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RESUMO

A goiaba-serrana (Acca sellowiana) € uma planta nativa do sul do Brasil, e apesar de
ndo ser conhecida comercialmente, € um fruto com excelentes caracteristicas
organolépticas, bastante reconhecida por possuir sua polpa adocicada e casca
adstringente. Devido ao fruto ser bem adaptado as condicfes edafoclimaticas de
Santa Catarina é que foram iniciados os processos de domesticacdo da espécie na
serra Catarinense em 1986. O objetivo deste estudo € a obtencéo de extratos da folha
da goiaba-serrana utilizando métodos a baixa pressao, a fim de avaliar o rendimento
global e os compostos fendlicos presentes no extrato. As extracdes a baixa pressao
(EBP) selecionadas foram Soxhlet, US e UB, utilizando etanol, agua e uma mistura
de etanol-agua (50:50 v/v) como solventes. O teor de compostos fendlicos totais (CFT)
foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu. O rendimento dos extratos obtido pela
utilizacdo de etanol foi inferior aos resultados dos demais solventes. Em Soxhlet a
extracdo com etanol foi a que obteve melhor rendimento, 21 % de extrato, enquanto
gue com etanol-agua e agua, resultaram em 27 % e 28 %, respectivamente. Foi
realizada analise estatistica através do teste de Tukey, e este demostrou que ndo ha
diferenca significativa entre os dois métodos de extracdo com ultrassom utilizando
agua e etanol-agua como solventes. Todos os extratos obtidos por EBP apresentaram
teores significativos de compostos fendlicos, que séo os principais responsaveis pela
atividade antioxidante de extratos de produtos naturais. O método que apresentou
maior CFT foi US com etanol-agua e etanol, resultando 322 mgEAG.g* e 320
mgEAG.g?, respectivamente. Sendo assim, as folhas da goiaba-serrana podem ser
consideradas como potenciais fontes de compostos fendlicos totais e possivel fonte
de compostos antioxidantes.

Palavras-chave: Goiaba-serrana. Folha. Soxhlet. Ultrassom. Compostos fendlicos.
Antioxidantes.



ABSTRACT

Feijoa (Acca sellowiana) is a native plant from Southern Brazil and, although not known
commercially, it is a fruit with terrific organoleptic characteristics with a distinct sweet
pulp and astringent peel. Due to the great adaptation of the fruit to the local conditions
and its organoleptic potential, processes of domestication of the species were initiated
in Santa Catarina’s ridge in 1986. Therefore, the objective of this study is to obtain
extracts from feijoa leaves using low pressure methods in order to evaluate the total
yield and phenolic compounds in the extract. The low pressure extractions (LPE)
selected were Soxhlet, UP and UB, using ethanol, water and a mixture of ethanol-
water (50:50 v/v) as solvents. The total phenolic content (TPC) was determined by the
Folin-Ciocalteu method. The yield of the extracts obtained by using ethanol was lower
than the results of other solvents. The Soxhlet ethanol extraction had the Best yield,
21% of extract, while with ethanol-water and water, these yields were 27% and 28%,
respectively. Statistical analysis was performed using Tukey's test, which showed that
there is no significant difference between the two methods of ultrasonic extraction
using water and ethanol-water as solvents. All the extracts obtained by LPE presented
significant levels of phenolic compounds, which are the main responsible for the
antioxidantactivity of natural product extracts. The method with the highest TPC was
UP with ethanol-water and ethanol, resulting in 322 mgGAE.g* and 320 mgGAE.g?,
respectively. Thus, feijoa leaves can be considered a potential source of total phenolic
content and possible source of natural antioxidants.

Key-words: Feijoa. Leaf. Soxhlet. Ultrasound. Phenolic compounds. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A goiaba-serrana (Acca sellowiana (O. Berg.) Burret), conhecida também por
feijoa, goiaba-do-mato, ou ainda por goiaba-da-serra, € uma espécie nativa do
planalto meridional brasileiro e ficou evidenciada pelo seu expressivo potencial
organoléptico (MATTOS, 1990; SANTOS, 2009).

Muitas espécies nativas sdo desconhecidas pela maioria da populacdo, como
€ 0 caso da goiaba-serrana, pertencente a familia Myrtaceae, considerada fruta
exotica no Brasil, mas cultivada comercialmente em outros paises (GODOQOY et al.,
2010).

Segundo Pozzan (2014), apesar da goiaba-serrana ser nativa do Brasil, as
frutas que podem ser encontradas por aqui, sdo geralmente provenientes de
plantacdes feitas na Coldmbia. Apesar de ter um potencial econémico consideravel,
os plantios para fins comerciais no Brasil ainda s&o raros, por conta da fragilidade do
fruto, cuja armazenagem ndo ultrapassa 3 semanas, e pelo fato da espécie ainda ndo
estar completamente domesticada.

A goiabeira-serrana € uma planta nativa do sul do Brasil mas j& foi introduzida
e esta sendo produzida em paises como a Colémbia, Estados Unidos e Nova
Zelandia. Nesses paises, a goiaba-serrana € utilizada para producdo de frutos in
natura, ou ainda para producao de geleias, bebidas, chocolates, biscoitos e sorvetes
(EPAGRI, 2009).

Na regido Sul do Brasil h4 muita riqueza de diversidades de frutas consideradas
exoticas, ha diversas espécies frutiferas nativas com potencial de uso como a
Pitangueira (Eugenia uniflora), o Aragazeiro (Psidium cattleianum) e, especialmente,
a Goiabeira-Serrana (Acca sellowiana). Contudo, na grande maioria, os esforcos de
pesquisa séo direcionados a selecao de cultivares de espécies exéticas com melhor
adaptacdo as condicbes climaticas e resisténcia a patdgenos, o que deixa em
desvantagem os estudos das espécies nativas que podem apresentar potencial
equivalente ou até mesmo superior as espécies comumente cultivadas (SANTOS,
2005).

Em Santa Catarina, devido ao potencial organoléptico dos frutos da goiabeira-
serrana, iniciaram-se estudos através de um Programa de Melhoramento Genético
estabelecido em 1986 pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de

Santa Catarina S.A. — Epagri. Como resultado, ja existem quatro cultivares lancadas
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(Alcantara, Helena, Nonante e Mattos), além de conhecimentos sobre pragas,
doencas e algumas informacdes necessarias para a exploracao da espécie (EPAGRI,
2009).

O interesse no estudo desta mirtacea, deve-se ao fato da espécie adaptar-se
as condicbes edafocliméticas de Santa Catarina, e pelos frutos apresentarem
expressivo potencial organoléptico, o cultivo desta planta € favorecido por apresentar
como alternativa de renda a agricultores locais. Além disso, a goiaba-serrana
apresenta grande potencial de uso ornamental, paisagistico e para recuperacao de
areas degradadas (LEGRAND; KLEIN, 1977; MATTOS, 1990; DUCROQUET;
RIBEIRO, 1991; NODARI et al., 1997; DUCROQUET; HICKEL; NODARI, 2000;
BARNI et al., 2004; SILVA et al., 2013).

Para o cultivo comercial ser possivel, € importante que as variedades
selecionadas reunam caracteristicas superiores as plantas em estado natural, em
termos de produtividade, estabilidade na producéo e qualidade de frutos. Para que
tais variedades sejam constituidas, € necessario que haja variabilidade suficiente na
espécie, capaz de prover amostras que possam ser utilizados em programas de
melhoramento (ALLARD, 1999).

Alguns estudos foram realizados (BASILE et al., 1997; VUOTTO et al., 2000;
IELPO et al., 2000) e comprovaram propriedades farmacolégicas presentes nos frutos
de goiaba-serrana (Acca sellowiana), os quais demonstraram que este fruto apresenta
atividade antibacteriana e antioxidante, assim como a existéncia de flavonoides em
seus frutos, cujas propriedades auxiliam na atividade imunolégica (SANTOS, 2005).

Segundo Mattos (1990), os frutos da goiabeira-serrana sdo muito apreciados
como “frutos de mesa” por serem saborosos e aromaticos. Além disso, sua poupa
pode ser utilizada para fabricacdo de geleias, goiabadas, compotas, sucos e licores.
As pétalas das flores sdo comestiveis, e as folhas e cascas sdo utilizadas para chéas
medicinais.

