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RESUMO

As folhas de uvaia (Eugenia pyriformis), grumixama (Eugenia brasiliensis) e feijoa (Acca
sellowiana) séo subprodutos do manejo dos Sistemas Agroflorestais (SAF). Estes materiais
possuem caracteristicas para uso sustentavel, uma vez que séo fonte de metabdlitos secundarios
naturais com potencial de uso para industria de alimentos, quimica e farmacéutica. Porém, os
compostos bioativos naturais sdo instaveis as condi¢Ges de processamento industrial, o que
torna o seu uso limitado. Nesse sentido, a tecnologia de nanoemulséo pode ser uma alternativa
inovadora para aumentar a estabilidade destes compostos e facilitar a entrega em sistemas
alimentares. Sendo assim, esta tese tem como objetivo geral explorar o potencial tecnoldgico
de espécies nativas de Myrtaceae brasileiras. No Capitulo 1l da tese foi realizado o levantamento
das espécies de Myrtaceae brasileiras que se encontram com algum status de ameaca de
extingdo segundo as listas vermelhas da International Union for Conservation of Nature's
(TUCN) e Centro Nacional de Conservacéao da Flora (CNCFlora). Ap6s, foram compilados seus
usos medicinais e alimentares, relatados em artigos cientificos, livros de referéncias, bancos de
dados online e fontes de profissionais. Entre as 551 espécies avaliadas quanto ao estado de
conservacdo, encontramos uso alimentar ou medicinal em 187, um terco das quais estd sob
algum grau de ameaca de extincdo. Logo, foi estruturado um resumo abrangente de suas
propriedades relatadas para alimentos (168 espécies) e medicamentos (42 espécies). Frutas,
0leo essencial de folhas e extratos vegetais sdo 0s principais produtos pesquisados. Esses
produtos possuem um conjunto de componentes nutricionais e/ou compostos bioativos que
podem suprir demandas especificas da indastria alimenticia, farmacéutica e/ou cosmética e
auxiliar a manutencdo da biodiversidade destes sistemas através da conservacdo pelo uso. No
Capitulo 111 desta tese foram coletadas folhas da uvaia, grumixama e feijoa de SAF do Estado
de Santa Catarina e avaliado o efeito da temperatura de secagem (40, 50 e 60°C) sobre o perfil
de compostos fendlicos avaliado por Cromatografia Liquida acoplada a uma fonte de ionizagéo
por Electrospray tandem Espectrometria de Massas (LC-ESI-MS/MS) e potencial de atividade
antioxidante dos extratos produzidos das folhas. Nos extratos de uvaia, 0s compostos
majoritarios foram o epigalocatequina galato, acido galico e isoquercitrina, responsaveis por
94% de sua composicdo fenolica, as folhas secas a 50°C resultaram em uma maior concentracao
de fendlicos. O &cido gélico, 2,5 DHBA e isoquercitrina representam 79% da composi¢do
relativa de compostos fenolicos nos extratos de grumixama, e as folhas secas a 60°C foi a
condicdo que permitiu maior concentracao de fendlicos. Enquanto, a epicatequina, catequina,
acido galico e isoquercitrina correspondem por 66% da composicéo de compostos fendlicos das
folhas de feijoa. A grumixama apresentou os maiores valores para potencial de atividade
antioxidante pelos métodos FCRC e DPPH enquanto a feijoa apresentou valores significativos
para FRAP, em todos os tratamentos. As folhas secas a 50°C apresentaram maior potencial de
atividade antioxidante para todos os métodos, exceto para grumixama que apresentou esse
comportamento a 60°C. O Capitulo IV apresenta o estudo da formulacédo e caracterizacdo de
nanoemulsdes produzidas pelo método da emulsificacdo espontanea, carregadas com extrato
liofilizado das folhas de grumixama. Foram preparadas formulagcdes com 0, 125 e 200 mg de
extrato das folhas de grumixama, denominadas de Controle (C), E125 e E200, respectivamente.
Todas as nanoemulsdes apresentaram tamanho nanométrico, potencial zeta proximo a -30 mV
e indice de polidispersividade (PDI) < 0,40. Estes parametros garantiram uma boa estabilidade
ao longo de 180 e 160 dias de armazenamento a 4°C, para E125 e E200, respectivamente.
Morfologicamente (Microscopia Eletrénica de Transmissdo - TEM) as nanoemulsbes
apresentaram forma esféricas, a formulacdo E125 apresentou superficie compacta enquanto a
E200 apresentou ramificagcbes que foram atribuidas ao excesso de extrato e diminui¢do da
concentragcdo do 6leo de semente de uva nesta formulagdo. Os resultados obtidos na analise



termogravimétrica (TG) sugerem que a nanoemulsdo E125 atuou mais eficientemente na
protecdo da degradacdo térmica do extrato até 250°C. A anélise de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) indicou que houve uma boa compatibilidade entre o extrato das folhas de
grumixama e os demais componentes da nanoemulsdo. Os principais grupos funcionais
encontrados nos espectros obtidos na espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) do extrato sdo de acordo com o identificado na estrutura do &cido gélico, 2,5
DHBA e isoquercitrina. A formulagdo E125 apresentou melhor performance de encapsulagéo
quando comparada a E200 e a nanotecnologia pode ser uma alternativa viavel para a protecdo
dos compostos bioativos e desenvolvimento de novos produtos e ingredientes sustentaveis. O
Capitulo V teve como objetivo a avaliacdo do potencial da atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana das nanoemulsdes com extrato das folhas de grumixama (E125 e E200). O
potencial de atividade antioxidante das nanoemulsdes avaliada pelos métodos CRFC e DPPH
aumentou com a adicéo do extrato das folhas de grumixama nas formulag¢fes E125 e E200 e os
resultados se mantiveram estaveis apds 30 dias de armazenamento. O extrato liofilizado das
folhas de grumixama na forma livre apresentou forte atividade antimicrobiana contra as cepas
de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium avaliado pelo método de difusdo em disco. As nanoemulsdes
apresentaram uma tendéncia de atividade antimicrobiana similar ao extrato na forma livre com
maior atividade contra as bactérias Gram-positivas (S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes). A
nanoemulsdo E125 apresentou CIM contra B. cereus e L. monocytogenes e CBM apenas para
L. monocytogenes. Por outro lado, a nanoemulsdo E200 apresentou CIM e CBM para todas as
espécies Gram-positivas. Contudo, as nanoemulsdes carregadas com extrato das folhas de
grumixama apresentaram caracteristicas promissoras para aplicacdo como aditivo natural
antioxidante e antimicrobiano para produtos alimenticios. Estes resultados reforcam a
importancia de avaliar o potencial tecnoldgico e funcional de espécies endémicas brasileiras, a
fim de promover ampliacéo e diversificacdo de extratos naturais para uso industrial, bem como
promover a conservacgado destas espécies nativas por meio do uso continuo.

Palavras-chave: Extratos vegetais; familia Myrtaceae, sustentabilidade; nanoemulséo; aditivos
antioxidante; aditivo antimicrobiano.



ABSTRACT

The uvaia (Eugenia pyriformis), grumixama (Eugenia brasiliensis) and feijoa (Acca
sellowiana) leaves are by-products of the management of Agroforestry Systems (AFS) in the
State of Santa Catarina. These materials have characteristics for sustainable use, since they are
a source of natural secondary metabolites with potential use in the food, chemical and
pharmaceutical industries. However, natural bioactive compounds are unstable under industrial
processing conditions, which makes their use limited. In this context, nanoemulsion technology
may be an innovative alternative to increase the stability of these compounds and facilitate
delivery into food systems. Thus, this project has as general objective of exploring the
technological potential of Myrtaceae native species from the State of Santa Catarina. In Chapter
Il a review of the threatened Brazilian Myrtaceae species with category risk according to the
IUCN and CNCFlora red lists was carried out. Then, their medicinal and food uses, reported in
scientific articles, reference books, online databases, and professional sources, were compiled.
Among the 551 species assessed for conservation status we found food or medicinal uses in
187, a third of which are under some degree of threat with extinction. Therefore, a
comprehensive review of their reported properties for food (168 species) and medicines (42
species) has been structured. Fruits, essential oil from leaves, and plant extracts are the main
products investigated. These products have a set of nutritional components and/or bioactive
compounds that can supply specific demands of the food, pharmaceutical and/or cosmetic
industry and help maintain the biodiversity of these systems through conservation through use.
In Chapter 111 of this project, uvaia, grumixama, and feijoa leaves were collected from AFS in
Santa Catarina State, and the effect of drying temperature (40, 50 and 60°C) on the phenolic
compounds profile evaluated by LC-ESI-MS/MS, and antioxidant activity of the extracts
produced from the leaves were evaluated. In the uvaia extracts, the major compounds were
EGCG, gallic acid, and isoquercitin, accounting for 94% of their phenolic compounds, and
leaves dried at 50°C promoted a better phenolic extraction. The gallic acid, 2.5 DHBA and
isoqueticitrin represent 79% of the relative composition of phenolic compound in grumixama
extracts, and leaves dried at 60°C was the condition that allowed a greater extraction. While,
epicatechin, catechin, gallic acid, and isoquercitrin correspond by 66% of phenolic composition
of feijoa leaves. Grumixama had the highest values for antioxidant activity by the FCRC and
DPPH while feijoa had significant values for FRAP, in all treatments. Dried leaves at 50°C
showed higher antioxidant activity for all methods, except for grumixama that showed this
behavior at 60°C. Chapter IV presents the study of nanoemulsion formulation and
characterization, produced by the spontaneous emulsification method, loaded with lyophilized
grumixama leaves extract. Formulations with 0, 125, and 200 mg of grumixama leaves extract
were prepared, named Control (C), E125, and E200, respectively. All nanoemulsions showed
nanometer size, zeta potential near -30 mV, and PDI < 0.40. These parameters ensured good
stability over 180 and 160 days of storage at 4°C, for E125 and E200, respectively.
Morphologically (TEM) the nanoemulsions presented a spherical shape, formulation E125
presented a compact surface, while E200 presented branching that was attributed to the excess
of extract and decreased concentration of grape seed oil in this formulation. The results obtained
in TG suggest that the E125 nanoemulsion acted more efficiently in protecting the extract from
thermal degradation up to 250°C. DSC analysis indicated that there was good compatibility
between the grumixama leaves extract and the other components of the nanoemulsion. The
main functional groups found in the FTIR spectra of the extract are in accordance with that
identified in the structure of gallic acid, 2,5 DHBA, and isoquercitrin. Formulation E125
showed better encapsulation performance when compared to E200 and nanotechnology may be
a viable alternative for the protection of bioactive compounds and development of new
sustainable products and ingredients. Chapter V aimed to evaluate the antioxidant and



antimicrobial activity of nanoemulsions with extract of grumixama leaves (E125 and E200).
The nanoemulsions antioxidant activity evaluated by the CRFC and DPPH methods increased
with the addition of the grumixama leaves extract in formulations E125 and E200, and the
results remained stable after 30 days of storage. The freeze-dried extract of the grumixama
leaves in free form showed strong antimicrobial activity against the strains of Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium
evaluated by the disc diffusion method. The nanoemulsions showed a trend of antimicrobial
activity similar to the free form extract with higher activity against Gram-positive bacteria (S.
aureus, B. cereus, L. monocytogenes). The E125 nanoemulsion showed MIC against B. cereus
and L. monocytogenes and MBC only for L. monocytogenes. On the other hand, the E200
nanoemulsion showed MIC and MBC for all Gram-positive species. However, nanoemulsions
loaded with grumixama leaves extract showed promising characteristics for application as a
natural antioxidant and antimicrobial additive for food products. These results reinforce the
importance of evaluating the technological and functional potential of endemic species of Santa
Catarina State, in order to promote the expansion and diversification of natural extracts for
industrial use, as well as to promote the conservation of these native species through continued
use.

Keywords: Plant extracts; Myrtaceae family, sustainability; nanoemulsion; antioxidant
additive; antimicrobial additive.
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1 INTRODUCAO

A uvaia (Eugenia pyriformis), grumixama (Eugenia brasiliensis) e a feijoa (Acca
sellowiana ou feijoa sellowiana) sdo espécies de arvores frutiferas, nativas brasileiras
encontradas na Mata Atlantica e pertencentes a familia Myrtaceae. Os frutos destas espécies
possuem caracteristicas de sabor e aroma intensos, além de uma composigdo rica em macro e
microelementos que levou a classificagdo destas como “superfrutas” (ARAUJO et al., 2019;
HAMINIUK et al., 2011; SANTOS et al., 2009; SILVA et al., 2019).

Estas espécies sdo cultivadas no Brasil em escala local, mas também estdo sendo
consideradas como uma alternativa para incorporacdo em Sistemas Agroflorestais
Agropecuérios (SAFASs) no estado de Santa Catarina. Segundo Parra et al. (2018) as SAFAs
sdo sistemas de manejo da terra que visam integrar cultivos herbaceos e lenhosos, com espécies
agricolas e/ou criacdo de animais, simultanea e intencionalmente, sendo este sistema mantido
com os principios agroecologicos. Porém, este conceito ainda esta sendo discutido e construido,
devido a sua ampla abrangéncia.

O interesse na implementacdo da uvaia, grumixama e feijoa nas SAFAs surgiu pelo
fato de serem arvores lenhosas perenes, frutiferas e nativas, e por terem apresentado um bom
desenvolvimento quando inseridas para restauracdo de areas degradadas no estado de Santa
Catarina. Permitindo assim, uma rapida obtencdo de produtos agricolas que podem ser
utilizados para o proprio consumo do produtor ou geracdo de renda, contribuindo para a
promoc¢do da autonomia e soberania das familias produtoras (RADOMSKI; LACERDA,;
KELLERMANN, 2014). Além disso, o consumo de algumas Myrtaceae vem sendo
negligenciado pela populagéo e, portanto, a implementacdo nestes sistemas seria de grande
importancia para manutencdo destas espécies nativas (TAVER et al., 2022).

Como parte do manejo destas arvores nas SAFAs, as podas sdao fundamentais para
aumentar a disponibilidade de luz e agua para as culturas e para ciclagem de nutrientes
(MARQUES; MONTEIRO, 2016). Além destas propriedades, as podas também disponibilizam
um segundo produto das arvores, as folhas. As folhas apresentam um grande potencial de
comercializacdo, em razdo de diversas pesquisas confirmarem algumas propriedades
funcionais. Entre elas podemos citar, a atividade antimicrobiana do extrato etandélico e do dleo
essencial extraido das folhas de uvaia (E. pyriformis) (CHAVASCO et al., 2014; SOUZA;

ARMSTRONG, 2014), atividade anti-inflamatoria do extrato aquoso e metandlico das folhas
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de grumixama (E. brasiliensis) (DAMETTO et al., 2018) e atividade antioxidante do extrato
etanolico das folhas da feijoa (Acca sellowiana) (MOSBAH et al., 2018).

Nesse contexto, faz-se necessaria uma maior investigacao do potencial tecnoldgico das
folhas destas espécies inseridas nas SAFAS, para fins comerciais. Sendo assim, o objetivo geral
desta tese foi explorar o status de risco de extin¢gdo da familia Myrtaceae no Brasil, relacionar
as espécies ameacadas com 0s potenciais usos medicinais e alimenticios, explorar o potencial
tecnoldgico das folhas de uvaia, grumixama e feijoa do Estado de Santa Catarina, com o
proposito de obter um extrato com propriedades funcionais e estabilidade suficiente para
aplicagdo como aditivo em alimentos. A fim de contemplar todos estes aspectos a tese foi
dividida da seguinte forma:

Capitulo | — Revisdo Bibliografica. Apresenta uma revisao da literatura sobre as
SAFAs, as espécies da familia Myrtaceae uvaia, grumixama e feijoa. Os extratos vegetais e as
propriedades inerentes a estes, dentre elas a atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.
E por fim, este capitulo aborda o uso de nanotecnologia em alimentos com destaque para a
tecnologia de nanoemulsao.

Capitulo 1l - Potencial de conservacdo de Myrtaceae brasileiras ameacadas por meio
do uso sustentavel alimenticio e medicinal. Este Capitulo apresenta um levantamento extensivo
de todas as espécies da familia Myrtaceae que se encontram com algum grau de risco de
extincdo e faz uma associacdo ao uso alimenticio e medicinal destas espécies, relatados em
artigos cientificos, livros de referéncias, bancos de dados online e fontes de profissionais, como
alternativa de conservacéao.

Capitulo 11l - Folhas de uvaia, grumixama e feijoa (Myrtaceae) obtidas da
Agrofloresta: uma alternativa sustentavel para producdo de extratos antioxidantes. Este
Capitulo apresenta o estudo dos parametros da secagem convectiva das folhas de uvaia,
grumixama e feijoa, como temperatura do ar de secagem, tempo, taxa de secagem, coeficiente
de difusdo efetivo e energia de ativacdo. Apds, foram preparados extratos das folhas in natura
e secas e avaliado o efeito da temperatura de secagem nas alterac6es do perfil de compostos
fenolicos avaliado por LC-ESI-MS/MS e atividade antioxidante por DPPH, FRAP e CRFC.

Capitulo IV - Caracterizacdo de nanoemulsdo produzida por método de baixa energia:
efeito da adicdo do extrato das folhas de grumixama. Neste Capitulo foram produzidas
nanoemulsdes com adicdo de diferentes concentracbes de extrato liofilizado das folhas de
grumixama, a fim de aumentar a estabilidade dos compostos. As nanoemulstes foram

caracterizadas quanto a estabilidade por 180 dias (tamanho, potencial zeta, PDI e pH),
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morfologia (TEM), analises térmicas (TG e DSC) e grupos funcionais por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

Capitulo V - Atividade antioxidante e antimicrobiana de nanoemulsdes carregadas
com extrato das folhas de grumixama. Neste Capitulo foram determinadas as propriedades
funcionais das nanoemulsdes: atividade antioxidante foi avaliada por CRFC e DPPH e 0 ensaio
da atividade antimicrobiana foi realizado contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella Typhimurium).
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DIAGRAMA CONCEITUAL

Por qué?

A uvaia (Eugenia pyriformis), grumixama (Eugenia brasiliensis) e a fejoa (Acca
sellowiana) sdo espécies da familia Myrtaceae que estdo sendo implantadas em
Sistemas Agroflorestais Agroecoldgicos no estado de Santa Catarina.

As folhas sdo removidas das arvores durante as podas periodicas e podem
apresentar um grande potencial de uso para a inddstria de alimentos, quimica e
farmacéutica.

O potencial tecnoldgico destas espécies foi pouco explorado e possivelmente elas
podem ser uma fonte natural e sustentivel de compostos bioativos que apresentam
atividade bioldgica.

O que consta na literatura?

Alguns trabalhos avaliaram a atividade bioldgica das folhas destas espécies, nos
quais podemos citar: atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, atividade
antidepressiva e antiflamatoria.

Né&o foi encontrado nenhum artigo da literatura com levantamento do grau de risco
de extincdo da familia Myrtaceae com associac¢éo ao uso medicinal e alimenticio
como alternativa de conservacéo.

N&o foi encontrada na literatura nenhuma pesquisa com o estudo da secagem
destas folhas, bem como a avaliacdo do impacto desta operacdo na degradacédo
dos compostos bioativos e na atividade antioxidante.

N&o foi encontrada na literatura nenhuma pesquisa com o a aplicacdo de
nanotecnologia aos extratos obtidos dessas espécies

Perguntas de pesquisa?

Quantas espécies de Myrtaceaes estdo com risco de extin¢cdo? Quais e quantas
espécies possuem referéncias de uso medicinal e alimenticio?

Quais sdo as espécies frutiferas e o que outras pesquisas tém avaliado? Quais 0s
principais usos terapéuticos das Myrtaceaes?

Quais sdo os principais mecanismos envolvidos na secagem convectiva das folhas
de uvaia, grumixama e feijoa?

A secagem das folhas de uvaia, grumixama e feijoa nas temperaturas de 40, 50 e
60°C causam a degradacdo dos compostos bioativos e da atividade antioxidante
das folhas?

E possivel aplicar a tecnologia de nanoemulsdo aos extratos das folhas de
grumixama?

As nanoemulsdes possuem eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade satisfatoria?
Também possuem propriedades antioxidantes e antimicrobianas para aplicacdo
como aditivo em alimentos?

26



Respostas?

* Mapear as espécies de Myrtaceae brasileiras que possuem potencial de uso
alimenticio e medicinal.

» Tracar possibilidades de usos que auxiliem a conservacao das espécies.

» Auvaliar os principais fendbmenos que ocorrem na remog&o da umidade das folhas
durante a secagem

» Selecionar os parametros de secagem mais promissores para manutencdo dos
compostos bioativos e atividade antioxidante para as folhas de uvaia, grumixama
e feijoa.

* Produzir nanoemulsdes pelo método da emulsificacdo espontanea com o extrato
das folhas de grumixama.

» Caracterizar as nanoemulsfes quanto as propriedades tecnolégicas, morfoldgicas,
térmicas e funcionais

27
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1.1 SISTEMAS AGROFLORESTAIS AGROECOLOGICOS

O modelo predominante de producdo agricola praticado no Brasil € o modelo
convencional. Esta forma de producéo visa o0 aumento constante da produtividade das culturas
e se caracteriza pelo uso intensivo de mecanizagdo, irrigacdo, adubacdo quimica, uso de
agrotoxicos e de sementes com alto potencial genético, o que tem provocado impactos
preocupantes no meio ambiente devido a degradacdo excessiva dos recursos naturais e ao
comprometimento da biodiversidade (STOTZ, 2012; ZILLI et al., 2003).

O aumento de areas agricolas degradadas tem provocado mudancas na concepg¢do do
uso da terra, baseadas em uma visao holistica do processo agricola, onde os recursos naturais
(solo, &gua e biodiversidade) sdo explorados de forma mais sustentavel. Esta constatacdo foi
percebida pelos consumidores, produtores e pelo meio académico, que perceberam a
necessidade da insercdo de modelos agricolas que fossem menos agressivos ao meio ambiente
ou que regenerassem a dindmica florestal (CORREA NETO et al., 2016).

Com base neste cenario surgem os Sistemas Agroflorestais (SAFs), que é uma forma
de uso da terra onde arvores ou arbustos sdo utilizados em conjunto com a agricultura e/ou
criacdo de animais numa mesma area, podendo ser plantados de uma s6 vez ou huma sequéncia
de tempo (NAIR, 1993). Os SAFs sdo classificados utilizando critérios baseados na estrutura
dos sistemas no espaco, funcdo dos diferentes componentes (resultados), natureza
socioeconémica e disseminagdo ecologica (ambiental). Porém, consideram-se 0s aspectos
funcionais e estruturais como o0s principais para a classificacdo, os quais sdo divididos em: (i)
sistemas agropastoris - combinacdo da agricultura com a criacdo de animais (agricultura +
pecudria); (ii) sistemas silvipastoris — integracdo de arvores nas pastagens para criacdo de
animais domésticos (floresta + pecudria); (iii) sistemas agrossilviculturais ou silviagricolas —
combinacdo da agricultura com espécies florestais (agricultura + floresta) e; (iv) sistemas
agrossilvipastoris - sistemas em que a terra € manejada para a producao silmuténea de cultivos
agricolas e florestais para criacdo de animais domésticos (agricultura + floresta + pecuéaria). A
Figura 1.1 apresenta a classificacdo dos SAFs.

Segundo Budowski (1965) a formacdo de um arranjo agroflorestal deve ser criteriosa,
para um melhor enquadramento das espécies pioneiras, secundarias iniciais, secundarias tardias
e climax, para permitir um melhor planejamento e conducao do sistema ao longo do tempo, e
assim as culturas de interesse agronémico possam expressar seu potencial de producéo,

assegurando renda ao produtor.
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Figura 1.1. Classificagdo dos SAFs.

Silvipastoril

Agrossilvopastoril

Agropastoril Pecuaria

Fonte: Modificado de Amazonas (2013).

O cuidado com o solo é o grande diferencial dos SAFs, o sistema € mantido a partir do
entendimento que o solo € a base para todos o0s ecossistemas terrestres e a saude do solo reflete
diretamente na qualidade do alimento colhido. Ou seja, a qualidade do alimento colhido ¢
reflexo da composi¢do de minerais, matéria organica e organismos Vvivos, que se traduz na
fertilidade do solo (SIDDIQUE; DIONISIO; SIMOES-RAMOS, 2017).

As arvores tém um papel fundamental nos SAFs e na conservacdo da fertilidade do
solo, ao contrario da agricultura convencional onde a maior parte da floresta nativa é devastada
e as arvores restantes sdo subutilizadas. As arvores podem melhorar a produtividade de um
agroecossistema, influenciando nas caracteristicas do solo, do microclima, da hidrologia e de
outros componentes bioldgicos associados (ALTIERI et al., 1999). A Figura 1.2 apresenta
como exemplo, alguns beneficios da presenca das arvores no crescimento do milho.

As arvores afetam o nivel de nutrientes do solo, por geralmente possuirem um sistema
radicular mais profundo que as espécies secundarias. Devido a isto, as arvores podem exportar
as reservas minerais mais profundas do solo, recuperar os nutrientes lixiviados e deposita-los
na superficie como humus, por meio da queda e degradacédo natural das folhas. A deposicao
desta matéria organica aumenta o contetdo de himus do solo, o qual, por sua vez aumenta a
capacidade de troca catidnica e reduz a perda de nutrientes. Elementos como o nitrogénio,
fosforo e enxofre sdo disponiveis na forma organica e acabam complementando a nutri¢do do
solo por meio da ciclagem de nutrientes (CALDERON-MEDINA; BAUTISTA-MANTILLA;
ROJAS-GONZALEZ, 2018; FAVERO; LOVO; MENDONCA, 2008; SANTOS; MIRANDA;
TOURINHO, 2004).



31

Figura 1.2. Influéncia da manutencédo das arvores na produgdo de milho.
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Fonte: Modificado de Altieri et al. (1999).

O aumento da nutricdo do solo juntamente com alteracGes na temperatura e umidade
do mesmo, favorecem o aumento da atividade dos microrganismos. Além disso, as arvores
podem desempenhar fungdes macroambientais como a reducdo da velocidade do ar, reducao do
impacto da chuva no solo e reducdo da incidéncia de raios solares para espécies secundarias,
moderacdo das trocas de temperatura da regido (temperaturas maximas mais baixas e minimas
mais altas em comparagdo com areas abertas), reducdo da evotranspiracdo e maior equilibrio
hidrico (ALTIERI et al., 1999; BUENO et al., 2018; MARIN et al., 2006; PEZZOPANE et al.,
2010).

Contudo, quanto maior a diversidade de espécies no SAF maior sera 0 numero de
interacdes ecologicas que poderdo resultar em mais beneficios ao sistema (MORAES;
AMANCIO; RESENDE, 2011; PORRO, 2009). Quando esta biodiversidade é implementada e
manejada segundo o0s principios agroecoldgicos o sistema passa a se denominar Sistema
Agroflorestal Agroecoldgico (SAFA), porém definir um SAF como agroecoldgico ndo é uma
tarefa facil. Segundo Buck, Lassoie e Fernandes (1998) algumas praticas agroflorestais também

podem ser consideradas praticas agroecoldgicas, pois reduzem a lixiviagdo de nutrientes,
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conservam o solo, aumentam a diversidade do sistema de produgéo e produzem madeira
complementar para varios usos, tornando assim a classificagdo mais complexa.

A agroecologia por sua vez, propde uma andlise critica da agricultura convencional a
partir de uma visdo sistémica, onde todos os componentes da propriedade se relacionam de
maneira dindmica; os (re)desenhos e manejos dos espacos produtivos sdo realizados de forma
sustentavel (agroecossistemas); ha uma maior conservacdo e respeito pela cultura e
conhecimento local; o trabalho é potencializado para geracdo de renda com acesso ao mercado
justo e a economia solidaria; a seguranca e soberania alimentar é impulsionada, principalmente
para as populacdes mais pobres; além de promover processos organizativos e participativos nas
decisbes coletivas (PAULUS; MULLER; BARCELLOS, 2000; SIDDIQUE; DIONISIO;
SIMOES-RAMOS, 2017).

Entre as operagdes de manejo das arvores nas SAFAs (podas, implementacdo de
consorcios e capinas seletivas), as podas sdo fundamentais para aumentar a disponibilidade de
luz e agua para as culturas e para a ciclagem de nutrientes, por isso sdo realizadas podas
periddicas e com diferentes intensidades em espécies de rapido crescimento (DE PAULA et al.,
2015; MARQUES; MONTEIRO, 2016).

Nesse sentido, as espécies da familia Myrtaceae que sdo arvores lenhosas perenes
(requisito minimo para os SAFs), frutiferas e nativas da mata atlantica podem ser uma boa
alternativa para incorporacao em sistemas agroflorestais. Radomski, Lacerda e Kellermann,
(2014) avaliaram a inclus@o de Myrtaceaes em SAFs para restauracdo de uma area degradada
pelo uso intensivo da agricultura convencional, o estudo foi realizado no municipio de Cacador
(SC). As espécies de Myrtaceaes inseridas foram, a goiaba serrana (A. sellowiana), guabirova
(C. xanthocarpa), cerejeira (E. involucrata), uvaia (E. pyriformis) e pitanga (E. uniflora) em
combinacdo com a araucéria (Araucaria angustifolia) e a bracatinga de campo mouréo (Mimosa
scabrella). Segundo os autores, as espécies frutiferas tiveram um bom desenvolvimento durante
0 periodo avaliado (2 anos, de 2012 a 2014), com frutificacdo precoce. A goiaba serrana se
destacou das demais com relacdo ao crescimento em altura. Portanto, os autores concluiram
que estas espécies permitiram uma rapida obtencdo de produtos agricolas, que podem ser usadas
para o préprio consumo do produtor ou geracdo de renda.

Além disso, o consumo de algumas espécies de Myrtaceaes vém sendo negligenciado
pela populacdo e a implantacdo destas espécies nas SAFAs seria uma alternativa para sua

manuten¢do. Com a criagdo de uma determinada demanda ou oferta na regido haveria a
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possibilidade de difusdo do consumo e promocao do uso destes frutos, gerando assim uma fonte
de renda para os agricultores.

Como operacdo de manejo das arvores, as podas periddicas oferecem um segundo
produto, as folhas. As folhas apresentam um grande potencial de comercializagdo em razéo de
diversas pesquisas confirmarem algumas propriedades funcionais, como é o caso das folhas da
Myrtaceae Eugenia uniflora L. (pitangueira) no qual podemos citar, confirmada atividade
biol6gica (BORGES MONTEIRO et al., 2019; COLLA et al., 2012a; WAZLAWIK et al.,
1997), antioxidante e antimicrobiana (MARTINEZ-CORREA et al., 2011; VICTORIA et al.,
2012; VIEITEZ et al., 2018) e possibilidade de aplicagdo como aditivo natural em alimentos
(CARVALHO et al., 2019; LORENZO et al., 2018; VARGAS et al., 2019).

Portanto, € de grande relevancia a exploracdo do potencial tecnologico de diferentes
espécies de Myrtaceaes inclusas em SAFAs para fins comerciais, como por exemplo producao
de extratos vegetais, avaliacdo das propriedades bioldgicas, antioxidantes e antimicrobianas,
identificacdo dos compostos fenolicos e o estudo da encapsulacéo de extratos podem contribuir
para diversificacdo dos aditivos naturais para alimentos, obtendo-se assim um produto de alto
valor agregado produzido a partir das folhas remanescentes das podas. Nesse sentido, neste

trabalho serdo avaliadas as folhas da uvaia, grumixama e feijoa oriundas das podas dos SAFAs.

1.2 PLANTAS DA FAMILIA MYRTACEAE

O Brasil possui um patriménio genético de inestimavel valor, sendo parte deste a flora,
rica em espécies que produzem frutas silvestres comestiveis. A familia Myrtaceae ocorre em
regides tropicais e subtropicais do mundo e nosso pais possui uma quantidade expressiva de
plantas, sendo uma das familias mais importantes em varias formacdes vegetais, especialmente
nas florestas brasileiras (BARROSO, 1991; MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

A grande familia Myrtaceae compreende 121 géneros e 3800-5800 espécies de
arbustos e arvores. Na nova classificacdo proposta por Wilson et al. (2005) reconhece duas
subfamilias, a Psiloxyloideae e a Myrtoideae, e mais 17 tribos.

Todas as Myrtaceae brasileiras estdo incluidas na Tribo Myrteae, destacando-se 0s
géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes com mais de 100 espécies. No geral, esta familia
pode ser reconhecida pelas seguintes caracteristicas: sdo arvores ou arbustos; as folhas séo

simples, opostas, pontudas, com veias laterais geralmente visiveis e proeminentes; as flores sdo



34

brancas (raramente rosa, avermelhadas ou arroxeadas) com pétalas livres; e ovarios inferiores
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

No Sul do Brasil existe uma grande diversidade de fruteiras nativas, dentre as quais se
destacam o aragazeiro (Psidium cattleyanum Sabine), a feijoa (Acca sellowiana (Berg) Burr.),
a pitangueira (Eugenia uniflora L.), a cerejeira-do-rio-grande (E. involucrata DC.), a uvalheira
(E. pyriformis Camb.), a jabuticabeira (Plinia trunciflora (Berg) Kausel), a guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa Berg) e o guabiju (Myrcianthes pungens Berg), todas
pertencentes a familia Myrtaceae. Algumas sdo exploradas comercialmente, como é o caso da
goiabeira (Psidium guajava L.), da jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg) e da
pitangueira (Eugenia uniflora L.). No entanto, ao verificar o grande nimero de espécies de
frutos comestiveis ainda ndo comerciais, podemos pressupor que esta familia apresenta grande
potencial econdémico, baseado nas caracteristicas nutricionais e agroindustriais, especialmente
como fonte de antioxidantes naturais (GRESSLER; P1ZO; MORELLATO, 2006; RASEIRA et
al., 2004).

Sendo assim, nos tépicos a seguir serdo melhor abordados assuntos referentes as
espécies: feijoa (Acca sellowiana (Berg) Burr.), uvaia (E. pyriformis Camb.) e grumixama

(Eugenia brasiliensis), que foram as espécies selecionadas para este estudo.

1.2.1 Eugenia pyriformis Cambess (Uvaia)

A Eugenia pyriformis é popularmente conhecida como uvaia, uvalha, uvalheira,
uvaieira, uvaia-do-mato, pometo-azedo e azedinha, sua distribuicdo geografica ocorre de S&o
Paulo até o Rio Grande do Sul, sendo localizada ainda no nordeste argentino e Paraguai
(CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). O nome da fruta ¢ originario do tupi iwa’ya e significa
“fruto acido, azedo” ¢ deu o nome popular para esta espécie (RASEIRA et al., 2004).

A E. pyriformis é uma arvore de porte arboreo pode medir até 15 m de altura, com
tronco mais ou menos reto. As folhas sdo opostas, coriaceas (textura semelhante a couro) e
oblongo-lanceoladas (forma aproximadamente retangular, com poélos arredondados), de apice
atenuado-obtuso (os bordos da lamina formam no apice um angulo obtuso), com base aguda,
medindo de 3 a 7 cm de comprimento por 0,8 a 1,8 cm de largura. Os frutos sdo indeiscentes,
carnosos e de casca aveludada, a coloragdo varia de amarelo a alaranjado, possuem de 2 a 4 cm

de comprimento, os frutos possuem um sabor &cido e aroma intenso e agradavel. A Figura 1.3
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apresenta a arvore da E. pyriformis com suas repectivas folhas e frutos (JACOMINO et al.,
2018; MATTOS, 1984; RASEIRA et al., 2004).

Figura 1.3. Arvore (A), folhas e frutos (B) da espécie E. pyriformis.
W R S ;

Fonte: Modificad de Sganzerla et al. 209).

A uvaieira é uma espécie que possui muitos acessos ou variedades, sendo esta
diversidade genética necessaria para a manutencao do equilibrio dos ecossistemas das espécies
nativas (GAMFELDT; HILLEBRAND; JONSSON, 2008). Existem sete variedades de E.
pyriformis: uvaia Bolivia, Comum, Doce, Doce de Patos de Minas, Péra, Rugosa e Rugosa
Doce. As principais diferencas entre as variedades foram observadas com relacao a textura das
frutas que pode ser mais suave ou firme, na coloracdo que varia entre amarelo e laranja, além
do aroma que apresenta notas doces e/ou acidas (JACOMINO et al., 2018).

Nesse sentido, Da Silva et al. (2019) recentemente avaliaram a composi¢do quimica,
nutricional, a concentracdo dos compostos bioativos e a atividade antioxidante dos frutos de
seis variedades de uvaia. Os resultados apresentados pelos autores mostraram que as variedades
Rugosa Doce e Doce de Patos de Minas séo as mais doces, a Rugosa e Péra sdo as menos acidas.
Os terpenos foram a classe de compostos volateis majoritarios encontrados e 0s minerais
predominantes foram Fe, Cu e Mn. As amostras de Rugosa e Rugosa Doce apresentaram as
maiores concentragbes de compostos fenolicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante.

Sendo assim, este € um fruto nativo que possui potencial real de utilizacdo como

alimento ou como matéria-prima para o desenvolvimento de novos produtos processados como
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sucos, sorvetes, licores, compotas, conservas, iogurtes, entre outros (KARWOWSKI et al.,
2013; SILVA et al., 2017; VILLA-VELEZ et al., 2012).

Outra parte da planta que merece destaque séo as folhas, alguns estudos reportaram a
presenca de compostos fenolicos e terpenos, com elevada atividade antioxidante (APEL et al.,
2004; SALVADOR et al., 2011; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

Klein et al. (2018) utilizaram os métodos de extracao supercritica com CO; e extracdo
assistida por ultrassom na extragdo dos principais compostos bioativos (a e 3-amirina) de folhas
secas de E. pyriformis. O processo realizado a 200 bar e 60 °C na extracdo supercritica
apresentou os melhores resultados de extragdo com 2,49 g de a- amirina e 8,91g de f-amirina/
kg de folhas secas. Na extracdo assistida por ultrassom os melhores resultados (2,13 g de a-
amirina e 9,33 g de B-amirina/ kg de folhas secas) foram obtidos no experimento conduzido a
50 % de amplitude, 50 °C e 1:15 g/mL de sélidos:hexano. Sendo assim, os resultados obtidos
em ambos os métodos foram similares nos aspectos avaliados, porém é possivel ainda
diferencia-los em termos de tempo de processo e quantidade de solvente utilizado.

Segundo Chavasco et al. (2014) o extrato hidroalcoolico das folhas E. pyriformis
possui como componentes fitoquimicos alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas e compostos
fenolicos, produzidos por meio do metabolismo secundario da planta. A presenca destes
compostos bioativos também proporciona ao extrato das folhas da E. pyriformis certa atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e fungos patogénicos.

Estudos in vitro da atividade antimicrobiana tém demonstrado que o extrato etandlico
ou o 6leo essencial das folhas da E. pyriformis representam uma opcéo promissora na inibicao
do crescimento de cepas como Candida albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 40174, C.
parapsilosis ATCC 40038, Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601, Bacillus subtilis ATCC
6633, Bacillus cereus ATCC 11778, Micrococcus luteus ATCC 9341, Enterococcus faecalis
ATCC 51299, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Serratia
marcescens LMI-UNIFAL, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC
25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028 Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL
(CHAVASCO et al., 2014; SOUZA et al., 2014).

1.2.2 Eugenia brasiliensis Lamarck (Grumixama)

Eugenia brasiliensis Lam. (Myrtaceae) é uma arvore brasileira distribuida em toda a

Mata Atlantica, comumente encontrada entre as regides nordeste e sul, desde o sul da Bahia,
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chegando ao Estado de Santa Catarina. Neste ultimo, pode ser localizada na regido de
Floriandpolis, Brusque, Ibirama, Itajai e Joinville (REITZ; KLEIN, 1969).

Popularmente esta espécie € conhecida como grumixama, grumixameira, cereja-
brasileira, cumbixaba e ibaporoiti. A Figura 1.4 apresenta a imagem da arvore da espécie
Eugenia brasiliensis Lam. com suas respectivas folhas e frutos. A grumixameira é uma arvore
de cerca de 8m de altura, com folhas simples e opostas, obovadas ou elipticas e brilhosas na
face superior (Figura 1.4B). Os frutos possuem casca lisa e brilhante e a coloragdo varia de
amarelo a roxo de acordo com seu estagio de maturacdo (Figura 1.4C) (FERREIRA-RAMOS
etal., 2014; IDE et al., 2017).

Donato e Morretes (2007) descreveram a anatomia das folhas da E. brasiliensis como
sendo, hipostomaticas (estobmatos localizados na parte inferior), glabra (ndo apresentam
tricomas), dorsiventral (apresenta um Gnico plano de simetria), com tendéncia a
isobilateralidade (parénquima palicadico esta localizado tanto na face abaxial quanto na
adaxial). Além disso, reportaram que uma das caracteristicas mais importantes das folhas é a
ocorréncia de cavidades secretoras subepdérmicas, distribuidas pelas duas faces da lamina
foliar, sendo o local de formacdo das substancias lipidicas volateis, denominadas de 6leos
essenciais. A Figura 1.5 apresenta a cavidade secretora das folhas de Eugenia brasiliensis
coletadas pelos pesquisadores em area de restinga (Bosque da Barra) no Rio de Janeiro, RJ.

O ¢leo essencial obtido das folhas da E. brasiliensis é considerado uma boa fonte de
compostos bioativos. Magina et al. (2009) avaliaram a composi¢do quimica do 6leo essencial

da E. brasiliensis extraido por hidrodestilacdo, no total foram identificados 38 compostos, 0s


https://www.labunicamp.hom.unicamp.br/unicamp/brleitorju%40reitoria.unicamp.br
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principais foram: espatulenol (12,6%), t-cadinol (8,7%), viridiflorol (7,1%), a-cadinol (6,6%)
e 1-epi-cubenol (6,3%) que séo sesquiterpenos oxigenados.

Figura 1.5. Imagem da cavidade secretora da folha da Eugenia brasiliensis obtida por
microscopia optica.

Ry B o ine
s & Y

Fonte: Adaptado de Donato e Morretes (2007).

Outros autores verificaram que a composicao do 6leo essencial da E. brasiliensis varia
de acordo com a época do ano. Os compostos principais obtidos nas diferentes epocas do ano
foram: espatulenol na primavera (16,02 = 0,44%) e no verdo (18,17 + 0,41%), t-cadinol no
outono (12,83 £ 0,03%) e a-pineno no inverno (15,94 + 0,58%) (SIEBERT et al., 2015). Além
dos terpenos contidos no 6leo essencial, ja foram identificados nas folhas da E. brasiliensis a
presenca de alguns compostos fenolicos e flavonoides como catequina, galocatequina,
quercetina, miricetina, isoquercetina, rutina e galangina (MAGINA et al., 2012; SIMOES et al.,
2018).

No entanto, na medicina popular a infusdo das folhas de E. brasiliensis é usada no
tratamento de reumatismo (CARDENAS, 2002). Nesse sentido, algumas evidéncias cientificas
tém demonstrado que os terpenos, compostos fendlicos e flavonoides contidos nas folhas da E.
brasiliensis oferecem alguns efeitos metabdlicos positivos contra esta doenca.

Dametto et al. (2018) avaliaram a atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso e
metanolico das folhas de E. brasiliensis, usando o ensaio de inibicdo das enzimas ciclo-
oxigenase (COX-1 e 2). Os resultados mostraram que os extratos na concentragdo de 37,5 pg/
mL inibiram as enzimas COX-1 e 2 em 80 e 50%, respectivamente. Os autores reportam que

estes resultados sdo semelhantes aos obtidos nos tratamentos controle onde foram utilizados
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aspirina e ibuprofeno na concentra¢do de 108 e 12 pg/ mL, respectivamente, sugerindo que a
infusdo das folhas de E. brasiliensis pode ser utilizada no tratamento de doengas inflamatérias.

Simdes et al. (2018) investigaram o efeito do extrato hidroalcodlico da E. brasiliensis
em inflamacGes causadas pelo &cido acético, formalina e histamina, bem como a
hipersensibilidade a dor mecénica e térmica. A administragdo oral do extrato hidroalcodlico da
E. brasiliensis em ratos (100 mg/ kg) reduziu acentuadamente os efeitos da dor inflamatéria e
da temperatura da pata, assim como reduziu a hipersensibilidade mecénica e térmica, este efeito
foi evidente até o sétimo dia.

