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RESUMO

O presente trabalho teve como finalidade a extracdo de compostos e a avaliagdo da
bioatividade dos extratos obtidos a partir de residuos agroindustriais (sementes e folhas de
graviola, Annona muricata) com métodos de extracdo a baixa (Soxhlet, infusdo e extracdo com
ultrassom) e altas pressdes (agua subcritica). Inicialmente, sementes de graviola foram
consideradas como matéria-prima e submetidas as extracdes com todos os méetodos supracitados.
Os extratos obtidos a partir das sementes foram analisados por métodos cromatograficos e a
presenca de compostos fendlicos ndo foi confirmada. Assim, o trabalho voltou-se para a extragdo
de compostos fendlicos das folhas de graviola utilizando os quatro métodos de extracdo
apresentados. A quantidade de polifendis totais de todos os extratos obtidos a partir das folhas foi
avaliada pelo método de Folin-Ciocalteu e as atividades antioxidantes foram determinadas por
dois métodos classicos (DPPH e ABTS). Adicionalmente, cromatografia liquida de alta
performance foi utilizada para a identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos. Dentre 0s
extratos obtidos, as extracdes Soxhlet com etanol apresentaram maior quantidade de polifendis
totais (2,37% de acido galico por grama), assim como atividades antioxidantes mais elevadas.
Contudo, ndo foi a técnica de extracdo que apresentou 0 maior nimero de compostos extraidos.
Os extratos obtidos com &gua subcritica nos niveis maximos do planejamento fatorial (4 g de
folhas de graviola, 150 °C e 225 bar) apresentaram onze picos definidos (compostos fenélicos). O
componente rutina foi tomado como 0 mais representativo e seus teores foram determinados para
todos os extratos obtidos. Novamente o0 método Soxhlet apresentou os teores mais elevados de
rutina, o que justificou, em parte, uma maior atividade antioxidante dos extratos. Os resultados
obtidos a partir de estudos de atividades antioxidantes sugeriram, portanto, que 0s extratos
etandlicos e aquosos de A. muricata possuem consideravel atividade antioxidante em fungéo da

presenca de compostos fendlicos.

Palavras-chave: Graviola. Compostos fendlicos. Atividade antioxidante. Agua subcritica.

Técnicas de extracao.



ABSTRACT

The objective of the present work was the extraction of compounds and the bioactivity
evaluation of the extracts obtained from agroindustrial residues (seeds and leaves of soursop,
Annona muricata) at low (Soxhlet, infusion and ultrasound extraction) and high (subcritical
water) pressures. Initially, soursop seeds were considered as raw material and subjected to
extractions with all aforementioned methods. The extracts obtained from the seeds were analyzed
by chromatographic methods and the presence of phenolic compounds was not confirmed. Thus,
the work aimed to the extraction of phenolic compounds from soursop leaves using the same
extraction methods. The amount of total polyphenols for all extracts obtained from the leaves was
evaluated by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant activities were determined by two
classical methods (DPPH and ABTS). In addition, high performance liquid chromatography was
used for the identification and quantification of phenolic compounds. Among the extracts
obtained, Soxhlet extractions with ethanol showed higher total polyphenols contents (2.37%
gallic acid per gram), as well as higher antioxidant activities. However, it was not the extraction
technique that presented the highest number of extracted compounds. The extracts obtained with
subcritical water at the maximum levels (factorial design: 4 g of soursop leaves, 150 ° C and 225
bar) presented eleven defined peaks (phenolic compounds). Rutin was taken as the most
representative phenolic compound and its contents were determined for the obtained extracts. The
Soxhlet method presented the highest rutin content, which justified, in part, the higher antioxidant
activity of the extracts. Therefore, the results obtained have suggested that the ethanolic and
aqueous extracts of A. muricata present considerable antioxidant activity due to the presence of
phenolic compounds.

Keywords: Soursop. Phenolic compounds. Antioxidant activity. Subcritical water. Extraction

techniques.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura € um dos setores de maior destaque do agronegécio brasileiro devido a
grande variedade de culturas produzidas em todo o pais e em diversos climas. O Brasil é o
terceiro maior produtor de frutas no mundo, ficando atras apenas de China e india, 0 que mostra a
relevancia do setor para a economia brasileira. A fruticultura conquista resultados expressivos e

gera oportunidades para o0s pequenos produtores em todo o Brasil (BRASIL, 2015).

Apesar da producdo brasileira ter diminuido nos ultimos anos em fungdo das condicdes
climéticas desfavoraveis, o volume da producéo de frutas frescas atingiu cerca de 44,3 milhdes de
toneladas em 2015 e 43,8 milhdes de toneladas em 2016 (CARVALHO et al., 2017).

Dentre as frutas com grande aceitacdo e producdo na regido Nordeste do Brasil
(principalmente nos estados da Bahia, Cear4 e Pernambuco), destaca-se a graviola (Annona
muricata), pertencente a familia Annonaceae. A fruta é utilizada na fabricacdo de sucos, polpas,
sorvetes, compotas, geleias e doces. Além do fruto, a semente, a casca, as folhas e as raizes séo
usadas geralmente na medicina natural (CORIA-TELLEZ et al., 2018; SUN et al., 2016). A
receita gerada pela cadeia produtiva da graviola também podem ser somadas as vendas de folhas
e sementes, que também tém grandes demandas (PASSOS, 2017).

O consumo e comercializacdo de polpa de frutas vém aumentando significativamente a
cada ano e o motivo desse aumento deve-se principalmente pela procura de produtos mais
saudaveis e praticos para o consumidor (COSTA; CARDOSO; SILVA, 2013).

Na industria de polpas (sucos) ocorre a geracdo de residuos constituidos basicamente de
cascas e sementes. Uma das formas de estimular a exploracéo sustentavel é a agregacéo de valor
a cadeia produtiva através do aproveitamento de residuos para a obtencdo de produtos com alto
valor de mercado, que podem englobar os compostos bioativos, como os compostos fendlicos,
tocoferois, fitoesterois, terpenos, entre outros (FORNARI et al., 2012). Geralmente, 0 processo
de obtencdo de bioativos de matrizes vegetais envolve uma série de etapas, pelo meio das quais
se realiza a separacdo das substancias de interesse. Convencionalmente, as técnicas de extracao e
fracionamento de extratos vegetais apresentam pontos desfavoraveis, como o uso de elevadas

temperaturas, longo tempo de extracdo, grande quantidade de solvente utilizado, presenca de
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residuos téxicos no produto final e a possibilidade de contaminacdo ambiental (SODEIFIAN;
SAJADIAN; ARDESTANI, 2016).

