioxidant substances, such as phenolic compounds and
carotenoids. Such substances can be isolated from their natural sources
and used in many applications. However, the conventional extraction
techniques cannot be used commercially, due to the lack of practicality
and to the high amount of toxic solvent used. Therefore, these techniques
are being replaced by green technologies. The objective of this work was
to obtain phenolic- and carotenoid-rich extracts from guava’s pulp and
processing waste using different green extraction techniques: ultrasound-
assisted extraction (UAE), pressurized liquid extraction (PLE), and ultra-
turrax extraction (UTE). The extracts were characterized for their
phytochemical content, phenolic profile, P-carotene and lycopene
content, and in vitro antioxidant activity. The compounds were extracted
from guava’s pulp and waste powders (GPP and GWE, respectively). The
phenolics were extracted with a mixture of ethanol:water (30:70, v/v) as
solvent, in the proportion of 1 g of sample to 15 mL of solvent, by probe-
type UAE (5 min at 25 °C) and bath-type UAE (30 min at 25 °C), PLE
(30 min, 60 °C, 10 MPa), and UTE (1 h, 25 °C). The carotenoids were
extracted with ethyl acetate by maceration (ME), probe-type UAE (5 min,
25 °C), and bath-type UAE (30 min, 25 °C). The phenolic extracts from
guava’s pulp presented a higher total phenolic content compared to the
extracts from guava’s waste regardless of the extraction method. On the
other hand, the waste extracts were more concentrated in flavonoids,
flavonols, and condensed tannins. Probe-type UAE was the extraction
method that yielded the highest total phenolic content from guava’s pulp
(2348.2 mg GAE 100 g). In this extract, a total of 34 different phenolics
was identified, with ellagic acid, gallic acid, vanillic acid, and
isoquercetin as the major ones. For guava waste, PLE was the most
efficient extraction technique, presenting a total phenolic content of
2266.0 mg GAE 100 g, where 39 different phenolic compounds were
identified. The extracts with higher phenolic content also had higher
antioxidant activities, by all the assays tested. For carotenoid extraction
from guava’s pulp, ME and bath-type UAE obtained the highest contents
of lycopene (107.6 mg 100 g'' and 135.0 mg 100 g”!, respectively) and B-
carotene (4.763 mg 100 g and 2.179 mg 100 g, respectively). This
extract also presented the highest total carotenoid content, antioxidant



activity, and most intense color. For guava’s waste, bath-type UAE was
the most efficient technique (lycopene = 76.64 mg 100 g, B-carotene =
3.264 mg 100 g™"). Therefore, UAE showed to be a suitable alternative for
the extraction of carotenoids from guava’s pulp and waste. Guava’s
powders demonstrated to be a rich source of antioxidant compounds, and
they may be used as ingredients in functional food.

Keywords: ultrasound assisted extraction, pressurized liquid, ultra-
turrax, antioxidant activity, LC-ESI-MS/MS.
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APRESENTACAO

Desde sua concepgao, este trabalho objetivou a exploragdo das principais
classes de compostos bioativos da goiaba. Esta fruta, classificada como
exotica em varias partes do mundo, é extremamente popular no Brasil,
pais que ocupa a terceira posicdo no ranking de maiores produtores
mundiais de goiaba. Apesar disso, a literatura ndo ¢ tdo vasta no que diz
respeito a composigao e ao perfil de compostos fendlicos e carotenoides
da goiaba, duas classes de substincias com propriedades antioxidantes.
Além disso, algumas evidéncias apontadas na literatura davam indicios
de que o residuo de processamento desta fruta poderia carrear ainda uma
grande quantidade dos compostos citados. Portanto, estudar mais a fundo
a composi¢ao de bioativos da goiaba para, especialmente, valorizar sua
fracdo residual, foi a principal diretriz para o desenvolvimento deste
projeto de mestrado. Para isso, decidimos trabalhar tanto com a polpa
quanto com o residuo de goiaba para que conseguissemos entender como
estas duas fragGes diferem em termos de bioativos.

Para recuperar os fenolicos e os carotenoides destas duas
matérias-primas (polpa e residuo), um método de extragdo precisava ser
conduzido. Na busca pelo processo mais adequado, nos deparamos com
metodologias convencionais, ja bem elucidadas, mas que pecavam pelo
uso elevado de solventes organicos toxicos e pela falta de aplicagdo
comercial. Diante disso, decidimos criar uma outra diretriz para esse
trabalho: o estudo de técnicas alternativas de extrag¢do, visando-se a
diminui¢@o do uso destes solventes e o desenvolvimento de métodos que
possam futuramente serem usados em larga escala pelas industrias.

Com as diretrizes em mente, realizamos uma sequéncia de testes
preliminares para decidir tanto as melhores condi¢des de secagem para a
transformacdo da polpa ¢ do residuo da goiaba em pos, quanto as
condig¢des experimentais de cada processo de extragdo que garantiriam os
maiores teores dos compostos de interesse.

Estabelecidas as condigdes, o projeto foi organizado em trés
partes. Na primeira, que corresponde ao capitulo 2 dessa dissertagdo,
focamos na exploragdo da composicdo fitoquimica e do perfil fenolico da
polpa e do residuo de goiaba. Nesta etapa, buscamos entender se a polpa
e o residuo de goiaba possuem uma composi¢do de compostos fenolicos
que as tornem aptas a serem utilizadas como ingredientes em alimentos
funcionais. Utilizamos a extrac¢do assistida por ultrassom de sonda para
obter extratos ricos em fenolicos. Esta foi a primeira vez que esta técnica
foi usada para a goiaba e seus subprodutos. Os resultados deste
experimento nos mostraram que tanto os pds quanto os extratos obtidos
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de polpa e de residuo de goiaba se mostraram matérias-primas com altas
concentragdes fitoquimicos e perfis fendlicos que apresentaram uma
grande variedade de compostos com propriedades antioxidantes. De
posse de tais resultados, concluimos que a goiaba ¢ uma superfruta e que
tanto a polpa quanto o residuo da mesma podem ser potenciais
ingredientes funcionais.

Sabendo-se da rica composigao de fendlicos que a goiaba possui,
na segunda parte do trabalho, nosso objetivo era estudar as possiveis
técnicas para a recuperagdo destes compostos. Nesta etapa, buscavamos
responder se as técnicas ndo-convencionais de extra¢do seriam capazes
de nos fornecer extratos ricos em compostos fendlicos, de forma a se
aproveitar a0 maximo o que nossa matéria-prima de interesse tem a
oferecer. Para isso, testamos as extragdes por ultra-turrax, por banho
ultrassonico e por liquido pressurizado. Os resultados apontaram para
dados interessantes, uma vez que os fendlicos da polpa foram extraidos
em maior nimero e quantidade quando a extragdo por ultra-turrax foi
utilizada. Em contrapartida, a extrag@o por liquido pressurizado foi aquela
que conseguiu recuperar o maior teor fendlicos a partir do residuo. A
extragdo por ultrassom de banho também obteve resultados satisfatorios,
se mostrando um meio-termo entre as duas outras técnicas. Esta etapa do
trabalho nos mostrou que as técnicas verdes de extragdo sdo capazes de
recuperar os fendlicos da polpa e do residuo de goiaba com alta eficiéncia,
utilizando-se uma quantidade reduzida de solvente e tecnologias
possiveis de serem usadas a nivel comercial.

Ap6s explorarmos os compostos fendlicos da polpa e do residuo
de goiaba, havia chegado a hora de explorar o outro grupo de compostos
antioxidantes que esta fruta também possui, os carotenoides. Portanto, a
terceira etapa deste trabalho teve como foco a extragdo e a caracterizagao
dos carotenoides da goiaba por meio de uma técnica ndo-convencional, a
extragdo por ultrassom, utilizada pela primeira vez para a extragdo de
carotenoides nesta matéria-prima. Para isso, utilizamos tanto a sonda
quanto o banho ultrassdnico e comparamos ambos com a maceragio, o
protocolo classico. O banho ultrassonico se mostrou uma técnica
extremamente eficaz na recuperagdo dos carotenoides de ambas as
fracdes, especialmente se considerarmos o teor de licopeno. A secagem
da polpa e do residuo de goiaba também se mostrou uma boa alternativa
para aumentar a disponibilidade dos carotenoides quando comparada a
extragdo utilizando-se amostras frescas, sendo possivel, dessa forma, a
recuperagdo de uma quantidade mais elevada de compostos como
licopeno e -caroteno.
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INTRODUCAO

A goiaba ¢ tipica de regides tropicais, sendo o Brasil o terceiro
maior produtor desta fruta no mundo, com uma produgdo de mais de
400.000 ton por ano. Os Estados de Sdo Paulo, Bahia, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul e Parana s3o os maiores produtores no pais, concentrando
69% do volume total da produgdo nacional (KIST, 2018).

Do volume total de goiaba processada no pais, os residuos (cascas,
sementes e polpa residual) representam em torno de 30%, o que
corresponde a aproximadamente 68.468 ton (TRIECHEL, 2016; KIST,
2018). O residuo gerado apresenta uma consideravel concentragdo de
fendlicos e carotenoides. Quando isolados de suas fontes naturais, seja da
polpa da fruta ou do residuo do processamento, estes compostos podem
ser aplicados como corantes alimenticios naturais pela industria de
alimentos e/ou como antioxidantes que podem ser incorporados a
medicamentos, cosméticos e alimentos funcionais com a funcdo de
retardar a oxida¢do de produtos com alto teor lipidico. Portanto, o
reaproveitamento dos mesmos surge como uma possibilidade de agregar
valor a este subproduto, além de diminuir os niveis de emissao de residuos
industriais (CHANG et al., 2018).

Nas frutas, dois grupos de compostos que apresentam atividade
antioxidante se destacam. O primeiro deles, os fendlicos, sdo responsaveis
pelas caracteristicas sensoriais de adstringéncia e amargor das frutas (SHI
et al., 2005). Podem ser subdivididos em acidos fendlicos, antocianinas,
flavonoides simples e flavonoides compostos. O teor de fendlicos totais
de 62 frutas foi analisado por Fu et al. (2011). As trés frutas que
apresentaram as maiores concentragdes destes compostos foram a jujuba
(Ziziphus jujubas), com 585,52 mg de AGE/100g, a fruta-do-conde
(Annona squamosa), com 405,41 mg de AGE 100 g e a goiaba (Psidium
guajava), com 194,11 mg de AGE 100 g

O segundo grupo de compostos que possui atividade antioxidante
em frutas sdo os carotenoides, uma classe de pigmentos que conferem
coloragdo que varia entre o amarelo e o vermelho (PHAN-THI; WACHE,
2014). Neste grupo, o licopeno ¢ aquele que apresenta a maior atividade
antioxidante e, devido a isso, diversos estudos relacionam o consumo de
produtos ricos neste composto com a reducdo do risco de
desenvolvimento de cancer de prostata (BEYNON et al., 2018; JIANG et
al., 2018). Na grande maioria destas pesquisas, o tomate e seus derivados
tém sido utilizados como fonte deste carotenoide (PHINNEY etal., 2017,
DOLATABADI et al., 2016; HO et al., 2015). Porém, o tomate ndo ¢ a



fruta que possui a maior concentragio de licopeno (35 ug g!). As frutas
que contém o maior teor deste composto sdo a pitanga (Eugenia uniflora),
com 74 ug ¢! e a goiaba vermelha (Psidium guajava L.), com 52 pg g’!
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Para o isolamento de fendlicos e carotenoides de suas fontes
naturais e posterior aplicacdo em diferentes matrizes, é necessaria a
condugdo de um processo de extracdo. As metodologias convencionais de
extracdo, apesar de ja serem bem elucidadas e ndo necessitarem de
aparatos sofisticados, utilizam solventes organicos toxicos, como hexano
e éter de petroleo, que podem gerar danos ao meio ambiente e a satide dos
manipuladores (SELVAMUTHUKUMARAN; SHI, 2017).

Dessa forma, uma gama de novas tecnologias vem sendo estudadas
com o objetivo de substituir estas técnicas. Trés técnicas promissoras sao
a extragdo assistida por ultrassom (banho e sonda), a extrag¢do por ultra-
turrax e a extragdo por liquido pressurizado. A extragdo assistida por
ultrassom permite a utilizagdo de uma quantidade menor de solvente,
além de ocorrer a uma velocidade mais rapida e a temperaturas brandas.
A extragdo por ultra-turrax também promove uma diminui¢do no uso de
solventes, promovida por uma maior eficiéncia de liberagdo dos
compostos devido ao uso de rotagdo de alta velocidade. A extragdo por
liquido pressurizado, por sua vez, faz uso de altas temperaturas (até 200
°C), o que diminui a viscosidade do solvente, aumentando sua capacidade
de solubilizag¢do do analito, em combinagdo com altas pressdes (35 a 200
bar), que ajudam no rompimento das interagdes entre a matriz € os
compostos-alvo. Dessa forma, estas trés tecnologias sdo consideradas
mais ambientalmente amigaveis em comparagdo as técnicas classicas de
extragdo que utilizam grandes quantidades de solventes toxicos
(SELVAMUTHUKUMARAN; SHI, 2017).

Na literatura, poucos estudos investigaram novas tecnologias de
extragdo de compostos fenodlicos e de carotenoides a partir da goiaba e,
principalmente, seus subprodutos. Uma busca nas plataformas Scopus,
ScienceDirect e Periddicos Capes foi realizada, utilizando-se as palavras-
chave guava, lycopene, carotenoids, phenolics, ultrasound, pressurized
liquid e extraction, no periodo entre 1970 e 2019. Foram encontrados 3
trabalhos que utilizaram a extragdo por ultra-turrax para extrair os
fenolicos da polpa e da casca de goiaba (THAIPONG et al., 2006) ¢ da
goiaba inteira (MUSA et al., 2011; MUSA et al., 2015). A extracdo
assistida por ultrassom de banho foi usada em 4 trabalhos para extrair os
fenodlicos da casca e da polpa de goiaba (ROJAS-GARBANZO et al.,
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2017) e da goiaba inteira (MUSA et al., 2011, MUSA et al., 2015;
MORENO et al., 2014).

Nao foram encontrados trabalhos que utilizaram a extragdo por
ultra-turrax para a obtencdo de fenolicos da fracdo residual total do
processamento da goiaba. Também ndo foram encontrados estudos que
realizaram a extragdo de fenodlicos desta matéria-prima por meio da
utilizagdo de liquido pressurizado e de extragao assistida por ultrassom de
sonda. A extragdo por ultrassom também nunca havia sido empregada
para a obtencdo de carotenoides da polpa e do residuo de goiaba.

Dessa forma, este trabalho contribuiu para a exploragdo de uma
matéria-prima ainda pouco estudada em relac@o aos topicos abordados. A
obtenc¢do e caracterizagdo de extratos ricos em carotenoides e fendlicos a
partir da polpa e do residuo de processamento da goiaba permitirdo o
desenvolvimento de novas formula¢des com alegacdes funcionais, dentre
outras aplicagdes. Além disso, o uso da fragdo residual agregara valor a
este subproduto, evitando que o mesmo seja disposto no meio ambiente.
Por fim, o estudo das metodologias de extracdo assistida por ultrassom,
ultra-turrax e por liquido pressurizado possibilitardo uma redugdo do
impacto ambiental que os métodos convencionais ocasionam, além de
possibilidade o desenvolvimento de novos métodos de extragdo com
aplica¢des industriais.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Extrair e caracterizar os compostos fenolicos e carotenoides da
polpa e do residuo de goiaba para valorizar a fracdo residual do
processamento desta fruta, através do uso de técnicas de extracdo menos
agressivas ao meio ambiente.

Objetivos especificos

e Obter os po6s da polpa e do residuo (sementes, casca e polpa
residual) da goiaba in natura por meio de uma despolpadeira
laboratorial e por uma estufa de secagem com circulagio forcada
de ar;

e  Analisar a morfologia dos p6s obtidos por microscopia eletronica
de varredura;

e  Extrair os compostos fenolicos dos pds de polpa e residuo por
extragdo assistida por ultrassom de sonda e de banho, por
extragdo por ultra-turrax e por extragdo por liquido pressurizado
utilizando-se uma mistura de agua e etanol como solvente;

e Determinar o teor de fenolicos totais por Folin-Ciocalteu e por
Prussian Blue, flavonoides totais, flavondis totais e taninos
condensados nos extratos fendlicos obtidos de cada método de
extracao;

o Identificar e quantificar os compostos fendlicos por LC-ESI-
MS/MS dos extratos;

e  Extrair e determinar o teor de carotenoides a partir dos pds de
polpa e residuo por maceragdo, por extracdo assistida por
ultrassom de sonda e de banho, e identificar e quantificar o teor
de licopeno e B-caroteno por HPLC;

e Determinar a cor dos extratos de carotenoides;

e Determinar a atividade antioxidante in vitro pelos métodos
DPPH, DPPH modificado, ABTS e FRAP nos extratos ricos em
carotenoides e fendlicos obtidos de cada método de extragio;

o Comparar os resultados para determinar quais as técnicas mais
adequadas para a extragdo de fendlicos e carotenoides.






34

CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 GOIABA

1.1.1 Historico e Botanica

A goiabeira ¢ originaria do continente americano, onde
acredita-se que tenha surgido no territorio que se estende do México
meridional até a América Central. Esta arvore foi domesticada ha
mais de 2000 anos. Em 1526, foi relatado o primeiro cultivo
comercial de goiaba, nas ilhas caribenhas. Posteriormente, o cultivo
de goiaba foi difundido até as Filipinas e Indias, através de
exploradores espanh6is (JOSEPH; PRIYA, 2011).

A goiabeira, que pertence a familia Myrtaceae, é uma arvore
de baixa estatura, variando entre 3 e 10 m de altura, com galhos
proximos ao chdo. Seus frutos usualmente medem entre 4 ¢ 12 cm
em didmetro e pesam de 100 a 450 g, possuindo uma casca fina de
coloragdo que varia de verde claro a amarelo brilhante. A polpa da
fruta varia de acordo com a variedade da goiaba, com coloragdes que
vao do branco ao vermelho, sendo a goiaba vermelha superior a
branca em termos de aroma, sabor e valor nutricional (Figura 1.1). O
sabor da fruta é normalmente doce ou levemente acido, dependendo
de seu estagio de maturacdo, enquanto o aroma varia de fraco a
pungente. A polpa da goiaba ¢ macia e possui sementes pequenas,
numerosas, duras e de coloragdo levemente amarelada. Alguns
cultivares de goiaba sem semente estdo disponiveis em alguns paises
(JOSEPH; PRIYA, 2011).



Figura 1.1 — Goiaba branca e vermelha

Fonte: Produce Oasis (2017)

A goiabeira apresenta alta tolerancia a diversas condigdes
climaticas, adaptando-se de forma satisfatoria a climas tmidos e
secos, entre o nivel do mar e 2.100 m de elevacdo. As condi¢des
otimas para o cultivo da goiaba sdo temperaturas variando entre 20 e
30° C e precipita¢do pluvial variando de 1.000 a 2.000 mm. Em areas
onde a umidade relativa ¢ alta, a qualidade da fruta diminui, uma vez
que a melhor qualidade é atingida quando a maturagdo da goiaba
acontece em periodos secos (POMMER; MURAKAMI, 2009).

A goiaba ¢ muito consumida na América Latina, tanto in
natura quanto na forma de sucos, geleias, doces em compota, doces
em barra, recheios de torta, molhos e incorporada a produtos lacteos,
produtos de panificagdo, cereais matinais e diversas receitas. Em
alguns paises tropicais, suas raizes, cascas, folhas e a fruta verde sao
utilizadas como fitoterapicos em casos de gastroenterite, diarreia e
disenteria. Além disso, folhas inteiras sfo, em alguns casos,
mastigadas com o objetivo de aliviar dor de dente (JOSEPH; PRIYA,
2011).
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1.1.2 Producao e Consumo

A China e a India sio os maiores produtores de goiaba. O
Brasil, que ¢ o terceiro maior produtor mundial desta fruta, produziu
414.960 ton em uma area colhida de 17.119 ha, no ano de 2016
(KIST, 2018).

A exportagdo desta fruta também ¢ significativa. Em 2017,
um total de 142.689 kg de goiaba in natura e desidratada foi
exportada, gerando US$ 344.475 (KIST, 2018). Em Santa Catarina,
a producdo de goiaba se concentra na cidade de Biguacgu, localizada
na regido metropolitana de Floriandpolis, com uma produgéo de 30
ton em uma area plantada de 4 ha, no ano de 2015 (IBGE, 2015).

De acordo com Triechel (2016), 55% do volume total de
goiaba produzido no Brasil ¢ destinado ao processamento e as perdas
durante o processo, que corresponde as cascas e sementes da fruta,
além de polpa residual, correspondem a 30% do volume total
processado. Portanto, considerando que a producdo brasileira de
goiaba corresponde a 414.960 ton, um volume de 228.228 ton ¢
processado pela industria, gerando aproximadamente 68.468 ton de
residuos.

O gerenciamento de residuos sdlidos € um grande desafio
para as induastrias de alimentos, principalmente aquelas que
apresentam grandes perdas em seus processos, como a industria de
frutas. O tratamento de residuos orgédnicos possui elevado custo em
funcdo de sua composi¢do complexa. Portanto, para se evitar que
subprodutos atinjam a estacdo de tratamento das empresas, ¢
essencial que os mesmos sejam reaproveitados. Devido a composi¢ao
da goiaba, um manejo improprio de seus subprodutos pode levar a
multiplicacdo de micro-organismos, acelerando as reagdes de
deterioragdo. Além disso, alguns estudos ja apontaram evidéncias de
que o residuo de goiaba é rico em compostos com propriedade
antioxidante, como fenodlicos e carotenoides e, portanto, deve ser
destinado apropriadamente visando-se novas aplicagdes (SOUZA et
al., 2011; CASTRO-VARGAS et al., 2010).

1.1.3 Composicao

Em muitos paises tropicais, a goiaba € utilizada na medicina
popular para o tratamento de disenteria, dores no estdmago, vertigem,
hemorragias, dentre outros (JOSEPH; PRIYA, 2011; KAMATH et

al., 2008). A alegacdo dos efeitos benéficos relacionados a goiaba



pode ser explicada através da analise de seu valor nutricional (Tabela
L.1).

Tabela 1.1 - Composic¢ao nutricional da goiaba vermelha (porgdo de 100 g)

Componente Teor
Calorias (kcal) 54
Carboidratos (g) 13,0
Proteinas (g) I,1
Lipideos (g) 0,4
Gorduras saturadas (g) 0,1
Gorduras poli-insaturadas (g) 0,3
Fibra alimentar (g) 6,2
Vitamina C (mg) 80,6
Calcio (mg) 4,5
Fosforo (mg) 15,4
Manganés (mg) 0,1
Magnésio (mg) 6,9
Ferro (mg) 0,2
Potassio (mg) 197,6
Zinco (mg) 0,1
B-caroteno (ug g) 3,74
Licopeno (ug g) 52,0
Fenolicos totais (mg AGE 194,11
100 g™)

Fonte: LIMA et al., 2004; PRADO et al., 2014; RODRIGUEZ-AMAYA et
al., 2008; Fu etal., 2011.

E possivel observar que, além de possuir baixo teor calérico,
a goiaba € uma fruta rica em diversos compostos que atuam de forma
positiva na satide humana, como a vitamina C, responsavel por ajudar
na prevencado e no tratamento do resfriado comum. Além disso, esta
fruta também apresenta em sua composi¢cdo o B-caroteno (3,74 ug g’
"), pigmento que possui proatividade de vitamina A, que estd
relacionada ao bom funcionamento da visdo, entre outras fungdes.
Outro carotenoide presente ¢ o licopeno, estudado por suas
propriedades antioxidantes (PRADO et al., 2014).
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Geralmente, o licopeno aparece relacionado a tomate e seus
derivados, porém, em relacdo a fruta in natura, a goiaba vermelha possui
uma concentrag¢do de licopeno ainda maior que o tomate. No tomate, o
teor de licopeno € 35 pg g, enquanto na goiaba é 52 ug g'. A tnica fruta
que supera a goiaba vermelha em relagdo a este componente ¢ a pitanga
madura, com 75 pg g de licopeno g de fruta (RODRIGUEZ-AMAYA
etal., 2008). Além da capacidade de diminuir as concentra¢des de radicais
livres nas células devido a seu poder antioxidante, diversos estudos
recentes tém relacionado a ingestdo do licopeno a uma menor incidéncia
de cancer de prostata (SOARES et al., 2017, BEYNON et al., 2018;
JIANG et al., 2018).

Além da composi¢do da fruta in natura, a fracdo residual da
goiaba também ja foi investigada. Souza et al. (2011) analisou, entre
outras frutas, a composi¢do da polpa e dos residuos industriais do
processamento de goiaba, com foco em compostos antioxidantes como
carotenoides e fenolicos. Para a extragdo de carotenoides foi utilizada
uma mistura de alcool isopropilico e hexano. Ja para os fenolicos, foi
realizada extracdo aquosa. De acordo com os resultados reportados, os
residuos apresentaram um teor de carotenoides totais de 644,9 ug 100 g
1,1,06 ug g de flavonoides, 75,90 mg 100 g de vitamina C e 24,63 mg
de AGE 100 g™ para fendlicos totais.

1.2 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos naturais com mais de
600 compostos ja reportados, responsaveis pelas coloragdes amarelo,
laranja e vermelho em frutas, vegetais e flores. Tais compostos podem ser
extraidos de suas fontes naturais para serem usados como corantes em
produtos alimenticios, bebidas, racdo animal, cosméticos e diversas
outras aplica¢cdes (PHAN-THI; WACHE, 2014).

Em organismos animais, os carotenoides possuem importantes
fun¢des que podem ser diferenciadas de acordo com suas estruturas
quimicas. Podem ser precursores de retinol, atuando como provitamina A
(B-caroteno e outros que possuem [-ionona na estrutura). Atuam também
como antioxidantes e na fotoprotecdo contra a radiacdo ultravioleta;
regulagdo da diferenciagdo celular, ciclo celular e apoptose (SAINI et al.,
2015). Para o licopeno, sdo reportadas alegacdes de protecdo contra
cancer devido as propriedades antioxidantes (BEYNON et al., 2018;
JIANG et al., 2018). Todas estas fungdes no organismo conferem ao



grupo dos carotenoides o status de compostos bioativos, o que justifica o
interesse industrial pelos mesmos (SAINI et al., 2015).

Os carotenoides possuem em suas estruturas uma série de ligagoes
duplas conjugadas, responsaveis por sua capacidade de absorver luz no
espectro visivel, além de sua reatividade quimica. A grande maioria dos
compostos dessa classe caracterizam-se como hidrocarbonetos poli-
insaturados contendo 40 atomos de carbono e dois sistemas de anéis
terminais. Dentro deste grupo, existem duas grandes divisdes - as
xantofilas, que possuem carbono, hidrogénio ¢ oxigénio na cadeia; e
carotenos, que possuem apenas carbono e hidrogénio, apresentando,
dessa forma, hidrofobicidade (AMBATI et al., 2014; GOUVEIA et al.,
2003).

Dentro do grupo dos carotenos, destacam-se o P-caroteno e o
licopeno. O B-caroteno € o principal precursor de vitamina A da natureza,
portanto, ¢ caracterizado como o mais importante caroteno na dieta
humana (SAINI; KEUM, 2018).

Por outro lado, o licopeno é conhecido por possuir um eficiente
mecanismo de desativacdo de oxigénio singlete. Acredita-se que esta
propriedade seja a principal causa pela qual o consumo de alimentos ricos
em licopeno tem sido associado a uma menor incidéncia de cancer de
prostata (SAINI; KEUM, 2018). Pitanga, goiaba, tomate e seus derivados,
melancia e mamao papaya sdo algumas importantes fontes de licopeno
(RODRIGUEZ-AMAYA etal., 2008). A estrutura quimica do licopeno ¢
mostrada na Figura 1.2.

Figura 1.2 — Estrutura quimica do licopeno

Fonte: PubChem (2017)

A atuacdo dos carotenos como antioxidantes pode ocorrer por meio
de dois mecanismos - desativagdo do oxigénio singlete (01) ou bloqueio
de radicais livres. A inativagdo do O} pode ocorrer por via quimica ou
fisica (KRINSKY; JOHNSON, 2005). Na via fisica, a energia do 03} ¢é
transferida para o carotenoide, portanto, o oxigénio volta para o seu
estado ndo-reativo, oxigénio triplete (03), enquanto o carotenoide, agora
em estado excitado, dissipa sua energia por meio de rotaco e vibragdo da
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molécula, permanecendo intacto e gerando energia térmica
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).

Por outro lado, na via quimica, o carotenoide reage quimicamente
com o oxigénio singlete, sendo destruido e, consequentemente, levando a
formagdo de produtos de oxidag@o. Devido a isso, a desativagdo fisica é
mais eficiente, pois o carotenoide ndo ¢ destruido e pode permanecer no
meio para continuar sua agdo protetora (RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).

No segundo mecanismo, os carotenoides bloqueiam radicais livres,
interrompendo reagdes de propagagao. Este tipo de reagdo pode acontecer
por transferéncia de elétrons, doagdo de um atomo de hidrogénio ou
adi¢do da molécula do carotenoide ao radical livre (SHAHIDI, 2015).

1.3 EXTRACAO DE CAROTENOIDES

Devido a presenca de ligacdes duplas em suas estruturas, os
carotenoides sdo altamente sensiveis a luz, oxigénio e altas temperaturas.
Quando produtos contendo um teor significativo de carotenoides sao
submetidos a processamentos que os expdem a tais fatores, estes
compostos usualmente passam pelo processo de isomerizacdo cis/trans,
ou podem se degradar, dependendo da intensidade do tratamento.
Portanto, deve-se evitar a exposi¢do dos carotenoides a fatores que podem
levar a sua degradagdo e perda de fungdo (STRATI; OREOPOULOU,
2016).

Estas mesmas preocupagdes devem ser levadas em consideragdo
quando os carotenoides sdo extraidos de suas fontes naturais para
aplicagdes posteriores. Os processos de extracdo exaustiva de
carotenoides geralmente envolvem diversas etapas. Primeiramente, a
matriz alimentar de onde o pigmento sera extraido sofre um pré-
tratamento, que pode ser fisico (moagem, desidratagdo), quimico
(tratamento com acidos, bases e surfactantes) ou biologico (uso de
enzimas). Em seguida, ha a ruptura das células do material para que o
pigmento seja liberado e extraido. Na sequéncia, pode-se ou ndo haver
um processo de saponificacio, seguindo-se com a separacao ¢ analise dos
carotenoides (SAINI; KEUM, 2018; RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Alguns pontos devem ser considerados para que se obtenha um
processo de extragdo bem-sucedido para esta classe de compostos.
Primeiramente, alguns materiais especificos com alto teor de 4gua podem
significar um problema, principalmente em extracdo por fluido
supercritico e liquido pressurizado, devido a natureza hidrofobica dos
carotenoides e de grande parte dos solventes utilizados. Portanto, é



recomendavel que as amostras sejam desidratadas antes do inicio do
processo de extragdo. Além disso, o conhecimento da estrutura dos
compostos de interesse nos materiais desidratados ¢ fundamental, uma
vez que os mesmos podem assumir conformagdes que dificultam a sua
liberagdo da matriz (SAINI; KEUM, 2018).