Apesar do pouco nimero de pesquisas onde foram avaliados os efeitos biologicos das
folhas da E. brasiliensis, o efeito anti-inflamatério é o mais citado e estudado na literatura
(DAMETTO et al., 2018; PIETROVSKI et al., 2008; SIEBERT et al., 2017; SIMOES et al.,
2018). Por outro lado, Colla et al. (2012b) evidenciaram o efeito antidepressivo do extrato
hidroalcoolico da E. brasiliensis, sem que houvesse alteracdo no sistema locomotor. Lima et al.
(2017) verificaram o efeito dos extratos hidroalcodlico e acetonico da E. brasiliensis sobre a
hipertrigliceridemia e estresse oxidativo causado pela administracdo cronica de 6leo de coco
em ratos Wistar. Ambos o0s extratos apresentaram efeitos positivos na prevencdo da
hipertrigliceridemia, diminuicdo do acumulo de gordura nas células hepaticas, reducdo da

peroxidacao lipidica e reducdo do dano proteico no sangue induzido pelo 6leo de coco.

1.2.3 Acca sellowiana (Feijoa ou Goiaba-serrana)

Feijoa (Acca sellowiana, sindbnimo Feijoa sellowiana) é uma frutifera nativa dos
planaltos meridionais do Sul do Brasil, com ocorréncia no Paraguai, norte do Uruguai e
Argentina. Também estd sendo cultivada na Califérnia, Nova Zelandia, norte da Africa,
Espanha, Portugal, Francga, Italia e sul da Russia, devido a grande facilidade de adaptagcdo em
regides subtropicais (RUBERTO; TRINGALLI, 2004). Esta espécie foi introduzida nestes paises
inicialmente como planta ornamental, por apresentar flores e folhas vistosas. Dentre estes a
Nova Zelandia tem se destacado pela producéo e comercializacdo do fruto, em 2017 a producéo
atingiu cerca de 1200 toneladas (HUGHES, 2017).

A feijoa € também conhecida como goiaba-serrana, goiaba-do-mato ou goiaba-do-
campo é uma fruta doce-acidulada, de sabor aromatico e Unico, de polpa suculenta com
sementes no interior e um pouco arenosa nas proximidades da casca. O fruto é geralmente

verde, possuindo no final da maturacdo coloracéo verde amarelada (WESTON, 2010). Como
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caracteristicas botanicas a arvore apresenta de 2 a 10 metros de altura, ramos cilindricos, glabros
(ndo apresentam tricomas) e lignificados. As folhas sdo opostas, curtas, pecioladas, pequenas e
estreitas, apresentam a face abaxial branco-cinza com densa pilosidade branca tipo feltro
(CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). A Figura 1.6 apresenta imagens da arvore, fruto e folha

da espécie Acca sellowiana.

Figura 1.6. Arvore (A), frutos e folhas (B) da espécie Acca sellowiana.
A 'V <. "~ ~ \ 4

Fonte: Modificado de Campestrini (2011) e Teixeira (2020)

No Brasil esta espécie é cultivada em pequena escala local, na regido sul, com
ocorréncia predominante no interior da floresta em areas conservadas e na mata ciliar. No
Estado de Santa Catarina as cidades de Sdo Joaquim, Urubici e Urupema sdo comumente
associadas a presenca da A. sellowiana em suas florestas. As comunidades locais destas cidades
reportaram que fazem uso da feijoa para diversas finalidades, além do consumo in natura a
fruta é usada para o preparo de doces, bebidas alcodlicas, suco fresco, bem como sdo usadas
como medicamento para tratamento do sistema digestivo, as flores também sdo consumidas,
madeira € usada como lenha e para o preparo de artesanato (SANTOS et al., 2009).

Com base no conhecimento empirico das comunidades algumas pesquisas foram
realizadas com o proposito de verificar a atividade biolégica do fruto da feijoa. Sendo assim,
foram confirmadas a atividade antitumoral (AOYAMA; SAKAGAMI; HATANO, 2018),
2018), atividade antimicrobiana e antifungica (BASILE et al., 2010), atividade antiflamatoria
(MONFORTE et al., 2014) e fator de protecdo solar (EBRAHIMZADEH et al., 2014). Tais
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propriedades somadas as caracteristicas sensoriais a torna potencialmente atraente para
comercializacdo como fruta exdtica.

Além das pesquisas relacionadas aos frutos, estudos tém comprovado que as folhas da
A. sellowiana também podem ser aproveitadas para extracdo e uso dos compostos bioativos.
Nesse sentido, Poodi et al. (2018) otimizaram a extracdo dos compostos bioativos das folhas de
feijoa utilizando o ultrassom. Os autores reportaram que a adi¢do do estagio de pré-lixiviacdo
(as folhas secas de feijoa foram imersas no solvente por 20, 40 ou 60 min antes do processo de
ultrassom) aumentou a permeabilidade da parede celular das folhas permitindo uma maior
liberagdo dos compostos bioativos. O nivel otimizado da resposta maltipla foi obtido com
1569,10 W/cm? de intensidade ultrassonica, 89 % de ciclo de trabalho e temperatura de extracio
de 46 °C. O principal composto fendlico encontrado nas folhas da feijoa foi o acido géalico
seguido do acido ferulico, catequina, apigenina e rutina.

Aoyama, Sakagami e Hatano (2018) identificaram 21 diferentes compostos fenolicos
nas diferentes partes (fruta, flor, folhas e galhos) da A. sellowiana. O extrato obtido das folhas
mostrou picos no HPLC dos compostos fenolicos, as flavonas foram um dos principais
constituintes do extrato, os glicosideos da quercetina (galactopiranosil, glicopiranosil,
xilopiranosil, arabinopiranosil e ramnopiranosil) e outros picos foram observados que
correspondem ao acido elégico, pedunculagina e acido galico. O contetido de flavonoides e
acido elagico foi determinado em todas as partes da A. sellowiana. Os autores reportaram que
as folhas tiveram maior concentracdo de todos flavonoides e acido elagico, quando comparado
com as outras partes da planta. O &cido elagico foi o acido fenolico com maior concentracdo no
extrato das folhas (120,4 + 7,7 pg/ 10 mg de extrato) seguido do galactopiranosil (hiperosideo)
(94,7 £ 5,1 pg /10 mg de extrato).

Mosbah et al. (2018) examinaram a composicao fitoquimica, componentes volateis,
atividade antioxidante e antimicrobiana das folhas da feijoa. Os autores reportam que o extrato
etanolico da feijoa apresentou: fendlicos totais 179,43 + 1,59 mg EAG/ g extrato, flavonoides
totais 210,18 + 1,22 mg EC/ g extrato, flavonadis totais 47,56 + 0,12 mg ER/ g extrato, taninos
totais 41,80 £ 1,27 mg EC/ g extrato, conteudo total de ortho-benzenediol 9,28 + 0,03 mg de
hidroxitirosol equivalentes (HE) por g de extrato. O extrato apresentou elevada atividade
antioxidante avaliada pelos métodos ABTS, capacidade de quelar metais (ferro) e inibicdo do
acido tiobarbitarico (TBA), resultados estes que foram associados ao teor de compostos

fenolicos totais e flavonoides do extrato. Foram identificados 31 compostos volateis nas folhas



42

da feijoa sendo o limoleno (36,2 %), B-cariofileno (27,8%) e aromadendreno (12,5%) os
principais compostos encontrados.

1.3 PROPRIEDADES DOS EXTRATOS VEGETAIS

1.3.1 Atividade antioxidante

Muitos compostos presentes na natureza apresentam atividade antioxidante que
segundo Sies e Stahl 1995) é definida como a capacidade que a substancia possui de atrasar ou
inibir o processo de oxidacdo de um substrato oxidavel, quando adicionada em baixas
concentragdes. A industria de alimentos faz uso dos antioxidantes, a fim de prevenir a
degradacéo dos alimentos devido a oxidacéo, sobretudo em alimentos considerados sensiveis a
esse tipo de alteracdo quimica. Além das aplicacdes em alimentos, os antioxidantes também sé&o
utilizados em sistemas bioldgicos, suplementos alimentares e pela industria quimica e
farmacéutica (SHAHIDI; ZHONG, 2010; THORAT et al., 2013).

Os antioxidantes podem ser classificados como natural ou sintético, dependendo do
modo de obtencdo. Os antioxidantes sintéticos sdo os mais utilizados pela inddstria, porém
evidéncias recentes demonstram um possivel efeito prejudicial destes aditivos quando
consumidos a longo prazo (PATEIS et al., 2018; VANDGHANOONI et al., 2013; YANG et
al., 2018). Em funcdo disso, nas ultimas duas décadas o uso de antioxidantes naturais tem
atraido interesse tanto da inddstria como dos consumidores (HES et al., 2019). A natureza,
mecanismo de acdo e funcdo dos principais antioxidantes usados pela inddstria sdo apresentados
na Tabela 1.1.

Muitos dos compostos organicos insaturados reagem com o oxigénio, quando expostos
a fatores como o ar, calor ou a luz. Esta oxidacdo tem efeitos indesejaveis sobre as propriedades
sensoriais (sabor e odor de ranco), nutricionais e de seguranca dos alimentos, especialmente
daqueles ricos em lipidios (DWIVEDI; VASAVADA; CORNFORTH, 2006). O processo de
auto-oxidacdo lipidica representa o principal mecanismo de oxidacéo e ocorre em trés etapas:
iniciacdo, propagacao e terminacdo. Na iniciacdo um atomo de hidrogénio é retirado do grupo
metilico de um 4cido graxo (RH) insaturado, levando a formacao de um radial livre (Re), este
pode se ligar ao oxigénio formando um radical peréxido (ROOe¢). Os perdxidos formados
podem retirar um H de uma molécula de acido graxo ndo oxidada formando um radical livre,

bem como hidroperéxidos (ROOH), nesta etapa ha um elevado consumo de oxigénio e é
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conhecida como a fase de propagacao. Por fim, na fase de terminacéao os radicais livres reagem

entre si formando aldeidos, cetonas, &lcoois, hidrocarbonetos e &cidos graxos de baixo peso

molecular. Este é um processo dindmico que evolui ao longo do tempo (BREWER, 2011,
COUPLAND; MCCLEMENTS, 1996; FRANKEL, 1991).

Tabela 1.1 Diferentes tipos de antioxidantes e suas fungdes.

Mecanismos de Exemplos Funcio
acao Sintéticos Naturais
Controle dos radicais BHA Tocoferois Bloqueio dos
livres BHT Aminas arométicas  radicais por
TBHQ Compostos fendlicos  doacdo de atomos
Propilgalato de hidrogénio
Agentes Acido eritorbico Acido ascorbico Reagem com 0O
removedores de Ascorbatos Aminoécidos oxigénio

oxigénio e redutores

Agentes quelantes

Sulfitos, bissufitos
Palmitato de ascorbila

EDTA (acido
etilenodiamino tetra-
acetico)

Fosfastos

Compostos fenolicos

Acido citrico

Os ions metéalicos
sdo quelados em
sua estrutura na

forma de
complexos
estaveis para
reduzir a atividade
de oxidacao
catalitica

Fonte: Modificado de Hes$ et al. (2019).

Sendo assim, devido a complexidade dos sistemas alimentares e dos diferentes

compostos gerados nas etapas do processo de oxidacdo, os antioxidantes podem ainda ser

classificados em antioxidantes primarios e secundarios. Os compostos que inibem a fase

iniciacdo ou primarios sdo principalmente substancias fendlicas (sintéticos ou naturais) e estao

inclusos nesta categoria os inibidores de radicais livres (BHA, BHT, compostos fenolicos),

inibidores ou quelantes de metais (ex: acido citrico, EDTA) e estabilizadores ultravioleta

(carbono negro). Os inibidores da fase de propagacdo ou antioxidantes secundarios sao

geralmente antioxidantes que reagem com os radicais peroxidos e hidroperdxidos tornando-os

estaveis (&cido tiodipropiénico). Em razdo da oxidacdo ser um processo em que as varias etapas

da reacdo acontecem simultaneamente, uma maior protecao lipidica pode ser alcancada através

da sinergia entre os antioxidantes primarios e secundarios (FRANKEL, 2012; HUDSON,

1990).
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A quantificacdo da atividade antioxidante de uma determinada amostra pode ser
realizada utilizando métodos in vivo e in vitro. Existem varios métodos para determinacdo da
atividade antioxidante in vitro e na préatica esta determinacdo ndo pode ser concluida com a
aplicacdo de apenas um Unico método e é recomendavel que os métodos empregados se baseiem
em diferentes mecanismos de agdo (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

A intensidade da atividade antioxidante de uma matriz vegetal é constantemente
atrelada a concentracdo e natureza dos compostos bioativos presentes na amostra. Estes
compostos sdo gerados por meio do metabolismo secundario das plantas com a finalidade de
proteger os diversos 6rgaos vegetais de processos oxidativos. Neste sentido, se destacam os
compostos fenolicos que atuam como agentes redutores, doadores de hidrogénio, inibidores de
oxigénio singlet ou quelantes de metais, sendo considerados antioxidantes naturais promissores
(GRANATO et al., 2018; RANDHIR; KWON; SHETTY, 2008; YASHIN et al., 2017).

Com base nestes mecanismos, varios métodos in vitro foram desenvolvidos para a
quantificacdo da atividade antioxidante. Na Tabela 1.2 s&o apresentados os métodos in vitro
mais amplamente utilizados para determinacdo da atividade antioxidante e o0s respectivos

alimentos de origem vegetal em que foram aplicados.

Tabela 1.2. Principais métodos in vitro de quantificacdo da atividade antioxidante em espécies
vegetais.
Metodos Exemplos de aplicagdes

Folhas de mirtilo (WANG et al., 2018a);
Chips de morango (ZHANG et al., 2020);
Ché verde (SENTKOWSKA; PYRZYNSKA,

Atividade sequestradora do radical DPPH 2018);

(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) -  DPPH Trigo einkorn, cevada e pdes (FOGARASI et

scavenging activity al., 2015);
Kombucha de soro de soja (TU et al., 2019).
Uvas das cultivares Sweet sapphire e Sweet
surprise (PASCOAL et al., 2022)

Emulsdo formulada com 6leo essencial e &gua
aromatica de Oliveria decumbens (KARAMI;
KAVOOSI; MAGGI, 2019);

Extrato de flores pata de vaca (Bauhinia
Variegata) (TRIPATHI; GUPTA; SINGH,
2019);

Casca de pitaia (LIANA et al., 2019);
Polissacarideo sulfatado isolado da Spirulina
platensis (RAJASEKAR et al., 2019).

Sequestro do peroxido de hidrogénio (H205)
- Hydrogen peroxide scavenging (H202)
assay



Atividade sequestradora do radical 6xido
nitrico (NO) - Nitric oxide scavenging
activity

Radical
radical

Atividade Sequestradora do
Peroxinitrito -  Peroxynitrite
scavenging activity

Capacidade Antioxidante Equivalente ao
Trolox (TEAC)/ Ensaio de descoloragédo do
cation radical ABTS - Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) method/ ABTS
radical cation decolorization assay

Pardmetro Antioxidante Total do Radical
(TRAP) - Total radical-trapping antioxidant
parameter (TRAP) method

Poder Antioxidante de Reducdo do fon
Férrico Fe** (FRAP) - Ferric reducing-
antioxidant power (FRAP) assay

Sequestro de Radical Anion Super6xido
(SOD) - Superoxide radical scavenging
activity (SOD)
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Variedades de uvas (SRIDHAR; CHARLES,
2018);

Folha da fortuna (Bryophyllum pinnatum)
(ELUFIOYE; OLUSOLA; OYEDEJI, 2019);
Macas da variedade Honeycrisp
(DARKWAH; NKOOM, 2019);

Oleo essencial de folhas (P. graveolens) e
flores (C. officinalis) (LOHANI; MISHRA,
VERMA, 2019).

Framboesa selvagem (BASAK; DUTTA;
CHOWDHURY, 2018);

Kiwi e kiwiberry (SILVA et al., 2019);
Extratos de 28 ervas (CHOI et al., 2002).

Aveia fermentada (BEI; WU; CHEN, 2020);
Oleo essencial de pimenta branca e preta (LI
et al., 2020);

Uvas das variedades Niagara e Bordo
(GOMES et al., 2019);

Hidrolisados de proteinas do gérmen de trigo
(KARAMI et al., 2019);

Cevada e malte (MARECEK et al., 2017);
Variedades de tangerina (Citrus reticulata
Blanco) (ZHANG; YANG; ZHOU, 2018).

15 espécies plantas medicinais (PIETTA;
SIMONETTI; MAURI, 1998);

Cacau fermentado e torrado (IOANNONE et
al., 2015);

Variedades de café com e sem cafeina
(GORNAS et al., 2016).

Sementes de quinoa (HAN et al., 2019);

Soja crua e submetida a tratamentos térmicos
(CHEN; TENG; XIAO, 2019);

Emulsdo formulada com o6leo de girassol e
agua, estabilizada com proteina de fava (Vicia
faba) (FELIX; CERMENO; FITZGERALD,
2019);

Folhas de Hibiscus cannabinus L (SIM; ONG;
NYAM, 2019).

Arabinoxilano extraido do caule verde da
Andrographis paniculata (MAITY et al.,
2019);

Oleo essencial de pimenta preta e branca
(WANG et al., 2018b);



Atividade sequestradora do radical hidroxila
- Hydroxyl radical scavenging activity

Capacidade Sequestradora do Radical
Hidroxil (HORAC) - Hydroxyl radical
scavenging activity

Capacidade de absorcédo do radical oxigénio
(ORAC) - Oxygen radical absorbance
capacity

Poder redutor — (RP) Reducing power
method

Método do Fosfomolibdénio -
Phosphomolybdenum method
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Alga marrom (Sargassum serratifolium) (LIM
et al., 2019);

Extratos organicos e 6leo essencial da semente
de Zizyphus jujuba (AL-REZA; BAJPAI;
KANG, 2009).

Frutos das espécies Rosa roxburghiie R.
sterilis (HE et al., 2016);

Cha verde, suco de laranja e extrato de
aspargos roxos (FADDA; BARBERIS;
SANNA, 2018);

Sementes de Argyreia speciosa Sweet (Linn.)
(AZMl et al., 2019).

Vegetais de origem bulgara (CiZ et al., 2010);
Avenantramida dos gréos de aveia (ORABY
etal., 2017);

Proantocianidina de cervejas tipo
(ZHAO; SONG; ZHOU, 2017);
Frutos das espécies: rosa mosqueta (Rosa
canina), arbnia ou chokeberry (Aronia
melanocarpa), espinheiro (Crataegus
monogyna), groselha preta (Ribes nigrum),
mirtilo (Vaccinium myrtillus) e tramazeira
(Sorbus aucuparia) (DENEV et al., 2014).

lager

Extratos hidrofilicos e lipofilicos de oito
gendtipos de brocolis (Brassica oleracea)
(KURILICH et al., 2002);

Extratos da polpa, casca e semente da manga
(Mangifera indica L.) (DORTA et al., 2017);
Trans-resveratrol  extraido de  dezoito
variedades diferentes uvas vermelhas (casca e
bagaco) (BABAZADEH et al., 2017);
Flavonois isolados das folhas da fruta-do-
conde (Annona coriacea Mart.) (NOVAES et
al., 2019).

Casca de frutas (manga, macd, banana e
laranja (DIBANDA et al., 2020);
Antocianinas extraidas do mirtilo (ZHOU et
al., 2020);

Extratos de alga marrom (Ecklonia cava)
(SENEVIRATHNE et al., 2006);

Extratos da semente de cevada (LIU; YAO,
2007).

Curcumina e curcumina  modificada
guimicamente (MOHAMED et al., 2017);


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/annona

Método do Tiocianato Férrico (FTC) -
Ferric thiocyanate method

Método do Acido Tiobarbittrico (TBA) -
Thiobarbituric acid method

Método do DMPD (N,N-dimetil-p-
fenilenodiamina) — DMPD (N,N-dimethyl-
p-phenylene diamine dihydrochloride)
method

Método da co-oxidagdo do B-
caroteno/acido linoleico - g-carotene/
linoleic acid method

Método da xantina oxidase - Xanthine
oxidase method
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Extrato da semente de uva (Vitis vinifera)
(JAYAPRAKASHA; SELVI; SAKARIAH,
2003);

Extratos da fruta maca do elefante (Dillenia
indica) (ABDILLE et al., 2005);

Folhas da goiabeira (Psidium guajava)
(ZAHIN; AHMAD; AQIL, 2016).

Extratos de gengibre (Zingiber offcinale
Rosc.) (TOHMA et al., 2017);

Casca de grdos de linhaga (Linum
usitatissimum  L.) (HAN; YILMAZ;
GULCIN, 2018);

Folhas, noz e melago de carvalho (Quercus
robur subsp. pedunculiflora) (BURSAL;
BOGA, 2018);

Oleo de algodio refinado (ANJANI; SINGH,
2018);

Extratos da raiz, semente, flor e folhas da
Urtica  pilulifera  (OZEN;  COLLU;
KORKMAZ, 2010);

Pimenta preta tratada com irradiacao y (Piper
nigrum L.) (SUHAJ et al., 2006).

Vinhos italianos (FOGLIANO et al., 1999);
Tomates da variedade Corbarini (SCALFI et
al., 2000);

Extratos de poejo (Mentha pulegium)
(GULCIN et al., 2020);

Tamaras de 10 cultivares Alig, Ammari,
BeserHelou, Beyd  Hamem, Bejou,
DegletNour, Horra, Kenta, Kentich e Akwatte
Alig (Phoenix dactylifera L.) (SOULI et al.,
2018);

Oleos essenciais e extratos aquosos das partes
aéreas de quatro espécies aromaticas
Calamintha nepeta, Foeniculum vulgare,
Mentha spicata e Thymus mastichina
(ARANTES et al., 2017);

Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) obtido nas diferentes estacfes
do ano (LEMOS et al., 2015).

Extratos obtidos das partes aéreas da
Eryngium maritimum (TRAVERSIER et al.,
2019);
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Nozes secas (Juglans regia L.) (FU et al.,
2016);
Pd&s superfinos de ché verde (HU; CHEN; NI,
2012).

Extratos de folhas de plantas da espécie
Marrubium astracanicum subsp. macrodon
(BURSAL; ARAS; KILIC, 2019);

Poder antioxidante de reducdo do ion Folha de goiaba (variantes de frutas vermelhas
cliprico Cu?* (CUPRAC) - Cupric ion e brancas), rizoma de acafrdo, cha preto e
reducing antioxidant capacity (CUPRAC)  folha de cha verde (HIDAYAT et al., 2019);

method. Mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) e mirtilo

selvagem (Vaccinium vitis-idaea) (DROZDZ;
SEZIENE; PYRZYNSKA, 2017).

Massa de trigo enriquecida com fibra de
alfarroba (BIERNACKA et al., 2017);
Oleos essenciais extraidos das partes aéreas
das plantas S. inflata, S. lavandulifolia, e S.
Capacidade de quelar metais - Metal byzantina (BAHADORI et al., 2020);
chelating activity Algas marinhas morroquinas: Bifurcaria
bifurcata, Cystoseira humilis, Cystoseira
stricta, Fucus spiralis e  Gelidium
sesquipedale (GRINA et al., 2020).

Cada um dos métodos apresentados na Tabela 1.2 possui uma especificidade em
relacdo aos mecanismos de acao, radical alvo, pH, tempo e temperatura e padrbes usados na
construcao das curvas analiticas padrdo (GRANATO et al., 2018) sendo assim, fica a critério
do pesquisador dentro das opg¢des existentes, escolher a condi¢do que melhor se adequa a matriz
que serd avaliada. Mas ainda assim, dentro deste conjunto o DPPH é método mais
frequentemente utilizado e citado na literatura seguido do ABTS e FRAP, segundo
levantamento realizado na base dados Scopus (2019) utilizando as palavras-chaves “antioxidant
activity” AND “nome do método em inglés”, no qual ¢é apresentado na Figura 1.7.

O interesse dos pesquisadores pelo método do DPPH surgiu por ser um radical
organico livre, hidrofébico, com boa estabilidade na auséncia da luz, além de o método ser
economicamente viavel e de facil operacdo, uma vez que a reacdo envolve apenas o radical e o
antioxidante (OLIVEIRA, 2015). O método baseia-se na juncdo do DPPH com o extrato
antioxidante, no qual os antioxidantes reagem com o DPPH por transferéncia de elétrons e por
transferéncia de atomos de hidrogénio, convertendo-o em a,a-difenil-p-picril-hidrazina

ocasionando assim a descoloracdo da solugdo. Desta forma, o grau de descoloragéo indica o
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potencial de eliminacdo do extrato antioxidante (SINGH; MURTHY; JAYAPRAKASHA,
2002).

Figura 1.7. Percentual de documentos cientificos publicados relacionadas aos métodos de
determinagéo da atividade antioxidante in vitro, entre os anos 2000-2020.
1% 0% o% 1% " DPPH
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Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados da Scopus (2020).

Porém como todo ensaio quimico, o DPPH também possui suas limitagdes, as quais
cabem citar: (i) este ensaio ndo mede as taxas de reacdo (ii) a transferéncia de elétrons acontece
de forma mais lenta quando comparado a outros radicais como 0 ABTS, (iii) o DPPH reage
rapidamente com antioxidantes que possuem fendis simples, moléculas com estruturas
complexas impedem o acesso ao DPPH em baixas concentracdes, (iv) o metanol, muitas vezes
utilizado como solvente liga fortemente os atomos de hidrogénio e como consequéncia inibe 0s
processos de transferéncia de atomos de hidrogénio, (V) e as taxas iniciais de transferéncia de
elétrons aumenta com o aumento do pH (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015; XIE; SCHAICH,
2014). Ainda assim, este ¢ um método muito versatil e muito utilizado na determinacdo da
capacidade antioxidante de varios alimentos e extratos vegetais.

Recentemente algumas pesquisas tém ampliado a aplicacdo dos compostos
antioxidantes naturais para além dos efeitos terapéuticos, aplicando-os com finalidades
tecnoldgicas. Muitas destes estudos tem avaliado o impacto do processamento dos alimentos

na degradacdo ou na estabilidade dos compostos bioativos, ap6s submetidos por exemplo, a
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tratamentos térmicos, alta pressdo ou alteragdes na formulacdo do produto. Neste sentido, serdo
apresentados a seguir alguns estudos onde os compostos bioativos de matérias primas vegetais
foram usados para fins tecnoldgicos, como aditivos antioxidantes naturais em alimentos.

Muraoka Junior et al. (2019) avaliaram o efeito da substituicdo dos antioxidantes
sintéticos (isoascorbato de sddio e cido citrico) por microcristais de curcumina na elaboragédo
de mortadela. O produto foi avaliado quanto as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas
e sensoriais durante 90 dias de estocagem. Os autores reportam que o0s tratamentos nao
apresentaram diferencas em relacdo aos ensaios de pH, cor e perfil de textura. Porém a
formulagdo com adigdo dos microcristais de curcumina foi significativamente mais eficiente
que os demais tratamentos na prevencdo da oxidacdo lipidica, mesmo sendo utilizada em
menores concentracdes. Nenhuma das amostras avaliadas apresentaram crescimento
microbiano acima do estabelecido pela legislacdo vigente, durante todo o armazenamento. Os
resultados obtidos na avaliacdo sensorial demonstraram que apenas o atributo cor teve diferenca
significativa entre os tratamentos, uma vez que a coloracdo laranja da curcumina interferiu
negativamente na coloracéo tradicional da mortadela.

Agregan et al. (2017) utilizaram o extrato aquoso da alga marrom (Bifurcaria
bifurcata) em diferentes concentra¢es (200, 400, 600, 800 e 1000 ppm), na estabilidade
oxidativa durante a estocagem do 6leo de canola a 60°C por 16 dias. A estabilidade dos 6leos
foi avaliada quanto ao valor de perdxido, p-anidisina, dienos conjugados e determinacdo da
oxidacdo total. Os autores reportam que 0s compostos fendlicos presentes no extrato tiveram
forte efeito inibitorio na oxidacdo lipidica secundaria, uma vez que nao houve diferenca entre
as amostras tratadas com BHT (50 e 200 ppm) e as tratadas com extrato em niveis superiores a
400 ppm, sendo que nas concentracfes de 800 e 1000 ppm o extrato teve atividade inibitdria
maior que o BHT.

Xie et al. (2019) utilizaram antioxidantes da folha de bamboo e do cha, ambos de grau
alimenticio e comercializados na China para conservacdo do musculo adutor de vieiras
liofilizado. As vieiras frescas foram marinadas em solu¢es com os aditivos antioxidantes por
3ha4°C, apos, foram cozidas, liofilizadas e avaliadas quanto ao shelf life e estabilidade lipidica.
Os antioxidantes do cha e da folha de bamboo estenderam efetivamente o shelf life das vieiras
secas por 1,87 e 1,71 vezes, respectivamente, mais do que a amostra controle. Os autores
também verificaram que as vieiras tratadas com antioxidantes naturais tiveram um maior valor
nutricional, uma vez que 0s acidos graxos poliinsaturados, especialmente os &cidos

eicosapentanoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) foram protegidos da oxidagdo, mesmo
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apos serem submetidos a condigOes aceleradas de armazenamento (temperaturas de 45, 55 e
65°C).

Messina et al. (2019) avaliaram os efeitos combinados da defumacéo a frio e da
utilizacdo de antioxidantes naturais obtidos da Halocnemum strobilaceum nas propriedades
sensoriais, fisico-quimicas, nutricionais, bioquimicas e microbioldgicas dos filés de peixe
dourado-do-mar (Coryphaena hippurus). Os filés tratados com o extrato antioxidante antes do
congelamento reduziram significativamente os valores de peroxido e malondialdeido,
indicando que ocorreu uma maior protecdo dos lipidios. Este aspecto também influenciou a
avaliacdo sensorial onde o peixe filetado com aplicacdo do extrato antioxidante teve uma maior
aceitacdo em relacdo ao controle, quanto aos parametros de cor e odor indicando a eficiéncia
do tratamento proposto pelos autores na extensao da vida util do produto.

1.3.2 Atividade antimicrobiana

Desde a antiguidade, o homem faz uso das plantas para tratar doengas infecciosas,
mesmo antes de descobrir a existéncia dos microrganismos. Tal acdo dos extratos das plantas é
relacionada aos polifendis, que desempenham funcdo de protecdo nos maultiplos 6rgdos das
plantas. Neste sentido, atualmente tem sido avaliada uma ampla gama de vegetais e plantas
medicinais contra o crescimento de varias espécies de microrganismos, principalmente
patogénicos (DAGLIA, 2012).

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais pode estar associada ao efeito dos
compostos bioativos individuais, ao efeito sinérgico entre os diferentes compostos dos extratos,
ou também, pode apresentar sinergismo quando utilizado em combinagdo com 0s outros agentes
antimicrobianos convencionais. A partir destas combinacdes 0s extratos tém proporcionado
atividade antibacteriana, antiviral e antifungica em diferentes tipos de alimentos (KARIOTI et
al., 2011; KOECH et al., 2013; LOPEZ; HUDSON; TOWERS, 2001).

Existe uma grande variedade estrutural entre as classes dos polifendis e devido a isto,
o trabalho de prever as caracteristicas estruturais de cada classe responsavel pela atividade
antimicrobiana, se torna complexo. Portanto, 0os mecanismos envolvidos na atividade
antimicrobiana dos polifendis ainda ndo foram totalmente esclarecidos (PAPUC et al., 2017).

Sendo assim, sabe-se que um dos principais fatores que interferem na acdo dos
polifenois sobre as bactérias sdo as diferencas estruturais entre as bactérias gram-positivas e

gram-negativas. Os organismos gram-positivos possuem uma parede celular grossa composta
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por peptideoglicano e &cidos teicoicos, envolvendo a membrana citoplasmatica. Os organismos
gram-negativos possuem duas membranas, uma parede celular mais fina de peptideoglicano,
envolvida por uma membrana externa composta por moléculas conhecidas como
lipopolissacarideos (LPS). Em ambas as estruturas a camada de peptideoglicano é essencial
para a viabilidade das bactérias e é o mais importante sitio de acdo dos antibi6ticos
(FORSYTHE, 2002).

Segundo Cowan (1999) alguns provaveis alvos dos polifendis na célula microbiana
sdo as adesinas expostas a superficie, polipeptideos da parede celular, enzimas ligadas a
membrana, ou ions metalicos necessarios para o funcionamento da célula. Provocando assim,
danos estruturais ou funcionais a célula como, privacdo de substrato, inativacdo de enzimas
microbianas, interferéncia na regulacdo de proteinas e/ou rompimento da membrana. Estas
acoes moleculares ocorrem por meio de ligag6es de hidrogénio, ligacGes covalentes e efeitos
hidrofdbicos. A literatura recente também confirma estes mecanismos de a¢do dos polifendis e
enfatizam que o principal destes € a capacidade dos polifendis de romper a estrutura da
membrana plasmatica bacteriana (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021; EFENBERGER-
SZMECHTYK; NOWAK; CZYZOWSKA, 2020).

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos incluem medicdes de: (i) raio
ou didmetro zona de inibicdo do crescimento bacteriano em torno do de discos de papel
impregnados com um composto antimicrobiano em meio de agar, (ii) inibicdo do crescimento
bacteriano em meio de &gar com o composto antimicrobiano difundido no agar, (iii)
concentracdo inibitoria minima (MIC) do composto antimicrobiano em meios liquidos e (iv)
alteracbes na absorbancia em um meio de crescimento liquido contendo o composto
antimicrobiano (PROESTOS et al., 2008). Figura 1.8 apresenta alguns compostos individuais

com comprovada acao antibacteriana, antiviral e antifingica em diferentes cepas.
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Figura 1.8. Atividade antibacteriana, antiviral e antifiungica de alguns compostos bioativos
individuais.
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Fonte: Modificado de Daglia (2012).

A aplicagdo destes compostos bioativos como aditivo antimicrobiano em alimentos
tem sido tema de pesquisas nos ultimos anos. Muitos destes estudos comprovaram a eficacia
dos extratos vegetais frente aos aditivos sintéticos comumente aplicados na industria para esta

finalidade.
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Yim et al. (2019) avaliaram o efeito do extrato de Caesalpinia sappan L. na qualidade
microbioldgica durante o armazenamento a frio de salsichas de porco cozidas. O uso de
0,0035% de nitrito combinado com o extrato de C. sappan a 0,1% foi eficiente na reducgéo do
crescimento de Listeria monocytogenes. O tratamento com adigédo apenas do extrato (0,1%) foi
0 mais eficaz na reducdo do crescimento da Escherichia coli O157: H7 e apresentou
crescimento semelhante ao do tratamento com adigéo de nitrito (0,007%). Ambos 0s ensaios
foram realizados por 4 semanas de armazenamento sob refrigeragdo. Os autores associaram a
atividade antibacteriana do extrato a presenca dos compostos fitoquimicos como saponinas,
fendis, esteroides e flavonoides.

Scavo et al. (2019) verificaram a atividade antimicrobiana in vitro de extratos aquoso,
etanolico e metandlico das folhas de cardo (Cynara cardunculus L. var. altilis DC.) na inibigédo
do crescimento de onze espécies bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas de interesse
agrondmico e alimentar (Bacillus megaterium, Rhodococcus fascians, Xanthomonas perforans,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas
fluorescens, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, e Bacillus cereus).
Todos os extratos tiveram um efeito significativo na inibicdo das bactérias Gram-positivas,
porém o extrato etanolico foi 0 mais ativo. O maior halo de inibicao (2,3 + 0,1 cm) foi verificado
no extrato etanolico na presenca de Bacillus megaterium. Os autores relacionaram a atividade
inibitéria dos extratos foliares ao sinergismo dos compostos bioativos e reportam que 0S
compostos derivados do &cido cafeoilquinico representaram mais de 50% do total de fenolicos

identificados e quantificados.

1.4 NANOTECNOLOGIA PARA USO EM ALIMENTOS

A nanociéncia e a nanotecnologia sdo conceitos recentes e inovadores para uso na
cadeia de producdo de alimentos. Estes termos originaram-se do prefixo grego “nano” que
significa “ando” ou algo muito pequeno e representa uma escala de um bilionésimo de metro
ou 10°. Logo, a nanociéncia é o estudo de estruturas e moléculas em escala nano e a
nanotecnologia é a utilizacdo destas estruturas em aplicacdes praticas (BAYDA et al., 2020). O
desenvolvimento da nanotecnologia na ciéncia dos alimentos tem influenciado alguns aspectos
importantes para o design novos produtos, protecdo dos alimentos, formula¢bes de materiais,
embalagens e ingredientes alimenticios (RASHIDI; KHOSRAVI-DARANI, 2011). A Figura

1.9 apresenta alguns campos da ciéncia e tecnologia de alimentos no qual a nanotecnologia esta
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inserida. Em relacdo ao desenvolvimento de materiais, estudos recentes abordam o uso da
tecnologia de nanoemulsificagdo de compostos bioativos, sabores e aromas, vitaminas,
antioxidantes e antimicrobianos, entre outros, como sistemas de entrega (ARAUJO et al., 2021;
DE OLIVEIRA FELIPE et al., 2022; JAFARIFAR et al., 2022). Este tema sera apresentado no

topico a sequir.

Figura 1.9. Nanotecnologia aplicada a diferentes etapas da cadeia de producdo de alimentos.
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1.4.1 Nanoemulsao

Uma emulsdo consiste em ao menos dois liquidos imisciveis (geralmente 6leo e agua,
mas nem sempre), com um dos liquidos sendo dispersos (fase dispersa) como pequenas
goticulas esféricas no outro (fase continua) (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). Quando estas
emulsdes possuem goticulas com tamanho nanométrico sdo chamadas de nanoemulses.
Porém, atualmente ndo existe um consenso cientifico acerca da escala nanométrica para as
nanoemulsdes, Wilson et al. (2022) consideraram a variacdo da escala entre 10 e 1000 nm,
segundo Jaiswal, Dudhe e Sharma (2015) o tamanho das particulas na escala nanométrica varia

entre 20 e 600 nm, Solans et al. (2005) reportaram uma escala na faixa entre 20 e 200 nm,
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Mason et al. (2006) e McClements (2011) também corroboram com estes autores e reportam
valores de raio da particula menores que 100 nm. Esta diferenciacdo ocorre devido as
propriedades satisfatdrias obtidas nas nanoemulsGes com tamanhos menores, segundo
McClements (2011) nanoemulsdes (raio < 100 nm) tendem a ser translicidas e apresentam
melhor estabilidade aos fendmenos de separacao gravitacional e agregacdo quando comparada
as emulsdes com particulas maiores.

As nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, ou seja, sdo sistemas
propensos a desestabilizacdo. A nocdo de estabilidade em emulsBes é indicativa do tempo
necessario para o inicio visual da separacao de fases. Este efeito acontece devido as interagdes
moleculares que ocorrem na interface Oleo-4gua, como os mecanismos de coalescéncia,
floculagéo, amadurecimento de Ostwald e separagédo gravitacional ou creaming (Figura 1.10).
Na coalescéncia as goticulas entram em contato e se unem para a formagéo de gotas maiores.
Na floculacéo ocorre o0 agrupamento das goticulas dentro da fase continua e se movem como
um Unico conjunto. A diferenca no potencial quimico da dispersdo favorece 0 mecanismo do
amadurecimento de Ostwald, no qual € maior em goticulas menores do que em goticulas
maiores e, portanto, fornecem a forca motriz para a transferéncia de massa das goticulas
menores para as maiores. O mecanismo de separacgdo gravitacional ou creaming ocorre quando
as goticulas se fundem ou quando as goticulas sobem para a superficie devido a flutuabilidade,
levando a separacdo de fase (DALTIN, 2011; GUPTA et al., 2016).

Portanto, para prevenir estes mecanismos e promover uma maior estabilidade cinética
€ necessario selecionar um grupo apropriado de ingredientes para formulacao das fases organica
(lipidica) e aquosa da nanoemulsao. Além da selecéo do tipo e propriedades do 6leo que compde
a fase organica, outros ingredientes adicionais como emulsificantes, modificadores de textura,
agentes de massa e inibidores de amadurecimento de Ostwald séo necessarios para facilitar a
formacdo das goticulas e garantir a estabilidade a longo prazo das nanoemulsdes
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). Dentre estes agentes, vale ressaltar a importancia dos
emulsificantes para a formacdo da nanoemulsdo, uma vez que sdo moléculas anfifilicas de
superficie ativa que adsorve na interface 6leo-agua durante a homogeneizacdo, afetando assim
o tamanho da particula e na carga superficial, favorecendo a repulsdo elétrica entre as particulas
e inibindo a agregacdo das goticulas (MARHAMATI; RANJBAR; REZAIE, 2021;
MCCLEMENTS; GUMUS, 2016).
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Figura 1.10. Mecanismos de desestabilizagédo de nanoemulsdes.
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Fonte: Modificado de Gupta (2016).

Quanto a producdo, as nanoemulsdes podem ser preparadas por metodos de baixa
energia ou de alta energia. Nos processos de alta energia sao requeridos uma grande quantidade
de forca mecéanica no sistema, os métodos incluem homogeneizacdo por alta presséo,
microfluidizadores e ultrassom. Por outro lado, os métodos de baixa energia sdo baseados nas
propriedades fisico-quimicas dos componentes e ndo necessitam de equipamentos especificos.
Estes processos sd@o considerados mais eficazes que os de alta energia para producdo de
particulas pequenas, devido ao processo de brotamento, onde o movimento rapido dos
componentes na fase aquosa favorece a mudanca espontanea da curvatura do surfactante e causa
um aumento da area interfacial 6leo-agua, levando a formacdo espontanea de goticulas. Entre
estes métodos podemos citar a emulsificacdo espontanea, temperatura de inversdo de fase,
composicio de inversdo de fase, ponto de inversdo da emulsdo (SHARMA et al., 2022; SOLE
et al., 2006). A escolha do método depende da natureza do material que sera homogeneizado e
das propriedades fisico-quimicas e funcionais desejadas no produto final.

Recentemente, alguns autores tém proposto a aplicacdo da tecnologia da
nanoemulsificacdo em extratos vegetais para uso em alimentos (BAZANA et al., 2019;
GHAZY et al.,, 2021; MOHAMMED; ISHWARYA; NISHA, 2021). Conforme abordado
anteriormente, os compostos bioativos de fontes vegetais exibem caracteristicas relevantes para
aplicagdes tecnoldgicas, como atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, propriedades

nutricionais e medicinais, 0 que tém atraido grande interesse das industrias de alimentos
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funcionais, nutracéuticas e de ingredientes alimenticios. No entanto, a eficiéncia da aplicacéo
dos compostos bioativos depende da manutencdo da estabilidade, bioatividade e
biodisponibilidade (FANG; BHANDARI, 2010). Nesse sentido, os sistemas de nanoemulséo
possuem um conjunto de propriedades como, tamanho nanométrico e carga quimica superficial
das particulas, que permitem uma maior permeacao, distribuicdo uniforme e absor¢do em
tecidos da pele e do trato gastrointestinal das substancias ativas de interesse (CHEN et al., 2020;
DEY et al., 2012). No entanto, estudos preliminares para determinacdo do potencial bioativo,
concentracdo de fenolicos, atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato séo relevantes
para definicdo da funcionalidade do extrato a ser usado nos sistemas de nanoemuls&o. Sendo
assim, este sistema pode ser uma tecnologia adequada para uso em extratos de plantas, como
as espécies obtidas de Sistemas Agroflorestais, com consequente amplia¢do do uso industrial e

funcionalidade.
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1 INTRODUCAO

A salude e bem-estar das sociedades humanas dependem da biodiversidade,
diretamente para o equilibrio material (fornecimento de servigos ecossistémicos), assim como
contribuigcdes indiretas ndo materiais e reguladoras (servigos ecossisttmicos culturais e
reguladores) (DIAZ etal., 2018). Porém, os recursos florestais estdo particularmente ameagados
por mudangcas climaticas, desmatamento, degradacéo florestal, homogeneizacdo da paisagem,
remocao individual de &rvores na paisagem agricola, perda de conhecimento local sobre como
usar e gerenciar a biodiversidade, bem como suas interagdes compostas (CAMARA-LERET et
al., 2019; CAMARA-LERET; BASCOMPTE, 2021).

Estas acOes possuem impactos socioecondémicos devastadores, uma vez que cerca de
meio bilhdo de pessoas dependem diretamente dos recursos florestais para sua subsisténcia
(ANGELSEN et al., 2014). A exploracédo e degradacdo em larga escala dos ecossistemas e a
perda da biodiversidade tem gerado demandas e respostas politicas que buscam proibir
completamente qualquer utilizacdo dentro de areas protegidas, deixando a homogeneizacéo,
contaminacéo e degradacgéo de ecossistemas ocorrendo permanentemente fora das unidades de
conservacdo (KREMEN, 2015; LAURANCE; SAYER; CASSMAN, 2014). Todos estes
cenarios restringem simultaneamente a diversidade de produtos naturais disponiveis, tanto para
0 uso humano tradicional quanto para o uso industrial (CHAZDON et al., 2009; SLOAN;
SAYER, 2015).