A extracdo com fluidos subcriticos tem sido amplamente estudada no ambito da
valorizacdo dos residuos e de produtos secundarios oriundos de processos industriais. Podem-se
citar, como exemplos encontrados na literatura, trabalhos com tomate (NOBRE et al., 2009),
damasco (MEZZOMO et al., 2010), abébora (HRABOVSKI et al., 2012), casca de eucalipto
(DOMINGUES et al., 2013) e café (BARBOSA, 2014). A &gua tem sido estudada devido ao
baixo custo e as propriedades especificas para processos de extracdo, hidrotermais e oxidativos,

em que pode atuar como um solvente menos toxico que o0s solventes organicos.

Diante do exposto, ressalta-se a importancia econdmica e ambiental deste trabalho que
vem a contribuir para formas sustentaveis de agregacdo de valor as cadeias produtivas

agroindustriais, além, é claro, de fornecer novas fontes de renda aos produtores.

1.1 Objetivo geral

Obtencdo de compostos bioativos de extratos oriundos de sementes e folhas de graviola

(Annona muricata) por diferentes métodos de extragao.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar e comparar os extratos obtidos a partir de sementes e folhas de graviola
utilizando processo a altas pressdes (dgua subcritica) e métodos convencionais de

extracdo a baixa pressao (Soxhlet, infusdo e ultrassom);

e Quantificar os polifendis totais nos extratos de folhas de graviola pelo método de

Folin-Ciocalteu;

e Auvaliar o processo de extracdo de polifendis totais de folhas de graviola com &gua
subcritica atraves de planejamento fatorial, variando a massa de matéria-prima,

temperatura e pressao;

e Analisar as atividades antioxidantes totais dos extratos obtidos de folhas de graviola
pelos métodos DPPH e ABTS para todos os metodos de extracéo avaliados.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Nesta Secdo serdo abordados topicos sobre a fruta graviola (matéria-prima deste trabalho),
0s meétodos de extracdo avaliados e 0s compostos presentes nos extratos obtidos, assim como
aspectos pertinentes relacionados a determinacgdes de polifendis totais e atividades antioxidantes

de extratos vegetais.

2.1 A graviola (Annona muricata)

A fruta da planta Annona muricata é conhecida como “soursop” (inglés), graviola
(portugués), “guanabana” (espanhol latino-americano) e outros nomes indigenas locais
(WATSON; PREEDY, 2010; CORIA-TELLEZ et al., 2018) em alguns paises. Trata-se de uma
planta de clima tropical, cujas caracteristicas alimentares, cor, sabor e aroma sdo considerados
agradaveis. E cultivada na Venezuela, Porto Rico e Costa Rica. No Brasil é encontrada
principalmente nas regides Norte e Nordeste, sendo seus frutos utilizados na fabricacdo de suco,
sorvetes, compotas, geleias e doces (SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011; SUN et al., 2016).

A graviola (Figura 1) pertence a um importante grupo de plantas frutiferas, que possui a

seguinte classificacdo taxondmica: reino vegetal, divisdo angiosperma, classe dicotiled6nea,

ordem Magnoliales, familia Annonaceae, subfamilia Annonoideae, género Annona e espécie
muricata L. (SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011; SILVA; NEPOMUCENO, 2011; GEORGE et
al., 2015). O género Annona abrange mais de 70 espécies e a espécie muricata ¢ a mais
amplamente cultivada (CORIA-TELLEZ et al., 2018).

Figura 1- Graviola (Annona muricata)

Fonte: SILVA; NEPOMUCENO (2011).
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Os frutos da familia Annonaceae possuem pseudocarpo formado pela fusdo dos carpelos e
receptaculos dentro de uma massa carnosa. O seu formato é varidvel, indo de esferoide a ovoide
(em torno de 10-30 cm de comprimento e 20 cm de didmetro) e a superficie do fruto € coberta
com auréolas em forma de “U”, que podem ser suaves ou pontudas. Os frutos quando maduros
pesam, em média, de 750 a 2000 g, sendo constituidos de 64-68% de polpa, 20-30% casca e 4-
8% de sementes (CRUZ, 2011; PREEDY; WATSON; PATEL, 2011).

De acordo com Coria-Tellez et al. (2018), no fruto da graviola sdo encontrados duzentos e
doze compostos bioativos, dentre os quais citam-se as acetogeninas (ACGSs), seguidas de
alcaloides, fenois e outros compostos (aglcares, taninos, &cido ascorbico, pectinas, vitaminas A e
do complexo B, amidas e ciclopeptideos). Silva, Antunes e Catdo (2011) afirmam que as folhas
de A. muricata contém até 1,8% de 6leo essencial rico em B-cariofileno, y-cadineno e a-elemeno,
enguanto as sementes contém o ciclopeptideo anomuricatina A e diversas acetogeninas. As
acetogeninas sdo encontradas também nas raizes, folhas e cascas, e sdo tidas como

farmacologicamente ativas contra células tumorais, além de outras ac@es inibitorias.

Algumas estruturas quimicas de ACGs farmacologicamente ativas sdo apresentadas na
Figura 2. As ACGs constituem uma classe de produtos naturais isolados exclusivamente de
espécies da familia Annonaceae e estdo presentes em praticamente todas as partes de plantas dos
géneros Annona, Asimina, Uvaria, Rollinia e Goniothalamus. Apos trés décadas de pesquisa, 0s
nameros de ACGs isoladas nesta familia ja ultrapassam 500. Em termos biossintéticos, as ACGs
sdo derivadas de acidos graxos de cadeia longa, sendo aparentemente de origem policetidica.
Embora o mecanismo de sintese das ACGs ainda seja desconhecido, a analise retrossintética de
compostos conhecidos revela que as mesmas sdo biossintetizadas atraveés de combinacdes
lineares de duas ou trés unidades de carbonos via acetil Co-A e malonil-CoA (PAES et al., 2016).

Na Tabela 1 estdo listados alguns compostos bioativos isolados da graviola.