Alguns passos podem ser seguidos para a minimizacdo da
degradacdo e isomerizagdo de carotenoides durante os processos de
extracdo, armazenamento e analise. Sdo eles: adicdo de um neutralizante,
como carbonato de s6dio ou bicarbonato de sddio durante a extragdo para
que haja neutralizagdo de acidos liberados de alguns materiais vegetais,
pois estes podem levar a isomerizagdo; adi¢do de composto antioxidante
no solvente de extracdo; reducdo do tempo entre macerag¢do e extracao,
além de utilizacdo de temperaturas apropriadas; protecdo contra a
incidéncia de luz; armazenamento dos extratos em frascos adicionados de
nitrogénio, para a elimina¢do de oxigénio e prevengdo contra oxidagio
(SAINL; KEUM, 2018).

Outro ponto critico do processo de extragdo diz respeito a escolha
do solvente. Os solventes organicos mais utilizados para a extragdo de
carotenoides sdo acetona (log P = -0,26), cloroformio (log P = +2,00),
hexano (log P = +3,50), metanol (log P = -0,69) e acetato de etila (log P
= 0,23), sendo este ltimo considerado um solvente menos agressivo ao
meio ambiente, além de apresentar resultados similares aos obtidos com
n-hexano para a extragdo de carotenoides (YARA-VARON et al., 2016).
A escolha do solvente esta relacionada a polaridade dos carotenoides
alvos da extragdo. Licopeno e B-caroteno, por exemplo, sdo altamente
lipofilicos devido as suas estruturas ausentes de compostos polares.
Portanto, comumente o hexano ¢ o solvente usado para extrair estes
carotenoides. Porém, o mesmo apresenta alta toxicidade e pode causar
danos ao meio ambiente (AMORIM-CARRILHO et al., 2014).

Apds a extragdo dos carotenoides, ¢ comum a condugido de uma
etapa de saponificacdo. Este processo tem por objetivo a remogdo de
clorofilas e acidos graxos presentes na amostra que podem interferir na
analise cromatografica. Esta etapa ndo é obrigatoria e deve ser conduzida
apenas quando necessaria, uma vez que pode causar perdas quantitativas
devido a degradacdo dos carotenoides. Ja a analise cromatografica ira
permitir a quantificagdo e identificagdo dos carotenoides presentes no
extrato. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high
performance liquid chromatography) é largamente utilizada para este
proposito (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Como pode ser observado, durante o processo de obtencdo de
carotenoides, a extragdo caracteriza-se como o ponto mais critico do
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processo. Sdo muitas as varidveis que devem ser estudadas para a
obten¢do de extratos com caracteristicas desejaveis. Uma extracdo bem-
sucedida levara a um alto rendimento de carotenoides, com o minimo de
isomerizagéo, fazendo com que o composto permanega em sua forma
mais biodisponivel para as diversas aplicagdes possiveis.

1.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os fenodlicos sdo uma classe de compostos que inclui acidos
fenolicos, antocianinas e flavonoides simples e compostos. Possuem um
importante papel no que diz respeito ao aroma e sabor das frutas, uma vez
que sdo responsaveis pelas caracteristicas de adstringéncia e amargor
tipicas destes alimentos. Isto ocorre devido a interagdo entre os fendlicos
e as glicoproteinas presentes na saliva (SHI et al., 2005).

Os flavonoides sdo o principal subgrupo dentro dos polifendis,
com mais de 5.000 compostos diferentes. Sua estrutura basica ¢ formada
por dois anéis aromadticos, ligados por 3 carbonos, formando um
heterociclo oxigenado (GULCIN, 2012).

Ja os acidos fendlicos constituem em torno de 30% dos fenolicos
totais presentes em plantas nas formas livre e ligada (ROBBINS, 2003).
A forma ligada é frequentemente encontrada como ésteres, glicosideos e
complexos insoluveis (ROSS etal., 2009). Estes compostos sdo derivados
de acidos carboxilicos aromaticos, podendo ser originados do grupo acido
benzodico ou do grupo acido cindmico, com os derivados deste possuindo
maior eficiéncia no que diz respeito a atividade antioxidante (GULCIN,
2012). As estruturas quimicas de alguns dos principais acidos fendlicos e
flavonoides encontrados em frutas sdo mostradas na Figura 1.3.



Figura 1.3 — Estrutura quimica de alguns acidos fenolicos e flavonoides
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Os fenolicos sdao conhecidos por exibir atividade antioxidante, que
sera dependente de suas caracteristicas estruturais ¢ do meio onde sao
aplicados. No caso dos acidos fenodlicos, por exemplo, o nimero de
hidroxilas presente na estrutura dos mesmos ira ditar o poder antioxidante
da molécula. Além disso, a posicdo onde a hidroxila se encontra na
estrutura também determinara o poder antioxidante do composto, sendo a
localizagdo na posi¢do para superior em termos de acdo em comparagio
com a localizag@o nas posigdes orto e beta. (SHAHIDI, 2015).

O principal mecanismo pelo qual os fendlicos interrompem a
oxidagdo lipidica ¢ através da doagdo de atomos de hidrogénio a radicais
livres, interrompendo a propagagdo de reacdes em cadeia (SHI et al.,
2005). Este mecanismo € representado pela reagdo representada em [1],
onde ROO' ¢ o radical livre, enquanto AH ¢ a molécula antioxidante.

ROO + AH > ROOH + A [1]

Apos a estabilizagdo do radical livre por parte do fenolico, este
transforma-se em um radical fenoxil, que por sua vez ¢ estabilizado por
meio do deslocamento de elétrons nao-parecados ao redor do anel
aromatico (SHI et al., 2005).

Nunes et al. (2016) conduziram um experimento para verificar a
composi¢ao de fenodlicos da goiaba. Comparou-se o contetido fendlico de
p6 de goiaba desidratado através de secagem em estufa e po de goiaba
liofilizado. Neste estudo, 16 fendlicos foram identificados, com a
quercetina-3-o-rutinosideo e a naringenina representando 56% de todos
os fenolicos identificados.
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Ademiluyi et al. (2016) investigaram os fenodlicos de quatro
variedades de goiaba (branca gigante, branca pequena, sem casca e rosa).
O teor de fendlicos total encontrado variou de 44,8 (goiaba branca
pequena) a 66,1 mg AGE 100 g' (goiaba rosa). Além disso, foram
identificados 14 compostos fenolicos, sendo o acido rosmarinico,
eugenol, carvacrol, catequina e acido caféico os dominantes.

1.5 METODOS CONVENCIONAIS PARA A EXTRACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos sdo substincias que, apesar de ndo serem
essenciais ao funcionamento normal dos organismos vivos, podem
promover beneficios & saude caso sejam consumidos. Um dos mais
conhecidos beneficios relacionados aos bioativos € a a¢gdo antioxidante de
alguns de algumas classes de compostos, como os compostos fendlicos e
os carotenoides. O isolamento destas substancias de suas fontes naturais
permite a aplicacdo dos mesmos para o desenvolvimento de formulagdes
com propriedades funcionais (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Os métodos convencionais de extra¢do de carotenoides e fenolicos
baseiam-se na interagdo entre o solvente escolhido e o material de onde o
composto sera extraido. Alguns fatores-chave devem ser observados
quando se planeja um procedimento de extragdo, como a polaridade do
solvente, a difusdo do mesmo através da matriz, a interagdo entre o
composto alvo e o solvente e a estrutura da matriz. Além disso, a nivel
laboratorial, algumas técnicas de extracdo convencional, com a.
maceragdo, sdo geralmente usadas em pequena escala, quando se objetiva
uma quantifica¢do de compostos, uma vez que demandam muito tempo e
ha um alto consumo de energia, como no caso da extragdo por Soxhlet
(PRADO et al., 2014).

A utilizago de solventes acoplada a maceragdo é um dos métodos
mais classicos de extragdo de compostos bioativos. Esta técnica é simples,
econdmica, pois ndo requer equipamentos sofisticados, e ¢ relativamente
facil de ser conduzida. Outra vantagem da maceragao, principalmente se
comparada ao método de Soxhlet, ¢ a possibilidade de conduzir a mesma
a temperatura ambiente, evitando-se um dos fatores que leva a degradagéo
de muitos compostos, em especial os carotenoides (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999).

Em geral, esta extragdo consiste em varias etapas. Primeiramente,
o material que é fonte do composto passa por um processo de moagem,
reduzindo o tamanho de suas particulas para aumentar a area superficial,



objetivando-se facilitar a penetragdo do solvente na matriz. Em seguida,
o solvente selecionado ¢ adicionado ao material moido e esta mistura é
macerada até que todo o composto alvo seja extraido. Para que isto ocorra,
deve-se repetir este procedimento 2 ou 3 vezes para que a extracdo seja
eficiente. Para facilitar o processo de maceragdo, uma agitagdo ocasional
pode ser realizada, uma vez que se aumenta a difusdo e remove-se a
solugdo concentrada da superficie da amostra (RODRfGUEZ-AMAYA,
1999).

Porém, a macera¢do ¢ uma técnica quantitativa de extragdo de
carotenoides. Portanto, apesar de importante para o estudo do teor de
carotenoides em uma matriz, esta metodologia nao ¢ aplicavel em escala
industrial. Para se produzir extratos ricos em carotenoides e fendlicos para
aplicagdes comerciais, métodos mais rapidos e eficientes necessitam ser
empregados, tornando viavel o isolamento destes compostos de suas
fontes naturais.

1.6 METODOS NAO-CONVENCIONAIS PARA A EXTRACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS

Para a substituicdo das extracdes convencionais, diversas
tecnologias emergentes tém surgido nas ultimas décadas, dentre elas
podemos citar a extragdo por liquido pressurizado, extragdo assistida por
campo elétrico pulsado, extracdo por fluido supercritico, extragdo
assistida por ultrassom e extragdo enzimatica (SAINI; KEUM, 2018).
Como fizeram parte do presente trabalho, as extracdes assistidas por
ultrassom, ultra-turrax e por liquido pressurizado serdo detalhadas a
seguir.

1.6.1 Extracdo assistida por ultrassom (EAU)

Ultrassom sdo ondas sonoras que possuem altas frequéncias,
variando de 20 kHz a 100 kHz (CHEMAT et al., 2017). No momento em
que um composto alvo esta sendo extraido de uma matéria-prima com o
uso de ultrassom, um fendomeno chamado cavitagdo acustica acontece.
Este fenomeno consiste na formacdo de bolhas que aumentam
gradativamente de tamanho até sofrerem colapso (SUSLICK; PRICE,
1999). A formagdo e implosdo destas bolhas causam ondas com alta
energia de cisalhamento, além de turbuléncia na area de cavitagdo
(FLINT; SUSLICK, 1991).
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Devido a cavitagdo, as células do material sofrem ruptura,
facilitando a penetragdo do solvente. Portanto, a fung¢do da cavitacdo
acustica ¢ acelerar a transferéncia de massa durante o processo de
extragdo (SUSLICK; PRICE, 1999).

Dois fatores principais sdo responsaveis pelo aumento da
eficiéncia geralmente alcangado com o uso de ultrassom: a liberacdo do
composto alvo de sua matriz, devido a ruptura das células e maior difuséo
do solvente através das paredes celulares (MASON et al., 1996). Devido
a este mecanismo, a extragdo assistida por ultrassom apresenta diversas
vantagens, como uma redu¢do da temperatura ¢ do tempo total de
extragdo, uma vez que a transferéncia de energia ocorre de forma mais
rapida. Além disso, uma menor quantidade de solvente pode ser utilizada,
devido a otimizagao da transferéncia de massa (CHEMAT et al., 2012).

O ultrassom também pode ser usado como um tratamento
preliminar para outros processos de extragcdo, como a extra¢ao por fluido
supercritico. Outra vantagem apresentada é a possiblidade de
escalonamento do processo, uma vez que ha redugdo de custos devido a
um menor gasto energético proveniente de tempos mais curtos de
extragdo e maior eficiéncia (CHEMAT et al., 2012).

Para técnicas convencionais de ultrassom, existem dois tipos de
sistemas que podem ser utilizados, o banho ultrassénico e o ultrassom de
sonda. O banho ultrassonico consiste em um tanque de ago inoxidavel
com um ou mais transdutores, sua fonte de poténcia. Geralmente, o
equipamento também possui controle de temperatura e opera em
frequéncia de 40 kHz. Este sistema possui como vantagens o custo
relativamente econ6mico em relacdo ao ultrassom de sonda e a
possibilidade de se trabalhar com varias amostras ao mesmo tempo. Por
outro lado, o banho ultrassonico pode apresentar uma menor eficiéncia
quando comparado ao ultrassom de sonda devido a uma maior dissipagdo
de energia e baixa reprodutibilidade em alguns casos (CHEMAT et al.,
2017).

Em contrapartida, no ultrassom de sonda, a poténcia ¢ aplicada
diretamente na amostra, tornando, dessa forma, o processo mais eficiente.
Este equipamento ¢ geralmente operado a uma frequéncia de 20 kHz. O
transdutor é conectado a sonda, que por sua vez é imersa no reator,
consistindo em um minimo de perda de energia (CHEMAT et al., 2017).
Este aparto ¢ mostrado na Figura 1.4.



Figura 1.4 — Modelo de ultrassom de sonda
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Alguns autores conseguiram bons resultados com o uso da EAU.
Li et al. (2015) comparou trés métodos (maceracdo, soxhlet, EAU) para
extragdo de licopeno de mamao papaya. A melhor condigdo experimental
para a EAU foi alcangada a temperatura de 50° C, durante 25 minutos,
com uma razdo amostra:solvente de 1:5. Nesta condigdo, foi possivel se
obter um extrato contendo 189.8 pg g! de licopeno, em contraste com a
maceragdo, onde foi obtida uma quantidade de 153.9 ug g, e a extragio
por soxhlet, o menor rendimento dentre todos métodos, obtendo-se 68.3
ug g de licopeno.

A EAU também demonstrou potencial para ser utilizada na
extragdo de fenodlicos. Liu et al. (2014) conduziram um estudo para
otimizar as condigdes experimentais para a extragdo de compostos
fenolicos de folhas de goiaba. A poténcia ultrassonica foi fixada em 1100
W, enquanto a temperatura e a taxa de s6lido para solvente eram variadas.
A condigdo O6tima encontrada (26,12% de fenodlicos totais) foi a
temperatura de 59,8° C, por 5,1 min e com uma relagdo de sélidos para
solvente de 12,1.

A extracdo assistida por ultrassom demonstra possuir grande
potencial para ser usada em substitui¢do aos métodos convencionais. Esta
técnica, até o presente momento, foi pouco explorada para a obtengdo de
extratos ricos em carotenoides e compostos fenodlicos a partir da polpa e
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do residuo de goiaba. Por conta de sua composi¢do rica em compostos
bioativos, a goiaba se mantém como uma interessante matriz alimentar a
ser avaliada no que diz respeito a extragéo de tais compostos por meio de
técnicas mais amigaveis ao meio ambiente, como a EAU.

1.6.2  Extracio por ultra-turrax (UTE)

O ultra-turrax ¢ um equipamento de homogeneizagio que trabalha
com rotagdes em alta velocidade. Versatil, este dispositivo encontra
inimeras aplica¢des laboratoriais, como a homogeneizagdo de sistemas
imisciveis liquido/liquido, formagdo de emulsdes, dispersdo de cristais
em fase aquosa, dentre outras (SCHOLZ; KECK, 2015). A Figura 1.5
mostra um modelo de homogeneizador ultra-turrax comum.

Figura 1.5 —Modelo de equipamento ultra-turrax
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O mecanismo de funcionamento do ultra-turrax o torna adequado
para a liberagdo de compostos-alvo de uma gama de materiais. O ultra-
turrax fornece alta forga de cisalhamento devido a rotagdo em alta
velocidade, o que leva ao rompimento das paredes celulares do material,
liberando os compostos-alvo e permitindo sua transferéncia para o
solvente de extracdo. Portanto, a extragao por ultra-turrax (UTE) ¢ uma
técnica que pode ser aplicada em matrizes alimenticias com o objetivo de
se recuperar compostos bioativos de interesse (XU et al., 2016).

As vantagens da UTE incluem a simplicidade de condugdo dos
experimentos, o custo relativamente econdémico do aparato e a
possibilidade de escalonamento. Como desvantagem, apenas um ensaio
pode ser conduzido por vez, assim como a extracdo assistida por
ultrassom de sonda (XU et al., 2016).



Poucos estudos ja abordaram a extragdo de compostos bioativos a
partir da goiaba por meio da UTE. Thaipong et al. (2006) extraiu os
fenodlicos de amostras de polpa e casca de goiaba por UTE utilizando
metanol como solvente. O tempo de extragdo ¢ a rotagdo do equipamento
ndo foram reportados. Com este método, foi possivel obter-se um teor de
fenolicos totais de até 344,9 mg AGE 100 g' no extrato, uma alta
recuperagdo de fendlicos levando-se em consideracdo que a fruta ndo
passou por um processo prévio de desidratagdo.

Na literatura, ainda ndo existem estudos sobre a extracdo de
fenolicos a partir da fragdo residual do processamento da goiaba usando-
se UTE.

1.6.3 Extracio por liquido pressurizado (PLE)

A extragdo por liquido pressurizado (PLE) consiste na combinagio
entre pressdo (35-200 bar) e temperatura elevadas (até 200 °C) para extrair
os compostos de interesse em uma matriz(MUSTAFA; TURNER, 2011).

As altas temperaturas promoverdo um decaimento da viscosidade
do solvente de escolha, aumentando, portanto, sua habilidade em penetrar
o material e solubilizar o analito alvo. Além disso, a temperatura também
ajuda na quebra das ligagdes entre a matriz € 0 composto-alvo por meio
do decaimento da energia de ativagdo exigida para o rompimento de
intera¢des de van der Walls, pontes de hidrogénio e atragdo dipolo-dipolo
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

Ja a aplicagdo de altas pressdes durante o processo permite que o
solvente seja utilizado a temperaturas acima do ponto de ebuli¢do, porém,
mantendo-se no estado liquido. Além disso, a pressdo também ajuda na
quebra das interagdes que mantém os compostos-alvo ligados aos
componentes da matriz, o que aumenta a transferéncia de massa do analito
da amostra para o solvente (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

O solvente escolhido para este processo dependera da natureza da
matriz ¢ do composto-alvo, ou seja, solventes polares devem ser usados
para analitos polares, enquanto solventes apolares devem ser usados para
analitos apolares. Estes sdo utilizados abaixo de seu ponto critico. No caso
de fenolicos, etanol, metanol e agua sdo comumente utilizados, tanto em
separado quanto misturados em diferentes proporgdes. Misturas de
metanol e etanol com agua, inclusive, sdo menos agressivas ao meio
ambiente do que quando se utiliza alcoois puros ou misturas de propanol
com agua. Também ¢é importante ressaltar que a agua pode ser utilizada
como solvente unico. Neste caso, o processo ¢ chamado de extragdo por
dgua subcritica e tem como uma de suas principais vantagens a
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eliminagdo completa de solventes organicos do processo (MUSTAFA;
TURNER, 2011).

Em relagdo ao equipamento usado para a condug@o da extragdo por
liquido pressurizado, o mesmo pode operar em modo estitico ou
dindmico. Em modo estatico, um volume fixo de solvente é adicionado
junto a matriz na camara de extracdo. Neste modo, os fatores criticos sdo
a temperatura ¢ o tempo de extragdo. Como desvantagem, devido a
saturagdo do solvente durante o procedimento por conta da ndo renovagao
do mesmo, a extragdo do composto pode ndo ser completa. Em
contrapartida, no modo de operacdo dindmico, o solvente ¢
constantemente bombeado na camara de extracdo até que todo o
composto-alvo seja extraido da matriz (ONG et al., 2006). Um esquema
de um equipamento de PLE ¢ apresentado na Figura 1.6.

Figura 1.6 —Modelo de equipamento PLE
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Santos et al. (2012) extrairam compostos fendlicos da casca de
jabuticaba por meio de PLE. No experimento, etanol foi utilizado como
solvente, testando-se diferentes pressdes, temperaturas e tempo de
extragdo. Em comparagdo com a extragdo convencional (percolagdo), a
PLE obteve um rendimento 1,66 vezes maior. As condigdes 6timas para
a extragdo de fenodlicos por PLE obtidas no estudo foram pressdo entre 48
e 50 bar, temperatura entre 118 e 120 °C, vazdo de 1,67 cm®/min e tempo
de extragdo em modo estatico de 14 a 15 minutos.

Espada-Bellido et al. (2018) utilizaram a PLE para extrair os
compostos fendlicos de polpa de amora. Sob temperatura de 99,4 °C,
pressdo de 100 bar, tempo de 10 min e utilizando-se uma mistura de
metanol e agua (74,6% de metanol) como solvente, obteve-se um teor de



fenolicos totais entre 1980,0 e 2100,0 pug g™'. Com o PLE foi possivel se
obter um maior teor de fendlicos comparado ao uso de extragdo assistida
por ultrassom.

Pereira et al. (2019) obtiveram extratos ricos em fenolicos a partir
de bagago de uva usando-se PLE. A condi¢do 6tima de extragdo foi
conduzida a temperatura de 100 °C, pressdo de 100 bar e solvente
composto por etanol e agua (50:50, v/v), obtendo-se um teor de fenodlicos
totais de 65,68 mg AGE g

1.7 METODOS IN VITRO PARA A DETERMINACAO DE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os métodos para determinagdo da atividade antioxidante sdo
utilizados para simular o efeito que um antioxidante, seja ele natural ou
sintético, exerce em condi¢des de estresse oxidativo (MAGALHAES et
al., 2009). Para que se tenha uma avaliagdo confiavel da atividade
antioxidante de um sistema alimenticio, € preciso que o método escolhido
siga alguns principios basicos (PRIOR et al. 2005). Sao eles:

e Apresentar uma forma de medi¢do das reagcdes quimicas que estdo
acontecendo na aplicacdo em potencial;

o Utilizar uma fonte de radicais livres que seja biologicamente
relevante para o sistema estudado;

e De simples condugio;

e Utilizar um método com mecanismos quimicos ja conhecidos;

e Usar um método adaptavel tanto para antioxidantes hidrofilicos
quanto para lipofilicos;

e Adaptavel para analises rotineiras de qualidade.

Basicamente, os métodos de analise de atividade antioxidante
podem ser divididos em dois grupos de acordo com o mecanismo de
reacdo: aqueles que avaliam antioxidantes que atuam transferindo um
atomo de hidrogénio para a espécie reativa (HAT, do inglés hydrogen
atom transfer) e aqueles que atuam transferindo um elétron para a mesma
(SET, do inglés single electron transfer) (GULCIN, 2012).

Os ensaios que medem o mecanismo HAT incluem a capacidade
de absor¢do de radical oxigénio (ORAC), pardmetro antioxidante de
captura de radical (TRAP), inibigdo da oxidagao induzida de LDL, ensaio
da capacidade de eliminacdo de oxiradical (TOSCA) e ensaio de
quimioluminescéncia (GULCIN, 2012).
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O mecanismo SET ¢ dependente do pH, uma vez que a reatividade
relativa nestes métodos ¢ baseada no potencial de desprotonagdo e
ionizagdo dos grupos funcionais reativos (LEMANSKA et al., 2001,
WRIGHT et al., 2001).

Os ensaios que medem o mecanismo SET incluem poder
antioxidante representado pela redu¢do de ions de ferro (FRAP);
eliminagdo do radical 2,2-difenil-1picrilhidrazil (DPPH); eliminagdo do
radical acido 2,2-azinobis 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico (ABTS).
Dentre estes, o método ABTS pode ser usado tanto para o mecanismo
HAT quanto para o SET (GULCIN, 2012).

171 DPPH

O DPPH ¢ um dos métodos mais utilizados para a determinacdo da
atividade antioxidante em sistemas alimenticios, sendo uma metodologia
baseada no mecanismo SET (PRIOR et al., 2005), porém, também ha a
ocorréncia do mecanismo HAT de forma lenta quando utilizados
solventes que proporcionam fortes ligagdes de hidrogénio, como etanol e
metanol (FOTI et al., 2004a,b). O radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) possui forte coloragdo roxa. Quando uma molécula antioxidante
reage com o mesmo, transferindo elétrons e neutralizando-o, hd uma
mudanga de coloragdo, medida em um comprimento de onda de 517 nm.
A intensidade na mudancga da cor ¢ um indicativo do poder antioxidante
da molécula estudada (ZHONG; SHAHIDI, 2015).

Alguns pontos criticos para a realizagdo deste ensaio incluem o
tipo e a quantidade de solvente usado, a presenca e a concentragio de
hidrogénio e ions metalicos no meio reacional e a data em que o reagente
DPPH foi preparado (deve ser preparado no dia da utilizagao) (BENZIE
e STRAIN, 1999). Musa et al. (2013) modificou o método classico de
condugdo deste ensaio para utilizagdo em microplacas, simplificando a
forma de operacdo e diminuindo a quantidade de reagente necessaria.

Outro problema que pode acontecer durante a condugdo do ensaio
¢ a superestimagdo dos resultados devido a um efeito de desprotonagéo
do DPPHH, a forma reduzida pelo DPPH* apds a reagdo com o
antioxidante. Para contornar este efeito, Stasko et al. (2007) modificaram
a técnica, através da condugdo do experimento em uma solugdo de
etanol:agua (1:1, v/v), promovendo uma maior solubilidade dos
antioxidantes presentes na amostra e atenuando o efeito da desprotonagao.



1.7.2 ABTS

Este ensaio é baseado na capacidade de moléculas antioxidantes
em eliminar radicais catidnicos acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico) (ABTS™). Este radical apresenta coloragdo verde com
absor¢do maxima no comprimento de onda de 734 nm. Esta absor¢io
decai a medida que compostos antioxidantes reagem com o radical,
podendo esta neutralizagdo ocorrer através da doagdo de um atomo de
hidrogénio (HAT) ou por meio da doagdo de um elétron (SET), sendo o
balango entre estes dois mecanismos determinado pela estrutura do
antioxidante presente ¢ o pH do meio (PRIOR et al., 2005).

Originalmente neste ensaio, metamioglobina e peroxido de
hidrogénio eram usados como forma de geragdo do radical
ferrilmioglobina, que por sua vez reagia com o ABTS, produzindo
ABTS". Atualmente, o persulfato de potdssio ¢ utilizado para este
proposito (ZHONG; SHAHIDI, 2015).

Além disso, assim como o método do DPPH, o ABTS também
pode ser adaptado para a metodologia de microplacas, reduzindo a
utilizagdo de reagente e permitindo a andlise de diversas amostras ao
mesmo tempo (MILARDOVIC et al., 2007).

O radical ABTS ¢ solavel tanto em ambientes hidrofilicos quanto
hidrofobicos, sendo possivel, dessa forma, a avaliagdo em uma variada
gama de sistemas (MAGALHAES et al., 2008).

1.7.3 FRAP

Este ensaio tem como principio a medida da reducéo de complexos
contendo ions férricos (Fe**) pela agdo de antioxidantes, resultando em
complexos de Fe?, que apresentam intensa coloragio azulada
(ANTOLOVICH et al., 2002). A reagio ¢ conduzida em meio acido (pH
= 3,6) para manter a solubilidade do ferro e permitir a transferéncia de
elétrons (HEGERMAN et al., 1998), sendo a atividade antioxidante
determinada como o aumento da absorbancia em comprimento de onda
de 593 nm. Os resultados podem ser expressos como equivalente de Fe?*
micromolar ou como equivalente de um antioxidante padrio
(ANTOLOVICH et al., 2002).

O ferricianeto de potassio é muito utilizado como reagente férrico
no ensaio FRAP. Neste caso, azul da prussia é o produto final, sendo
quantificado espectrofotometricamente para indicar o poder redutor do
antioxidante testado. O azul da prissia pode ser produzido tanto por
reducdo do Fe*" em Fe?*, que por sua vez se liga ao ferricianeto formando
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o composto, ou entdo pela redugdo do ferricianeto a ferrocianeto, onde o
Fe’* que se encontra livre em solugdo se liga, também formando o azul
da prussia (BERKER et al., 2010).

O FRAP ¢ um método simples, rapido e econdmico, pois nio
requer equipamentos sofisticados para sua execu¢do. Em contrapartida,
por ser um método que avalia o potencial redox, o mesmo possui pouca
relagdo com o mecanismo de doagdo de hidrogé€nio para interromper
reagdes em cadeia que ocorrem em sistema lipidicos, além de possuir
baixa correlagdo com outros métodos de medicdo de atividade
antioxidante. Devido a este fator, ndo ¢ recomendavel que o FRAP seja
usado como unico método de determinacdo de atividade antioxidante,
devendo o mesmo ser usado em combinag¢do com outros métodos que
representam de forma mais fidedigna o sistema avaliado (PRIOR et al.,
2005).
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CAPITULO 2: A SUPERFRUTA GOIABA VERMELHA E SEU
RESIDUO DE PROCESSAMENTO PODEM SER UM
POTENCIAL INGREDIENTE PARA O DESENVOLVIMENTO
DE ALIMENTOS FUNCIONAIS?