Alternativamente, a restauracdo e conservacdo da biodiversidade podem alcancar
apoio ativo por meio do uso sustentavel, incentivando a populagédo local, os tomadores de
decisdo e suas instituicdes a conservar um recurso do qual dependem (PERSHA; AGRAWAL,
CHHATRE, 2011). De fato, sinergias entre a utilizacdo da biodiversidade e a regeneracdo de
ecossistemas florestais nativos, bem como a reintroducdo de arvores nativas dispersas nas
paisagens agricolas e urbanizadas podem ser um mecanismo chave de resiliéncia
socioecologica (SIDDIQUE et al., 2021).

Nesse sentido, o uso diversificado de produtos naturais com potencial fitoquimico,
extraidos de tecidos de taxa anual de regeneracdo de arvores tropicais pode contribuir para
conservacao da biodiversidade através da utilizacdo sustentavel, aliviando simultaneamente as
pressdes sobre os recursos florestais, a0 mesmo tempo em que atende a crescente demanda por
alimentos saudaveis, nutracéuticos e medicamentos. Certos grupos taxondmicos, como a

familia Myrtle (Myrtaceae) se destacam por sua grande diversidade, elevado grau de ameaca
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de extingdo e aparente potencial subutilizado para alimentos, medicamento ou outros usos
(LUCAS; BUNGER, 2015; MITRA et al., 2012). Entre o total mundial de 5970 espécies aceitas
como Myrtaceae, a flora nativa brasileira abriga 1.052 espécies, das quais 787 sdo endémicas
do Brasil (BFG, 2021) e 551 foram avaliadas quanto ao seu estado de conservacdo
(CNCFLORA, 2021; IUCN, 2021).

No entanto, uma avaliacdo abrangente do conhecimento atual de usos potenciais, com
destaque para os produtos alimenticios e medicinais estabelecidos em relacdo a ameaca de
extingdo da familia Myrtaceae, se faz pertinente. Sendo assim, este Capitulo tem como objetivo
avaliar as evidéncias do potencial alimenticio e medicinal das Myrtaceae brasileiras ameagadas
de extingdo e identificar lacunas de conhecimento para orientar agdes prioritarias de

conservacdo por meio do uso sustentavel de seus produtos naturais.

2 ESTRATEGIA DE BUSCA

2.1 BUSCA DAS ESPECIES DE MYRTCAEAES BRASILEIRAS AMEACADAS

Inicialmente foi realizado o levantamento das espécies da familia Myrtle (Myrtaceae)
nativas do Brasil e as classificamos por sua categoria de ameaca de extingdo de acordo com as
bases de dados da IUCN (IUCN, 2021) e CNC Flora (CNCFLORA, 2021), em: DD (Data
Deficient), LC (Least concern), NT (Near threatened), VU (Vulnerable), EN (Endangered),
CR (Critically endangered), EW (Extinct in the wild), e EX (Extinct). Neste primeiro recorte
foram aplicados os critérios de taxonomia da familia Myrtaceae, limitando as espécies que se
desenvolvem no territdrio brasileiro.

Quando a classificacdo de uma espécie foi mencionada nas duas bases consultadas,
mas divergiam quanto a classificacdo de risco, foi considerado o status atribuido para a espécie
na RedList da IUCN (IUCN, 2021), uma vez que era a referéncia mais recente. As espécies que
eram citadas em somente em uma das bases de dados também foram consideradas.

Ao final desta etapa, foram encontradas 551 espécies de Myrtaceae brasileiras
ameacadas distribuidas entre sete categorias de risco: DD (22 espécies), LC (309 espécies), NT
(23 espécies), VU (76 espécies), EN (82 espécies), CR (37 espécies) e EX (2 espécies). Os
nomes das espécies foram complementados com a identidade botanica e seus respectivos
sindnimos nos sites Word Flora Online (WFO, 2021) e Flora e Fauna do Brasil (REFLORA,
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2021). O Apéndice A apresenta a lista completa das espécies ameacadas e seus respectivos

sinbnimos, categoria de risco e referéncia de uso medicinal e alimenticio.

2.2 BUSCA PELO USO: ALIMENTICIO E MEDICINAL

Na segunda etapa da pesquisa foi realizado o levantamento de usos medicinal e
alimenticio das espécies de Myrtaceae com algum grau de ameaca. Esta etapa foi conduzida em
diferentes tipos de fontes bibliograficas, como diferentes graus de reconhecimento formal.
Foram incluidos e comparados bancos de dados online de uso de plantas ndo revisados por
pares com e sem referéncias de fontes bibliograficas, devido a este tltimo (bancos de dados de
colecionadores de frutas) possuirem uma cobertura muito maior de dados sobre as Myrtaceae
brasileiras. Todas as referéncias usadas sao listadas na Tabela 2.1 com seus respectivos codigos
e quantidade de espécies encontradas. A pesquisa também foi realizada no Banco de Produtos
Naturais da Biodiversidade do Brasil (NUBBE Database) (PILON et al., 2017; VALLI et al.,
2013), porém a plataforma incluia apenas cinco espécies de Myrtaceae onde sdo reportados 38
compostos Uteis isolados, dentre estas apenas a Myrcia citrifolia possui categoria de risco NT.

Critérios de excluséo foram aplicados a esta etapa: N&o foi realizado o levantamento
de uso na base de dados SCOPUS das espécies da categoria LC, devido a esta categoria ser de
menor risco comparada as demais. O levantamento de uso das espécies nos livros, BD e Pract
foi realizado com os nomes aceitos das espécies ameacadas, de acordo com Word Flora (WFO,
2021) e Flora e Fauna do Brasil (REFLORA, 2021).

2.3 DETALHAMENTO DA BUSCA SCOPUS DATABASE

A busca na base de dados Scopus foi realizada a fim de encontrar publicacfes
cientificas que apontassem o uso medicinal e alimenticio das espécies de Myrtaceae ameacadas.
Este levantamento foi realizado em abril de 2021 com as espécies listadas nas categorias DD,
NT, VU, EN, CR, and EX usando como palavras-chave 0 nome aceito e 0s seus sinbnimos
correspondentes, aplicados da seguinte forma: “nome da espécie completo” OR ‘“nome
abreviado”. A partir da leitura dos resumos identificamos se o artigo remetia a estudos de uso
medicinal e/ou alimenticio das Myrtaceae, artigos fora dessas areas foram excluidos. Foram

selecionados um total de 95 artigos que descreviam usos e propriedades de 31 espécies
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(Apéndice B). Os artigos selecionados foram usados para construcao dos gréaficos e tabelas que

serdo apresentados a seguir.

Tabela 2.1. Nimero de espécies de Myrtaceae brasileiras avaliadas com ameaca de extingdo
com uso alimentar (168) e medicinal (42) reportado (ambos usos: 23), de acordo com o tipo
de fonte bibliogréfica.

Tipo geral  Tipo da fonte Fonte Cadigo Ref. Total de
espécies
Revisada por Scopus (ELSEVIER,
Scopus? pares SC 2021) 31
CRC Ethnobotany CRC (JOHNSON, 5
Desk Reference 1999)
Espécies Nativas (CORADIN;
da Flora SIMINSKI;
Brasileira — EFBS REIS, 2011)
Regiéo Sul
Espécies Nativas (VIEIRA;
da Flora CAMILLO;
Principais Brasileira — EFBC  CORADIN, 13
Livros livros de Regido Centro- 2016)
referéncia oeste
Espécies Nativas EFBN  (CORADIN;
da Flora CAMILLO;
Brasileira — PAREYN,
Regido Nordeste 2018)
Frutas do Brasil FB (LORENZI,
LACERDA; 66
BACHER,
2015)
Plants for A PFAF  (PFAF, 2021) 5
BD Bases de dados Future
bibliograficas Useful Tropical UTP (UTP, 2021) 75
Plants
Prat Praticantes/ Colecionando CF (MUNIZ, 154
colecionadores Frutas 2021)

1As espécies da categoria de risco Least Concern (LC) foram excluidas da pesquisa no Scopus.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 USO ALIMENTICIO E MEDICINAL NAS MYRTACEAE AMEACADAS
Usos alimentares e/ou medicinais foram relatados para um terco (187 espécies) das

Myrtaceae brasileiras que foram avaliadas por sua ameaca de extincéo (551 espécies). A Figura

2.1 apresenta 0 numero de espécies (%) com uso reportados para alimentagdo ou medicinal,



85

considerando todas (551) as Myrtaceae brasileiras ameagadas e o tipo de fonte da busca. Entre
essas Myrtaceae brasileiras com uso alimentar ou medicinal relatado, um terco esté atualmente
sob graus de ameaca mais severos (NT+VU+EN+CR= 64 espécies). Por um lado, o desafio de
conservagao exige acOes politicas urgentes para mitigar as mudancas climaticas, a perda de
habitat e a superexploracdo de populagdes selvagens (IPBES, 2018). Por outro lado, esse
resultado destaca a necessidade de uma politica que promova a conservagdo de uma diversidade
inexplorada de plantas Uteis ameacgadas. A¢6es como o plantio, manejo e colheita ndo destrutiva
e continua, de frutos e folhas para alimentacdo ou medicina, de um grupo de espécies que sdo
principalmente arvores de floresta tropical e savana, pode ser uma alternativa viavel para
conservacao (IPBES, 2018; SHANLEY et al., 2012). De fato, o0 manejo sustentavel de tdxons
megadiversos e culturalmente importantes seriam uma maneira pratica de implementar o uso
da diversidade filogenética, para promover a conservacao da biodiversidade e contribuir para o
bem-estar humano (FAITH et al., 2010; MOLINA-VENEGAS, 2021).

Figura 2.1. NUmero de espécies (%) com uso reportado para alimentacédo (a) ou medicinal (b),
do total das Myrtaceae brasileiras ameacadas de extin¢ao (551). Os tipos de fontes
bibliograficas sdo definidos na Tabela 1 e NA= ndo revisados neste trabalho. As categorias de
risco sdo dispostas em ordem crescente: Extinct (EX) > Critically endangered (CR) >
Endangered (EN) > Vulnerable (VU) > Near Threatened (NT) > Data Deficient (DD) > Least
Concern (LC). Nenhum uso foi relatado para as duas espécies extintas.
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= B cr
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Observou-se na Figura 2.1 que existe um nimero expressivo de espécies reportadas
pra alimentacdo e muito maior aos encontrados para uso medicinais. Nos principais livros e
bancos de dados online encontramos um numero maior de espécies para uso alimenticio do que

para 0 uso medicinal, porém quando avaliado o nimero de espécies em periédicos revisados
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por pares (Scopus) observou-se o contrario, ou seja, hd um maior nimero de usos medicinais
reportados do que alimenticios. Este apontamento pode ser um indicio de prioridades e
financiamento diferenciados entre os profissionais e a ciéncia, em termos de publicagdes para
as Myrtaceae brasileiras. Em relagdo as espécies com uso simultaneo (alimenticio + medicial)
apenas 23 espécies foram reportadas, sendo 14 espécies de menor grau de preocupacdo de
extin¢do (LC) e outras 9 especies classificadas com maior grau de risco.

Outra informacdo que vale ressaltar é o tipo de fonte, devido ao grande volume de
espécies com uso relatados em bancos de dados online e no site de praticantes, que sdo
tradicionalmente negligenciados. Porém, estas fontes reGnem um conjunto importante
informacdes sobre as espécies e em nimero maior que a literatura cientifica revisada por pares.
Enquanto analises anteriores concluiram que o conhecimento tradicional sobre usos de plantas
¢ subdocumentado (CAMARA-LERET; DENNEHY, 2019), nossos resultados também
destacaram que para Myrtaceae brasileiras, fontes menos formais de registros de uso tendem a
incluir um namero maior de espécies do que fontes mais formais (revisadas por pares) dentro e

entre as categorias de fontes revisadas aqui (Tabela 2.1).

3.2 ESPECIES FRUTIFERAS: COMPOSICAO E CARACTERISTICAS GERAIS

A familia Myrtaceae é uma das mais importantes familias de espécies comestiveis no
Brasil, hda uma grande biodiversidade de espécies frutiferas desta familia, amplamente
distribuida no territorio brasileiro. Algumas espécies de Myrtaceaes sao de grande importancia
econémica para o pais, no qual podemos citar a goiaba (Psidium guajava L.), a jabuticaba
(Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg) e a pitanga (Eugenia uniflora L.) que sdo exploradas
comercialmente in natura, ou na forma de sucos, doces, geleias, licores, sorvetes, entre outros
(RASEIRA et al., 2004).

Por outro lado, muitas espécies frutiferas da familia Mytaceae sdo produzidas e
consumidas localmente e muitas vezes € subestimado o potencial de uso ou ainda o
desconhecimento das caracteristicas nutricionais, sensoriais e tecnoldgicas fazem com que estas
espécies sejam pouco apreciadas ou ainda negligenciadas pela popula¢do (SCHULZ et al.,
2020). Tais aspectos associados com outros fatores ambientais, como degradacdo do meio
ambiente e mudancas climaticas favorecem a diminuicdo da populacdo destas espécies no
territorio brasileiro, culminando na classificacdo de ameacga de extingdo de algumas destas
(LIMA et al., 2020, 2022; OLIVEIRA et al., 2019a).
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Desta forma, a Tabela 2.2 apresenta as espécies frutiferas de Myrtaceaes brasileiras

ameacadas. No total foram identificadas 44 espécies frutiferas nas diferentes bases de dados

que sdo distribuidas nas categorias NT, VU, EN e CR com 7, 15, 19 e 3 espécies,

respectivamente. As categorias VU e EN apresentaram uma quantidade significativa de

espécies frutiferas quando comparada a CR. Este resultado pode ser associado com a escassa

populacdo da CR, devido a esta categoria ser de maior grau de risco, ha a possibilidade de haver

uma limitada producédo de dados sobre estas espécies.

Tabela 2.2. Espécies frutiferas de Myrtaceae brasileira ameacadas.

Categorias
Near threatend Vulnerable Endangered Critically
endangered
Campomanesia Campomanesia Campomanesia hirsuta ~ Eugenia
reitziana macrobracteolata Campomanesia hermesiana
Campomanesia Campomanesia neriiflora laurifélia Eugenia

simulans

Eugenia
plicatocostata
Myrceugenia
miersiana

Plinia grandifolia
Plinia phitrantha

Psidium cinereum

Campomanesia phaea
Campomanesia
schlechtendaliana
Curitiba prismatica
Eugenia pantagensis
Eugenia sclerocalyx
Eugenia vattimoana
Myrcia undulata
Myrciaria delicatula
Pimenta
pseudocaryophyllus
Plinia edulis

Plinia nana

Psidium rufum

Siphoneugenia densiflora

Eugenia janeirensis rotundicosta

Eugenia Myrcia magnifolia
macrobracteolata
Eugenia malacantha
Eugenia mattosii
Eugenia myrciariifolia
Eugenia neotristis
Eugenia pachyclada
Eugenia pruinosa
Eugenia villaenovae
Myrcia ferruginosa
Myrcianthes pungens
Myrciaria cuspidata
Myrciaria plinioides
Plinia hatschbachii
Plinia renatiana
Plinia spirito-santensis

Psidium reptans

Os frutos da familia Myrtaceae sdo geralmente pequenos, de polpa macia, de formato
arredondado, aromaticos e de sabor agradavel (DE PAULO FARIAS et al., 2020; NERI-
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NUMA et al., 2018). Se caracterizam pela presenca de pigmentos que sdo responsaveis pela
coloracédo dos frutos que variam de amarelo-alaranjada até tons de vermelho e purpura. Frutos
de coloracdo vermelhos possuem um elevado valor comercial, em razdo das caracteristicas
nutricionais e sensoriais, associadas a presenca de antocianinas, acidos fendlicos, e taninos que
tornam esses frutos atrativos para o mercado de frutos frescos ou ainda para 0 uso como insumo
para a producéo de alimentos inovadores ou de alimentos funcionais (COSTA et al., 2013). Na
Tabela 2.2 identificamos 16 espécies de frutos de coloracdo avermelhada: P. grandifolia, P.
phitrantha, E. pantagensis, E. sclerocalyx, E. vattimoana, M. delicatula, P. nana, P. rufum, E.
janeirensis, E. neotristis, E. pachyclada, M. ferruginosa, M. pungens, M. plinioides, P. spirito-
santensi, e M. magnifolia. No entanto, na busca por artigos que abordassem estudos com estas
espécies (Apéndice B) somente foram encontrados estudos com trés destas especies: Plinia
phitrantha, Psidium rufum, e Myrcianthes pungens.

A P. phitrantha é popularmente conhecida como jabuticaba costada ou jabuticaba
branca-vinho. Segundo Freitas et al. (2020) o fruto apresenta um diametro médio de 22,7 mm,
solidos soluveis de 12,16 °Brix e sdo boas fontes de compostos volateis. O monoterpeno -
tujeno foi o principal composto volatil organico identificado associado ao aroma agradavel
dessa fruta. Os frutos de P. phitrantha também sdo fonte de compostos bioativos, presentes
principalmente na casca, onde ja foram identificados 17 compostos derivados dos flavonois e
acido elagico (NEVES et al., 2018). Dentre os flavonois identificados ganham destaque a
quercetina-3-galactosidase e miricetina-3-galactosidase que foram identificados pela primeira
vez em casca de jabuticaba. O P. rufum é popularmente conhecido como araca-roxo e segundo
Barcia et al. (2010) o fruto se destaca pela presenca de elevadas concentracdes de tocoferol e
acido ascorbico de 1,4 ug g e 1,7 mg g}, respectivamente.

A M. pungens conhecida como guabiju, guabiju-acu, guaviragu-acu, guabiroba-acu,
guabiré, guabiju-guacu, guabira-guacu é uma das espécies ameacadas mais estudadas. E um
fruto arroxeado e de casca aveludada, de polpa suculenta e doce (NORA et al., 2014b).
Recentemente Seraglio et al. (2018) avaliaram as caracteristicas nutricionais e a composic¢éo de
compostos bioativos dos frutos da M. pungens. Com relacdo as caracteristicas nutricionais 0s
autores destacam uma concentracdo significativa de minerais como Ca, K, e Mg que chegam a
suprir 38, 34 e 19% respectivamente, da dieta de um homem adulto. Além disso, foram
quantificados 20 compostos fenolicos dentre os quais se destacam a quercetina, acido galico e
isoquercetrina. A composicdo de &cidos fenolicos e flavondides do guabiju resulta em elevada
atividade antioxidante (ANDRADE et al., 2011; NORA et al., 2014b; SERAGLIO et al., 2018),
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como apresentado Tabela 2.5, que tem sido associado a atividade antileishmania (FERREIRA
et al., 2021), reducdo da hipercolesterolemia (NORA et al., 2014a), e atividade anti-
quimiotatica (ANDRADE et al., 2011) (Tabela 2.4).

Outras espécies de Myrtaceae ameacadas que também merecem destaque sdo as que
possuem frutos de coloragcdo amarelo-alaranjada, no qual podemos citar C. reitziana, M.
miersiana, C. macrobracteolata, C. neriiflora, P. edulis, C. laurifdlia, E. macrobracteolata, E.
mattosii, E. villaenovae, M. cuspidata, P. reptans, e E. rotundicosta. Mas assim como
encontrado para os frutos de coloragdo avermelhada, os frutos de coloracdo amarelo-alaranjada,
mesmo apresentando potencial de uso para alimentacdo verificou-se auséncia de artigos
publicados na base de dados Scopus para a maioria destas espécies. Somente foram encontrados
artigos de caracterizacdo dos frutos para as especies C. reitziana, P. edulis e E. mattosii, 0s
quais serdo apresentados a seguir.

Os frutos da C. reitziana sdo conhecidos como guabiroba-de-reitz, guabiroba-da-
grada, gabiroba-de-folha-crespa, guabiroba, ou guabiroba morango. (NESELLO et al., 2016)
verificaram que o dimetil cardamonina é o principal composto presente no extrato metandlico
dos frutos. Este composto isolado dos frutos da C. reitziana apresentou um efeito significativo
na atividade antinociceptiva e gastroprotetora em ratos (CABRAL et al., 2017; NESELLO et
al., 2016).

Estudos realizados com os frutos da P. edulis também conhecido como cambuci,
reportam massa fresca de aproximadamente 51 a 57g, com rendimento de polpa de 35a47% e,
portanto, é um fruto relativamente grande quando comparado a outros da mesma familia (DA
SILVA et al., 2019; DONADIO, 1997). A polpa do fruto &€ amarelo-alaranjada e exibe um
aroma adocicado e acido caracteristico. Estudos conduzidos por Da Silva et al., (2019) reportam
a identificacdo e quantificacao de quartoze compostos volateis na polpa dos frutos da P. edulis
entre os quais tolueno e o hexanal foram os compostos volateis individuais de maior quantidade
e proporcionam notas de doce, pungente, nozes e frutada. Outros estudos avaliaram o potencial
bioldgico deste fruto e indicam o efeito antinociceptivo e gastroprotetivo da casca do fruto
(NESELLO et al., 2018; ROSA et al., 2018). Popularmente conhecida como cambui-peba,
cambui rasteiro ou cambuim, os frutos da espécie E. mattosii apresentam compostos fendlicos
e terpenos na sua composicdo, que proporcionam atividade gastroprotetora em ensaios in vivo
em ratos (SANTOS et al., 2018).

A espécie frutifera C. phaea de coloracdo verde, possui a maior quantidade de artigos

publicados relacionados aos frutos na pesquisa realizada. Os frutos da C. phaea mantem a
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coloragcdo verde mesmo quando maduros e sdo popularmente conhecidos como cambuci,
cambucizeiro, ubucabuci, camuci, camoti, camocim. Estudos morfoldgicos demostraram que a
massa total pode variar entre 21 a 127g sendo o rendimento de polpa responsavel por até 93%
do fruto, quanto as caracteristicas quimicas o fruto contém um teor de solidos soltveis entre 6
e 13°Brix, e acidez titulavel média de 1,93% em &cido citrico (AZEVEDO et al., 2017,
BIANCHINI et al., 2016; TOKAIRIN et al., 2018). Azevedo et al. (2017) avaliaram a
composicdo mineral dos frutos de C. phaea e reportam que 0s minerais majoritarios foram
sodio, ferro, potassio, manganés e boro. Outros estudos indicam que a C. phaea possui elevada
quantidade de polifendis, principalmente acidos fendlicos, flavonoides e proantocianidinas
(AZEVEDO etal., 2017, DONADO-PESTANA et al., 2021) que foram associados a atividade
antioxidante (AZEVEDO et al, 2017; SOARES et al., 2020), anti-inflamatoria e
antimicrobiana (SOARES et al., 2020), atividade cardiovascular (WCZASSEK; PONTES;
GAMBERINI, 2020) e efeito preventivo da obesidade com melhoria da homeostase da glicose
e inflamacao do tecido adiposo (DONADO-PESTANA et al., 2015).

Embora muitos estudos cientificos evidenciem as caracteristicas e potencialidades das
Myrtaceaes frutiferas, observou-se neste estudo que quando se trata das Myrtaceaes frutiferas
ameacadas (45 espécies no total), apenas 10 especies foram objetos de estudos reportados em
artigos publicados na literatura sobre as caracteristicas de uso para alimentacdo, sejam
caracteristicas de composicdo quimica, sensoriais, morfolégica ou perfil de compostos
bioativos. Nesse sentido, destacamos aqui a necessidade da busca e investigacdo cientifica
destas espécies ameacadas para que possamos elucidar as caracteristicas e propriedades destas
espécies com potencial de uso, aumentar o interesse de uso dos consumidores e a conservacao
desta familia de grande importancia ecoldgica para os biomas brasileiros.

Outra perspectiva observada foi a caréncia de estudos que avaliaram processos
tecnoldgicos utilizando frutos de Myrtaceae como matéria-prima. Apenas para os frutos de C.
phaea e M. pungens existem estudos incipientes (DIAS et al., 2018; NORA et al., 2014c; PAES;
PESSOA FILHO; TADINI, 2021). O processamento de alimentos surge como uma alternativa
para prolongar a vida util, evitar alteracfes indesejadas e garantir a manutencdo da qualidade
nutricional e sensorial. Essa pode ser uma estratégia interessante para ampliar e fortalecer essas
cadeias produtivas agropecuarias.

Nesse contexto, destaca-se que as Myrtaceae sdo caracterizadas pela presenca de uma
variedade de compostos bioativos que constituem matriz promissora para suprir demandas

especificas da industria alimenticia, farmacéutica, cosmética ou quimica. A utilizagdo dessas
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espécies como matéria-prima leva a sua valorizacdo e consequente conservacao através do uso
continuo, além de estimular o plantio e a disseminacdo de frutos ameacados de Myrtaceae
brasileiras.

Apesar de estudos apontarem para o potencial bioativo dos frutos de Myrtaceae,
observa-se que das 44 espécies ameacadas apenas dez (10) espécies foram cientificamente
estudadas para alimentacédo e 2 espécies possuem estudos relacionados ao seu processamento.
Portanto, ressaltamos a necessidade de pesquisas para elucidar as propriedades nutricionais e
terapéuticas dessas espécies. Mais estudos relacionados a pés-colheita, estabilidade durante o
armazenamento ou processamento de frutos ameacados de Myrtaceae sdo necessarios para 0
desenvolvimento tecnolégico regional, inovacdo e agregacdo de valor aos produtos, como
estratégia de conservacdo desta familia de grande importancia ecoldgica para os biomas

brasileiros.

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis organicos (BASER,
BUCHBAUER, 2020) e sdo tecnicamente definidos pela International Organization for
Standardization (ISO) como “product obtained from a natural raw material of plant origin, by
steam distillation, by mechanical processes from the epicarp of citrus fruits or by dry
distillation, after separation of the aqueous phase — if any — by physical processes” (ISO
9235:2021).

Dentre os constituintes dos 6leos essenciais das plantas os terpendides, também
chamados de isoprenoides sdo geralmente 0os compostos predominantes, outros compostos
como o fenilpropeno e compostos fenolicos também tem sido reportado como parte destes
6leos. Estes compostos sdo produzidos no metabolismo secundario de plantas através de trés
vias biosintética: a via do mevalonato e a via do metil-eritritol, ambas responsaveis pela
formacdo das diferentes estruturas de terpendides e a via do acido chiquimico para formacéo
do fenilpropeno (NAGEGOWDA, 2010; REHMAN et al., 2016).

Os terpendides se diferenciam quanto a estrutura quimica, em funcdo da quantidade
de unidades de isopreno (2-metilbutadieno) (Cs), presente em cada molécula sendo que nos
Oleos essenciais predominam o0s hemiterpendides (Cs), monoterpenodides (Cio) e
sesquiterpendides (Cis) (MCGARVEY; CROTEAU, 1995). Na planta estes compostos

desempenham importantes fungdes ecoldgicas e fisiologicas, como por exemplo: repelir
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herbivoros (HEIL, 2004), proteger a planta contra patdgenos, predadores e competidores
(HUAZ; NEHELA; KILLINY, 2016; VERGNES et al., 2014), atrair disseminadores de
sementes e polinizadores (PICHERSKY; GERSHENZON, 2002), atuar na sinalizacdo planta-
planta em condi¢des de stress bidtico e abidtico (CATOLA et al., 2018), acdo termotolerante
para as plantas (CHEN; CAO, 2005), entre outras.

Embora varios estudos cientificos tenham avaliado uma expressiva quantidade de
espécies com potencial de producdo, uso e aplicacdo de 6leos essenciais existem ainda, muitas
outras a serem avaliadas. Dentre estes, alguns estudos reportam a obtencao, identificacdo e
quantificacdo dos terpendides presentes em espécies de Myrtaceae ameacadas. Nesse sentido,
a Tabela 2.3 apresenta a composicao quimica principal dos 6leos essenciais obtidos das folhas
de espécies de Myrtaceae ameacadas. No total foram identificados 687 compostos terpendides
que sdo distribuidos em 25 espécies ameagadas.

Tabela 2.3. Composicdo quimica de 0leos essenciais de folhas de Myrtaceae brasileiras

ameacadas.

Espécies Componentes principais Ref
Calycolpus y-Terpineno (14,1%), Terpinen-4-ol (13,1%), (TUCKER et
australis Linalool (12,5%) al., 2000)
Calycorectes Biciclogermacreno (22,7%), Espatulenol (13,7%), (APEL etal.,
australis Globulol (10,1%) 2006b)
Calycorectes E-nerolidol (75,7%), Globulol (6,9%), (SOUZA etal.,
duarteanus* Aloaromadendreno (4%) 2018)
Calycorectes Guaiol (13,1%), p-Cariofileno (8,6%), a-Cadinol ~ (APEL et al.,
sellowianus (7,9%) 2010)
Calyptranthes S-Cariofileno (16,5%), Espatulenol (15,4%), Epi- (LIMBERGER
rubella globulol (4,2%). et al., 2002c)
Campomanesia Oxido de cariofileno (11,8%), Linalool (11,1%), (ADATI;
phaea T-cadinol + T-muurolol (7,5%) FERRO, 2006)
Campomanesia Tasmanona (70,5%), Flavesone (12,8%), (MATOS et al.,
viatoris Agglomerone (6,8%) 2015)

Eugenia dimorpha  a-Pineno (22,4%), a-Humuleno (12,9%), 1,8- (APEL et al.,
Cineole (9,9%). 2002a)
Eugenia joenssonii  5-Epi-paradisiol (8,4%), o-Selinene (7,9%), S- (APEL et al.,
Selinene (7,2%) 2002a)
Eugenia mattosii Biciclogermacreno (17,5%), f-Elemeno (16,1%), (APEL etal.,
S-Cariofileno (12,4%) 2005)
Eugenia pS-Cariofileno (16,3%), a-Humuleno (10,2%), (APEL et al.,
oxyoentophylla* Biciclogermacreno (9,4%) 2002b)
Myrceugenia Espatulenol (29,7%), Oxido de cariofileno (LIMBERGER
campestris (10,1%), Biciclogermacreno (9,9%) et al., 2002b)
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Myrceugenia Globulol (21,3%), epi-Globulol (17,8%), a- (LIMBERGER
foveolata Cadinol (10,1%) et al., 2002a)
Myrceugenia Biciclogermacreno (18,8%), Globulol (17%), (LIMBERGER
miersiana Oxido de cariofileno (8,8%) et al., 2002b)
Myrceugenia Espatulenol (2,8%), Globulol (18,8%), (LIMBERGER
myrcioides Biciclogermacreno (14,9%). et al., 2002b)
Myrceugenia Espatulenol (18,7%), (E)-Nerolidol (11,6%), (LIMBERGER
pilotantha Biciclogermacreno (7%). et al., 2002a)
Myrcia aethusa* p-Cariofileno (20,6%), Oxido de cariofileno (LIMBERGER
(19,3%), Biciclogermacreno (5,7%) et al., 2004)
Myrcia glabra Valerianol (13,2%), p-Cariofileno (9,5%), a- (HENRIQUES
Selinene (9,4%) etal., 1997)
Myrcia salzmannii  g-Cariofileno (27,6%), a-Humuleno (12,1%), a- (CERQUEIRA
Pineno (9,7%) et al., 2009)
Myrcianthes 1,8-Cineole (45,8%), Lirnonene (17,3%), a- (ZYGADLO et
pungens Terpineo (8,1%) al., 1997)
Myrciaria Espatulenol (21,1%), Oxido de cariofileno (KAUFFMANN
plinioides (15,2%), a-isolongifolan-7-ol (9,8%) et al., 2019)
Neomitranthes p-Cariofileno (13,6%), (E)-p-Farneseno (13,5%),  (APEL etal,
cordifolia Oxido de cariofileno (6%) 2001)
Pimenta Chavibetol (70,9%), Metil eugenol (20,7%), o- (BARATA et
pseudocaryophyllus  Cymene (2,5%) al., 2011)
Plinia cordifolia p-Cariofileno (15,9), Oxido de a-Bisabolol B (APEL et al.,
(7%), a-Bisabolol (5,8%) 2006a)
Plinia edulis B-Cariofileno (21,2%), Oxido de cariofileno (APEL et al.,
(18,1%), Espatulenol (11,9%) 2006a)

*Calycorectes duarteanus= Eugenia brevistyla, Eugenia oxyoentophylla= Eugenia repanda,
Myrcia aethusa= Myrcia richardiana

Os oleos essenciais podem ser extraidos de diferentes partes das plantas (folhas, flores,
sementes, casca de frutas e raizes), entretanto nesta pesquisa constatou-se que as folhas tém
sido a fracdo das plantas mais usada para a producdo do Oleo essencial, em espécies de
Myrtaceae ameacadas. Além destes estudos, Cerqueira et al. (2009) também obteve o 6leo
essencial das flores da Myrcia salzmannii, os autores identificaram 20 compostos sendo o f-
cariofileno (13,8%) e o a-humuleno (10.9%) os mais abundantes deles. Assim como nas flores,
estes sdo 0s principais compostos encontrados nas folhas da M. salzmannii, porém em
concentracdes superiores (Tabela 2.3).

Dentre os estudos que realizaram a extracdo de Oleo essenciais das espécies de
Myrtaceae avaliadas 0 método de hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste de vapor foi 0 mais
utilizado. Os rendimentos dos 6leos essenciais variaram entre 0,1-0,6% de folhas frescas em

funcdo da espécie avaliada, sendo que a espécie Eugenia mattosii apresentou maior rendimento.
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Segundo Teles et al. (2012) e Bouyahya et al. (2017) o rendimento e a composi¢do dos 6leos
essenciais podem mudar em funcdo das condigdes de cultivo e climéticas, estadio fenoldgico
da arvore e do processo de extracdo. Em termos de composicao dos 6leos essenciais, a espécie
Myrciaria plinioides apresentou uma maior quantidade de terpenoides identificados (63
compostos) dentre os quais 82% pertencem a classe dos sesquiterpenos oxigenados e 11% a
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (KAUFFMANN et al., 2019).

Alguns estudos reportam alteracdes na composicdo relativa dos 6leos essenciais das
espécies Calycorectes duarteanus, Myrcia salzmannii e Pimenta pseudocaryophyllus funcéo
das estagcOes do ano em que foi realizada a colheita das folhas. Souza et al. (2018) observaram
que a concentracdo de E-nerolidol, principal composto no dleo essencial de C. duarteanus
variou de 69,6 a 83,1% na primavera e no inverno, respectivamente. Em outro estudo, Cerqueira
et al. (2009) verificaram que o S-cariofileno é o composto mais abundante do 6leo essencial da
espécie M. salzmannii, com concentrac6es variando entre 41,5% em fevereiro de 2001 a 9,3%
em abril de 2003. Apesar da menor concentracao de S-cariofileno em abril de 2003, este foi 0
periodo em que o 6leo essencial apresentou uma maior diversidade de terpendides, totalizando
31 compostos. Barata et al. (2011) avaliando a composi¢ao quimica sazonal do o6leo essencial
da P. pseudocaryophyllus observaram que nos meses de janeiro e novembro os 0leos
apresentaram composi¢do similar, com 7 compostos identificados com concentragdes iguais ou
muito proximas. O chavibetol foi o principal componente quantificado no éleo essencial da P.
pseudocaryophyllus com concentracdes variando entre 50,2% no més de julho e 70,9% no més
de novembro.

Contudo, observamos nestes estudos que apesar de haver alteragdes na composi¢édo
quimica dos o6leos essenciais ao longo do ano, o componente principal destas espécies
permanece em maiores concentracfes. Este comportamento também foi observado nos meses
de dorméncia das plantas, onde sdo reportadas menor variedade e menor concentracdo de
compostos terpendides.

Em funcdo de sua composicdo, os Oleos essenciais vém sendo utilizados como
ingrediente em produtos diversos, como exemplo alimentos e bebidas, perfumes e cosméticos,
produtos farmacéuticos ou pesticidas verdes. Na industria de alimentos os 6leos essenciais sao
amplamente empregados em formulacGes de aromas e como aditivos naturais em produtos
alimenticios (BURDOCK; CARABIN, 2009; ROSSI et al., 2011; TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010). Mais recentemente estes 6leos vém sendo utilizados como antimicrobianos
naturais (OZOGUL et al., 2020), conservadores de alimentos (MAHATO et al., 2017) ou
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incorporados em biofilmes ou coatings no desenvolvimento de embalagens ativas para
alimentos (YUAN; CHEN; LI, 2016).

Nesse contexto, alguns estudos reportaram o uso do 6leo essencial da espécie
ameacada P. pseudocaryophyllus, como antimicrobiano natural para alimentos. Ensaios in vitro
mostraram que o Gleo essencial da P. pseudocaryophyllus inibiu o crescimento micelial do
fungo Rhizopus stolonifera, agente causador da podriddo mole em morangos. Quando utilizado
na concentragio de 500 pL. L' o 6leo essencial inibiu 100% do crescimento micelial
(OLIVEIRA et al., 2019b). A atividade antifingica também foi comprovada contra o fungo
Colletotrichum gloesporiodes (MIC= 370,2 ppm), causador da antracnose em mamao (ZILLO
et al., 2018). A P. pseudocaryophyllus foi a Unica espécie ameacada onde foram realizados
estudos de obtencéo e aplicacdo do oOleo essencial. Sendo assim, ha ainda uma grande lacuna
de conhecimento para ser preenchida com relacéo as aplicagcfes tecnologicas para alimentos,
utilizando os 6leos essenciais das espécies de Myrtaceae ameacgadas.

Talvez a auséncia de estudos relacionados a estas espécies ameagadas seja devido aos
Oleos essenciais apresentarem algumas limitacdes de uso em alimentos processados. Estas
limitacOes sdo associadas a algumas propriedades dos 0leos essenciais, como baixa estabilidade
fototérmica, baixa solubilidade em agua e propensdo aos processos oxidativos. Entretanto,
varios estudos vém sendo desenvolvidos com o uso de nanotecnologia e/ou microencapsulagédo
dos Oleos essenciais, com notaveis resultados para aplicacdes em alimentos, que podem ser uma
alternativa viavel para a demanda de aditivos antioxidantes e/ou antimicrobianos naturais
(GHADERI-GHAHFAROKHI et al., 2017; GONGCALVES DA ROSA et al., 2020; ZHANG et
al., 2020). Sendo esta uma tecnologia que poderia ser empregada em 0leos essenciais das
Myrtaceae ameacadas promovendo uma ampliacdo de sua utilizacdo e estabilidade, além da
producdo de ingredientes de alto valor agregado.

Outras aplicacdes relevantes dos 0leos essenciais estdo associadas suas propriedades
terapéuticas. Dentre as espécies de Myrtaceae ameacadas, ganham destaque os 0leos essenciais
da Calycorectes sellowianus, Campomanesia phaea, Myrceugenia myrcioides, Myrcianthes
pungens, Myrciaria plinioides e Pimenta pseudocaryophyllus que apresentaram atividade
bioldgica em ensaios in vitro e in vivo (Tabela 2.4).

O oleo essencial da espécie C. sellowianus apresentou atividade anti-inflamatéria in
vitro avaliada pelo método Boyden chambre quando utilizado na concentragéo de 9 mg.mL™*
inibindo em 91% a quimiotaxia de neutrofilos porém, nos ensaios in vivo, ndo apresentou efeito

significativo na reducdo do edema em mice (APEL et al., 2010). Lorenconi et al. (2020)
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avaliaram as atividades anti-inflamatéria e imunomodulatoria do 6leo essencial das folhas da
C. phaea. Os autores reportam uma reducédo de 46% na producéo da interleucina-6 (IL-6) e 76%
na producdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) quando aplicado na concentragdo de 100
ng.mL. A atividade do fator de transcri¢do NF-kB reduziu em 36% usando 20 ug.mL? do dleo

essencial, indicando assim que a via de sinalizagdo NF-«B do sistema imunolédgico ¢ afetada

positivamente, com a reducdo da expressdo de mediadores pré-inflamatorios.

Tabela 2.4. Atividade bioldgica de Myrtaceae brasileiras ameacadas.

Espécie Parte da Beneficios para a saude Ref
planta
Calycorectes Oleo essencial  Atividade anti-inflamatoria (APEL et al.,
sellowianus das folhas 2010)
Campomanesia phaea Extrato do Atividade anti-inflamatoria, = (DONADO-
fruto, extrato e  atividade antioxidante, PESTANA et
6leo essencial melhora a homeostase da al., 2015, 2021;
das folhas glicose, efeito cardioprotetor LORENCONI
e inibigdo da lipase et al., 2020;
pancreética SOARES et al.,
2020;
WCZASSEK;
PONTES;
GAMBERINI,
2020)
Campomanesia Extrato do fruto Efeito antinociceptivo e (CABRAL et
reitziana efeito gastroprotetor al., 2017,
NESELLO et
al., 2016)
Campomanesia sessili  Extrato das Potencial fotoprotetor e (CATELAN et
flora folhas atividade antioxidante al., 2019;
KATAOKA;
CARDOSO,
2013)
Eugenia Extrato das Atividade antimicrobiana (BERTUCCI et
oxyoentophylla folhas al., 2009)
Eugenia mattosii Extrato das Efeito antiparasitario, (SANTOS et al.,
folhas, extrato  atividade antioxidante, efeito  2018; TENFEN
do caule e cardioprotetor, atividade etal., 2021;
extrato do fruto antimicoplasmatica, inibicdo  VECHI et al.,

Myrceugenia
myrcioides

Oleo essencial
das folhas

da atividade da
acetilcolinesterase (AChE),
efeito gastroprotetor.
Inibicdo da atividade da
AChE

2019a, 2019b,
2019c, 2020)

(DE SOUZA et
al., 2010)
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Myrcia speciosa

Myrcianthes pungens

Myrciaria plinioides

Pimenta

pseudocaryophyllus

Plinia edulis

Extrato das
folhas

Extrato do
fruto, folhas e
sementes, 0leo
essencial das
folhas e frutas

Extrato e 6leo
essencial das
folhas

Extrato das
folhas e galhos,
0leo essencial
das folhas

Extratos da
casca do fruto e
das folhas

Inibigdo de a-amilase e a-
glicosidase e efeito
antidiabético

Atividade antileishmania,
atividade antioxidante,
atividade antibacteriana,
efeito gastroprotetor, reducéo
da hipercolesterolemia e
atividade antiquimiotatica.

Atividade antioxidante,
potencial neuroprotetor,
atividade antileishmania e
atividade citotoxica em
células RAW264.7 e CHO-
K1.

Efeito anti-hiperuricémico,
atividade anti-inflamatoria,
efeito tipo antidepressivo,
atividade antifangica, efeito
tipo ansiolitico, efeito
fotoprotetor, inibicdo da
atividade da glutationa S-
transferase, atividade
antimicrobiana e atividade
antinociceptiva.

Efeito antinociceptivo, efeito
gastroprotetor, atividade anti-
inflamatdria, atividade
antioxidante e citotoxicidade
para o cancer de mama
humano.

(FIGUEIREDO-
GONZALEZ et
al., 2016;
MIURA;
MIZUTANI;
ISHIDA, 2006)
(ANDRADE et
al., 2011;
FERREIRA et
al., 2021;
JESUS et al.,
2021;
NESELLO et
al., 2017;
NORA et al.,
2014)
(FALEIRO et
al., 2017;
KAUFFMANN
etal., 2019;
MARMITT et
al., 2020)
(CAMPANINI
et al., 2014;
CUSTODIO et
al., 2010; DE
PAULA et al.,
2009, 2012;
FAJEMIROYE
et al., 2012,
2013;
FERNANDES
etal., 2012;
FERRARI et al.,
2016;
PRINCIPE;
SPIRA, 2009)
(AZEVEDO et
al., 2016;
CARVALHO;
ISHIKAWA;
GOUVEA,
2012;
ISHIKAWA et
al., 2008, 2014;
NESELLO et
al., 2018;
ROSA et al.,
2018)
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De Souza et al. (2010) avaliaram o potencial do 6leo essencial da Myrceugenia
myrcioides na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChe), que é um importante
tratamento usado para pacientes com Alzheimer’s. Porém, o dleo essencial apresentou baixa
capacidade de inibicdo da AChe, atingindo uma inibicdo méaxima de 29% na concentracéo de
600.0 pg.mL?. O dleo essencial da Myrcianthes pungens apresentou atividade antioxidante
avaliada pelos métodos DPPH (ICso= 24.47mg/mL), FRAP (0.27 uM Fe?'/mg) e B-
caroteno/acido linoleico (BCLA) (57.48%). O dleo essencial também apresentou atividade
antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus (MIC= 78 pg/mL), sendo mais efetivo
que a estreptomicina (controle) (JESUS et al., 2021).