Figura 2- Acetogeninas que apresentam atividade farmacologica.
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Muricoreacina Anocatacina A
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Fonte: Barata et al., 2009.
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Tabela 1. Compostos bioativos isolados de Annona muricata.
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Nome quimico

Parte da planta

Bioatividade

Referéncias

Alcaloides

Anonaina

Asimilobina

Anomuricina

Coreximina

Isoboldina
N-metilcoclaurina

Remerina

Casuarina

Swainsonina

Acetogeninas

Annonacina

Annomurinic-D-ona

Annopentocina A, B, C

Gigantetrocina B
Muricoreacina
Muricoreania A, B
Murihexocina

Fruto e folha

Fruto e folha

Raiz e pele

Folha

Folha/haste

Folha, raiz,
semente e

polpa

Folha

Antidepressivo, antiplasmaodio,
inibidor dopamina, citotoxico

Antidepressivo, citotoxico

Né&o reportado

Neurotoxico

Antimalarico
Né&o reportado

Né&o reportado

Né&o reportado

E.R.I*

Citotdxico, inseticida,
antimicrobiano, antitumoral,
neurotéxico,
neurodegenerativo

Citotdxico

Hasrat et al.
(1997), Fofana et
al. (2011)

Hasrat et al.
(1997), Fofana et
al. (2012)

Leboeuf et al.
(1981)

Fofana et al.
(2012)

Mohanty et al.
(2008)

Castillo-Sanchez;
Jiménez-Osornio;
Delgado-Herrera

(2010) e Ko et al.
(2011)

Alali;  Xiao-Xi;
Mclaughlin
(1999)




Tabela 1. Compostos bioativos isolados de Annona muricata.
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(Continuacéo)

Nome quimico

Parte da planta

Bioatividade

Referéncias

Esquamocina

Annoreticuin-9-ona

Annoreticuina, cis

Muricina J, K, L
Muricina M, N
Fendis
Emodina

Acido cindmico
Acido isoferulico
Daidzeina
Galocatequina
Genisteina
Gliciteina
tangeretina

Argentinina
Catequina
Epicatequina
Quercetina
Kaempferol

Acido galico

Outros compostos

Vitamina E
Carotenos a, f3
Licopeno
Luteina
Tocoferol a

Semente

Semente

Polpa

Fruta

Polpa

Folha

Folha

Folha

Polpa

Citotdxico e inseticida

Citotoxico

Citotoxico

Né&o reportado

Antioxidante

Inibidor

Antioxidante

Nakanishi et al.
(2003)

Ragasa et al.
(2012)

Sun et al. (2014)

George et al.
(2015)

Nawwar et al.
(2012)

George et al.
(2012) e Nawwar
et al. (2012)

Correa-Gordillo
et al. (2012)

E.R.1.* = Estimula a resposta imune

Fonte: Adaptado de Coria-Téllez et al. (2018)
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Com relacdo aos alcaloides, sabe-se que sdo substancias organicas, de origem natural,
ciclicas, contendo um atomo de nitrogénio em um estado de oxidacgao negativo e cuja distribuicéo
é limitada entre os organismos vivos. Na Familia Annonaceae é relatada a predominancia de
alcaloides aporfinicos e oxoaporfinicos dentre os metabolitos secundérios isolados (BARRETO,
2014). Entre as décadas de 1960 e 1980 foram referenciados cerca de 170 alcaloides isolados de
diversos géneros de Annonaceae, sendo mais comum os do tipo benziltetraidroisoquinolinico,

com a reticulina em maior ocorréncia (LUNA, 2006).

Em pesquisas realizadas na literatura, Barata et al. (2009) relataram que a graviola é rica
em compostos bioativos (distribuidos por toda a planta, a citar: raiz, caule, folha, semente, casca
e polpa) que apresentam atividades antitumoral, antifungica, antiviral e de inibicdo de enzimas,
cujas funcbGes estdo intimamente relacionadas com a conformagdo molecular destes
ciclopeptideos. Além dessas, outras atividades como antibacteriana, antiparasitaria,
antiespasmddica, citotoxica, hipotensiva, vasodilatadora, imunossupressora e pesticida, também

sdo relatadas.

De uma forma geral, todas as partes da planta séo utilizadas na medicina popular: as
sementes sdo consideradas adstringentes, eméticas, com atividade antiparasitaria, moluscicida e
antiviral no tratamento de Herpes simplex. Ao mesmo tempo, atribuem-se as cascas acdo
antidiabética e espasmolitica. O suco da fruta é usado em bochechos no combate as aftas,
internamente como antitérmico, diurético e no combate de insonias leves. A infusdo das folhas
secas é usada contra insdnias graves, dores de cabeca e como emagrecedor. O decocto das folhas
contém OGleo essencial com acdo parasiticida, antirreumatica e antinevralgica (PREEDY;
WATSON; PATEL, 2011; SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011; GEORGE et al., 2015; SUN et
al., 2016).

A Tabela 2 resume alguns trabalhos encontrados na literatura que relataram a presenca de
compostos fendlicos em exemplares de A. muricata. Determinaram também a quantidade de
polifendis totais (PFT) e atividade antioxidante total (AAT) através dos métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS - 2,2-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico (essas
metodologias sdo descritas na Se¢do 3.7). Além disso, a Tabela 2 apresenta também os métodos

de extracdo e os solventes utilizados.
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Tabela 2. Extracdes realizadas segundo a literatura a base de partes de A. muricata L. na obtencdo de
polifendis totais (PFT) e atividades antioxidantes totais (AAT).

Espécie Parte Método Solvente PFT AAT Referéncia
84,3 anowrc;kz)i?g&g Kuskoski
1 A A yO Mg n
A. muricata L. Polpa Maceragdo Etanol e 4gua AGI00g ABTS - 4.8 e;(;icl).5
umol Trolox/g ( )
A.muricata L. Folha Ultrassom Etanol e 4gua i‘ég mg
A muricataL. Folha M@ Metanol 100,3 mg
pressdo AGlg
ABTS - 348,5 Moraes et
A. muricataL. Folha grletzséo Etanol 8\3&’% M3 pmol Trolox/g al. (2016)
: x A 33,0 mg
A.muricata L. Folha Coccao Agua AG/g
DPPH - 978,09
; A 18,6 mg  pg/mL
A. muricata L. Agua AG/I00g ABTS - 115
uM/g
x Sousa et
Polpa Maceracéo DPPH - 616,37 (2011)
pg/mL
i : 24,1mg  ABTS-136,0
A. muricata L. Etanol e agua AGILO0G  uMg
A. muricata 188,5 mg
Crioula AG/100 g DPPH - 156,40
9/g
A. muricata Hidroacetona  358,9 mg .
Lisa Polpa Maceracdo e AG/100 g ?PPH -179.25 2; q212e(|)r1a5§3t
Hidrometanol 99 '
A. muricata
Morada 264,6 mg DPPH -212,08
AG/100g 9/9

AG — equivalente a &cido galico.