O contetido deste capitulo foi publicado quase na integra no periddico
Food Research International:

LIMA, R. S., FERREIRA, S.R. S., VITALI L., BLOCK, J. M. May the
superfruit red guava and its processing waste be a potential ingredient in
functional foods?. Food Research International, v. 115, p. 451-459,
2019. (Anexo C)

RESUMO

A goiaba (Psidium guavaja L.) ¢ uma fruta popular em paises tropicais,
podendo ser consumida in natura ou transformada em diversos produtos.
O residuo de processamento da goiaba (sementes, casca e polpa residual)
podem representar até 30% do volume da fruta. Evidéncias indicam que
esta fragdo ainda possui um teor significativo de substincias
antioxidantes, como compostos fenodlicos. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi investigar a composi¢do fitoquimica (fendlicos totais,
flavonoides, flavondis e taninos condensados), o perfil fendlico e a
atividade antioxidante (DPPH, DPPH modificado, ABTS e FRAP) de
extratos da polpa (EPG) e do residuo (ERG) de goiaba obtidos a partir da
polpa (PGP) e do residuo de goiaba (RGP) em pd. A extragdo foi
conduzida em um ultrassom de sonda por 2 min a 25 °C, utilizando-se
etanol:agua (30:70, v/v) como solvente (15 mL para 1 g de amostra). O
perfil fenolico dos pds e dos extratos de goiaba foram analisados por LC-
ESI-MS/MS. O EPG apresentou a concentragdo mais alta de fenolicos
totais (2348,3 mg EAG 100 g pelo método Folin-Ciocalteu e 518 mg
EAG 100 g! pelo método Prussian Blue) e a maior atividade antioxidante
in vitro dentre todos os testes usados. Por outro lado, o0 ERG apresentou
um maior teor de flavonoides (1006,8 mg QE 100 g™, flavonois (352,59
mg CE 100 g e taninos condensados (1466,9 mg CE 100 g™'). Ao todo,
37 compostos fenolicos foram identificados dentre todas as amostras, com
14 compostos sendo reportados pela primeira vez em goiaba vermelha. O
acido elagico foi o fendlico majoritario em todas as amostras. Os
resultados mostraram que a polpa e o residuo de goiaba sdo uma fonte
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rica de compostos fendlicos e podem ser utilizados como um ingrediente
para o desenvolvimento de alimentos funcionais.

Palavras-chave: residuo de goiaba; extragdo assistida por ultrassom;
acido elagico; antioxidantes; polifendis; flavonoides.

2.1 INTRODUCAO

A goiaba (Psidium guajava L.) é uma das frutas exoticas mais
populares em paises tropicais, devido a seu sabor levemente adocicado e
aroma caracteristico. A mesma tem chamado a atengdo de pesquisadores
devido a seu alto teor de fenolicos e outras substincias antioxidantes, o
que poderia potencialmente classifica-la como uma superfruta. A
coloragdo da polpa da goiaba varia de acordo com o seu tipo, sendo a
vermelha superior a branca em termos de sabor, aroma ¢ compostos
antioxidantes, como carotenoides, por exemplo (YADAVA, 1996). A
goiaba ¢ uma fruta versatil, podendo ser consumida in natura ou
transformada em sucos, geleias, doces, dentre outros produtos. Esta fruta
e seus residuos apresentam potencial para serem incorporados em
alimentos com propriedades funcionais, devido a suas caracteristicas
sensoriais ¢ a presenca de compostos bioativos.

O Brasil, com uma produgio de goiaba de 414.960 ton, € o terceiro
maior produtor de goiaba do mundo (KIST, 2018). As variedades ‘Pedro
Sato’ e ‘Paluma’ sdo as mais utilizadas tanto para o consumo in natura
quanto para o processamento industrial (SOUZA, 2014). Além disso,
estima-se que 55% do volume total de goiaba produzida no Brasil ¢
destinado ao processamento, o que corresponde a 228.228 ton. Segundo
Triechel (2016), 30% deste volume total de goiaba processada é perdido
na forma de residuos (casca, sementes e residuos de polpa). Dessa forma,
um total de 68.468 ton de residuo é produzido e, em muitos casos,
descartado, apesar de seu alto teor de compostos bioativos.

A composicao fitoquimica da goiaba vermelha ja foi anteriormente
analisada por alguns autores, apresentando alta concentragdo de fenolicos
totais (VASCO et al., 2008) e flavonoides (KONG et al., 2010). Os
compostos fendlicos sdo um grupo de metabodlitos secundarios
encontrados em plantas, caracterizados pela presenga de unidades
fenodlicas em sua estrutura. Os flavonoides compdem o maior subgrupo
de fenodlicos e consistem em um esqueleto de 15 carbonos, com dois anéis
aromaticos ligados através de um anel pirano. Outras classes de
compostos fenodlicos incluem os acidos fenodlicos, os flavonodis (um



subgrupo dos flavonoides) e os taninos, que sdo oligdmeros e polimeros
de flavonodis que possuem trés ou mais unidades de fenol, sendo
classificados como taninos condensados e hidrolisados (ésteres de acido
galico). Tais substincias sdo responsaveis pela adstringéncia e o amargor
das frutas. Além disso, os multiplos grupos hidroxila presentes nas
estruturas quimicas dos fenolicos permitem que os mesmos exercam agao
antioxidante através da doac@o de atomos de hidrogénio a radicais livres,
estabilizando-os e interrompendo as reagdes em cadeia dos processos de
oxidagdo (SHI et al., 2005; GULCIN, 2012).

As reagdes de oxidagdo representam um problema para a indistria
de alimentos, especialmente em produtos ricos em acidos graxos
insaturados, promovendo perdas de qualidade e vida de prateleira
reduzida (GULCIN, 2012). Ademais, a produgio excessiva de radicais
livres em células humanas esta relacionada ao desenvolvimento de
doengas cronicas, como cancer ¢ Alzheimer (POPRAC et al., 2017). Os
antioxidantes podem ser usados para retardar rea¢des de oxidagdo em
alimentos, além de serem utilizados para o desenvolvimento de alimentos
com propriedades funcionais. Estes antioxidantes podem ser
quimicamente sintetizados ou extraidos de fontes naturais, como plantas,
frutas e vegetais (GULCIN, 2012).

Alguns estudos demonstraram que extratos ricos em fenolicos
obtidos a partir de fontes naturais apresentam atividade farmacologica.
Terminalia Muelleri, que contém em sua composi¢do alta concentragdo
de acido galico, acido elagico, dentre outros fenolicos, exibe atividade
anti-inflamatoria e analgésica, assim como ag¢do protetora contra danos ao
figado (FAHMY et al., 2017). Além disso, o extrato etandlico de
Euphorbia hirta linn., rico em flavonoides e taninos, demostrou efeito
sobre a cicatrizacdo de feridas (TUHIN et al., 2017). Os polifenois
presentes em mel também ja demonstraram efeitos benéficos a saude.
Hossen et al. (2017) revisou a literatura existente sobre os efeitos
farmacologicos dos fenoélicos encontrados em mel, como acido galico,
acido elagico, acido vanilico, quercetina, miricetina, dentre outros.
Alguns destes efeitos incluem a redugdo do estresse oxidativo, efeito
hepatoprotetor, atividade anti-carcinogénica, indugdo da apoptose e
atividade antimicrobiana. Este fato sugere que polifendis extraidos de
fontes de naturais podem ser uma fonte para a produgdo de suplementos
¢ nutracéuticos.

As frutas também sdo extensivamente estudadas como uma fonte
para a extragdo de fendlicos. Algumas destas t€m sido consideradas
“superfrutas”, uma nova terminologia criada recentemente para se referir
a frutas exodticas que contém alta concentragdo de compostos
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antioxidantes, como fendlicos, carotenoides, acido ascorbico, dentre
outros (CHANG et al., 2018). Além disso, como ja abordado por diversos
autores, os subprodutos provenientes das superfrutas sdo uma fonte
potencial para a producdo de ingredientes em pd que podem ser usados
na formulag@o de alimentos funcionais de alto valor agregado (CHANG
et al., 2018; PEIXOTO et al., 2016; CLERICI; CARVALHO-SILVA,
2011; SCHRECKINGER et al., 2010).

Porém, a maioria dos estudos sobre a extragdo de compostos
bioativos a partir de goiaba utilizam grandes quantidades de solventes
organicos toxicos, como metanol, acido cloridrico (ADEMILUYTI et al.,
2016; CONTRERAS-CALDERON et al., 2011; ROJAS-GARBANZO et
al., 2017), 4cido formico (FLORES et al., 2015), dentre outros. Este tipo
de solvente pode poluir o meio ambiente e provocar efeitos deletérios a
satde dos profissionais envolvidos no processo. Além disso, muitos
destes estudos usam técnicas convencionais de extragdo, como a
maceragdo (MUSA etal., 2011; EL ANANAY etal.,2013; ADEMILUYI
et al., 2016) e a extragdo por Soxhlet (ONGPHIMALI et al., 2013). Estas
técnicas sdo laboriosas e demandam longo tempo, o que as impede de
serem utilizadas em escala comercial.

Contrariamente, técnicas verdes de extracdo como a extracdo
assistida por ultrassom, extrag@o por liquido pressurizado e extragdo por
fluido supercritico podem reduzir e/ou eliminar o uso de solventes
organicos toxicos, diminuir o tempo de extragdo, além de permitir o uso
de condigdes operacionais mais brandas, a fim de prevenir a degradacao
de compostos de interesse. Estas tecnologias também permitem o
escalonamento para implementagao comercial
(SELVAMUTHUKUMARAN; SHI, 2017).

A extragdo assistida por ultrassom (EAU) tem sido considerada
uma alternativa aos métodos classicos devido a seu potencial para uso em
larga escala, uma vez que requer uma menor quantidade de solvente e
tempos reduzidos de extra¢@o. O uso do ultrassom de sonda para EAU ¢
um método promissor, uma vez que as ondas ultrassonicas sdo aplicadas
diretamente na amostra, o que reduz o tempo de extracdo quando
comparado ao ultrassom de banho (CHEMAT et al., 2017). A EAU tipo
sonda de compostos bioativos da goiaba vermelha ainda ndo foi reportada
na literatura até o presente momento.

Dependendo do tipo de técnica de extragdo empregada e¢ dos
métodos de preparacdo e analise das amostras, os resultados reportados
na literatura para compostos bioativos em goiaba vermelha podem ser
muito discrepantes. Neste estudo, extratos ricos em compostos fenodlicos
foram obtidos a partir da polpa e do residuo de processamento de goiaba



em po por meio da extragao assistida por ultrassom de sonda. Além disso,
o perfil fendlico, a composi¢do fitoquimica e a atividade antioxidante dos
extratos foram determinadas. Com a finalidade de se avaliar como o
processo de extragdo interfere no teor dos compostos analisados, os perfis
fenolicos da polpa e do residuo de goiaba em p6 foram analisados.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Amostras

Goiabas vermelhas frescas (Psidium guajava L. cv. Pedro Sato)
foram adquiridas em um mercado local em outubro de 2017. Ao atingirem
o estagio III de maturagdo (teor de solidos soluveis = 8,23%), de acordo
com a classificagdo proposta por Azzolini et al. (2004), as goiabas foram
sanitizadas com uma solu¢do de hipoclorito de sodio a 4% por 30 min.
Em seguida, as mesmas foram processadas em uma despolpadeira
(Brameitar, Campinas-SP, Brasil) e a polpa e o residuo de processamento
(sementes, casca e polpa residual) foram coletados separadamente. A
polpa e o residuo de goiaba foram desidratados, seguindo o protocolo
sugerido por Nunes et al. (2016), com modificagdes, a temperatura de 55
°C por 10 h em uma estufa com circulag¢do forgada de ar (TE — 394/2,
Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil). A umidade final das amostras desidratadas
foi de 17% para a polpa e de 10% para o residuo. As amostras foram
moidas em um moinho de martelos (TE — 090, Tecnal, Piracicaba-SP,
Brasil) e o tamanho médio de particula da polpa (PGP) e do residuo (RGP)
de goiaba em po foi ajustado para 0,500-0,550 mm. O PGP ¢ o RGP foram
mantidos em frascos dmbar, inertizados com nitrogénio e armazenados a
-24 °C para analises futuras.

2.2.2 Materiais

Os reagentes Folin-Ciocalteau, acido gélico, vanilina, (+)-catequina
hidratada, ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), TPTZ (2,2’- 2,4,6-tripiridiltriazina),
Trolox e os padrdes fendlicos ultrapuros foram obtidos da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os padrdes foram preparados como solugao-
estoque (100 mg L' em 100% metanol grau cromatografico), mantidos a -24
°C e usados na preparagio das curvas de calibragio por diluigdes apropriadas.
Todos os outros reagentes quimicos e solventes usados nos experimentos
eram de grau analitico (P.A.), obtidos das empresas Neon e Sigma-Aldrich.
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2.2.3 Extracdo assistida por ultrassom (EAU)

As amostras de PGP e RGP (1 g) foram misturadas a 15 mL do
solvente de extragdo, composto por etanol:agua (30:70, v/v). Em seguida, a
mistura foi levada a um ultrassom de sonda (QR500, Eco-Sonics, Indaiatuba-
SP, Brasil) a uma frequéncia de 20 kHz e poténcia de 500 W, onde a extragao
foi conduzida por 2 min a 25 °C. As condigdes experimentais para o
procedimento de extragdo foram determinadas em testes preliminares
(resultados ndo apresentados). Os extratos foram centrifugados por 10 min a
4000 rpm e filtrados a vacuo em funil de Biichner. Os extratos da polpa (EPG)
e do residuo (ERG) de goiaba foram concentrados em rotavapor (modelo 558,
Fisatom, Sao Paulo-SP, Brasil) a 40 °C para a evaporagdo do solvente,
inertizados com nitrogénio e armazenados a -24 °C para analises futuras.

2.2.4 Caracterizacao dos extratos

2.2.4.1 Determinacio do teor de fendlicos totais (TFT) por Folin-
Ciocalteu

O teor de fendlicos totais por Folin-Ciocalteu foi determinado
seguindo-se o protocolo de Singleton e Rossi (1965), com modificagdes.
Brevemente, 25 puL das amostras de EPG e ERG diluidas com agua
ultrapura (1:50, v/v) foram misturadas a 25 pLL de reagente fendlico Folin-
Ciocalteu, anteriormente diluido com agua ultrapura (1:3, v/v) e dispostas
em uma microplaca de 96 pogos. Em seguida, 200 uL de agua ultrapura
foram adicionados e¢ a mistura foi deixada em repouso por 5 min.
Posteriormente, 25 pL. de uma solugdo de carbonato de sodio a 10% foram
adicionados e a microplaca foi mantida no escuro por 60 min a 25 °C. O
branco foi composto por agua ultrapura no lugar dos extratos. A
absorbancia das amostras foi medida em A = 725 nm com o uso de um
leitor de microplacas (Spectramax Paradigm, Molecular Devices, San
Jose-CA, EUA). Para a construgdo de uma curva de calibragdo, acido
galico (98% de pureza) foi diluido em etanol (concentragéo final de 0,2
mg mL™") e usado em concentragdes variando de 0 a 136 mg L. Os
resultados foram expressos como mg de acido galico equivalente por 100
g de amostra (mg AGE 100 g"' de EPG ou ERG).



2.2.4.2 Determinacio do teor de fendlicos totais (TFT) por Prussian
Blue

O teor de fendlicos totais por Prussian Blue foi determinado pelo
método de Price e Butler (1977), modificado por Margraf et al. (2015).
100 uL de amostras de EPG e ERG diluidas (1:50, v/v), juntamente com
100 puL de uma solugdo de cloreto férrico hexahidratado a 0,5 mM, foi
adicionada a uma microplaca, que foi deixada em repouso por 2 min. Em
seguida, 100 puL de uma solucdo de ferricianeto de potassio a 0,5 mM foi
adicionada & microplaca. O branco foi composto por agua ultrapura no
lugar dos extratos. A absorbancia foi lida em A = 725 nm. Uma curva de
calibragdo foi construida com uma solugdo de 4cido gélico a 100 mg L™,
utilizando-se concentragdes de 0 a 40 mg L. Os resultados foram
expressos como mg de acido galico equivalente por 100 g de amostra (mg
AGE 100 g"' de EPG ou ERG).

2.2.4.3 Determinacio de flavonoides

Os flavonoides foram analisados de acordo com Lee e Francis
(1972). As amostras foram diluidas com agua ultrapura (1:20, v/v para
EPG e 1:30, v/v para ERG) e a absorbancia foi medida em A = 374 nm
em um espectrofotometro (SP 2000, Belphotonics, Piracicaba-SP, Brasil).
As Eq. 1 e 2 foram usadas para o calculo da concentrag@o de flavonoides
totais das amostras.

Fator de dllul(,‘ﬁo — VOlextrato nao—diluido X VOlextrato diluido ( 1)
Aliquota usada para diluir a amostra
Absorbancia a 374 nm x fator de diluicao (2)
76.6

Flavonoides totais =

Os resultados foram expressos como mg de quercetina equivalente
por 100 g de amostra (mg QE 100 g' de EPG ou ERG).

2.2.4.4 Determinacio de flavonéis

Os flavonodis foram determinados pelo método descrito por
Yermakov et al. (1987), com modificacdes. Uma aliquota de 80 pL de
amostras diluidas de EPG ¢ ERG (1:50, v/v) foi disposta em uma
microplaca e misturada a 80 puL de uma solucdo etanoélica de cloreto de
aluminio (III) hexahidratado juntamente a 120 uL de uma solugdo de
acetato de sodio a 50 g L', A microplaca foi incubada no escuro por 2,5
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ha 25 °C. O branco foi composto por agua ultrapura ao invés dos extratos.
A absorbancia foi medida em A = 440 nm. Uma curva de calibragio foi
preparada com uma solucéo estoque de quercetina, com concentragdes
variando entre 0 € 80 mg L', Os resultados foram expressos como mg de
quercetina equivalente por 100 g de amostra (mg QE 100 g de EPG ou
ERG).

2.2.4.5 Determinacio de taninos condensados

Os taninos condensados foram determinados de acordo com o
protocolo descrito por Horszwald e Andlauer (2011). Primeiramente,
amostras de EPG e ERG foram diluidas com metanol (1:50, v/v). Em
seguida, uma aliquota de 25 pL das amostras diluidas foi colocada em
uma microplaca juntamente a uma mistura de 150 pL de uma solucédo
metandlica de vanilina a 4% e 25 pL. de uma solugdo metanolica de acido
sulfurico a 32%. A microplaca foi incubada no escuro por 15 min a
temperatura ambiente. O branco foi composto por metanol ao invés dos
extratos. A absorbancia foi medida em A = 500 nm. Uma solugio
metandlica de catequina (concentragdo final de 300 mg L) foi usada em
concentragdes variando de 0 a 240 mg L' para a curva de calibragdo. Os
resultados foram expressos como mg de catequina equivalente por 100 g
de amostra (mg CE 100 g de EPG ou ERG).

2.2.4.6 DPPH

O teste DPPH seguiu a metodologia desenvolvida por Brand-
Williams et al. (1995), com modificagdoes. Brevemente, 40 pL de
amostras diluidas de EPG e ERG (1:50, v/v) foram adicionados em uma
microplaca. Em seguida, 260 pL. de uma solugdo metanoélica de DPPH a
0,10 mM foi adicionada as amostras. A microplaca foi mantida no escuro
por 30 min a 25 °C e o decaimento da absorbancia foi medido em A = 517
nm. O branco foi composto por agua ultrapura ao invés dos extratos. O
poder antioxidante foi calculado pela Eq. 3.

% Inibigdo = [1 - (w)] x 100 3)

As17 branco

2.2.4.7 DPPH modificado

A metodologia usada foi desenvolvida por Brand-Williams et al.
(1995) e modificada por Stasko et al. (2007). 40 uL. de amostras diluidas



de EPG e ERG (1:50, v/v) foram transferidas para uma microplaca, onde
260 pL de uma solugdo etanolica de DPPH foi adicionada, juntamente a
260 pL de uma solugdo tampao de fosfato de sddio monobasico a 50 mM
pH 6,0. A microplaca foi mantida no escuro por 30 min a 25 °C. O
decaimento da absorbancia foi medido em A = 525 nm. O branco foi
composto por agua ultrapura no lugar dos extratos. A atividade
antioxidante foi calculada usando-se a Eq. 4.

% Inibigdo = [1 - (A“S"w)] x 100 4)

As2s branco

2.2.4.8 ABTS

O protocolo usado para esta determinagao foi reportado por Rufino
et al. (2007). Primeiramente, amostras de EPG ¢ ERG foram diluidas em
etanol (1:20, v/v). Uma aliquota de 10 uL de amostra diluida foi
adicionada a uma microplaca juntamente a 290 pL. de uma solugdo do
radical ABTS". Em seguida, a microplaca foi mantida no escuro por 6
min. O branco foi composto por etanol ao invés dos extratos. O
decaimento da absorbancia foi medido em A = 734 nm. Uma curva de
calibragdo foi construida utilizando-se uma solug¢do estoque de acido
ascorbico a 300 mg L. As concentragdes da curva variaram entre 30 e
300 mg L. Os resultados foram expressos como mmol de equivalente de
4cido ascorbico por 100 g de amostra (mmol EAA 100 g!' de EPG ou
ERG).

2.2.4.9 FRAP

O método para este ensaio foi descrito por Pulido et al. (2000).
Primeiramente, o reagente FRAP foi preparado por meio da mistura de
2,5 mL de uma solugdo de TPTZ a 10 mmol/L (3,12 g de TPTZ diluido
com 50 mL de uma solugdo de acido cloridrico a 40 mmol/L) com 25 mL
de uma solugdo tampdo de acetato de sodio pH 3,6 e 2,5 mL de uma
solucdo de cloreto férrico hexahidratado a 20 mmol/L. Em seguida, 20 pL
de amostras de EPG e ERG diluidas (1:50, v/v) foram misturadas com
280 pL de reagente FRAP em uma microplaca. As amostras foram
incubadas a 37 °C por 30 min. O branco foi composto por agua ultrapura
ao invés dos extratos. O decaimento da absorbancia foi medido em A =
593 nm. Uma curva de calibrag@o foi construida com uma solugdo estoque
de 4cido ascorbico a 150 mg L', com concentragdes variando entre 15 e



74

150 mg L. Os resultados foram expressos como mmol de equivalente de
4cido ascorbico por 100 g de amostra (mmol EAA 100 g' de EPG ou
ERG).

2.2.5 Identificacao e quantificacio dos compostos fendlicos por LC-
ESI-MS/MS

2.2.5.1 Preparacao das amostras

A preparacio das amostras seguiu o protocolo sugerido por Schulz et
al. (2015), com modifica¢des. Brevemente, as amostras de pos e extratos de
polpa e residuo de goiaba (PGP, RGP, EPG, ERG, respectivamente) foram
submetidas a uma hidrolise acida adicionando-se 5,0 mL de metanol ¢ 5,0
mL de uma solugdo de 4cido cloridrico a 6,0 mol L a 1 g de amostra em p6
ou extrato. A mistura foi encubada em uma estufa (400/D200 °C, New Ethics,
S&o Paulo-SP, Brasil) a 85 °C por 30 min. Na sequéncia, o pH das amostras
foi ajustado para 2,0 utilizando-se uma solugdo de hidroxido de sédio a 6 mol
L. As amostras acidificadas foram misturadas a 10 mL de éter dietilico em
um tubo Falcon e levadas a uma centrifuga (Z 200 A, Hermle Labortechnik,
Wehingen, Alemanha) a 4000 rpm por 10 min. Este processo foi repetido
duas vezes para cada amostra. Os sobrenadantes foram combinados em um
baldo de fundo redondo e o solvente foi removido em rotavapor a 40 °C até a
secagem completa. Em seguida, as amostras secas foram ressuspendidas em
1 mL de metanol grau cromatografico e diluidas 10 vezes com metanol:agua
(70:30, v/v) para a injegao no sistema de LC-ESI-MS/MS.

2.2.5.2 Analise por LC-ESI-MS/MS

A identificagdo e a quantificagdo dos compostos fenolicos foram
conduzidas em um sistema de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC, 1200 Series, Agilent Technologies, Waldbronn-BW, Alemanha),
seguindo a metodologia descrita por Schulz et al. (2015). Uma coluna
Synergi (4,0 pm, 2,0 x 150 mm d. i.; Phenomenex, Torrance-CA, EUA)
foi usada para a separagdo cromatografica, sob condi¢do de gradiente de
eluicdo. As fases moveis foram compostas por misturas de metanol 95 %
e agua 5% (v/v), canal A, e agua e acido formico 0,1% (v/v), canal B. A
separagdo foi conduzida a 30 °C usando-se gradiente de eluigdo
segmentado, do seguinte modo: 0-5 min, 10% A; 5-7 min, 90% A; 7-10
min, 90% A; 10-17 min, 10% A. Entre as analises, a coluna foi
condicionada por 5 min com uma propor¢do da fase modvel inicial da
separagio. A taxa de fluxo foi de 150 uL.min"'. Amostras de 10 puL foram
injetadas ao equipamento.



O sistema de HPLC foi conectado a um sistema de
espectrofotometria de massa composto por espectrofotdometro de massa
quadrupole triplo hibrido/armadilha de ions linear (Q Trap 3200 Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord-ON, Canada). O espectrofotometro de
massa foi operado em modo de ionizagdo eletrospray negativo
(TurbolonSpray, Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord-ON,
Canada). Os parametros MS/MS foram: agulha capilar mantida a -4500
V; cortina de gas a 10 psi; temperatura a 400 °C; gas 1 a 45 psi; gas 2 a
45 psi e CAD gas médio. O software Analyst versdo 1.5.1 foi usado para
o controle do sistema de HPLC-ESI-MS/MS e analise de resultados.

2.2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi conduzida utilizando-se o
software R-project 3.4.3 (2017). Os resultados foram submetidos a analise
de varidncia one-way (ANOVA) e as médias foram comparadas através
do teste de Tukey (p < 0,05). Todas as analises foram conduzidas em
triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo
(SD).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Caracterizacao dos extratos
A Tabela 2.1 mostra os resultados de TFT, flavonoides, flavondis,

taninos condensados e atividade antioxidante (DPPH, DPPH modificado,
ABTS e FRAP) para os extratos da polpa e do residuo de goiaba.
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Tabela 2.1 - Teor de fendlicos totais, flavonoides, flavonois, taninos condensados
e atividade antioxidante (DPPH, DPPH modificado, ABTS e FRAP) dos extratos
de polpa e residuo de goiaba (EPG e ERG, respectivamente)

Determinagao EPG ERG
Teor de Fenolicos Totais — 2348.3 1578.9
Folin-Ciocalteu (mg AGE 100 g1) + +
0.0014 0.0023
Teor de Fenolicos Totais — 518.00 399.07
Prussian Blue (mg AGE 100 g1) + +
0.0016 0.0016
506.79 1006.08
Flavonoides (mg QE 100 g + +
0.0012 0.0244
112.09 352.59
Flavonéis (mg QE 100 g + +
0.0060 0.0059
1081.5 1466.9
Taninos Condensados (mg CE 100 g™ + +
0.0095 0.0226
58.82 42.03
DPPH (% scavenging activity) + +
0.0062 0.0271
DPPH Modificado (% inibigdo) 51.00 31.65
t t
0.0099 0.0077
ABTS (mmol AAE 100 g™ 21.21 12.77
t t
0.0399 0.0515
FRAP (mmol AAE 100 g') 17.23 16.23
t t
0.0790 0.0040

Os resultados para todos os pardmetros determinados apresentaram
diferenca significativa (¢-teste, p < 0,05). O EPG apresentou o maior teor



de fenolicos totais, tanto pelo teste de Folin-Ciocalteu quanto pelo teste
de Prussian Blue. A discrepancia entre os resultados pode ser explicada
pelas limita¢des de cada técnica. O método de Folin-Ciocalteu baseia-se
na redugdo de molibdénio de tungsténio por substancias como polifenois,
acido ascorbico, acticares redutores e¢ aminoacidos. Esta reducdo é
registrada pelo decaimento da absorbdncia da amostra. Portanto, este
ensaio pode superestimar o teor de fendlicos totais, caso a amostra
contenha estes outros agentes redutores (EVERETTE et al., 2010). Por
outro lado, o ensaio de Prussian Blue é menos afetado por outras
substancias que nao sejam compostos fenolicos. Assim, este método
promove uma estimativa de fendlicos totais mais proxima do valor real
que a amostra contém (BERKER et al., 2012).

Outros estudos investigaram o teor de fendlicos totais (TFT) de
Psidium guavaja pelo método de Folin-Ciocalteu, obtendo resultados
significativamente menores que aqueles obtidos no presente trabalho.
Isabelle et al. (2010) encontraram um TFT de 1,75 mg AGE g (ou 175
mg AGE 100 g') para polpa de goiaba liofilizada. Vasco et al. (2008)
reportaram um TFT de 462 mg AGE 100 g para goiaba liofilizada, com
o uso de metanol seguido de acetona como solventes. Ademiluyi et al.
(2016) obtiveram um TFT de 66,1 mg AGE 100 g para goiaba vermelha
usando-se maceragdo com uma solugdo de metanol:HCI (20:1, v/v) como
solvente. Souza et al. (2011) reportaram um TFT de 24,63 mg AGE 100
¢! para residuo industrial de goiaba, com o uso de maceragdo com agua
como solvente. El Anany et al. (2013) extraiu os compostos fenolicos de
sementes de goiaba utilizando-se um shaker com um solvente composto
por uma solug@o etanolica 70% e encontrou um TFT de 973,80 mg AGE
100 g'. O uso de diferentes técnicas de extragio com pardmetros de
operagdo distintos pode ter ocasionado esta variacdo nos resultados,
incluindo aqueles reportados no presente artigo.

Uma alta concentragdo de flavonoides foi encontrada em ambas
amostras estudadas. O ERG apresentou 50% mais flavonoides e trés vezes
mais flavondis quando comparado ao EPG. Kong et al. (2010)
encontraram um teor total de flavonoides de 427,35 mg QE 100 g para
residuo industrial de goiaba, um resultado significativamente menor que
o encontrado no presente trabalho. Os autores conduziram a extragdo de
fenolicos em um shaker orbital por 5 h sob uma temperatura de 60 °C e
pH 2,0 na condi¢do otimizada. A exposi¢cdo da amostra a uma alta
temperatura por um tempo prolongado pode ter levado a um teor reduzido
de flavonoides quando comparado ao teor determinado neste estudo, que
utilizou temperatura ambiente por apenas 2 min no procedimento de
extracdo.
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Os taninos condensados, assim como os flavonoides e os flavondis,
também se apresentaram mais concentrados na fragdo residual da goiaba
(1081,5 mg CE 100 g para EPG e 1466,9 mg CE 100 g' para ERG).
Moreno et al. (2014) analisaram os polifendis de farinha de goiaba
(Psidium guajava) liofilizada e também da fruta in natura. Os autores
encontraram um teor total de taninos condensados de 8,51 mg CE 100 g
! para goiaba in natura e 208,02 mg CE 100 g”' para a farinha de goiaba.
A quantidade encontrada em ambas as amostras ¢ menor que os valores
obtidos no presente estudo.

Em relagdo a determinagdo da atividade antioxidante, os resultados
para DPPH modificado foram menores comparados aqueles obtidos
quando o DPPH classico foi utilizado. Esta diferenca era esperada, uma
vez que o ensaio de DPPH tradicional mede o decaimento da absorbancia
quando um antioxidante diluido em metanol ou etanol reduz o radical
DPPH* a DPPHH. Porém, este teste pode ser afetado pela desprotonagio
do DPPHH. Dessa forma, o DPPH modificado tem por objetivo a redugdo
deste efeito, o que pode ser obtido pelo aumento da solubilidade dos
antioxidantes presentes na amostra por meio da condugdo do experimento
em uma solucdo de etanol:agua (1:1, v/v).