Atualmente, a SANJO (Cooperativa Agricola de Sdo Joaquim) € uma das cinco
maiores produtoras de macas do Brasil. Dentre os produtos elaborados por eles
encontra-se destilados, espumantes, fermentados de maca, sidra e, principalmente,
sucos e vinhos. A empresa utiliza a goiaba-serrana que, juntamente com a maca,
compde um suco denominado misto, este ja se encontra a venda e tem alto indice de

aceitabilidade.
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Uma tendéncia na industria de alimentos é a busca por extratos naturais com
potenciais ativos de grau alimenticio. A extracdo é um passo muito importante no
isolamento, identificacdo e utilizacdo de compostos presentes nesses extratos e nao
existe um método de extracao padrao (NETTO, 2014).

Segundo Azmir et al. (2013), compostos bioativos de plantas podem ser obtidos
por varias técnicas classicas de extracdo. A maioria destas técnicas baseiam-se na
extracdo utilizando diferentes solventes e a aplicacdo de calor. Um método classico
que sera utilizado neste trabalho sera extracdo Soxhlet. Esta técnica tem sido
amplamente utilizada para a extracdo de compostos bioativos a partir de varias fontes
naturais. E usado como um modelo para a comparacdo das novas alternativas de
extracao.

Outro método escolhido foi extracdo assistida por ultrassom, baseada na acao
de ondas mecénicas de baixa frequéncia as quais resultam na cavitacdo, fendbmeno
responsavel pela formacao e colapso de bolhas de cavitacdo que refletem em é&reas
pontuais de alta pressdo e temperatura, facilitando o processo de extracdo dos
elementos (BENDICHO et al., 2012; KRUG, 2008). As vantagens desta extracao
incluem reducado do tempo de extracéo, energia e a utilizacdo de solvente (CHEMAT
et al., 2008). Autores como Herrera e Luque de Castro (2004) descobriram que o
ultrassom pode melhorar o rendimento de extragdo de acordo com 0s solventes
selecionados.

Assim, considerando o exposto acima, o presente trabalho de pesquisa envolve
a extracdo de compostos com atividade antioxidante da folha da goiaba-serrana
mediante o emprego de extracdes a baixa pressao.

1.2 OBJETIVO

Obtencéo de extratos das folhas da goiaba-serrana (Acca sellowiana (O. Berg.)

Burret) utilizando métodos a baixa presséo.
1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Reviséo bibliografica acerca dos métodos convencionais e ndo convencionais

de extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais (frutos integrais e
folhas);
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d)
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Revisdo bibliografica acerca dos compostos bioativos presentes na goiaba-
serrana;

Obtencéo de extratos de folhas de goiaba-serrana por diferentes métodos de
extracdo: Soxhlet e extracdo assistida por ultrassom por dois meios, banho com
ultrassom e sonda de ultrassom com uso de etanol, agua e a mistura etanol-
agua (50:50 v/v) como solventes, comparando os resultados entre si e com
dados da literatura;

Quantificar compostos fendlicos totais utilizando curva de calibracédo de acido
galico e medi¢cbes espectrofotométricas de cada extrato, comparando 0s
resultados entre si e com dados da literatura;

Publicar os resultados obtidos em revistas cientificas da area.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GOIABA-SERRANA (Acca sellowiana (O. BERG) BURRET))

A goiaba-serrana (Acca sellowiana) ou ainda, Feijoa sellowiana, pertence a
familia Myrtaceae, a qual compreende 130 géneros e aproximadamente 4.000
espécies descritas, sendo a maior familia da ordem Myrtales (SOUZA; LORENZI,
2005). Entre todos os géneros existentes, quatro tem atualmente importancia
econbmica: 1) Psidium — destacando-se a goiabeira e o aracazeiro; 2) Eugenia - onde
se destaca a pitangueira; 3) Mirciaria — no qual se destaca a jabuticabeira e 4) Acca
(Feijoa) - do qual destaca-se a Goiabeira-Serrana, nativa no planalto meridional do
Brasil com dispersdo secundaria no Uruguai (CRONQUIST, 1981).

A espécie é conhecida popularmente pelos nomes de goiabeira-da-serra,
goiabeira-do-mato, goiabeira-serrana ou feijoa (DUCROQUET; RIBEIRO, 1991).
Existem indicios de que os indigenas Kaingang a chamam de kané kriyne, j& no
Uruguai € conhecida como guayabo verde ou guayabo del pais e, na lingua inglesa é
conhecida por feijoa ou pinneapple-guava (SANTOS et al., 2011).

A espécie foi coletada inicialmente em 1819 por Sellow, da qual deriva o nome
sellowiana, e Berg foi quem realizou a descrigdo. No ano de 1856, Berg descreveu o
género Acca, e em 1859 o género Feijoa, como os dois géneros ndo apresentam
diferencas que justifiquem a sua separagdo, sao aceitos ambos 0s nomes Acca
sellowiana e Feijoa sellowiana. No entanto, Acca sellowiana € mais utilizado por ser o
mais antigo (MATTOS, 1986; CACIOPPO, 1988; DUCROQUET et al., 2000).

A goiabeira-serrana apresenta-se como arbusto ou pequena arvore, perenifélio,
bastante ramificada quando encontrada no campo. Possui uma altura que pode variar
de 2 a 6 m, devido a grande diversidade do porte da espécie, no entanto, raramente
ultrapassa 5 m de altura. Dispde de ramos cilindricos, opostos, acinzentados, glabros,
desprendendo plaquinhas de casca. As folhas sdo opostas, curtas, pecioladas,
pequenas e estreitas. Apresenta face superior verde-escura brilhante e face inferior
esbranquicada (MATTOS, 1990; DUCROQUET,; RIBEIRO, 1991). Floresce nos
meses de outubro e novembro, as flores podem apresentar-se solitarias ou em cachos
de no maximo 5 unidades. Suas flores sépalas discretas, e pétalas carnosas e
recurvadas, normalmente brancas por fora e purpuras internamente (MATTOS, 1986;
DUCROQUETE et al., 2000).
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O fruto, classificado como um pseudofruto do tipo pomo, pela flor ser epigina,
com ovario infero e aderente. E uma baga com formato variando de redondo a
oblongo, polpa cor gelo, casca lisa, semirrugosa ou rugosa, com diametro de 3 a 5
cm, comprimento de 4 a 10 cm, peso de 20 a 250 g e rendimento de polpa de até
50%. O fruto da goiabeira-serrana € similar ao da goiabeira comum (Psidium guajava
L.), mas apresenta casca verde, espessura variavel de 4 a 12 mm, e ndo comestivel.
Com polpa de sabor singular doce-acidulado e aroma penetrante (FRANCA, 1991;
DUCROQUET et al., 2000; AMARANTE; SANTOS, 2011) (Figura 1).

O fruto tem sabor doce e é muito aromatico. A polpa em torno das sementes é
suculenta e na proximidade da casca € ligeiramente arenoso. A casca é azeda e
amarga, mas pode ser comida com a polpa, ja que o azedo da casca contrasta com a
docura da polpa. A goiaba-serrana é fonte de vitamina C, baixa em calorias e rica em
minerais e fibras (RODERICK, 2010).

Além do consumo in natura, os frutos podem ser processados e utilizados na
producao de sucos, geleias e sorvetes. Nas areas de ocorréncia natural, os frutos séo
muito apreciados e consumidos, sendo que a maturacao ocorre de fevereiro até inicio
de junho. Além do aproveitamento dos frutos, as pétalas das flores podem ser
destinadas para consumo humano (decoracao de pratos, saladas, doces) em razao
do seu agradavel sabor. Adicionalmente, devido a beleza das flores e ao porte da
planta, esta pode ser usada na ornamentacdo urbana ou residencial (AMARANTE;
SANTOS, 2011), como pode ser observado na Figura 1.

Em Santa Catarina, seu cultivo comercial foi iniciado em regides de maior
altitude. A goiaba-serrana ja esta em cultivo comercial e é igualmente apreciada por
consumidores na Nova Zelandia, Franca, Estados Unidos (DUCROQUET; RIBEIRO,
1996), e Coldbmbia (EPAGRI 2009).
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Figura 1 — Imagens ilustrativas da goiaba-serrana. A) Flores. B) Planta em plena floracdo. C)
Aparéncia de frutos com corte transversal e longitudinal. D) Apresentacao da folhagem e de
frutos em estagio de maturacéo.
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Fonte: A e B) Dream Garden (Acca sellowiana) (2015). C) Epagri (2009). D) Dream Garden
(Acca sellowiana) (2015).