A atividade antileishmaniose in vitro do 6leo essencial das folhas da M. plinioides foi
testada contra as promastigotas de Leishmania amazonenses e Leishmania infantum. O o6leo
essencial foi efetivo contra as L. amazonenses promastigotes com 1Cso= 14.16 ug.mL™, porém
ndo apresentou atividade contra a Leishmania infantum promastigotes (Kauffman 2019). Em
outro importante estudo Faleiro (2017) avaliaram a atividade citotoxica do 6leo essencial da M.
plinioides contra a linhagem de macréfagos murinos RAW264.7 e contra células do ovario de
hamster chinés CHO-K1. O ¢leo essencial (50 ug.mL™?) manteve a viabilidade das células
RAW264.7 e CHO-K1 em aproximadamente 37 e 53% ap0s 48h de ensaio, respectivamente.
Os autores verificaram que ap6s 72h de ensaio as células recuperaram parte da viabilidade
demostrando que o 0Oleo essencial da M. plinioides possui atividade citotoxica moderada para
as linhagens celulares avaliadas.

O potencial antimicrobiano do 6leo essencial das folhas da P. pseudocaryophyllus tem
sido 0 mais estudado entre as espécies de Myrtaceae ameacadas. Este EO tem apresentado
melhores resultados contra bactérias Gram (+), como Bacillus cereus, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus e Gram (-) como Escherichia coli. As cepas de fungos Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus gattii Candida albicans e Candida krusei também tiveram a
atividade reduzida na presenca do 6leo essencial da P. pseudocaryophyllus assim como em
fungos filamentosos (Botryosphaeria rhodina e Fusarium verticillioides) (CUSTODIO et al.,
2010; DE PAULA et al.,, 2012). A atividade antinociceptiva do Oleo essencial da P.
pseudocaryophyllus foi avaliada em ensaios in vivo por De Paula et al. (2012). Os resultados
indicaram que a administracéo do dleo essencial (600 mg.Kg™) inibiu em aproximadamente

60% o nimero contorgdes abdominais induzidas por acido acético em ratos.
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Contudo, todos os Oleos extraidos e caracterizados das espécies de Myrtaceaes
ameacadas se apresentam como bons candidatos para aplicacfes tecnoldgicas e terapéuticas.
Cada espécie possui sua especificidade de compostos terpenoides que pode ser explorada para
uso em diversos produtos, principalmente por serem uma alternativa natural e categorizada

como GRAS (Generally Recognised as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration).

3.4 EXTRATOS

Os extratos vegetais tém sido utilizados como medicamentos de forma empirica pelo
homem, desde os tempos remotos. Estes materiais tém atraido a atencdo de varias areas do
conhecimento para estudos que relacionaram seus efeitos terapéuticos a presenca de compostos
bioativos. Dessa forma, pesquisas que avaliam processos de isolamento e caracterizacdo destes
compostos vém sendo implementadas cada vez mais (DELGADO; ISSAOUI; CHAMMEM,
2019; WANG et al., 2020).

Os compostos fenolicos sdo produzidos pelo metabolismo secundario das plantas e séo
as substancias mais frequentemente encontradas nos extratos vegetais. Estruturalmente sao
formados por um ou mais anéis aromaticos ligados a um ou mais grupos de hidroxila. Se
encontram distribuidos nos diferentes tecidos vegetais nas formas livre, conjugada soluvel e
ligadas insollveis, e usualmente sdo ligados a glicosideos, amidas e esteres. Devido a esta
grande variedade de estruturas quimica, os compostos fendlicos sdo classificados em dois
grandes grupos: flavonoides e ndo-flavonoides (ACOSTA-ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE;
SERNA-SALDIVAR, 2014; HARBORNE, 1973; WANG et al., 2016).

Os flavonoides séo a categoria de compostos mais abundantes nas frutas e vegetais.
Sua estrutura basica é o difenil propano (C6-C3-C6) que ocorre em todos os flavonoides, onde
dois anéis fenolicos (anel A e anel B) sdo ligados por um anel pirano central fechado. Sendo
assim, os flavonoides podem ser subdivididos em diferentes subgrupos em funcdo das
diferencas no padrdo de hidroxilacdo, grau de insaturacdo e estado de oxidacdo do anel pirano
central: flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonoides, neoflavonoides, flavan-3-ols ou
catequinas, antocianinas e chalconas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016; SINGLA et al.,
2019).

Os nédo-flavonoides incluem na maioria das vezes, compostos fenolicos mais simples
e de menor massa molar e compreendem 0s seguintes grupos: acidos fendlicos, taninos,

lignanas, chalconas e dihidrochalconas, estilbenos, furanocumarinas, curcuminoides,
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capsaicinoides, xantonas. Dentre estes os acidos fendlicos representam o principal grupo e séo
formados por um grupo carboxilico e pelo menos uma hidroxila ligada ao anel benzeno
(DURAZZO et al., 2019; KUMAR; GOEL, 2019).

Os compostos fendlicos sdo capazes de atuar como fortes antioxidantes em sistemas
in vitro e in vivo. Na Tabela 2.5 sdo apresentados os resultados da busca da atividade
antioxidante e os métodos utilizados para sua determinagcdo em extratos produzidos com as
fraces das folhas e frutos das espécies C. phaea, C. reitziana, E. mattosii, M. pungens, M.
plinioides, P. pseudocaryophyllus, P. edulis, and P. cinereum e suas respectivas referencias.

Tabela 2.5. Atividade antioxidante de frutos e folhas de espécies de Myrtaceae brasileira

ameacadas.
Espécie Atividade antioxidante Ref
Fruto Folhas '
Campomanesia ROO" = 68,94 umol ET g ABTS=1C58,25 ug (DONADO-
phaea 02, =1C5 57536 uygmL™t  mL™? PESTANA et
HOCI= ICso 74,14 uygmL™*  DPPH=1Cs509,14 ng al., 2015;
NO'= ICs0 16,96 pg mL™* mL? LORENCONI
DPPH=29.83 a 199,78 pmol FRAP= ICso 1,04 pg et al., 2020;
ETg!? mL? SOARES et
FRAP= 13,87 a 24,28 pmol al., 2020;
ETmL™ TOKAIRIN et
ORAC= 12,91 a 20,20 pumol al., 2018)
ETmL™
Campomanesia DPPH= 29,58% capacidade (CABRAL et
reitziana de eliminacdo de radicais al., 2017)
Eugenia mattosii DPPH=~=80-90%  (VECHI etal.,
capacidade de 2019b)
eliminacdo de
radicais
Myrcianthes FC= 1739 a 2061 mg EAG DPPH=1C502.90 (ANDRADE
pungens 100g mg mL™! etal., 2011;
DPPH= 2569 a 3105 mg BCLA=137% CARDOSO et
EAA 100g* protecéo do S- al., 2020;
FRAP= 15188 a 16850 mM  caroteno DALLA
Fe*2100g* NORA et al.,
ABTS= 205 pmol ET g* 2014;
‘OH™=~=90% de inibigdo SERAGLIO et
al., 2018)
Myrciaria FC=57,41a65,07 (MARMITT et
plinioides mg EAG g ! al., 2020)
DPPH=1Cs5017,19 a
34,6 pgmL?
ORAC=4940 a

6778 umol ET g'*
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FRAP=0,076 a 1,10

mM FeSO4 g *
Pimenta DPPH=1Cs 4,75 (CAMPANINI
pseudocaryophyllus pug mL? et al., 2014)
ABTS=1Cs0 3,0 pg
mL™?
FRAP= 0,046 umol
ETmL?
Plinia edulis DPPH=20,34 umol ET g DPPH= 324 mg (CARVALHO;
ORAC=28,11 umol ET g EAAg™ ISHIKAWA;
GOUVEA,
2012; DA
SILVA et al.,
2019)
Psidium cinereum DPPH=I1Cs 8,75 (TAKAOQO;
ug mL IMATOMI;
GUALTIERI,
2015)

DPPH= 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, ROOe=radical peroxil, Oz+—= radical superéxido, HCIO= Acido Hipocloroso, NO*= éxido
nitrico, FC= Capacidade redutora do Folin-Ciocalteu, FRAP= Ferric reducing-antioxidant power, ORAC= Oxygen radical
absorbance capacity ABTS= 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), *OH = radical hidroxila, BCLA= p-
caroteno/acido linoleico, ET = equivalente Trolox, EAG= equivalente &cido galico, EAA= equivalente de &cido ascorbico.

Observa-se que os extratos das frutas e folhas das espécies avaliadas apresentaram
satisfatoria atividade antioxidante, com baixos valores para as concentracdes apresentadas em
ICs0, com elevado percentual de inibigdo dos radicais DPPH, BCLA, e *OH", e elevadas
concentracoes de atividade antioxidante contra os radicais ROOe¢, DPPH, FRAP, ORAC, ABTS
e 0 reagente oxidante FC.

A comparacéo entre extratos é dificultada em funcéo da diversidade das unidades em
que os resultados de atividade antioxidante foram expressos pelos diversos autores. A
variabilidade nas condicGes utilizadas nos processos de extracdo, além das variaveis
relacionadas ao momento de coleta das amostras, cultivar, localizacdo geografica, clima,
estacdo do ano, estagio de maturacdo, entre outros podem também influenciar nesta
determinacdo. Estudos que avaliem os efeitos do processo de extracdo e de fatores intrinsecos
ainda sd0 escassos para estas espécies ameagadas (ASTILL et al., 2001; KARABEGOVIC et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2018).

No que se refere a avaliacdo das condicBes de processo somente foram encontrados
estudos com as espécies C. phaea e M. plinioides. Marmitt 2020 utilizaram diferentes solventes
(dgua ou etanol) para producdo dos extratos das folhas da M. plinioides e observaram que o
extrato aquoso apresentou maiores valores para atividade antioxidante (FC, DPPH, ORAC e

FRAP) quando comparado ao extrato etandlico. Os autores reportam que o perfil dos compostos
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e suas concentragOes relativas foram diferentes em funcdo do solvente utilizado. Foram
identificados os compostos fendlicos: cianidina, catequina, acido cafeico, acido p-cumaérico,
rutina, quercetina e luteolina no extrato etandlico, enquanto o extrato aquoso ndo apresentou 0s
compostos cateuina e luteolina. Donado-Pestana et al. (2015) encontraram diferencas na
atividade antioxidante (ORAC, DPPH e FRAP) dos extratos dos frutos da C. phaea produzidos
com diferentes diluicdes do solvente. Esta alteracdo no processo também interferiu na
concentracdo dos fendlicos totais, proantocanidinas, derivados de quercetina, acido elagico
livre e total.

Estudos que abordam o efeito das variaveis intrinsecas na composicao e/ou atividade
antioxidantes foram realizados para as espécies C. phaea e M. pungens. Tokairin et al. (2018)
reportam uma significativa variacdo da atividade antioxidante (DPPH= 29,8 a 199,8 umol
Trolox g ) entre 59 acessos de frutos do cambuci (C. phaea). Andrade et al. (2011) verificaram
que a concentracdo dos fendlicos totais, flavonoides totais e antocianinas totais foi maior em
frutos do guabiju (M. pungens) do tipo selvagem, do que em 2 gendtipos cultivados. Seraglio
et al. (2018) avaliaram o efeito do estadgio de maturacdo dos frutos do guabiju (M. pungens)
sobre a atividade antioxidante. Os autores reportam que no estagio intermediario de maturacao
foram obtidos os maiores valores para atividade antioxidante (FC, DPPH e FRAP) quando
comparado ao estagio maduro e os principais compostos encontrados foram o &cido gélico,
quecetina, isoquercitrina e (-)-epigalocatequina galato, em ambos estagios de maturacao.

Embora estudos que abordem atividade antioxidante e composicédo fendlica de extratos
das espécies ameacadas sejam escassos, existe um campo de investigacdo promissor uma vez
que estes podem ter efeitos terapéuticos ou benéficos para saide (CORY et al., 2018;
ELANGOVAN et al., 2019; POHL,; LIN, 2018). A relevancia destes extratos tem promovido a
realizacdo de estudos biol6gicos em modelos animal e in vitro a fim de avaliar as possiveis
interacdes dos compostos antioxidantes presentes nos extratos com determinadas doencas. Na
Tabela 2.4 sdo apresentados os resultados de diferentes estudos que avaliaram extratos das
folhas das espécies C. phaea, P. pseudocaryophyllus, P. edulis, C. sessiliflora, E. mattosii, E.
oxyoentophylla, M. pungens, M. plinioides, and M. speciosa utilizando ensaios bioldgicos.

No que se refere a ensaios bioldgicos, a espécie P. pseudocaryophyllus tem sido a mais
estudada dentre as abordadas neste estudo. Ferrari (2016) reportam que o extrato de folhas da
P. pseudocaryophyllus aumentou a excrecdo de acido Urico em ratos hiperuricémicos e inibiu
a atividade residual da xantina oxidase no figado. A atividade anti-inflamatoria do extrato (125

mg.Kg™?) apresentou uma significativa reducdo da inflamagdo do endema da pata de ratos
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induzidas por cristais de MSU, obtendo valores similares ao controle (indometacina).
Fajemiroye et al. (2013) e Fajemiroye et al. (2012) relacionaram o uso da fracdo de
diclorometano do extrato da P. pseudocaryophyllus com os efeitos do tipo antidepressivo e do
tipo ansiolitico em camundongos, sem causar nenhuma interferéncia na coordenagdo motora.
O efeito fotoprotetor do extrato antioxidante da P. pseudocaryophyllus também foi verificado,
uma vez que foi capaz de manter a pele de ratos exposta a irradiacdo UV-B em condi¢des similar
ao grupo controle (ndo irradiado) (CAMPANINI et al., 2014). Outros resultados obtidos por
Principe e Spira (2009) revelaram que o extrato da P. pseudocaryophyllus (100 pg.mL™?) inibiu
a atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST) nas células tumorais L37 hepat6citos
e células Jurkat (leucemia) em 45 e 71%, respectivamente. A inibi¢do da GST pode ajudar a
superar a resisténcia de tumores a quimioterapia sendo, portanto, uma importante
funcionalidade para esta espécie.

Além destas propriedades, o extrato da P. pseudocaryophyllus foi reportado como
agente antimicrobiano contra as cepas Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Micrococcus roseus, Bacillus cereus, Bacillus atrophaeus, Bacillus stearothermophilus,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Candida albicans, Candida parapsilosis, and
Cryptococcus neoformans (DE PAULA et al., 2009, 2012; FERNANDES et al., 2012).

O extrato das folhas da espécie P. edulis foi avaliado quanto a atividade gastroprotetora
em modelos animais e reduziu em até 98% da area da lesdo gastrointestinal induzida por etanol
acidificado em camundongos (ISHIKAWA et al., 2014, 2008). Este mesmo extrato foi avaliado
por Azevedo et al. (2016) em relacdo a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva em modelos
animais. De acordo com os autores o extrato (100mg.Kg™) promoveu uma redugdo de 98% do
edema na pata dos camundongos, confirmando a atividade anti-inflamatoria. No que se refere
ao efeito antinociceptivo foi confirmado pela reducdo do nimero contor¢des induzidas por
acido acético em camundongos, sendo a dose de 300mg.Kg™? do extrato similar ao grupo
controle (indometacina 10 mg Kg?). Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012) reportaram o
potencial citotoxico do extrato aquoso das folhas da P. edulis em células da mama humano
(MCF-7) onde o tratamento com 5ug.mL™ de extrato por 48h reduziu em 80% as células MCF-
7.

O extrato das folhas da E. mattosii tem sido associado a importantes propriedades
cardiovasculares. Vechi et al. (2019) observaram que o extrato (500 pg mL™) teve um efeito
relaxante de 83,3 % na aorta de ratos com endotélio intacto (E+) e sem endotélio (E-),

previamente contraida com fenilefrina. Em outro estudo do mesmo grupo de pesquisa Vechi et
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al. (2019a) observaram um significativo efeito vasodilatador do extrato nos anéis das aortas E+
e E- em ratos hipertensivos. Além destas propriedades, o extrato da E. mattosii tem apresentado
resultados promissores para atividade antiparasitaria contra a Leishmania amazonenses,
Leishmania brasiliensis e Giardia lamblia (VECHI et al., 2020) e atividade antimicoplasmética
moderada (MIC entre 100 e 500 pg.mL™) contra as cepas Mycoplasma mycoides, M.
genitalium, M. hominis, M. capricolum subs capricolum, e M. pneumoniae FH (VECHI et al.,
2019c). Tenfen et al. (2021) apontaram que o extrato das folhas da E. mattosii pode ser um
importante aliado para inibir a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BUChE) e auxiliar no tratamento da Alzheimer.

Nesello et al. (2017) avaliaram a atividade gastroprotetora do extrato das folhas da M.
pungens em camundongos com Ulceras induzidas por etanol acidificado e por indometacina. O
extrato reduziu em 74 e 50% a area estomacal lesionada, quando comparada ao controle
negativo (a4gua destilada). O extrato da mesma espécie apresentou atividade antileishmania in
vitro contra as promastigotas Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis (FERREIRA
et al., 2021). Marmitt et al. (2020) testaram o potencial neuroprotetor do extrato das folhas da
M. plinioides em células de neuroblastoma humano. O extrato apresentou elevada atividade
inibitéria das enzimas p38, JNK3 MAPKs e AChe que sdo envolvidas em processos
neurodegenerativos como as doencas de Alzheimer e Parkinson.

Folhas da espécie M. speciosa tem sido reportada na literatura com importantes
propriedades antidiabéticas. Miura, Mizutani e Ishida (2006) avaliaram a atividade
antidiabética do extrato das folhas da M. speciosa em KK-Ay ratos diabéticos. A administracdo
oral de 500 mg.Kg* do extrato reduziu em torno de 25% a glicose no sangue e este efeito foi
ainda maior quando o extrato foi administrado uma vez ao dia por 5 semanas. Os autores
indicaram o extrato da M. speciosa para auxiliar no tratamento da hiperinsulinemia em
pacientes com diabetes do tipo 2. Outros resultados apontam uma elevada atividade inibitoria
das enzimas a-amilase (ICso= 5,8 a 17 ug mL ™) e a-glucosidase (ICso= 0,8 a 4 ug mL™) do
extrato das folhas da M. speciosa. Quando comparado a arcabose (controle positivo) o extrato
foi até 350 vezes mais efetivo na inibigdo da a-glucosidase (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al.,
2016).

Outros estudos, tem associado 0 uso de extrato das folhas da C. sessiliflora ao efeito
de fotoprotetor com absor¢do nas regides UV-A e UV-B (CATELAN et al., 2019). O extrato
das folhas C. phaea apresentou atividade anti-inflamatoria, verificada com a reducéo de 87 e

92% da producdo das citocinas IL-6 e TNF-a, respectivamente. Ambas sdo importantes
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citocinas pro-inflamatorias produzidas durante a fase aguda da inflamacdo (LORENCONI et
al., 2020). A atividade antimicrobiana contra as cepas Listeria inocua, Candida albicans,
Aspergillus niger e Mycobacterium tubérculos do extrato das folhas da E. oxyoentophylla
(sindnimo de E. repanda) foi confirmada por Bertucci et al. (2009).

Por fim, vale destacar que ensaios clinicos em humanos seriam fundamentais para
confirmar tais atividades bioldgicas dos extratos de Myrtaceaes ameacadas. Porém, 0s ensaios
quimicos in vitro e biolégicos em células sdo evidéncias importantes de que estes extratos
podem ter propriedades terapéuticas eficientes. Outra perspectiva que poderia ser avaliada seria
0 uso destes extratos como aditivos naturais em alimentos, uma vez que néo foi encontrado
nenhum artigo publicado neste contexto. Como discutido anteriormente, muitos destes extratos
possuem elevada atividade antioxidante e atividade antimicrobiana que poderiam ser usadas

também para estender a vida util de alimentos processados e ndo processados.

4 CONCLUSOES

Este Capitulo de revisdo fornece um resumo abrangente do potencial alimentar e
medicinal inexplorado das Myrtaceae brasileiras associado a sua enorme diversidade
taxonémica e bioquimica. Sua excelente adequacéo para plantio sustentavel e colheita continua
de seus frutos e folhas oferece uma oportunidade até agora negligenciada de conservacgéo por

meio do uso sustentavel de seus produtos naturais.
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1 INTRODUCAO

As Myrtaceaes representam uma grande familia de arvores e arbustos que compreende
121 géneros e de 3800 a 5800 espécies. No Brasil, as Myrtaceaes estdo incluidas na Tribo
Myrtae e os géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes se destacam por representar 0 maior
namero de espécies. A maioria das espécies brasileiras sdo encontradas na Mata Atléntica e
muitas destas sdo frutiferas comestiveis, como por exemplo a uvaia (Eugenia pyriformis),
grumixama (Eugenia brasiliensis) e a feijoa (Acca sellowiana ou feijoa sellowiana)
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997; WILSON et al., 2005).

A uvaia, grumixama e feijoa sdo plantas aromaticas e seus frutos possuem sabor e
aroma intensos e agradaveis, além disso séo boa fonte de nutrientes como minerais, vitaminas,
acucares, fibras e outros compostos bioativos, caracteristicas que tem levado a sua classificacao
como “superfrutas” e a implementagao de seu cultivo em algumas regides. No Brasil sdo
cultivadas em escala local e possuem ocorréncia predominante no interior da floresta em areas
conservadas e na mata ciliar (ARAUJO et al., 2019; HAMINIUK et al., 2011; SANTOS et al.,
2009; SILVA et al., 2019).

Além do interesse comercial pelos frutos, as folhas destas espécies sdo usadas na
medicina popular e alguns efeitos biolégicos foram comprovados pela literatura cientifica
destacando-se a atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de uvaia
(CHAVASCO et al., 2014; SOUZA et al., 2014), a atividade antinflamatodria do extrato aquoso
e metandlico das folhas da grumixama (DAMETTO et al., 2018; PIETROVSKI et al., 2008;
SIEBERT et al., 2017; SIMOES et al., 2018) e o efeito neuroprotetor do extrato aquoso da
feijoa (KARAMI et al., 2014). Estas propriedades dos extratos estdo relacionadas a composi¢do
dos compostos bioativos contidos nas folhas destas espécies e aos processos utilizados na sua
obtencéo.

As folhas frescas possuem elevada perecibilidade no periodo pds-colheita e sua
deterioracdo ocorre devido ao elevado teor de umidade destes materiais que favorece a atividade
enzimatica e microbiana. Neste sentido, o processo de secagem oferece um tratamento de
preservacdo adequado que permite a remocao da umidade das folhas para valores seguros de
atividade de agua. Entretanto, o estudo deste processo € pertinente, uma vez que € necessario
estabelecer parametros que minimizem o consumo de energia, mantenham a qualidade dos

nutrientes, minimizem a degradacdo dos compostos de interesse, permitindo, a0 mesmo tempo
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um aumento de vida til e reducdo do peso e custo com transporte das folhas secas (BABU et
al., 2018; LEMUS-MONDACA et al., 2016; SAGAR; SURESH KUMAR, 2010).

Entre os parametros estabelecidos no processo de secagem, a temperatura desempenha
um papel fundamental na qualidade dos extratos de folhas. Uma vez que o aumento da
temperatura acelera a remocdo de umidade através das folhas, mudando parametros como a
umidade de equilibrio, tempo de secagem, taxa de secagem e coeficiente de difusdo. Por outro
lado, as folhas sofrem alteraces estruturais, fisicas, sensoriais (cor, flavor, textura), quimicas
e nutricionais que podem afetar sua qualidade, principalmente em termos de compostos
bioativos que sdo termolabeis e de grande interesse industrial (BABU et al., 2018).

Lahnine et al. (2016) avaliaram o efeito da temperatura de secagem, da velocidade do
ar e da concentracdo e volume de &cido citrico nas solugdes utilizadas no pré-tratamento de
folhas de tomilho (Thymus satureioides). Os resultados mostraram que o pré-tratamento com
pulverizagdo de 25mL de acido citrico (5 g/L) em 25¢g de folhas e posterior secagem a 50°C
com velocidade do ar de 300 m3h em secador solar convectivo, foi a melhor condicdo
encontrada para manutencdo dos compostos fendlicos totais das folhas de tomilho. Lim e
Murtijaya (2007) observaram que a secagem solar, por micro-ondas e em convectiva em estufa
reduziram significativamente a concentracdo dos compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) dos extratos obtidos das folhas de Phyllanthus amarus, quando
comparado aos extratos das folhas frescas. Guan, Cenkowski e Hydamaka (2005) observaram
uma reducdo da concentracdo dos compostos fendlicos em folhas do espinheiro maritimo
(Hippophae rhamnoides L. ssp. sinensis) secas em temperaturas de 80 e 100°C, quando
comparada as folhas secas a 50 e 60°C. Por outro lado, Tomsone et al. (2020) reportam que 0s
compostos bioativos e a atividade antioxidante das folhas de rabano (Armoracia rusticana) foi
melhor preservado na secagem convectiva usando altas temperaturas (80°C) e menor tempo.
Outros estudos reportam resultados analogos indicando que o processo de secagem adequado,
visando a conservacao dos compostos bioativos deve ser avaliado em funcgédo das condi¢des do
processo e da matriz vegetal utilizada (KATSUBE et al., 2009; LEMUS-MONDACA et al.,
2016; YAP etal., 2020).

Contudo, poucos estudos tém avaliado as mudancas no perfil de fendlicos das folhas
durante a secagem. Nesse sentido, este estudo propfe a avaliacdo do processo de secagem
convectiva nas temperaturas de 40, 50 e 60°C das folhas de uvaia, grumixama e feijoa. Bem
como, verificar o efeito destas temperaturas na estabilidade térmica dos compostos fenélicos

individuais e atividade antioxidante dos extratos das folhas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E PREPARO DAS MATERIAS-PRIMAS

Folhas adultas e frescas de trés espécies de Myrtceae: Eugenia pyriformis, Eugenia
brasiliensis e Acca sellowiana foram coletadas de Sistemas Agroflorestais do estado de Santa
Catarina. As amostras foram coletadas em dezembro de 2019 e cedidas pela equipe do
Laboratério de Ecologia Aplicada do professor llyas Siddique (CCA/UFSC). Os dados da
coleta das folhas sdo apresentados na Tabela 3.1.

Apos a coleta, as folhas foram lavadas com agua corrente, higienizadas com solugéo
de hipoclorito de sddio a 2,5% por 15 min, novamente lavadas em agua corrente, espalhadas

em peneiras e 0 excesso de agua foi removido com o auxilio de centrifuga manual.

Tabela 3.1. Dados de coleta das folhas.

Nome cientifico Nome popular Localizagéo voucher
E. pyriformis Uvaia Rio do Sul — SC FLOR69711
E. brasiliensis Grumixama Florianopolis — SC FLOR 69709
A. sellowiana Feijoa Rio do Sul - SC FLOR69710

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DE SECAGEM

2.2.1 Curvas de secagem

Os ensaios de secagem foram conduzidos em estufa de circulacdo e renovacgdo de ar
(Modelo TE-394/2, Tecnal, Brasil), nas temperaturas de 40, 50 e 60°C e velocidade do ar de
0,77 m/s.

As folhas higienizadas de uvaia, grumixama e feijoa foram distribuidas em
monocamadas em bandejas perfuradas (21x15 cm) e a perda de massa foi acompanhada em
balanca digital semi-analitica (Master, AS5500C, carga min. 0,25 g). As pesagens foram
realizadas em intervalos de 10 min no inicio do processo e posteriormente passando a 30 min
apos até o valor da massa atingirem um valor assintotico que foi considerado a condicdo de
equilibrio com o ar de secagem. As curvas de secagem foram expressas em umidade em base
seca (g de HxO/ g solido seco) em funcdo do tempo (min), para cada espécie nas trés

temperaturas de secagem. Todos 0s ensaios de secagem foram realizados em triplicata.
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Ap0s a secagem, as folhas foram embaladas a vacuo (Modulare CV 25, Brasil) e
armazenadas sob o abrigo da luz a temperatura ambiente (25°C) para posteriores analises e

producédo dos extratos. A Figura 3.1 apresenta imagens das folhas apds as secagens.

Figura 3.1. Imagens das folhas de uvaia, grumixama e feijoa in natura e ap6s a secagem
convectiva em diferentes temperaturas.

Uvaia Grumixama Feijoa

In natuwra

40°C

50°C

60°C

Fonte: Autor.

2.2.2 Ajuste linear da taxa constante de secagem

A taxa de secagem no periodo constante foi determinada pelo ajuste linear dos pontos
experimentais das curvas de secagem das folhas de uvaia, grumixama e feijoa secas nas
temperaturas de 40, 50 e 60°C, conforme sugerido por Monteiro et al. (2015). Os resultados das

taxas foram expressos em g H.O/ g SS min.
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2.2.3 Taxa de secagem

A taxa de secagem (g H2O/ g SS min) das folhas de uvaia, grumixama e feijoa foram
calculadas usando a Eqg. 1 e os dados obtidos foram apresentados como fungéo da razdo de
umidade (RU).

Myqe— M (l)

Taxa de secagem = "

Onde, Mt e M4t @0 0 teor de umidade das amostras no t e t + dt respectivamente, sendo t=

tempo (min).
2.2.4 Aplicacdo de modelos matematicos

Para ajuste dos modelos matematicos empiricos as curvas cinéticas de secagem, 0S
dados experimentais da umidade (bs) foram adimensionalizados, atraves do calculo da razéo de

umidade (RU) (Eq. 2) e as curvas foram expressas em RU em funcéo do tempo (min).

X—Xe

=Xk @

Onde, X ¢é a umidade absoluta em base seca no tempo (t), Xe € a umidade de equilibrio em base

RU

seca e Xo € a umidade inicial em base seca (t=0).

Modelos empiricos e semi-empiricos foram ajustados aos resultados das cinéticas de
secagem expressas em razdo de umidade com a finalidade de permitir o calculo da taxa de
secagem (k). Cinco modelos, cujas equacdes sdo apresentadas na Tabela 3.2 foram selecionados

para realizar estes ajustes: Newton, Logaritmico, Page, Henderson e Pabis, e Wang e Singh.

Tabela 3.2. Modelos matematicos aplicados as curvas de secagem das folhas de uvaia,
grumixama e feijoa.

Nome do modelo Equacédo do modelo Referéncia
Newton RU= exp(-kt) (LEWIS, 1921)
Logaritmico RU= a*exp(-kt)+c (CHANDRA,; SINGH, 1995)
Page RU= exp(-kt") (PAGE, 1949)
Henderson e Pabis RU= a* exp(-kt) (HENDERSON; PABIS, 1961)
Wang e Singh RU=1 + at + bt? (WANG,; SINGH, 1978)

Onde, RU= razéo de umidade (adimensional); t= tempo (min); k= constante do modelo de Page (min™) e para 0s
demais modelos k=min; a, b, ¢c e n= constantes adimensionais.
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Além destes modelos, a solucdo da segunda lei de Fick (Eq. 3) para placa plana infinita
foi ajustada aos dados experimentais da cinética de secagem para determinacao dos coeficientes
de difuséo (Def). A Eq. 2 foi adaptada de Crank (1975) considerando o formato do material uma
placa plana, assumindo que a difusdo da umidade das folhas ocorre no sentido unidimensional
e a medida da espessura das folhas constante.

M
Mo

—1_ 8 yo 1 _ 2 ™ Def
=1- 5 Yo g exp (—@n+ 12 T3Lt) (3)
Onde, Der € 0 coeficiente de difusdo efetivo médio da umidade (assumida como
constante), t € o tempo e 6 € a espessura dos filmes. O ajuste da Eq. 3 aos dados experimentais
das curvas de secagem foi realizado usando quatro termos no somatorio.
A dependéncia dos coeficientes de difusdo efetivo em relacdo a temperatura foi

representada pela equacao de Arrhenius (4).

Der = Doesp (72) @

Onde, Def € 0 coeficiente de difusdo efetivo da umidade, Do é o fator pré-exponencial
ou constante de Arrhenius, R € a constante universal dos gases (8,314 J/mol K), Ea é a energia
de ativacdo (kJ/mol) e Tas € a temperatura absoluta (K). A Eq. 4 foi reescrita aplicando o

logaritmo natural (5):

In(Dey) = In(Do) ~ % () ©)

Taps

A energia de ativacdo para cada espécie foi calculada pela analise de regressao linear

do grafico de In(Def) em funcéo de 1/T aps.

2.3  OTIMIZACAO DO PROCESSO DE PRODUCAO DOS EXTRATOS

Uma vez obtidas as folhas secas, foram realizados experimentos com o objetivo de

otimizar o processo de obtencdo dos extratos. Para tal, foram selecionadas as folhas secas a
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50°C de todas as amostras visando maximizar a quantidade extraida (rendimento). Sendo assim,
foi utilizado um fatorial completo 22 com objetivo de avaliar os efeitos principais das variaveis
independentes: tempo e concentragdo do solvente (metanol:agua), sobre a resposta, rendimento
de extrato (varidvel dependente). A Tabela 3.3 apresenta as variaveis e 0s niveis utilizados na

matriz do planejamento fatorial 22, com adig&o de 2 pontos centrais.

Tabela 3.3. Matriz do planejamento fatorial completo 22

_ _ D Resposta:
Ensaio Tempo (min) (V1) Metanol:agua o 4iento de extrato
(viv) (V2) bruto seco (%)
1 1(120) 1(80:20) X
2 1 (60) 1 (80:20) X
3 1 (120) -1 (50:50) X
4 1 (60) 1 (50:50) X
5 0 (90) 0 (65:35) X
6 0 (90) 0 (65:35) X

Fonte: Autor.

As folhas secas de cada espécie foram trituradas em moinho de facas (De Leo, Porto
Alegre, Brasil) e peneiradas para padronizacdo do tamanho das particulas (35 mesh). Os
extratos foram preparados com 1g das folhas secas dispersas em 10mL do solvente, na
concentracdo estabelecida de acordo como planejamento fatorial de forma aleatorizada. Para
todas as condicBes o processo de extracdo ocorreu dentro de frascos de vidro hermeticamente
fechados, cobertos com papel aluminio e agitacdo magnética continua a 40°C. Uma vez
alcancado o tempo de extracdo determinado para cada ensaio, os extratos foram filtrados em
filtros de papel (Whatman n° 1), os filtrados foram submetidos a rotaevaporacao a 40°C para
remocdo do solvente (Fisatom 802, Sdo Paulo, Brazil) e posteriormente os recipientes contendo
0s extratos concentrados foram secos em estufa de circulacdo e renovacéo de ar (Modelo TE-
394/2, Tecnal, Brasil) a 70°C por 14h, conforme descrito por Lorenzo e colaboradores (2018)
com modificacdes.

O rendimento de extrato bruto seco foi utilizado como pardmetro de resposta do
planejamento, este parametro expressa a relacdo entre a massa de folha secas e a massa de
extrato bruto obtida no final do processo (6) (CANABARRO; MAZUTTI; FERREIRA, 2019;
ZHANG,; BI; LIU, 2007).

Rendimento (%) = (%) x100 (6)

am
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Onde, Mex:= massa do extrato seco (g); Mam= massa da amostra seca (g).

2.4 PRODUCAO DOS EXTRATOS

Uma vez determinadas as condic¢des otimizadas de producdo dos extratos a partir das
folhas secas, foram realizadas as extracGes nas folhas de uvaia, grumixama e feijoa secas em
todas as temperaturas. Além de obter os extratos a partir das folhas secas para avaliar o efeito

da secagem na qualidade dos extratos, foram obtidos extratos das folhas frescas.

2.4.1 Obtencédo dos extratos das folhas frescas

Para obtencdo dos extratos das folhas frescas de uvaia, grumixama e feijoa foram
pesadas 50g das folhas frescas e higienizadas, e imersas em 500mL da solucdo de metanol 80%
(v/v). Os extratos foram mantidos em estufa tipo BOD a 25°C por 15 dias em frascos ambar
com agitacdo diaria e ao abrigo da luz, apds este periodo o material foi filtrado (Whatman n° 1)
e o filtrado foi submetido aos processos de rotaevaporacdo a 40°C (Fisatom 802, Sao Paulo,
Brasil) e liofilizacéo (Liotop L101, Sao Paulo, Brasil) (HOSSAIN et al., 2010; SIMOES et al.,
2018). Em seguida foram armazenados sob o abrigo da luz em frascos &mbar e refrigerados, até

0 inicio das analises subsequentes.

2.4.2 Extrato das folhas secas

Os extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa secas nas temperaturas de 40, 50
e 60°C foram preparados de acordo com a condicdo otimizada de extracdo de modo que 1g das
folhas secas e trituradas foram dispersas em 10 mL da solucdo de metanol 80% (v/v). A extracéo
foi realizada em reatores com agitacdo magnética, a temperatura de 40°C por 1h. Apos, 0s
extratos foram filtrados em filtro de papel (Whatman n° 1), e os filtrados foram rotaevaporados
a 40°C (Fisatom 802, Sdo Paulo, Brasil) e posteriormente liofilizados (Liotop L101, Séo Paulo,
Brasil). As amostras foram armazenadas sob o abrigo da luz em frascos ambar e refrigerados

até o inicio das analises subsequentes.
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2.5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

Os extratos liofilizados das folhas de uvaia, grumixama e feijoa frescas e secas nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C, foram ressuspendidos em metanol 80% (v/v) para a
determinacédo do perfil de fendlicos por LC-ESI-MS/MS, assim como para a determinacao da
atividade antioxidante pelos métodos capacidade redutora do Folin-Ciocalteu, DPPH e FRAP.

2.5.1 Perfil de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

Os compostos fendlicos presentes nos extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa
foram determinados por Cromatografia Liquida acoplada a uma fonte de ionizagdo por
Electrospray tandem Espectrometria de Massas (LC-ESI-MS/MS). Foram avaliados os padrdes
analiticos:  apigenina, (+)-catequina, (—)-epicatequina, galangina, (—)-galato de
epigalocatequina (EGCG), isoquercitrina, isorhamnetina, kaempferol, luteolina, naringina,
pinobanksin, pinocembrim, quercetina, rutina, taxifolina, acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4
DHBA), acido 2,5-dihidroxibenzoico (2,5 DHBA), 3,4-dihidroxibenzaldeido (3,4 DHB), acido
3,5-dinitrobenzoico (3,5 DNB), 4-metilumberliferona, acido cafeico, acido clorogénico, acido
galico, acido sinaptico, acido siringico, acido vanilico, &cido benzoico, acido salicilico, acido
ferulico, coniferaldeildo, crisina, cumarina, hesperidina, naringenina, acido p-aminobenzoico,
acido p-coumarico, sinapaldeildo, e siringaldeildo, todos de grau analitico, adquiridos na
Sigma-Aldrich. As solugdes padrbes dos analitos foram preparadas pela dissolucdo de 10mg do
analito padrdo em 10mL de metanol, com as seguintes excec¢des: pinobanksin (11.5 mg) and
isorhamnetina (12.5 mg) foram dissolvidas em 10 mL de metanol, e hesperidina foi dissolvida
em 10 mL de DMSO. Todas as solucdes foram estocadas a 4°C até o momento das analises.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com
0 procedimento descrito por Seraglio et al. (2016). As analises foram realizadas em um sistema
cromatografico (Agilent 1290 series, Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) acoplado
a um espectrémetro de massa hibrido quadrupolo-armadilha de ions linear QTRAP 5500 (Sciex,
Foster City, CA), que estava equipado com uma fonte de ionizacéo por electrospray (ESI). A
separacao cromatografica foi realizada em coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (3,0x100 mm, 3,5
um didmetro da particula) da Agilent. A taxa de fluxo empregada foi 300 uL/min e um volume
de 5 uL, das solugdes dos padrfes e das amostras injetadas para anélise. As fases moveis (A) e

(B) eram compostas por agua acidificada com acido férmico 0,1% (v/v) e acetonitrila com 0,1%



131

(v/v) de &cido férmico, respectivamente. O gradiente da fase mdvel foi programado como o
seguinte: 98% A (v/v) de 0 para 4.0 min, 98-80% A (v/v) de 4.0-7.0 min, 80—-10% A (v/v) de
7.0-14.0 min, 10% A (v/v) de 14.0-15.0 min, e 10-98% A (v/v) de 15.0-17.0 min. A
temperatura da coluna foi mantida a 40°C e o tempo total da corrida foi 17 min, como o tempo
de equilibrio da coluna entre cada corrida sendo de 4 min.

As analises no espectrdbmetro de massas foram realizadas nos modos de ionizagéo
positivo e negativo, trabalhando no modo MRM, com 0s seguintes parametros: voltagem de
lonSpray 5500 V, gas nebulizador (GS1) e gas auxiliar (GS2): 55 psi, gas de cortina 25 psi,
temperatura de 400°C. Nitrogénio foi usado como géas de nebulizacéo e colisdo. Os parametros
especificos do analito foram otimizados através da infuséo direta de solucéo padrdo para cada
composto. A aquisi¢do e o tratamento dos dados foram realizados com o software Analyst
versdo 1.6.2 (Sciex, Foster City, CA). Os compostos foram quantificados por calibragédo externa

e em triplicata.

2.5.2 Atividade antioxidante

2.5.2.1 Capacidade redutora do Folin-Ciocalteu

A capacidade redutora do Folin-Ciocalteu foi determinada de acordo com o método
proposto por Singleton e Rossi (1965). A reacdo foi composta por 0,1 mL das solucdes dos
extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa, 7,9 de 4gua destilada, 0,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteu, deixada em repouso por 3min e adicionado 1,5 mL de carbonato de sddio a
20% (m/v). Os tubos foram agitados, mantidos por 2h no escuro e a leitura foi realizada a 760nm
de absorbéancia (espectrofotdbmetro modelo Q898U2M5, Quimis, Sdo Paulo, Brasil). A curva
padrdo foi preparada com &cido galico (y=0,0011x + 0,0171e R2= 0,998) e os resultados foram

expressos como equivalentes de acido galico (mg EAG/ g de extrato seco).

25.2.2 DPPH

Atividade sequestradora de radicais livres dos extratos das folhas foi avaliada pelo
método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (KIM; GUO; PACKER, 2002). Foram
realizadas leituras em espectrofotdmetro (modelo Q898U2M5, Quimis, Sdo Paulo, Brasil) antes

e apos (30 min ao abrigo da luz) a adigdo de 100uL dos extratos das folhas em 2,9 mL da
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solugéo de DPPH (0,06 mM). A leitura de absorbancia foi realizada no comprimento de onda
de 517 nm. A curva padrdo foi construida com Trolox (y= 0,089x + 2,5924 e R2= 0,995) e a
inibicdo dos radicais livres de DPPH foram expressos em concentracdo de Trolox por massa de
extrato seco (mMol Trolox/ g de extrato seco).

25.2.3 FRAP

A capacidade redutora dos extratos foi determinada usando o método FRAP
(ARNOUS; MAKRIS; KEFALAS, 2002; BENZIE; STRAIN, 1996). Em um tubo de ensaio
foram adicionados 200uL do extrato e 200uL de FeCls (3 mmol/L diluido em &cido citrico a 5
mol/L) e mantidos a 37°C por 30 min em banho-maria. Adicionaram-se 3,6 mL da solucdo de
TPTZ (10nmol/L diluido em HCI a 40 mmol/L) e o sistema reacional foi mantido em repouso
por 10min ao abrigo da luz. A seguir foi realizada a leitura da absorbancia a 620 nm em
espectrofotdmetro (modelo Q898U2M5, Quimis, S&o Paulo, Brasil). A curva padréo foi
construida com Trolox (y= 0,0013x-0,0614 e R2= 0,987) e os resultados foram expressos em

concentracdo de Trolox por massa de extrato seco (mMol Trolox/ g de extrato seco).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises (n=3) foram apresentados como media + desvio padrao,
quando cabiveis. Foram submetidos a analise de variancia ANOVA e o teste de Tukey (p <
0,05), utilizando o software Statistica 13.3.0. (TIBCO Statistica™, Califérnia, USA). A
otimizacédo do processo de extracao foi realizada usando design do experimento com dois niveis
com a inclusdo de dois pontos centrais no mesmo software e os resultados da otimizacao foram
apresentados no grafico de Pareto e suas respectivas tabelas dos efeitos e ANOVA.

Os modelos matematicos foram aplicados as curvas de secagem usando a ferramenta
de curve fitting do software MATALB R2018a (Mathworks Inc., EUA). Os parametros SQE
(soma dos quadrados do erro), REQM (raiz do erro quadratico médio), R? (coeficiente de
determinacdo) e a analise dos residuos foram usados para avaliar a qualidade do ajuste dos

modelos aplicados.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Calif%C3%B3rnia
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CURVAS DE SECAGEM

Na Figura 3.2 sdo apresentadas as curvas experimentais de secagem das folhas de
uvaia, grumixama e feijoa secas a 40, 50 e 60°C expressos em umidade em base seca (g H20/
g SS) em funcdo do tempo (min). As amostras das folhas frescas utilizadas neste estudo
apresentaram teor de umidade inicial média em base seca de 0,81 + 0,09, 1,06 + 0,05 e 1,36 +
0,04 g H20O/ g SS para as de folhas de uvaia, grumixama e feijoa, respectivamente (Tabela 6).
Resultados préximos foram reportados para folhas de pitanga (Eugenia uniflora) de 1,21 + 0,03
g H20/ g SS (CANABARRO et al., 2019) que tambem é uma Myrtaceae e para folhas de oliva
(Olea europaea L.) 1,01 + 0,03 g H.0/g SS (CANABARRO; MAZUTTI; FERREIRA, 2019).