O EPG apresentou uma atividade antioxidante mais alta que o ERG
em todas as quatro determinagdes. Este resultado pode estar relacionado
ao fato de que o EPG possui um maior TFT comparado ao ERG,
indicando que a capacidade antioxidante possui uma relagdo direta com o
teor de fendlicos totais e ndo esta relacionada a grupos especificos de
fenodlicos. Por outro lado, a polpa de goiaba também ¢é rica em outros
compostos, como carotenoides, o que também pode ter interferido neste
resultado (VERMA et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

Outros autores reportaram uma menor capacidade antioxidante
determinada pelos mesmos métodos. Ongphimai et al. (2013)
encontraram uma atividade antioxidante de 22% pelo método classico do
DPPH para extrato de fenolicos insoluveis e 20% para extrato de
fenodlicos soluveis obtidos a partic de Psidium guajava. Contreras-
Calderdn et al. (2011) analisaram goiabas brasileiras inteiras e encontram
44,8 umol TE g (ou 4,48 mmol TE 100 g™") no ensaio ABTS e 39,9 umol
TE g (ou 3,39 mmol TE 100 g') no ensaio FRAP. Nunes et al. (2016)
analisaram Psidium guajava cv. ‘Pedro Sato’ e encontram 4,2 mmol Fe?*
100 g' no ensaio FRAP. Thaipong et al. (2006) estudaram quatro
diferentes genoétipos de goiaba. O teste ABTS apresentou resultados que
variaram entre 29,6 € 37,9 umol TE g™ (ou 2,96 € 3,79 mmol TE 100 g™')



enquanto os resultados do FRAP variaram de 15,5 a 33,3 umol TE g”! (ou
1,55 a 3,33 mmol TE 100 g™).

2.3.2 Perfil fendlico

A Tabela 2.2 apresenta o perfil de fendlicos das amostras de PGP,
RGP, EPG E ERG. Os parametros de identificagdo e quantificagdo dos
compostos fenolicos, como tempo de retengdo, ion parente, ion quantitativo
e limites de identificagdo e quantificagdo podem ser encontrados no Anexo
A.

Tabela 2.2 — Perfil fenolico dos pés de polpa (PGP, mg g”! de amostra) e residuo
(RGP, mg g de amostra) de goiaba e dos extratos de polpa (EPG, mg g de
amostra) e de residuo (ERG, mg g de amostra) de goiaba

Composto fendlico PGP RGP EPG ERG

Acidos Fendlicos
1 Acido Salicilico* nd? nd nd 0,0108
+
0,0018
2 Acido Cinamico 0,4884 0,2613  0,5457 0,1790
+ + + +

0,1222*> 0,0205>¢ 0,0837*  0,0166°

3 AcidoMandélico*  0,0443 <LOQ <LOQ <LOQ

+
0,0193
4 Acido 4- 0,0354 <LOQ 0,0092 <LOQ
Hidroximetilbenzodico* + +
0,0052? 0,0029°

5  Acido Protocatectiico <LOQ 0,1196 <LOQ  0,0924
+ +

0,0423¢% 0,0710%
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6

10

11

12

13

14

15

Acido p-cumarico

Acido
Metoxifenilacético*

Acido Vanilico

Acido Galico

Acido Fertilico

Acido Siringico

Acido Sinapico

Acido Elagico

Acido Clorogénico

Acido Rosmarinico

0,0556
+

0,0104%

0,1091
+

0,0098*

0,7730
+

0,1682°

4,1576
+

0,2223%

0,1509
+

0,0937¢

0,4308
+0,011°

0,0459
+

0,0069°

7,547 +
0,2183

0,0149
+

6,873%4

0,0031
+

0,0012°

0,0176
+

0,0017¢

<LOQ

0,9732
+

0,1532%°

0,2720
+

0,0433¢

0,0543
+

0,0123¢%

0,0870
+

0,0118¢

0,0452
+

0,0049°

7,618 +
1,227

0,0115
+ Qb

0,0034
+

2,315%°

0,0274
+

0,0013°

nd

0,1899
+

0,0169¢

1,5014
+

0,6181°

0,0771
+

0,0397¢

0,2441
+

0,0079°

0,1067
+

0,0109%

2,773 £
0,3642°

0,0114
+
1,376
4b

<LOQ

0,0150
+

0,004°¢

0,1021
+

0,0144*

1,2346
+

0,2363%

0,3504
+

0,0160°

0,0254
+

0,0078*

0,0320
+

0,0329¢

0,0406
+

0,0044°

1,600 +
0,0667¢

0,0124
+

4,120

0,0074
+

0,0053%




16

17

18

19

20

21

22

23

24

Crisina

Pinocembrina

Apigenina

Galangina*

Naringenina

Kaempferol

Eriodictiol*

Aromadendrina*

Fustina*

Flavonoides

<LOQ nd nd nd
0,1062  0,0065 nd nd
+ +

0,0132*  5,998+4°

0,0051 0,0056  0,0050  0,0053
+ + + +

2,688%  2350%% 33575  4,031%
ab b ab

0,0152 0,0151  0,0292  0,0224
+ + + +
4,370%¢  3,567*  0,0057*° 0,0012%°

b,c

0,0194 0,0151 0,0124 0,0164
+0? + + + Qb
0,0019°  1,744*

nd <LOQ nd <LOQ
0,0031  0,0031  0,0030  0,0035
+ + + +
435048 6,523%4% 51728 9,766%¢
0,0686  0,0265 0,0193  0,0283
+ + + +

0,0062*  0,0050° 0,0035* 0,0015°

nd nd nd <LOQ
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Catequina 0,0304 0,0239
+ +
3,9324b 24094
Epicatequina 0,0312 nd
+
0,0044°
Hispidulina* <LOQ <LOQ
Quercetina 0,1920 0,7801
+ +
0,1046>  0,1798*
Taxifolina* 0,0693 0,0382
+ +
0,0112*  0,0015%¢
Miricetina 0,1088 0,1815
+ +
0,0048>  0,0386°
Isoquercetina 0,0353 <LOQ
+
0,0036*
Aldeidos Fendlicos
Vanilina 0,0716 0,0410
+ +
0,0469°  6,5314¢
Coniferaldeido* nd nd
Siringaldeido* 0,0380 <LOQ
+

0,0053°

0,1241
+

0,0094%

0,1759
+

0,0181°
<LOQ

0,7813
+

0,0434#

0,0256
+

0,0059¢

0,1139
+

0,0158°

0,0227
+

0,0025°

0,6015
+

0,5258¢%

0,0503
+

0,0135

0,0710
+

0,0413¢%

0,0256
+

7,084t

<LOQ

<LOQ

0,2363
+

0,0279°

0,0482
+

0,01128b
0,1575
+
0,0091°

<LOQ

0,0441
+
0,0019¢

nd

<LOQ




35 Sinapaldeido 0,0111 0,0100  0,0171  0,0141
+ + + +

3,819#*%  32814° 3,820* 0,0031°

Cumarina
36 Umbeliferona* 0,0066 0,0078  0,0065  0,0084
+ + + Qb +
1,3244° 133442 0,0020?

Diterpeno Fendlico

37 Carnosol* 0,0436 0,0148 0,0146  0,0146
+0? + + Qb +
3,1978b 2,1318b

Teor de Fendlicos Totais
(mg g™") 14,71 10,63 7,559 4,327

<LOQ — ndo quantificado. Resultados seguidos pela mesma letra na linha ndo
diferem significativamente (¢-teste, p < 0,05)

2 Nio detectado

* Reportado pela primeira vez

Dentre os 47 fendlicos testados, um total de 37 foram detectados nas
quatro amostras analisadas (Tabela 2.2). Os pos e extratos de goiaba sdo
predominantemente compostos por acidos fenodlicos e flavonoides, porém,
outros grupos fendlicos também foram detectadas. O ERG mostrou-se a
amostra mais rica, com um total de 34 compostos identificados, seguida pelo
PGP com 33 compostos, EPG com 32 ¢ RGP com 31 fendlicos.

O 4cido elagico (13) foi o principal fenodlico encontrado em todas as
amostras (7,6179 mg g em EPG, 7,5466 mg g! em PGP, 2,7725 mg g em
RGP e 1,6000 mg g! em ERG). Analisando-se a concentragio deste
composto, ¢ possivel notar que o acido elagico encontra-se majoritariamente
presente na polpa da goiaba. Este fenolico ¢ extensivamente investigado em
estudos clinicos, tanto in vifro quanto in vivo, uma vez que o mesmo ¢
relacionado a propriedades anti-carcinogéncias (NUNEZ-SANCHES et al.,
2016; CECI et al., 2016) e anti-diabetes (MEHTA et al., 2017; NANKAR;
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DOBLE, 2017). O acido vanilico (8), o acido galico (9) e a quercetina (28)
também estdo entre os compostos majoritariamente encontrados nesta
matéria-prima. As estruturas quimicas dos principais compostos fenolicos
identificados nas amostras sdo mostradas na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Estruturas quimicas  dos  principais  compostos  fenolicos
identificados nas amostras de pé e extrato de polpa de goiaba (PGP e EPG) e p6
e extrato de residuo de goiaba (RGP ¢ ERG)

OH
HO 34

Acido Galico

O-CH,

Acido Vanilico Quercetina

A maioria dos estudos que analisaram o perfil fenolico da Psidium
guajava reportaram o acido galico (ZULKIFLI et al., 2012) e a quercetina
(FLORES et al., 2015; LIN; YIN, 2012) como os principais fenolicos da
goiaba em termos quantitativos. Apesar destes compostos também terem sido
encontrados em grande quantidade no presente estudo, o acido elagico foi o
majoritario. Este resultado pode ter sido causado principalmente por
diferengas na técnica e no solvente de extragdo, assim como a metodologia
usada para a identificagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos.

A atividade antioxidante dos compostos fenolicos ¢ relacionada as
suas estruturas quimicas e capacidade em neutralizar radicais livres (CHEN
et al., 2017). Os perfis fenolicos das amostras de EPG e ERG podem ter sido
responsaveis pela alta atividade antioxidante exibida pelos extratos. Tanto o
EPG quanto o ERG apresentaram uma grande variedade de flavonoides, que
atuam na capacidade de doagdo de atomos de hidrogénio a radicais livres com



o objetivo de interromper reagdes em cadeia. A quercetina, principal
flavonoide encontrado no EPG e no ERG, apresenta em sua estrutura uma
substituicao orto-dihidroxi no anel B, o que garante a estabilizag@o do radical
e participa da deslocalizagdo eletronica; uma insaturagio -2,3 ¢ um grupo 4-
carbonil no anel C. Estas caracteristicas estruturais sdo necessarias para se
atingir o potencial maximo de neutralizagdo de radicais para flavonoides
(CHEN et al., 2017; RICE-EVANS et al., 1996).

A atividade antioxidante dos 4cidos fenolicos depende do niimero de
grupamentos hidroxila sem impedimento estérico disponiveis na molécula.
Dessa forma, o composto ¢ capaz de doar um 4atomo de hidrogénio para a
estabilizagdo de radicais livres. O acido galico, presente no EPG e no ERG,
contém trés grupos hidroxila disponiveis em sua estrutura, o que contribui
para uma maior atividade antioxidante (CHEN et al., 2017; RICE-EVANS et
al., 1996). Similarmente, a reatividade quimica do acido elagico, o principal
fendlico em EPG e ERG, se d4 em decorréncia da presenga de multiplos
grupamentos hidroxila. Além disso, a substituicdo aromatica eletrofilica dos
anéis aromaticos do acido elagico possuem uma fung¢do importante na
estabilizagdo de radicais livres (AHMED et al., 2016).

O 4cido elagico e o acido galico ja demonstraram agdo farmacologica
anteriormente. Fahmy et al. (2015) estudaram os efeitos de extratos fenolicos
contendo 4cido elagico e acido galico, obtidos a partir de Terminalia muelleri
contra danos hepaticos. O extrato (400 mg kg') foi capaz de reduzir a
elevagdo de tetracloreto de carbono (CCls), uma hepatoxina/nefrotoxina
presente em humanos e animais que gera radicais livres devido a seu caminho
de conversdo metabolica. O mesmo efeito também foi observado por Al-
Sayed et al. (2015) para um extrato fendlico de Bauhinia hookeri. A agdo
protetiva da Bauhinia hookeri foi atribuida a presenca de polifenodis,
responsaveis pela atividade antioxidante, o que diminui a peroxidagdo
lipidica.

A técnica de extrag@o usada no presente trabalho, juntamente a anélise
LC-ESI-MS/MS, permitiu a identificagdo de 14 fenodlicos que estdo sendo
reportados pela primeira vez em goiaba vermelha. Sdo eles: acido 4-
hidroximetilbenzéico (4), umbeliferona (36), acido mandélico (3),
seringaldeido (34), galangina (19), eriodictiol (22), aromadendrin (23),
hispidulina (27), taxifolina (29) e carnosol (37), detectados em todas as
amostras. Além disso, acido metoxifenilacético (7) foi detectado em EPG,
ERG e PGP. Acido salicilico (1) e fustina (24) foram detectados em ERG e
coniferaldeido (33) foi identificado apenas em ERG. Estes compostos ja
foram associados na literatura a potenciais efeitos na prevengdo e no
tratamento de doengas degenerativas. A umbeliferona ja foi relacionada a
efeitos anti-carcinogénicos (MUTHU et al., 2013), cardioprotetivos (LOU et
al., 2017) e anti-diabéticos (NOAWABOQOT et al., 2015). O acido salicilico



86

e o coniferaldeido ja foram relacionados a um potencial anti-carcinogénico
(Al et al., 2015; KIM et al., 2016).

Uma vez que a polpa e o residuo de goiaba foram analisados
separadamente, foi possivel identificar em que fragdo da fruta cada fendlico
encontra-se localizado apds o processamento. Além disso, para a maioria dos
fenodlicos detectados suas quantidades variaram significativamente entre as
amostras em po e os extratos. Este fato pode estar relacionado ao processo de
extracdo que antecedeu a analise de LC-ESI-MS/MS, uma vez que as
amostras de extrato foram primeiramente submetidas & extragdo por
ultrassom, o que ndo aconteceu para as amostras em pd, como descrito no
item 2.2.5.1.

Os resultados da Tabela 2.2 mostram que as amostras em po
apresentaram TFT maiores que os extratos, tanto para a polpa (PGP = 14,71
mg g, EPG = 10,63 mg g') quanto para o residuo (RGP = 7,559 mg g/,
ERG = 4,327 mg g!) de goiaba. Com relagdo aos extratos, é interessante
observar que os resultados de TFT obtidos pela andlise de LC-ESI-MS/MS
foram mais proximos aos resultados de TFT estimados pelo ensaio de
Prussian Blue (EPG = 5,180 mg g!, ERG = 3,990 mg g!) do que pelo ensaio
de Folin-Ciocalteu (EPG = 23,48 mg g'!, ERG = 15,78 mg g). Assim, o
presente estudo reafirma o potencial do ensaio de Prussian Blue para ser
utilizado com uma ferramenta para a estimativa do TFT. A razdo entre o teor
de fendlicos dos extratos e dos pos de goiaba foi calculada ¢ a Figura 2.2
mostra que os compostos acido salicilico (1), acido 4-hidroximetilbenzdico
(5) e umbeliferona (7) foram quantificados apenas nas amostras de extrato de
goiaba.



Figura 2.2 — Taxa de fenolicos entre o extrato e o pd de polpa de goiaba (PG) e
entre o extrato e o pd de residuo de goiaba (RG)
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**0 ntimero do composto fenolico correspondente pode ser observado na Tabela
1. *Taxa = 0. *Valores > 1,0 significam que determinado fenélico foi encontrado
em maior quantidade no extrato do que no p6 correspondente

Estes resultados indicam que a EAU foi capaz de liberar fendlicos
especificos que nao poderiam ser isolados em uma quantidade significativa
durante a preparagdo da amostra em po antes da analise de LC-ESI-MS/MS.
A presenga de alguns fenolicos apenas nos pods foi, na maioria dos casos,
similar para a polpa e para o residuo. Entretanto, as diferencas quantitativas
entre as amostras de polpa e residuo foram substanciais para o acido p-
cumadrico (8), acido siringico (15), kaempferol (23), epicatequina (28) e
hispidulina (29).

O Quadro 2.1 mostra que os estudos sobre o perfil fendlico da
goiaba, suas fragoes e seus residuos sdo escassos.
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Quadro 2.1 — Perfil fenoélico da goiaba reportado em diferentes estudos

inteira

agua ou
agua:etanol
(50:50, v/v) por 24
ha25°C

Processo de Método de Niumero de
Estudo Amostra Extracao Identificacao Fenolicos
Identificados
ADEMILUYI | P. guajava L. Maceragdo com Cromatografia 14
et al., 2016 (branca gigante, metanol:HCL gasosa
branca pequena, (20:1, v/v) por 24
listrada e vermelha) | h a temperatura
seca em estufa a ambiente
35°C
ZULKIFLI et | Cascas frescas de Amostras fervidas | Cromatografia 8
al., 2012 P. guajava L. em agua a uma liquida de alta
proporgao de 1:20 performance
de cascas para (HPLC)
agua
FLORES et Polpa liofilizada de | Extrag¢do em HPLC-PDA 21
al., 2015 P. guajava L. blender com
(Homestead, CH30OH/H20/acido
Barbie Pink, Thai formico (75:25:5)
Maroon, por 5 min a
Sardina 1, Sardina temperatura
2, Yen, 2 e Sayla) ambiente
ROJAS- Casca e polpa Extra¢do em UHPLC- 29 fenolicos e
GARBANZO | liofilizadas de P. vortex por | mine | DAD-MS/MS 34 compostos
et al., 2017 guajava L. cv extragdo assistida polares
‘Criolla’ por ultrassom (20
min) com metanol
+agua (9+1, v+
v)
NUNES et al.,, | P. guajava L. cv. Extraido com HPLC-DAD 13
2016 ‘Pedro Sato’seca etanol:agua
em estufa a 55 °C (80:20, v/v) por 10
min
ONGPHIMALI | P.  guajava L. | Extragdo por HPLC 8 acidos
et al.,, 2013 liofilizada fresca Soxhlet com fenodlicos
acetato de etila por soluveis e 6
10h acidos
fenolicos
insoliveis
LIN; YIN, P. guajava L. cv. Extragdo em HPLC 9 no extrato
2012 ‘Pearl’ fresca blender com 100% aquoso e 10 no

extrato
etandlico




Extragdo em
P. blender com
FLORES ET | friedrichsthalianum | metanol:agua HPLC-PDA 9
AL., 2013 liofilizada inteira (70:30, v/v) por 5
min a temperatura
ambiente

O maior niimero de compostos fenodlicos em goiaba vermelha foi
encontrado no presente trabalho quando comparado aos estudos
existentes. Os resultados podem ser explicados pelas diferengas no tipo
de solvente, na preparacdo das amostras para a extragdo de fendlicos,
condi¢des variaveis de extragdo (técnica, temperatura, tempo) e
metodologias distintas de analise.

No geral, o perfil fenolico dos pos (PGP e RGP) e extratos (EPG e
ERG) de goiaba mostraram uma grande variedade de compostos em todas
as amostras. A concentragdo e a presenca de compostos diferentes podem
explicar o alto teor de fitoquimicos encontrado, assim como a atividade
antioxidante demonstrada pelos extratos de goiaba. Além disso, baseado
no numero de compostos fitoquimicos identificados em grande
quantidade nesse estudo, sugere-se que a goiaba se encaixa nos critérios
para ser denominada como uma superfruta.

2.3 CONCLUSAO

A composicdo fitoquimica dos extratos de polpa e residuo de
goiaba mostraram que esta fruta ¢ uma fonte rica em substancias com
propriedades antioxidantes, como flavonoides, flavondis e taninos
condensados. O residuo de processamento da goiaba apresenta uma alta
concentracdo nestes compostos quando comparado a polpa. Este fato
destaca a importincia em se destinar apropriadamente o residuo de
goiaba, que deveria ser considerado um valioso coproduto ao invés de um
residuo. Dessa forma, sugere-se que o ERG pode ser usado como um
ingrediente em diferentes formulagdes alimenticias.

O método de Prussian Blue para EPG e ERG exibiu valores muito
proximos aqueles obtidos pela analise de LC-ESI-MS/MS quando
comparado ao método de Folin-Ciocalteu. Este ensaio, devido a
superestimagdo dos resultados, ndo ¢ recomendado para ser utilizado
como uma ferramenta para a estimativa do teor de fendlicos totais.
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Portanto, o ensaio de Prussian Blue deve ser adotado para este proposito,
seguido pela analise de LC-ESI-MS/MS.

O alto teor de fendlicos totais, flavonoides, flavonois, taninos
condensados e atividade antioxidante comparados aos outros estudos da
literatura pode ser atribuido ao uso de EAU por ultrassom de sonda. Ao
contrario dos métodos classicos, a extracdo por ultrassom possui dois
importantes fendmenos fisicos, a quebra das paredes celulares do material
e a difusdo do solvente pela matriz, dissolvendo os compostos-alvo. Dessa
forma, a EAU por ultrassom de sonda promove uma libera¢do das
substancias bioativas de forma muito mais eficiente quando comparada a
outros métodos.

A escolha do solvente, a preparagdo da amostra e os diferentes
protocolos de analise podem ter contribuido para a discrepancia dos
resultados obtidos no presente estudo com rela¢do aqueles encontrados na
literatura. Dessa forma, a comparagdo de resultados entre diferentes
estudos somente ¢ possivel quando os pardmetros usados foram os
mesmos.

Por fim, a goiaba pode ser considerada uma superfruta com uma
rica variedade de compostos fendlicos. Os futuros trabalhos explorando
esta matéria-prima investigardo outras técnicas ndo-convencionais de
extragdo para a obtengdo de extratos ricos em compostos bioativos; a
identificacdo e quantificagdo dos carotenoides da goiaba; ¢ a aplicago
dos pos e extratos de goiaba para o desenvolvimento de alimentos
funcionais.
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CAPITULO 3: METODOS VERDES DE EXTRACAO COMO
UMA FERRAMENTA PARA A OBTENCAO DE EXTRATOS
RICOS EM FENOLICOS A PARTIR DA POLPA E DO RESIiDUO
DE PROCESSAMENTO DA GOIABA (PSIDIUM GUAJAVA L.)

A polpa e o residuo de goiaba se mostraram matérias-primas
ricas em compostos fenolicos. Tanto os pds produzidos com estas
matérias-primas, quanto os extratos obtidos a partir dos mesmos,
apresentaram uma grande variedade de compostos, como acidos
fendlicos, flavonoides, aldeidos fenolicos, dentre outros. No extrato do
residuo de goiaba foi identificado, através da técnica LC-ESI-MS/MS, um
total de 34 diferentes fenolicos, sendo o acido elagico o composto
majoritario em todas as amostras. Além disso, tanto o extrato da polpa
quanto do residuo apresentou uma alta atividade antioxidante, o que se
deve a grande quantidade de fenodlicos totais quantificada. Estas
caracteristicas conferem a goiaba o status de superfruta. Ademais, a
técnica de extragdo assistida por ultrassom de sonda, usando-se uma
mistura de etanol:agua (30:70, v/v), se mostrou adequada para a
recuperagio de fenolicos a partir da goiaba e de seus subprodutos. Diante
disso, o presente capitulo teve como foco investigar outros métodos
emergentes de extragdo (extragdo por ultra-turrax, por banho ultrassénico
e por liquido pressurizado) para recuperar os compostos fenolicos da
polpa e do residuo de goiaba. Para comparar a eficiéncia de cada técnica,
foi determinada a composi¢do fitoquimica, o perfil fendlico e a atividade
antioxidante de cada extrato obtido. Dessa forma, objetivou-se propor
métodos de extracdo menos prejudiciais ao meio ambiente e que tenham
o potencial de serem aplicados comercialmente.



O conteudo deste capitulo faz parte de um artigo submetido para
publicagdo:

LIMA, R. S., DANIELSKI, G. C., MAZZUTTIL S., FERREIRA, S.R. S.,
VITALL L., BLOCK, J. M. Green extraction methods as a tool to obtain
phenolic-rich extracts from guava (Psidium guajava L.) pulp and
processing waste. (Anexo D)

RESUMO

A goiaba (Psidium guajava L.) ja foi anteriormente denominada como
uma “superfruta” rica em compostos fenolicos. A polpa e o residuo de
processamento da goiaba podem ser uma fonte para a extragdo destes
compostos. No entanto, as técnicas convencionais de extragdo sdo
usualmente trabalhosas, demandam muito tempo e sdo prejudiciais ao
meio ambiente devido ao uso de solventes toxicos. Dessa forma, trés
métodos verdes de extragdo (extragdo por ultra-turrax, extracdo assistida
por ultrassom de banho e extragdo por liquido pressurizado) foram
estudados para a obtengdo de extratos ricos em fenolicos a partir de pos
de polpa e de residuo de processamento da goiaba. Uma mistura de
etanol:agua (30:70, v/v) foi usada como solvente e os extratos foram
analisados quanto ao teor total de fenolicos, flavonoides, flavondis e
taninos condensados. A atividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios
de DPPH, DPPH modificado, ABTS e¢ FRAP. O perfil fendlico das
amostras foi determinado por LC-ESI-MS/MS. Os maiores teores de
fenolicos (22,168 mg AGE g'), flavonoides (2,170 mg QE g') e
flavonéis (1,180 mg QE g') dentre todos os extratos de polpa de goiaba
foram obtidos com o uso da extra¢do por ultra-turrax a 25 °C por 1 h. A
extragdo por liquido pressurizado (PLE) por 30 min a 60°C/10 Mpa
apresentou a melhor performance para a extracdo de flavonoides (9,196
mg QE g™, flavonoéis (2,504 mg QE g') e taninos condensados (11,498
mg CE g') a partir do residuo de goiaba. Esta ¢ a primeira vez que a PLE
¢ reportada para a extragdo de compostos fenodlicos a partir de goiaba
vermelha e seus subprodutos. Dentre os 39 compostos fenolicos
identificados, escopoletina, resveratrol e naringina estio sendo reportados
pela primeira vez nesta matéria-prima. Os principais fendlicos
identificados nas amostras foram acido elagico, acido vanilico, acido
galico e isoquercetina. Estes resultados indicam que extratos ricos em
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compostos bioativos extraidos a partir de pos de goiaba podem ser
utilizados como ingredientes para a formulagao de alimentos funcionais.

Palavras-chave: compostos bioativos; extragdo por liquido pressurizado;
ultra-turrax; extragao assistida por ultrassom; LC-ESI-MS/MS.

3.1 INTRODUCAO

Os alimentos funcionais sdo definidos como aqueles que, além
de cumprirem a fung¢do basica de nutrir, também carreiam compostos
especificos responsaveis por promover efeitos benéficos ao organismo
(DIPLOCK et al., 1998). O termo foi originado no Japao nos anos 1980,
quando o Ministério da Satde e do Bem-Estar japonés estava estudando
a possibilidade de estabelecer um sistema regulatorio para alimentos que
apresentassem beneficios a saude (KAUR; SINGH, 2017).

Nos ultimos anos, novas descobertas indicaram que a dieta
impacta diretamente a saiide humana (LOBO et al., 2010; MONTEIRO
et al., 2010). Portanto, a demanda por alimentos funcionais tem crescido
em todo o mundo, com um potencial de mercado estimado em $192
milhdes até o ano de 2020 (KAUR; SINGH, 2017). Além disso, o nimero
de artigos cientificos abordando este topico t€ém crescido ao longo dos
anos. De acordo com a plataforma Scopus, o nlimero de publicagdes sobre
alimentos funcionais saltou de 5.000 em 1998 para 35.000 em 2017
(GRANATO etal., 2017).

A incorporagdo de compostos bioativos em alimentos ¢ uma das
possiveis formas de se desenvolver um alimento funcional. Compostos
bioativos sdo substincias extra-nutricionais presentes em quantidades
minoritarias em alimentos (KRIS-ETHERTON et al., 2002). Os mesmos
sdo relacionados a diversos efeitos benéficos a satide devido as suas
propriedades antioxidantes, como a reducgdo de doengas cardiovasculares,
cancer, diabetes, Alzheimer, dentre outros (SKROVANKOVA et al.,
2015).

Um procedimento de extragdo deve ser conduzido para separar
os compostos bioativos de suas fontes naturais e, posteriormente,
incorpora-los em alimentos funcionais. Diversos métodos de extragdo ja
foram reportados na literatura, tanto as técnicas convencionais
(macerag@o e Soxhlet) quanto as ndo-convencionais (extragdo assistida
por ultrassom — EAU, extragdo por liquido pressurizado — PLE e extragdo
por fluido supercritico — SFE). Os métodos convencionais de extragdo
estdo sendo substituidos pelos nio-convencionais, com o objetivo de



reduzir e/ou eliminar o uso de solventes orgénicos toxicos, reduzir o
tempo de extragdo, assim como permitir a utilizagdo de condigdes brandas
de extragdo para prevenir a degradagdo dos compostos-alvo. As
metodologias ndo-convencionais também sdo conhecidas como métodos
de extracdo verdes ou ambientalmente amigaveis, uma vez que podem
reduzir o consumo de energia, permitir o uso de solventes alternativos e
produtos naturais renovaveis, além de assegurar um extrato/produto
seguro e de alta qualidade (CHEMAT et al., 2012). Um outro foco é o
desenvolvimento de processos de extracdo que possam ser usados em
escala industrial, o que ndo ¢é possivel com alguns dos métodos
convencionais, como a maceragao, por exemplo
(SELVAMUTHUKUMARAN; SHI, 2017).

A EAU combinada a solventes GRAS (Generally recognized as
safe) € uma das tecnologias verdes de extragdo mais populares e ja foi
utilizada para extrair os compostos bioativos de uma grande variedade de
fontes vegetais, incluindo Nephelium lappaceum L., roma e amora
(MARAN et al., 2017, GOULA et al., 2017; ESPADA-BELLIDO et al.,
2017). O principio da EAU esta relacionado ao conceito de cavitagdo
acustica, um fendmeno fisico onde, em um meio liquido e sob frequéncias
variando entre 20 kHz ¢ 10 MHz, microbolhas sdo formadas, aumentam
de tamanho e colapsam (MCCLEMENTS, 1995). A implosdo destas
bolhas gera um ponto de acesso transitorio com elevada temperatura e
pressdo, o que aumenta a velocidade das rea¢des quimicas no meio. A
cavitacdo acustica também causa a ruptura da parede celular, facilitando
a penetracdo do solvente na matriz, o que permite a redugdo do tempo de
extragdo e da quantidade de solvente utilizado (PINGRET et al., 2013).