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DA GOIABA-SERRANA

A histéria de plantas utilizadas pela humanidade é tdo antiga como o inicio da
prépria humanidade. Inicialmente, as pessoas usavam plantas para fins nutricionais,
porém, apO0s a descoberta de propriedades medicinais tornaram-se fontes de
prevencao de doencas e melhoria da saude em diversas comunidades (AZMIR et al.,
2013).

Diversos estudos foram realizados (BASILE et al., 1997; VUOTTO et al., 2000;
IELPO et al., 2000) e comprovaram as propriedades farmacolégicas presentes nos
frutos de goiaba-serrana, os quais demonstraram que este fruto apresenta atividade
antibacteriana e antioxidante, assim como a existéncia de flavonoides em seus frutos,
cujas propriedades auxiliam na atividade imunoldgica (SANTOS, 2005).
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O valor nutracéutico comercial de frutos da goiaba-serrana reside no seu alto
contetdo fendlico que, por sua vez, fornece o fruto com excelentes propriedades
antioxidantes. Os fenois sdo responsaveis pela atividade imunoestimulante, pela
atividade anti-inflamatoria e provavelmente também a atividade antimicrobiana do
fruto (RODERICK, 2010).

Segundo Saj, Roy e Savitha (2008), o 6leo essencial da goiaba-serrana revelou
um amplo espectro de atividade antimicrobiana, especialmente contra cepas fungicas.
Um grupo japonés (MOTOHASHI et al., 2000) descobriu que os extratos da casca da
fruta in vitro, possuiam forte atividade antimicrobiana e concluiu que este material
tinha um bom potencial terapéutico. Basile et al. (1997), descreveram um extenso
estudo da atividade antibacteriana de varios extratos de todas as partes da goiaba-
serrana. Todos os extratos foram ativos contra 8 estirpes bacterianas, mas a atividade
verificou-se residir principalmente nas sementes, seguindo pelo fruto e as partes
vegetativas.

Bontempo et al. (2007) e Cassady et al. (1993) descobriram que extratos de
goiaba-serrana extraidos com acetona inibiram o crescimento de células
cancerigenas selecionadas. O grupo identificou flavona como o principio ativo e
mostrou que induzia a apoptose destas células. Relacionando produtos bioativos, o0s
elagitaninos, foram identificados nas folhas e frutos de goiaba-serrana (AMAKURA et
al., 2000; OKUDA et al., 1980) e estes polifendis sdo conhecidos por inibir o
crescimento de cancer e tumores.

Extratos de goiaba-serrana com acetona tém atividade anti-inflamatéria, devido
em parte, pela supressdo da producdo de Oxido nitrico por flavona (ROSSI et al.,
2007).

McGhie, Hunt e Barnett (2004), demonstrou que a maior parte da atividade
antioxidante da polpa da fruta da goiaba-serrana reside no grupo proantocianidina de
produtos polifendlicos, que habitualmente fornecem uma fruta com um sabor
adstringente e, as vezes amargo.

Beyhan et al. (2010), realizou pesquisas analisando a capacidade antioxidante
total do extrato de frutas frescas, frutas secas e da folha da goiaba-serrana. O
resultado do estudo mostrou que ambas as frutas e folhas tém capacidade

antioxidante, mas a atividade da folha foi superior a da fruta.
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2.3 METODOS DE EXTRACAO

Os estudos qualitativos e quantitativos de compostos bioativos de plantas
dependem na sua maioria da escolha adequada do método de extracdo (SMITH,
2003; SASIDHARAN et al., 2011). A extracdo é a primeira etapa de qualquer estudo
de plantas medicinais, desempenha um papel significativo e crucial no resultado final.
Segundo Hernandez et al. (2009), os fatores mais comuns que afetam processos de
extracdo sdo propriedades da matriz da planta, solvente, temperatura, tempo e
presséao.

Segundo Azmir et al. (2013), s6 é possivel realizar uma separacéo,
identificacéo e caracterizagcdo de compostos bioativos, se for seguido por um processo
adequado de extracdo. Diferentes técnicas de extracdo devem ser utilizadas em
diversas condicGes para a compreensdo da seletividade de extracdo, a partir de
diversas fontes naturais.

Existem vérias técnicas de extracdo para obtencdo de extratos de matrizes
vegetais, entre elas: destilagdo por arraste a vapor, extracdo com solventes como
maceracdo, Soxhlet, percolagdo, infusdo e as ndo convencionais como extracao
supercritica, extracao assistida por microondas e extracdo assistida por ultrassom
(VINATORU, 2001).

Antes de executar a extracao deve-se levar em consideracéo as caracteristicas
do material vegetal, o seu grau de divisdo, o meio extrator e a metodologia (SIMOES
et al., 2003).

No presente estudo, serdo revisadas as técnicas de extracdo a baixa pressao
em Soxhlet, extracdo assistida por ultrassom com uso de sonda (US) e extracao

assistida por ultrassom com uso de banho (UB).

2.3.1 Meétodos convencionais de extracao

Azmir et al. (2013), descreveu que compostos bioativos a partir de plantas
podem ser extraidos pelas varias técnicas classicas de extracdo. A maioria destas
técnicas baseiam-se na extracdo utilizando diferentes solventes e na aplicacdo de
calor e/ou de mistura dos dois fatores. Afim de obter compostos bioativos de plantas,
as técnicas classicas existentes s&o: extracdo via Soxhlet, maceracdo e

hidrodestilacao.
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2.3.1.1 Extracdo Soxhlet

O extrator Soxhlet foi proposto pelo quimico aleméo Franz von Soxhlet (1879),
e inicialmente foi projetado para a extracao de lipidios. Mas, atualmente este método
tem sido amplamente utilizado para a extracdo de valiosos compostos bioativos
provenientes de fontes naturais (AZMIR et al., 2013). Segundo Instituto Adolfo Lutz
(2008), o residuo obtido ndo € constituido unicamente por lipidios, mas por todos os
compostos que, nas condicdes da determinacéo, possam ser extraidos pelo solvente.
Estes conjuntos incluem os acidos graxos livres, ésteres de acidos graxos, as
lecitinas, as ceras, 0s carotenoides, a clorofila e outros pigmentos, além dos esterois,
fosfatidios, vitaminas A e D, 6leos essenciais, e outros.

Segundo Schneider (1980), no processo de liberacdo extrativa levam-se em
conta trés etapas principais: a penetracdo do solvente no tecido; a formacdo de uma
miscela intracelular e, a difusdo do extrato na miscela externa. Consiste no tratamento
sucessivo e intermitente da amostra imersa em um solvente puro, gragas a sifonagem
e subsequente condensacédo do solvente aquecido dentro do baldo que esta na base
do aparelho (LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

Esta extragdo opera em ciclos de preenchimento do extrator Soxhlet onde se
encontra a matriz vegetal. Em cada ciclo da operacéo, o material vegetal entra em
contato com o solvente renovado; assim 0 processamento possibilita uma extracao
altamente eficiente (SIMOES et al., 2003; LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010).

Uma das vantagens que o método de Soxhlet apresenta é que a amostra esta
sempre em contato com o solvente, havendo sua constante renovacgdo; outra
vantagem é que a temperatura do sistema se mantém relativamente alta, visto que o
calor aplicado para o processo de evaporacdo é constante. Esta é uma metodologia
muito simples, pois ndo requer treinamento especializado e possibilita uma extracao
eficiente e com uma quantidade maior de extrato em relacdo a outros métodos, ndo
havendo necessidade de filtragcdo da miscela ap0s a extragdo, pois a amostra esteve
envolta no cartucho durante todo o procedimento (LUQUE DE CASTRO; GARCIA-
AYUSO, 1998).

Segundo Luque de Castro e Priego-Capote (2010), as desvantagens da
extracdo por Soxhlet sdo o tempo que esse método exige, leva em média 6 h, e a

geracdo de quantidades consideraveis de residuos de solventes no extrato quando
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comparada a outras metodologias de extracdo de sdlidos, como a extracdo
supercritica. Apesar disso, possibilita extrair mais massa de amostra do que a maioria
dos métodos mais recentes como extracdo com microondas, ultrassom ou fluido
supercritico (LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998). Por ser uma metodologia
eficaz, a extracdo Soxhlet € usada como um modelo para a comparag¢do das novas

alternativas de extragéo.