Figura 3.2. Curvas de secagem das folhas de: A) uvaia, B) grumixama e C) feijoa secas nas
temperaturas de 40, 50 e 60°C.
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Fonte: Autor.

As temperaturas de secagem empregadas (40, 50 e 60°C) tiveram uma grande
influéncia no tempo de processo e, portanto, afetaram o tempo para as amostras atingirem a
umidade de equilibrio, que pode ser observado pelo distanciamento entre as curvas em funcéo
da temperatura de secagem. Sendo assim, observa-se que a velocidade de perda de umidade
(associada a taxa de secagem) foi maior nas temperaturas mais altas e o tempo total de secagem
foi reduzido substancialmente com o aumento da temperatura, este fato ocorreu em todas as

espécies de folhas avaliadas (Figura 3.2 e Tabela 3.4).
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Uma vez que o material é colocado em contato com o ar quente de secagem, ocorre 0
aquecimento do material criando um gradiente de pressdo de vapor de agua, entre o material
interno e a superficie o que promove a transferéncia de umidade para o ar de secagem. Portanto,
0 aumento da temperatura favorece o aumento da pressao de vapor da dgua interna do material
para uma fase gasosa ndo saturada, facilitando assim a remogdo da dgua (FOUST et al., 1982;
SIMAO et al., 2020; TOSELLO, 1946).

Estes fenbmenos de transferéncia de massa ja sdo bem documentados na literatura,
tanto em processos realizados a diferentes temperaturas como para matrizes de diferentes
origens, incluindo secagem de folhas de Stevia rebaudiana (LEMUS-MONDACA et al., 2016),
de folhas da Moringa Oleifera (PREMI; SHARMA; UPADHYAY, 2012) e de folhas de Citrus
aurantium (MOHAMED et al., 2005). Assim como para outras espécies de origem vegetal,
tendo como exemplo o milho (Zea mays indentata) seco nas temperaturas de 55, 65 e 75°C
(DOYMAZ; PALA, 2003), uvas vermelhas (Vitis Vinifera cv. Red Globe) secas nas
temperaturas de 40, 50, 60 e 70°C (ADILETTA et al., 2016) e morangos (Fragaria x ananassa
Duch) fatiados e secos nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70°C (GAMBOA-SANTOS et al.,
2014).

As curvas de secagem demonstraram uma boa reprodutibilidade em termos de
processo, uma vez que 0S pontos experimentais expressos em umidade em base seca
apresentaram baixos desvios padrdes para cada tratamento. Os valores dos desvios padrbes
variaram entre 0,0007 — 0,03g H20O/ g SS para uvaia, 0,0009 — 0,03 g H20O/ g SS para grumixama
e 0,0005 — 0,05 g H.0O/ g SS para feijoa, indicando uma baixa variabilidade entre as repeticdes
das amostras.

O tempo total de secagem para atingir a umidade de equilibrio das espécies foi menor
para a uvaia, seguido da feijoa e grumixama (U<F<G) nas mesmas condicdes de temperatura e
velocidade do ar. Este efeito pode ser atribuido as diferencas na umidade inicial das folhas
(Tabela 6), as condicGes do ar de secagem e as caracteristicas morfologicas das folhas como
porosidade e espessura (KAYA; AYDIN, 2009). As folhas apresentaram espessuras de 0,15 +
0,02 mm para uvaia, 0,26 + 0,02 mm para feijoa e 0,27 £ 0,02 mm para grumixama. Segundo
Wang e Chao (2002) quanto mais finas sdo as amostras nas mesmas condi¢Ges de secagem,
mais ingremes sdo as curvas e menor € o tempo de secagem necessario para atingir o equilibrio,
influenciando assim no aumento da taxa de secagem. A umidade inicial das folhas também

pode corroborar com este comportamento, como observado neste estudo, onde as folhas de
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uvaia tiveram as maiores taxas de secagem e menor umidade inicial e espessura, quando
comparada as folhas de grumixama e feijoa, em todas as temperaturas avaliadas (Figura 14).

Ao avaliar as curvas de secagem de cada espécie individualmente, observou-se que o
tempo de secagem para atingir a umidade de equilibrio reduziu de 330 para 90 min, quando a
temperatura do ar foi aumentada de 40 para 60°C nas folhas e uvaia, mantendo a velocidade do
ar constante em 0,77 m/s. A grumixama apresentou 0s maiores tempos de secagem 590min a
40°C, 330min a 50°C e 240min a 60°C. A feijoa atingiu a umidade de equilibrio em 540min a
40°C, 250min a 50°C e 110min a 60°C (Tabela 6). Segundo Babu et al. (2018) materiais
diferentes possuem curvas de secagem diferentes, portanto, apesar de o material deste estudo
serem folhas da mesma familia, ambas possuem diferentes caracteristicas morfoldgicas e de
composicdo quimica que contribuem para reduzir a resisténcia interna a transferéncia de calor
e massa.

Vérios outros estudos avaliaram as cinéticas de secagem de folhas, mas ndo foi
encontrada nenhuma pesquisa com as folhas de uvaia, grumixama e feijoa, para efeito de
comparagdo. Poomsa-Ad, Deejing e Wiset (2011) obtiveram curvas de secagem para as folhas
do limdo Kaffir e reportam umidade de equilibrio na temperatura de 60°C com
aproximadamente 200 min, porém este tempo passou a 600min quando foi aplicada a
temperatura de 40°C. Canabarro et al. (2019) obtiveram umidades de equilibrio em 70min a
70°C, 120min a 60°C e 240min a 50°C, para as curvas de secagem de folhas de pitanga (E.
uniflora). Valores estes que corroboram com os encontrados no presente estudo.

Ao atingir a umidade de equilibrio, as folhas apresentaram umidades finais (bu) que
variaram entre 1,52 + 0,23 e 10,45 + 0,78% (Tabela 3.4). Estes valores estdo dentro do limite
preconizado pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), que estabelece um teor
méaximo de 12% de umidade (bu), na portaria n°519, de 1998 que aprova o regulamento de
identidade e qualidade de chas (BRASIL, 1998). Porém, para atingir a umidade estabelecida
pela portaria citada poderiam ser utilizados tempos menores de secagem. A uvaia atingiria a
umidade (bu) preconizada na legislacdo em 40, 90 e 200min para as temperaturas de 60, 50 e
40°C, respectivamente. Para a grumixama 0s tempos necessarios seriam 100, 180 e 450min
para as temperaturas de 60, 50 e 40°C, respectivamente. Por fim, para a feijoa os tempos seriam
70, 160 e 450 min nas temperaturas de 60, 50 e 40°C respectivamente. Sendo estes 0s tempos
necessarios para que as folhas sob estas condi¢Ges de temperatura, velocidade do ar e umidade,

para atingir a estabilidade comercial e estarem seguras para comercializagéo.
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Tabela 3.4. Condiges de temperatura (°C) e tempo, umidade final em base seca (bs) e em
base umida (bu) das folhas de uvaia, grumixama e feijoa in natura e secas nas temperaturas de

40, 50 e 60°C.
. Umidade final Umidade final
e g g (o0
(g H20/ g SS) (%)
in natura 0,8125 + 0,0884 44,76 + 1,69
Uvaia 40°C/ 330m!n 0,1200 + 0,0141 10,45+ 0,78
50°C/ 120min 0,1110 + 0,0057 9,97 + 0,44
60°C/ 90min 0,0390 +0,0141 3,75+1,34
in natura 1,0571 + 0,0540 51,37 £1,28
Grumixama 40°C/ 590m!n 0,0825 + 0,0073 7,62 +0,62
50°C/ 330min 0,0373 + 0,0057 3,60 +£0,53
60°C/ 240min 0,0155 + 0,0023 1,52 +0,23
in natura 1,3614 + 0,0364 57,64 + 0,65
Feijoa 40°C/ 540m!n 0,1147 + 0,0004 10,30 + 0,04
50°C/ 250min 0,1040 + 0,0042 9,40 £ 0,33
60°C/ 110min 0,1010 + 0,0028 9,15+0,23

Fonte: Autor.

A Figura 3.3 apresenta o ajuste linear na regido de taxa constante das curvas de
secagem das folhas de uvaia, grumixama e feijoa secas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C e a
Tabela 3.5 apresenta os valores das taxas, seus respectivos R2 e a umidade critica de cada
tratamento. O periodo de taxa constante é caracterizado pelo momento inicial da cinética em
que a dgua se movimenta nas folhas na mesma velocidade em que € evaporada na superficie,
sendo assim, fatores como a forma fisica do produto e as condicGes externas de temperatura,
velocidade do ar de secagem, direcdo do fluxo de ar e umidade relativa, exercem uma grande
influéncia sobre o processo de transferéncia de massa que ocorre na superficie do material seco
(FELLOWS, 2006; INYANG; OBOH; ETUK, 2018).

Na Figura 3.3 observa-se que a taxa de secagem (coeficiente angular da equacao da
reta) aumentou com o incremento da temperatura do ar de secagem, uma vez gque 0S maiores
valores das taxas de secagem foram obtidos a 60°C, em todas as espécies avaliadas. Porém o
impacto da alteracdo da temperatura nas taxas de secagem foi diferente para cada espécie, por
exemplo, a alteracdo da temperatura de 60°C para 40°C reduziu os valores das taxas no periodo
constante das folhas de uvaia, grumixama e feijoa em 80%, 72% e 81%, respectivamente. As
folhas de uvaia apresentaram as maiores taxas de secagem em todas as temperaturas avaliadas,
seguido da feijoa e grumixama. Este comportamento pode estar associado, entre outros fatores,

a espessura e a umidade inicial das folhas como mencionado anteriormente.
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Figura 3.3. Ajustes lineares da taxa de secagem no periodo de taxa constante das folhas de: A)
uvaia, B) grumixama e C) feijoa secas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C.
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Tabela 3.5. Taxas de secagem no periodo constante, coeficiente de determinacdo, umidade
critica (Xc) e tempo para atingir a umidade critica das folhas de uvaia, grumixama e feijoa
secas a 40, 50 e 60°C.

Taxa de secagem Xe Tempo
Espécie T (°C) (g Hzo.glsS'l. R2 (g H20/ g SS) (min)
min™)

40°C 0,0043 0,9848 0,263 120
Uvaia 50°C 0,0095 0,9730 0,237 60
60°C 0,0216 0,9903 0,174 30
40°C 0,0028 0,9762 0,443 210
Grumixama 50°C 0,0063 0,9604 0,374 100
60°C 0,0100 0,9734 0,236 80
40°C 0,0040 0,9788 0,381 250
Feijoa 50°C 0,0084 0,9847 0,186 140
60°C 0,0206 0,9808 0,170 60

Fonte: Autor.

Segundo Ateeque et al. (2014) temperaturas mais altas consequentemente aumentam
0 gradiente de presséo de vapor das folhas, fazendo com que taxa de difuséo da umidade do
interior das folhas para as superficies também aumente, favorecendo assim a transferéncia de
massa. Além disso, a composicado quimica das folhas principalmente em termos de umidade,
fibras e o teor de lipidios superficiais das folhas podem influenciar na difusdo da umidade, bem
como nos valores obtidos para as taxas de secagem.

Resultados similares aos encontrados neste estudo foram reportados por Doymaz
(2006) em folhas de menta (Mentha spicata L.), o autor observou que a taxa de secagem
aumentou com o aumento da temperatura do ar de secagem das folhas de 35 para 60°C. O
mesmo foi verificado por Premi, Sharma e Upadhyay (2012) ao analisarem as taxas de secagem
das folhas de moringa (Moringa spp.) secas nas temperaturas de 50, 60, 70 e 80°C.

O periodo de taxa constante das curvas de secagem das folhas de uvaia, grumixama e
feijoa é delimitado pelo teor de umidade critico (Xc). A Tabela 3.5 apresenta os valores e 0
tempo em que o X foi obtido para cada curva de secagem. O X. e o tempo no qual foi atingido
variou entre as amostras, este fato se deve a umidade critica depender da facilidade com que a
umidade se desloca no interior do sélido (FOUST et al., 1982), sendo assim, fatores como
composicao quimica das folhas, morfologia e temperatura do ar de secagem podem interferir
diretamente nos resultados obtidos. Dentre estes fatores, a mudanca de temperatura apresentou
uma grande influéncia nos resultados, uma vez que houve uma reducdo da X e do tempo com
0 aumento da temperatura, em todas as espécies. Os valores e o tempo da X também podem

estar relacionados aos resultados obtidos com as taxas de secagem, onde observou-se que
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quanto maior a taxa menor o valor e o tempo da X.. Contudo, os resultados apresentados na
Tabela 3.5 indicam que temperaturas de secagem mais elevadas, aumentam as taxas de secagem
na fase de taxa constante, removendo em uma maior quantidade e mais rapidamente a agua
livre na superficie das folhas até o atingimento da X.

A Figura 3.4 apresenta a variagdo da taxa de secagem em funcéo da razdo de umidade
das folhas de uvaia, grumixama e feijoa, durante todo o processo de secagem calculada como
0 quociente da variacdo da umidade e da variagdo do tempo. A diferenca na inflex&o das curvas
em funcdo das temperaturas do ar de secagem indica que este pardmetro teve um efeito
significativo na velocidade em que a umidade foi removida em todas as folhas. Observa-se que
0 aumento da temperatura promoveu um aumento tanto na taxa da etapa constante quanto na
decrescente corroborando com o comportamento observado nas curvas de secagem e os valores
de umidade critica.

A taxa de secagem pode apresentar dois periodos que se diferenciam, como foi
discutido anteriormente, em funcdo dos processos de transferéncia de massa dominantes séo
denominados periodo de taxa constante e periodo de taxa decrescente (FELLOWS, 2006).
Observando os graficos apresentados na Figura 3.5, percebe-se que no processo de secagem das
folhas, independentemente da matriz e da temperatura utilizada ocorreu um prolongado periodo
de taxa constante com consequente periodo de taxa decrescente mais curto. Corroborando com
os dados encontrados no ajuste linear da taxa constante de secagem e valores de X, (Figura 3).

Contudo, os resultados apresentados indicam que o processo de secagem foi eficiente
para remocdo da umidade das folhas de uvaia, feijoa e grumixama. Mas, além das consideracfes
relatadas acima sobre o efeito temperatura do ar de secagem nas curvas de secagem, este
parametro também pode ser um fator crucial na manutencdo da qualidade e quantidade dos

compostos bioativos nas folhas secas e, portanto, este efeito deve ser avaliado.



141

Figura 3.4. Variacgdo das taxas de secagem em funcdo da raz&o de umidade das folhas de
uvaia, grumixama e feijoa nas temperaturas de 40, 50 e 60°C.
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3.2 MODELAGEM MATEMATICA DAS CURVAS DE SECAGEM

3.2.1 Coeficiente de difusdo e energia de ativagdo

Os valores obtidos para o coeficiente de difuséo (Def) e para a energia de ativagéo (E.)
das folhas de uvaia, grumixama e feijoa secas nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, sdo
apresentados na Tabela 3.6 Os ajustes do modelo da segunda lei de Fick aos dados
experimentais das curvas cinéticas das folhas sdo apresentados no Apéndice C.

Tabela 3.6. Coeficiente de difusdo da umidade (Der) e energia de ativagédo (Ea) das folhas de
uvaia, grumixama e feijoa secas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C.

. Temperatura  Derx107? Ea
Espécie 0 (mls) R2 SQE REQM \ yimol)

40 0,59 0,9337 0,1112 0,0809

Uvaia 50 1,44 0,9478 0,0559 0,0748 70,63
60 3,04 0,9556 0,0384 0,0800
40 0,95 0,9624 0,1012 0,0571

Grumixama 50 2,43 0,9766 0,0384 0,0428 62,68
60 4,02 0,9552 0,0778 0,0657
40 1,04 0,9433 0,1577 0,0737

Feijoa 50 2,55 0,9069 0,1850 0,0987 79,94
60 6,56 0,9199 0,0955 0,1030

Onde, R? (coeficiente de determinacdo), SQE (Soma de Quadrados do Erro), REQM (Raiz do Erro Quadratico
Médio) sdo os parametros da qualidade do ajuste da Der.
Fonte: Autor.

O processo de difusdo do vapor d’agua através da matriz (folhas) ¢ induzido
principalmente pelo gradiente da pressao de vapor e € 0 mecanismo de transferéncia de massa
predominante na secagem das folhas. Portanto, os valores aqui apresentados para 0s
coeficientes de difusdo efetivos descrevem uma propriedade das folhas, no qual representa a
velocidade média em que o vapor d’agua ¢ transportado para fora do material. Sendo assim,
este € um dos principais parametros utilizados para avaliar e/ou controlar a cinética de secagem
de alimentos, uma vez que a partir da determinacdo do Def podem ser previstos tempos médios
de secagem, a distribuicdo e o transporte da umidade interna do material, além de possibilitar a
determinacdo de pardmetros termodindmicos (energia de ativacdo, entalpia, entropia e energia
livre de Gibbs) que permitem avaliar gastos energéticos e sdo importantes informacdes para
projetar secadores (AGUERRE; GABITTO; CHIRIFE, 1985; CRANK, 1975; OLIVEIRA et
al., 2015; SILVA et al., 2017). A Des das espécies de folhas avaliadas variou de 5,98x102% a
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6,56x1012 m?/s esta variacdo se deu em funcdo da temperatura do ar de secagem e em funcio
da espécie.

Outros autores reportam valores do coeficiente de difuso entre 1,48x102° a 9,74x10°
11 'm2/s para folhas de alecrim (MGHAZLI et al., 2017), Reis et al. (2012) obtiveram valores
entre 9,10x1072 a 2,92x10** m?/s para folhas de manjericéo e Park, Vohnikova e Brod (2002)
obtiveram valores para Der que variaram entre 4,77x10™" a 2,94x1012 m¥s para folhas de menta.
Sendo estes valores proximos aos encontrados no presente estudo para as folhas de uvaia,
grumixama e feijoa.

Analisando os dados em funcéo da temperatura, observa-se que 0 Der aumenta com o
aumento da temperatura do ar de secagem para todas as espécies de folhas, o0 que sugere que,
para menores temperaturas as folhas oferecem uma maior resisténcia interna ao transporte de
agua, resultando em menores Der (SHARMA; PRASAD; CHAHAR, 2009; XIAO et al., 2010).
Estes resultados corroboram com dados das curvas de secagem e das taxas de secagem obtidos
neste trabalho.

Ao comparar os valores de Der por espécies, observou-se que as folhas de uvaia
apresentaram os menores valores para as Der em todas as temperaturas de secagem avaliadas,
seguido da grumixama e da feijoa (U<G<F). Este fato pode ser devido a diferencas na
composicao quimica e morfologia das folhas (porosidade) conforme observado por Yin et al.
(2015) e Aguilera (2005). Por outro lado, Maroulis et al. (2001) reportaram que o teor de
umidade inicial das amostras possui um efeito significativo na Det, quando avaliaram o processo
de secagem de diferentes amostras (milho, arroz, macé, banana, uva, cenoura, alho, cebola e
batata) observou um incremento no valor de Def com 0 aumento do teor de umidade amostras.
Neste sentido, a umidade inicial (bs) das folhas de uvaia, grumixama e feijoa foi de 0,81 + 0,09,
1,06 £ 0,05 e 1,36 £ 0,04 g H20/ g SS, respectivamente (Tabela 3.4) o que pode ter contribuido
para 0 comportamento observado no Desr.

A Tabela 3.6 apresenta os dados da energia de ativacdo para cada espécie, os valores
de In(Def) das folhas de uvaia, grumixama e feijoa foram plotados em funcéo da temperatura
absoluta (1/T) e realizado o ajuste linear (Figura 3.5). Em todas as espécies de folhas verificou-
se a presenca de uma linha reta na faixa de temperatura de secagem investigadas, com elevados

coeficientes de determinacdo (R2 >0,97), indicando a dependéncia de Arrhenius.
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Figura 3.5. Representacdo de Arrhenius para a relagdo entre o coeficiente de difusdo efetivo e
a temperatura absoluta para as folhas: A) uvaia, B) grumixama e C) feijoa.
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Fonte: Autor.

Observa-se um bom ajuste da equacdo de Arrhenius aos dados experimentais com
coeficientes de determinacdo acima de 0,98 e os valores da energia de ativacdo estimados
variaram de 62,68 a 79,94 kJ/mol para as espécies avaliadas. A energia de ativacdo pode ser

definida como a energia minima exigida pelo sistema para que um determinado processo ocorra.
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Segundo Corzo, Bracho e Alvarez (2008) valores da energia de ativagdo mais altos indicam
uma maior barreira termodinamica que deve ser ultrapassada para que o processo de difuséo
ocorra. Neste sentido, a feijoa apresentou os maiores valores de Ea quando comparada as demais
espécies. Este comportamento indica que as folhas de feijoa possuem um conjunto de
caracteristicas termodindmicas que exige uma maior quantidade de energia do sistema para se
iniciar o processo de difusdo.

Nourhénea, Mohammed e Nabil (2008) avaliando o processo de secagem de folhas de
diferentes variedades de oliva, citaram valores de energia de ativagéo entre 52,15 a 83,60 kJ/mol
para as variedades Chetoui e Zarrazi, respectivamente. Bensebia e Allia (2015) estudando a
secagem de folhas de alecrim a 40, 50 e 60°C reportaram E, de 66,3 kJ/mol, valores similares
foram reportados por Goneli et al. (2014) ao secar folhas de erva baleeira (Cordia verbenacea
DC.) nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70° obtiveram a energia de ativacdo de 62,89kJ/mol.
Mujaffar e John (2018) encontraram valores para E. das folhas de capim-limao (Cymbopogan
citratus) que variaram entre 58,894 e 67,917 kJ/mol e segundo os autores esta variacdo ocorreu
em funcéo da alteracdo da velocidade do ar (0,5, 1 e 2 m/s). Deste modo, os dados encontrados
na literatura para Ea em folhas séo proximos ao encontrado neste estudo para as folhas de uvaia,

grumixama e feijoa.

3.2.2 Avaliacéo do ajuste dos modelos empiricos e semi-empiricos

Os modelos empiricos e semi-empiricos de Newton, Page, Henderson e Pabis,
Logaritmico e Wang e Singh foram ajustados aos dados experimentais das curvas cinéticas de
secagem das folhas de uvaia, grumixama e feijoa. Os parametros dos modelos e as avaliacdes
estatistica dos ajustes em termos de R2, SQE e REQM sdo apresentados nas Tabelas 3.7-3.9.

Os modelos empiricos e semi-empiricos originam-se da segunda lei de Fick e na lei do
resfriamento de Newton aplicada a transferéncia de massa, de modo a fornecer elementos para
estudar a resisténcia externa a transferéncia de umidade, portanto estes modelos se restringem
a avaliacdo dos fenbmenos de remocédo de umidade na superficie das folhas sem considerar a
resisténcia interna (ERBAY; ICIER, 2010; INYANG; OBOH; ETUK, 2018).

Segundo Sharma, Verma e Pathare (2005) o coeficiente de determinacéo € o principal
critério utilizado para selecionar o melhor ajuste das equacfes as curvas de secagens das
amostras desidratadas. O menor valor do coeficiente de determinacéo foi de 0,9619, sendo que

para a maioria dos ajustes este parametro foi superior a 0,99, indicando assim um bom ajuste
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dos modelos aos resultados experimentais uma vez que, todos os valores do R? sdo maiores que

o valor minimo recomendado (0,93) por Madamba, Driscoll e Bucklel (1996).

Tabela 3.7. Ajuste dos modelos aplicados aos dados experimentais das curvas cinéticas das
folhas de uvaia.

Modelo T (°C) Parametros* R2 SQE REQM
40 k=0,0116 0,9878 0,0204 0,0347

Newton 50 k= 0,0265 0,9860 0,0150 0,0387
60 k= 0,0545 0,9832 0,0145 0,0492

40 k=0,0054, n=1,1720 0,9950 0,0084 0,0229

Page 50 k=0,0130, n=1,1870 0,9938 0,0066 0,0271

60 k=0,0176, n=1,3620 0,9989 0,0009 0,0137

Henderson e 40 k=0,0119, a=1,0280 0,9890 0,0184 0,0340
Pabis 50 k=0,0272, a= 1,0270 0,9871 0,0138 0,0392

60 k= 0,0560, a= 1,0330 0,9846 0,0133 0,0516

40  a=1,1200, k= 0,0093, c=-0,1192 0,9978 0,0037 0,0158

Logaritmico 50 a=1,1740, k= 0,0187, c=-0,1816 0,9996 0,0004 0,0075
60  a=1,1290, k= 0,0433, c=-0,1136 0,9954 0,0040 0,0315

Wana and 40  a=-0,0087, b= 1,90x10°% 0,9965 0,0058  0,0191
Sir? h 50  a=-0,0193, b= 9,54x10°% 0,9964 0,0038  0,0206
| 60  a=-0,0384, b=0,0004 0,9991 0,0008  0,0126

*Correspondem aos coeficientes de ajuste dos modelos: k é a constante de secagem (min), n, a e ¢ sdo constantes
adimensionais. Onde, R? (coeficiente de determinacdo), SQE (soma dos quadrados do erro), REQM (raiz do erro
quadratico médio) sdo os pardmetros da qualidade do ajuste dos respectivos modelos.

Tabela 3.8. Ajuste dos modelos aplicados aos dados experimentais das curvas cinéticas das
folhas de grumixama.

Modelo T (°C) Parametros* R2 SQE REQM
40 k=0,0051 0,9918 0,0222 0,0267

Newton 50 k=0,0124 0,9928 0,0118 0,0237

60 k=0,0197 0,9892 0,0188 0,0323

40 k=0,0046, n=1,0190 0,9919 0,0218 0,0270

Page 50 k=0,0136, n=0,9796 0,9930 0,0116 0,0240

60  k=0,0090, n=1,1890 0,9969 0,0053 0,0177

Henderson e 40  k=0,0050, a=0,9816 0,9924 0,02057 0,02618
Pabis 50 k=0,0120, a= 0,9736 0,9939 0,01004 0,0224

60 k=0,0204, a= 1,038 0,9907 0,01609 0,03077

40 a=1,0720, k= 10,0038, c=-0,1204 0,9986 0,0038 0,0115

Logaritmico 50 a=1,0210, k= 0,0102, c=-0,0679 0,9971 0,0047  0,0157
60 a=1,0840, k= 0,0169, c=-0,0727 0,9976 0,0043  0,0163

Wana and 40  a=-0,0039, b= 4,00x10 0,9813 0,0505 0,0410
Sir? h 50 a=-0,0089, b=2,02x10% 0,9701 0,04913 0,04956
g 60 a=-0,0137, b= 4,69x10° 0,9934 0,01148 0,02599

*Correspondem aos coeficientes de ajuste dos modelos: k é a constante de secagem (min), n, a e ¢ sdo constantes
adimensionais. Onde, R2 (coeficiente de determinacdo), SQE (soma dos quadrados do erro), REQM (raiz do erro
quadratico médio) sao os parametros da qualidade do ajuste dos respectivos modelos.
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Tabela 3.9. Ajuste dos modelos aplicados aos dados experimentais das curvas cinéticas das
folhas de feijoa.

T

Modelo °C) Paréametros R? SQE REQM
40  k=0,0059 0,9910 10,0252 0,0295

Newton 50 k=0,0137 0,9619 0,0757 0,0631
60 k=0,0344 0,9654 0,0413 0,0677

40  k=0,0028, n=1,1460 0,9968 0,0089 0,0179

Page 50 k=0,0024, n=1,3920 0,9904 0,0190 0,0325

60  k=0,0055, n=1,5170 0,9986 0,0016 0,0143

Henderson e 40  k=0,0061, a= 1,0270 0,9921 0,0221 0,0281
Pabis 50 k=0,0145, a=1,0690 0,9676 0,0644 0,0598

60  k=0,0365, a=1,0710 0,9713 0,0342 0,0654

40  a=1,1100, k= 0,0048, c=-0,1120 0,9992 0,0024 0,0093
Logaritmico 50 a=1,3280, k= 0,0082, c=-0,3208 0,9948 0,0103 0,0246
60 a=1,1970, k=0,0263, c=-0,1549  0,9882 0,0141 0,0448

Wang and 40  a=-0,0045, b= 5,24x10® 0,9952 0,0133 0,0218
Sir? h 50  a=-0,0098, b=2,34x10° 0,9977 0,0046 0,0160
° 60  a=-0,0247, b= 0,0002 0,9957 0,0052  0,0254

*Correspondem aos coeficientes de ajuste dos modelos: k é a constante de secagem (min™), n, a e ¢ sdo constantes
adimensionais.Onde, R2 (coeficiente de determinagdo), SQE (soma dos quadrados do erro), REQM (raiz do erro
quadratico médio) sdo os pardmetros da qualidade do ajuste dos respectivos modelos.

Fonte: Autor.

Todos os modelos avaliados apresentaram valores satisfatorios para os parametros de
qualidade, elevados RZ e baixos valores para 0 SQE e REQM para as folhas de uvaia,
grumixama e feijoa. No entanto, os modelos de Page e Logaritmico foram os que melhor se
ajustaram aos dados experimentais, onde obtivemos melhores valores para 0s parametros de
avaliacdo do ajuste (R? >0,988 e menores SQE e REQM), para todas as espécies de folhas.
Dentre estes modelos, o Logaritmico teve também a melhor representacdo grafica para todas as
folhas em todas as temperaturas de secagem (Apéndice D), bem como os menores valores para
SQE e REQM que variaram entre 0,0004 a 0,0141 e entre 0,0075 a 0,0448, e distribuicao
aleatoria dos residuos (Apéndice E), demonstrando assim um bom ajuste aos dados
experimentais. Sendo assim, o modelo Logaritmico foi selecionado para representar o
comportamento da secagem convectiva em camada fina das folhas de uvaia, grumixama e
feijoa.

Entre os parametros dos modelos o valor de “k” referente a constante de secagem (min
1), reflete uma combinagio de fendmenos que ocorrem durante o processo de secagem e que
envolvem difusividade da umidade, condutividade térmica, calor da interface e coeficientes de
transferéncia de massa (MARINOS-KOURIS; MAROULLIS, 2015). Os valores de k no modelo
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Logaritmico variaram entre 0,0093 a 0,0433 para uvaia, 0,0038 a 0,0169 para grumixama e
0,0048 a 0,0263 para a feijoa. Em todas as espécies o valor de k aumentou com o0 aumento da
temperatura, logo, estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos nas curvas de
secagem, taxas e coeficientes de difuséo.

O modelo Logaritmico ja foi aplicado e indicado por outros autores para descrever
curvas de secagem de produtos agricolas. Kadam, Goyal e Gupta (2011) estudaram a secagem
de folhas de manjericdo a 55, 60 e 65°C em secadores tipo tunel e de bandejas e avaliaram 0
ajuste de seis modelos matematicos as curvas de secagem. Segundo estes autores o modelo
Logaritmico foi o que melhor se ajustou aos resultados experimentais e reportam valores de k
entre 0,0099 a 0,0618. Ashtiani, Salarikia e Golzarian (2017) também concluiram que o modelo
Logaritmico foi o melhor para representar as curvas de secagem das folhas de horteld pimenta,
durante a secagem convectiva usando temperaturas de 30, 40 e 50°C e velocidade do ar de 0,5,
1e 1,5m/s. Os autores obtiveram valores de k que variaram entre 0,0019 a 0,0031 e observaram
um incremento neste pardmetro com o aumento da temperatura do ar de secagem. Estes
resultados corroboram com os valores encontrados para as folhas avaliadas neste estudo.

Em outro estudo, folhas da videira betel (Piper betel L.) foram secas em secadores tipo
tlnel e tipo bandeja nas temperaturas de 50, 60 e 70°C e foram determinadas experimentalmente
as curvas de secagem e ajustados a onze modelos empiricos e semi-empiricos, dentre 0s quais
0 modelo Logaritmico. Os autores reportaram que o modelo Logaritmico foi o que melhor se
ajustou aos dados experimentais da secagem em tdnel e obtiveram k=0,0060 para a secagem
realizada a 60°C, os valores de k para as demais temperaturas ndo foram mencionados. O
modelo de Page modificado foi o mais indicado para descrever a secagem em bandeja
(BALASUBRAMANIAN et al., 2011). Doymaz (2009) apesar de ndo reportar valores para k,
também considerou o modelo Logaritmico como o mais adequado para representar as curvas
de secagem das folhas de espinafre, quando comparado aos modelos de Henderson e Pabis,
Lewis e Page, esta observacdo foi realizada de acordo com a avaliacdo dos parametros de
qualidade do modelo (R2z e X?).

Deste modo, resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os resultados
encontrados na literatura para o ajuste de curvas de secagem de diferentes espécies de folhas,
demostrando assim que o modelo Logaritmico descreve adequadamente o comportamento da
secagem para as folhas para uvaia, feijoa e grumixama nas trés temperaturas avaliadas.

Os parametros adimensionais “a” e “c” do modelo Logaritmico correspondem a uma

indicacdo da forma e a uma constante empirica, respectivamente (ERBAY:; ICIER, 2010). Os
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valores de a obtidos nos ajustes das curvas variaram de 1,12 a 1,17 para as folhas de uvaia, 1,02
a 1,08 para as folhas de grumixama e 1,11 e 1,32 para as folhas de feijoa. Estes dados sdo
préximos aos encontrados para folhas de horteld pimenta, que variaram de 0,92 a 0,98
(ASHTIANI; SALARIKIA; GOLZARIAN, 2017) e para folhas de coentro que variaram de
0,96 a 0,99 (SARIMESELLI, 2011).

O parametro ¢ obteve valores negativos para todas as espécies de folhas que variaram
de -0,18 a -0,11 para uvaia, -0,12 a -0,07 para grumixama e -0,32 a -0,11 para a feijoa. Na
literatura foram encontrados valores similares que variaram entre -0,26 a -0,008 para folhas de
alecrim (MGHAZLI et al., 2017), Demir et al. (2004) reportam valor de ¢ de 0,019 para folhas
de louro e Torki-Harchegani et al. (2016) encontraram valores entre -0,10 e -0,01 para folhas
de horteld pimenta. Os valores de a e ¢ também sdo similares para o ajuste do modelo
Logaritmico em outras espécies agricolas, como por exemplo cebola em fatias (SHARMA;
VERMA; PATHARE, 2005), meldo (Solanum muricatum Ait) em fatias (URIBE et al., 2011),
batata em fatias (AKPINAR; MIDILLI; BICER, 2003) e yacon (Smallanthus sonchifolius) em
fatias (SHI; ZHENG; ZHAO, 2013).

3.3 PLANEJAMENTO FATORIAL

O planejamento fatorial 22 com a adi¢cdo de dois pontos centrais foi escolhido para
otimizacdo do processo de producdo dos extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa. Os
valores investigados para as variaveis tempo e concentracao do solvente, assim como a resposta
(variavel dependente) em termos de rendimento de extrato (%) dos respectivos experimentos
sdo apresentados na Tabela 3.10 para as folhas de uvaia, grumixama e feijoa, respectivamente.
A partir dos resultados dos rendimentos foram construidos os diagramas de Pareto conforme
apresentados nas Figuras 3.6-3.8 e seus correspondentes valores dos efeitos, coeficientes da
regressao e tabelas ANOVA.

Os valores de rendimentos dos extratos brutos secos de cada tratamento variaram entre
21,72 a 32,04% para as folhas de uvaia, 28,95 a 34,47% para as folhas de grumixama e 22,05
a 26,01% para as folhas de feijoa. Os maiores rendimentos obtidos para as folhas de grumixama
podem ser atribuidos a composi¢do quimica das folhas que pode ter contribuido para uma maior
solubilidade dos compostos nas condicdes testadas de extracéo.

Beyhan, Elmastas ¢ Gedikli (2010) encontraram valor similar para o rendimento do

extrato das folhas da feijoa de 22,12% obtido pelo método convencional de extracdo e
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utilizando metanol PA como solvente. Takao, Imatomi e Gualtieri (2015) obtiveram
rendimentos de extracdo para doze espécies de Myrtaceaes que variaram de 10,4% para as
folhas de Hexachlamys edulis a 29,2% para as folhas de Psidium australe, sendo estes extratos
aquosos. Fu et al. (2016) avaliaram os rendimentos de extracdo da folha de batata doce
(Ipomoea batatas L.) e os ensaios foram realizados com dez diferentes solventes, os autores
obtiveram valores de rendimento que variaram entre 20,3 + 0,5% para o extrato produzido com
etanol 90% a 33,4 + 0,4% para o extrato produzido com acetona 50%. Portanto, estes dados
corroboram com os encontrados no presente estudo e as diferencas nas concentragbes de
rendimento do extrato bruto das folhas séo geralmente associadas a composi¢éo das folhas, tipo

de solvente, proporc¢éo soluto e solvente e método de extracao.

Tabela 3.10. Niveis, varidveis e a respostas obtidas para o planejamento fatorial 22 para
obtencdo dos extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa.

Ensaio Tempo  Metanol:agua Rendimento de extrato bruto seco (%)
(min) (VIv)

Uvaia Grumixama Feijoa
1 120 50:50 21,72 29,09 22,05
2 60 50:50 22,72 28,95 24,14
3 60 80:20 32,04 33,39 25,96
4 120 80:20 30,86 34,47 26,01
5 90 65:35 25,73 33,81 23,19
6 90 65:35 25,36 33,33 23,46

Fonte: Autor.

Os diagramas de Pareto apresentados nas Figuras 3.6-3.8 para as folhas de uvaia,
grumixama e feijoa, respectivamente, sao uma representacdo grafica do efeito das variaveis
independentes sobre a resposta. As colunas representam a intensidade dos efeitos padronizados
(valores absolutos) do tempo (1-Tempo) e concentracdo de metanol (2-Met) e da interacao entre
as variaveis, calculadas considerando o erro puro e dispostas de modo decrescente, a linha
transversal as colunas representa o valor a partir do qual os efeitos sdo estatisticamente
significativos (RODRIGUES; IEMMA, 2014) ao nivel de 95% de confianca para as folhas de
uvaia e nivel de 89,5% de confianca para as folhas de grumixama e feijoa. Contudo, sabendo
que estes ensaios foram realizados para a otimizacdo do rendimento de extracdo para producéo
de um extrato antioxidante observamos que 0s extratos da grumixama e da feijoa produzidos

com 80% de metanol aumentaram o rendimento em 14 e 11%, respectivamente em relacdo aos
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ensaios usando metanol a 50% do fatorial. Portanto consideramos os modelos da grumixama e

feijoa adequado, apesar de apresentar uma menor qualidade do ajuste (p<0,105).

Figura 3.6. Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial 22 de producgéo do extrato das
folhas de uvaia.

(2)Met:H20 8,630975
(1)Time -1,01926
1by2 -,084159
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: Autor.

Figura 3.7. Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial 22 de producéo do extrato das
folhas de grumixama.

(2)MetH20 2,842562
(1)Time 3531493
1by2 ,2720986
p=,105

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: Autor.
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Figura 3.8. Diagrama de Pareto para o planejamento fatorial 22 de producgéo do extrato das
folhas de feijoa.

(2)Met:H20 2886574
1by2 1,068732
(1)Time -1,01879
p=,105

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: Autor.

Nos diagramas de Pareto observou-se que a variavel concentragdo de metanol
influenciou significativamente (p<0,05 para uvaia e p<0,105 para grumixama e feijoa) o
aumento do percentual de rendimento do extrato bruto seco em todas as folhas avaliadas. Os
sinais positivos desta variavel indicam que maiores concentracdes de metanol aumentaram o
rendimento do extrato bruto seco para todas as espécies avaliadas. O metanol tem sido
constantemente utilizado e citado na literatura como solvente para producdo de extratos de
diversas espécies de folhas, como por exemplo extratos metandlicos produzidos com as folhas
do cedro-de-espanha (Juniperus oxycedrus L.) (KARAMAN et al., 2003), extratos metanolicos
das folhas da Artemisia vulgaris e Artemisia campestres (KARABEGOVIC et al., 2011),
extrato metandlico das folhas de Phlomis crinita (MEROUANE; SAADI; NOUI, 2018) e
extrato metandlico das folhas de Hibiscus asper Hook.f. (HRITCU et al., 2011).

A concentracdo ideal deste solvente para extracdo, principalmente dos compostos
bioativos de espécies vegetais, pode variar de acordo com cada espécie. Por isso, faz-se
necessario a investigacdo da concentracdo ideal para as folhas de Myrtaceaes avaliadas neste
estudo. Sendo assim, os ensaios onde foram usados metanol:4gua como solvente na proporcao
de 80:20 foram obtidos os maiores valores de rendimento para todas as folhas avaliadas.
Manpong et al. (2011) compararam o indice de polaridade de diferentes concentracbes de
metanol ao da &gua pura e obtiveram o indice de 9,0 para &gua, 8,28 para a solucdo de

metanol:adgua 30:70 (v/v), 7,80 para a solucdo de metanol:dgua 50:50 (v/v), 7,32 para a solucéo
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de metanol:agua 70:30 e 6,60 para o metanol P.A, sendo assim o0s autores observaram que altas
concentracdes de metanol possuem um menor indice de polaridade quando comparado a agua.
Deste modo, estes resultados indicam que a utilizacdo da solucdo de extracdo de polaridade
intermediaria pode ter favorecido a extracdo de compostos com maior afinidade, como por
exemplo compostos fendlicos.

Sultana, Anwar e Ashraf (2009) avaliaram o efeito dos solventes (etanol PA, metanol
PA, etanol:dgua 80:20 e metanol:4gua 80:20 v/v) e dos métodos de extracdo por shaking e
refluxo para extracdo dos compostos bioativos de sete plantas medicinais, entre estas as folhas
de Moringa oleifera e Aloe barbadensis. Os autores obtiveram o maior rendimento de extragao
e a maior concentracdo de compostos fenolicos, flavonoides totais e atividade antioxidante
(poder redutor, DPPH e oxidacédo do acido linoleico) para estas folhas utilizando metanol 80%
como solvente. Resultados similares séo reportados por Martins et al. (2015) para os extratos
das folhas de salvia (Salvia officinalis L.), onde os extratos preparados com metanol:agua 80:20
(v/v) apresentam maior atividade antioxidante em todos os métodos avaliados (DPPH, poder
redutor, inibigdo do B-caroteno e inibicdo do TBARS) e atividade antifungica para algumas
espécies de candida (C. parapsilosis AD, C. parapsilosis 491861, C. tropicalis ATCC 750, C.
tropicalis T2.2) quando comparado ao extrato aquoso. Os resultados encontrados por estes
autores corroboram com a avaliacao realizada no presente estudo.

Por outro lado, a variavel tempo ndo teve efeito significativo sobre o rendimento,
indicando que em 60 min de extracdo foi atingido o0 maximo de solubilizacdo dos compostos
disponiveis nas folhas, nas condicGes de extracdo utilizadas, 0 que pode indicar que durante
este tempo o sistema atingiu a condicao de equilibrio. A interacdo entre as variaveis tempo e
concentracdo de metanol também foi calculada e ndo apresentou efeito significativo no
rendimento de extracdo. A padronizacdo de outros parametros do processo de extracdo como,
tamanho das particulas das folhas (35 mesh) e temperatura do processo podem ter favorecido o
processo extrativo fazendo com que 60 min fosse o tempo suficiente para garantir o maximo de
rendimento para todas as amostras avaliadas, nestas condigdes de processo.

As Tabelas 3.11, 3.13 e 3.15 apresentam os valores dos efeitos do tempo e da
concentracdo de metanol e seus respectivos coeficientes da regressdo linear para a otimizacéao
da producdo dos extratos de uvaia, grumixama e feijoa. As Tabelas confirmam o efeito
significativo da concentracdo de metanol (valores em negrito) no rendimento dos extratos
brutos, ao nivel de 95% de confianca para os extratos de uvaia e 89,5% para o0 extrato de

grumixama e feijoa. O mesmo pode ser verificado nas tabelas da ANOVA (Tabelas 3.12, 3.14
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e 3.16) onde o Fca>Fub para os valores obtidos para a concentragdo de metanol, portanto
rejeitou-se a hipotese nula e assumiu-se a hipotese alternativa, confirmando que existe diferenca

significativa entre os valores de rendimento obtidos com diferentes concentrages de metanol.