Na técnica PLE, um solvente liquido é usado a elevadas
temperaturas (até 200 °C) e pressoes (de 35 a 200 bar) de forma a melhorar
as propriedades de extragdo. As altas temperaturas promovem o
decaimento da viscosidade do solvente, o que melhora sua habilidade de
penetrar a amostra e solubilizar os compostos de interesse. Além disso, a
temperatura também ajuda no rompimento das interacdes entre os
compostos-alvo e a matriz, permitindo a difusdo dos mesmos no solvente
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005). A pressio elevada também ajuda
no rompimento de tais interagdes e no aumento da transferéncia de massa
da substancia-alvo para o solvente (ROSTAGNO et al., 2009). A PLE
pode ser conduzida tanto em modo estatico quanto dindmico. No modo
estatico, a quantidade de solvente permanece constante ao longo do
processo. Em contrapartida, no modo dindmico, o solvente ¢
constantemente bombeado e atravessa a amostra a uma taxa pré-
estabelecida (MAZZUTTI et al., 2018).
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Entretanto, equipamentos menos sofisticados também podem ser
usados para a extragdo de compostos bioativos. O ultra-turrax é um
dispositivo de homogeneizacao que fornece rotacdo de alta velocidade e
acdo de forga propulsiva na amostra. Estas forgas promovem um aumento
da transferéncia de massa, expandindo o fluxo dos compostos de interesse
para o solvente de extragdo (XU etal., 2016). A extragdo por ultra-turrax
(UTE) ja foi usada para a extracdo de compostos bioativos de diversas
fontes naturais, como madressilva (XU et al., 2016) e Olea europaea
(RYAN etal., 2001).

As frutas estdo entre as fontes vegetais mais usadas para a
extragdo de bioativos, uma vez que as mesmas sdo fontes ricas neste tipo
de substancia (LIU, 2003). A goiaba (Psidium guajava L.) ¢ uma fruta
popular em paises tropicais. A mesma pode ser consumida in natura ou
transformada em uma grande variedade de produtos, como sucos, geleias,
doces, dentre outros. No Brasil, aproximadamente 30% do volume total
processado de goiabas ¢ perdido na forma de residuo de processamento,
composto por sementes, cascas ¢ polpa residual (TRIECHEL, 2016).
Entretanto, a goiaba e seus subprodutos apresentam um alto teor de
substancias antioxidantes, como carotenoides e compostos fenolicos
(VERMA et al., 2015; LIMA et al., 2019). Lima et al. (2019) obtiveram
extratos fenolicos a partir da polpa ¢ do residuo de goiaba usando-se
extragdo assistida por ultrassom de sonda, com uma mistura de
etanol:agua (30:70, v/v) como solvente. Os autores encontram um teor de
fenolicos totais (TFT) de 23,48 mg AGE g' para polpa e 15,79 mg AGE
g! para o residuo. Além disso, 37 compostos fenolicos foram
identificados dentre as amostras analisadas, sendo o acido elagico o
majoritario. Porém, outras técnicas verdes de extragdo, como a PLE, ainda
ndo foram reportadas para a extragdo de compostos fenolicos a partir da
polpa e do residuo de goiaba.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito das
técnicas EAU de banho, PLE ¢ UTE para a recuperagdo de fitoquimicos
da polpa e do residuo de processamento da goiaba, além de avaliar a
atividade antioxidante dos diferentes extratos obtidos.



3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Amostras

Goiabas vermelhas (Psidium guajava L. cv. Pedro Sato) foram
obtidas em um mercado local em outubro de 2017. As goiabas foram
sanitizadas em uma solugdo de hipoclorito de sddio a 4% por 30 min e
processadas ao atingirem grau 11l de maturagdo — Solidos Soluveis Totais
=8,23% (AZZOLINI et al., 2004). Primeiramente, a polpa ¢ o residuo da
fruta (sementes, cascas e residuos de polpa) foram separadas usando-se
uma despolpadeira (Brameitar peneira 2 mm, Campinas, Brasil). Em
seguida, tanto a fragdo de polpa quanto a fragdo residual foram
desidratadas de acordo com Nunes et al. (2016), com modificagdes. As
amostras foram mantidas a 55 °C por 10 h em uma estufa com circulagéo
forcada de ar (TE — 394/2 Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil). A polpa de
goiaba em p6 (PGP) e o residuo de goiaba em p6 (RGP) tiveram seus
tamanhos de particula ajustados para 0,500-0,550 mm e foram
armazenados em frascos Ambar, inertizados com nitrogénio e mantidos a
-24 °C para analises futuras.

3.2.2 Materiais

O reagente fendlico Folin-Ciocalteau, o acido galico, a vanilina, a
(+)-catequina hidratada, o ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico)], o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), o TPTZ (2,2’-
2,4,6-tripiridiltriazina), o Trolox e os padrdes fendlicos ultrapuros foram
obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os padrdes
foram preparados como solugio estoque (1000 mg L™ em 100% metanol
de grau cromatografico), armazenados a -24 °C e usados para o preparado
de curvas de calibragdo por dilui¢des apropriadas a partir da mistura.
Todos os outros reagentes quimicos e solvente utilizados nos
experimentos foram de grau analitico (P.A.), adquiridos da Neon e da
Sigma-Aldrich.

3.2.3 Extracio de compostos fenolicos

Com a finalidade de se verificar o efeito de cada técnica de
extragdo estudada, o solvente (etanol:dgua — 30:70, v/v) foi mantido o
mesmo para todas as técnicas. A composi¢do do solvente, assim como as
condi¢des experimentais de cada método de extragdo, fora determinada



106

em testes preliminares (resultados ndo apresentados). Ao final de cada
processo de extracdo, os extratos obtidos foram filtrados a vacuo,
concentrados em rotavapor a 40 °C (modelo 558, Fisatom, Sdo Paulo-SP,
Brasil), inertizados com nitrogénio e armazenados a -24 °C para analises
futuras. Todas as extragdes foram conduzidas em duplicata.

O rendimento das extragdes (%) para cada técnica foi calculado
dividindo-se a massa de extrato pela massa da amostra usada no processo.

3.2.3.1 Extracio por ultra-turrax (UTE)

Em um béquer, amostras de PGP ¢ RGP (1 g) foram diluidas em
15 mL do solvente de extracdo. Em seguida, o béquer foi levado a um
homogeneizador ultra-turrax (modelo T25, IKA-Works, Staufen,
Alemanha). O dispositivo foi ajustado a uma velocidade de rotagdo de
4.000 rpm e poténcia de 800 W. A extracdo foi conduzida a 25 °C por 1
h.

3.2.3.2 Extraciio assistida por ultrassom de banho (BEAU)

Em um Erlenmeyer, 1 g de PGP/RGP foi misturado a 15 mL de
solvente de extracdo. O Erlenmeyer foi levado a um banho ultrassonico
(modelo EGS 5HD, Enge Solutions, S3o Paulo-SP, Brasil) a uma
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 300 W. A extragdo foi conduzida a 25
°C por 30 min.

3.2.3.3 Extracio por liquido pressurizado (PLE)

Um equipamento customizado multitarefas foi montado para a
PLE, como descrito por Mazzutti et al. (2018). O equipamento consistia
em um reservatorio de solvente, do qual o solvente de extragdo era
bombeado por uma bomba de HPLC (modelo 515, Waters, EUA, taxa de
fluxo de 0,001 a 10 mL min™). O solvente foi aquecido a 60 °C por um
banho de aquecimento (modelo MQBMP-01, Microquimica, Palhoga-SC,
Brasil) e pressurizado a 10 MPa. Amostras de 4 g de PGP/RGP foram
alocadas no compartimento de extragdo encamisado juntamente com
migangas de vidro (agente dispersante), onde o solvente foi bombeado em
modo dindmico a uma taxa de 2 mL/min. O processo foi conduzido por
30 min.



3.2.4 Caracterizacao dos extratos

Para a caracterizagdo, os extratos foram apropriadamente diluidos
com agua ultrapura, metanol (para a analise de taninos condensados) ou
etanol (para a analise de ABTS), como se segue: 1:30, v/v para os extratos
de BEAU, 1:50, v/v para os extratos de UTE e 1:10, v/v para os extratos
de PLE. A absorbancia das amostras (com exce¢do da determinagdo de
flavonoides) foi lida em um leitor de microplacas (Spectramax Paradigm,
Molecular Devices, San Jose-CA, EUA).

3.2.4.1 Determinacdo do teor de fendlicos totais (TFT) por Folin-
Ciocalteu

O protocolo para este ensaio foi desenvolvido por Singleton e
Rossi (1965), com algumas modificagdes. Uma aliquota de 25 pL de
extrato diluido foi colocada em uma microplaca, juntamente com 25 pL
de reagente fendlico Folin-Ciocalteu, diluido em agua ultrapura (1:3, v/v).
Em seguida, 200 pL de dgua ultrapura foi adicionada. Apds 5 min, foram
adicionados 25 pL de uma solugdo de carbonato de sodio a 10% a
microplaca, sendo essa mantida no escuro por 60 min a 25 °C. Em
seguida, a absorbancia foi lida em A = 725 nm. Agua ultrapura foi
utilizada para o branco no lugar dos extratos. Uma curva de calibragao foi
preparada usando-se acido galico (98% de pureza) dissolvido em etanol
(concentragio final de 0,2 mg mL™), com concentragdes variando entre 0
e 136 mg L', Os resultados foram expressos como mg de 4cido galico
equivalente por g de amostra (mg AGE g™!' de amostra).

3.2.4.2 Determinacio do teor de fendlicos totais (TFT) por Prussian
Blue

A metodologia seguida foi desenvolvida por Price & Butler (1977)
e modificada por Margraf et al. (2015). Brevemente, 100 pL de amostra
diluida foram misturados a 100 pL. de uma solugéo de cloreto férrico (I1I)
hexahidratado a 0,5 mM em uma microplaca, reagindo por 2 min. Entdo,
100 uL de uma solugdo de ferricianeto de potassio a 0,5 mM foram
adicionados a microplaca, sendo a absorbancia lida a A = 725 nm. Agua
ultrapura foi utilizada para o branco no lugar dos extratos. Uma solugdo
de 4cido galico a 100 mg L™ foi usada para o preparo de uma curva de
calibragio, com concentragdes variando de 0 a 40 mg L. Os resultados
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foram expressos como mg de acido galico equivalente por g de amostra
(mg AGE g de amostra).

3.2.4.3 Determinacio de flavonoides

O protocolo reportado por Lee e Francis (1972) foi usado. Os
extratos diluidos tiveram suas absorbancias medidas em A = 374 nm em
um espectrofotdmetro (SP 2000, Belphotonics, Piracicaba-SP, Brasil). A
concentracdo de flavonoides foi calculada usando-se as Eq. 1 e 2.

VOlextrato nao—diluido X VOlextrato diluido ( 1)
Aliquota usada para diluir a amostra

Fator de diluigdo =

Absorbancia a 374 nm x fator de diluicao (2)
76.6

Flavonoides totais =

Os resultados foram expressos como mg de quercetina equivalente
por g de amostra (mg QE g de amostra).

3.2.4.4 Determinacio de flavonéis

A metodologia usada nesta determinacdo foi desenvolvida por
Yermakov et al. (1987), com modificagdes. Brevemente, 80 pL das
amostras diluidas foram adicionados & microplaca, juntamente com 80 pL.
de uma solugdo etandlica de cloreto de aluminio III hexahidratado a 2%
e 120 pL de uma solugdo de acetato de sodio 50 g L. A microplaca foi
mantida na auséncia de luz por 2,5 h a 25 °C. A absorbéncia foi lida a A
= 440 nm. Agua ultrapura foi usada como branco no lugar das amostras.
Uma curva de calibragdo foi preparada com uma solucdo estoque de
quercetin, com concentragdes variando entre 0 e 80 mg L™!. Os resultados
foram expressos como mg de quercetina equivalente por g de amostra (mg
QE g de amostra).

3.2.4.5 Determinacio de taninos condensados

Os taninos condensados foram determinados de acordo com o
protocolo descrito por Horszwald e Andlauer (2011). Primeiramente,
amostras foram diluidas com metanol (1:50, v/v). Em seguida, uma
aliquota de 25 pL das amostras diluidas foi colocada em uma microplaca
juntamente a uma mistura de 150 uL de uma solugdo metandlica de
vanilina a 4% e 25 puL de uma solugdo metandlica de 4cido sulfurico a



32%. A microplaca foi incubada no escuro por 15 min a temperatura
ambiente. O branco foi composto por metanol ao invés dos extratos. A
absorbancia foi medida em A = 500 nm. Uma solugcdo metandlica de
catequina (concentragio final de 300 mg L") foi usada em concentragdes
variando de 0 a 240 mg L' para a curva de calibragio. Os resultados
foram expressos como mg de equivalente de catequina por 100 g de
amostra (mg CE 100 g de amostra).

3.2.4.6 DPPH

Este ensaio seguiu o método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), com modificagdes. As amostras diluidas (40 pL) foram colocadas
em uma microplaca com 260 puL de uma solugdo metandlica de DPPH a
0,10 mM. A microplaca foi mantida no escuro por 30 min a 25 °C. O
decaimento na absorbancia foi registrando em A = 517 nm. Agua ultrapura
foi usada para o branco. O poder antioxidante foi calculado usando-se a
Eq. 3:

% Inibigdo = [1 - (w)] x 100 3)

As17 branco

3.2.4.7 DPPH modificado

O protocolo usado para esta determinag@o foi desenvolvido por
Brand-Williams et al. (1995) e modificado por Stasko et al. (2017).
Brevemente, 40 pl. de extrato diluido foram colocados em uma
microplaca, juntamente com 260 puL. de uma solugéo etandlica de DPPH
a 0,10 mM e 260 uL. de uma solucdo tampao de fosfato de sodio
monobasico a 50 mM pH 6,0. A mistura foi mantida em auséncia de luz
por 30 min a 25 °C. O decaimento na absorbancia foi medido em A = 525
nm. Agua ultrapura foi usada como branco. O poder antioxidante foi
calculado com a Eq. 4:

% Inibigdo = [1 - (A““w)] x 100 4)

As2s branco

3.2.4.8 ABTS

A metodologia descrita por Rufino et al. (2007) foi usada. 10 pL
de amostras diluidas em etanol foram colocados em uma microplaca. Em
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seguida, 290 uL de uma solugdo de radical ABTS" foi adicionada, € a
microplaca foi mantida no escuro por 6 min. A absorbancia das amostras
foi lida em A = 734 nm. Etanol foi usado como branco. Uma solu¢ido
estoque de 4cido ascorbico 300 mg L' foi usada para o preparo de uma
curva de calibragio, com concentragdes variando entre 30 e 300 mg L.
Os resultados foram expressos como mmol de acido ascorbico
equivalente por g de amostra (mmol AAE g de amostra).

3.2.4.9 FRAP

Esta determinag@o seguiu o protocolo sugerido por Pulido et al.
(2000). Amostras diluidas (20 puL) foram colocadas em uma microplaca
juntamente com 280 pL de reagente FRAP recentemente preparado. AS
amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min em um banho ultrassdnico
(modelo EGS 5HD, Enge Solutions, Sao Paulo-SP, Brasil). Em seguida,
o decaimento na absorbancia foi medido em A = 593 nm. Agua ultrapura
foi usada para o branco. Uma solugdo estoque de acido ascorbico a 150
mg L' foi usada para preparar uma curva de calibragio, com
concentragdes variando entre 15 e¢ 150 mg L. Os resultados foram
expressos como mmol de acido ascorbico equivalente por g de amostra
(mmol AAE g' de amostra).

3.2.5 Identificagdo e quantificacio de compostos fendlicos por LC-
ESI-MS/MS

3.2.5.1 Preparacao das amostras

O protocolo seguido para a preparagdo das amostras foi sugerido
por Schulz et al. (2015), com modificagdes. Uma aliquota de 1 mL de
cada extrato foi adicionada a um tubo de ensaio com 5 mL de metanol e
5 mL de uma solucdo de 4acido cloridrico 6 mol L''. Os tubos foram
levados a uma estufa (400/D200 °, New Ethics, Sdo Paulo-SP, Brasil) a
85°C, onde foram mantidos por 30 min para que ocorresse a hidrolise
acida. Em seguida, o pH das amostras foi ajustado para 2,0, usando-se
uma solucio de hidroxido de sodio 6 mol L!. A mistura foi transferida
para um funil de separagdo com 10 mL de éter etilico, onde permaneceu
em repouso até que ocorresse uma separagdo de fases. A fase inferior foi
descartada e a fase éter foi transferida para um rotavapor (modelo 558,
Fisatom, Sao Paulo-SP, Brasil) a 40 °C, sendo o solvente removido até a
secagem completa da amostra. 1 mL de metanol grau cromatografico foi
usado para ressuspender o residuo seco. Esta fracdo foi diluida 10 vezes



com metanol:agua (70:30, v/v) para a inje¢do no sistema de LC-ESI-
MS/MS.

3.2.5.2 Analise de LC-ESI-MS/MS

Um total de 47 padrdes fenodlicos foram usados para esta analise.
A identificacdo e a quantificacdo dos compostos fenolicos seguiram a
metodologia descrita por Schulz et al. (2015) e foi conduzida em um
cromatografo liquido de alta performance (HPLC, 1200 Series, Agilent
Technologies, Waldbronn-BW, Alemanha). A separagdo cromatografica
liquida foi conduzida com o uso de uma coluna Synergi (4,0 um, 2,0 x
150 mm d.i.; Phenomex, Torrance-CA, EUA), sob gradiente de eluicdo.
Dois tipos de misturas formaram a fase moével, com a primeira consistindo
em metanol (95%) e agua (5%) — Canal A, e a segunda consistindo de
agua e acido formico (0,1%, v/v) — Canal B. A separacdo aconteceu sob
a temperatura de 30 °, usando-se gradiente de eluicdo segmentado, como
se segue: 0-5 min, 10% A; 5-7 min, 90% A; 7-10 min, 90% A; 10-17 min,
10% A. A coluna foi condicionada com uma propor¢ao da fase movel
inicial de separagdo por 5 min entre as analises. A taxa de fluto foi de 150
uL.min"" e 10 puL de cada amostra foram injetados no equipamento.

Um sistema de espectrofotometro de massas foi acoplado com o
sistema de HPLC. O MS consistiu-se de um espectrofotometro de massa
quadrupole triplo hibrido/armadilha de ions linear (Q Trap 3200 Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord-ON, Canada). O espectrofotometro de
massa foi operado em modo de ionizagdo eletrospray negativo
(TurbolonSpray, Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord-ON,
Canada). Os parametros MS/MS foram: agulha capilar mantida a -4500
V; cortina de gas a 10 psi; temperatura a 400 °C; gas 1 a 45 psi; gas 2 a
45 psi e CAD gas médio. O software Analyst versdo 1.5.1 foi usado para
o controle do sistema de HPLC-ESI-MS/MS e analise de resultados.

3.2.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram conduzidas no software R-project
3.4.3 (2017). Os dados foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA), enquanto as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p
< 0,05). Todas as extragdes foram conduzidas em duplicata e todas as
analises foram realizadas em triplicata e expressas como média + desvio
padrao (SD).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizacao dos extratos

A Tabela 3.1 apresenta os resultados das determinagdes de
fitoquimicos (TFT, flavonoides, flavonodis e taninos condensados),
atividade antioxidante (DPPH, DPPH modificado, ABTS ¢ FRAP) dos
extratos de polpa (EPG) e residuo (ERG) de goiaba, obtidos por UTE,
BEAU e PLE.

Tabela 3.1 — Teor de fendlicos totais, flavonoides, flavonois, taninos condensados
e atividade antioxidante (DPPH, DPPH modificado, ABTS e FRAP) dos extratos
de polpa e residuo de goiaba (EPG e ERG, respectivamente) obtidos por extracido
por ultra-turrax, extragao assistida por ultrassom de banho e extra¢do por liquido
pressurizado

UTE BEAU PLE
Determinagao
EPG ERG EPG ERG EPG ERG
Teor de 22.168 12.268 8.750 10.290 14.878 22.660
Fenolicos Totais + + + + + +

- 0.02172 0.0053b 0.0076° 0.0176° 0.0716° 0.04252
Folin-Ciocalteu

(mg AGE g")
Teor de 8.691 6.176 5.957 5.579 6.846 6.947
Fendlicos Totais + + + + + +

- 0.00492 0.0332b 0.0147¢ 0.0011¢ 0.0198° 0.0210°
Prussian Blue

(mg AGE g™
Flavonoides 2.170 3.756 1.660 4.292 2.091 9.196
(mg QE g) + + + + + +
0.00104 0.0050¢ 0.0017¢ 0.0040° 0.0034¢4 0.00452
Flavonéis 1.180 1.981 1.041 1.795 0.837 2.504
(mg QE g) + + + + + +
0.00454 0.0020° 0.0064¢ 0.0310° 0.0039¢ 0.00592
Taninos 5.528 6.258 5.405 5.579 6.233 11.498
Condensados + + + + + +

(mg CE g) 0.0099° 0.0050° 0.0069° 0.0134> 0.0113b 0.01702




DPPH 48.46 40.54 32.32 35.72 41.23 42.90

(% inibi¢do) + + +0.0066" + + +
0.00302 0.0098¢ 0.0080° 0.0037¢ 0.0114>
DPPH 41.34 25.43 21.65 25.15 29.12 32.77
Modificado (% + + +0.0278f + + +
inibicio) 0.00922 0.011994 0.0155¢ 0.0094¢ 0.0156>
ABTS 37.41 12.93 10.28 12.88 17.56 36.20
(mmol AAE 100 + + + + + +
gh 0.02152 0.0195¢ 0.0533¢ 0.00324 0.0329¢ 0.0239>
FRAP 32.21 17.15 16.55 16.95 17.62 31.67
(mmol AAE 100 + + +0.0206" + + +
gh 0.00992 0.04214 0.0078¢ 0.0346¢ 0.0243>

*Resultados expressos como média + desvio padrio. Resultados seguidos pela
mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05)
* Abreviagdes: FC = teor de fendlicos totais por Folin-Ciocalteu, PB = teor de

O maior TFT dentre os EPGs foi alcangando para os extratos
obtidos por UTE, seguidos daqueles obtidos por PLE e por BEAU. Este
resultado foi observado tanto pelo ensaio de Folin-Ciocalteu quanto para
o de Prussian Blue. Os menores valores obtidos pelo método de Prussian
Blue podem ser explicados pelo fato de que o teste de Folin-Ciocalteu
pode superestimar o conteudo de fenolicos. Amostras de goiaba sdo
especialmente susceptiveis a este tipo de efeito, pois esta fruta é rica em
acido ascorbico e agticares redutores (BASHIR; ABU-GOUKH, 2003;
EVERETTE et al., 2010). Lima et al. (2010) reportaram que os extratos
de goiaba obtidos por EAU de sonda também apresentaram resultados
discrepantes para TFT quando usando-se os ensaios de Folin-Ciocalteu
(EPG = 23,48 mg AGE g, ERG = 15,79 mg AGE g') e de Prussian Blue
(EPG = 5,18 mg AGE ¢!, ERG = 3,99 mg AGE g).

Os ERGs obtidos por PLE ¢ UTE apresentam os maiores TFTs,
tanto pelo ensaio de Folin-Ciocalteu quanto pelo de Prussian Blue. Por
outro lado, a BEAU mostrou-se menos eficiente, uma vez que os extratos
obtidos por esta técnica apresentaram os menores niveis de TFT. Esses
resultados podem ser explicados pela forma como a poténcia foi aplicada
a amostra. Em banhos ultrassonicos, a poténcia ndo é completamente
absorbida pela amostra, uma vez que a mesma ¢ dissipada na agua e
atenuada pelas paredes da vidraria que contém a matriz. Em contrapartida,
na UTE, o agitador ¢ diretamente imerso na amostra, reduzindo a
dissipagdo de energia e aumento a eficiéncia de extragdio (CHEMAT et
al., 2017a). Além disso, a UTE foi conduzida sob poténcia de 800 W,
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enquanto a BEAU tinha uma poténcia de 300 W, o que também pode ter
contribuido para tais resultados. Lima et al. (2019) usaram EAU de sonda
com uma poténcia de 500 W para a extragdo de fenolicos a partir de PGP
e RGP e reportaram um TFT de 23,483 mg g! para EPG e 15,789 mg g!
em ERG. Este resultado ¢ proximo do que foi encontrado para os extratos
de goiaba obtidos por UTE no presente estudo.

A PLE pode ter superado a BEAU devido a sua combinagéo entre
alta temperatura (60 °C) e pressdo (10 Mpa). Na PLE, o solvente, com
viscosidade reduzida, banha a amostra. Além disso, a temperatura
minimiza a tensdo superficial entre a interface da amostra, o solvente e os
compostos-alvo, o que permite a formagao de cavidades no material e a
dissolug@o dos analitos no solvente (WANG, WELLER, 2006). A PLE ja
foi usada anteriormente para a extragao de fendlicos de diversas matrizes
vegetais, como casca de uva roxa, usando-se uma mistura acidificada de
metanol:acetona:agua (40:40:20) como solvente na condigdo optimizada
(JU; HOWARD, 2003); mag¢a, com uma mistura de metanol:agua (75:25)
como solvente de extragdo na condi¢do optimizada e amora, usando-se
etanol:agua (50:50) como solvente de extracdo na condi¢do otimizada
(MACHADO et al., 2015). Nestes estudos, a PLE permitiu a obtencdo de
maiores teores de fendlicos totais comparado as técnicas convencionais.

A UTE foi anteriormente utilizada para a extragdo de compostos
fenodlicos de goiaba fresca (polpa e casca) usando-se metanol como
solvente (THAIPONG et al., 2006). Os autores reportaram TFTs entre
1,70 mg g e 3,449 mg g pelo ensaio de Folin-Ciocalteu. Musa et al.
(2011) obtiveram resultados similares. Os autores usaram a UTE a 24.000
rpm por 1 min para extrair os compostos fenolicos a partir de goiabas
inteiras frescas com uma mistura de etanol:dgua (50:50, v/v) como
solvente, obtendo-se um TFT de 3,83 mg g'. Os autores também
realizaram extragao assistida por ultrassom de banho por 1 h, obtendo-se
um TFT de 3,86 mg g™, ndo diferindo significativamente dos resultados
obtidos usando-se UTE. Ambos estudos conseguiram TFTs menores que
aqueles reportados no presente estudo. As diferengas entre os resultados
podem ser atribuidas aos diferentes tipos de solventes e condi¢des
experimentais usadas, assim como a variedade da goiaba e as condigdes
de cultivo.

O ERG obtido por PLE foi a amostra que apresentou a maior
concentracdo de flavonoides, flavondis e taninos condensados.
Independentemente do método de extracdo, todos os extratos de residuo
de goiaba apresentaram maiores teores de flavonoides e flavonois
comparados aos extratos de polpa de goiaba. O teor de flavonoides totais
em ERG foi 73% maior quando comparado ao EPG no UTE, 158% maior



no BEAU e 339% no PLE. O teor de flavonois totais foi 68% maior no
ERG obtido por UTE, 72% maior no obtido por BEAU e 199% maior no
obtido por PLE comparados aos extratos de polpa de goiaba. Esta
tendéncia também foi observada por Lima et al. (2019) para os extratos
obtidos por EAU de sonda a partir de PGP e RGP, onde o ERG apresentou
um teor de flavonoides totais 1,98 vezes maior que o EPG e um teor de
flavonadis totais 3,15 vezes maior que o EPG. Tais dados indicam que, na
goiaba, os flavonoides e flavonois concentram-se majoritariamente na
fracdo residual. Estes tipos de compostos ja foram usados como
substancias antioxidantes em estudos clinicos e foram relacionados a
propriedades anti-cancer (GEORGE et al., 2017; SAK, 2014) e anti-
inflamatoria (CASSIDY et al., 2015; ORTEGA et al., 2017), dentre
outros beneficios a satde. Tais evidéncias demonstram o potencial desta
frac@o para ser usada como um ingrediente na formulagdo de alimentos
funcionais.

Musa et al. (2015) analisaram o teor de flavonoides de duas
variedades de goiaba vermelha, a Sungkai e a Semenyih. As amostras
foram liofilizadas e os flavonoides foram extraidos usando-se metanol
com um equipamento ultra-turrax a 90 °C por 2 h. Tanto a fruta inteira
como a polpa (casca e sementes removidas) das duas variedades
estudadas obtiveram um teor de flavonoides totais em torno de 0,5 mg g
!, uma quantidade menor quando comparada aos resultados alcangados
por todos os métodos de extragdo testados no presente trabalho. O uso de
altas temperaturas por um tempo prolongado usadas por Musa et al.
(2015) pode ter contribuido para a obtengdo de resultados abaixo dos
obtidos neste estudo.

Os resultados de taninos condensados em amostras de EPG
mostraram que os métodos testados apresentam a mesma eficiéncia de
extragdo para esta classe especifica de fendlicos. Por outro lado, para as
amostras de ERG, a PLE permitiu uma maior extragdo de taninos
condensados quando comparada 8 BEAU e a UTE. Moreno et al. (2014)
reportaram um menor teor de taninos condensados para goiaba liofilizada
(2,0802 mg g') em comparacio ao presente trabalho (5,405 mg g' e
5,579 mg g' para EPG e ERG, respectivamente). Uma solugdo de
acetona:agua (70:30, v/v) foi usada como solvente em um banho
ultrassonico por 30 min & temperatura ambiente (poténcia e frequéncia
ultrassonicas ndo mencionadas). A diferenca nos resultados pode ser
atribuida ao tipo de solvente. Misturas de etanol sdo largamente
conhecidas pela eficiéncia na extragdo de diferentes classes de compostos
fenolicos (MUSTAFA; TURNER, 2011).
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A atividade antioxidante medida por DPPH, DPPH modificado,
ABTS e FRAP seguiram a mesma tendéncia. Dentre as amostras de EPG,
aqueles obtidos por UTE exibiram a maior atividade antioxidante,
seguidos pelos extratos da PLE e da BEAU, respectivamente. Estes
resultados estdo em concordancia com os resultados de TFT. Em outras
palavras, os extratos com TFT mais altos exibiram maior atividade
antioxidante. Lima et al. (2019) reportaram este mesmo comportamento
para EPG e ERG extraidos por EAU de sonda, onde as amostras de EPG
apresentaram maior TFT e atividade antioxidante por todos os ensaios
testados.

Os resultados de atividade antioxidante medidos por DPPH
modificado foram mais baixos que aqueles medidos pelo DPPH classico
em todas as amostras. Isto pode ser explicado pelo fato de que o DPPH
classico ¢ afetado pela desprotonagdo do DPPHH (a forma reduzida do
radical DPPH*), o que leva a uma superestimacdo dos resultados
(STASKO et al., 2007).