2.3.1.2 Maceragao

A maceracdo € o método na qual a extracdo da matéria-prima vegetal é
realizada em temperatura ambiente, recipiente fechado, durante um periodo
prolongado (horas ou dias), sob ocasional agitacdo e ndo ha renovacao de solventes
(processo estatico). Pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima
vegetal, seja devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um

equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula (MIYAKE, 2016).

2.3.1.3 Hidrodestilac&o

No método de hidrodestilacdo, o material a ser destilado fica em contato direto
com a agua, e quando esta entra em ebulicdo, arrasta 0s compostos volateis consigo
inclusive o 6leo, e quando condensa, forma uma mistura heterogénea, com duas
fases, devido a diferenca de polaridade e densidade entre a agua e o 6leo (OLIVEIRA;
SOUZA, 2012).

2.3.2 Métodos ndo-convencionais de extracao

O desenvolvimento de novas técnicas de extracao para industrias de alimentos
tem recebido nos ultimos anos atengéo especial por conta das restricdes ambientais,
regulamentos de saude publica e a necessidade de minimizacdo de custos com
energia. Na industria processadora de alimentos, a utilizacdo de solventes organicos
para obtencdo de extratos naturais implica em algumas dificuldades, uma delas € o
tipo do solvente a ser empregado, e também ha desvantagem referente as
transformacdes oxidativas ocorridas durante a remocgéo do solvente (CARVALHO
JUNIOR et al., 2005).
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Os métodos ndo-convencionais sdo considerados ambientalmente mais
amigaveis, devido a diminuicdo do uso de produtos quimicos sintéticos e organicos,
além disso, o tempo operacional € menor e obtém-se melhores rendimentos e
qualidade do extrato. Estes métodos estdo sendo desenvolvidos nos ultimos 50 anos.
Algumas das técnicas mais promissoras sdo a extracao assistida por ultrassom, por
microondas, por campo elétrico pulsado, extracdo com fluido supercritico e com
liquido pressurizado (AZMIR et al., 2013).

2.3.2.1 Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)

O ultrassom é um método que utiliza a energia de ondas sonoras que sao
transmitidas em frequéncia superior a capacidade auditiva do ouvido humano. Estas
ondas sonoras criam uma vibracdo Unica que causa uma variagdo na pressao no
liquido gerando a cavitacdo (LUZ, 1998). A EAU tornou-se uma boa alternativa aos
meétodos de extracdo convencionais, devido a sua alta eficiéncia e baixos consumos
de solvente e energia. Este método tem sido utilizado com éxito para extracdo de
substancias bioativas de plantas (RODRIGUES; PINTO, 2007). Além disso, Koh
(1983) e Marvin et al. (1992) citam como vantagens da EAU a alta reprodutibilidade
da técnica, a possibilidade de utilizacdo para uma ampla faixa de tamanho de amostra
e a rapidez no processamento, como também o baixo custo.

A tecnologia de ultrassom aumenta o rendimento da extracdo de compostos
organicos, devido ao fenbmeno de cavitacdo produzido no solvente. Entre os ciclos
de som sao produzidas bolhas de gas que cavitam, aumentando a temperatura e a
pressdo (PANIWNYK et al., 2001), quando estouram elas rompem a matriz vegetal,
onde ocorre a extracao.

A EAU, juntamente com a extracdo em Soxhlet geram residuos de solventes
gue precisam ser recuperados e descartados de forma consciente para ndo ocasionar
danos ao meio ambiente. Além disso, residuos de solvente podem permanecer no
extrato e cuidados adicionais devem ser tomados para posterior uso do extrato na
industria farmacéutica ou alimenticia (SALVADOR, 2014).
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2.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

Os compostos fendlicos sdo o grupo de antioxidantes mais abundantes na
natureza. Eles sdo chamados de sequestradores de radicais livres, pois agem como
antioxidantes doando hidrogénio ou transferindo elétrons para o radical livre
(BOROSKI et al., 2015). A classe a qual os compostos fendlicos pertencem, inclui uma
grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que apresentam no minimo
um anel aromatico em que ao menos um hidrogénio € trocado por um grupamento
hidroxila (SIMOES et al., 2004).

Alguns compostos fendlicos que se apresentam no metabolismo secundario
dos vegetais sdo estruturas variadas, como os &cidos fendlicos dos pigmentos
hidrossoluveis das flores, frutos e folhas; além de abranger importantes polimeros nos
vegetais, como as ligninas e os taninos. Do mesmo modo, as estruturas fendlicas
fazem parte de proteinas, alcaloides e terpenoides (SIMOES et al., 2004).

Comumente, os compostos fenolicos vém agindo beneficamente na saude
humana. Esta acdo esta relacionada com a atividade anti-inflamatéria e com o
impedimento da aglomeracgédo das plaquetas sanguineas, como consequéncia da acdo
dos radicais livres no organismo. Quando estes protegem moléculas como o DNA,
podem vir a abortar alguns processos carcinogénicos (SILVA et al., 2010).

Os compostos fenodlicos também sdo comumente classificados de acordo com
a ocorréncia em que estes se apresentam na hatureza, sendo eles divididos em
compostos fendlicos amplamente distribuidos, no qual estdo presentes os derivados
de &cidos benzoicos, acidos cindmicos, cumarinas, flavonoides e derivados de
polimerizacdo (taninos e ligninas), além de compostos fendlicos de distribuicdo
restrita, no qual se encaixam as classes de substancias que nao foram citadas
anteriormente (SIMOES et al., 2004).

Os compostos fendlicos podem se formar a partir de duas rotas biogenéticas:
via acido chiquimico, a partir de carboidratos, ou pela via do acetato-polimalato que
inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. E esta via de formacdo que ir&
decidir o padrédo de substituicio do composto fendlico resultante e se os grupos
hidroxilas ser&o dispostos na posicdo orto ou meta (SIMOES et al., 2004).

Quando presentes na natureza, os compostos fendélicos ndo sdo encontrados
no seu estado livre, e sim sob a forma de ésteres e ou de heterosideos, o que significa

gue estes compostos sao sollveis em agua e também em solventes polares. Estes
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compostos, por serem fendlicos, sdo muito reativos quimicamente, o que influencia
quando se quer isola-los dos vegetais, pois terdo que ser isolados por meio da sua
solubilidade em solu¢ées fracamente basicas (SIMOES et al., 2004).

Os compostos fendlicos influenciam no sabor, odor e coloracédo de inUmeros
vegetais, além de serem economicamente importantes pela utilizagdo como
flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas (SIMOES et al., 2004). Além de serem
0S metabolitos secundarios mais numerosos e largamente distribuidos nas plantas,
no qual aproximadamente 2% do carbono que as plantas fotossintetizam, o que
equivale a 10° g por ano, é convertido em flavonoides e compostos relacionados
(DAAYF; LATTANZIO, 2008).

As plantas, por serem organismos imoveis, necessitam produzir substancias
gue oferecam protecao a elas, e assim lhes permitam sobreviver nos diferentes nichos
ecolégicos terrestres. Essas substancias que tem funcdo de protecdo sdo os
metabolitos secundérios, no qual os compostos fendlicos se encontram. As funcdes
sdo de defesa (contra herbivoros, micrébios, virus ou plantas), de sinalizacdo, de
protecdo a radiacdo ultravioleta ou ainda como antioxidante (DAAYF; LATTANZIO,
2008). Segundo Daayf e Lattanzio (2008), um exemplo dessa protecdo € quando as
plantas sintetizam os compostos fendlicos que atuam absorvendo a radiacdo nas
camadas epidérmicas dos tecidos ou regulando o sistema antioxidante nas células,
protegendo-se assim da radiacao.

Estudos comprovaram que o fruto da goiaba-serrana apresenta atividade
antioxidante e a existéncia de flavonoides possuem propriedades que auxiliam na
atividade imunoldgica (SANTOS, 2005). Outra pesquisa analisou a capacidade
antioxidante total do extrato de frutas frescas, frutas secas e da folha da goiaba-
serrana. O resultado do estudo mostrou que ambas as frutas e folhas tém capacidade
antioxidante, mas a atividade da folha foi superior a da fruta (BEYHAN et al., 2010).