Como foi mencionando, a graviola é uma fruta tipica que é processada industrialmente. O

despolpamento pode ser realizado manualmente ou por despolpadeira (SILVA; ANTUNES;
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CATAO, 2011). Em geral, os residuos industriais do processamento de frutas sdo uma fonte de
biomassa e estes residuos alimentares sdo constituidos tipicamente por 50-75% de carboidratos
(celulose e hemicelulose), 5-25% de lignina e quantidades modestas de outras substancias,
incluindo compostos fendlicos, lipideos e compostos &cidos, dependendo da matéria-prima
trabalhada. Assim sendo, a importancia em estudar o potencial de residuos agroindustriais, como
sementes e folhas de graviola, pode agregar um maior valor para a sua cadeia produtiva
(MAYANGA-TORRES et al., 2017).

2.2 Compostos bioativos

As plantas superiores (gimnospermas e angiospermas) constituem uma das fontes mais
importantes de novas substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Para
sobreviver e evoluir, os vegetais devem competir por espaco e se defender do ataque de
herbivoros e patdgenos; devido a este impasse, as plantas desenvolveram suas proprias defesas
quimicas. Esta € uma das razBes pelas quais a constituicdo quimica das plantas é tdo complexa
(BARRETO, 2014).

Tendo em mente esses conceitos, pode-se definir um composto bioativo como um produto
isolado ou purificado, derivado de plantas, frutas, especiarias e cereais, comercializado em
diversas formas medicinais. O composto bioativo apresenta efeitos benéficos ou promove
protecdo ao vegetal; além disso, pode apresentar atividades biolégicas diversas importantes a
satide humana (SILVA, 2008).

Os compostos bioativos oriundos de plantas sdo influenciados por diversos fatores, tais
como fatores genéticos, fisiologicos e evolutivos, condi¢cbes ambientais, variacdes geograficas e
tempo de colheita (SODEIFIAN; SAJADIAN; ARDESTANI, 2016). Essas substancias recebem
também a denominacdo de metabdlitos secundarios, uma vez que sdo produzidas pelos vegetais
de acordo com determinadas situacdes de estresse bidtico ou abiotico, como por exemplo,
metabdlitos contra a radiacdo ultravioleta ou agressdes de insetos ou patogenos (SILVA, 2008;
BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

De acordo com Toldra (2017), existe um consenso geral sobre os beneficios reais dos
fitoquimicos derivados de plantas amplamente utilizados desde a antiguidade para varias

condi¢Bes orgéanicas/clinicas. No entanto, as sociedades primitivas ndo conheciam 0s
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componentes bioativos reais responsaveis por suas propriedades preventivas, de melhoria da
salde e até curativas. Devido a curiosidade humana, foi criada uma &rea de pesquisa, a
fitoquimica, que busca estudar os produtos decorrentes do metabolismo secundario dos vegetais e
compreende as etapas de isolamento, purificacdo e determinacdo estrutural desses metabdlitos.
Quando associada a ensaios especificos de atividade bioldgica, a analise fitoquimica permite
identificar, analisar e caracterizar fragdes ou substancias bioativas presentes em uma determinada
espeécie, salientando que nos extratos brutos os constituintes ativos estdo normalmente presentes
em pequenas concentracfes (LUNA, 2006). Continuamente sdo realizados estudos altamente
especificos, seletivos e detalhados para confirmar e até mesmo determinar 0s mecanismos de
acdo efetivos de compostos com atividades bioldgicas. A Figura 3 apresenta as principais funcdes

dos compostos bioativos.

Figura 3- Mdltiplos beneficios para a saude através do consumo de fontes ricas de compostos bioativos.

Analgésico

Neuroprotetor

Hipoglicémico Anticoagulante

Hepatoprotetor Anti-

hipertensivo

Propriedades

Anti-

Bioativas inflamatorio

Colerético Antimicrobiano

Antioxidante

Cardioprotetor

Antiplaquetério

Antisséptico

Fonte: Adaptado de Toldra (2017)
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Como ja relatado, a evidéncia cientifica sobre os beneficios fisioldgicos, nutricionais e
medicinais para a saude humana, bem como os potenciais efeitos nocivos do uso de produtos
sintéticos e consequentes acOes legislativas que restringem seu uso, motivaram um aumento
significativo no consumo de produtos naturais. Nesse contexto, os extratos de fontes naturais
desempenham um papel importante como aditivos naturais ou insumos industriais para inddstrias
alimentares, cosméticas, téxteis, de perfumaria e farmacéuticas (Figura 4) (ROSTAGNO;
PRADO, 2013).

Figura 4- Usos e aplicagOes de extratos de fontes naturais.

S e = @

Produtos naturais

Pré-tratamento
Extracdo
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Farmacéutica Cosmeético
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Fonte: ROSTAGNO; PRADO (2013).
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2.2.1 Compostos fenolicos (CFs)

Os compostos fenolicos abrangem um grupo diverso de substancias quimicas. Cerca de
40% sdo oriundos da via do acetato-malonato e os outros 60% sdo originados da via do &cido
chiguimico, e possuem uma caracteristica em comum: a presenca de pelo menos um anel
aromatico ligado ao grupamento hidroxila (SANTOS, 2015). Os CFs séo largamente distribuidos
na natureza e apresentam um comportamento ndo uniforme durante o desenvolvimento da
hortalica ou da fruta em resposta aos fatores externos. A sintese desses compostos, além do
componente genético e do estagio de desenvolvimento, é influenciada por diversos fatores
ambientais como a disponibilidade de nutrientes, a temperatura e, em particular, a luz (SILVA,
2008).

Dessa forma, a definicdo mais recente, de acordo com Toldra (2017), cita os acidos
benzoicos sendo produzidos primeiramente. Tais compostos apresentam a estrutura mais simples
(Figura 5). Ja os derivados de fenilpropanoides tém suas bases de unidades de fenilpropano
(oriundos do Cg-C3), dos quais os &cidos cindmicos e seus ésteres, lignanas e ligninas, acidos
benzoicos e cumarinas representam as classes de compostos fendlicos mais representativos.
Finalmente, os flavonoides e isoflavonoides, estilbenos e flavonolignanas representam os
principais fendlicos originados dos policétidos arométicos. Devido as suas estruturas complexas,
os flavonoides, como antocianinas e taninos, sdo considerados metabdlitos mistos derivados das

vias de chiquimato e poliacetato.
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Figura 5- Esquema representativo da biossintese dos compostos fendlicos (via chiquimato).