Musa et al. (2015) analisaram a atividade antioxidante da Psidium
guajava L. cv. Sungkai e Semenyih pelo ensaio FRAP. O extrato obtido
da casca da variedade Semenyih com o maior teor de TFT também
apresentou maior atividade antioxidante (841 uM Trolox g' b.u.). O
mesmo efeito foi previamente observado por Musa et al. (2011) ao
comparar diferentes técnicas de extragdo de fendlicos para a goiaba
vermelha. Os extratos obtidos pela ultrasonicag@o por 1 h e a extragio por
ultra-turrax por 1 min foram responsaveis pelas maiores atividades
antioxidantes pelo teste de FRAP (42,90 mg TE g b.u. € 41,60 mg TE g
U'b.u., respectivamente). Ambas amostras corresponderam aos extratos
com maiores teores de fenolicos totais. Rojas-Barquera e Narvaez-
Cuenca (2009) avaliaram a atividade antioxidante de extratos fenodlicos
obtidos a partir da goiaba, usando-se uma solucdo de metanol:agua
(50:50, v/v) sob constante agitagdo por 30 min a 50 °C. A amostra com a
maior atividade antioxidante obteve 107,3 umol Trolox g, com um TFT
de 5,08 mg g'!, 0 maior dentre todas as amostras.

A Figura 3.1 mostra a taxa entre UTE e PLE para cada classe de
compostos fenolicos e determinagdo de atividade antioxidante em EPG e
ERG, com o objetivo de demonstrar quais os métodos mais eficientes na
liberagdo de substancias de interesse da matriz.



Figura 3.1 — Taxa entre UTE e PLE e entre BEAU e PLE para cada determinagao
fitoquimica e ensaio de atividade antioxidante nos extratos de polpa (EPG) e de
residuo de goiaba (ERG)
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* Abreviagdes: FC = teor de fenolicos totais por Folin-Ciocalteu, PB = teor de
fendlicos totais por Prussian Blue, FD = flavonoides, FN = flavonois, TC =
taninos condensados, MDPPH = DPPH modificado. Valores maiores que 1
demonstram que o outro método exibiu uma melhor performance que o PLE para
um parametro especifico

A UTE foi o método mais efetivo para a extracdo dos compostos
fenodlicos da polpa de goiaba em po, exceto para taninos condensados.
Além disso, o EPG extraido por UTE demonstrou a mais alta atividade
antioxidante em todos os ensaios. Contrariamente, a PLE foi a técnica
mais efetiva para a extragdo de fenodlicos a partir do residuo de goiaba em
p6, o que foi confirmado por todas as analises fitoquimicas e
antioxidantes.

3.3.1 Perfil fenoélico
A Tabela 3.2 apresenta os compostos fenolicos identificados e

quantificados pela analise de LC-ESI-MS/MS para as amostras de EPG e
ERG obtidas por UTE, BEAU e PLE. Os parametros de identificacdo e
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quantificagdo dos compostos fenolicos, assim como o tempo de retengdo,
ion parente, ion quantitativo e os limites de identifica¢do e quantificagido
podem ser encontrados no Material Suplementar (Anexo B).

Tabela 3.2 — Perfil fenolico dos extratos de polpa (EPG, mg g-1 de amostra) e
residuo (ERG, mg g-1 de amostra) de goiaba obtidos por extragdo por ultra-turrax
(UTE), extragdo assistida por ultrassom de banho (BUAE) e extrag&o por liquido
pressurizado (PLE)

UTE BEAU PLE
Composto EPG ERG EPG ERG EPG ERG
fendlico
Acidos Fendlicos
1 Acido <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,0056
Salicilico +
0,0009
2 Acido 0,1357 0,0578+  0,0991 0.0876+ 0,1148+  0,0907
Cinémico 0,0213* 0,0107* + 0,0165*  0,0203* +
0,0076* 0,0160°
3 Acido <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,0243
Mandélico +
0,0162
4 _ Acido 4- 00087+ 00074+ 00073 00084+ 00120+ 0,0074
Hidroximetilben
Zbico 0,0012° 0,0006* + 0,0005*  0,0065 +
0,001° 0,0018*
5 Acido 0,2292 + 0,0665+ 0,1426  0,1273+ 0,098+  0,1015
Protocatectico 0,0442° 0,0121° + 0,0255*  0,0162° +
0,0388° 0,0252°
6 Acido p- <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,0098+ 0,0146
cumarico 0,0007° +
0,0025*
7 Acido nd? nd nd nd nd 0,0901
Caféico +
0,0079
8 Acidp 2,377+ 0,7377+ 1,548+ 1876+ 0,9631+ 0,009
Vanilico 0,2387% 0,2252°  0,5212*  0.3433*®  0,3099"¢ *
b 0,0809b




10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Acido Galico

Acido
Fertlico

Acido
Siringico

Acido
Sinapico
Acido Elagico

Acido
Clorogénico

Acido

Rosmarinico

Crisina

Pinocembrina

Apigenina

Galangina

0,9092 +
0,1634°

0,1827 £
0,0817°

0,1305 =
0,0264*

0,0504 =
0,0088*

5,126 +
0,1380°

<LOQ

<LOQ

nd

0,0099 *
0,0013°¢

0,0160 £
0,0005°

<LOQ

0,1980+  0,7766
0,0369° +

0,0930°

0,0173+  0,1545
0,0055° +

0,0228°

0,0463+  0,1155
0,0115° +

0,0264*

0,0126 +  0,0200
0,0037° +

0,0029°

0,6968+ 3,774+

0,0945¢  0,7371°

<LOQ <LOQ
nd nd

Flavonoides

nd nd

0,0166+ 0,0114
0,0057¢ +

0,0029¢

0,0157+  0,0156
0,0003° +

0,0007°

0,0104+ <LOQ

0,0019°

0,3337+
0,0803°

0,0387 +
0,0076°

0,0729 £
0,0067*"

0,0140 £
0,0058°

1,314+
0,1299%¢

<LOQ

nd

nd

0,0315 +
0,0062°

0,0157
0,0003°

0,0264 =
0,0159°

0,0464
0,0068¢

0,5173
0,0258°

0,0882 +
0,0415*

0,0058 £
0,0025°

2,362
0,3454¢

<LOQ

<LOQ

0,0161 +
0,0040°

0,0053
0,0026°

0,0558 £
0,0159°

<LOQ

0,3364
0,0568b
1,765 +
0,5555°
0,0463
o,ofoﬂ’
0,0232
0,0699b
1,877 +
0,3139¢
0,0448
0,0007

<LOQ

0,1258
+
0,0188*

0,0684

+
0,0129°

0,8297
+

0,3749°

0,0163

0,0043°
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

Naringenina

Kaempferol

Eriodictiol

Aromadendrina

Fustina

Catequina

Epicatequina

Hispidulina

Quercetina

Taxifolina

Miricetina

Isoquercetina

Naringina

0,0112 +
0,0006°

<LOQ

0,0033
0,0009¢

0,1791 =
0,0166*

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ

0,0782
0,0064*

0,0927 +
0,0048°

0,7179 +
0,2861°

nd

0,0066 £
0,0009°

<LOQ

<LOQ

0,0520 =

0,0243°

0,0065 +
0,0007°

0,0074 =
0,0048*

<LOQ

<LOQ

nd

0,0353 £
0,0078°

0,0672 £
0,0077°

0,1597 +
0,0563°

nd

0,0122
0,0018°

<LOQ

0,0033
+

0,0006°

0,1498
+
0,0305°

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ

nd

0,0499
+
0,0068°

0,0702
+
0,0069°
0,2021
+

0,1837°

nd

0,0128 £
0,0009°

<LOQ

0,0031
0,0002¢

0,0762 +
0,0179°

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ

<LOQ

0,0488 +
0,0082°

0,1171 %
0,0105°

0,9073 +
0,0996°

nd

0,0167
0,0045°

<LOQ

0,0135 +
0,0006°

0,1190 =
0,0202°

0,0144
0,0020°

<LOQ
<LOQ
0,0286

0,0079*

nd

0,0391 +
0,0074°

0,0630 £
0,118

0,0881 +
0,0275°

<LOQ

0,0774
+
0,0169°

0,2994
+

0,0459

0,0390
+

0,0044*

0,1889
+

0,0433¢

0,0075
+
0,0004°

0,0057
+
0,0017¢

<LOQ

0,0865
+

0,0216°

1,521+
0,6803

0,0559
+
0,0144*

0,2451
+

0,0541°
3,239+
1,072%

nd




33 Vanilina

34 Coniferaldeido

35 Siringaldeido

36 Sinapaldeido

37 Umbeliferona

38 Escopoletina

39 Carnosol

40 Resveratrol

Teor de Fenélicos
Totais

(mg g™)

Aldeidos Fendlicos

0,0457 0,0539+  0,0844
0,0187* 0,0107* +
0,0276*
0,0115 + 0,0097+  0,0106
0,0019° 0,0018° +
0,0022°
<LOQ nd <LOQ
0,0076 £0°  0,0042+  0,0048
o¢ +
0,0010¢
Cumarina
0,0064 + <LOQ 0,0060
0,0006¢ +
0,0018¢
0,0104 £ 0,0044 +  0,0075
0,0018* 0,0001° +
0,0028°
Diterpeno Fendlico
<LOQ nd <LOQ
Estilbenoide
<LOQ <LOQ <LOQ
10,34 2,290 7,265

0,0582
0,0149°

0,0174 £
0,0057°

<LOQ

<LOQ

<LOQ

0,0046 £
0,0004°

nd

<LOQ

5,192

0,0676 =
0,0294*

0,1055
0,0052°

<LOQ

0,0290 =
0,0048*

0,0142 +
0,0027°

0,0149 +
0,0037¢

0,0121 =

0,0023°

<LOQ

4,911

0,0698
+

0,0160°

0,0292
+

0,0188°
<LOQ

0,0113
+

0,0050°

0,0241
+

0,0039°
0,0093

+
0,0009°

0,3912
+

0,0073*

<LOQ

12,67

2Nio detectado, <LOQ — ndo quantificado. Os resultados seguidos pela mesma

letra na linha ndo diferem significativamente (teste z, p < 0,05)

O ERG obtido por PLE apresentou o maior nimero de fenolicos
identificados (39), seguido pelo EPG obtido por PLE, EPG obtido por
BEAU, ERG obtido por BEAU e, finalmente, ERG obtido por UTE (38,
37, 35, 35 e 33 compostos identificados, respectivamente). Todas as
amostras de extratos foram majoritariamente compostas por acido elagico
(13), &cido vanilico (8), acido galico (9) e isoquercetina (31). Os extratos
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da PLE também apresentaram teores significativos de acido fertlico (10,
EPG e ERG), aromadendrina (23, EPG) e quercetina (28, ERG).

Acido elagico (13), 4cido vanilico (8), acido galico (9), 4cido
fertilico (10), quercetina (28), isoquercetina (31) e aromadendrina (23) ja
foram reportados anteriormente em goiaba e seus subprodutos (LIMA et
al., 2019; ADEMILUYI et al., 2016; ZULKIFLI et al., 2012; FLORES et
al., 2015; ROJAS-GARBANZO et al., 2017; NUNES et al., 2016;
ONGPHIMALI et al., 2013; LIN; YIN, 2012; FLORES et al., 2013).
Dentre eles, acido elagico (13), quercetina (28) e acido galico (9) ja foram
reportados como os compostos majoritarios encontrados nesta matéria-
prima (LIMA et al., 2019; FLORES et al., 2013; ZULKIFLI et al., 2012;
NUNES et al., 2016; ONGPHIMALI et al., 2013; LIN; YIN, 2012).

Escopoletina (38, presente em todas as amostras), resveratrol (40,
presente em todas as amostras) e naringina (32, presente em EPG obtido
por PLE) foram identificados pela primeira vez em goiaba vermelha. A
escopoletina ja foi associada a inibi¢ao de células carcinogénicas (LIU et
al., 2001), a protecdo contra hiperglicemia (CHANG et al., 2015;
KALPANA et al., 2018), dentre outros beneficios a satide. O resveratrol
ja foi reportado como parte dos mecanismos protetivos em doenga renal
(ALBERTONI; SCHOR, 2015), enquanto a naringina ja demonstrou
atividade anti-cancer (KUMAR; VERMA, 2017) e anti-inflamatéria
(CHTOUROU et al., 2016).

Lima et al. (2019) identificaram um total de 37 fenolicos dentre as
amostras de PGP, RGP, EPG e ERG, onde os compostos foram extraidos
por EAU de sonda. Entretanto, no presente estudo, 39 compostos foram
identificados no ERG obtido por PLE, o que representa o maior niimero
de compostos fenolicos ja reportado para esta matéria-prima.

O teor de fendlicos totais quantificado por LC-ESI-MS/MS
confirmou que o ERG obtido por PLE, juntamente com o EPG obtido por
UTE apresentaram os maiores teores de fenélicos (12,67 mg g e 10,34
mg g, respectivamente). Isto também foi detectado pelos ensaios de
Folin-Ciocalteu e Prussian Blue.

E interessante notar que, em todas as amostras o TFT determinado
por LC-ESI-MS/MS foi menor que o TFT estimado por Folin-Ciocalteu.
Ja os resultados para o TFT estimado por Prussian Blue foram mais
proximos aqueles estimados por LC-ESI-MS/MS. Assim sendo, o
Prussian Blue se confirma mais uma vez como um método mais adequado
para a estimada do teor de fenolicos totais em uma amostra, em
detrimento do ensaio de Folin-Ciocalteu.

Lima et al. (2019) identificaram, por meio da analise de LC-ESI-
MS/MS, um total de 34 fenolicos em ERG e 32 fendlicos em EPG usando-



se EAU de sonda. A quantificagdo dos compostos fendlicos mostrou que
o EPG obteve um TFT de 10,63 mg g”', proximo ao que foi encontrado
no presente estudo para o EPG obtido por UTE. Apesar de o UTE ter
apresentado um maior nimero de compostos identificados (37 fenolicos)
em comparacdo ao EAU de sonda, ambos os métodos podem ser
considerados equivalentes em termos de TFT quantificado por LC-ESI-
MS/MS. Contrariamente, o PLE mostrou-se uma técnica mais eficiente
que o EAU de sonda para a recuperacdo de fenodlicos a partir de RGP.
Com o uso de LC-ESI-MS/MS, foi possivel quantificar um TFT de 4,327
mg g em ERG extraido por UAE de sonda, um resultado inferior ao que
foi encontrado para o ERG extraido por PLE (12,67 mg g'). Além disso,
o numero de fenolicos identificado em ERG obtido por PLE também
ultrapassou o niumero de compostos identificados no ERG obtido por
EAU de sonda.

A Figura 3.2 mostra como a técnica de extracdo afetou cada
fenodlico quantificavel.

Figura 3.2 — Taxa entre UTE e PLE e entre BEAU e PLE para cada composto
fenolico quantificado no extrato de polpa de goiaba (EPG) e no extrato de residuo
de goiaba (ERG)*

EPG
4 T T T T T T T T T T
3
<
3 2
Thtdll L. |l
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40
ERG
25 T T T T T T
Al B UTE/LPE [ |BEAU/LPE

Taxa

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40

* O numero do fendlico correspondente pode ser encontrado na Tabela 3.1.
Valores maiores que 1 demonstram que o outro método obteve uma melhor
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performance no que diz respeito a preservagdo de um fendlico especifico que o
PLE

No EPG, as relagdes UTE/PLE e BEAU/PLE mostram que a
BEAU e a UTE preservaram um maior nimero de compostos quando
comparado ao PLE. Este ultimo exibiu um decaimento significativo no
teor de acido galico (9) e isoquercetina (31), dois dos principais
compostos encontrados em goiaba vermelha. O mesmo efeito foi também
observado para acido sinapico (12). Em contrapartida, na amostra de
ERG, a PLE demonstrou ser capaz de extrair uma maior quantidade da
maioria dos compostos, especialmente flavonoides e aldeidos fendlicos.
O perfil fendlico confirmou os resultados obtidos pela determinagdo
fitoquimica e pelos ensaios de atividade antioxidante.

3.4 CONCLUSOES

A polpa e o residuo de processamento da goiaba demonstraram ser
fontes ricas em compostos fendlicos com propriedade antioxidante. O uso
de LC-ESI-MS/MS permitiu a identificacdo de escopoletina, resveratrol
¢ naringina, que ndo haviam sido reportados anteriormente para goiaba
vermelha.

A extragdo por ultra-turrax demonstrou ser o método mais eficaz
para a extragdo de fenolicos a partir da polpa de goiaba em po, o que pdde
ser confirmado pelo perfil fenolico, pelo maior teor de fitoquimicos e pela
maior atividade antioxidante dentre os extratos de polpa de goiaba. Esta
¢ uma técnica economica e facil de ser conduzida. Porém, o procedimento
de extracdo ¢ mais demorado que outros métodos e apenas uma amostra
pode ser conduzida por vez.

A extragdo por liquido pressurizado foi aplicada pela primeira vez
em goiaba vermelha e seus subprodutos, demonstrando ser a técnica mais
efetiva para a extracdo de fendlicos do residuo de goiaba em po. Este
resultado foi confirmado por todas as determinagdes fitoquimicas e pelos
ensaios de atividade antioxidante. Além disso, 39 compostos fenolicos
foram identificados no ERG obtido por PLE. Este é o maior nimero de
fenodlicos identificados ja reportado para esta matéria-prima. A PLE
requer um menor tempo de extracdo que a UTE sob as condi¢des
exploradas neste trabalho e pode ser escalonada. O custo do equipamento
permanece como sua maior desvantagem.

A extragdo assistida por ultrassom de banho mostrou ser um meio-
termo entre a PLE e a UTE, obtendo resultados melhores que o PLE,



porém, sendo menos efetivo que o UTE para PGP. Para RGP, a BEAU
apresentou melhores resultados que a UTE. Por outro lado, a PLE se
mostrou mais eficiente, especialmente na preservagdo de compostos
fenodlicos. Uma das vantagens da BEAU ¢ seu baixo custo, baixo tempo
de extracdo e possibilidade de condugdo de varios experimentos de uma
unica vez.

Os métodos verdes de extracdo apresentados neste trabalho,
juntamente com o solvente escolhido, foram capazes de gerar extratos
ricos em fenolicos a partir da polpa e do residuo de goiaba, com uma
grande variedade de compostos e alta atividade antioxidante in vitro.
Pesquisas futuras devem investigar o uso de tecnologias verdes de
extragdo para outros tipos de compostos bioativos presentes nesta matriz
vegetal, assim como a aplicagdo destes extratos em formulagdes de
alimentos funcionais.
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CAPITULO 4: EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM
PARA A OBTENCAO DE EXTRATOS RICOS EM LICOPENO E
B-CAROTENO A PARTIR DE POLPA E RESIDUO DE GOIABA
VERMELHA (PSIDIUM GUAJAVA L.)

Os compostos fendlicos, um grupo de substincias com
propriedades antioxidantes, sdo encontrados em abundincia tanto na
polpa quanto no residuo de processamento da goiaba. Isto permitiu a
obtengdo de extratos ricos em fenolicos, com alta atividade antioxidante
in vitro a partir destas matérias-primas. Para isso, foram conduzidos
diferentes métodos ndo-convencionais de extracdo (ultra-turrax, banho
ultrassonico e liquido pressurizado), com o objetivo de reduzir o uso de
solvente organico e de conferir maior praticidade e redugdo do tempo de
extragdo. Todos os processos apresentaram resultados satisfatorios, com
destaque para a extragdo por ultra-turrax, capaz de extrair a maior
quantidade de fenolicos e partir da polpa de goiaba, e para a extragdo por
liquido pressurizado, que se mostrou ideal para a extracdo de fenolicos a
partir do residuo da goiaba. No presente capitulo, continuamos a explorar
técnicas ndo-convencionais de extracdo, porém, com foco em um outro
grupo de compostos antioxidantes: os carotenoides.
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O conteudo deste capitulo faz parte de um artigo submetido para
publicagdo:

LIMA, R. S., NUNES, 1. L., BLOCK, J. M. Ultrasound-assisted
extraction of lycopene and B-carotene from red guava (Psidium guajava
L.) pulp and processing waste. (Anexo E)

RESUMO

Licopeno e [P-caroteno sdo pigmentos antioxidantes naturais
majoritariamente encontrados em frutas e vegetais. Além da capacidade
de retardar a oxidagdo de alimentos, o B-caroteno apresenta atividade de
vitamina A, enquanto o licopeno ¢ relacionado a efeitos
anticarcinogénicos. A goiaba (Psidium guajava L.) € uma das principais
fontes de licopeno. No Brasil, seu processamento gera 68.468 ton de
residuos (sementes, cascas ¢ polpa residual) anualmente. Além disso,
evidéncias mostram que a polpa ¢ o residuo de goiaba sdo fontes ricas em
carotenoides. A extragdo assistida por ultrassom (EAU), uma tecnologia
verde, pode ser usada para a extragdo de carotenoides em substitui¢do as
técnicas convencionais, que sdo danosas ao meio ambiente. A EAU nunca
foi utilizada para a extragdo de carotenoides da goiaba ¢ de seus
subprodutos. Portanto, este trabalho obteve extratos ricos em licopeno e
[-caroteno a partir de polpa e residuo de goiaba em p6 (PGP e RGP,
respectivamente) usando-se maceragdo (ME), extracdo assistida por
ultrassom de banho (BEAU, 25 °C por 30 min) e de sonda (PEAU, 25 °C
por 5 min). O acetato de etila foi usado como solvente. Os extratos foram
avaliados quanto ao teor de carotenoides totais (TCT), atividade
antioxidante in vitro por DPPH, DPPH modificado, ABTS e FRAP, além
da analise do teor de licopeno e B-caroteno por HPLC-DAD. A BEAU
demonstrou ser a melhor técnica para a extragdo de licopeno a partir da
polpa (135,0 mg 100 g') e do residuo (76,64 de goiaba mg 100 g™),
seguido por maceragdo (107,6 para EPG e 43,57 mg 100 g para ERG) e
PEAU (44,19 para EPG e 33,83 mg 100 g para ERG). Os extratos
obtidos por BEAU também apresentaram os maiores teores de TCT,
atividade antioxidante e coloracdo mais expressiva. Os resultados de
licopeno e B-caroteno apresentados neste trabalho sdo os maiores ja
reportados para esta matéria-prima dentre todos os estudos disponiveis
sobre este topico. Este resultado pode ser devido a desidratag¢do da polpa
e do residuo de goiaba antes da condugdo dos processos de extragdo, que



levou a um aumento da disponibilidade dos carotenoides. A EAU se
provou uma técnica adequada para a obtengdo de extratos ricos em
carotenoides a partir da goiaba e de seus subprodutos.

Palavras-chave: carotenoides; extracdo verde; atividade antioxidante;
HPLC-DAD; pés de goiaba.

4.1 INTRODUCAO

Os carotenoides s3o uma das mais estudadas classes de
antioxidantes de ocorréncia natural. Os mesmos so um grupo de
pigmentos responsaveis por conferir coloragdes variando do amarelo ao
vermelho em frutas, vegetais, peixes ¢ alguns crustaceos. Na natureza, os
carotenoides existem primariamente na configuragao trans, que apresenta
maior estabilidade. Quando expostos a fatores oxidantes, eles podem
sofrer isomerizagdo ¢ degradagdo (OROIAN; ESCRICHE, 2015).

Os carotenoides podem exercer sua atividade antioxidante por
meio da inativacdo do oxigénio singlete ou pela eliminacdo de radicais
livres. O oxigénio singlete ('O,) ¢ formado quando sensitizadores
presentes em alimentos (clorofila, mioglobina, dentre outros) absorvem a
energia da luz, o que promove a transformacao do oxigénio triplete (O,
forma estdvel) para o estado altamente reativo ('O2). Os carotenoides
interagem com o oxigénio singlete a fim de impedir a formacdo de
radicais livres. Esta inativagdo pode ocorrer tanto pelo mecanismo fisico
quanto pelo quimico. Na inativa¢do quimica, o carotenoide reage com o
0, e é destruido ao final da reacdo. Contrariamente, na inativacio fisica,
o 'O, transfere sua energia para o carotenoide, que a dissipa através de
interagdes rotacionais e vibracionais com o meio, gerando calor. Por outro
lado, a eliminagdo de radicais livres pode ocorrer pela transferéncia dos
mesmos para o carotenoide; pela doagdo de um atomo de hidrogénio ao
radical livre, estabilizando-o; ou pela adi¢do do carotenoide ao radical
livre, o que também promove a estabilizacdo do mesmo (SAINI et al.,
2015).

O licopeno e o [-caroteno sio exemplos de carotenos,
carotenoides hidrocarbonetos lipofilicos, que sdo conhecidos por seu
eficiente mecanismo de inativagdo do oxigénio singlete, devido a seus
sistemas de duplas liga¢des conjugadas. Além disso, o B-caroteno possui
em sua estrutura quimica dois anéis -ionona, que conferem proatividade
de vitamina A ao composto. Este ¢ o carotenoide mais abundante em
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alimentos e pode ser encontrado em cenouras, azeite de dendé, abdbora,
damasco, dentre outras diversas fontes. Por outro lado, o licopeno
apresenta uma estrutura aciclica com 11 ligagdes duplas conjugadas
(OROIAN; ESCRICHE, 2015). Nas tltimas décadas, um grande nimero
de estudos in vitro e in vivo associaram a ingestao de licopeno com uma
diminui¢do no risco de desenvolvimento de certos tipos de cancer, como
o de prostata (GRAFF et al., 2016; LANE et al., 2018; WANG et al.,
2016). Acredita-se que este efeito estd relacionado com a capacidade
antioxidante do licopeno. Este composto ¢ majoritariamente encontrado
em frutas vermelhas, como tomate, tangerina e mamae papaya (OROIAN;
ESCRICHE, 2015). De acordo com Rodriguez-Amaya et al. (2008), a
pitanga é a fruta mais rica em licopeno, com 72 pg g, seguida pela goiaba
vermelha, com 52 pug g’'.

A goiaba (Psidium guajava L.) é uma fruta popular em paises
tropicais. A China, a India e o Brasil sdo os maiores produtores de goiaba
no mundo. No Brasil, 55% do volume total de goiaba produzido no pais
(228.228 ton) ¢ destinado a produgdo de polpa, suco, geleias e outros
produtos. Estima-se que durante o processamento da goiaba,
aproximadamente 30% da fruta é perdida na forma de residuos, composto
por sementes, casca e polpa residual. Esta porcentagem corresponde a um
total de 68.468 ton de residuo de goiaba gerado anualmente, que nio
deveria ser descartado devido aos problemas ambientais ocasionados
(TRIECHEL, 2016). Além disso, evidéncias mostram que este residuo é
rico em antioxidantes, como compostos fendlicos e carotenoides. Lima et
al. (2019) concluiram que a quantidade de compostos fenodlicos
encontrada na goiaba vermelha a classifica como uma superfruta, ou seja,
uma fruta exdtica com alta concentragdo de antioxidantes. Os autores
também concluiram que a polpa e o residuo de goiaba em pd podem ser
usados como um ingrediente em alimentos funcionais.

Alguns estudos também mostraram que o residuo de goiaba possui
uma quantidade significativa de carotenoides. Uchda-Thomaz et al.
(2014) extrairam os carotenoides a partir de sementes de goiaba em po
usando-se alcool isopropilico:hexano (3:1) como solvente. Os autores
reportaram um teor de carotenoides totais de 1,25 mg 100 g''. King e
Ismail (2011) avaliaram o teor de licopeno de trés tipos de residuos
provenientes do processamento de puré de goiaba. Os autores usaram uma
mistura de acetona, etanol e hexano como solvente de extragdo e
obtiveram teores de licopeno variando de 8,74 mg 100 g™ (sementes e
polpa residual) a 17,07 mg 100 g' (esclereideo). Estes estudos
confirmaram que a goiaba vermelha e seus subprodutos podem ser uma



potencial fonte para a recuperagdo de carotenoides, especialmente
licopeno, para que os mesmos sejam usados como antioxidantes em uma
grande variedade de produtos alimenticios e também para o
desenvolvimento de ingredientes funcionais.

Entretanto, os métodos convencionais para a extragdo de
carotenoides apresentam diversas limitagdes que ndo permitem que 0s
mesmos sejam usados em escala comercial. A maceragao, o procedimento
padrdo, ¢ uma técnica de extracdo exaustiva usada, principalmente, para
amostras que possuem uma composi¢do desconhecida de carotenoides.
Apesar de ser econdmica e relativamente simples de se conduzir, a
maceragdo ¢ demorada, trabalhosa e utiliza uma grande quantidade de
solventes organicos. A extragdo por Soxhlet é também altamente usada
para a extragdo de carotenoides, porém, o uso de altas temperaturas no
processo pode degradar os compostos termolabeis. Este método também
usa uma quantidade consideravel de solventes organicos. Com isto em
mente, extragdes ndo-convencionais, também conhecidas como técnicas
verdes de extracdo, estdo sendo estudadas para substituir os métodos
convencionais. As mesmas tém o objetivo de reduzir ou eliminar o uso de
solventes organicos que podem danificar o meio ambiente ¢ a satde
humana. Além disso, estes métodos objetivam uma reducéo do tempo de
extragdo, maior recuperagdo de compostos bioativos ¢ a possiblidade de
aplicac@o comercial (SELVAMUTHUKUMARAN; SHI, 2017).

A extragdo assista por ultrassom (EAU) pode ser usada para a
condug@o de um processo verde de extracdo. O mecanismo da EAU ¢
relacionado ao fen6meno da cavitacdo acustica, onde microbolhas sio
formadas e colapsam, gerando uma pressdo localizada que rompe os
tecidos vegetais. Isto aumenta a penetragdo do solvente na matriz,
maximizando a eficiéncia da extra¢do. Existem duas formas que as ondas
ultrassonicas podem ser aplicadas a amostra: diretamente ou
indiretamente. No ultrassom de sonda, a sonda é imersa na amostra,
transmitindo as ondas ultrassonicas diretamente, o que garante uma
poténcia até 100 vezes maior que aquela fornecida pelos banhos
ultrassonicos. Esta maior eficiéncia é responsavel por tempos menores de
extragdo, usualmente em torno de 5 min ou menos. Na EAU de banho, as
ondas ultrassonicas sdo aplicadas no banho que fica em contato com os
recipientes contendo as amostras. As vantagens deste método incluem o
preco mais econdmico de seu aparato e a possiblidade de conduzir a
extragdo de diversas amostras ao mesmo tempo (GOULA et al., 2017).