Magina et al. (2010) analisou atividade antioxidante de espécies de Eugenia, e
verificou que o extrato bruto do caule de Eugenia brasiliensis e Eugenia
beaurepaireana apresentou maior conteudo de compostos fendlicos quando
comparado ao extrato das folhas, porém, de uma maneira geral, as fracdes obtidas

das folhas apresentam a maior quantidade de compostos fendlicos.
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2.4.1 Método de avaliacdo dos compostos fendlicos

Segundo Moure et al. (2001), os métodos que sao utilizados para analisar 0s
compostos fenodlicos sdo comumente classificados de acordo com a determinacéo de
compostos fendlicos totais, quantificacdo individual e/ou de um grupo ou classe de
compostos fendlicos. A quantificacdo dos compostos fendlicos é influenciada por
diferentes fatores, dentre eles, a natureza quimica dos compostos, os métodos de
extracdo empregados, o tamanho das particulas das amostras, o tempo e as
condi¢cdes de armazenamento, além do método de andlise, selecao de padrbes e
presenca de substancias interferentes (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Segundo Antolovich et al. (2000) métodos diferentes de analise de polifendis
tém sido estudados e publicados. Porém, a determinacdo da estratégia analitica
apropriada para o estudo de fendlicos bioativos em vegetais depende do objetivo de
estudo e da natureza da amostra e do analito (ROBARDS, 2003). Geralmente, as
determinacbes dos compostos fendlicos acontecem pelos métodos
espectrofotomeétricos de Folin-Ciocalteu (ROSSI JUNIOR; SINGLETON, 1965) ou pelo
método de azul da Prussia modificado (GRAHAM, 1992), os quais tém o mesmo
fundamento, ou seja, os dois se baseiam nas reacdes de oxirreducdo entre 0s
compostos fendlicos e ions metalicos.

Quando é utilizado o método do reagente de Folin-Ciocalteu, acontece a
reducao pelos fendis, em meio alcalino do fosfomolibdato-fosfotungstato, e apresenta
uma coloragdo azul. Para andlise dos dados, € necesséria a utilizagdo de uma curva
padrdo neste método. O &cido galico € o composto mais utilizado para a formacéo
desta curva, sendo este o motivo pelo qual a maioria dos resultados sdo expressos

em mg de acido géalico em 100 g de extrato (SILVA et al., 2010).

2.4.2 Método Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu mede a capacidade redutor do antioxidante
baseando-se na transferéncia de um elétron (PRIOR et al., 2005). Este método leva o
nome do principal reagente utilizado e comumente é usado para a determinacao de
compostos fendlicos totais (BOROSKI et al., 2015).

Este método de analise tem as seguintes vantagens: ter bastante

disponibilidade comercial entre os reagentes, ter em 730 nm a absorcdo do grupo
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cromoforo, o que significa que a interferéncia de substancias coradas presentes na
amostra sera reduzida, o numero de dados na literatura ser grande e ter uma boa
praticidade de implementacdo por se tratar de um ensaio simples, rapido e robusto
(PRIOR et al., 2005).

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidacao (VI) (cor
amarela no complexo NazM004.2H20); porém, em presenca de certos agentes
redutores, como o0s compostos fendlicos, formam-se os chamados complexos
molibdénio-tungsténio azuis [[PMoW1104)*], nos quais a média do estado de oxidagdo
dos metais estd entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja coloracdo permite a determinacdo da
concentracdo das substancias redutoras que, ndo necessariamente, precisam ter
natureza fendlica (OLIVEIRA et al., 2009), conforme € observado na Figura 2.

Os compostos fendlicos presentes nas amostras reagem com o reagente Folin-
Ciocalteu em condi¢Bes basicas. Para que isso ocorra, € utilizado uma solugcédo de
carbonato de soédio, a qual fara com que o pH da solucao figue em torno de 10. Em
consequéncia, a remoc¢ao do préton fendlico induz o desenvolvimento do anion
fenolato, que tem a capacidade de reduzir o reagente Folin-Ciocalteu. A reacdo de
oxirreducdo apresentada neste método ndo depende da estrutura dos compostos
fenolicos envolvidos (BOROSKI et al., 2015).

Uma desvantagem do método Folin-Ciocalteu € o fato de que o mecanismo
detecta a presenca de todas as substancias reduzidas pelo reagente, nao
apresentando dados quantitativos e qualitativos dos constituintes fendlicos. No
entanto, muitas pesquisas relacionadas com este método tém apresentado resultados
com uma Otima correlacdo entre este método e outros para a determinacdo da
capacidade antioxidante (BOROSKI et al., 2015).
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Figura 2 — Reacgédo do acido galico com molibdénio.
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Fonte: Oliveira et al., 2009.

2.5 CONSIDERACOES

Finalizando esta revisdo é possivel afirmar que a goiaba-serrana é fonte de
compostos bioativos, dentre eles, os flavonoides e compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos sdo importantes para prevencdo da oxidacdo e na
inativacdo de radicais livres, enquanto os flavonoides possuem propriedades que
auxiliam na atividade imunolégica.

Pesquisas descrevem diferentes técnicas de extracdo para matrizes vegetais,
tanto folhas como frutos. Escolheu-se fazer neste trabalho a extracdo por Soxhlet, e
extragcao assistida por ultrassom, ambas as técnicas sao eficientes e de baixo custo.

A goiaba-serrana estd em processo de domesticacdo ha mais de trinta anos, e
devido ao seu potencial antioxidante e suas caracteristicas organolépticas espera-se
gue assim como nos Estados Unidos, Franca, Nova Zelandia e Colémbia, o fruto
também seja comercializado e industrializado no Brasil.

Diante do exposto anteriormente, existe grande interesse em verificar a eficacia
das extracOes para obtencéo dos compostos de alto valor agregado, visando introduzir

esse extrato rico em compostos bioativos nas industrias alimenticias e farmacéuticas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1RECEPCAO E CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

As folhas da goiaba-serrana (Acca sellowiana) (Figura 3), empregada neste
estudo foram cedidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina - Epagri, localizada na cidade de Sao Joaquim - SC, no més de agosto
de 2016.

Figura 3 — Folhas da goiaba-serrana (Acca sellowiana) dispostas em bandejas da estufa
com circulagéo forcada.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.1 Teor daumidade na amostra

Inicialmente, o teor de umidade e substancias volateis foi determinado de
acordo com a metodologia 012/1V do Instituto Adolfo Lutz (LUTZ, 2008).

Mediram-se cerca de 5 g de amostra em cadinho previamente tarado, com
auxilio de balanca analitica com 0,0001 g de precisdo (AY220, Shimadzu, S&o Paulo,
Brasil), seguido de aquecimento em estufa com circulacdo forcada de ar (E.L. 003,
Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil) a 105 °C por 3 horas. ApGs este periodo, o cadinho
foi resfriado em dessecador e medido. Em seguida, repetiu-se a etapa de
aguecimento, seguida de resfriamento e medida da massa, de hora em hora, até
observacédo de massa constante. Para o célculo do teor de umidade e substancias

volateis, em base umida, empregou-se a Equacéo 1.
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m
Teor de umidade e substancias volateis (%) = Ef x 100 (1)
i

Onde, mi € a massa final da amostra em gramas e mi é a massa inicial da
amostra.
Este procedimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos

como a média e respectivo desvio padrao.
3.1.2 Secagem e moagem

As folhas foram dispostas em bandejas e secas em estufa com circulacéo forcada
de ar (De Leo, Porto Alegre, Brasil) (Figura 4), a 50 °C por 10 h. Em seguida, as
amostras foram fragmentadas em moinho de facas (De Leo, Porto Alegre, Brasil),
acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas em freezer doméstico a -18
°C.

Figura 4 — Estufa com circulacado forgada de ar utilizada na secagem da folha de goiaba-
serrana.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2METODOS DE EXTRACAO

3.2.1 ExtracOes a baixa presséo

Os métodos utilizados nas extracdes a baixa pressédo (EBP) foram em Soxhlet
e dois equipamentos de extracdo assistida por ultrassom, com uso de sonda e de
banho. Empregando-se separadamente dois solventes de indice de polaridade
distintos, além de uma mistura de solventes em igual proporcéo.

Os solventes selecionados foram etanol (99,8 %, Neon, S&o Paulo, Brasil) P.A.,
agua e a mistura etanol-agua (50:50 v/v). Através de literatura e testes preliminares
observou-se que a folha da goiaba-serrana apresenta extratos polares. Com isso,
optou-se por utilizar solventes de média e alta polaridade, e também ambientalmente

seguros, os chamados GRAS (em inglés, Generally Recognized as Safe).