Acidos
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" Isoflavonoides
aromaticos

Estilbenos

Fonte: Adaptado de Toldra (2017).

A respeito dos ndo flavonoides, estes séo catalogados como derivados das estruturas
quimicas Cg-C; (&cidos hidroxibenzdico, galico e elagico); resultados das composi¢bes quimicas
Ce-C3 especificas dos acidos cafeico e p-cumarico hidroxicinamatos; e os derivados de estruturas
quimicas Cg-C3-Cg. Os flavonoides apresentam a estrutura quimica Cg-C3-Cs, cOmMpostos no
minimo por dois anéis aromaticos (SANTOS, 2015). Uma breve descricdo de cada classe de
compostos fendlicos é apresentada na Tabela 3, enquanto na Figura 6, estdo expressos 0S

esqueletos basicos dos CFs.
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Tabela 3. Principais classes de compostos fendlicos e caracteristicas quimicas.

Classes de
compostos
fendlicos

Descricdo

Exemplo

Flavonoides

Acidos
hidroxibenzoicos

Acidos
hidroxicinamicos

Cumarina

Constituintes fenolicos com maior abundancia no reino
vegetal. Sdo compostos polifenodlicos derivados de
calconas (formados pela juncdo de dois anéis
aromaticos com um sistema carbdnico a, B-insaturado
de trés carbonos) com estruturas complexas, um
esqueleto Cg-C3-Cg derivado das vias chiquimato e
acetato. Possuem trés aneis aromaticos com quinze
carbonos: um anel de benzeno, condensado com um
anel de seis membros e um fenil benzeno na posicéo 2,
como substituintes. Os  flavonoides  ocorrem
principalmente nas folhas e na pele das frutas, exibindo
inimeros beneficios. Eles também se associam a
aclcares, sendo comumente distinguidas  seis
subclasses diferentes de flavonoides: antocianinas,
isoflavonas, flavanais, flavanonas, flavonas e flavondis

CFs amplamente distribuidos no reino vegetal,
possuindo moléculas de sete carbonos com um
esqueleto Cg-C;. Os taninos também fazem parte deste
grupo, variando de pequenas a grandes moléculas.
Podem distinguir-se duas classes principais de taninos
hidrolisaveis (possuindo taninos centrais de alcool poli-
hidrico e glicose e grupos hidroxilo-esterificados ou
ndo por acido galico) e ndo hidrolisiveis (estruturas
mais complexas, resultantes da polimerizacdo de
alguns flavonoides)

Grupo de componentes fendlicos derivados dos acidos
cindmicos: exibem um esqueleto Cs-C3 constituido por
acido transfenil-3-propendico e um ou mais grupos
hidroxila, com alguns deles metilados

Substancias fendlicas derivadas de acidos fenolicos
formados por fusdo de um anel de benzeno com um
heterociclo de oxigénio. Mais de 1000 cumarinas
diferentes  ocorrem em  plantas  superiores,
principalmente em raizes e sementes, mas também
podem ser encontradas em diferentes 6rgaos de plantas

Antocianina: cianidina
Isoflavonas: genisteina
Flavanois: catequina

Flavanonas:
hesperidina

Flavonas: apigerina

Flavonois: quercetina

Calconas: floretina

Acido galico

Acido cafeico

Esculetina
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(Continuacdo)

Classes de
compostos
fendlicos

Descricdo

Exemplo

Lignanas

Ligninas

Estilbenos

Xantonas

Compostos fendlicos comumente encontrados em
varias plantas, sendo até quantificados em todos os
6rgdos, resultantes da unido de dois residuos de &cidos
cindmicos ou seus derivados biogénicos

CFs com uma estrutura complexa, sendo compostos
por varios ramos de trés alcoois simples (monoligndis).
Compreendem os trés polimeros mais abundantes da
natureza, também ocorrendo em tecidos vegetais

Componentes fendlicos com uma estrutura Cg-C,-Cg
amplamente distribuida em varias espécies de plantas.
O resveratrol constitui o estilbeno mais importante e
amplamente conhecido, com beneficios a saude bem
conhecidos

Constituintes fenélicos com uma estrutura Cg-C1-Cs,
ocorrendo principalmente em plantas superiores. Sua
estrutura heterociclica é bastante semelhante aos
flavonoides, sendo comumente divididas em cinco
grupos diferentes: xantonas simples oxigenadas,
glicosideos de xantona, xantonas preniladas,
xantonolignoides e outros

Enterodiol

Guaiacila

Resveratrol

Mangostina

Fonte: Adaptado de Toldra (2017).
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Figura 6- Esqueletos basicos de compostos fendlicos.
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Fonte: Adaptado de Silva (2008).
2.3 Avaliacao de bioatividade de extratos vegetais
2.3.1 Polifenois totais

A determinacdo dos fenois totais, na maior parte dos casos, é realizada pelos métodos
espectrofotométricos de Folin-Ciocalteu, Folin-Denis ou do azul da Pruassia, que se baseiam em
reacOes de oxidagdo-reducdo entre os compostos fendlicos e ions metalicos; todavia, a que utiliza

o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as mais extensivamente utilizadas (SILVEIRA, 2013).



31

O reagente de Folin-Ciocalteu, inicialmente denominado reagente de fenol modificado, difere do
reagente de Folin-Denis pela presenca de sulfato de litio, adicionado para evitar a formacéo de
precipitados de proteinas (SANTOS, 2012). O reagente consiste de mistura dos &cidos
fosfomolibidico (H3PMo01,040) e fosfotunguistico (H3PW12040), nos quais o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidagdo +6. Na presenca de certos agentes redutores,
como os compostos fenodlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul em
meio basico (Figura 7). Com a utilizacdo do reagente de Folin-Ciocalteu, pretende-se que o
mesmo reaja, ocorrendo a sua reducdo pelos compostos fendlicos das amostras, formando entéo
um complexo azul. No final, a analise espectrofotométrica permite a quantificacdo dos compostos
fendlicos presentes, em faixa de comprimento de onda em torno de 760 nm (SOUSA et al., 2007;
SILVEIRA, 2013). Para esta quantificacdo € necessario o uso de um padrdo (por norma o

composto utilizado é o acido galico).

Figura 7- Reagdo de quantificacdo de fendlicos totais por reagente de Folin-Ciocalteu.