A EAU ja foi usada anteriormente para a extragao de carotenoides
de cenoura (SUN; TEMELLI, 2006), residuos de tomate (LADOLE et al.,
2018), melancia (OBEROI; SOGI, 2017), dentre outras fontes. Porém,
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esta técnica nunca foi reportada para a extragdo de carotenoides da goiaba
vermelha e de seus subprodutos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi 0 uso da extragdo assistida por ultrassom (de banho e de sonda) para a
obtengdo de extratos ricos em [-caroteno e licopeno da polpa e do residuo
de processamento da goiaba, e comparar a eficiéncia desta técnica com a
maceragdo. Os extratos foram comparados quanto aos teores de [-
caroteno ¢ licopeno, carotenoides totais, cor e atividade antioxidante.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Amostras

Um lote de 5 kg de goiabas vermelhas frescas (Psidium guajava L.
cv. ‘Pedro Sato’) foi adquirido em um mercado local em outubro de 2017.
Ao atingirem o estagio III de maturagdo (teor de sdlidos soluveis =
8,23%), de acordo com Azzolini et al. (2004), as frutas foram sanitizadas
com uma solu¢@o de hipoclorito de s6dio a 4% por 30 min, e processadas
em uma despolpadeira (Brameitar peneira 2 mm, Campinas-SP, Brasil).
A polpa (3 kg, teor de dgua = 92%) e a fracao residual (2 kg, teor de agua
= 65%, composta por sementes, cascas ¢ polpa residual) foram coletadas
separadamente e desidratadas em uma estufa com circulagdo forgada de
ar (TE-394/2, Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) a 55°C por 10 h. Em seguida,
as amostras desidratadas foram moidas em um moinho de martelos (TE-
090, Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) e o tamanho médio de particula foi
ajustado para 0,50-0,55 mm. A polpa de goiaba em p6 (PGP, 750 g) e o
residuo de goiaba em p6 (RGP, 900 g) apresentaram uma umidade final
de 17% e 10%, respectivamente. As amostras em p6 foram armazenadas
em frascos ambar, inertizadas com nitrogénio e mantidas a -24 °C até
analises futuras.

4.2.2 Materiais

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), o TPTZ (2,2’-2,4,6-
tripiridiltriazina), o Trolox, o ABTS (2,2-azion-bis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) e o padrdo de B-caroteno foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para a producdo do padrio de
licopeno, o licopeno foi isolado a partir de polpa de tomate liofilizada,
seguindo-se a metodologia proposta por Alves et al. (2010). Todos os



outros reagentes quimicos e solventes usados nos experimentos eram de
grau analitico (P.A.) obtidos das empresas Neon e Sigma-Aldrich.

4.2.3 Morfologia dos pos de goiaba

A morfologia da PGP e do RGP foi analisada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em stubs de
aluminio e revestidas com uma camada de ouro (espessura de 350 A). Em
seguida, as amostras foram analisadas em um microscopio eletronico de
varredura (JEOL, JSM-6390LV, Toquio, Japdo).

4.2.4 Extracido por maceracio (ME)

A maceragdo foi conduzida de acordo com Rodriguez-Amaya
(1999). Amostras de PGP (0,3 g) e RGP (0,5 g) foram colocadas em um
almofariz, adicionadas de celite ¢ acetato de etila e maceradas. Este
processo foi repetido até que a amostra perdesse toda sua coloragdo, o que
levou aproximadamente 1 h para cada amostra, onde foram gastos
aproximadamente 150 mL de solvente para cada amostra. Entdo, os
extratos foram filtrados a vacuo, armazenados em frascos ambar,
inertizados com nitrogénio e mantidos a -24 °C para futuras analises.

4.2.5 Extracio assistida por ultrassom de banho (BEAU)

Amostras de PGP e RGP (1 g) foram misturadas com acetato de
etila (30 mL) e levadas a um banho ultrassénico (EGS-5HD,
EngeSolutions, Sao Paulo-SP, Brasil). O ultrassom foi ajustado a uma
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 300 W. A extragdo foi conduzida a 25
°C por 30 min. As condi¢des experimentais foram determinadas em testes
preliminares (resultados ndo mostrados). Os extratos foram filtrados a
vacuo, transferidos para frascos dmbar, inertizados com nitrogénio e
armazenados a -24 °C para analises futuras.

4.2.6 Extracio assistida por ultrassom de sonda (PEAU)

A extracdo foi conduzida em um ultrassom de sonda (UP200S,
Hielscher, Teltow, Alemanha) a uma frequéncia de 24 kHz, poténcia de
200 W, duty cycle de 0,5 e amplitude de 70%. As amostras de PGP e RGP
(1 g) foram misturadas com 30 mL de acetato de etila e levadas ao
ultrassom, onde a extragdo foi realizada a 25 °C por 5 min. As condi¢des
experimentais foram determinadas em testes preliminares (resultados nao
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mostrados). Em seguida, os extratos foram filtrados a vacuo, armazenados
em frascos dmbar, inertizados com nitrogénio e mantidos a -24 °C para
futuras analises.

4.2.7 Caracterizacido dos extratos
4.2.7.1 Teor de carotenoides totais (TCT)

O teor de carotenoides totais foi determinado de acordo com
Rodriguez-Amaya (1999). Os extratos de polpa (EPG) e de residuo
(ERG) de goiaba foram transferidos para o éter de petréleo em um funil
de separagdo. Em seguida, um processo de saponificagdo foi conduzido
através da adigdo de uma solugdo metanolica de hidroxido de potassio a
10% as amostras. A reagdo aconteceu durante 16 h. Entdo, os extratos
foram lavados com agua ultrapura em um funil de separac@o até que a
solugdo de saponificacdo fosse completamente removida. Os extratos
foram secos com sulfato de soédio para eliminar a agua residual,
transferidos para baldes volumétricos e tiveram sua absorbancia lida em
A = 470 nm em um espectrofotdometro (SP 2000, Belphotonics,
Piracicaba-SP, Brasil). As equacdes 1 e 2 foram usadas para o calculo do
teor de carotenoides totais.

A. 1).10°
x (ug) = (M
x (ug/g) =242 2)

P (9)

onde x € a concentragdo de carotenoides, A € a absorbancia, v € o volume
~ , 0 , . -

da solugiio, P é o peso da amostra, A1% ¢ o coeficiente de absorcio do

. 0, . r

carotenoide no solvente usado (AL% = 3450 para licopeno em éter de

petréleo).
4.2.7.2 DPPH

A andlise de DPPH seguiu o protocolo sugerido por Brand-
Williams et al. (1995), com modificagdes. As amostras de EPG ¢ ERG
foram ressuspendidas com acetato de etila, o solvente de extragdo, e
diluidas em agua ultrapura (1:50, v/v) e uma aliquota de 40 pL de cada
amostra foi adicionada a microplaca, juntamente com 260 pL de uma
solugdo metandlica de DPPH a 0,10 mM. A microplaca foi incubada no



escuro por 30 min a 25 °C. O decaimento da absorbancia foi registrado
em A = 517 nm com um leitor de microplacas (Spectramax Paradigm,
Molecular Devices, San Jose-CA, EUA). O branco foi composto por agua
ultrapura. O poder antioxidante (% de inibi¢do do radical) foi calculado
pela Equagéo 3.

% Inibigdo = [1 - (w)] x 100 3)

As17 branco

4.2.7.3 DPPH modificado

O DPPH modificado seguiu a metodologia desenvolvida por
Brand-Williams et al. (1995), modificada por Stasko et al. (2007).
Aliquotas de 40 uL de EPG e ERG previamente ressuspendidas com
acetato de etila e diluidas com agua ultrapura (1:50, v/v) misturadas a 260
uL de uma solugdo etandlica de DPPH a 0,10 mM e 260 ulL de uma
solucdo tampao de fosfato de sodio monobasico a 50 mM (pH 6) em uma
microplaca. A microplaca foi deixada no escuro por 30 min e a
absorbancia foi medida em A =525 nm. O branco foi composto por agua
ultrapura. O poder antioxidante (% de inibi¢cdo do radical) foi calculada
pela Equagéo 4.

% Inibigdo = [1 - (A“S"w)] x 100 4)

As2s branco

4.2.7.4 ABTS

O ensaio do ABTS seguiu o método proposto por Rufino et al.
(2007). EPG e ERG foram ressuspendidos com acetato de etila antes da
analise. Aliquotas de 10 pL de EPG e ERG diluidas em etanol (1:10, v/v)
foram adicionadas a microplaca. Em seguida, 290 uL de solugido de
ABTS" (5 mL de solugdo estoque ABTS com 88 pL de persulfato de
potassio 140 mM, absorbancia 0,7000 em A = 734 nm) foi adicionada
também a microplaca. A mistura reagiu no escuro por 6 min. Entdo, a
absorbancia foi medida em A = 734 nm. Uma solugdo estoque de acido
ascorbico a 300 mg L' foi usada para a construgio de uma curva de
calibragio (concentragdes variando entre 30 e 300 mg L™'). O branco foi
composto por etanol. Os resultados foram expressos como mmol de acido
ascorbico equivalente por 100 g de amostra. (mmol AAE 100 g de EPG
ou ERG).
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4.2.7.5 FRAP

A determinagdo de FRAP seguiu o protocolo proposto por Pulido
e Saura-Calixto (2000). O reagente FRAP foi preparado por meio da
mistura de 2,5 mL de uma solu¢do de TPTZ a 10 mmol L', 25 mL de
uma solucio tampdo de acetato de sédio a 300 mmol L' (pH 3,6) e 2,5
mL de cloreto férrico hexahidratado a 20 mmol L™'. EPG e ERG foram
ressuspendidos em acetato de etila antes das analises. 20 pL de amostras
de EPG e ERG diluidas em agua ultrapura (1:50, v/v) foram adicionadas
a uma microplaca juntamente com 280 pL de reagente FRAP
recentemente preparado, e a microplaca foi incubada a 37 °C por 30 min.
O branco foi composto por agua ultrapura. Uma solugdo estoque de acido
ascorbico a 150 mg L' fo usada para a construgio de uma curva de
calibragio (concentragdes variando de 15 a 150 mg L™). Os resultados
foram expressos como mmol de 4cido ascorbico equivalente por 100 g de
amostra (mmol AAE 100 g”!' de EPG ou ERG).

4.2.8 Analise de licopeno e B-caroteno por HPLC
4.2.8.1 Preparacao das amostras

Para a analise em HPLC, as amostras foram preparadas de acordo
com o item 4.2.7.1. Em seguida, os extratos foram suspendidos na fase
movel e apropriadamente diluidos para a inje¢ao no sistema de HPLC.

4.2.8.2 Analise de HPLC

A analise de licopeno e B-caroteno nos extratos foi conduzida de
acordo com Carvalho et al. (1992), em um sistema de HPLC (modelo
Class LC 10, Shimadzu, Téquio, Japdo), composto por uma bomba
binaria (modelo LC-10-AD, Shimadzu, Toquio, Japao) com detector de
diodo (modelo SPD-M10A, Shimadzu, Téquio, Japao) e um injetor tipo
reodino com uma al¢a de amostra de 200 uL.

A separagdo ocorreu em uma coluna de fase reversa Cis
(LiChrospher 100-RP-18, Merck, Alemanha), com dimensdes de 125 x 4
mm, 5 pm. A fase mével foi composta por acetonitrila:metanol:acetato de
etila:trietilamina (72,95:20:7:0,05, v/v/v/v), com um fluxo de 1,5 mL min
! em um sistema isocrético a temperatura ambiente, com monitoramento
a 450 nm para o -caroteno (tempo de retencdo de 9,7 min) e 470 nm para
o licopeno (tempo de retengdo de 5,2 min).



Os padroes de licopeno e B-caroteno foram diluidos em éter de
petroéleo para a injecdo no sistema de HPLC. O B-caroteno foi injetado a
uma concentragdo de 0,58 ug mL™', enquanto o licopeno foi injetado a
uma concentragdo de 1,72 ug mL™".

4.2.9 Analise de cor

A analise de cor foi conduzida de acordo com Kohl et al. (2006).
Amostras de PGP, RGP, EPG e ERG foram colocadas em placas de petri
e levadas a uma cdmara com fundo branco, onde as amostras foram
fotografadas contra uma luz fluorescente branca usando-se uma camera
digital (D3400, Nikon). O softwere ImageJ 1.8.0 foi usado para criar
imagens a partir das fotografias originais, convertendo os pardmetros de
cor para a escala CIELAB (L* a* b*). Hue (h) e croma (C*) foram
calculados usando-se as Equagdes 5 e 6, respectivamente.

h=tan™* (Z) (5)
C*=vVb2 + a2 (6)

4.2.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas usando-se o software R-
project 3.4.3 (2017). Os resultados foram submetidos & analise de
variancia one-way (ANOVA) e o teste de Tukey (p < 0,05) foi usado para
a comparagdo de médias. A correlagdo de Pearson foi usada para
correlacionar alguns dos pardmetros. As analises e extragdes foram
conduzidas em triplicata e expressas como média + desvio padrao (SD).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Morfologia dos pés de goiaba

Para aumentar a eficiéncia dos processos de extragdo de
carotenoides, as amostras devem ser primeiramente desidratadas, uma vez
que a agua age como uma barreira para a penetragdo de solventes
organicos. Neste estudo, as amostras de polpa e residuo de goiaba foram
secas em estufa (item 4.2.1) e a morfologia dos pods foi observada em um
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microscopio de varredura eletronica. A estrutura da PGP é mostrada na
Figura 4.1.

Figura 4.1 — Morfologia da polpa de goiaba em pd (PGP), magnificagio de: a) e
b) 50x, ¢) e d) 100x, e) 250x e f) 500x

X50 - ¥ 500pm LCME-UFSC

A PGP apresentou um aspecto granular e rugoso, o que pode ser
observado na micrografia a (Figura 4.1). Os granulos de PGP foram
observados mais de perto nas micrografias b e d, que mostram que este
material apresenta porosidade. Outras estruturas também podem ser
vistas. De acordo com Costa (2004), formas finas e alongadas identificam
a presenca de fibra dietética. Estas estruturas podem ser observadas nas
micrografias b e c. A polpa de goiaba ¢ uma fonte de fibra, com este
nutriente representando 49,42% da matéria seca nesta fracdo da fruta
(JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001). Portanto, a visualiza¢io de fibras neste



material ja era esperada. As micrografias e e f mostram uma aglomeragao
de pequenas e numerosas formas esféricas. O formato destas estruturas
pode identifica-las como granulos de amido. De acordo com Jain et al.
(2001), a goiaba vermelha madura apresenta aproximadamente 2% de
amido em base imida, com a maioria dos granulos localizados na polpa.

A morfologia do RGP (Figura 4.2) ¢é similar ao que foi observado
para a PGP (Figura 4.1).
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Figura 4.2 — Morfologia do residuo de goiaba em pé (RGP), magnificagdo de: a)
50x. b) 100x, ¢) 300x, d) e e) 500x e f) 1000x

X50 : LCME-UESC

0KV, ~ 00, 50um LCME-UFSC 10kV X500  50pm LCME-UFSC

2

& | 2% -
10KV~ X1,000, “10pm LCME-UFSC

Nas micrografias a, b e ¢ € possivel observar que a amostra ¢é
composta por granulos de formato irregular com estruturas porosas. A
presenca de fibras (micrografia d) em RGP pode ser explicada por sua
composicao, que apresenta polpa residual e cascas. As cascas de goiaba
podem apresentar uma quantidade significativa de fibras (48,55% da
matéria seca), de acordo com Jiménez-Escrig et al. (2001). Possiveis
granulos de amido foram observados nas micrografias e e f, porém, em
menor niimero quando comparado a PGP.

A morfologia observada para o RGP também foi reportada por
Farias et al. (2016), que conduziu a desidratacao de residuo de goiaba em
estufa com circulagdo forgada de ar, testando-se diferentes temperaturas,
incluindo a temperatura de 55 °C, a mesma usada neste estudo. Os autores



puderam observar uma estrutura rugosa com aglomeracdo de formas
esféricas e também de estruturas finas e alongadas.

A morfologia porosa e rugosa da PGP e do RGP pode ajudar na
penetracdo do solvente para a extracdo dos carotenoides, tornando
possivel o acesso e a dissolu¢do dos compostos-alvo no mesmo. Outra
vantagem deste tipo de morfologia é a facilitagdo da dissolucdo dos pos,
de forma que os mesmos possam ser usados como ingrediente funcional
em aplicagdes futuras.

4.3.2 Caracterizacao dos extratos
Os resultados de carotenoides totais, DPPH, DPPH modificado,

ABTS e FRAP para EPG e ERG obtidos pelos métodos de extragdo
estudados estdo apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Teor de carotenoides totais e atividade antioxidante (DPPH, DPPH
modificado, ABTS e FRAP) dos extratos de polpa e residuo de goiaba (EPG e
ERG, respectivamente) obtidos por maceragdo (ME), extragdo assistida por
ultrassom de banho (BEAU) e de sonda (PEAU)

ME BEAU PEAU
Determinacio
EPG ERG EPG ERG EPG ERG
Teor de 135,6 79,04 1604 130,6 89,35 65,09
Carotenoides + + + + + +

Totais (mg 24,54 332  16,62*0 134> 1,63 7,92
100 g)

DPPH (% de 65,79 53,79 86,86 80,78 22,33 19,63
inibi¢ao) + + + + + +
0,02¢ 0,05¢  0,05* 0,04>  0,01°  0,01f

DDPH 55,17 39,93 55,42 47,85 3043 17,37
modificado + + + + + +
(% de 0,06* 0,03¢ 0,022 0,02° 0,01¢ 0,05¢
inibicao)

ABTS (mmol 181,3 134,7 227,4 201,2 99,43 78,66
AAE 100 g1 + + + + + +
0,02°¢ 0,01¢ 0,012 0,02°  0,01° 0,02f

FRAP (mmol 16,75 16,21 93,39 70,26 16,03 15,65
AAE 100 g + + + + + +
0,005¢ 0,01¢  0,58% 0,58  0,04° 0,01°

*Resultados expressos como média + desvio padrdo. Resultados seguidos pela
mesma letra na linha néo diferem significativamente (p < 0,05)

EPG e ERG extraidos por BEAU apresentaram os maiores TCTs,
seguidos pelos extratos obtidos por ME e PEAU, respectivamente.
Portanto, a BEAU por 30 min com acetato de etila como solvente foi o
método mais eficiente para a extragdo de carotenoides a partir da polpa
de goiaba e de seus subprodutos. Isto pode ser explicado pelo processo de



cavitagdo acustica que acontece durante a BUAE, o que promoveu a
ruptura das células do material, facilitando a penetragdo do solvente ¢ a
dissolucdo dos carotenoides. Além disso, as ondas ultrassOnicas sdo
responsaveis por uma expansdo dos poros nas paredes celulares do
material, o que também contribui para uma maior transferéncia de massa,
aumenta a quantidade de carotenoides no extrato (VINATORU, 2001).

Por outro lado, na ME, a ruptura das paredes celulares do material
ocorre manualmente por meio da maceragdo das amostras misturadas ao
solvente de extragdo, o que ndo apresenta a mesma eficacia que a
cavitacdo acustica promovida pela EAU. Além disso, a ME exigiu um
tempo de extracdo mais longo (1 h) que a EAU (30 min para a BEAU e 5
min para a PEAU). Dessa forma, a amostra foi exposta a fatores oxidantes
por um periodo de tempo estendido, o que pode ter levado a uma
degradagdo dos carotenoides. Porém, os resultados de TCT mostraram
que o ERG foi mais sensivel a este fenomeno que o EPG. A quantidade
de carotenoides foi reduzida em 39% no ERG extraido por ME quando
comparado ao ERG extraido por BEAU. O TCT do EPG néo diferiu
significativamente entre estes dois métodos de extragao.

Além da quantidade significativamente menor de carotenoides
totais encontrada no ERG obtido por maceracdo em comparagdo com o
ERG obtido por BEAU, o EPG da maceragdo apresentou um alto desvio
padrdo. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que a ME
possui muitas etapas, o que acaba contribuindo para que maiores perdas
de carotenoides sejam causadas. A extrag@o por ultrassom, pelo contrario,
¢ mais simples e possui um menor nimero de etapas, aumentando o
controle sobre as amostras e mitigando os riscos de ocorréncia de perda e
degradacgdo de carotenoides.

A PEAU néo exibiu a mesma eficiéncia da BEAU para a extracdo
de carotenoides a partir da PGP e do RGP. Esta técnica resultou no menor
TCT dentre todos os métodos estudados. Uma possivel explicagdo para
este resultado pode ser a formagdo de radicais livres na EAU. Na
cavitagdo acustica, o colapso das microbolhas produz radicais hidroxila
no meio. Porém, na BEAU este efeito ¢ atenuado, uma vez que as ondas
ultrassonicas sdo indiretamente aplicadas as amostras. Este ndo € o caso
da PEAU, onde a sonda esta imersa dentro da amostra e as ondas
ultrassonicas sdo aplicadas diretamente na matriz (VILKHU et al., 2008;
TAKAHASHI et al., 2007; RIESZ; KONDO, 1992). Mesmo o tempo de
extragdo mais curto ndo preveniu a degradag@o dos carotenoides no EPG
e no ERG. A ocorréncia deste fenomeno também foi reportada por Lianfu
e Zelog (2008) ao extrair licopeno de tomate.
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As amostras de EPG apresentaram um maior TCT em comparagio
as de ERG, o que era esperado, uma vez que os carotenoides estdo
majoritariamente localizados na polpa da goiaba. Jain et al. (2003)
extrairam carotenoides a partir de goiaba madura fresca (cv. Banarsi
Surkha) usando-se uma solugdo de acetona a 80% (método de extracdo
nio mencionado) e obtiveram um TCT de 0,45 mg 100 g'. Nora et al.
(2014) usaram maceragdo com acetona para extrair os carotenoides de
goiaba inteira fresca. Os autores encontraram um TCT de 2298 pg 100 g
(2,298 mg 100 g ™). Estes resultados sdo significativamente menores que
aqueles obtidos nas amostras provenientes de todos os métodos de
extragdo conduzidos neste trabalho. Alguns fatores que podem ter
contribuido para esta discrepancia sdo as diferencas na variedade da
goiaba e nas condi¢des climaticas onde a fruta foi cultivada, além na
diferenga de solvente usado para a extragdo.

A atividade antioxidante de todos os extratos foi avaliada por
métodos que medem a capacidade de transferéncia de elétrons (GULCIN,
2012). Estes ensaios sdo adequados para o tipo de amostra usado neste
trabalho, uma vez que o licopeno, que é o carotenoide majoritario da
goiaba, ja foi reportado como um dos carotenoides mais eficientes em
reagOes de transferéncia de elétrons (MORTENSEN et al., 2001). Os
resultados para o DPPH modificado foram menores que aqueles obtidos
pelo DPPH classico em todas as amostras. Isto pode ser explicado pelo
fato de que o DPPH modificado elimina o efeito da desprotonagdo do
DPPHH, que ¢ responsavel por superestimar os resultados no método
tradicional (STASKO et al., 2007).

Em geral, as determinagdes de atividade antioxidante in vitro
seguiram a mesma tendéncia. Os extratos com as maiores concentragoes
de TCT foram responsaveis pelos maiores niveis de atividade
antioxidante. Portanto, o EPG e o ERG extraidos por BEAU
demonstraram maior eficicia na inibicdo dos radicais, seguidos pelos
extratos obtidos por ME e PEAU, respectivamente. A relagdo entre um
maior TCT e uma mais alta atividade antioxidante pode ser confirmada
pelos coeficientes de correlagdo entre TCT e os ensaios de atividade
antioxidante (Tabela 4.2). A correlagdo ¢ alta para todos os processos de
extragdo e os pardmetros encontram-se positivamente correlacionados em
todos os casos.



Tabela 4.2 — Coeficiente da Correlagdo de Pearson e p-valor entre o teor de
carotenoides totais (TCT) e atividade antioxidante para cada método de extragao

Coeficiente
de DPPH DPPH ABTS FRAP
Correlacao Modificado
(r)
ME

TCC 0.8930 0.8903 0.8926 0.8557
p-valor 0.0166 0.0174 0.0167 0.0158

BUAE
TCC 0.8453 0.8417 0.8402 0.8561

p-valor 0.0340 0.0356 0.0363 0.0296

PUAE
TCC 0.9351 0.9349 0.9337 0.9454

p-valor 0.0062 0.0062 0.0064 0.0044

Uma relagdo similar também foi observada por Kong et al. (2010)
ao utilizar o ensaio ABTS para avaliar a atividade antioxidante de um
extrato rico em licopeno extraido de goiaba. O extrato obtido por extragdo
com solvente apresentou o maior teor de licopeno e atividade antioxidante
(49,82 mg g de extrato e 0,2271 umol LE, respectivamente) comparado
ao extrato obtido por extragdo por CO, supercritico (13,66 mg g de
extrato e 0,1068 umol LE, respectivamente). O ensaio ABTS também foi
usado por Kong e Ismail (2011) para analisar a atividade antioxidante de
diferentes subprodutos do processamento da goiaba. Decanter
(esclereideo) foi a amostra que apresentou o maior resultado (21,69 pumol
LE 100 g'"). Mais uma vez, esta era a amostra que também apresentou o
maior teor de licopeno no experimento.
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4.3.3 Analise de licopeno e -caroteno por HPLC

Os resultados de licopeno e -caroteno determinados pela analise
de HPLC para EPG e¢ ERG obtidos por ME, BEAU e PEAU séo
mostrados na Figura 4.3.

Figura 4.3 — Teor de licopeno (1) e B-caroteno (2) dos extratos de polpa e residuo
de goiaba (EPG e ERG, respectivamente) obtidos por maceragdo (ME), extracio
assistida por ultrassom de banho (BEAU) e de sonda (PEAU)
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*Os resultados seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente (p <
0,05)

O licopeno foi o carotenoide majoritario encontrado tanto em EPG
quanto em ERG. Portanto, este pigmento é o principal responsavel pela
atividade antioxidante dos extratos, o que foi demonstrado no item 4.3.2.
Um estudo conduzido por Santos et al. (2018) correlacionou o licopeno
extraido da goiaba com propriedades antitumorais. Os autores aplicaram
extratos ricos neste composto a células de adenocarcinoma de mama
humano da linhagem MCF-7 e verificaram que os extratos foram capazes
de diminuir a viabilidade destas células. Também foi descoberto que os
mecanismos pelos quais este efeito ocorre envolvem a fragmentacao do



DNA da célula, interrup¢go do ciclo celular e mudangas morfoldgicas. Os
autores concluiram que a presenca de licopeno no extrato contribuiu para
um aumento da atividade antioxidante, o que, em contrapartida, causou
um impacto positivo nos efeitos anticarcinogénicos. Também foi
concluido que os extratos ricos em licopeno extraidos da goiaba devem
ser usados para o desenvolvimento de produtos com propriedades
anticancer.

O licopeno também pode ser usado para retardar a oxidagdo de
alimentos, com consequente aumento da vida de prateleira. Montenegro
et al. (2007) conseguiram reduzir a degradacdo fotossintetizada das
vitaminas A e D3 mediada por riboflavina em leite desnatado através da
adi¢do de microcapsulas de cristais de licopeno. De acordo com os
autores, a capacidade de inativagdo do oxigénio singlete foi um dos
mecanismos que ajudaram na protegdo oxidativa do produto.

A BEAU demonstrou ser a técnica mais eficiente para a obtencdo
de licopeno a partir de PGP (135,0 mg 100 g') e RGP (76,64 mg 100 g')
e B-caroteno a partir de RGP (3,26 mg 100 g'). Portanto, de todos os
métodos testados neste trabalho, a BEAU foi o mais adequado. Isto
também foi constatado pela analise de carotenoides totais, onde tanto o
EPG quanto o ERG obtidos por BEAU foram aqueles que apresentaram
os maiores TCTs dentre todos os extratos.

O teor de licopeno no EPG extraido por ME (107,6 mg 100 g)
ndo apresentou diferenga significativa do teor de licopeno encontrado no
EPG extraido por BEAU. Além disso, a ME foi capaz de obter o mais alto
teor de P-caroteno dentre todos os EPGs (4,76 mg 100 g™).
Contrariamente, a PEAU se provou mais uma vez como a abordagem
menos efetiva dentre os métodos estudados neste trabalho, obtendo os
mais baixos teores de licopeno (EPG = 44,2 mg 100 g, ERG = 33,8 mg
100 g') e B-caroteno (EPG = 1,35 mg 100 ¢!, ERG = 1,14 mg 100 g™
dentre todos os métodos estudados. Uma vez que a BEAU apresentou a
maior eficdcia na maioria dos pardmetros analisados, faz-se vidvel a
substituicdo de ME para a extragdo de compostos bioativos. Ademais, a
BEAU ¢ uma técnica verde de extragdo, com menor gasto de solvente,
menores tempos de extragdo, simples de conduzir e possivel de ser
aplicada em escala comercial.

O teor de carotenoides quantificado por espectrofotometria
(Tabela 4.1) foi maior que a soma dos teores de licopeno e B-caroteno
quantificados pela analise de HPLC (Figura 4.3) para todas as amostras.
Uma das possiveis explicagdes para esta discrepincia € a possivel
presenga de outros carotenoides nos extratos, que niao foram possiveis de
serem identificados pela analise de HPLC. Outra hipotese seria uma
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superestimagao dos resultados na analise de espectrofotometria devido a
presenga de substancias interferentes nas amostras que podem ter sido
quantificadas como carotenoides.

O estudo dos carotenoides presentes na goiaba ainda ¢ um topico
relativamente pouco explorado, especialmente no que diz respeito ao uso
de métodos verdes de extragdo. O Quadro 4.1 mostra uma compilag¢do dos
estudos encontrados na literatura que investigaram a extra¢ao de licopeno
e B-caroteno a partir da goiaba e de seus subprodutos.