3.2.1.1 Extracdo em Soxhlet

O sistema Soxhlet consiste de um extrator que é acoplado, na extremidade
inferior, a um baldo volumétrico de vidro com fundo chato e capacidade para 250 mL
e na extremidade superior, a um condensador, arrefecido por um banho (MQBMP-01,
Microquimica, Brasil). No extrator é colocado um cartucho de papel de filtro contendo
5 g de amostra, enquanto no baldo sdo adicionados 150 mL de solvente que é
aguecido por uma manta de aquecimento (Fisatom, Mod. 52 - Classe 300) na
temperatura de ebulicdo do solvente utilizado, conforme Figura 5. O vapor do solvente
sobe até o condensador, onde resfria e condensa gotejando (aproximadamente 4
gotas por segundo) sobre a matriz vegetal contida no extrator, solubilizando os
compostos. O extrator lentamente enche com o solvente até ser esvaziado por acao
de sifao, sendo entdo enviado de volta ao baldo e o processo de refluxo é repetido
continuamente durante 6 horas de extracdo. Em cada ciclo, novos compostos sao
dissolvidos no solvente que se evapora novamente, deixando a substancia dissolvida
no baldo. Os extratos obtidos foram submetidos, posteriormente, ao processo de
eliminacdo do solvente 3.3 e armazenados em freezer doméstico a -18 °C. As
extracdes foram realizadas em duplicata e o resultado expresso como meédia = desvio

padréo.
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Figura 5 — Equipamento utilizado na extracao Soxhlet.
e

Fonte: Andrade (2011).

3.2.1.2 Extracéo assistida por ultrassom com uso de sonda (US)

A técnica de ultrassom foi adaptada de Cheok et al. (2013) onde, previamente,
5 g de amostra foram pesadas em um béquer de 250 mL e solubilizadas em 150 mL
de solvente (etanol, agua e etanol-agua [50:50]), mantendo a razdo amostra —
solvente em 1:30 (m/v). Em seguida, a amostra foi inserida em um sonicador
ultrassénico (Ultronique QR 500, Ecosonics, Indaiatuba, Brasil) (Figura 6), com
poténcia de 500 W e frequéncia de 20 kHz, onde uma sonda de titdnio de 4 mm de
diametro foi introduzida na amostra a 5 mm da superficie.

Em decorréncia de processos de cavitagcdo oriundos dos efeitos de expansao
e compressao das bolhas, um superaguecimento na amostra pode comprometer a
qualidade do extrato. Para tanto, a amostra foi inserida no béquer e continuamente
resfriada em uma caixa de isopor com cubos de gelo, buscando manter a temperatura
interna controlada durante o experimento. Os parametros tempo (min) e poténcia (W)
foram fixados em 10 e 250, respectivamente.

Apbs a extracdo, o sistema foi filtrado com auxilio de bomba de vacuo (DVR
1400, Dosivac) em funil de Bichner com papel-filtro, sendo o filtrado recolhido em
Kitasato. Os filtrados obtidos foram submetidos, posteriormente, ao processo de
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eliminacdo do solvente (3.3) e armazenados em freezer a -18 °C. O resultado de

rendimento foi expresso como média * desvio padréo.

Figura 6 — Equipamento para extracdo em sonicador ultrassénico.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.1.3 Extracéo assistida por ultrassom com uso de banho (UB)

A maceracao ultrassbnica consiste em utilizar solventes, em temperatura
ambiente, para a extragcdo de compostos mediante o uso de ondas sonoras. As
extragcbes com ultrassom foram realizadas em duplicata em aparelho de ultrassom
Ultronique Ecosonics, modelo Q3.0 de frequéncia 37 kHz e poténcia de 110 W,
Indaiatuba, Brasil (Figura 7).

A técnica aplicada foi adaptada de Vinatoru (2001), onde 5 g de folha de goiaba-
serrana seca e moida permaneceram em contato com 150 mL de solvente durante 30
minutos em banho de ultrassom. O tempo foi escolhido a partir de uma cinética
realizada em quatro tempos (10, 20, 30 e 40 min.), a fim de avaliar o rendimento global
dos extratos. Ao final das extracOes e evaporacao total dos solventes, os resultados
foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey, observou-se entdo que as
extragOes feitas em 30 e 40 min. obtiveram maiores rendimentos de extratos, e ambas
nao obtiveram diferencas significativas entre si.

Da mesma forma que a extragao utilizando o ultrassom sonda, apés a extracéo

o sistema foi filtrado e o que foi obtido submetido ao processo de eliminacdo do
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solvente (3.3) e armazenados em freezer a -18 °C. O resultado de rendimento foi

expresso como média + desvio padrao.

Figura 7 — Equipamento para extracdo em banho ultrassénico.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3ELIMINACAO DO SOLVENTE ORGANICO DOS EXTRATOS

ApOs os procedimentos de extracdo em Soxhlet, com ultrassom sonda e banho,
as misturas resultantes de cada técnica foram separadas usando evaporador rotativo
(Fisatom, 802, Sdo Paulo, Brasil) e liofilizador (L 101, Liotop, S&o Carlos, Brasil)
(Figura 8).

Para garantir a eliminacdo de todo o solvente, os extratos foram pesados até
obtencdo de massa constante. Todos os extratos foram armazenados em frascos

ambar a -18 °C.

Fiura 8 — Evaporador rotativo (a esquerda) e liofilizador (a direita).

[
Fonte: Santos (2017).
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3.4AVALIACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A metodologia para identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos totais
(CFT) presentes em uma amostra baseia-se na reacdo destes compostos com o
reagente de Folin-Ciocalteu, em meio alcalino. Nesta reagéo, os compostos fendlicos
reduzem os sais tungstato de sédio e molibdato de sédio, de coloracdo amarela, para
complexos de molibdénio-tungsténio, de coloracdo azul, cuja intensidade é
proporcional ao numero de hidroxilas ou grupos potencialmente oxidaveis dos
compostos fendélicos (BOROSKI et al., 2015).

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT) presente nos
extratos da folha da goiaba-serrana foi realizado pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965; PESCHEL et al., 2006).

Inicialmente, cada um dos extratos foi pesado e diluido em seus respectivos
solventes de extracdo, obtendo solugdo-méae de extrato com concentragao final de
1,67 mg de extrato/mL de solvente. A metodologia foi realizada em triplicata, portanto,
aos tubos da amostra foram adicionados 100 pL da solucdo-mée de extrato. Em
seguida, 500 uL do reagente de Folin-Ciocalteu foram adicionados aos 3 tubos. Apos
agitacdo em vortex e repouso de 30 segundos, 1,5 mL da solugcdo de carbonato de
sédio a 20%, meio alcalino da reac¢do, foram adicionados aos tubos. Por fim, 7,9 mL
de &gua destilada foram inseridos aos tubos, completando o volume final de 10 mL.
Ao branco, foi realizado os mesmos procedimentos das amostras, excluindo a adicédo
do extrato e adicionando 8,0 mL de agua destilada aos tubos. Apos os tubos passaram
por nova agitacao em vortex e colocados em repouso por 2 h, a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Ao final das 2 h (Figura 9), a absorbancia das amostras foi medida
em espectrofotdmetro (800 XI, Femto, Sdo Paulo, Brasil), no comprimento de onda de
765 nm.

Os valores de absorbancia meédia encontrados para cada amostra foram
correlacionados com uma curva padrdao de acido galico (absorbéncia versus
concentracéo de &cido galico) (Apéndice A: Figura 10). Através da substituicdo dos
valores de absorbancia média obtidos para cada amostra na equacgéo da curva padréo
de acido galico, obteve-se os respectivos valores de mg equivalente em acido galico

(EAG) para cada L de solugéo.
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Figura 9 — Método Folin-Ciocalteu aplicado ao extrato da folha da goiaba-serrana, obtido
através do ultrassom banho. A esquerda a rea¢cao que ocorreu com o extrato, e a direita o
branco.

Os resultados finais foram expressos em mg EAG/g extrato através da Equacéao

2:
EAG
T ( EAG ) _ EAG (solugéo) )
extrato - D (extratO)
ext \solucao

Onde,

EAG = equivalente em &cido galico obtido através da curva padrdo (mg EAG.
L solucéo™);

Dext = diluicdo dos extratos (1,667 g extrato. L solucdo™).