HgPngD.qn + H3M01304n + FENOL — Wngg + MDngg + Radicais
Cor Amarela Cor Azulada

Fonte: Adaptado de Santos (2012)
2.3.2 Atividade antioxidante

Um antioxidante pode ser definido como um composto que protege o sistema biol6gico
contra o efeito nocivo de processos ou reacBes que podem causar oxidacOes excessivas.
Resultados epidemioldgicos crescentes do papel de compostos antioxidantes na prevencao de
certas doencas tém conduzido ao desenvolvimento de grande nimero de métodos para determinar

a capacidade antioxidante dos mais diversos produtos (RUFINO et al., 2007a).

As moléculas orgénicas e inorganicas e 0s atomos que contém um ou mais elétrons nédo
pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres. Essa
configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente instveis, com meia-vida curtissima e
quimicamente muito reativas (SILVA, 2008). Tomando como exemplo os radicais livres do
oxigénio (elétrons ndo pareados), é possivel atacar e danificar, praticamente, qualquer molécula

encontrada no organismo. S&o tao ativos que, uma vez formados, ligam-se a diferentes compostos
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em fracOes de segundo e, em seguida, podem entregar seu elétron ndo pareado ou capturar um
elétron de outra molécula a fim de formar um par. De uma forma ou de outra, os radicais acabam
ficando estaveis, mas a molécula atacada, em si, transforma-se em um radical. Isso inicia uma

reacao em cadeia que pode agir destrutivamente sobre um tecido (RUFINO et al., 2007b).

E necessaria a existéncia de métodos rapidos e confidveis para a determinacdo da
eficiéncia dos antioxidantes na prevenc¢do de doengas. Devido a complexidade da composicao de
materiais vegetais, a separacdo de compostos e o estudo individual de cada substancia
antioxidante tornam-se praticamente inviaveis em funcdo dos altos custos envolvidos nos

processos de fracionamento de tais compostos (SUCUPIRA et al., 2012).

Existem diversas metodologias para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias bioativas, envolvendo a aplicacdo desde experimentos quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos empregando técnicas instrumentais (ALVES et al., 2010). As
principais espécies reativas envolvem moléculas de oxigénio em sua composi¢&o, incluindo anion
superéxido (O,"), radical hidroxila (OH"), éxido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio (H,0,),
radical lipidico (L") entre outros (MAGALHAES et al., 2008; RUFINO et al., 2007b). Os
métodos existentes para identificacdo de um composto antioxidante podem ser baseados na
captura do radical peroxila (“ORAC” - capacidade de absorcdo de radiacdo de oxigénio; e
“TRAP” - potencial reativo antioxidante total), no sequestro do radical organico (DPPH e
ABTS), na captura do radical hidroxila (método da desoxirribose), no poder de reducdo do metal
(“FRAP” - poder antioxidante de reducdo férrica; e “CUPRAC” - capacidade de antioxidante
reduzindo ions cudpricos), e na quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de
lipideos (co-oxidagdo do P-caroteno e oxidacdo do LDL). Os métodos mais comumente
utilizados na avaliagdo do potencial antioxidante e redutor, principalmente de fontes naturais, sdo
0s métodos DPPH e ABTS (SUCUPIRA et al., 2012).

2.3.2.1 Método DPPH

O ensaio DPPH é muito popular em estudos envolvendo produtos naturais por se tratar de
um método simples e sensivel. O composto foi descoberto por Goldschmidt e Renn em 1922 e é
bastante utilizado nas pesquisas envolvendo rea¢Ges com radicais livres. A molécula de DPPH ¢

caracterizada como um radical livre estavel em virtude da deslocalizacdo do elétron
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desemparelhado por toda a molécula, que pode ser explicada pelo fato de sua estrutura possuir
ligacBGes duplas alternadas nos aneis benzénicos, sofrendo assim efeitos de ressonéncia, muito
eficazes na estabilizacdo da carga eletronica e por dispersa-la por toda molécula. Alem disso, 0s
grupos NO, no anel picri-hidrazila auxiliam na estabilizacdo do elétron desemparelhado,
descentralizando-o, pois sdo grupos retiradores de elétrons. Esta deslocalizagdo confere a esta
molécula uma coloracéo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢do em etanol em cerca de
520 nm. Este ensaio se baseia na acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, em reduzir o
DPPH formando difenil-picril-hidrazina. Quando ocorre esta doacdo de atomos de hidrogénio a
uma solucdo de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca simultanea na coloracdo de violeta
para amarelo pélido ou violeta clara (TEIXEIRA, 2018). A dissolu¢do do radical DPPH ocorre

em meio organico (Figura 8).

Figura 8- Estabiliza¢do do radical livre DPPH.
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Fonte: Rufino et al. (2007a).

De acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), a estrutura conformacional dos
antioxidantes influencia a reagdo com o DPPH. Ao caracterizar os intermediérios e 0s produtos
de interacdo, obtém-se uma melhor compreensdo dos mecanismos de reacdo dos substratos,

sendo também necessaria a separa¢cdo dos compostos por cromatografia e posterior identificacao.

2.3.2.2 Método ABTS

Outro método bastante utilizado é o método ABTS. As diferencas com relagdo ao método
DPPH consistem basicamente na formagdo do radical utilizado. O DPPH é um radical livre
adquirido dessa forma, sem a necessidade de preparo, enquanto o radical ABTS deve ser gerado

por reacOes enzimaticas (metmoglobina ou peroxidase de rdbano) ou quimicas (usando didxido
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de manganés, 2,2'azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloreto ou persulfato de potéssio). Outra
diferenca consiste no fato de que o radical ABTS pode ser solubilizado em meios organicos e
aquosos (dependendo da natureza dos compostos) para a determinacao da atividade antioxidante,
enquanto que o radical DPPH somente pode ser solubilizado em meios organicos,
especificamente alcodlicos (MAGALHAES et al., 2008). Na presenca de um antioxidante ocorre
a reducdo do ABTS" para ABTS, promovendo a perda da coloragdo do meio reacional, conforme

apresentado na Figura 9.

Figura 9- Estabilizacdo do radical ABTS" por um antioxidante e sua formacdo pelo persulfato de potassio.
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Fonte: Rufino et al. (2007b)

Assim, o método torna-se aplicavel ao estudo de antioxidantes de natureza hidrofilica e
lipofilica, compostos puros e extratos vegetais. E baseia-se na formacdo do ABTS" (de cor verde-
escura) por meio da reacdo do ABTS com persulfato de potassio, na faixa de absor¢cdo méaxima
em 645, 734 e 815 nm. Com a extenséo da perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS" é
determinada em funcdo do Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), um

padrdo submetido as mesmas condic¢des de analise do antioxidante (RUFINO et al., 2007b).