Quadro 4.1 — Compilagio de estudos sobre a extragdo de licopeno e -caroteno a
partir da goiaba e seus subprodutos

Referéncia Objetivo Amostra Variedade Condicdes B- Licopeno
de caroteno (mg 100
Extrac¢io (mg 100 g")
gh
Kong etal. | Desenvolvimento Dencanter Sungkai Extragdo - Extragdo
(2010) de um processo (esclereideo): Beaumont por por
comercial de seco em estufa solvente: 10 solvente:
extra¢do a 43 °C por gde 33,62
6,4h amostra
para 320 CO>
mL de supercritico:
solvente 42,99
(hexano:ace
tona:etanol:
-50:25:25,
v/v/v) em
shaker por
60 min.
CO>
supercritico
110 gde
amostra, 55
°C, 300 bar,
taxa de 2,5
mL min™,

etanol como
co-solvente

(10%), 3 h
Kong e Desenvolvimento Amostras Sungkai Extragdo - Fruta:
Ismail de um processo liofilizadas: Beaumont por 27,83
(2011) comercial de fruta inteira, solvente:
extra¢do refiner 0,6 g de Refiner:
(sementes e amostra 8,74
polpa para 20 mL
residual), de solvente Siever:
siever (hexano:ace 12,54
(pedagos de tona:etanol
polpa), —10:5:5, Decanter:
decanter v/v/v) 17,07

(esclereideo)




Maceragdo:
1 gde .
3 Pericarpo: .
amostra < Pericarpo
Rojas- Caracterizagéo para 10 mL de::zgdo 14,05
Garbanzo de licopeno Pericarpo e Criolla de acetona Polpa:
et al. durante a polpa e uma ) Polpa:
(2017) maturagdo mistura de ’ 4,53
metanol:
acetato de
etila:éter de
petroleo
(1:1:1,
v/v/v)
Shishir et Desenvolvimento Suco de Niao Extragio - 54,70 (na
al. (2016) de um po de fruta goiaba seco reportado por condi¢do
rico em licopeno em spray-drier solvente: optmizada
para a aplica¢do 05g em
como ingrediente diluida em spray-
funcional agua (10 drier)
mL)
extraida
com 10 mL
de
haxano:acet
ona:etanol
(2:1:1,
v/v/v) em
um shaker
por 10 min
Corréa et Caracterizagdo Goiaba fresca Niao Extragio - 4,04
al. (2011) do teor de (sem reportado por
licopeno nesta sementes) solvente:
matéria-prima 0,5-2,0 g de
amostra
para 20 mL
de
hexano:acet
ona (6:4,
v/v) em um
homogeneiz
ador por 15
min
Oliveira et Caracterizagdo Goiaba fresca Paluma Maceragdo 0,366 6,99
al. (2010) do teor de com (amostra (amostra
licopeno nesta acetona controle) controle)
matéria-prima
Gonzales Caracterizagdo Goiaba inteira Regional Maceragdo Niao 0,0183
etal. do teor de liofilizada roja com detectado
(2011) licopeno em acetona
goiaba
colombiana

E possivel observar que a maioria dos estudos foi realizado com o
objetivo de caracterizar os carotenoides da goiaba, dessa forma, foram
usadas a maceragdo ou a extracdo por solvente, uma variagdo da
maceragdo. Apenas um estudo testou uma tecnologia verde para extrair
os carotenoides do residuo de goiaba, com o objetivo de desenvolver um
processo que pode ser posteriormente implementado em escala industrial.
Kong et al. (2010) obtiveram um maior teor de licopeno usando-se
extragdo por CO; supercritico comparado a extragdo convencional, para
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o desenvolvimento de um método de extra¢do comercial para se obter um
extrato antioxidante rico em licopeno. Os resultados alcangados pelos
autores sdo similares ao que foi encontrado para os EPGs extraidos por
ME e PEAU no presente trabalho. Porém, os mesmos nio foram maiores
que os teores de licopeno encontrados para o EPG obtido por BEAU. A
BEAU ¢ vantajosa comparada a SF-CO, devido a simplicidade do
processo, tempo de extracdo reduzido e aparato mais economico
(SELVAMUTHUKUMARAN; SHI, 2017).

No geral, os teores de licopeno e de B-caroteno do EPG e do ERG
obtidos no presente trabalho foram os mais altos dentre todos os estudos
disponiveis sobre este topico. Além da tecnologia de extragdo, a escolha
do solvente e a metodologia das analises provavelmente contribuiram
para esta variagéo.

Além disso, muitos dos estudos apresentados na Tabela 4.3
utilizaram a goiaba fresca como a matriz para a conducdo das extragoes,
uma vez que a maioria deles tinha como objetivo apenas a caracterizagio
dos carotenoides das amostras. A goiaba vermelha brasileira ja foi
reportada com uma concentragio de licopeno de 5,34 mg 100 g
(PADULA; RODRIGUEZ-AMAYA, 1986), que ¢ um teor 14 vezes
menor que a média dos teores de licopeno encontrados nas amostras deste
estudo. Este fato pode ser atribuido ao processo de secagem conduzido
para a obtengdo de PGP e RGP. De acordo com Roldan-Gutiérrez e Castro
(2007), quando os alimentos sdo submetidos a um tratamento térmico, os
carotenoides presentes aumentam sua biodisponibilidade como um
resultado de sua dissocia¢do das proteinas. Os autores mencionam que
p6s de tomate podem apresentar até 30 vezes mais licopeno que tomates
frescos. Porém, a exposi¢do destes materiais a temperaturas maiores que
60 °C por tempos prolongados, pode resultar na isomerizagdo e
degradacgdo do licopeno, formando-se isomeros cis ¢ produtos volateis
(DURING; HARRISON, 2005). Dessa forma, a manutengdo da
temperatura e do tempo durante o processo de secagem de uma matriz
rica em licopeno ¢ essencial para que se mantenham as propriedades do
composto.

4.3.4 Determinacio de cor

A Figura 4.4 apresenta os parametros de cor para os pos € 0s
extratos da polpa e do residuo de goiaba, obtidos por ME, BEAU ¢ PEAU.



Figura 4.4 — Parametros de cor (L* a* b* Ce h)da (1) polpa de goiaba em pd
e extrato (PGP e EPG, respectivamente) e (2) residuo de goiaba em po e extrato
(RGP e ERG, respectivamente) obtidos por maceragdo (ME), extracdo assistida
por ultrassom de banho (BEAU) e de sonda (PEAU)

100 T
. o -ME :I BEAU[  |PEAU| 2
a

Im il |IH

100

o

(2)

a
b
2h . b
50 | a c
2 b b
c c
a
0 | TP | e |
L a b* c He

*Resultados seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05)
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A PGP apresentou uma colorag@o vermelha escura, o que pode ser
confirmado por valor de a* em que valores maiores denotam uma
amostra mais vermelha. Este foi o maior valor de a* dentre todas as
amostras, o que ja era esperado, uma vez que a fragdo polpa da goiaba
possui a maior concentragdo de licopeno. Por outro lado, o RGP
apresentou-se menos vermelho (valor a*) e mais amarelo (valor b*)
quando comparado ao PGP, o que provavelmente se deve ao menor teor
de licopeno e a presenca de sementes de goiaba na fragdo residual total
do processamento da goiaba. Além disso, o RGP apresentou maior
luminosidade (valor L*) e maior brilho (C*) comparado a PGP.

Quanto aos extratos, todos os EPGs mostraram maior brilho
quando comparados aos ERGs. Além disso, os EPGs também
apresentaram maior intensidade das cores vermelha (valor a*) e amarela
(valor 6*) que os extratos do residuo. O EPG ¢ o ERG obtidos por BEAU
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foram os extratos que se mostraram mais vermelhos ¢ amarelos quando
comparados aos outros métodos de extracdo testados, o que foi
promovido pelo teor de carotenoides. Assim, os extratos da BEAU se
mostraram mais atrativos em tornos de coloracdo. A Tabela 4.3 confirma
que, para a maioria dos métodos de extracdo, existe uma alta correlagdo
entre o teor de licopeno e os parametros de cor, o que confirma a
coloragdo mais forte apresentada pelos extratos obtidos por BEAU.

Tabela 4.3 — Coeficiente da Correlagdo de Pearson e p-valor entre o teor de
licopeno e parametros de cor para cada método de extragdo

Coeficiente
de
Correlacgio

(r)

L*

a*

b*

ME
Teor de
Licopeno

p-valor

BEAU
Teor de
Licopeno

p-valor
PEAU
Teor de

Licopeno

p-valor

0.8652

0.0260

0.9910

0.0001

0.6174

0.1916

0.9923

0.00009

0.9335

0.0065

0.7539

0.0834

0.9988

0.000002

0.8734

0.0230

0.7250

0.1031

0.9975

0.000009

0.8991

0.0148

0.7460

0.0886

0.9469

0.0042

0.7957

0.0583

0.6881

0.1308

Por outro lado, os extratos obtidos por PEAU foram os menos
atrativos em termos de cor, o que é compativel com os menores teores de
licopeno e -caroteno encontrados nos mesmos. A formagdo de radicais
livres que pode ter afetado as amostras extraidas por PEAU ja foi
reportada como a causa da redugdo de cor devido a isomerizagdo e
degradacgdo de pigmentos (SHI et al., 1999).



Uma vez que os extratos apresentados neste trabalho s@o ricos em
pigmentos capazes de conferir coloragdes atrativas, o uso dos mesmos
como corantes naturais em alimentos surge como uma possivel aplicacdo.
Pela analise de cor, os pds de goiaba também demonstraram potencial
para melhorar a cor de alimentos, caso sejam usados como ingrediente em
formulagdes.

4.3 CONCLUSAO

Os pos de polpa e de residuo de goiaba demonstraram-se fontes
ricas de carotenoides, especialmente licopeno, confirmando o status desta
fruta como uma das maiores fontes deste composto na natureza. Os
extratos obtidos a partir desta fonte também apresentaram alta atividade
antioxidante in vitro, confirmada pelos métodos DPPH, DPPH
modificado, ABTS ¢ FRAP. Além disso, os pos de goiaba apresentam
uma morfologia rugosa e porosa, o que faz com que os mesmos sejam
adequados para a aplicagdo em formulagdes alimenticias e também para
a extra¢do de compostos bioativos.

A extragdo assistida por ultrassom se mostrou uma técnica
adequada para a recuperagio de licopeno e B-caroteno a partir da goiaba
e de seus subprodutos. A extragdo com acetato de etila por 30 min em um
banho ultrassénico foi o melhor método, com o maior teor de carotenoides
totais, atividade antioxidante e concentragdo de licopeno. Estes extratos
também exibiram a coloragdo mais atrativa, o que foi confirmado pelos
pardmetros da analise de cor. Por outro lado, a sonda ultrassonica causou
a maior degradacdo de carotenoides, o que pode ter acontecido devido a
uma intensa formagdo de radicais livres.

A maceragao foi eficiente em extrair B-caroteno e licopeno a partir
do da polpa de goiaba em p6. Porém, este método envolve uma grande
quantidade de solvente organico e sua falta de praticidade o impede de ser
usado em escala comercial. Portanto, a maceracdo deve ser substituida
pela extragdo assistida por ultrassom, uma abordagem mais verde que
permite a redugdo do uso de solvente, do tempo de extracdo e pode ser
mais facilmente introduzido em industrias alimenticias.

Por fim, este trabalho mostrou que o residuo de processamento da
goiaba ¢ uma fonte rica de licopeno, um composto antioxidante. Sendo
assim, esta fracdo da goiaba deve ter um destino apropriado na industria
de alimentos, podendo ser usada para proteger alimentos ricos em lipideos
contra a oxidagdo ou entdo como um ingrediente em alimentos funcionais.
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Estudos futuros devem investigar o uso de solventes verdes juntamente
com a extragao assistida por ultrassom para a recuperagio de carotenoides
da goiaba e de seus subprodutos, de forma que se desenvolva um processo
inteiramente ambientalmente amigavel. Além disso, trabalhos futuros
devem investigar técnicas de encapsulagdo para os extratos de goiaba para
o desenvolvimento de novas formulagdes alimenticias, além da
investigacdo dos possiveis efeitos antitumorais exibidos pelos compostos
antioxidantes presentes no residuo de goiaba.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este projeto de mestrado conseguiu contribuir com dados novos
no que diz respeito a exploracdo dos compostos bioativos da goiaba e de
seus subprodutos, demonstrando-se que a fracdo residual deve ser
aproveitada como uma matéria-prima abundante em compostos com
atividade antioxidante, como fenolicos e carotenoides. Esta caracteristica
classifica a goiaba como uma superfruta e permite a utilizagdo de sua
polpa e de seu residuo de processamento como ingredientes funcionais
para a criagdo de novas formulagdes.

Os ensaios para estimar os compostos fitoquimicos da polpa e do
residuo de goiaba mostraram-se bons indicativos para se conhecer o teor
de fenolicos totais, flavonoides, flavondis e taninos condensados, com
destaque para o ensaio de Prussian Blue, que atingiu resultados para
fenodlicos totais mais proximos aqueles quantificados por LC-ESI-
MS/MS, uma técnica mais sofisticada e precisa. Portanto, recomenda-se
que a técnica de Prussian Blue seja utilizada para a estimativa de fenolicos
totais em detrimento do ensaio de Folin-Ciocalteu.

O perfil de compostos fenolicos por LC-ESI-MS/MS apresentou
varia¢des dependendo da técnica de extragdo. Porém, no geral, todas as
técnicas testadas mostram-se adequadas para a extracdo de fenolicos a
partir da polpa e do residuo de goiaba em po.

A extragdo por ultra-turrax e a extragdo assistida por ultrassom
de sonda foram equivalentes em termos de fendlicos quantificaveis da
polpa da goiaba. Para aplicagdes industriais, a extragdo assistida por
ultrassom de sonda pode ser mais adequada, devido ao tempo curto de
extragdo (2 min, contra 1 h da extrag@o por ultra-turrax).

A extracdo por liquido pressurizado se mostrou muito eficaz para
a recuperacdo de fenodlicos a partir do residuo de goiaba. Esta técnica
permitiu a identificagdo do maior numero de fenodlicos ja reportado para
esta matéria-prima até o presente momento (39 compostos), apresentando
também o maior teor de fendlicos totais quantificado por LC-ESI-
MS/MS.

Ja a extragdo por ultrassom de banho se mostrou uma boa
alternativa quando se deseja uma técnica mais rapida que os métodos
convencionais e de custo mais econdomico. Além disso, ha a vantagem de
se poder conduzir a extracdo de mais uma amostra por vez, o que é um
fator atrativo para sua aplicacdo a nivel industrial.

A extragdo por ultrassom de banho também se mostrou eficaz na
recuperagdo de carotenoides a partir da polpa e do residuo de goiaba. Com



a mesma, foi possivel reduzir a quantidade de solvente usada ¢ o tempo
de extragdo. Portanto, este método caracteriza-se como uma alternativa
possivel para o desenvolvimento de um processo industrial menor
agressivo ao meio ambiente para a extragdo de compostos bioativos a
partir de fontes naturais.

Trabalhos futuros devem ser conduzidos a fim de se investigar
técnicas que permitam a eliminac@o total de solventes orgénicos para a
extragdo de bioativos. Neste cenario, a extragdo por dgua subcritica pode
ser uma opc¢ao interessante.

Também deve ser estudada a utilizagdo dos extratos de goiaba
ricos em fenolicos e carotenoides para a investigacdo da atividade
antioxidante dos mesmos em testes com células e estudos in vivo.

Por fim, também ¢ preciso se investigar técnicas de
encapsulamento destes extratos para permitir a aplicagdo dos mesmos em
produtos alimenticios.
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ANEXO A

Tabela A.1 — Pardmetros da analise de LC-ESI-MS/MS para a identificagdo e
quantifica¢do dos compostos fendlicos nas amostras de po6 e extrato de polpa de
goiaba (PGP e EPG) e po e extrato de residuo de goiaba (RGP e ERG) referente
ao Capitulo 2.

Ton Tempo
Composto [M-H]  Quantitativo de LOD*  LOQ*
Fenolico (m/z) (m/z) Retencdo  (mgL™) (mgL™)
(min)
1 Acido Salicilico 139,6 91,1 10,8 0,0012  0,0040
2 Acido Cindmico  146,9 100,7 11,71 0,0283 00,0943
3 Acido 150,9 106,8 8,55 0,0059 0,0198
Mandélico
4 Vanilina 150,9 132,8 10,34 0,0053 0,0178
5 4-Hidroximetil- 150,9 104,2 8,52 0,0020 0,0068
benzobico
6 Acido 153,0 109,0 6,90 0,0148 0,0495
Protocatectiico
7 Umbeliferona 160,8 129,0 10,69 0,0015  0,0052
8 Acido p- 163,0 119,0 10,37 0,0012  0,0042
cumarico
9 Acido 164,9 118,6 10,33 0,0300 0,1000
Metoxifenil-
acético
10 Acido 166,8 148,5 9,51 0,0062  0,0206
Vanilico
11 Acido Galico 168.,8 124,1 3,83 0,0133  0,0444
12 Coniferaldeido 176,9 160,3 11,22 0,0028  0,0095
13 Siringaldeido 180,9 163,1 10,73 0,0078  0,0260
14  Acido Ferulico 192,8 129,7 10,71 0,0038 0,0129
15 Acido Siringico 196,9 119,6 9,97 0,0052 0,0173
16 Sinapaldeido 206,9 174,4 11,36 0,0012  0,0042
17 Acido Sinépico 2229 161,6 10,89 0,0022  0,0074
18 Crisina 2529 62,2 13,98 0,0030 0,0100
19 Pinocembrina 2549 60,7 13,37 0,0014  0,0047
20 Apigenina 2688 114,8 12,52 0,0012  0,0042
21 Galangina 2688 59,9 13,28 0,0026 00,0086
22 Naringenina 590,0 150,2 12,32 0,0015 0,0051
23 Kaempferol 2848 62,6 12,27 0,0085  0,0285
24 Eriodictiol 286,8 132,1 11,73 0,0008 0,0026
25  Aromadendrina  286,8 123,9 11,22 0,0021  0,0072
26 Fustina 286,8 105,6 10,25 0,0019  0,0064
27 Catequina 2888 120,3 8,68 0,0013  0,0044
28 Epicatequina 2889 122,3 9,26 0,0085  0,0285

29 Hispidulina 298.,8 2827 12,66 0,0012  0,0042
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30
31
32
33
34
35

36

37
38
39

40
41
42
43
44
45
46

47

Acido Elagico
Quercetina
Taxifolina
Miricetina

Carnosol
Acido
Clorogénico
Acido
Rosmarinico
Isoquercetina
Acido p-Anisico
Acido 4-
Hidroxicinamico
Acido Caféico
Escopoletina
Resveratrol
Naringina
Rutina
Epigalocatequina
Epicatequina
Galato
Acido 4-
aminobenzdico

300,8
301,0
302,8
316,9
329,0
3529

358,9

462,9
150,8
162,9

178,8
190,7
226,9
579,9
609,1
304,8
441,6

135,8

1425
149,3
120,7
150,6
284,0
187,8

159,8

2973
105,2
116,8

131,3
172,8
181,6
150,0
301,0
124,9
168,9

90,5

12,06
10,84
10,65
11,23
13,88
9,17

10,81

10,89
11,34
10,46

9,45
10,99
11,14
11,18
10,72
8,2
10,2

10,47

0,2727
0,0113
0,0036
0,0078
0,0028
0,0018

0,0008

0,0019
0,0200
0,0011

0,0143
0,0011
0,0072
0,0086
0,0143
0,0122
0,0144

1,44

0,9090
0,0377
0,0121
0,0260
0,0095
0,0060

0,0027

0,0064
0,0667
0,0034

0,0476
0,0036
0,0240
0,0286
0,0476
0,0399
0,0480

4,8




ANEXO B

Tabela B.1 — Pardmetros da analise de LC-ESI-MS/MS para a identificagdo e
quantifica¢do dos compostos fendlicos nas amostras de extrato de polpa de goiaba
e residuo de goiaba (EPG e ERG, respectivamente), obtidos por maceragdo (ME),
extragdo assistida por ultrassom de banho (BEAU) e de sonda (PEAU), referente
ao Capitulo 3.

Ton Tempo
Composto [M-H]  Quantitativo de LOD*  LOQ*
Fenolico (m/z) (m/z) Reten¢io (mgL!) (mgLY)
(min)
1 Acido Salicilico 139,6 91,1 10,8 0,0009  0,0048
2 Acido Cindmico  146,9 100,7 11,71 0,0263  0,0723
3 Acido 150,9 106,8 8,55 0,0048  0,0200
Mandélico
4 Vanilina 150,9 132,8 10,34 0,0044 0,0178
5 4-Hidroximetil- 150,9 104,2 8,52 0,0027  0,0059
benzobico
6 Acido 153,0 109,0 6,90 0,0155 0,0568
Protocatectiico
7 Umbeliferona 160,8 129,0 10,69 0,0009  0,0049
8 Acido p- 163,0 119,0 10,37 0,0011  0,0074
cumarico
9 Acido 164,9 118,6 10,33 0,0500 0,1001
Metoxifenil-
acético
10 Acido 166,8 148,5 9,51 0,0042 0,0103
Vanilico
11 Acido Galico 168,8 124,1 3,83 0,0282  0,0441
12 Coniferaldeido 176,9 160,3 11,22 0,0026 00,0091
13 Siringaldeido 180,9 163,1 10,73 0,0066 0,0198
14  Acido Ferulico 192,8 129,7 10,71 0,0028 0,0112
15 Acido Siringico 196,9 119,6 9,97 0,0041  0,0098
16 Sinapaldeido 206,9 174,4 11,36 0,0011  0,0037
17 Acido Sinépico 2229 161,6 10,89 0,0035  0,0066
18 Crisina 2529 62,2 13,98 0,0022  0,0090
19 Pinocembrina 2549 60,7 13,37 0,0012  0,0037
20 Apigenina 2688 114,8 12,52 0,0017  0,0033
21 Galangina 2688 59,9 13,28 0,0018  0,0077
22 Naringenina 590,0 150,2 12,32 0,0011  0,0044
23 Kaempferol 284.,8 62,6 12,27 0,0090 0,0276
24 Eriodictiol 286,8 132,1 11,73 0,0006  0,0025
25  Aromadendrina  286,8 123,9 11,22 0,0065  0,0068
26 Fustina 286,8 105,6 10,25 0,0024  0,0055
27 Catequina 288.,8 120,3 8,68 0,0008 0,0041

28 Epicatequina 288,9 1223 9,26 0,0099  0,0285
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29
30
31
32
33
34
35

36

37
38
39

40
41
42
43
44
45
46

47

Hispidulina
Acido Elagico
Quercetina
Taxifolina
Miricetina
Carnosol
Acido
Clorogénico
Acido
Rosmarinico
Isoquercetina
Acido p-Anisico
Acido 4-
Hidroxicinamico
Acido Caféico
Escopoletina
Resveratrol
Naringina
Rutina
Epigalocatequina
Epicatequina
Galato
Acido 4-
aminobenzdico

298,8
300,8
301,0
302,8
316,9
329,0
3529

358,9

462,9
150,8
162,9

178,8
190,7
226,9
579,9
609,1
304,8
441,6

135,8

282,7
1425
149,3
120,7
150,6
284,0
187,8

159,8

2973
105,2
116,8

131,3
172,8
181,6
150,0
301,0
124,9
168,9

90,5

12,66
12,06
10,84
10,65
11,23
13,88
9,17

10,81

10,89
11,34
10,46

9,45
10,99
11,14
11,18
10,72
8,2
10,2

10,47

0,0013
0,1845
0,0123
0,0035
0,0066
0,0033
0,0012

0,0003

0,0022
0,0150
0,0021

0,0115
0,0021
0,0067
0,0081
0,0128
0,0119
0,0200

1,02

0,0039
0,8462
0,0366
0,0106
0,0222
0,0085
0,0055

0,0019

0,0046
0,0578
0,0025

0,0695
0,0029
0,0210
0,0252
0,0336
0,0338
0,0365

53
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Guava (Psidium guajava L.), a popular fruit in tropical countries, can be consumed in natura or transformed into

Guava by-products ‘many products. Guava's processing waste (seed, peel, and pulp leftovers) can represent up to 30% of the fruit's

Ultrasound-assisted extraction volume. Evidence indicates that this fraction stll holds a significant amount of antioxidant substances, such as

Ellagic aci phenolic compounds. Therefore, the objective of this study was to investigate the phytochemical composition

::;;:ﬁf;f (total phenolics, flavonoids, flavonols, and condensed tannins), phenolic profile, and antioxidant activity (DPPH,

Favonoids ‘modified DPPH, ABTS, and FRAP) of guava's pulp and waste extracts (GPE and GWE) obtained from guava's pulp
and waste powders (GPP and GWP). The extraction was performed using a probe-type ultrasound for 2 min at
25°C, using ethanol:water (30:70, v/v) as the solvent (15 mL for 1 g of sample). The phenolic profile of guava's
powders and extracts was performed by LC-ESI-MS/MS analysis. GPE showed the highest concentration of total
phenolics (2348.3 mg GAE 100g ! by Folin-Ciocalteu and 518.00 mg GAE 100g " by Prussian Blue), and the
greater in vitro antioxidant activity among all the assays tested. On the other hand, GWE was found to hold a
higher amount of flavonoids (1006.08mg QE 100g~"), flavonols (352.59mg QE 100g™ "), and condensed
tannins (1466.9mgg~"). Overall, 37 phenolic compounds were identified among all the samples, with 14
compounds being reported for the first time for red guava. Ellagic acid was the major phenolic present in all
samples. The results showed that guava’s pulp and waste are a rich source of phenolics compounds and may be
used as an ingredient for the development of functional foods.

1. Introduction

Guava (Psidium guajava L. is one of the most popular exotic fruits in
tropical countries because of its slightly sweet taste and bland aroma. It
has drawn the attention of researchers due to its high phenolic content
and other which could classify
guava as a superfruit. The color of guava's pulp varies according to its
type, with red guava being superior in flavor and antioxidant com-
pounds, such as carotenoids, when compared to the white variety
(Yadava, 1996). Guava is a versatile fruit, therefore, it may be con-
sumed in natura or processed into juices, jams, pie fillings, and other
products. This fruit and its by-products have a potential for being in-
corporated into healthier processed foods because of their sensory
characteristics and the presence of bioactive compounds.

Brazil, with a guava production of 424,305 tons, is the third largest

guava producer in the world (Triechel, 2016). The red varieties ‘Pedro
Sato’, along with ‘Paluma’, are the main ones used both for in natura
consumption and industry processing (Souza et al., 2014). Moreover, it
is estimated that 55% of the total guava volume produced in Brazil is
processed, which corresponds to 233,368 tons. Triechel (2016) re-
ported that 30% of the total volume of processed guava is lost in the
form of waste (seeds, peel, and pulp leftovers). Therefore, a total of
70,010 tons of residue is produced and, in many cases, discarded, de-
spite its high amount of bioactive compounds.

Red guava has been previously analyzed for its phytochemical
composition by some authors, and it has shown high contents of total
phenolics (Vasco et al., 2008) and flavonoids (Kong et al., 2010).
Phenolic compounds are a group of secondary metabolites found in
plants, characterized by the presence of phenol units in its structure.
The main phenolic group is the flavonoids, consisting of a 15-carbon

Abbreviations: GPP, Guava's pulp powder; GPE, Guava's pulp extract; GWP, Guava's waste powder; GWE, Guava's waste extract
* Corresponding author at: Federal University of Santa Catarina, Agricultural Sciences Center, Food Science and Technology Department, Rodovia Admar Gonzaga,
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ANEXOD

Green extraction methods as a tool to obtain phenolic-rich extracts from
guava (Psidium guajava L.) pulp and processing waste
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Abstract: Guava (Psidium guajava L.) has been reported as a “superfruit” rich in phenolic
compounds. Guava’s pulp and processing waste may also be a source for the extraction of these
substances. However, conventional extraction techniques are usually laborious, time-
consuming, and harmful to the environment due to the use of toxic solvents. Therefore, three
green extraction methods (ultra-turrax extraction, bath-type ultrasound-assisted extraction, and
pressurized liquid extraction) were studied for the recovery of phenolic-rich extracts from
guava’s pulp and processing waste powders. A mixture of ethanol:water (30:70, v/v) was used
as the solvent and the extracts were assessed for total phenolic, flavonoid, flavonol, and
condensed tannins contents. Antioxidant activity was evaluated by DPPH, modified DPPH,
ABTS, and FRAP assays. The phenolic profile of the samples was carried out using LC-ESI-
MS/MS. The highest total phenolic (22.168 mg GAE g™), flavonoid (2.170 mg QE g), and
flavonol (1.180 mg QE g') contents among all guava pulp extracts were found using the ultra-
turrax extraction at 25 °C for 1 h. Pressurized liquid extraction (PLE) for 30 min at 60
°C/10 MPa presented the best performance for the extraction of flavonoid (9.196 mg QE g),
flavonol (2.504 mg QE g), and condensed tannins (11.498 mg CE g'!) in guava waste. This is
the first time that PLE is reported for the extraction of phenolic compounds from red guava
and its by-products. Among the 39 phenolic compounds identified, scopeletin, resveratrol, and
naringin are being reported for the first time in this raw material. The major phenolics identified
in the samples were ellagic acid, vanillic acid, gallic acid, and isoquercetin. These results
indicate that extracts rich in bioactive compounds from guava powders may be used as
ingredients for the incorporation into functional foods.

Keywords: bioactive compounds; pressurized liquid extraction; ultra-turrax; ultrasound-
assisted extraction; LC-ESI-MS/MS.
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ANEXO E

Ultrasound-assisted Extraction of Lycopene and B-Carotene from Red Guava
(Psidium guajava L.) Pulp and Processing Waste
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ABSTRACT

Lycopene and B-carotene are natural antioxidant pigments majorly encountered in fruits and
vegetables. Besides the ability to delay oxidation in food, B-carotene presents provitamin A
activity while lycopene is related to anticarcinogenic effects. Guava (Psidium guajava L.), is one
of the main sources of lycopene. In Brazil, its processing generates 70,010 tons of waste (seeds,
peels, and pulp leftovers) annually. In addition, evidence shows that guava’s pulp and waste are a
rich source of carotenoids. Ultrasound-assisted extraction (UAE), a green technology, can be used
for carotenoid extraction to substitute the conventional techniques, which are harmful to the
environment. UAE has never been used to extract carotenoids from guava and its by-products
before. Therefore, this work obtained lycopene and B-carotene-rich extracts from guava’s pulp and
waste powders (GPP and GWP, respectively) using maceration (ME), bath-type ultrasound-
assisted extraction (BUAE, 25 °C for 30 min), and probe-type ultrasound-assisted extraction
(PUAE, 25 °C for 5 min). Ethyl acetate was used as the solvent. The extracts were evaluated for
total carotenoid content (TCC), in vitro antioxidant activity by DPPH, modified DPPH, ABTS,
and FRAP, and lycopene and B-carotene content by HPLC-DAD. BUAE demonstrated to be the
best technique for lycopene extraction from guava pulp (135.0 mg 100 g') and waste (76.64 mg
100 g), followed by maceration (107.6 for GPE and 43.57 mg 100 g"' for GWE), and PUAE
(44.19 for GPE and 33.83 mg 100 g for GWE). BUAE extracts also showed the highest TCC,
antioxidant activity, and the most appealing color. The lycopene and B-carotene results presented
in this work are the highest among all the studies about carotenoid extraction from guava. This
could be due to the drying of the guava’s pulp and waste prior to extraction, which increases the
bioavailability of lycopene. UAE proved to be a suitable extraction process to obtain carotenoid-
rich extracts from guava and its by-products.

Keywords: carotenoids; green extraction; antioxidant activity; HPLC-DAD; maceration; guava
powders.