Tabela 3.11. Efeitos, erro padrdo, valores de t, probabilidade estatistica p, coeficientes de
regressdo linear e limites de confianca a £95% de confianca, obtidos pelo planejamento
fatorial 22 de producéo dos extratos das folhas de uvaia

Fatores Efeitos Erro t(3) p Coef. -95% +95%
padréo Reg. lim. lim.

confianga confianca

Média/ 26,4050 0,4366 60,4811 0,0003 26,4050 24,5265 28,2835

Intersecéo

Tempo -1,0900 1,0694 -1,0193 0,4153  -0,5450  -2,8456 1,7556

(V1)

[Met] 9,2300 11,0694 8,6310 0,0132 4,6150 2,3143 6,9156

(V2)*

1by2 -0,0900 1,0694 -0,0842 0,9406  -0,0450 2,3456 2,2556

*Linha em negrito corresponde ao efeito estatisticamente significativo (p=0,05).
Fonte: Autor.

Tabela 3.12. Analise de variancia (ANOVA) obtida pelo planejamento fatorial 22 de producéo
dos extratos da folha de uvaia.

Fatores SQ gl MQ F p
Tempo (V1) 1,1881 1 1,1881 1,0388 0,4153
[Met] (V2)* 85,1929 1 85,1929 74,4937 0,0131
1by2 0,0081 1 0,0081 0,00708 0,9405
Erro 2,2872 2 1,1436
Total 88,6763 5

*Linha em negrito corresponde ao efeito estatisticamente significativo (p=0,05).
Fonte: Autor.

Tabela 3.13. Efeitos, erro padrdo, valores de t, probabilidade estatistica p, coeficientes da
regressdo linear e limites de confianca a £89,5% de confianca, obtidos pelo planejamento
fatorial 22 de producéo dos extratos das folhas de grumixama.

Fatores Efeitos Erro t(3) p Coef. -89,5% +89,5%
padréo Reg. lim. lim.
confianga confianca
Média/ 32,1733 0,7052 45,6247 0,0005 32,1733 30,1723 34,1743
Intersecéo

Tempo (V1) 0,6100 1,7273 0,3531 0,7577  0,3050 -2,1456 2,7556
[Met] (V2)* 49100 11,7273 2,8425 0,1046  2,4550 0,0044 4,9056

1by2 0,4700 11,7273 0,2721 0,8111  0,2350 -2,2156 2,6856

*Linha em negrito corresponde ao efeito estatisticamente significativo (p=0,075).
Fonte: Autor.
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Tabela 3.14. Anélise de variancia (ANOVA) obtida pelo planejamento fatorial 22 de producéo
dos extratos da folha de grumixama.

Fatores SQ gl MQ F p
Tempo (V1) 0,3721 1 0,3721 0,1247 0,7577
[Met] (V2)* 24,1081 1 24,1081 8,0802 0,1047
1by2 0,2209 1 0,2209 0,0740 0,8110
Erro 5,9672 2 2,0627
Total 30,6683 5

*Linha em negrito corresponde ao efeito estatisticamente significativo (p=0,075).
Fonte: Autor.

Tabela 3.15. Efeitos, erro padrao, valores de t, probabilidade estatistica p, coeficientes da
regressao linear e limites de confianca a £89,5%, obtidos pelo planejamento fatorial 22 de
producéo dos extratos das folhas de feijoa.

Fatores Efeitos  Erro t(3) p Coef. -89,5% +89,5%
padréo Reg. lim. lim.
confianga confianca
Média/ 24,1350 10,4087 59,0484 0,0028 24,1350 22,9752 25,2947
Intersecéo

Tempo (V1) -1,0200 1,0012 -1,0188 0,4154 -0,5100 -1,9304  0,9104
[Met](V2)* 2,8000 1,0012 2,8866 0,019 14450 0,02456  2,8654

1by?2 1,0700 11,0012 11,0687 0,3970 0,5350 -0,8854 1,9554
*Linha em negrito corresponde ao efeito estatisticamente significativo (p=0,07).
Fonte: Autor.

Tabela 3.16. Analise de variancia (ANOVA) obtida pelo planejamento fatorial 22 de producéo
dos extratos da folha de feijoa.

Fatores SQ gl MQ F p
Tempo (V1) 1,0404 1 1,0404 1,0379 0,4154
[Met] (V2) 8,3521 1 8,3521 8,3323 0,1019
1by2 1,1449 1 1,1449 1,1421 0,3970
Erro 2,0047 2 1,0023
Total 12,5421 5

*Linha em negrito corresponde ao efeito estatisticamente significativo (p=0,07).
Fonte: Autor.

Contudo, podemos concluir que a variavel tempo foi um fator cinético que
provavelmente atingiu o ponto de equilibrio durante ou aproximadamente os 60min de extracao
e por isso ndo apresentou diferenca significativa com o rendimento obtido apds 120min de
extracdo. Por outro lado, a variavel concentracdo do solvente (metanol:agua) foi significativa
e, portanto, a concentracdo de 80% (v/v) de metanol foi escolhida para o processo de extracao

dos solidos totais das folhas secas de uvaia, grumixama e feijoa.
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3.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

3.4.1 Perfil de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

A fim de verificar a influéncia da temperatura de secagem no perfil dos compostos
fendlicos dos extratos, a analise em LC-ESI-MS/MS foi realizada. Foram testados 38
compostos fendlicos padrbes e destes 30 foram identificados e quantificados nas folhas de
feijoa, grumixama e uvaia. Os compostos identificados séo divididos em 15 flavonoides, 9
acidos fendlicos e 6 outros compostos (1 benzenediol, 1 hidroxibenzoato, 1 guaiacol, 1
benzopirano, 1 cinamaldeido e 1 hidroxibenzaldeido) os resultados sdo apresentados na Tabela
3.17. Os compostos, acido 2,4-dihidroxibenzdico (2,4-DHBA), acido 3,5-dinitrobenzoico, 4-
metilumbeliferona, acido siringico, acido vanilico, crisina, hesperidina e naringenina
apresentaram concentracdo menor que LD (limite de detec¢do) em todas as amostras avaliadas.

Os compostos majoritarios dos extratos das folhas in natura de uvaia, grumixama e
feijoa, correspondem a 74, 79 e 66% da concentracdo dos compostos totais, respectivamente
(Figura 3.9). O extrato das folhas in natura de uvaia apresentou como principal componente o
galato de epigalocatequina (EGCG), seguido do &cido galico, isoquercitrina e acido 2,5-
dihidroxibenzdico (2,5 DHBA). No extrato das folhas in natura de grumixama se destacaram
0 acido galico > 2,5 DHBA > isoquercitrina. O extrato das folhas frescas de feijoa tiveram
maiores concentracdes de epicatequina > catequina > acido galico > isoquercitrina. Porém, a
temperatura do ar de secagem teve um efeito significativo (p<0,05) na estabilidade térmica
destes compostos (Figura 3.10)

Foram identificados 17 compostos fendlicos no extrato das folhas in natura de uvaia,
15 compostos nas folhas secas a 40°C e 17 compostos nas folhas secas a 50°C e 60°C. Em
termos de concentracdo, os melhores resultados foram obtidos dos extratos das folhas de uvaia
secas a 50°C (CFT= 1416,66 mg Kg SS™) (Tabela 3.17). O flavonoide EGCG foi o principal
responsavel por este resultado, uma vez que nas folhas secas a 50°C sua concentragdo (1138,20
mg Kg SS?) foi 2,5 vezes maior que o encontrado nas folhas secas a 60°C (448,00 mg Kg SS°
1). Segundo Wang, Zhou e Jiang (2008) a estabilidade térmica da EGCG é reduzida, mesmo
quando submetida a temperaturas intermediarias (25-100°C), ocorrendo simultaneamente
reacdes de degradacdo e epimirizacdo que sdo potencializadas com o aumento da temperatura

e do tempo de exposicdo das amostras.



Tabela 3.17. Perfil de compostos fendlicos (mg kg SS-1) dos extratos das folhas in natura e secas de feijoa, grumixama e uvaia.
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Uvaia Grumixama Feijoa
Compostos
fendlicos (mg kg SS°
h Innatura 40°C 50°C 60°C Innatura 40°C 50°C 60°C Innatura 40°C 50°C 60°C
Flavonoides
0,46 £ 0,46 £ 0,05 0,05+ 0,05+ 0,05+ 0,05+ 0,05+ 0,05+
Apigenina 0,00 <LD <LD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 <LD 0,00
2,11+ 223+ 577+ 103z 3,85+ 503+ 081+ 509+ 61,16+ 3211+ 5965+ 58,71+
Catequina 0,59 0,47 0,04 0,04 0,53 1,67 0,04 0,08 0,66 3,64 0,67 0,24
2,14 + 2,19+ 594+ 100z 0,42 + 1,75+ 0,71+ 6,16+ 6447+ 64,76+ 6325+ 62,24+
Epicatequina 0,63 059 047 0,05 0,22 0,36 0,22 0,10 0,98 1,05 1,18 0,07
0,41+ 041+ 041+ 041+ 0,24 + 043+ 014+ 041+ 0,04+ 0,04 + 0,04 + 0,04 +
Galangina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,02 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
664,66 1138,2
614,14+ + (= 448,00+ 7,22+ 10,22 3,77+ 226+ 1124+ 262+ 10,37+ 4,02+
EGCG 29,39 16,04 6,25 3,39 0,71 +0,37 0,97 0,36 0,19 0,09 0,21 0,17
21,24 26,36 57,45 20,01+ 2480+ 21,73 1352+ 2184+ 4656+ 61,96+ 58,17+ 53,33%
Isoquercitrina 1,22 +324 %149 0,15 1,11 0,21 1,72 0,73 0,42 1,62 0,78 0,94
0,08 + 0,02 + 0,08+ 0,29% 0,54 + 0,38 + 0,45 +
Isorhamnetina <LD <LD <LD <LD 0,01 0,00 <LD 0,01 0,07 0,04 0,03 0,01
0,70 £ 0,69+ 2,73+ 0,52+ 0,41+ 0,29+ 0,08+ 044+ 937% 518 + 7,71 9,85+
Kaempferol 0,07 0,16 0,13 0,03 0,04 0,01 0,03 0,01 1,24 0,41 0,32 0,14
0,22 £ 0,03 + 0,06 + 0,12 +
Luteolina <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,03 0,01 0,01 0,01
041+ 041+ 0,04 + 0,06+ 0,04+ 0,04+ 0,05z% 0,05 + 0,05+ 0,05+
Naringina <LD 0,00 0,00 <LD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,02 + 0,09 + 0,09 +
Pinobanksin <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,01 0,02 0,00
6,90 + 789+ 233+ 849+ 0,13 0,24 + 0,17 + 0,25 +
Pinocembrina <LD <LD <LD <LD 0,31 0,21 0,79 0,17 0,02 0,02 0,01 0,01



Quercetina
Rutina

Taxifolina

Acidos fenolicos
2,5 DHBA

Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido galico
Acido sinapico
Acido benzdico
Acido fertlico
Acido p-
aminobenzoico
Acido p-cumarico
Others

3,4-DHB

Acido salicilico

8,92 +
1,17
1,23 +
0,19

<LD

20,64
1,41
1,47 +
0,01
0,91+
0,04
98,44 +
5,24
3,10 £
0,00
3,713 %
0,66

<LD
<LD

<LD

<LD

<LD

10,02
+2,05
1,40 =
0,25

<LD

11,63
+0,21
1,45+
0,01
0,91+
0,03
22,99
+4,09
3,10 £
0,00
2,87 +
0,35

<LD
<LD

<LD

<LD

<LD

37,67
+ 0,63
4,07 +
0,00

<LD

42,19
+2,34
1,46 +
0,02
1,00 £
0,13
103,08
+ 3,47
3,10 £
0,00
11,73
+2,48
0,49 +
0,11

<LD

<LD

<LD

<LD

6,72 +
0,39
1,01+
0,06

<LD

10,57 +
1,75
1,45+
0,02
0,84 +
0,04
55,43 +
2,75
3,10 +
0,00
1,70 +
0,10

<LD
0,97 +
0,00

<LD

<LD

<LD

6,10 +
0,25
0,01+
0,00
0,75
0,04

32,94 +
0,88
0,16 +
0,01
0,67 +
0,03
51,16 +
1,70
0,31+
0,00
0,09 +
0,00
0,29 +
0,03
0,10 +
0,00
0,35+
0,02

<LD

<LD

3,66 +
0,05
0,01+
0,00
1,64 +
0,27

35,82
+ 2,66
0,18 +
0,02
0,94 +
0,02
26,72
+0,75
0,31+
0,00
0,11+
0,06
0,24 +
0,01
0,10 +
0,00

<LD

<LD

<LD

1,48 +
0,48
0,01+
0,00
0,30 +
0,10

12,26 +
1,76
0,15+
0,00
0,26 +
0,06
22,06 +
4,82
0,31+
0,00
0,12 +
0,02
0,04 +
0,02
0,10 +
0,00

<LD

<LD

<LD

4,80 +
0,26
0,01+
0,00
1,56 =
0,13

31,35 %
1,54
0,19 +
0,03
0,70 £
0,04
60,72 +
1,51
0,31+
0,00
0,09 +
0,00
0,30 +
0,02
0,10 =
0,00
0,11+
0,01

0,12 +
0,00

<LD

39,86 *
1,70
0,04 +
0,01
0,92 +
0,07

3,43 £
0,95
14,96 +
0,31
18,64 +
0,99
60,31 +
2,09
0,31+
0,00
3,21+
0,34
8,91 +
0,57
0,10 +
0,00
5,06 =
0,22

0,56 *+
0,04
1,88 +
0,14

27,85 +
0,96
0,04 +
0,00
0,19 +
0,01

7,33 +
0,41
13,25 +
0,20
14,93 +
0,44
52,11 +
1,74
0,32 =
0,00
3,37 %
0,22
6,15 +
0,12
0,11 +
0,01
0,68
0,02

0,68
0,01
1,33 +
0,04

30,29 £
0,24
0,01 +
0,00
0,68 +
0,03

6,38 +
0,78
13,52 +
0,35
14,80 +
0,15
101,80 +
1,97
0,32 +
0,00
4,28 +
0,45
8,03 £
0,12
0,11+
0,00
1,27 +
0,02

1,87 +
0,04
1,74 +
0,05
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32,57 £
0,32
0,13 +
0,00
0,58 +
0,03

9,23 +
0,83
13,71
0,49
14,38 +
0,23
60,00
1,13
0,32 +
0,00
4,23 +
0,29
7,20 £
0,23
0,11+
0,00
0,78 £
0,04

3,01+
0,13
1,61 +
0,02



Coniferaldeido <LD

Cumarina <LD
0,98 +

Sinalaldeido 0,00
0,06 +

Siringaldeido 0,03

Compostos fenolicos

totais 780,69

<LD <LD <LD

<LD <LD <LD
0,98+ 0,98 +
<LD 0,00 0,00

<LD <LD <LD
1416,6
751,31 6 554,20

<LD
0,02 +
0,01
0,10 +
0,00
0,57 +
0,04

137,62

<LD
0,03 +
0,00
0,11 +
0,01
0,17 +
0,12

117,46

<LD
0,01+
0,00
0,10 +
0,00
0,08 +
0,02

58,72

<LD
0,02 +
0,02
0,10 +
0,01
0,22 +
0,01

145,55

<LD
0,55 +
0,06
0,12 +
0,02
0,70 +
0,01

352,72

0,22 +
0,02
0,08 +
0,01
0,17 +
0,00
0,44 +
0,04

296,84

0,08 +
0,01
0,02 +
0,01
0,16 +
0,00
0,43 +
0,02

385,73

<LD
0,04 +
0,00
0,12 +
0,02
0,38 +
0,06

337,57
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Notas: Os dados sdo apresentados como média + DV (mg kg SS). <LD indica que a concentragao foi inferior ao limite de detecgdo. Compostos

fenolicos totais é a soma de todos os compostos fenolicos individuais
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Figura 3.9. Principais compostos dos extratos das folhas in natura de (a) uvaia, (b) grumixama

e (c) feijoa.
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Recentemente Silva et al. (2020) identificaram trés acidos fendlicos no extrato
metanolico das folhas de uvaia: &cido clorogénico, acido cafeico e acido p-cumarico. Segundo
os autores as folhas de uvaia foram previamente secas a 50°C por 24h. Similarmente, no
presente estudo foram identificados o acido clorogénico e acido cafeico, porém em baixas
concentragdes e acido p-cumarico apresentou concentracdo <LD (Tabela 3.17). Néo foi
encontrado nenhum artigo na literatura que reporte o perfil de compostos fendlicos quantificado
das folhas da uvaia (E. pyriformis). A EGCG ¢ descrita na literatura como o principal composto
do cha verde (Camellia sinensis L.) e um potente antioxidante (STEWART; MULLEN;
CROZIER, 2005; YI et al., 2015). O seu uso tem sido amplamente estudado e associado a
beneficios a satde, como: anticancer (TAUBER; SCHWEIKER; LEVONIS, 2020), reducao do
risco de doencgas cardiovasculares, diabetes e obesidade (ENG; THANIKACHALAM;
RAMAMURTHY, 2018), prote¢do contra doengas neurodegenerativas como Parkinson e
Alzheimer e regeneracdo de neurdnios apos lesdo (KHALATBARY; KHADEMI, 2018; ZHAO

et al., 2018), entre outros.
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Figura 3.10. Efeito da temperatura de secagem sobre 0s principais compostos dos extratos das
folhas de (a) uvaia, (b) grumixama e (c) feijoa. Letras minusculas comparacdo do mesmo
composto fenolico em diferentes temperaturas de secagem das folhas.
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Foram identificados no extrato das folhas in natura da grumixama 25 compostos,
porém quando submetidas ao processo de secagem estes compostos reduziram para 24 e 23
para as temperaturas de 40 e 50°C, respectivamente. No entanto, na secagem a 60°C foram

encontrados 26 compostos fenolicos nas folhas de grumixama, com as maiores concentracdes
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(CFT= 152,30 mg Kg SS?) em relagdo aos demais tratamentos. Siebert et al. (2017)
identificaram 7 compostos fendlicos nos extratos das folhas de grumixama. Dentre estes,
catequina, isoquercetina, rutina, quercetina, galangina também foram identificadas no presente
estudo.

O é&cido galico foi o principal composto quantificado nas folhas de grumixama, esta é
uma substancia amplamente distribuida no reino vegetal, sendo também considerado o principal
4cido fenolico distribuido em produtos plant-based (LUIS et al., 2018). Este composto teve
uma maior retencdo nas amostras de folhas de grumixama secas a 60°C (60,72mg Kg SS™).
Saifullah et al. (2019) verificaram que a concentracdo do &cido galico nas folhas de murta-limao
(Backhousia citriodora) foi maior com o0 aumento da temperatura de secagem de 50 para 90°C.
A sintese de &cido galico pode ser devido a degradacdo de ester-catequinas, como (-)-galato de
epicatequina (ECG), EGCG e galocatequina galato (QIN et al., 2012; ZHOU et al., 2020).
Dentre estas, verificamos uma reducdo na concentracdo de EGCG das folhas de grumixama
secas a 60°C que pode ser um indicativo da biotransformagao em acido galico.

As folhas de feijoa apresentaram o maior nimero de compostos identificados quando
comparada as folhas de uvaia e grumixama nas mesmas condicGes, foram no total 28, 30, 29 e
29 compostos fenolicos para as amostras in natura e secas a 40, 50 e 60°C, respectivamente.
Os compostos bioativos foram melhor preservados na secagem a 50°C por 250min, sendo o
acido galico o principal composto deste tratamento (Figura 3.10). Estudos recentes de Poodi et
al. (2018) e Bimakr et al. (2019) também reportam o acido galico como principal constituinte
das folhas de feijoa sendo, portanto, compativeis aos dados encontrados neste estudo. Porém,
Cebi e Sagdic (2021) observaram uma maior concentracdo de catequina nas folhas de feijoa
coletadas na Turquia.

A menor concentracdo de compostos nos extratos das folhas frescas de uvaia a feijoa
pode ser devido a atividade enzimatica durante o processo de extracdo, ou ao efeito da
temperatura durante a secagem. Segundo Li et al. (2018) a atividade da enzima polifenol
oxidase (PPO) pode promover a conversdo quimica dos compostos fenolicos em quinonas e a
peroxidase (POD) pode oxidar os compostos fenolicos em radicais fenoxi, resultando na perda
de compostos de interesse em vegetais. Uma segunda hipdtese para este efeito seria a acdo do
bindmio tempo-temperatura usados na secagem das folhas. As temperaturas usadas na secagem
ocasionam a quebra ou a ruptura das ligacbes entre a lignina e os compostos fendlicos,
liberando-os da matriz e, portanto, facilitando a extracdo. Por outro lado, longos tempos de

secagem podem promover a degradacdo térmica dos compostos fenolicos (MAILLARD;
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BERSET, 1995). Sendo assim, o bindmio tempo-temperatura exerce uma importante funcdo na
estabilidade térmica dos compostos fenolicos em matrizes vegetais.

Por fim, as condigdes de temperatura e tempo de 50°C por 120min, 60°C por 240min
e 50°C por 250min s&o indicadas para a secagem convectiva das folhas de uvaia, grumixama e
feijoa, respectivamente. Em razdo de que nestas condi¢cbes houve uma menor perda de
compostos fendlicos individuais e maiores concentra¢fes dos compostos fendlicos totais nestas

matrizes.

3.4.2 Potencial de atividade antioxidante

A capacidade de sequestrar ou reduzir os radicais Folin-Ciocalteu (FCRC), DPPH e
FRAP dos compostos fenolicos dos extratos das folhas in natura e secas de uvaia, grumixama
e feijoa foram avaliadas e os dados séo apresentados na Figura 3.11. De modo geral, observou-
se diferencas significativas (p < 0,05) no potencial de atividade antioxidante entre as espécies
de Myrtaceae (letras maitsculas). A grumixama apresentou 0s maiores valores para o potencial
de atividade antioxidante pelos métodos FCRC e DPPH, enquanto a feijoa obteve os maiores
valores no método FRAP, em todos os tratamentos. Estes resultados indicam que os compostos
fenolicos presentes nestas espécies possuem mecanismos de acgdo distintos. Os extratos da
grumixama atuam fortemente no sequestro e reducédo de radicais livres, enquanto os extratos da
feijoa possuem maior potencial para quelar ions metalicos, formando complexos estaveis.

A temperatura de secagem influenciou significativamente (p < 0,05) o potencial de
atividade antioxidante dos extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa. As folhas de uvaia
apresentaram maiores valores de atividade antioxidante quando secas na temperatura de 50°C,
em todos os métodos avaliados. Os valores obtidos a 50°C para as folhas de uvaia foram 564,9
+ 16,5 mg GAE/g extrato seco para FCRC, 1843,9 + 8,5 mMol/g extrato seco para DPPH e
701,0 £ 15,8 mMol/g extrato seco para FRAP. Estes resultados estdo de acordo com o
encontrado no perfil de compostos fendlicos dos extratos da uvaia, uma vez que a 50°C os
compostos majoritarios (ECGC, acido galico, isoquercitrina e 2.5 DHBA) foram mantidos em
altas concentracdes quando comparados aos extratos das folhas secas a 40° e a 60°C. Silva et
al. (2020) reportam um IC50 de 1,05 mg/mL para atividade antioxidante avaliada pelo método

ABTS do extrato metanélico das folhas de uvaia.
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Figura 3.11. Potencial de atividade antioxidante dos extratos das folhas de uvaia, grumixama
e feijoa pelos métodos FCRC, DPPH e FRAP. Letras mindsculas comparagdo da mesma
amostra em diferentes temperaturas. Letras maiusculas comparacgdo entre as diferentes
amostras com 0 mesmo tratamento (p < 0,05).

700 ak

(=]
=
=]

(=)
=
L=

400
300

200

FORCZ (mg GAE g estrato seco)

100

=)

2500

2000

1500

1000

300

LPPH (mMol! g extrato seco)

in natura 40°C S0°C 60°C
“Uwata  * Grumizama #Fefjoa

1200

(=
=2
[=J
(=]

(=)
[=J
(=]

(=]
(=}
(=]

400

200

FRAP (mMol/g extrato seco)

+ Uwaia  * Grumizama #Feijoa

Os extratos das folhas de grumixama secas a 60°C apresentaram maiores valores para
0 potencial de atividade antioxidante determinada pelo método de FCRC (642,7 + 7,0 mg

GAE/g extrato seco). Por outro lado, os resultados obtidos no método DPPH demostram que a
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secagem a 40°C por 590min ndo apresentou diferenga significativa (p < 0,05) quando
comparado ao extrato das folhas in natura e, portanto, apenas quando foram utilizadas
temperaturas de secagem superiores a 50°C ocorreu uma reducédo significativa da atividade
sequestradora de radicais das folhas. Os extratos obtidos das folhas secas a 60°C apresentaram
uma reducéo de 7% no potencial de atividade antioxidante quando comparado ao extrato das
folhas in natura. Lim e Murtijaya (2007) verificaram 0 mesmo comportamento para a atividade
antioxidante (DPPH) das folhas de Phyllanthus amarus secas a 50°C quando comparada as
folhas frescas. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras de
folhas de grumixama para o potencial de atividade antioxidante determinada pelo método
FRAP. Estes resultados estdo em conformidade com os encontrados no perfil de compostos
fendlicos da grumixama, no qual o acido galico é mantido a elevadas concentragcfes na secagem
a 60°C e pode ser o responsavel pela estabilidade do potencial de atividade antioxidante em
altas temperaturas.

Os dados do potencial de atividade antioxidante da feijoa pelos métodos FCRC, DPPH
e FRAP tiveram o0 mesmo comportamento, onde o extrato das folhas in natura apresentou os
maiores valores, seguido pela secagem das folhas a 50°C. Os valores obtidos a 50°C foram
349,8 =+ 7,1 mg GAE/g extrato seco para FCRC, 1386,4 + 6,8 mMol/ g extrato seco para DPPH
e 954,8 + 27,2 mMol/ g extrato seco para FRAP. O processo de degradacgéo térmica depende
binbmio tempo x temperatura, 0 tempo para atingir a umidade de equilibrio a 40°C foi muito
longo (590min) e a temperatura de 50°C reduziu em 54% este tempo. Por outro lado, a secagem
a 60°C teve o0 menor tempo de permanéncia (240min), mas a temperatura foi suficiente para
causar a degradacdo térmica dos compostos fenolicos e do potencial de atividade antioxidante.
Estes dados estdo de acordo com os encontrados para o perfil de compostos fendlicos da feijoa,
onde a 50°C obtivemos maiores concentracfes dos compostos fendlicos totais. Poodi et al.
(2018) verificaram que o extrato das folhas de feijoa possuem um percentual de inibicdo dos
radicais DPPH, OH e ABTS de 88.12, 72.25 e 88.58%, respectivamente. Em termos de
percentual de inibicdo o extrato das folhas de feijoa secas a 50°C reduziu 86.5% o radical DPPH
sendo, portanto, estes resultados similares ao reportado por estes autores.

Contudo, a secagem a 50, 60 e 50°C das folhas de uvaia, grumixama e feijoa,
respectivamente, viabiliza a manutencdo da atividade antioxidante em todos os métodos
avaliados. Além disso, estes resultados sdo complementares aos encontrados no perfil de
compostos fendlicos para todas as espécies, confirmando o efeito positivo destas temperaturas

na conservacgdo das folhas e de seus metabolitos secundarios.
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4 CONCLUSOES

A secagem é uma etapa importante para conservacao de espécies vegetais como as
folhas. Foram obtidas diferentes curvas cinéticas de secagem paras as folhas de uvaia,
grumixama e feijoa avaliadas nas mesmas condicOes, a diferenca nas espessuras das folhas,
além das caracteristicas morfoldgicas e da composi¢do quimica (teor de umidade inicial) de
cada uma destas sdo, entre outros fatores, determinantes no processo de remocao da agua.

O aumento da temperatura do ar de secagem reduziu o tempo de secagem de todas as
folhas, aumentou a taxa de secagem no periodo de taxa constante e 0 Der. A uvaia apresentou
0s menores valores para Def em todas as temperaturas, seguido da grumixama e da feijoa. Entre
0s cinco modelos de empiricos e semi-empiricos que foram ajustados aos dados experimentais
das curvas cinéticas de secagem, o modelo Logaritmico teve o melhor ajuste aos dados, avaliado
pelos valores do R, RMSE, SSE e analise dos residuos.

Os resultados do planejamento fatorial apresentados no diagrama de Pareto, tabela dos
efeitos e ANOVA, indicaram que a concentracdo de metanol influenciou significativamente o
aumento do rendimento do extrato bruto seco das folhas de uvaia (p<0,05), grumixama e feijoa
(p<0,105). A partir do planejamento foi determinada a condicdo otimizada de extracdo em
termos de rendimento de extrato para todas as amostras de folhas: uso de solucdo de metanol a
80% (v/v) e 60 minutos de extracao.

O perfil de compostos fenolicos das folhas foi determinado por LC-ESI-MS/MS, no
qual verificamos como componentes principais o EGCG para uvaia, acido galico para
grumixama e epicatequina para feijoa. Pela primeira vez, as folhas de uvaia tiveram o perfil de
compostos fendlicos quantificado. As folhas de feijoa apresentaram a maior diversidade de
compostos fendlicos nas folhas in natura e secas, comparada com as outras espéecies. A
temperatura de secagem teve uma forte influéncia na manutencdo dos compostos individuais e
no potencial de atividade antioxidante dos extratos das folhas. Os parametros de tempo-
temperatura no processo de secagem de 50°C por 120min para uvaia, 60°C por 240min para
grumixama e 50°C por 250min para feijoa, permitiram uma maior preservacdo dos compostos

fenolicos e do potencial de atividade antioxidante.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACAO DE NANOEMULSAO PRODUZIDA POR METODO DE
BAIXA ENERGIA: EFEITO DA ADICAO DO EXTRATO DAS FOLHAS DE
GRUMIXAMA
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1 INTRODUCAO

Uma emulséo é definida com um sistema bifasico em que uma fase é dispersa, em
forma de goticulas, na fase continua. Sdo considerados trés tipos de sistemas de emulsdo,
conhecidos como 6leo (fase dispersa) em agua (fase continua) (O/A), agua (fase dispersa) em
6leo (fase continua) (A/O), e bicontinuo quando 6leo e dgua sdo interdispersos no sistema. No
entanto, estes sistemas sdo termodinamicamente instaveis e, portanto, tendem a se separarem
rapidamente em duas fases devido a acdo dos fendmenos de floculagdo, coalescéncia,
amadurecimento de Ostwald e creaming. Sendo assim, surfactantes e/ou co-surfactantes séo
utilizados para estabilizar o sistema, 0 que acontece pela formagéo do filme e diminuicdo da
tensdo superficial entre as fases (AZMI et al., 2019; SUTRADHAR; AMIN, 2013; ZIANI et
al., 2011).

Quando estas emulsbes possuem particulas com tamanho nanométrico (< 1000nm)
sdo chamadas de nanoemulsdes (WILSON et al., 2022). As nanoemulsées podem ser
preparadas por métodos de baixa energia ou de alta energia. Nos processos de alta energia sao
requeridos uma grande quantidade de forca mecéanica no sistema, os métodos incluem
homogeneizacdo por alta pressdo, microfluidizadores e ultrassom. Por outro lado, os métodos
de baixa energia sdo baseados nas propriedades fisico-quimicas dos componentes e nao
necessitam de equipamentos especificos. Estes processos sdo considerados mais eficazes que
os de alta energia para producdo de particulas pequenas, devido ao processo de brotamento,
onde o movimento rapido dos componentes na fase aquosa favorece a mudanca espontanea da
curvatura do surfactante e causa um aumento da area interfacial 6leo-agua, levando a formacéo
espontanea de goticulas. Entre estes métodos podemos citar a emulsificacdo espontanea,
temperatura de inversdo de fase, composicéo de inversdo de fase, ponto de inversdo da emulsdo
(MCCLEMENTS, 2011; SHARMA et al., 2022; SOLE et al., 2006).

O método da emulsificacdo espontanea tem sido bastante estudado, devido ao baixo
custo e facilidade de implementacdo (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2015). Este método pode
ser uma alternativa pertinente para producdo de nanoemulsdo com extratos vegetais, como
verificado por Bidone et al. (2014) e Bazana et al. (2019). Esta tendéncia converge com a atual
e crescente demanda da indUstria por aditivos naturais e de consumidores em busca de produtos
naturais, seguros e sustentaveis (SUN; XIN; ALPER, 2021). Neste sentido, as folhas de
grumixama que sdo uma fonte rica de acidos fendlicos e flavonoides com elevada atividade
antioxidante, obtidas como subproduto do manejo do Sistema Agroflorestal no estado de Santa

Catarina podem ser uma boa candidata para esta finalidade.
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Embora o extrato apresente funcionalidade a sua aplicagdo como aditivo alimentar ou
farmacéutico é um grande desafio, devido as limitacGes associadas a instabilidade de seus
compostos. Os extratos vegetais brutos sdo facilmente oxidados frente a algumas condi¢6es de
processamento, como por exemplo alteracbes de pH, elevadas condi¢bes de pressédo e
temperatura, presenga de oxigénio, limitando assim a aplicacdo, armazenamento e uso a longo
prazo (MOHAMMADI et al., 2016; PEANPARKDEE; PATRAWART; IWAMOTO, 2020;
QUAN et al., 2020; RIACHI et al., 2018). Além disso, os compostos fenolicos sao
sensorialmente descritos como adstringentes e amargos, podendo alterar o sabor quando
aplicados como aditivos em alimentos (FERRER-GALLEGO et al., 2014). Sendo assim, a
aplicacdo de nanotecnologia ao extrato das folhas de grumixama pode melhorar a sua
performance frente aos fatores limitantes de processamento e de uso a longo prazo.

A encapsulagdo de compostos naturais pelo método da nanoemulsdo tem sido uma
forma eficiente de aumentar a estabilidade fisica e promover a liberacdo controlada dos
compostos bioativos (LI; LU, 2016), aumentar a solubilidade em agua (REZAEI; FATHI,
JAFARI, 2019), proteger os compostos da degradacdo em diferentes condicbes de
processamento (HATEGEKIMANA et al., 2015) e melhorar a funcionalidade, como por
exemplo a atividade antioxidante e antimicrobiana (BAZANA et al., 2019; NIRMAL et al.,
2018). Contudo, o objetivo deste capitulo foi produzir nanoemulsdes carregadas com o extrato
das folhas de grumixama pelo método da emulsificacdo espontanea. As nanoemulsfes
produzidas foram caracterizadas quanto a eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade a longo
prazo, morfologia, analise térmica e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PRODUCAO DO EXTRATO DAS FOLHAS DE GRUMIXAMA

Folhas de grumixama foram coletadas em fevereiro de 2022, na fazenda experimental
da Ressacada (UFSC) (voucher FLOR 69709). As folhas foram higienizadas, secas a 60 °C por
240 min e entdo, o extrato foi produzido utilizando metanol 80% (v/v) como solvente, que por
altimo foi rotaevaporado e o extrato liofilizado. Os procedimentos de secagem e producdo dos

extratos foram realizados de acordo os métodos descritos no Capitulo IlI.
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2.2 PRODUCAO DAS NANOEMULSOES

Nanoemulsdes do tipo 6leo em &gua (O/A) foram produzidas pelo método da
emulsificagdo espontanea conforme metodologia descrita por (BOUCHEMAL et al., 2004). O
procedimento consistiu no preparo de uma fase organica e uma fase aquosa, seguida da juncéo
de ambas as fases e remocéo do solvente a baixa pressdo. A fase organica foi composta por 6leo
de semente de uva (Farméacia Magistrale), extrato liofilizado de folhas de grumixama e lecitina
de ovo (0,359 L acetona) (Lipoid® S75, fosfolipidios com 70% de fosfatidilcolina, Lipoid
GmbH, Alemanha). Foi produzida uma formulagdo sem adigdo de extrato, denominada
Controle e foram testadas trés diferentes formulagdes da fase organica, alterando a concentragéo
de dleo de semente de uva e de extrato liofilizado de folhas de grumixama (Tabela 4.1). Nesses
ensaios, as concentragdes dos demais componentes foram mantidas fixas. O extrato liofilizado
foi previamente diluido em 1 mL de agua destilada e adicionado 20mL de lecitina e o 0leo de
semente de uva, e mantidos sob agitacdo magnética por 5min. A fase aquosa foi preparada com
40mL do surfactante ndo-idnico Plurdnic® 123 (P 123) (3 g L™).

Tabela 4.1. FormulagcGes das nanoemulsdes sem e com extrato das folhas de grumixama

liofilizado.
Formulacdes
Componente
Controle (C) E50 E125 E200
Oleo de semente de uva (mg) 300 250 175 100
Extrato liofilizado de folhas de
] - 50 125 200
grumixama (mg)
Agua destilada (mL) 1 1 1 1
Lecitina de ovo (0,35 g L™ acetona)
20 20 20 20
(mL)
P123(3gLY) (mL) 40 40 40 40

Na etapa seguinte, a fase aquosa foi mantida sob agitacdo e a fase organica foi
adicionada a fase aquosa a uma vazdo de 20 mL min com o auxilio de uma seringa (dimensées
da agulha 55 x 1,27 mm) mantendo o sistema sob agitacdo por 15min (Figura 4.1). A
nanoemulsdo resultante foi entdo rotaevaporada a 40°C para remocao da acetona. Ao final do
processo foram obtidos 40 mL de cada formulagdo (C, E50, E125 e E200) que foram

armazenados a 4°C. Todas as formulagdes foram elaboradas em triplicata.



181

Figura 4.1. Esquema do processo de produgdo das nanoemulsdes pelo método de
emulsificagdo espontanea.

Fase orgéanica
(lecitina, dleo, extrato)

Fase aquosa
E (P123, agua) "™

Particula da
nanoemulsdo O/A

Fonte: Autor

2.3 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

2.3.1 Eficiéncia de encapsulacio (EE%b)

A eficiéncia de encapsulacdo das amostras foi calculada com base na quantificacéo
dos compostos fenolicos totais usando acido galico como padrdo, em razéo deste composto ser
composto fenolico maioritario no extrato das folhas de grumixama secas a 60°C (Capitulo I11).

A eficiéncia de encapsulacdo nas nanoemulsdes foi quantificada pelo método descrito
por Sanches et al. (2020). Inicialmente 3 mL da amostra foram centrifugados a 7000 rpm por
20 min, usando um tubo de ultrafiltracdo VivaSpin® Turbo 4 (Sartorius). Apds, este processo,
1 mL do sobrenadante foi diluido em uma solucéo contendo 9 mL de 4gua e 1 mL de etanol e
adicionada uma aliquota de NaCl (0,5 g). A seguir a mistura contendo a aliquota e a solucgéo foi
agitada em vortex por cerca de 2 min e centrifugada a 3600 rpm por 15 min.

Os compostos fendlicos encapsulados nas nanoemulsdes foram quantificados de
acordo com o método do Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965) adaptado para
microplacas de 96 pocos (MARGRAF et al., 2015) com modificagdes. Inicialmente, uma

aliquota de 15uL da amostra foi solubilizada com 15 pL do reagente Folin-Ciocalteu
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previamente diluido (1:10). A seguir foram adicionados 240 uL de agua, o sistema foi mantido
em repouso por 3min e apds este periodo foram adicionados 30 UL de solucdo aquosa de
carbonato de s6dio a 20% (m/v). A placa foi cuidadosamente agitada e mantida em repouso por
1h sob protecéo da luz a 25°C. A leitura da absorbancia foi realizada a 720 nm utilizando uma
leitora de microplacas (Spectramax Paradigm, Molecular Devices, EUA). Na curva padréo de
acido galico (0-100 mg L) a concentragéo foi expressa em mg de equivalente &cido galico por
litro de nanoemulsdo (EAG L™). Os ensaios foram realizados em triplicata.
Logo, a eficiéncia de encapsulacédo foi calculada usando a seguinte equacdo (Eqg. 7):

-1
CFT encapsulado (mg L )) x 100 (7)

Eficiéncia de encapsulagdo (%) = ( Total de CFT (mg L1

2.3.2 Tamanho, PDI, Potencial Zeta e pH

As determinagdes do tamanho médio das particulas, indice de polidispersividade (PDI)
e potencial Zeta (potencial {) das nanoemulsdes foram realizadas utilizando o espalhamento de
luz dindmico (DLYS).

As amostras foram previamente diluidas 100 vezes com agua destilada a 25 °C e as
medidas foram realizadas no Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, UK), com laser de
633 nm e angulo de espalhamento de 173°. As medidas foram realizadas em triplicata e cada
medida registrada foi a média de 10 corridas. O mesmo equipamento e dilui¢do foi utilizado
para medida do tamanho, PDI e potencial C.

O pH das nanoemulsbes foi determinado por medicdo direta em pHmetro digital

(modelo W3B, BEL engineering) previamente calibrado.

2.3.3 Estabilidade das nanoemulsoes

A estabilidade das nanoemulsdes armazenadas a 4 °C foi acompanhada por meio da
medi¢do do tamanho médio das particulas, PDI, potencial { e pH, conforme métodos descritos
acima, nos tempos 1, 7, 15, 30, 60, 100, 130 e 180 dias. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.
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2.3.4 Microscopia eletronica de transmisséo (TEM)

A morfologia e o tamanho das particulas foram avaliados por microscopia eletronica
de transmissdo (TEM) utilizando um microscopio JEM-1011 (JEOL, Japdo) com voltagem de
aceleracdo de 80kV. Amostras previamente diluidas 100 vezes foram gotejadas em grid de
cobre, revestido com filme polimérico (FORMVAR®) e contrastadas com acetato de uranila a
3% (m/ v). As amostras foram mantidas a 23 °C por 24h para completa secagem do grid. O
didmetro das particulas foi calculado utilizando o software Image J.

2.3.5 Andlise termogravimétrica (TG)

As analises termogravimétricas foram realizadas utilizando o equipamento TGA-50
(Shimadzu, Japdo). Amostras pesando 10 + 2 mg de nanoemulsdes liofilizadas foram colocadas
em panela de platina e submetidas a uma rampa de temperatura que variou de 25 a 800°C, com
uma taxa de aquecimento de 10 °C min™, utilizando nitrogénio como gés de arraste (50 mL
mint). Os componentes das formulagGes das nanoemulsdes (extrato das folhas de grumixama,
Oleo de semente de uva, P123 e lecitina) também foram avaliados utilizando a mesma

metodologia.

2.3.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As temperaturas de mudanca de fase e o0s respectivos valores de entalpia das
nanoemulsdes foram determinados utilizando um calorimetro diferencial de varredura modelo
Q200 (TA Instruments, EUA). Nos ensaios, 10 + 1 mg de amostras liofilizadas foram colocadas
em cadinhos de aluminio e fechadas. Cada amostra foi resfriada até -10° C e posteriormente
aquecida até 300 °C utilizando taxa de aquecimento de 10°C min, sob fluxo de nitrogénio de

50 mL min™.

2.3.7 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram realizados utilizando um equipamento IR-

Prestige 21 (Shimadzu, Japdo) na faixa de nimero de onda de 4000-400 cm™* com resolucéo de
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2 cmt e 25 aquisicBes no modo absorbancia. Foram produzidas pastilhas de KBr as quais foram

incorporadas o extrato e as nanoemulsdes, previamente liofilizados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 NANOEMULSOES PRODUZIDAS

Nanoemulsdes do tipo éleo em agua (O/A) foram produzidas pelo método de
emulsificacdo espontanea. Este processo possui entre outros objetivos, produzir particulas com
carga, promover o0 aumento da area superficial e carrear os compostos bioativos do extrato das
folhas de grumixama em sistema aquoso (MCCLEMENTS; RAO, 2011). A Figura 4.2
apresenta as nanoemulsdes controle e carregadas com extrato das folhas de grumixama apos

24h de producéo.

Figura 4.2. Nanoemulsdes apos 24h de producgéo. Onde, controle, E50, E125 e E200
correspondem as formulagdes com 0, 50, 125 e 200mg de extrato das folhas de grumixama,
respectivamente. Nota: a seta em vermelho indica o fenémeno creaming.

Controle

Fonte: Autor

Todas as nanoemulsdes produzidas sdo opticamente turvas, com aspecto leitoso devido
a refracdo da luz pelas pequenas particulas formadas nos sistemas. Ndo se observou, nas
formulacBes C, E125 e E200 separagfes de fase, mantendo-se visualmente estaveis apds 24h
de producéo. Por outro lado, observou-se que ocorreu separacdo de fase na nanoemulsao E50,
ou seja, 0 sistema com a menor concentracdo de extrato (50 mg) desestabilizou apds 24h (Figura
4.2).