2.4 Métodos de extracéo

O processo de extracdo tipico, especialmente para materiais vegetais, incorpora diversas

etapas, que incluem:

1. Coleta, secagem, moagem e armazenamento do material vegetal, homogeneizacéo de
partes de plantas frescas (folhas, flores, etc.) ou infusdo de partes vegetais com

solvente.
2. Escolha de solventes de acordo com a polaridade dos compostos-chave.

3. Escolha do método de extracdo adequado:
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a. Infusdo d. Extracdo com fluidos sub- ou supercriticos
b. Ultrassom e. Ebulicao
c. Soxhlet f. Destilacao a vapor

A operacdo de extracdo € um processo, do ponto de vista fisico, que tem como principio a
transferéncia de massa entre um ou mais componentes de uma fase para outra. Tal processo
contém varias etapas subsequentes, como segue na Figura 10. Contudo, 0 processo se inicia com
0 solvente sendo transferido da fase fluida para a fase solida, permeando para o interior da
particula solida pelo mecanismo de difusdo molecular; com isso, os elementos sollveis sdo
solubilizados por dessorcdo da matriz vegetal e solvatagcdo no solvente. A partir deste momento,
o0s solutos desejados presentes na solucdo, sdo transportados até a superficie da particula solida
por difusdo molecular, e a solucdo é conduzida da superficie sélida para o seio do fluido através
do mecanismo de conveccdo (ROSTAGNO; PRADO, 2013).

O foco de muitas pesquisas nos dias de hoje sdo os compostos biologicamente ativos
presentes nas plantas. A identificacdo e o isolamento de novos compostos bioativos a partir de
extratos de plantas contribuem de forma significativa para a quimica de compostos naturais e
farmacologia (NASTIC et al., 2018). Tais compostos podem ser encontrados dissolvidos nos
poros da matriz e/ou adsorvidos na superficie do poro (1), ser adsorvidos na superficie da matriz
(2), dissolvidos/adsorvidos em um micro/nano poro (3) ou nos produtos naturais assumindo que
estdo quimicamente ligados a matriz (4) e transportados por conveccdo natural ou forcada (5)
(Figura 10). Dependendo da localiza¢do do soluto na matriz sélida, 0 mesmo é mais facilmente
acessivel ao solvente e extraido por ele. Nas sementes, frutas e raizes, os solutos geralmente sdo
distribuidos uniformemente no sélido, enquanto nas folhas e flores os solutos se encontram no
interior de tricomas glandulares frageis (ROSTAGNO; PRADO, 2013).
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Figura 10- (A) Conceitualizagdo de uma matriz natural e os possiveis locais em que pequenas moléculas
podem ser encontradas; (B) Esquema do mecanismo de extrag&o.

A)

~  Solto
— = Solvente
. — = Soluto + solvente

(B)

Fonte: Adaptado de Rostagno e Prado (2013)
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Os principais objetivos do processo de extracdo estdo relacionados a uma ou mais
propriedades importantes (SARKER; LATIF; GRAY, 2005):

e Elevada seletividade/pureza: o extrato resultante tem uma quantidade baixa de

compostos coextraidos interferentes ou indesejaveis;

e Elevada sensibilidade: o extrato resultante permite diferentes técnicas de

quantificacdo que produzem uma alta inclinacdo nas curvas de calibracéo;

e Limite de deteccdo/quantificacdo: os componentes dos extratos podem ser
detectados/quantificados em niveis baixos, porque sdo obtidos baixos niveis de

ruido no sistema analitico;
e Rendimento elevado: os compostos alvos sdo recuperados exaustivamente.

Os métodos de extracdo podem ser divididos em convencionais e ndo convencionais,
variando em funcgdo de custos e nivel de complexidade. Para a maioria das aplicac@es, técnicas
relativamente simples, como a percolacdo e a maceragédo, sdo efetivas e econdmicas. Algumas
aplicacdes especificas, no entanto, exigem técnicas de extracdo mais sofisticadas e onerosas
usando equipamentos especializados, como nos casos de destilacdo a vapor em grande escala e na
extracdo com fluidos supercriticos (SARKER; LATIF; GRAY, 2005).

Além da técnica de extracdo, a preparacdo de amostras €, na maioria das vezes, uma
necessidade, pois mesmo as amostras mais simples sdo frequentemente inadequadas para analise
direta devido a fatores como diluicdo ou concentracdo excessiva dos analitos alvo ou
incompatibilidade com os procedimentos de operacdo do instrumento (ROSTAGNO; PRADO
2013).

No que diz respeito a escolha do solvente, alguns fatores devem ser considerados na
extracdo de materiais vegetais, principalmente por questdes relacionadas a solubilidade dos
metabolitos desejados, mas também por parametros fisicos como viscosidade, tensdo superficial e
pressdo de vapor do solvente (CHEMAT et al., 2017). Alem disso, uma revisdo cuidadosa da
literatura relacionada as espécies e as classes de compostos sob investigacdo muitas vezes
economiza tempo e esforco. Caso exista pouca informagéo sobre os compostos bioativos de uma

determinada espécie, relatorios fitoquimicos sobre outras espécies do género ou familia podem
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fornecer pistas sobre quais classes de compostos sdo esperados e quais solventes e procedimentos
podem ser usados para isola-los (SARKER; LATIF; GRAY, 2005).

Diversos produtos quimicos organicos sdo produzidos em escala industrial por
biotransformac6es, onde a agua pode ser usada como meio reacional. As aplicacdes de solventes
hidrofébicos destacam-se normalmente pela dissolu¢do de compostos hidrofébicos em meios néo
aquosos, vias de reacdo que sdo impossiveis na &gua devido a restricbes cinéticas ou
termodinamicas e insolubilidade enzimatica, que permite a sua facil recuperacédo e reutilizacao.
Contudo, o uso de solventes organicos pode ser problematico devido a sua toxicidade,
inflamabilidade e devido as preocupacGes ambientais crescentes. Como resultado, os fluidos
hidrotérmicos atrairam muita atencdo nos Ultimos anos como alternativa aos solventes organicos

para reacdes enzimaticas e de extracao (KNEZ, 2018).