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos
como meédia * desvio padréo.

A curva padrdao de acido galico relativo ao método de Folin-Ciocalteu,
juntamente com um diagrama simplificado relativo ao preenchimento dos reagentes
nos tubos pelo método de Folin-Ciocalteu estéo disponiveis no Apéndice A: Figura 10

e Tabela 5, respectivamente.

3.5CALCULOS DO RENDIMENTO DE EXTRACAO

Todos o0s experimentos de extracdo dos sistemas foram realizados em

duplicata e os rendimentos determinados pela razdo entre a massa do extrato obtido
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e a massa de matéria-prima utilizada (base seca), e apresentados por média + desvio
padrdao. As medidas de massas das amostras, dos baldes e dos frascos ambares
realizaram-se em balanca analitica com 0,0001 g de precisdo (AY220, Shimadzu, Séo

Paulo, Brasil).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados no software Assistat verséao 7.7 pt 3.0.1
da Universidade Federal de Campina Grande (SILVA; AZEVEDO, 2016).

Os rendimentos das extracdes e andlise dos compostos fendlicos totais foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) seguida por teste de

comparacao multipla de Tukey, ambos com nivel de confianca de 95 %.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

Apos as etapas de secagem e moagem, a matéria-prima utilizada no presente
trabalho foi caracterizada em termos de teor de umidade. O resultado pode ser
observado através da Tabela 1.

Tabela 1 — Teor de umidade da amostra de folha de goiaba-serrana ap6s secagem.
Matéria-Prima Umidade (% b.u.)
Folha 4,80 + 0,20

O teor de umidade presente na amostra pode influenciar a eficiéncia das
extracBes. Na maioria dos casos, a agua compete com o soluto na presenca de um
solvente, diminuindo o rendimento da extracdo. No entanto, a 4gua pode provocar o
inchagco das células do material facilitando a transferéncia de massa,
consequentemente auxiliando o processo de extracdo (SALVADOR, 2014; PEREIRA,;
MEIRELES, 2010; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007). O valor de
umidade determinado para folha da goiaba-serrana foi de 4,8 + 0,20 %, e encontra-se

na faixa recomendavel por Pereira e Meireles (2010), de 4 a 14 % (b.u.).

4.2 RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO (Xo)

O rendimento global de extracdo refere-se a quantidade maxima de extrato
obtido de uma matriz sélida através de técnicas e parametros pré-definidos. No
presente trabalho foram aplicadas trés técnicas de extracdo a pressao atmosférica,
séo elas: Soxhlet, US e UB. Em US, a onda ultrassonica ocorre através de uma sonda
de titanio de 4 mm, ja em UB a onda ocorre por um recipiente com agua destilada.
Optou-se em utilizar solventes ambientalmente seguros, tais como etanol, agua e uma
mistura etanol-agua (50:50 v/v). Os resultados para rendimento global das amostras
estdo apresentados na tabela abaixo, assim como a polaridade dos solventes

empregados e a analise estatistica através do teste de Tukey.
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Tabela 2 — Rendimento global da folha da goiaba-serrana por técnicas a baixa pressao.

Método de Solvente indice de Xo (%)*2 Folha
Extracéo polaridade?
Etanol 5,2 21 +1°
Soxhlet Agua 9 28 + 12
Etanol-Agua 7,1 27 + 1
Etanol 5,2 4,6 +0,39
uss Agua 9 24,1 + 0,630¢
Etanol-Agua 7,1 24 + 1bc
Etanol 52 7,6 +0,6¢
uB4 Agua 9 23,8 + 0,35
Etanol-Agua 7.1 26 + 220

*Letras iguais na mesma coluna indicam que nao héa diferenca significativa entre as amostras,
no nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01);

10 indice de polaridade da mistura foi calculada a partir da equacéo (1a/100 x Pa) + (Ib/100 x
Pb), onde la e Ib sé@o os indices de polaridade dos solventes a e b, respectivamente e Pa e
Pb sdo as porcentagens dos solventes a e b, respectivamente, nha mistura (MARKOM et al.,
2007);

2Rendimento da folha;

3(US) Extracdo assistida por sonda ultrassoénica;

4(UB) Extracédo assistida por banho ultrassoénico.

Mazzutti e Ferreira (2014) obtiveram resultados semelhantes na avaliacdo do
rendimento global da tansagem (Plantago major), sendo eles 4,5 % e 20,5 % em UB
utilizando etanol e etanol-agua (50:50 v/v), respectivamente, como solventes, o que
vai de encontro aos resultados do presente trabalho. Brum (2010) avaliou o
rendimento global da folha de eucalipto através de Soxhlet com etanol e agua. O
rendimento global obtido ap6s 6 h de extracdo foi de 27 % utilizando etanol, e 26 %
para agua.

Michielin (2009) avaliou o rendimento global da erva baleeira através de Soxhlet
com etanol, etanol-agua (50:50 v/v) e agua. O rendimento global obtido apds 6 h de
extracdo foi de 14,2 % utilizando etanol, e 24 % para etanol-agua e agua.

Na Tabela 3 s&o apresentadas algumas propriedades dos solventes utilizados
nas extragcbes como viscosidade, temperatura de ebulicdo, constante dielétrica,
energia de coesdo e tensédo superficial, que podem auxiliar no entendimento da
influéncia destes parametros no rendimento de extracao.

De acordo com o teste de Tukey, os rendimentos dos extratos (Tabela 2)
obtidos através de Soxhlet com agua e etanol-agua diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia. Assim como a extracdo obtida através da sonda ultrassdnica com

agua e etanol-agua séo estatisticamente iguais. A mesma situacao acontece para o
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banho ultrass6nico com esses mesmos solventes. A mistura aquosa de etanol (50:50
v/v) fornece rendimentos iguais para os trés métodos de extracdo aplicados. Na
situacdo onde etanol foi utilizado como solvente, para US e UB os rendimentos finais

nao diferem entre si ao nivel de 95 % de confianca.

Tabela 3 — Propriedades dos solventes.
Viscosidade Temperatura Constante Energiade Tenséao

(mPa) de ebulicdo  dielétrica Coeséo (J x Superficial

(°C) mol/mL)  (cal/mol A?)
Etanol 1,07 78 24,85 618,87 31,62
Agua 0,89 100 78,36 2095,93 104,7

Fonte: Gu et al. 2004

Os maiores rendimentos foram obtidos pelo método de extracdo em Soxhlet
com agua (28 £ 1 %) e com a mistura aquosa 50 % etanol-dgua (27 = 1 %). Este
resultado indica que a folha da goiaba-serrana possui grande quantidade de
compostos sollveis em solventes polares como a agua com polaridade de 9,0
(BYERS, 2009). Segundo Barwick (1997), a polaridade pode ser definida como a
habilidade da molécula em participar de interacdes de todas espécies (por pontes de
hidrogénio, interacbes do tipo dipolo e forcas de dispersédo) com outras moléculas
polares. A temperatura de operacao, o reciclo do solvente e as interacdes entre agua
e soluto podem ter contribuido para a dissolu¢do. A agua tem viscosidade e tensdo
superficial alta, caracteristicas que normalmente nao sdo desejadas na extracdo, uma
vez que impedem a absor¢do do solvente nos sitios ativos da matriz. No entanto, a
constante dielétrica e energia coesiva sao significativamente mais altas e dessa forma,
as moléculas de agua sado fortemente ligadas aos componentes polares extraindo-os
(MARKOM et al. 2007).

Na extracdo Soxhlet o solvente é utilizado na temperatura de ebulicdo, e nesta
condicéo, a tensao superficial e viscosidade do solvente sdo grandemente reduzidas
guando comparadas com uma temperatura mais baixa, portanto o solvente pode
alcancar os sitios ativos dentro da matriz com maior facilidade solubilizando os solutos
(MARKOM et al. 2007).