185

Apesar das medidas da amostra E50 com relacdo ao tamanho médio das particulas
(211,5 £ 4,8 nm), PDI (0,331 + 0,016), potencial zeta (-37,6 £ 2,4 mV) e pH (5,35 £ 0,09) apos
24h, serem valores adequados para estabilidade de nanoemulsdes, visualmente observou-se
uma desorganizacdo da estrutura desta formulagdo. Este evento pode estar associado, entre
outros fatores, ao efeito do fendmeno de separagdo gravitacional “creaming”, onde as goticulas
do Gleo de semente de uva se desestabilizaram e devido a menor densidade se movimentaram
para a superficie do sistema (TADROS, 2013). Resultados similares foram reportados por
Chang, McLandsborough e McClements (2013) quando produziram nanoemulsbes com
diferentes concentracfes de carvacrol pelo método da emulsificacdo espontanea. Portanto,
devido a baixa estabilidade da nanoemulsdo E50, esta formulacdo foi desconsiderada para os

demais ensaios de caracterizacao.

3.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO (%)

EE (%) € uma indicacédo da capacidade do sistema de encapsular um bioativo ou um
farmaco (PANDEY et al., 2022). Neste estudo, a EE % foi calculada com base na concentracéo
de compostos fenolicos totais (CFT) do sistema. A EE% das nanoemulsdes E125 e E200
correspondem a 95,02 + 0,04 e 89,0 + 0,19 %, respectivamente.

Ambas as formulagbes apresentaram um elevado percentual de encapsulacdo dos
compostos bioativos, indicando uma boa funcionalidade do sistema em termos de retencdo dos
compostos fenolicos totais utilizando &cido galico como padrdo. Poréem, as diferentes
proporcdes de Oleo de semente de uva: extrato afetaram a EE. Na formulacdo E125 a proporgéo
Oleo:extrato é de 1,4 enquanto na E200 ¢é 0,5. Portanto, a nanoemulsdo E125 possui em sua
formulacdo uma proporcao Oleo:extrato 2,8 vezes maior e apresentou uma melhor capacidade
do sistema em reter e encapsular os compostos bioativos, quando comparado com a formulagéo
E200.

Davidov-Pardo e McClements (2015) reportaram uma variacdo da EE (%) entre 82 a
92% para nanoemuls6es produzidas pelo método de emulsificacdo espontanea, utilizando 6leo
de semente de uva na formulacdo e resveratrol como agente ativo. Em outro estudo e utilizando
0 mesmo método, Bazana et al. (2019) obtiveram 84 % de EE para nanoemulsao contendo o
extrato de Physalis peruviana calyx. Estudos estes que corroboram com o encontrado no

presente estudo.
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3.3 ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES

3.3.1 Tamanho e PDI

Os resultados obtidos para o tamanho médio das particulas e PDI das nanoemuls6es
ao longo de 180 dias de armazenamento a 4°C sdo apresentados na Figura 4.3. Os valores
médios obtidos para o tamanho de todas as amostras variaram entre 182,3 £ 0,7 nm a 290,7 +
43,5 nm para as nanoemulsdes E125 e C, respectivamente. Apesar das variagdes do tamanho
de particulas das nanoemulsdes, todas mantiveram o didmetro em escala nanométrica (< 1000

nm) com baixa variagdo de tamanho ao longo do armazenamento.

Figura 4.3. Distribuicdo do tamanho das particulas (a) e indice de polidispersividade (PDI) (b)
das nanoemulsdes ao longo de 180 dias de armazenamento a 4°C. Onde, C, E125 e E200
correspondem as formulagdes com 0, 125 e 200mg de extrato das folhas de grumixama,

respectivamente.
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A presenca e concentracdo do extrato liofilizado das folhas de grumixama nas
formulacBes afetou o tamanho das particulas e PDI. Na formulacdo Controle (sem extrato)
foram observados os maiores tamanhos de particulas e maiores PDI, quando comparado as

demais amostras com extrato. Logo, as amostras E125 e E200 apresentaram menores tamanho
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de particula e PDI, que pode ser atribuida a composicdo variada do extrato. O método usado
para producdo do extrato (metanol 80 % v/v & 40 °C por 1h) pode ocasionar a solubilizagdo e
arraste de outros compostos, além dos bioativos identificados e quantificados no Capitulo Il1.
Outras substancias como carboidratos, proteinas, lipidios e fibras podem estar atuando como
matriz de suporte estrutural e auxiliando na estabilizagdo do sistema da nanoemulséo
(ACEVEDO-FANI; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2017; KASHANINEJAD et
al., 2021).

A nanoemulsdo E125 apresentou menor tamanho de particula quando comparado as
demais, variando entre 182,3 £ 0,7 a 204,4 + 15,0 nm. Particulas menores sdo desejaveis nestes
sistemas, menor tamanho de particula suprimem os fendmenos de coalescéncia ou coagulacao
e de precipitacdo e, portanto, contribui para uma maior estabilidade do sistema ao longo do
tempo. Segundo Kumar e Mandal (2018), este fato se deve ao movimento Browniano que
dominam as forcas gravitacionais e fornece uma resisténcia a agregacao das particulas,
permitindo que as nanoemulsdes mantenham o tamanho em escala nanometrica. Ja a
formulacdo E200 promoveu a formacdo de particulas maiores que a E125, com valores de
didmetro variando entre 235,7 = 16,3 nm a 249,0 £ 25,9 nm. A diferenga no tamanho de
particula entre as formulacbes com adicdo de extrato pode estar associada a proporcao
6leo:extrato, que foi menor na amostra E200, e possivelmente o excesso de extrato fez com que
houvesse uma maior quantidade de solidos na interface 6leo/agua.

A formacdo de particulas pequenas € um aspecto de notavel relevancia para a
estabilidade da nanoemulsdo, porém tambeém é desejavel que as particulas apresentem um
numero relativamente baixo de variacdo de tamanho, isto é, que o sistema seja homogéneo.
Sendo assim, o indice de polidispersividade (PDI) é um indicativo da distribuicdo do tamanho
das particulas (SABERI; FANG; MCCLEMENTS, 2013). Os valores podem variar de 0 a 1,
sendo os valores proximo a 0 sistemas altamente monodispersos e maiores que 0,40
considerados polidispersos (ASLAM et al., 2016).

Contudo, observamos que todas as nanoemuls6es produzidas estdo dentro do limite
aceitavel de PDI (< 0,40) (Figura 4.3). Porém, o aumento da concentracdo do extrato nas
nanoemulsdes teve um efeito direto na reducdo do PDI, onde a formulacdo E200 alcancou os
menores valores (0,084 + 0,03 a 0,159 + 0,04) ao longo do armazenamento de 180 dias. Sendo,
portanto, a nanoemulsdo com menor dispersdo de tamanho de particula quando comparada as
demais.

Apesar de todas as caracteristicas da nanoemulsdo E200, observou-se na avaliacao

visual com 160 dias de armazenamento a 4°C, que houve sedimentacdo, ou seja, 0 sistema
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desestabilizou-se ocasionando a deposic¢éo da fracdo de maior densidade da formulacdo na base
do recipiente (Figura 4.4). Esse processo pode ter sido resultado da maior quantidade de extrato
na interface 6leo/agua.

Figura 4.4. Sedimentacdo na nanoemulsdo E200 (formulagdo com 200mg de extrato das
folhas de grumixama), com 160 dias de armazenamento a 4°C.

Embora tenham se observado diferencas no tamanho de particula e PDI, as
nanoemulsdes C e E125 se mostraram cineticamente estaveis, uma vez que ndo foram
observadas alteracdes significativas visuais, no tamanho e no PDI, ao longo de 180 dias
armazenamento sob refrigeracdo. Apesar de a nanoemulsdo E200 ter apresentado estabilidade
menor quando comparada as demais, o sistema se manteve viavel por 160 dias, que torna esta

formulacdo ainda com possibilidades de uso dentro deste prazo.

3.3.2 Potencial Zeta

Potencial zeta é uma medida da carga superficial das particulas da nanoemulséo, e
aponta a magnitude da repulsdo eletrostatica entre particulas (BHATTACHARJEE, 2016). Os
resultados obtidos para o potencial zeta das nanoemulsGes sem e com extrato liofilizado das
folhas de grumixama variaram entre -41,2 + 5,0 a -28,0 = 0,6 mV (Figura 4.5) quando

monitorado por 180 dias.
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Em geral, sistemas que apresentam valores de potencial zeta menores ou iguais a -30
mV tem sido considerado como suficiente para garantir uma boa estabilidade fisica do sistema
(MITRI et al., 2011). Os valores do potencial zeta para a nanoemulsdo C variaram entre -41,2
+5,0a-32,0 £ 1,5 mV, a amostra E125 variou entre -37,4 + 40 mV e -28,8 £ 0,7 mV, a
nanoemulsdo E200 obteve valores que variaram entre -33,4 + 4,5 e -28,0 £ 0,6 mV ao longo de
180 dias de armazenamento. Neste contexto, todos os sistemas em suspensdo produzidos
apresentaram potencial zeta negativamente satisfatorios indicando sistemas estaveis por 180

dias em ambiente refrigerado.

Figura 4.5. Distribuicdo do potencial zeta das nanoemulsdes ao longo de 180 dias de
armazenamento a 4°C. Onde, C, E125 e E200 correspondem as formulages com 0, 125 e 200
mg de extrato das folhas de grumixama, respectivamente.
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Entre as amostras, as nanoemulsdes com extrato E125 e E200 tiveram pequenos
aumentos no potencial zeta apds 130 e 100 dias de armazenamento a 4°C, respectivamente.
Portanto, a presenca e o aumento na concentracdo do extrato das folhas de grumixama

interferiram na carga superficial da particula, uma vez que a hanoemulsao E200 apresentou 0s
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maiores valores para o potencial zeta (-33,4 + 4,5 a -28,0 + 0,6 mV) quando comparada as
demais.

Segundo Li et al. (2022) analisando sistemas similares, a carga negativa da superficie
das nanoemulses € resultado principalmente da adicdo da lecitina as formulagdes, onde ha
exposi¢do predominante da cabeca glicerol-fosfato e do grupo negativamente carregado POs".
Apesar de a concentragdo de lecitina nas formulagdes ter sido mantida constante, a concentragéo
de 6leo foi alterada. Sendo assim, a diminuicdo da quantidade de 6leo pode ter interferido no
potencial zeta, em razdo de haver uma menor quantidade de lipidios para a lecitina emulsionar
e estabilizar o sistema. Resultados semelhantes foram reportados por Musa et al. (2013) que
otimizou a proporcao 6leo de semente de cartamo e lecitina de soja em nanoemulsdo carregada
de cloranfenicol.

O potencial zeta ¢ o principal parametro que se relaciona com os feitos do
amadurecimento de Oswald e da agregacédo das particulas, permitindo a prevencdo de ambos
(KHAMES, 2019). Sendo assim, as alteragdes dos valores deste pardmetro observados na
amostra E200 apds 5 meses de armazenamento, quando comparados ao inicio da estocagem,
podem estar associados ao inicio da desestabilizacdo do sistema, como verificado na anélise
visual e surgimento da sedimentacao.

O potencial zeta ¢ também dependente do pH do meio, devido a lecitina ser um
surfactante zwitteriénicos a quantidade de ions H* é determinante na carga da superficie
fosfolipica, com pH isoelétrico igual a 3,0 (MA; DAVIDSON; ZHONG, 2016; SCHUH,;
BRUXEL; TEIXEIRA, 2014; ZOURAB; SABET; SAID, 1984). Com relacdo ao pH as
amostras apresentaram valores que variaram entre 6,35 £ 0,08 a 5,73 £+ 0,03 para a amostra
Controle, 5,16 £ 0,01 a 5,49 * 0,45 para a nanoemulsdo E125 e 5,05 + 0,01 a 4,91 + 0,06 para
a nanoemulsdo E200 ao longo de 180 dias de armazenamento. Deste modo, as nanoemulsdes
mantiveram o pH ao longo do tempo, com valores distantes ao ponto isoelétrico da lecitina,
garantindo assim a repulsdo eletrostatica entre as particulas dos sistemas.

Contudo, com base no apresentado nas Figuras 4.3 e 4.5 as nanoemulsdes C e E125
apresentaram uma estabilidade satisfatoria ao longo de 6 meses de armazenamento sob
refrigeracdo e 5 meses de armazenamento para a nanoemulsdo E200. Este comportamento se
deve ao conjunto de fatores como, composicdo das formulacGes, tamanho pequeno das
particulas produzidas, baixos valores para PDI, potencial zeta proximo ou menores que -30 mV,
pH intermediario e os outros fendmenos associados, discutidos anteriormente. Além disso,
segundo Wang et al. (2008) a utilizagéo do surfactante ndo-iénico P123 auxilia na estabilizacéo

destes sistemas uma vez que a presenga de grupos hidrofobicos de poli(6xido de propileno)
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(PPO) e hidrofilicos de poli(6xido de etileno) (PEO) na sua estrutura permite que o bloco longo
de PPO se ligue a cauda alifatica da lecitina, abrangendo toda a extensdo superficial da
particula. Outro aspecto que cabe destacar é a composi¢cdo do extrato, onde a presenca de
saponinas, que podem ter sido extraidas das folhas de grumixama, estarem atuando como

surfactante natural nas nanoemulsdes conforme reportado por Kralova e Sjoblom (2009).

3.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

A morfologia das nanoemulsdes foi avaliada por meio microscopia eletronica de
transmissédo (TEM). A Figura 4.6 apresenta as imagens obtidas para as nanoemulsdes controle
e com extrato de grumixama a 100 nm de amplitude. Todas as particulas sdo morfologicamente
esféricas com tamanho médio de 112,7 + 22,5 97,4 + 49 e 1458 + 6,8 nm para as
nanoemulsdes C, E125 e E200, respectivamente.

Os tamanhos médios das particulas obtidos no TEM sé&o menores que 0s obtidos no
DLS. Esta diferenga ocorreu devido as medidas no TEM serem realizadas com as nanoemulsdes
desidratadas no grid, enquanto os valores obtidos no DLS se referem a medida do didametro
hidrodindmico das particulas nas nanoemulsbes (LIANG et al., 2022; REN et al., 2019).
Todavia, os dados obtidos no TEM foram consistentes com a tendéncia de tamanho encontrada
no DLS, onde a nanoemulsdo E125 apresentou menor tamanho.

Além disso, observa-se que a estrutura da amostra E125 é melhor definida e mais
compacta, proximo a camada externa, o que pode ser mais um indicio de que a proporc¢édo de
6leo de semente de uva e extrato das folhas de grumixama foi apropriada. Por outro lado, a
nanoemulsdo E200 possui na estrutura heteroagregados na superficie que se ramificam para a
fase aquosa, sugerindo que a quantidade de o6leo foi insuficiente para promover o
encapsulamento completo do extrato. Estes dados corroboram com os obtidos para os tamanhos
das particulas, onde a amostra E125 apresentou particulas menores que a amostra E200 o que
possivelmente esta associado a melhor estruturacdo da particula na amostra E125.

Ambas nanoemulsdes com extrato (E125 e E200) apresentaram core mais escuro
guando comparado a nanoemulsdo C. Resultados similares foram reportados por Li e Chiang
(2012) que também obtiveram particulas esféricas e mais escuras no interior quando o D-
limoleno foi adicionado a nanoemulsdo o que associaram a presenca do extrato no core da

particula.
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Nesse sentido, podemos sugerir que uma quantidade excessiva do extrato das folhas
de grumixama carregado em nanoemulsdes pode afetar a morfologia dos sistemas, podendo

levar a diminuicdo da estabilidade do sistema a longo prazo.

Figura 4.6. Imagens obtidas por TEM para as nanoemulsdes sem e com extrato das folhas de
grumixama. Onde C, E125 e E200 correspondem a adicéo de 0, 125 e 200 mg de extrato,
respectivamente

3.5 ANALISES TERMICAS

3.5.1 Andlise termogravimétrica (TG)
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A avaliacdo da estabilidade térmica do extrato liofilizado das folhas de grumixama
(EL) e das nanoemulsbes C, E125 e E200 foi realizada por meio da analise das curvas TG/
DTG, utilizando atmosfera de N2. Os resultados obtidos para as curvas termoanaliticas e as
respectivas primeiras derivadas sdo apresentados na Figura 4.7 e Tabela 4.2.

Figura 4.7. Curvas de TG (a) e DTG (b) do extrato liofilizado das folhas de grumixama (EL) e
das nanoemulsdes C, E125 e E200. Onde C, E125 e E200 correspondem a adicdo de 0, 125 e
200 mg de extrato, respectivamente.
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Tabela 4.2. Resultados obtidos das curvas DTG para o extrato liofilizado (EL) e
nanoemulsdes C, E125 e E200. Onde C, E125 e E200 correspondem a adi¢do de 0, 125 e 200
mg de extrato, respectivamente.

Amostra  Estagio  Onset (°C) Endset (°C)  Perda de massa (%) Residuo (%)

| 51 110 5,7
I 186 226 4,8

EL Il 250 308 15,0 2,4
\Y 343 463 41,1
Vv 481 556 31,0

C | 423 468 99,2 0.8
| 34 68 2,8
I 188 230 2,4

E125 Il 249 292 6,0 25
v 387 442 67,6
Vv 489 680 18,7
| 35 76 45
I 183 221 3,3

E200 ) 253 203 10,0 5,2
v 380 431 51,4

\Y 473 674 25,6
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De modo geral observa-se que a nanoemulsificagdo promoveu a protecdo térmica do
extrato das folhas de grumixama. A primeira perda de massa observada nas amostras com
extrato ocorreu em temperaturas menores ou igual a 110°C e pode ser associado a dessor¢éo
fisica da umidade residual das amostras. O segundo estdgio de degradacdo térmica das
nanoemulsdes E125 e E200 ocorreu em temperaturas entre 183 e 230°C, e promoveram perdas
de massa de 2,4 e 3,3%, respectivamente, enquanto o extrato liofilizado apresentou valores de
perda de massa de 4,8%. Sendo assim, a formulacdo E125 reduziu a perda de massa em 50%
quando comparada ao extrato liofilizado a temperatura de até 230°C.

A nanoemulsdo C apresentou uma maior estabilidade térmica quando comparada as
demais amostras. Entre os componentes da nanoemulsdo C, o 6leo de semente de uva e 0
surfactante P123 possuem elevada resisténcia térmica, com temperaturas de degradacéo entre
357 e 490°C e 308 e 420 °C, respectivamente (Apéndice F). Porém, quando o processo de
emulsificacdo espontanea foi aplicado, a nanoemulséo formada (C) apresentou um dnico evento
de degradacéo, que ocorreu em temperaturas entre 423 °C e 468 °C com reducéo de 99,2 % da
massa total. Este comportamento é um indicativo de que o processo utilizado para a produgéo
da nanoemulsdo com a mistura do 6leo e surfactante promove uma maior estabilidade térmica
da formulacéo.

O 6leo de semente de uva é reportado na literatura como sendo rico acidos graxos
poliinsaturados que constituem cerca de 70% da composi¢do do 6leo, com predominéncia do
acido linoleico (C18:2) (PARDO et al., 2009; SHINAGAWA et al., 2018). Segundo Chambre
et al. (2019) os &cidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados somam aproximadamente
90% da composicao do 6leo de semente de uva. Sendo assim, a perda de massa no 6leo de
semente de uva observada se deve principalmente a degradacdo térmica dos acidos graxos
insaturados. Este comportamento pode ser associado a estabilidade térmica da nanoemulséo C,
em razdo do 0Oleo de semente de uva ser o principal componente deste sistema.

As nanoemulsdes E125 e E200 apresentaram cinco estagios de perda de massa,
similares ao EL (Tabela 4.2). Porém, em relacdo ao percentual de perda de massa, o EL
apresentou uma degradacao inicial mais acentuada (26%) quando aquecido até 308°C (estagio
[11). As amostras E125 e E200 quando submetidas a esta temperatura tiveram degradac6es
correspondentes a 11 e 18%, respectivamente. Sendo assim, o processo de nanoemulsificacdo
promoveu a protecdo térmica do extrato que foi mais intensa na amostra E125, seguida da E200.
Estes resultados corroboram com as imagens obtidas no TEM onde observou-se o excesso de
extrato na superficie da particula da amostra E200, o que pode facilitar processo de degradagao

térmica devido a exposi¢do dos compostos termolabeis provenientes do extrato.
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Vale ressaltar que embora a analise termogravimétrica tenha sido realizada até 800°C
estas temperaturas ndo sdo comumente utilizadas no processamento térmico na industria de
alimentos ou farmacéutica. Tecnologias como branqueamento, pasteurizacdo, apertizagéo,
esterilizacdo, secagem, aquecimento por micro-ondas, aquecimento 6hmico, entre outras,
possuem temperaturas de operagéo inferiores 150-180°C (CLARK; JUNG; LAMSAL, 2014).
Nesse contexto, as nanoemulsdes produzidas quando submetidas a estas temperaturas
apresentardo um baixo percentual ou quase nenhuma degradacéao térmica, como observado no

segundo estégio de degradacdo térmica (Tabela 4.2).

3.5.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada com o
objetivo de avaliar as temperaturas e entalpias envolvidas nas mudancas de fase que ocorrem
nas nanoemulsdes como forma de avaliar seu comportamento em condi¢des de estocagem
(ALMOSELHY, 2020). Os termogramas obtidos para as nanoemulsdes com e sem extrato séo
apresentados na Figura 4.8 e as propriedades térmicas sao apresentadas na Tabela 4.3.

Com relacéo aos resultados obtidos para a nanoemulsdo C, observa-se a presenca de
dois eventos endotérmicos de fusdo, onde o primeiro ocorre na faixa de temperatura entre 0 e
23 °C e o0 segundo ocorre na faixa entre 23 e 41 °C. Estes eventos podem estar associados a
fusdo do surfactante P123, uma vez que segundo Saatkamp (2019) este componente, quando
avaliado individualmente, apresentou dois eventos de fusdo nas temperaturas de 20,6°C e
32,2°C, valores proximos aos encontrados para a nanoemulsdo C (Tm1=18,3 e Tm2=34,5)
(Tabela 4.3). Enumo Jr., Pereira e Parize (2019) também reportaram a presenca de dois picos
largos e pequenos entre 0 e 56°C para o P123 puro e associaram a dupla cristalinidade deste
polimero e Mirhosseini, Haddadi-Asl e Zargarian (2016) indicaram que o aparecimento de mais
de um evento de fusdo a baixas temperaturas pode também estar relacionado ao dobramento da
cadeia semicristalina.

Por outro lado, os termogramas obtidos para as nanoemulsdes com extrato E125 e
E200 nao apresentaram os picos endotérmicos associados a fusdo do P123, portanto, € possivel
sugerir que ocorreu uma boa compatibilidade entre o extrato liofilizado e os demais
componentes da nanoemulsdo. A literatura reporta que quando ocorre o desaparecimento de um
pico de fusdo presente na substancia pura, em uma mistura que ela esta presente, € um indicio
de que houve interacdo ou dissolucdo da substancia no liquido fundido (DA COSTA et al.,
2013; SALVIO NETO; NOVAK; MATOS, 2009).
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Figura 4.8. Termogramas obtidos por DSC das nanoemulsGes com e sem extrato das folhas de
grumixama. Onde C, E125 e E200 correspondem a adicédo de 0, 125 e 200 mg de extrato das
folhas de grumixama liofilizado, respectivamente.
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Tabela 4.3. Propriedades térmicas das nanoemulsées sem e com extrato das folhas de

grumixama.
Ty AH; Onset;  Endset; Tm AH, Onset; Endset; Tm
OO ) Q) OO ) ) C) (O
C 210 4,2 0 23 18,3 2,2 23 41 34,5
E125 30 76,9 85 285 134,6 - - - -
E200 30 132,3 109 221 134,6 - - - -

Onde C, E125 e E200 correspondem a adicdo de 0, 125 e 200 mg de extrato das folhas de grumixama liofilizado, respectivamente.

As nanoemulsdes E125 e E200 exibiram uma mudanca da linha base, correspondente
a temperatura de transicao vitrea (Tg), que em ambas as amostras ocorreu a 30°C, valor foi
inferior ao encontrado para a nanoemulsdo C (Tabela 4.3). Esta diferenca pode ser atribuida a
transicdo sol-gel e transicdes de segunda ordem da lecitina e P123 (SAATKAMP, 2019;
HASHEMNEJAD et al., 2019). Além disso, o extrato liofilizado e com sua composicéo
heterogénea rica em compostos de baixa massa molar como, acidos fendlicos e flavonoides
(Capitulo 111), além de acUcares, alcaldides, saponinas, entre outros, que podem ter contribuido
para 0s baixos valores de Ty das nanoemulsdes. Estes resultados estdo de acordo ao
comportamento reportado por Laine et al. (2008) que avaliaram a T4 do extrato liofilizado de
amora branca silvestre (Rubus chamaemorus) e ao reportado por Kiritsakis et al. (2018) quando
avaliaram a Ty do extrato seco das folhas de oliva.

As amostras E125 e E200 apresentaram picos endotérmicos de fusdo similares e na

mesma temperatura (Tm= 134,6 °C), mas com diferentes valores para a entalpia (Tabela 4.3). A
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nanoemulsdo E200 apresentou maior valor de entalpia quando comparada as demais. Portanto,
a diferenca na concentracdo de 6leo de semente de uva e de extrato das folhas de grumixama
ndo interferiu na Tm das nanoemulsdes E125 e E200, mas a quantidade de energia necessaria
para que esse processo ocorra foi superior na nanoemulsao E200. Isto se deve provavelmente,
a maior concentracdo de compostos com diversidade na composi¢do quimica do extrato
liofilizado. Rao e McClements (2011) reportaram que mudancas de entalpia em sistemas
nanoemulsionados e associaram esse comportamento as alteraces na area de contato total entre

0s componentes apolares e polares durante o aquecimento.

3.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

O FTIR é comumente utilizado para avaliar interagdes intermoleculares entre os
componentes das nanoemulsdes e revelar as mudancas de bandas funcionais em posicGes
especificas (ZHANG et al., 2022a). A Figura 4.9 apresenta 0s espectros obtidos para o extrato
liofilizado das folhas de grumixama (EL) e para as nanoemulsdes controle (C) e com extrato
(E125 e E200).

Figura 4.9. Espectros no FTIR para o extrato liofilizado das folhas de grumixama (EL) e
nanoemulsdes C, E125 e E200, que correspondem a adicéo de 0, 125 e 200 mg de extrato,
respectivamente.
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No espectro da amostra EL verificamos o aparecimento de um pico proeminente entre
as bandas 3700 a 2700 cm™. A faixa entre 3700 — 3000 cm™ de maior magnitude, representa
ligacbes de OH em &cido carboxilico e ligagdes de estiramento de OH livre (BEHJATI;
YAZDANPANAH, 2021). A faixa entre 2900 — 2700 cm™ sdo atribuidas aos alcanos CH, -
CH>-, RCH2CHj3 e também a presenca de OH de acidos carboxilicos (MURALI et al., 2021;
SOBULJ et al., 2021). O segundo pico mais proeminente ocorreu a 1620 cm™ com ombro em
1700 cm? corresponde ao grupo carbonila (C=0) e grupos aromaticos C=C (LUCARINI et al.,
2020; PATLE et al., 2020). A banda com pico em 1450 cm corresponde ao anel aromatico C-
C e C-H (BACA-BOCANEGRA et al., 2019; LUCARINI et al., 2020). A presenca destes
grupos funcionais é compativel com a estrutura dos principais compostos fendlicos
identificados no extrato das folhas de grumixama secos a 60°C, como apresentado na Figura X.
Estruturalmente o acido gélico (60,72 £ 1,51 mg/ Kg), 2,5 DHBA (31,35 + 1,54 mg/ Kg) e
isoquercitrina (2184 + 0.73 mg/ Kg) possuem um elevado numero de hidroxilas, acidos
carboxilicos ligados a anéis aromaticos que correspondem as bandas encontradas no espectro
FTIR do EL. Porém, existe a possibilidade destes grupos funcionais pertencerem parcialmente
a estruturas de outras moléculas como carboidratos (3017 — 3419 cm™), lipidios (2886 — 2896
cm™), &cidos graxos (1625 — 1730 cm™) e proteinas (1625 — 1686 cm™), como reportado por
Thummajitsakul et al. (2020) avaliando extratos de folhas de Garcinia schomburgkiana por
FTIR.

Figura 4.10. Estrutura dos compostos majoritarios das folhas de grumixama secas a 60°C.
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O espectro da nanoemulsdo C apresentou o primeiro pico entre 3650 — 3050 cm™ que
corresponde a ligac6es de OH em acido carboxilico e podem ser associados a fracdo do acido
linoleico presente no éleo de semente de uva e a lecitina (BEHJATI; YAZDANPANAH, 2021).
As bandas com picos em 2900 cm™* com ombro em 2840 cm™* sdo reportadas para 0s grupos —
CH(CHas) e —CH(CH2) e foram observadas por Birhanu et al. (2018) quando avaliaram o
espectro do P123 puro, além disso, os alcanos sdo grupos funcionais presentes na calda da

lecitina como também nos &cidos graxos. O pico elevado (1100 cm™) encontrado entre 1200 a



199

960 cm™* pode ser relacionado a vibracdo de alongamento do PO e da N-CH3 que compdem o
grupo da cabeca polar da lecitina (TAl et al., 2018).

A presenga do extrato das folhas de grumixama nas formulagbes E125 e E200
promoveu um aumento da intensidade da banda entre 3700 a 3050 cm™, que foi proporcional a
quantidade de extrato adicionada. Este comportamento esta associado ao aumento de grupos
OH nas formulagBes com extrato, que sdo grupos caracteristicos dos compostos fendlicos
(KAINAT et al., 2022). Segundo Liu et al. (2022) mudangas sutis na forma, deslocamento ou
intensidade dos picos de FTIR indicam alteragdes intermoleculares.

Ao comparar 0s espectros das diferentes amostras, verifica-se que a formulagdo E125
apresenta um espectro com maior similaridade com os grupos funcionais da nanoemulséo C,
enquanto a E200 apresenta bandas com maior intensidade e similar ao extrato. Este resultado
pode ser um indicio de que o extrato esta completamente carregado na nanoemulséo E125,
enquanto na E200 pode haver alguns grupos funcionais do extrato que se encontram expostos.
Outros autores avaliando espectros de nanoemulsdes encontraram resultados que corroboram
com o presente estudo (ERFANI et al., 2022; ZHANG et al., 2022b).

4 CONCLUSOES

O método da emulsificacdo esponténea foi eficiente para a producéo de nanoemulsdes
carregadas com extrato liofilizado das folhas de grumixama. As nanoemulsdes E125 e E200
apresentaram boa estabilidade ao longo de 180 e 160 dias de armazenamento a 4°C,
respectivamente, verificado pela manutencéo do tamanho médio das particulas, baixos valores
para o PDI, potencial zeta proximo a -30mV e manutencdo do pH. Morfologicamente as
nanoemulsdes apresentaram forma esféricas, a formulacdo E125 apresentou superficie
compacta enquanto a E200 apresentou ramificacdes que foram atribuidas ao excesso de extrato
e diminuicdo da concentracdo do 6leo de semente de uva nesta formulacéo.

Os resultados da analise termogravimétrica sugerem que a nanoemulsdao E125 atou
mais eficientemente na protecdo da degradacdo térmica do extrato até 250°C. Além disso, a
analise realizada no DSC indicou que houve uma boa compatibilidade entre o extrato das folhas
de grumixama e os componentes da nanoemulsdo, e que a diferenca na concentracdo de
extrato/6leo ndo interferiu nos eventos térmicos, observados pela igualdade dos valores da
temperatura de transicdo e temperatura de fusdo das amostras E125 e E200.

Os principais grupos funcionais encontrado nos espectros FTIR do extrato liofilizado

estdo de acordo ao identificado na estrutura do acido gélico, 2,5 DHBA e isoquercitrina. Apds
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a adicdo do extrato nas nanoemulsdes E125 e E200 observou-se um aumento proporcional das
bandas correspondentes ao extrato nas formulagoes.

Contudo, a nanoemulsdo E125 apresentou melhor performance de encapsulagéo
quando comparada a E200. Porém, a formulacdo com maior concentracdo de extrato (E200)
pode ainda ser utilizada, uma vez que apresentou caracteristicas adequadas de estabilidade,
morfoldgica e térmica. Uma alternativa para aprimorar as caracteristicas da E200 seria o
recobrimento com polimeros.

Portanto, 0 uso da nanotecnologia em conjunto aos subprodutos de Sistemas
Agroflorestais é de grande interesse para a tecnologia de alimentos, farmacéutica e quimica,

visando o desenvolvimento de novos produtos e ingredientes sustentaveis.
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CAPITULO V

POTENCIAL DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ATIVIDADEANTIMICROBIANA DE NANOEMULSOES CARREGADAS COM
EXTRATO DAS FOLHAS DE GRUMIXAMA
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1 INTRODUCAO

A grumixama (Eugenia brasiliensis Lam.) pertencente a familia Myrtaceae é uma
espécie frutifera, arbdrea e endémica do Brasil, com ocorréncia entre os estados da Bahia a
Santa Catarina (REFLORA, 2021). Extratos das folhas de grumixama sdo fontes naturais de
metabdlitos secundarios, dos quais foram identificados e quantificados 25 deles, entre
flavonoides, &cidos fendlicos e outros (cumarina, sinapaldeido e siringaldeido) com destaque
para &cido galico, 2,5 DHBA, isoquercitrina que juntos correspondem a 79% do total
quantificados, como descrito no Capitulo I11.

Na medicina popular a infuséo das folhas de grumixama tem sido utilizada para o
tratamento de reumatismo (CARDENAS, 2002) e evidéncias cientificas tem confirmado o
potencial anti-inflamatério (DAMETTO et al., 2018; SIEBERT et al., 2017, 2021), efeito
antidepressivo (COLLA et al., 2012) e prevencao da hipertrigliceridemia (LIMA et al., 2017).
Entretanto, uma alternativa ao seu emprego medicinal € sua utilizagdo como aditivo natural
visando a preservacao de alimentos devido a sua composicdo rica em fitoquimicos funcionais.
Neste contexto, os extratos das folhas de grumixama obtidos de Sistemas Agroflorestais
apresentam potencial de aplicacdo como aditivo alimenticio natural aliando essas caracteristicas
com tendéncias de Clean Label e sustentabilidade dos sistemas alimentares.

As propriedades funcionais, como atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos
naturais oriundos de plantas tém sido empregadas com a finalidade de proteger os alimentos in
natura ou processados, das reacGes oxidativas e deterioracdo microbiana, melhorando assim a
seguranca, preservando a qualidade e prolongando o shelf-life dos produtos alimenticios
(HYGREEVA; PANDEY; RADHAKRISHNA, 2014). No entanto, a substitui¢cdo dos aditivos
sintéticos por extratos naturais brutos em produtos alimenticios ndo é uma tarefa facil, devido
principalmente a baixa estabilidade quimica desses extratos vegetais, o que constitui um desafio
tecnolégico (ARMENDARIZ-BARRAGAN et al., 2016).

Nesse sentido, estudos de formulacdo de nanoemulsGes para a entrega de compostos
bioativos tém sido desenvolvidos com a finalidade de proteger substancias de interesse de forma
a controlar a liberacdo dos agentes ativos facilitando a incorporacdo destes extratos em
formulac@es de alimentos e melhorar a funcionalidade (MCCLEMENTS et al., 2021). Seibert
et al. (2019) produziram nanoemulsdes carregadas com o extrato de propolis verde e relatam a
obtencdo de sistemas estaveis e capazes de manter as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas dos extratos contidos na nanoemulsdo, além de mascarar off-flavors da

propolis. Majeed et al. (2016) produziram nanoemulsdes carregadas com 6leo de cravo e
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reportaram que a superficie negativamente carregada das goticulas das nanoemulsGes atuaram
na prolongacdo da atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus).

Neste contexto, a producdo de nanoemulsfes carregadas com extrato das folhas de
grumixama e a investigacao da atividade antioxidante e antimicrobiana ganham relevancia, uma
vez que, esta técnica pode ser uma alternativa viavel para melhorar a performance do extrato e
suprir a demanda por ingredientes funcionais naturais e sustentaveis. Sendo assim, o objetivo
deste Capitulo foi avaliar a atividade antioxidante e a atividade antimicrobiana das
nanoemulsdes carregadas com o extrato das folhas de grumixama. A atividade antioxidante foi
avaliada por CRFC e DPPH e o ensaio da atividade antimicrobiana foi realizado contra bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes) e Gram-
negativas (Escherichia coli e Salmonella Typhimurium).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PRODUCAO DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsbes C, E125 e E200 foram produzidas como descrito no item 2.2 do

capitulo IV.

2.2 POTENCIAL DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.2.1 DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante do extrato das folhas de grumixama (0,6 mg
mL™) e das nanoemulsdes C, E125 e E200 por DPPH foi realizada de acordo com o método
descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), adaptado para microplacas de 96 pocos
(SANTOS; ALVARENGA BRIZOLA; GRANATO, 2017), no tempo 1 e 30 dias de
armazenamento a 4°C. Inicialmente foi adicionado 260 uL de DPPH a 0,10 mM nos pocos e
realizada a leitura a 517 nm em leitora de microplacas (Spectramax Paradigm, Molecular
Devices, EUA). Este procedimento foi realizado antes e ap6s 30 min da adicdo de 40 pL da
amostra previamente diluida. A atividade antioxidante foi calculada usando a curva padrdo
plotada com diferentes concentracdes de Trolox (0-112 uM L*; R2= 0,9884). Os resultados

foram expressos como M equivalente ao Trolox por litro de nanoemulsdo (UM Trolox L™1).
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2.2.2 Capacidade redutora do Folin-Ciocalteu

A andlise nas nanoemulsbes carregadas com extrato das folhas de grumixama foi
realizada no tempo 1 e 30 dias, armazenadas a 4°C. O método utilizado foi adaptado para
microplacas de 96 pocos, descrito no tépico X.X do Capitulo IV.

2.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.3.1 Culturas bacteriana

Cinco bactérias patogénicas transmitidas por alimentos foram utilizadas para avaliar a
propriedades antimicrobianas do extrato liofilizado das folhas de grumixama e das
nanoemulsdes C, E125 e E200. Foram utilizadas trés especies Gram-positivas: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778 e Listeria monocytogenes ATCC 19117; e
duas Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Para todas as cepas a estocagem a longo prazo foi realizada a -20 °C em meios de
cultura apropriados contendo 10 % de glicerol (v/v). A cada 15 dias as cepas foram repicadas

para agar triptose de soja (TSA) e armazenadas a 4°C.

2.3.2 Deteccdo da atividade antimicrobiana — Difusdo em disco

O método de difusdo em disco (CLSI, 2009a) foi utilizado para deteccéo da atividade
antimicrobiana do extrato das folhas de grumixama e das nanoemulsdes avaliadas. As culturas
em TSA foram repicadas para agar sangue e incubadas a 35 °C overnight. A morfologia das
colénias e a pureza das culturas foram verificadas. Col6nias isoladas foram selecionadas de
placas e inoculadas individualmente para caldo triptose de soja (TSB) e incubadas a 35 °C por
2-6h, para obtencdo de culturas em crescimento ativo. Cada cultura ativa foi diluida em solucao
salina a 0,9 % (m/v) a uma concentragdo de 102 UFC mL™ comparavel a solucéo padrdo de
McFarland 0,5 verificada em espectrofotdmetro (modelo Q898U2M5, Quimis, Sdo Paulo,
Brasil) a 625 nm. Estas suspensbes foram ajustadas para a densidade microbiana de
aproximadamente 107 UFC mL* com solucéo salina, e com auxilio de swab estéril as cepas

foram inoculadas em placas de petri contendo agar Mueller-Hilton.
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O extrato das folhas de grumixama e as nanoemulsdes C, E125 e E200 foram
inicialmente liofilizados e posteriormente reconstituidos em 2 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO). Diferentes concentrac6es do extrato das folhas foram preparadas: na mesma condicao
inicial de preparo (Capitulo IIl) e nas concentragdes das formulacBes E125 e E200 das
nanoemulsdes, com o propdsito de verificar o potencial antimicrobiano do extrato na forma
livre. Assim, solugBes nas concentracdes de 34, 3 e 5 mg extrato mL™ DMSO correspondiam
ao extrato inicial (El), copia da E125 (CE125) e cdpia da E200 (CE200), respectivamente.

As nanoemulsdes C, E125 e E200 foram reconstituidas em DMSO na concentracéo de
11 mg mL?, porém em termos de concentragdo de extrato nas formulacdes havia 0, 3 e 5 mg
mL, respectivamente, para efeito de comparagdo com a forma livre. No total foram avaliadas
seis amostras, com extrato livre (EI, CE125 e CE200) e nanoemulsdo (C, E125 e E200).

Discos de papel estéreis com 5 mm de didametro e gramatura de 180 g/m? foram
impregnados com 10 pL das solucgdes de extrato livre ou nanoemulséo e depositados sobre as
placas inoculadas. Discos de ampicilina (10 pg/ disco), cicloproflaxocina (30 pg/ disco) e
gentamicina (120 pg/ disco) foram utilizados como controles positivo e DMSO como negativo,
as placas foram incubadas a 36 °C por 18-24h, ap6s o didmetro da zona de inibicdo foi medido

(mm). O teste foi realizado em triplicata e dados apresentados como média + desvio padréo.

2.3.3 Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)

As amostras que exibiram inibicdo do crescimento das cepas no ensaio de difusdo em
disco, foram avaliadas quanto a concentragdo minima inibitéria (CMI), pelo método de
microdiluicdo (CLSI 2009b). As cepas descritas no item 2.3.1 foram testadas na mesma
concentracdo microbiana.

O extrato das folhas de grumixama e as nanoemulsdes foram preparadas nas mesmas
concentracdes descritas no item 2.3.2 em DMSO. Apos, foram realizadas dilui¢cGes seriadas
com oito pontos que variaram na faixa de 34 a 0,3 mg mL™ para o extrato inicial (El), de 3 a
0,02 mg mL™* para o extrato C125 e nanoemulsio E125 e de 5 a 0,04 mg mL™ para o extrato
C200 e nanoemulsao E200.

Nos pocos das placas de microdiluicdo foram adicionados 100 pL de cada ponto e 5
pL da suspensdo bacteriana. Em todas as placas foram preparados o controle de esterilidade
(sem indculo) e controle de crescimento (caldo Mueller-Hilton, DMSO e inéculo). Apés a
preparacéo, as placas foram mantidas a 36 °C por 18h e o crescimento microbiano foi detectado

visualmente com a adi¢do de 20 pL da solucéo de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) a
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0,5% (m/v), com incubacdo de mais 1h a 36°C. Os testes foram realizados em triplicata e os
resultados expressos em mg mL™. O CMI foi considerado como a menor concentragio do
extrato e da nanoemulsdo que resultou na inibig&o total do crescimento microbiano (SMANIA
et al., 1995).

2.3.4 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A partir dos resultados obtidos nas microplacas do CMI foi determinada a
concentracdo minima bactericida (CMB) do extrato e das nanoemuls6es conforme descrito por
Celiktas et al. (2007). Nos pocos onde ndo foi observado crescimento microbiano foram
transferidas uma aliquota de 10 pL para placas de agar triptona de soja (TSA) e foram incubadas
a 36 °C por 24h e o crescimento das colonias foi verificado. Todos os testes foram realizados
em triplicata e os resultados expressos em mg mL™. Sendo assim, a menor concentragio de
extrato ou nanoemulsdo que impediu totalmente o crescimento microbiano nas placas foi

considerado o CMB.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 POTENCIAL DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do extrato liofilizado das folhas de grumixama e das
nanoemulsdes C, E125 e E200 foi avaliada pelos métodos CRFC e DPPH, os resultados obtidos
foram apresentados na Figura 5.1. O extrato liofilizado na concentracdo de 0,6 mg mL™*
apresentou atividade antioxidante correspondente a 269,9 + 17,2 mg EAG L para capacidade
redutora do Folin-Ciocalteu e 995,9 + 1,9 uM L™ para DPPH. Em termos de concentragio as
nanoemulsdes possui na formulacdo 3 e 5 mg de extrato liofilizado por mL, para E125 e E200,
respectivamente. Embora as concentragdes relativas de extratos ndo sejam iguais nos ensaios
utilizando extrato liofilizado e nanoemulsdes, possivelmente o extrato liofilizado apresentaria
atividade antioxidante superior quando utilizado nas mesmas concentracdes das nanoemulsoes
para 0 CRFC e DPPH, caso a correlacdo fosse linear. Esta hipdtese sugere que 0s compostos
bioativos incorporados nas nanoemulsées podem estar protegidos dos processos oxidativos,
como verificado nos elevados valores obtidos para eficiéncia de encapsulacao (Capitulo 1V),
ocorrendo assim uma reducdo da taxa de reacdo das nanoemulsdes frente aos radicais Folin-
Ciocalteu e DPPH.
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Sessa et al. (2013) reportaram resultados similares quando avaliaram a atividade
antioxidante pelos métodos FRAP e ORAC do extrato do bagago de uva nas formas livre e
nanoemulsionados. Os autores sugerem que 0 processo de nanoemulsdo é o responsavel por
impedir que ocorra o contato 6timo entre 0os compostos antioxidantes do extrato e os radicais
livres (provenientes dos meios reacionais de cada método), no tempo de reacdo avaliado nos
ensaios, uma vez que na nanoemulsdo os compostos bioativos estdo protegidos pela camada
lipidica que forma a goticulas. Pathania et al. (2022) também encontraram resultados que
corroboram com o presente estudo, quando avaliaram a atividade antioxidante por DPPH e
H20. do extrato Phyllanthus niruri e da sua respectiva nanoemuls&o.

Figura 5.1. Atividade antioxidante do extrato liofilizado (EL) (0,6 mg mL™?) e nanoemulsdes
C, E125 e E200 que correspondem a adicéo de 0, 125 e 200 mg de extrato das folhas de
grumixama, respectivamente. Letras minusculas: comparagao entre as nanoemulsdes no
mesmo dia. Letras mailsculas: comparacdo da mesma nanoemulsdo em diferentes dias.
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A nanoemulsdo Controle apresentou menor atividade antioxidante (p < 0,05) quando
comparada as demais. Quando o extrato foi adicionado nas nanoemulsbes E125 e E200
observou-se que atividade antioxidante aumentou significativamente (p < 0,05), com o aumento
da concentracdo de extrato nas formulagdes, em ambos os métodos (E200> E125> C) (letras

minusculas). Esta diferenca era esperada, devido a rica composi¢do de compostos fendlicos do
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extrato, entre outros constituintes enquanto, por outro lado, a nanoemulsdo controle foi
formulada com 6leo de semente de uva, lecitina e P123.

A nanoemulsio E200 (1565,6 + 26,5 mg EAG L) apresentou atividade antioxidante
9 vezes maior que o encontrado na nanoemulsdo C (168,8 + 15,9 mg EAG L™) pelo método
CRFC. Para 0o método do DPPH esta diferenca foi correspondente a 5,8 vezes maior na amostra
E200 (4816,4 + 50,2 pM L) quando comparada ao C (830,5 + 14,5 uM L™1). Além da maior
concentracdo de extrato na E200 este resultado também pode ser devido a maior exposicao de
grupos funcionais na particula, corroborando com os resultados anteriores obtidos no TEM,
DSC e FTIR (Capitulo 1V). Segundo Zamaniahari et al. (2022) o aumento na atividade
antioxidante das nanoemulsdes quando comparada aos extratos puros pode estar associada ao
aumento da area de transferéncia de massa do composto ativo, que pode aumentar a eficiéncia
e a adsorcdo do extrato aos radicais livres.

No entanto, a nanoemulsdo E125 apresentou valores significativamente (p < 0,05)
inferiores a nanoemulsdao E200, em ambos os métodos CRFC e DPPH. Este comportamento
além de estar associado a menor concentracdo de extrato na formulacdo E125, pode ter sido
influenciado pela melhor estruturacdo da particula, no qual observou-se uma maior eficiéncia
de encapsulacdo (%) (Capitulo 1V) nesta formulacdo. Assim, a formulagdo E125 apresentou
uma maior capacidade de reter os compostos bioativos e consequentemente promover a reducao
da taxa de liberacdo dos compostos bioativos. Comportamento similar foi relatado por Ha et al.
(2015) que avaliaram nanoemulsdes formuladas com extrato de tomate enriquecido com
licopeno. Os autores observaram que a liberacdo do licopeno das nanoemulsdes foi
relativamente baixa e o tempo de reacéo do licopeno com DPPH para atingir o estado de platd
foi significativamente maior nas nanoemulsdes com menores tamanhos. Os autores associaram
estes dados aos efeitos da protegibilidade e da dispersibilidade promovidos pelo processo de
nanoemulsificacdo. Este dado corrobora com os encontrados no presente estudo, uma vez que
a nanoemulsao E125 apresentou menores tamanhos de particula (Capitulo 1V).

Ao avaliar a estabilidade da atividade antioxidante das nanoemulsdes E125 e E200
apos 30 dias de armazenamento a 4°C, observou-se que as nanoemulsdes mantiveram a
atividade antioxidante pelos métodos CRFC e DPPH (letras mailsculas). I1sso implica dizer que
0 método da emulsificacdo espontanea foi apropriado para proteger os compostos bioativos do
extrato das folhas de grumixama e manter a funcionalidade do sistema durante o
armazenamento. Este comportamento é de grande relevancia para uso ou aplicacdes industriais,

uma vez que garante a funcionalidade antioxidante do sistema ao longo do tempo.
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3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.2.1 Halo de inibicéo

Incialmente a atividade antimicrobiana contra cinco patdgenos alimentares foi
avaliada qualitativamente pelo método da difusdo em disco. A Tabela 5.1 apresenta os
resultados obtidos para atividade antimicrobiana do extrato liofilizado e das nanoemulsdes. De
forma geral, observou-se que o extrato liofilizado das folhas de grumixama na concentracdo
inicial de extracdo (34 mg mL™) apresentou halo de inibic&o para todas as cepas testadas. Nesta
concentracdo, a atividade inibitoria do extrato foi mais intensa contra as bactérias Gram-
positivas (S. aureus, B. cereus e L. monocytogenes), com zona de inibicdo maxima de 12,5 +
0,0 mm para S. aureus (Figura 5.2). No controle negativo (DMSO) né&o foi detectado nenhuma
atividade antimicrobiana, enquanto os controles positivos (ampicilina, cicloproflaxocina e
gentamicina) apresentaram os maiores valores de inibi¢cdo do crescimento das cepas.

Extratos vegetais ricos em metabolitos secundarios tem sido reportado como
potenciais antimicrobianos. Segundo Radulovic et al. (2013) extratos vegetais podem atuar por
meio de diversos mecanismos de acdo, como: interrupcdo da funcdo e da estrutura da
membrana, interrupcdo da sintese/funcdo de DNA/RNA, interferéncia no metabolismo
intermediario, inducdo a coagulacdo de constituintes citoplasmaticos e interferéncia na
comunicacdo intercelular. Porém, a acdo principal dos compostos fenolicos ocorre na
membrana fosfolipidica das bactérias, uma vez que, atuam alterando a estrutura de forma a
comprometer a integridade, permeabilidade e funcionalidade da membrana citoplasmatica
(NOURBAKHSH et al., 2022; WEERAKKODY et al., 2010).



Tabela 5.1. Atividade antimicrobiana do extrato das folhas de grumixama e nanoemulsdes pelo método da difusdo em disco.
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Halo de inibicdo (mm)*

Extrato liofilizado Nanoemuls6es C(+) C()
Cepas Elﬁfgf‘;f’ CE125  CE200 C  EI25  E200 APS CFC GEM  DMSO

Staphylococcus aureus 125+0,0 6,8 +0,3 8+0,0 nd nd 72+03 220x00 31,0+£0,0 30,0+0,0 nd
Salmonella 6,8+0,3 6,0+£00 70£00 nd nd 55+#00 128+04 350+14 31,3%+04 nd
Typhimurium

Escherichia coli 6,7+0,3 6,000 6500 nd nd 55+00 105x0,7 275+21 31,000 nd
Bacillus cereus 11,2+0,3 6,7+03 78x03 nd 55+£00 7,2+0,0 nd 140+0,0 31,0%+0,0 nd
Listeria monocytogenes 10,7 + 0,3 6,0+00 68+03 nd 57+£03 75+05 nd 135+0,7 30,0+0,0 nd

* Zona de inibicdo incluindo o diametro do disco, de 5mm. Média + desvio padrdo, (n=3). nd: ndo detectado.

Onde, Extrato inicial= extrato liofilizado na concentragio inicial (34 mg mL™), CE125= extrato liofilizado (3 mg mL™), CE200 = extrato liofilizado

(5 mg mL1), C= nanoemulséo controle sem extrato, E125= nanoemulsdo com 3 mg de extrato mL™, E200= nanoemulsdo com 5 mg de extrato mL"

1 C (+) controle positivo: APS= disco de ampicilina (10 pg/ disco), CFC= cicloproflaxocina (30 pg/ disco) e GEM= gentamicina (120 pg/ disco),

C (-) controle negativo: DMSO= dimetilsulfoxido.
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Figura 5.2. Halo de inibicdo pelo método da difusdo em disco do extrato liofilizado e das
nanoemulsdes. Onde Controle, E125 e E200 s&o nanoemulsées com a adi¢édo de 0, 125 e 200
mg de extrato.

S. aureus L. monocytogenes B. cereus

Extrato liofilizado
(34 mg mL1)

Controle

E125

E200

As diferencas na estrutura das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas faz com que
atuem de diferentes formas na protecdo da célula frente as substancias antimicrobianas. Estas
caracteristicas de protecdo podem explicar o comportamento observado nos ensaios realizados
neste estudo, para as diferentes classes de bactérias avaliadas. Outros autores reportam que as
bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a extratos vegetais quando comparada as Gram-
negativas (AMENSOUR et al., 2010; REZAEI; PIRBALOUTI, 2019; THUILLE; FILLE;
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NAGL, 2003). Shan et al. (2007) ao avaliar a atividade antimicrobiana de 46 extratos de plantas
(20 especiarias e 26 ervas medicinais) reportaram 0 mesmo comportamento para as bactérias
Gram-positivas e entre estas 0 S. aureus foi a cepa mais sensivel aos 46 extratos, resultado este
que corrobora com o presente estudo. A resisténcia das bactérias Gram-negativas as substancias
antimicrobianas sdo associadas a camada de lipopolissacarideos na membrana externa que
formam uma barreira a penetracdo de substancia e a presenca de enzimas no espaco
periplasmatico que podem hidrolisar moléculas introduzidas na célula (RUSSELL, 1991).

Em relagdo as nanoemulsbes, observou-se que a formulacdo C ndo apresentou
atividade inibitoria na presenca das cepas testadas. Porém, quando o extrato das folhas de
grumixama foi adicionado na formulacdo das nanoemulsdes E125 e E200 verificou-se a
inibicdo do crescimento das cepas, em diferentes intensidades. A formulacdo E125 néo
apresentou atividade inibitéria frente as bactérias Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli, enquanto a formulagdo E200 apresentou atividade inibitoria
contra todas as cepas com a formacdo de maiores halos para as bactérias Gram-positivas,
comportamento similar ao extrato liofilizado na forma livre.

Este desempenho da formulacdo E125 pode ser atribuido a menor concentracao de
extrato utilizado nesta formulacdo, bem como a melhor estruturacdo da particula que pode
ocasionar a diminuicdo da taxa inicial de inativacdo das bactérias. A analise da atividade
antimicrobiana do extrato liofilizado livre nas mesmas concentragdes das nanoemulsdes
(CE125 e CE200) reforca esta hipotese, em razéo de os resultados da inativacdo do crescimento
microbiano obtidos para todas as cepas testadas que foram superiores aos encontrados para as
respectivas nanoemulsdes. Logo, pode ser que o extrato aprisionado nas goticulas da
nanoemulsao seja liberado gradativamente ao longo do tempo. Majeed et al. (2016) produziram
nanoemulsdes utilizando 6leo de cravo e avaliaram a atividade antimicrobiana contra as
bactérias L. monocytogenes, S. aureus e E. coli, neste estudo os autores observaram que houve
uma diminuicdo na atividade antimicrobiana quando o 6leo de cravo foi hanoemulsionado,
comparado ao 6leo de cravo bruto. A avaliacdo cinética apresentada pelos autores indica uma
taxa inicial de inativacdo bacteriana menor do 6leo essencial encapsulado do que do 6leo bruto
na forma livre. Resultados estes que corroboram com os encontrados no presente estudo.

A eficacia das nanoemulsGes antimicrobianas depende de diversos fatores. Donsi e
Ferrari (2016) indicaram quatro principais mecanismos: a transferéncia de massa que €
facilitada pela reducdo do tamanho das particulas e consequente aumento da area superficial, a

fusdo das particulas com a camada fosfolipidica da membrana celular com liberagdo
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direcionada dos compostos bioativos, a liberacdo controlada ao longo do tempo dos compostos
bioativos e a interacdo eletrostatica das particulas com a membrana celular.

Sendo assim, o extrato das folhas de grumixama possui atividade antimicrobiana para
diferentes cepas de patdgenos alimentares de grande importancia para inddstria. Esta
funcionalidade pode ser controlada com o uso da nanotecnologia para garantir a entrega segura

destes compostos ao longo do tempo em matrizes alimentares.

3.2.2 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)

As amostras de extrato das folhas de grumixama e as nanoemulsdes que apresentaram
halo de inibicdo no ensaio de difusdo em disco contra as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, foram avaliados quanto a CIM e CBM. A Tabela 5.2 apresenta as concentra¢ées CIM
e CBM para o extrato liofilizado e para as nanoemulsdes. Os valores de CIM variaram entre

0,3 a 8,5 mgmL"* e os valores de CBM variaram entre 0,6 a 34 mg mL™.

Tabela 5.2. Concentragao inibitéria minima (CIM) (mg mL™) e concentragéo bactericida
minima (CBM) (mg mL™?) do extrato das folhas de grumixama liofilizado e nanoemulsdes.

Extrato liofilizado Nanoemulsoes
Extrato inicial CE125 CE200 E125 E200
Cepas CIM cBM CIM CBM CiIM CBM CIM CBM CIM CBM
Staphylococcus aureus 1,1 1,1 1,6 1,6 1,3 1,3 nd nd 2,5 2,5
Salmonella Typhimurium 8,5 17,0 nd nd 5,0 5,0 nd nd nd nd
Escherichia coli 8,5 34,0 nd nd 5,0 Nd nd nd 5,0 nd
Bacillus cereus 0,3 2,1 0,8 0,8 0,6 0,6 3,2 nd 1,3 2,5
Listeria monocytogenes 1,1 1,1 1,6 1,6 1,3 1,3 3,2 3,2 2,5 2,5

Onde, nd: ndo detectado, Extrato inicial= extrato liofilizado na concentracéo inicial (34 mg mL"
1), CE125= extrato liofilizado (3 mg mLt), CE200= extrato liofilizado (5 mg mL™), E125=

nanoemulsdo (3 mg de extrato mLt), E200= nanoemulséo (5 mg de extrato mL™).

A intensa atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas observada para
0 extrato das folhas de grumixama (34 mg mL™) foi confirmada pelos baixos valores obtidos
para CIM (< 1,1 mg mL?) e CBM (< 2,1 mg mL™1). Porém, a menor CIM do extrato observada
foi para Bacillus cereus com a concentracéo de 0,3 mg mL™. A forte acdo inibitdria e bactericida
também foi observada para o B. cereus em todas as concentracfes do extrato das folhas de

grumixama liofilizado. O B. cereus € uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporo que
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pode crescer em uma ampla faixa de temperatura (10 — 45°C), pH (5-9) e atividade de &gua (>
0,9). Além disso, é um contaminante e deteriorante de alimentos como produtos lacteos, cereais,
produtos cérneos e vegetais, que pode causar surtos de intoxicacdo alimentar
(CHRISTIANSSON et al., 1989; NETTEN; KRAMER, 1995). Portanto, a inibicdo do
crescimento de bactérias deteriorantes e patogénicas com uso de extratos naturais é de grande
relevancia para uso industrial.

A atividade antimicrobiana do extrato das folhas de grumixama livre se estende
também para as bactérias Gram-negativas, no qual observou-se CIM= 8,5 mg mL™* para S.
Typhimurium e E. coli. Este é um dado relevante, visto que ambas as bactérias sdo patogénicas
e resistentes a alguns antibi6ticos (ERB et al., 2007; WANG et al., 2019). Estas caracteristicas
do extrato de grumixama, como um extrato antimicrobiano natural pode ser além de uma
estratégia agregacao de valor, vir a ser uma alternativa de utilizacdo comercial na perspectiva
de Clean Label. Logo, a composi¢édo variada e a elevada concentragdo de compostos bioativos
(acido galico, 2,5 DHBA, isoquercitrina, entre outros) no extrato das folhas de grumixama,
podem estar associadas a elevada eficiéncia antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. Gonelimali et al. (2018) avaliando atividade antimicrobiana de extratos
etanolicos e aquosos de rosela (Hibiscus sabdariffa), alecrim (Rosmarinus officinalis), cravo
(Syzygium aromaticum) e tomilho (Thymus vulgaris) reportaram um amplo espectro de inibicdo
do crescimento de bactérias e fungos que foi associado a composi¢éo fendlica dos extratos.

A nanoemulsdo E125 apresentou CIM contra a B. cereus e L. monocytogenes, com
atividade bactericida (CBM) apenas para L. monocytogenes. Por outro lado, a formulagdo E200
apresentou CIM para S. aureus, E. coli, B. cereus e L. monocytogenes e CBM para todas as
espécies Gram-positivas. Esta diferenca no comportamento antibacteriano das nanoemulsoes
pode ser devido a fatores como menor concentracdo de extrato na formulacdo e melhor
estruturacdo da particula, como observado e discutido anteriormente para a amostra E125.
Porém, o extrato liofilizado livre na mesma concentracdo das nanoemulsdes CE125 e CE200
apresentaram menores CIM e CBM, quando comparado as nanoemulsées E125 e E200,
respectivamente. Confirmando assim, o comportamento observado nos halos de inibicdo de
crescimento das bactérias. Segundo Ghazy et al. (2021) a atividade antimicrobiana de
nanoemulsdes depende da dose e tempo de exposicdo, além dos outros fatores citados
anteriormente. Nesse contexto, podemos sugerir que nas nanoemulsdes o tempo dos ensaios
ndo foi suficiente para liberar completamente os compostos bioativos retidos nas goticulas, uma
vez que as concentracgdes do extrato nas formas livre e nanoemulsionado foram padronizados e

observou-se diferenca na intensidade da atividade antimicrobiana. Sendo assim, é possivel que
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as nanoemulsdes E125 e E200 alcance gradativamente os valores obtidos para CIM e CBM dos
extratos CE125 e CE200.

Chuesiang, et al. (2019) reportaram valores analogos ao presente estudo, quando
avaliaram a atividade antimicrobiana do dleo essencial de canela livre e nanoemulsionado e
obtiveram CIM e CBM menores para E. coli, S. aureus, S. Typhimurium e V. parahaemolyticus
para o 6leo essencial livre quando comparado as formas nanoemulsionadas. Segundo os autores,
as nanoemulsdes produzidas apresentaram um rapido e persistente efeito bacteriostatico no
ensaio de cinética de morte celular in vitro. Além disso, ndo houve alteracdo no MIC das
nanoemulsdes ap6s o0 armazenamento por 31 dias, que foi associado a elevada estabilidade do
sistema. Outra pesquisa desenvolvida por Hou et al (2021), reportam que a melhor performance
da atividade antimicrobiana de nanoemulsdes carregadas com 6leo de canela é relacionada a
protecdo dos compostos bioativos, a prolongacdo do tempo de liberacdo e reducdo da
quantidade do composto ativo para obtencdo do mesmo efeito bacteriostatico. Sendo assim, as
nanoemulsdes desenvolvidas no presente estudo podem ter caracteristicas de liberacdo
similares as reportadas por estes pesquisadores constituindo, assim um sistema controlado de
liberacdo e consequente uma possibilidade de acdo antimicrobiana a longo prazo.

Por fim, atividade antimicrobiana do extrato das folhas de grumixama foi confirmada
pelos baixos valores obtidos para CIM e CBM para as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. As cepas utilizadas neste estudo sdo importantes patdgenos e indicadores da
qualidade de alimentos e, portanto, extratos naturais que possam inativar o crescimento e/ou
eliminar estas bactérias de matrizes alimentares ou de outros produtos é de grande valor
comercial. Estas caracteristicas podem ser aprimoradas com uso da tecnologia de
nanoemulsificacdo, atingindo valores moderados de CIM e CBM com baixas concentracdes do

extrato nas formulacBes E125 e E200, promovendo a liberacao controlada.

4 CONCLUSOES

As nanoemulsbes carregadas com extrato das folhas de grumixama apresentaram
importantes propriedades antioxidantes e antimicrobianas. O extrato liofilizado apresentou
elevada atividade antioxidante avaliada por CRFC e DPPH e quando adicionado nas
nanoemulsdes E125 e E200 ocorreu 0 aumento da atividade antioxidante quando comparada a
nanoemulsdo sem adicdo do extrato (controle). Observou-se que a atividade antioxidante teve

um aumento significativo (p <0,05) com o aumento da concentragdo de extrato nas formulagdes
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E125 e E200 e que os resultados se mantiveram estaveis ap6s 30 dias de analise em ambos 0s
métodos.

O extrato liofilizado das folhas de grumixama apresentou forte atividade
antimicrobiana contra as cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium avaliado pelo método de difuséo
em disco. As bactérias Gram-positivas (S. aureus, B. cereus e L. monocytogenes) foram mais
sensiveis ao extrato na forma livre. O maior efeito inibitdrio e bactericida foi observado para
Bacillus cereus com CIM de 0,3 mg mL™* e CBM de 2,1 mg mL™,

As nanoemulsdes apresentaram uma tendéncia de atividade antimicrobiana similar ao
extrato na forma livre com maior atividade contra as bactérias Gram-positivas. A nanoemulsao
E125 apresentou CIM contra B. cereus e L. monocytogenes e CBM apenas para L.
monocytogenes. Por outro lado, a nanoemulsdo E200 apresentou CIM e CBM para todas as
espécies Gram-positivas.

O extrato na forma livre (CE125 e CE200) apresentou maior atividade antimicrobiana
quando comparado as respectivas nanoemulsdes. Este comportamento pode ser um indicativo
que o processo de nanoemulsdo promoveu a protecdo dos compostos bioativos, limitando o
contato 6timo entre as cepas e 0s compostos de interesse e reduzindo os valores de CIM e CBM
nas nanoemulsdes E125 e E200.

Sendo assim, as nanoemulsfes carregadas com extrato das folhas de grumixama
apresentaram caracteristicas promissoras para aplicacdo como aditivo natural antioxidante e
antimicrobiano para produtos alimenticios. Estes resultados reforcam a importancia de avaliar
o0 potencial tecnologico e funcional de espécies endémicas do Estado de Santa Catarina, a fim
de promover ampliacdo e diversificacdo de extratos naturais para uso industrial, bem como

promover a conservacdo das espécies nativas por meio do uso continuo.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta tese se destaca pelo seu carater interdisciplinar integrando diferentes areas do
conhecimento, propondo a utilizacdo da nanotecnologia como ferramenta de tecnologia e
inovagdo para a produgdo de aditivos naturais com potencial atividades antioxidante e atividade
antimicrobiana visando a sua aplicagdo em alimentos. Foram produzidos neste trabalho de tese
dados inéditos como, o perfil de compostos fendlicos das folhas de uvaia, um amplo guia
(Apéndice A) de espécies ameacadas da familia Myrtaceae que podem ser utilizadas como fonte
para pesquisas futuras e o desenvolvimento de nanoemulsdes carregadas com extrato das folhas
de grumixama.

Este conjunto de caracteristicas esta alinhado e corrobora com alguns dos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) definidos pela Organizacéo das Nacgdes Unidas (ONU),
no qual podemos citar: (2) Fome zero e agricultura sustentavel: aumentar a renda de pequenos
produtores de alimentos por meio de acesso a oportunidade de agregacao de valor, implementar
praticas agricolas resilientes que ajudem a manter os ecossistemas e que fortalecam a
capacidade de adaptacdo as mudancas climaticas, manter a diversidade genética. (9) Industria,
inovacdo e infraestrutura: apoiar o desenvolvimento tecnoldgico, a pesquisa e a inovacao
nacionais nos paises em desenvolvimento, inclusive garantindo um ambiente politico propicio
para, entre outras coisas, a diversificacdo industrial e a agregacédo de valor as commodities (12)
Consumo e producéo responsaveis: alcancar a gestao sustentavel e o uso eficiente dos recursos
naturais, apoiar paises em desenvolvimento a fortalecer suas capacidades cientificas e
tecnoldgicas para mudar para padrfes sustentaveis de producdo e consumo. (17) Parcerias e
meios de implementacdo: promover o desenvolvimento, a transferéncia, a disseminacdo e a
difusdo de tecnologias ambientalmente corretas para os paises em desenvolvimento.

O levantamento das espécies de Myrtaceae ameacadas com a descri¢do do potencial
de uso alimenticio e medicinal destas espécies (Capitulo I1), apresentou uma lista diversa com
187 espécies brasileiras ameagadas com uso reportado na literatura (Apéndice A). Estas
espécies sdo pouco exploradas, consumidas ou estudadas cientificamente, o que pode ser um
reflexo do status de extincdo as quais pertencem. Sendo assim, este Capitulo trouxe uma
contribuicdo significativa no sentindo de direcionar pesquisas para o preenchimento de lacunas
do conhecimento a respeito dos usos alimenticio, medicinal e tecnologdgico Além disso, este
material pode ser utilizado para auxiliar acGes governamentais para manutencdo da

biodiversidade brasileira.
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A ampliacdo dos usos das espécies da familia Myrtaceae, em especial a uvaia,
grumixama e feijoa implantadas em Sistemas Agroflorestais pode ser uma alternativa
sustentavel para producgdo alimentos ou produtos alimentares. Neste sentido, as folhas obtidas
como subprodutos do manejo das arvores, sendo tecidos de alta taxa de regeneragdo e ricos em
compostos bioativos, foram a partes selecionadas para realizagéo deste estudo. Sendo assim, o
estudo da secagem, otimizacgdo do rendimento de extracdo e avaliacdo do impacto do processo
de secagem no perfil de compostos fendlicos e atividade antioxidante apresentado no Capitulo
I11, resultou na definicdo de importantes parametros para producédo de folhas secas que podem
ser utilizadas para comercializagdo como chas. Além disso, este estudo apresentou dados
inéditos como o perfil de compostos fendlicos indentificados e quantificados das folhas de
uvaia. Outro resultado importante que vale destacar é o impacto do processo de secagem em
diferentes temperaturas no perfil de compostos fenolicos e atividade antioxante. Este dado nos
auxilou na definicdo do bindmio tempo-temperatura adequado para o processamento de cada
espécie. Porém, futuras investigacdes dos extratos das folhas de uvaia, grumixama e feijoa
relacionadas a toxicidade e bioacessibilidade seriam indispensaveis para uso destes extratos.

A tecnologia da nanoemulficacdo espontanea foi aplicada ao extrado das folhas de
grumixama para producdo de um aditivo alimentar natural com acdo antioxidante e
antimicrobiana. As fomulagdes produzidas apresentaram boa estabilidade em até seis meses de
armazenamento, maior estabilidade térmica quando comparada ao extrato livre, potencial de
atividade antioxidante mantido ao longo de 30 dias de armazenamento e atividade bactericida
contra todas as bactérias patogéncias Gram-positivas (S. aureus, B. cereus e L. monocytogenes)
testadas, sendo o B. cereus a cepa com menores valores para CIM e CBM. Apesar dos
satisfatorios resultados obtidos nestes Capitulos, outros estudos seriam imprescindiveis para o
avanco do conhecimento cientifico nesta area tecnoldgica e inovadora, como por exemplo, a
producdo das nanoemulsdes com os extratos das folhas de uvaia e feijoa, 0 recobrimento das
nanoemulsdes com polimeros e o estudo das suas caracteristicas, conduzir estudos de toxicidade
e bioacessibilidade das nanoemuls6es, aplicacdo das nanoemulsdes em produtos alimenticios e

avaliacdo do shelf life do produto.
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APENDICE A — Lista completa de espécies de Myrtaceae ameagadas e suas respectivas categorias de risco, sinénimos e

referéncia de uso alimentar e medicinal

Categoria

de risco Ref  Espécies — Nome aceito Sinbnimos Uso alimenticio Uso medicinal

Acca sellowiana var. rugosa (Mattos) Mattos; Feijoa obovata (O.Berg)
Acca sellowiana (O.Berg) O.Berg; Feijoa schenckiana Kiaersk.; Feijoa sellowiana (O.Berg); Feijoa
Burret sellowiana f. elongata Voronova; Feijoa sellowiana var. rugosa Mattos;
Orthostemon obovatus O.Berg; Orthostemon sellowianus O.Berg.
Marlieriopsis eggersii Kiaersk.; Mitranthes castellanosii Mattos &
D.Legrand; Mitranthes eggersii (Kiaersk.) Nied.; Neomitranthes
castellanosii (Mattos & D.Legrand) Mattos.
Aulomyrcia mugiensis (Cambess.) O.Berg; Blepharocalyx acuminatissimus
(Mig.) O.Berg; Blepharocalyx acuminatus O.Berg; Blepharocalyx
acuminatus var. adamantium (Cambess.) Mattos; Blepharocalyx affinis
0.Berg ; Blepharocalyx amarus O.Berg; Blepharocalyx angustifolius
0.Berg; Blepharocalyx angustissimus O.Berg; Blepharocalyx apiculatus
0.Berg; Blepharocalyx apiculatus var. rubellus O.Berg; Blepharocalyx
apiculatus var. strictus O.Berg ; Blepharocalyx brunneus O.Berg
;Blepharocalyx canescens O.Berg; Blepharocalyx cisplatensis Griseb;.
Blepharocalyx cuspidatus O.Berg ; Blepharocalyx depauperatus
(Cambess.) O.Berg; Blepharocalyx deserti (Cambess.) Burret ;
Blepharocalyx gigantea Lillo ; Blepharocalyx giganteus Lillo;
Blepharocalyx giganteus var. montanus (Lillo) Lillo; Blepharocalyx
CNC Blepharocalyx salicifolius lanceolatus O.Berg ;Blepharocalyx lanceolatus var. arborescens O.Berg;
Flora (Kunth) O.Berg Blepharocalyx lanceolatus var. frutescens O.Berg ; Blepharocalyx longipes
0.Berg ; Blepharocalyx minutiflorus Mattos & D.Legrand; Blepharocalyx
montanus Lillo; Blepharocalyx mugiensis (Cambess.) Burret;Blepharocalyx
myrcianthoides Mattos; Blepharocalyx parvifolius O.Berg;
Blepharocalyx picrocarpus O.Berg; Blepharocalyx pilosus O.Berg;
Blepharocalyx ramosissimus O.Berg; Blepharocalyx ramosissimus var.
latifolius O.Berg; Blepharocalyx ramosissimus var. nanus O.Berg;
Blepharocalyx ramosissimus var. obovatus O.Berg; Blepharocalyx
salicifolius f. catharinae D.Legrand; Blepharocalyx salicifolius var.
longipes (O.Berg) D.Legrand; Blepharocalyx salicifolius var. salicifolius;
Blepharocalyx salicifolius var. tweediei (Hook. & Arn.) D.Legrand;
Blepharocalyx serra O.Berg; Blepharocalyx sessilifolius O.Berg;
Blepharocalyx sessilifolius var. pauciflorus O.Berg; Blepharocalyx

PFAF, EFBS,
UTP, LFB, CF,
CRC

LC Red List

Blepharocalyx eggersii

LC RedList = iaersk.) Landrum

LC CF UTP



sessilifolius var. pluriflorus O.Berg; Blepharocalyx strictus O.Berg;
Blepharocalyx suaveolens (Cambess.) Burret; Blepharocalyx suaveolens
var. abrupticulmeus D.Legrand; Blepharocalyx suaveolens var. cuneatus
D.Legrand; Blepharocalyx suaveolens var. umbilicatus (Cambess.)
D.Legrand; Blepharocalyx tweediei (Hook. & Arn.) O.Berg;
Blepharocalyx tweediei f. amara D.Legrand; Blepharocalyx tweediei f.
angusta D.Legrand; Blepharocalyx tweediei f. catharinae (D.Legrand)
Mattos; Blepharocalyx tweediei f. elongatus D.Legrand; Blepharocalyx
tweediei f. lanceolatus D.Legrand;Blepharocalyx tweediei f. parvus
D.Legrand; Blepharocalyx tweediei f. salicoideus D.Legrand;
Blepharocalyx tweediei var. angustifolius (O. Berg) D. Legrand;
Blepharocalyx tweediei var. longipes (O.Berg) Mattos; Blepharocalyx

tweediei var. septentrionalis Mattos; Blepharocalyx umbilicatus (Cambess.)

Burret; Blepharocalyx umbilicatus var. mugiensis (Cambess.)
Mattos;Blepharocalyx umbilicatus var. paranaensis Mattos;
Blepharocalyx villosus O.Berg; Blepharocalyx villosus var. triflorus
0.Berg; Blepharocalyx villosus var. uniflorus O.Berg; Blepharocalyx
widgrenii O.Berg; Eugenia acuminatissima Miq; Eugenia adamantium
Cambess.;

Eugenia decumbens Cambess.; Eugenia depauperata Cambess.; Eugenia
deserti Cambess.; Eugenia ipehuensis Barb.Rodr. ex Chodat & Hassl.;
Eugenia piedadensis Kiaersk.; Eugenia salicifolia (Kunth) DC.; Eugenia
suaveolens Cambess.; Eugenia tweediei Hook. & Arn.; Heteromyrtus
umbilicata (Cambess.) Blume; Myrcia mugiensis Cambess.;Myrcianthes
cisplatensis var. angustifolia O.Berg; Myrcianthes cisplatensis var.
brevipedunculata O.Berg; Myrciaria angustifolia (O.Berg) Mattos;
Myrciaria brevipedunculata (O.Berg) Mattos; Myrciaria deserti
(Cambess.) O.Berg; Myrciaria dichotoma D.Legrand; Myrciaria
piedadensis (Kiaersk.) Mattos & D.Legrand; Myrtus amara (O. Berg)
Arech.; Myrtus amara (O.Berg) Arechav.; Myrtus angustifolia (O.Berg)
Arechav.;

Myrtus angustissima (O.Berg) Arechav.; Myrtus apiculata (O.Berg)
Kiaersk.; Myrtus apiculata var. microphylla Kiaersk; Myrtus brunnea
(0.Berg) Kiaersk.; Myrtus dumosa Spreng.;Myrtus lanceolata (O.Berg)
Arechav.; Myrtus longipes (O.Berg) Kiaersk.; Myrtus reinhardtiana
Kiaersk.;

Myrtus reinhardtiana f. subcordata Kiaersk.; Myrtus salicifolia Kunth;
Myrtus stricta (O.Berg) Arechav.; Myrtus umbilicata Cambess.; Myrtus
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Calycolpus calophyllus
(Kunth) O.Berg

Calycolpus goetheanus
(Mart. ex DC.) O.Berg

Calycorectes acutatus
(Miq.) Toledo

Calyptranthes concinna
DC.

Calyptranthes concinna
DC.

Calyptranthes grandifolia
O.Berg

Calyptranthes strigipes
O.Berg
Calyptranthes
widgreniana O.Berg

widgrenii (O.Berg) Kiaersk.;

Pseudomyrcianthes adamantium (Cambess.) Kausel;

Calycolpus calophyllus var. angustifolius Steyerm.; Calycolpus
campomanesioides (O.Berg) Mattos;Guajava campomanesiodes (O.Berg)
Kuntze; Myrtus calophylla Kunth;Myrtus citrifolia Willd. ex O.Berg;
Psidium campomanesioides O.Berg.

Calycolpus angustifolius L.Riley; Calycolpus cordatus L.Riley; Calycolpus
glaber (Benth.) O.Berg; Calycolpus glaber var. angustilobus L.Riley;
Calycolpus ovalifolius O.Berg; Calycolpus schomburgkianus O.Berg;
Calycolpus schomburgkianus var. recurvatus O.Berg; Calycolpus
schomburgkianus var. speciosus O.Berg; Campomanesia glabra Benth.;
Campomanesia goetheana Hemsl.; Myrtus goetheana Mart. ex DC.;
Prevostea amazonicus Choisy.

Eugenia acutata Miq.; Eugenia laurifolia Spring ex Mart.; Eugenia
springiana O.Berg.

Calyptranthes concinna var. concinna; Calyptranthes concinna var.
glomerata; (Cambess.) D.Legrand; Calyptranthes glomerata Cambess.;
Calyptranthes kleinii D.Legrand; Calyptranthes reitziana D.Legrand;
Calyptranthes variabilis var. oblongata O.Berg; Calyptranthes variabilis
var. pulchella O.Berg; Calyptranthes variabilis var. riparia O.Berg;
Calyptranthes variabilis var. stricta O.Berg; Chytraculia concinna (DC.)
Kuntze; Chytraculia glomerata (Cambess.) Kuntze.

Calyptranthes concinna var. concinna;

Calyptranthes concinna var. glomerata (Cambess.) D.Legrand;
Calyptranthes glomerata Cambess.; Calyptranthes kleinii D.Legrand;
Calyptranthes reitziana D.Legrand; Calyptranthes variabilis var.
oblongata O.Berg; Calyptranthes variabilis var. pulchella O.Berg;
Calyptranthes variabilis var. riparia O.Berg; Calyptranthes variabilis var.
stricta O.Berg; Chytraculia concinna (DC.) Kuntze; Chytraculia
glomerata (Cambess.) Kuntze.

Calyptranthes grandifolia var. grandifolia;

Calyptranthes grandifolia var. macrantha D.Legrand; Calyptranthes
grandifolia var. rufa (O.Berg) D.Legrand; Calyptranthes rufa O.Berg.;
Chytraculia grandifolia (O.Berg) Kuntze; Chytraculia rufa (O.Berg)
Kuntze.

Chytraculia strigipes (O.Berg) Kuntze

Chytraculia widgreniana (O.Berg) Kuntze

UTP

UTP
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Campomanesia dichotoma
(O.Berg) Mattos

Campomanesia
eugenioides (Cambess.) D.
Legrand

Campomanesia
grandiflora (Aubl.) Sagot

Campomanesia
guazumifolia (Cambess.)
O.Berg

Campomanesia ilhoensis
Mattos

Campomanesia lineatifolia
Ruiz & Pav.

Campomanesia pubescens
(Mart. ex DC.) O.Berg

Britoa dichotoma O.Berg; Britoa psidioides O.Berg; Britoa triflora
0.Berg; Britoa triflora var. ilhensis O.Berg; Campomanesia psidioides
(O.Berg) Nied.; Campomanesia triflora (O.Berg) Baill.; Eugenia triflora
Willd. ex O.Berg.

Campomanesia eugenioides (Cambess.) D.Legrand ex Landrum

Burchardia grandiflora (Aubl.) Raf.; Campomanesia poiteaui O.Berg;
Psidium aromaticum var. grandiflorum (Aubl.) Pers.; Psidium
grandiflorum Aubl.

Abbevillea rugosa O.Berg; Britoa guazumifolia (Cambess.) D.Legrand;
Britoa hassleriana Barb.Rodr. ex Chodat & Hassl. Britoa sellowiana
0.Berg; Campomanesia albiflora Rojas Acosta;

Campomanesia guazumifolia var. grisea (Cambess.) O.Berg;
Campomanesia guazumifolia var. rubiginosa O.Berg; Campomanesia
itanarensis Kiaersk.; Lacerdaea luschnathiana O.Berg; Psidium
guazumifolia var. grisea Cambess.; Psidium guazumifolium Cambess.;
Psidium guazumifolium var. grisesum Cambess.

Abbevillea gardneriana O.Berg; Campomanesia schultziana Mattos;
Campomanesia viatoris Landrum.

Campomanesia cornifolia Kunth; Campomanesia rivularis (Mart. ex DC.)
Nied.; Psidium lineatifolium (Ruiz & Pav.) Pers.; Psidium rivulare Mart. ex
DC.

Abbevillea widgreniana (O.Berg) O.Berg; Britoa eriantha (Cambess.)
0.Berg; Campomanesia affinis O.Berg; Campomanesia apiculata
Barb.Rodr. ex Chodat & Hassl; Campomanesia australis O.Berg;
Campomanesia bracteolata Kiaersk.; Campomanesia campestris O.Berg;
Campomanesia corymbosa (Cambess.) O.Berg; Campomanesia cuneata
0.Berg; Campomanesia dimorpha O.Berg; Campomanesia discolor
0.Berg; Campomanesia discolor var. alternifolia O.Berg; Campomanesia
discolor var. oppositifolia O.Berg; Campomanesia discolor var. paranensis
(D.Legrand) Mattos; Campomanesia diversifolia Barb.Rodr.;
Campomanesia eriantha (Cambess.) Blume ex B.D.Jacks.; Campomanesia
eriantha (Cambess.) Blume ex Mattos; Campomanesia erosa (Miq.)
Govaerts; Campomanesia fusca O.Berg; Campomanesia fusca var. erosa
(Mig.) O.Berg; Campomanesia fusca var. integra O.Berg;

Campomanesia fusca var. stricta O.Berg; Campomanesia fusca var.
subtriflora O.Berg; Campomanesia gomesiana Handro & Mattos;
Campomanesia hassleri Barb.Rodr.; Campomanesia heterophylla O.Berg;
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Campomanesia sessiliflora
(O.Berg) Mattos

Campomanesia velutina
(Cambess.) O.Berg

Campomanesia
xanthocarpa (Mart.)
0O.Berg

Eugenia albicans (O.Berg)
Urb.
Eugenia anastomosans
DC.
Eugenia angustissima
O.Berg

Campomanesia houlletii O.Berg; Campomanesia lanceolata O.Berg;
Campomanesia obversa (Mig.) O.Berg; Campomanesia obversa var.
angustifolia O.Berg; Campomanesia obversa var. latifolia O.Berg;
Campomanesia obversa var. perforata O.Berg; Campomanesia ovalifolia
0.Berg; Campomanesia ovalifolia var. venulosa O.Berg; Campomanesia
paranensis D.Legrand; Campomanesia pohliana O.Berg; Campomanesia
pubescens var. coarctata O.Berg; Campomanesia pubescens var. effusa
0.Berg; Campomanesia reticulata O.Berg; Campomanesia rhytidophylla
0.Berg; Campomanesia rugosa O.Berg; Campomanesia salviifolia O.Berg;
Campomanesia salviifolia var. angustifolia (Mig.) O.Berg; Campomanesia
salviifolia var. latifolia O.Berg; Campomanesia suaveolens (Cambess.)
0.Berg; Campomanesia trichosepala Barb.Rodr.; Campomanesia virescens
0.Berg; Campomanesia warmingiana Kiaersk.; Campomanesia
widgreniana O.Berg; Campomanesia yerutiensis Barb.Rodr. ex Chodat &
Hassl.; Guajava hians (Mart. ex DC.) Kuntze; Psidium corymbosum
Cambess.; Psidium corymbosum f. angustifolium Mig.; Psidium erianthum
Cambess.; Psidium erosum Mig.; Psidium hians Mart. ex DC.; Psidium
hians var. cuneatum O.Berg; Psidium hians var. truncatum O.Berg;
Psidium obversum Mig.; Psidium pubescens Mart. ex DC.; Psidium
suaveolens Cambess.

Abbevillea bullata Barb.Rodr.; Campomanesia bullata (Barb.Rodr.)
Barb.Rodr. ex Chodat & Hassl.; Campomanesia igatimiensis Barb.Rodr. ex

Chodat & Hassl.; Campomanesia nitidifolia Barb.Rodr. ex Chodat & UTP, LFB, CF
Hassl.
Campomanesia rabeniana Kiaersk.; Campomanesia riedeliana O.Berg; CE

Psidium velutinum Cambess.

Campomanesia crenata O.Berg; Campomanesia dusenii Kausel;
Campomanesia malifolia O.Berg; Campomanesia rhombea var. grandifolia
0.Berg; Campomanesia rhombea var. kleinii D.Legrand; Campomanesia
rhombea var. parvifolia O.Berg; Campomanesia xanthocarpa var. UTP, LFB, CF
malifolia (O.Berg) D.Legrand; Campomanesia xanthocarpa var.

xanthocarpa; Eugenia xanthocarpa Mart.; Psidium malifolium F.Muell.;

Psidium punctulatum Mig.

Stenocalyx albicans O.Berg
Eugenia ptariensis Steyerm.

LFB, CF

EFBS

235



LC

LC

LC

LC

LC

LC

LC

LC

LC

CNC
Flora

Red List

CNC
Flora
CNC
Flora

Red List

CNC
Flora

Red List

Red List

Red List

Eugenia anomala Barb.
Rodr.
Eugenia arenaria
Cambess.

Eugenia arenosa Mattos

Eugenia aurata O.Berg

Eugenia bacopari
D.Legrand

Eugenia bahiensis DC.

Eugenia batingabranca
Sobral
Eugenia beaurepairiana
(Kiaersk.) D.Legrand

Eugenia biflora (L.) DC.

Eugenia exechusa O.Berg; Eugenia exechusa var. uniflora Kiaersk.

Eugenia hagelundii Mattos; Guajava herbacea (O.Berg) Kuntze; Psidium
herbaceum O.Berg.

Eugenia chrysantha O.Berg

Eugenia velutiflora Kiaersk.

Caryophyllus fruticosus Mill.; Cumetea mini (Aubl.) Raf.; Eugenia