Ja os menores rendimentos se deram com o uso do etanol pelos métodos US
e UB, resultando num rendimento de 4,6 % e 7,6 %, respectivamente. Em seu trabalho
Quispe-Condori et al. (2007) estudaram a extracdo de erva baleeira cultivada em

Campinas, Sao Paulo, obtendo rendimento de 8,13 % na extracdo Soxhlet com etanol.
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Segundo Markom et al. (2007), caracteristicas como a constante dielétrica
(capacidade de atenuar campos elétricos e, portanto, auxiliar na interacdo entre
cargas) do solvente podem afetar a extracdo de determinados compostos. O autor
observou em seu trabalho que a recuperacéo de taninos somente foi possivel quando
utilizou-se solventes com constante dielétrica maior que 20 (etanol e agua).

Muito provavelmente este baixo resultado de rendimento do etanol nas duas
metodologias de extracdo assistida por ultrassom, deve-se a baixas temperaturas em
gue o solvente foi submetido, quando comparados com Soxhlet, ja que o mesmo
solvente utilizado em Soxhlet obteve rendimento tdo alto quanto as outras extracfes
aplicadas. Outro fator a ser observado é que provavelmente a polaridade dos
compostos presentes no extrato ndo possui tanta semelhanca a polaridade do etanol.
Portanto, para aplicacdo do etanol como solvente ser eficaz é necesséaria alta

temperatura, proxima ao seu ponto de ebulicdo (78 °C).

4.3COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

Os resultados dos compostos fendlicos totais presentes nos extratos da folha
de goiaba-serrana obtidos por diferentes técnicas de extracdo sdo apresentados na
Tabela 4. Estes compostos foram avaliados de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu, conforme descrito no item 3.4. Segundo Roginsky e Lissi (2005), os
compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante de
extratos de produtos naturais. A determina¢do do conteldo de compostos fendlicos
totais pelo método de Folin-Ciocalteu ndo caracteriza completamente a atividade
antioxidante, mas representa uma boa estimativa dessa.

Observa-se, através da Tabela 4, um elevado rendimento de compostos
fendlicos nos extratos da folha da goiaba-serrana. O extrato que apresentou maior
valor de concentracdo de compostos fendlicos foi obtido através de US e o solvente
etanol-agua, sendo este de 322 + 13 mg EAG/g. O menor valor observado pelo extrato

obtido por Soxhlet utilizando etanol como solvente, sendo este de 152 + 6 mg EAG/g.
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Tabela 4 — Teor de Compostos fendlicos totais (CFT) de extratos de goiaba-serrana, obtidos
por métodos a baixa pressao.

Método de CFT
Extracéo Solvente (mg L
EAG/g)*
Etanol 152 + 69
Soxhlet Agua 273 £ 10
Etanol-Agua 210 +17¢
Etanol 320 £ 132
uss Agua 254 + 16°
Etanol-Agua 322 + 132
Etanol 171 + 79
uB* Agua 163 + 3¢

Etanol-Agua 211 +13°
!Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa entre as amostras,
no nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01);
?Resultado expresso mg Equivalente ao Acido gélico.g™* de extrato;
3(US) Extracdo assistida por sonda ultrassoénica;
4(UB) Extracédo assistida por banho ultrassoénico.

Brum (2010) avaliou o teor de compostos fenélicos em extratos de folhas de
eucalipto (Eucalyptus dives), que assim como a goiaba-serrana também pertence a
familia das mirtaceas, utilizando o método convencional de extracdo Soxhlet, obtendo
teor de compostos fenoélicos de 103,0 mg EAG.gt e 99,9 mg EAG.g*! para etanol e
agua, respectivamente. Brum obteve resultados inferiores de compostos fendlicos
para a mesma metodologia e solvente de extracdo utilizado no presente trabalho.

Souza (2013), realizou extracdo com 80 % de etanol acidulado com 0,5 % (v/v)
de HCI concentrado em b.s. (base seca) de folhas da pitangueira, jabuticabeira,
goiabeira e aracazeiro, todos estas pertencentes a mesma familia da goiaba-serrana.
Os compostos fendlicos obtidos para as respectivas plantas foram, 206,26 mg EAG.g"
1,178,28 mg EAG.gt, 125,08 mg EAG.g! e 166,7 mg EAG.g . Apesar de a técnica
de extracdo ser diferente da utilizada no presente trabalho, em ambas foram
analisadas a mesma parte do vegetal, ou seja, a folha. E que todas pertencem a
mesma familia das mirtdceas, observou-se o indice de compostos fendlicos
compativeis entre ambos trabalhos.

De acordo com o teste de Tukey, os compostos fendlicos totais (CFT) (Tabela
4) obtidos através da US com etanol-agua e etanol ndo diferem entre si ao nivel de 5
% de significancia. Assim como os CFT obtidos com agua através de US e de Soxhlet

sao considerados estatisticamente iguais. A mesma situacao acontece para mistura
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aguosa de etanol (50:50 v/v) para as extracdes por Soxhlet e UB. O etanol no Soxhlet
e em UB, assim como a agua em UB obtiveram CFT que néo diferem entre si ao nivel
de 95 % de confianca.

Os resultados obtidos no presente trabalho podem estar relacionados ao
processo de extracdo utilizado em cada estudo, a natureza dos compostos fendlicos,
ao tempo e as condi¢cbes de estocagem do material vegetal, ao padrao utilizado e até
mesmo a presenca de interferentes tais como ceras, gorduras e terpenos. Também
pode estar relacionado aos fatores genotipicos e as condicdes ambientais que
interferem no crescimento e desenvolvimento das plantas (SHAHIDI; NACZK, 1995;
NACZK; SHAHIDI, 2004; FENG et al., 2014). A partir dos resultados apresentados, foi
possivel observar que UB rendeu menores teores de compostos fendlicos totais
comparado as outras técnicas. Possivelmente isso aconteceu por conta da
metodologia de extragdo, onde as ondas ultrassbnicas ndo entram em contato

diretamente com a solugéo de solvente e material a ser extraido.
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5 CONCLUSOES

Os extratos da folha da goiaba-serrana obtidos através de técnicas a baixa
pressdo, mostraram-se eficazes com rendimentos globais superiores a 20 %, com
excecdo ao solvente etanol, que em ambas as técnicas assistidas por ultrassom,
apresentaram rendimentos globais inferiores a 10 %. Muito provavelmente este baixo
resultado de rendimento deve-se a baixas temperaturas em que o solvente foi
submetido, ja que o mesmo solvente utilizado em Soxhlet obteve rendimento téo alto
guanto as outras extracdes aplicadas. Outro fator a ser observado é que
provavelmente a polaridade dos compostos presentes no extrato ndo possui tanta
semelhanca a polaridade do etanol. Portanto, para aplicacdo do etanol como solvente
ser eficaz é necesséria alta temperatura, proxima ao seu ponto de ebuli¢cdo (78 °C).

As analises de compostos fendlicos totais da folha da goiaba-serrana,
mostraram-se superiores quando comparados a folhas das plantas pertencentes a
mesma familia. Como os compostos fendlicos sdo 0s principais responsaveis pela
atividade antioxidante de extratos de produtos naturais, sugere-se que mais estudos
sejam realizados a cerca desta matéria-prima para possiveis aplicagcdo em alimentos,
ou ainda em farmacos, podendo substituir antioxidantes sintéticos a fim de reforcar a
seguranca alimentar.

Para trabalhos futuros, sugere-se a identificagdo dos compostos bioativos
presentes na folha e a avaliacdo do seu efeito no organismo humano. Além disso,
outros fatores importantes seriam: avaliacdo do teor de acUcares destes extratos, bem

como sua atividade antimicrobiana.
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APENDICE A

Tabela 5 - Diagrama simplificado da andlise de Compostos Fendlicos Totais pelo método de
Folin-Ciocalteu.

Reagente Branco Amostras (em triplicata)
Agua destilada (mL) 8,0 7.9
Solucéo de extrato (mL) - 0,1
Reagente de Folin-Ciocalteu
0,5 0,5
(mL)
Aguardar ao menos 3 minutos e ndo mais que 8 minutos
Carbonato de sodio (mL) 15 1,5

Homogeneizar.
Deixar em repouso por 2 h em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Ler a absorbancia em espectrofotometro a 765 nm.

Figura 10 - Curva analitica de acido gélico para utilizag&do no célculo CFT em folha de goiaba-
serrana.

0,7

y =0,0012x + 0,008

0,6
R? = 0,9963 e

)
9

&
£
o 04
Q [ O
[ .
Nye)
20,3
2 0
o) o
<< 0,2
N
0,1 @
.".'
@
0@
0 100 200 300 400 500 600

Concentracdo Acido Galico (mg/L)