O comportamento de transferéncia de massa exigido para otimizacdo de projetos e
processos esté relacionado a taxa de soluto transferido das particulas sélidas para a fase fluida
(KITZBERGER et al., 2009). Como resultado, os processos de extragdo geralmente seguem uma
curva cinética em base livre de solvente (Figura 11), onde pode-se notar que a taxa de
transferéncia de massa ndo é constante. As curvas de extracdo geralmente consistem em trés fases
distintas: periodo de taxa de extracdo constante (TEC), periodo de taxa de extracdo decrescente
(TED) e periodo controlado por difusdo (CD) (ROSTAGNO; PRADO 2013).

Figura 11- Curva cinética tipica observada para a extracdo de produtos naturais em
base livre de solvente.

Quantidade total de extrato no sélido

Quantidade total de extrato —

Tempo >

Fonte: adaptado de Rostagno e Prado (2013).
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2.4.1 Extracéo Soxhlet (ES)

O extrator Soxhlet foi inventado por Franz Ritter von Soxhlet em 1879 e fornece uma rota

eficiente para liberar analitos retidos em amostras complexas sem mecanizagdo excessiva e

esforco manual. Inicialmente, sua aplicacdo buscava a obtencdo de lipideos presentes no leite.

Atualmente, a gama de suas aplicacOes € extensa. Ao contrario de outros métodos, a ES permite a

lixiviagdo completa de compostos incorporados em matrizes complexas com aliquotas de
solvente (CHEN; URBAN, 2015). A Figura 12 mostra um sistema de extracdo Soxhlet. Em geral,

0 processo de ES convencional abrange as seguintes etapas:

1.

2.

Vaporizacao do solvente de extracéo;

Condensacao de vapores de solvente;

Lixiviacdo de moléculas de analito a partir da amostra pelo solvente condensado;
Acumulacdo de extrato no sifao (canal lateral do coletor extrator);

Movimento do tampéo de extracdo para baixo para os frascos de solvente;
Repeticdo dos passos.

Esse método vem sendo utilizado ha muito tempo por ser uma técnica padrao de extracédo

que serve para a avaliacdo de desempenho de métodos mais modernos, superando em
desempenho outras técnicas convencionais (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010; WANG;
WELLER, 2006). A principal desvantagem do método consiste no constante aquecimento do

extrato no ponto de ebulicdo do solvente utilizado, o que pode degradar compostos termolabeis

e/ou iniciar a formacdo de compostos indesejados (CHEN; URBAN, 2015).
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Figura 12- Extrator Soxhlet.
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Fonte: Adaptado de Castro e Priego-Capote (2010)

Rostagno e Prado (2013) citam vantagens da ES, na qual a amostra é repetidamente
colocada em contato com porcGes frescas de solvente, o que facilita o deslocamento do equilibrio
de transferéncia. Além disso, ndo € necessaria a filtracdo ap6s a lixiviacdo e a taxa de
transferéncia da amostra pode ser aumentada ao executar varias extracfes simultaneas em
paralelo, o que é facilitado pelo baixo custo do equipamento basico. Algumas desvantagens sao
citadas, tais como 0 tempo necessario para a extracdo e a grande quantidade de solvente
desperdicado, o que ndo é apenas dispendioso, mas também a fonte de problemas ambientais

adicionais.

Vaérios sistemas Soxhlet modificados foram projetados em um esforgo para superar as
desvantagens da técnica classica. A maioria deles se concentra em acelerar o processo em uma
tentativa de reduzir a degradacdo térmica dos compostos alvo e do consumo de solvente.
Algumas alternativas para aumentar a velocidade com que o solvente dissolve os componentes
desejados aplicam, por exemplo, micro-ondas ou ultrassom (ROSTAGNO; PRADO, 2013;
CHEN; URBAN, 2015).
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2.4.2 Extracao por infusao (El)

A EI é um método convencional muito simples, frequentemente utilizado na extracdo de
compostos bioativos pelas inddstrias de processamento de alimentos (HELENO et al., 2015). O
procedimento consiste em manter uma amostra de material vegetal (sementes, folhas, raizes, etc.)
em contato com o solvente durante certo periodo de tempo e a uma temperatura especifica. Essa
operacdo permite a retirada do extrato e adigdo subsequente de solvente puro repetidamente
(contudo, estudos indicam que com trés mudancas de solvente, o material vegetal é quase
completamente esgotado). Em muitos casos, agitacdo € usada para diminuir o tempo de operagéo
(SARKER; LATIF; GRAY, 2005; ALBUQUERQUE et al., 2016).

2.4.3 Extracéo assistida por ultrassom (EU)

O uso do ultrassom tem sido considerado uma técnica inovadora e promissora do século
XXI, com inimeras aplica¢es nos campos farmacéutico, cosmético, quimico e alimenticio desde
a segunda metade do século XX (ROSTAGNO; PRADO, 2013). E considerada uma tecnologia
chave para alcancar o objetivo de uma extragdo "verde" sustentavel. O ultrassom é uma onda
mecanica que necessita de um meio elastico (liquido) para se espalhar e difere de sons audiveis
pela frequéncia de onda (Figura 13).

Figura 13- Alcance da audi¢do humana e ultrassom.
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Fonte: Adaptado de BBC Science (2017)
A partir desta ampla faixa de frequéncia, distinguem-se dois grupos principais € ambos

sdo utilizados na indastria de alimentos: ultrassons de diagndstico e de poténcia. Conforme
colocado, a divisdo pode ser feita como segue (CHEMAT et al., 2017; TIWARI, 2015):
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1. Baixa poténcia e alta frequéncia (1 — 10 MHz) — diagnoésticos clinicos, técnicas de
controle de qualidade, controle de processos e inspecdes ndo destrutivas. Esta técnica é
mais comumente aplicada como uma técnica analitica para fornecer informacdes sobre as
propriedades fisico-quimicas de alimentos (por exemplo, firmeza, amadurecimento, teor

de agucar e acidez);

2. Alta poténcia e baixa frequéncia (20 — 100 kHz) — processos industriais, reagdes quimicas,
operacdes de extracdo, tratamentos, etc. E usado para acelerar e melhorar a eficiéncia da

preparacdo de amostras.

Todos os sistemas ultrassonicos sdo compostos por um transdutor, que converte energia
elétrica em energia sonora, vibrando mecanicamente em frequéncias ultrassénicas. Embora uma
grande variedade de transdutores esteja disponivel, o objetivo é o mesmo. O transdutor
piezoelétrico é baseado em um material cerdmico cristalino que responde a energia elétrica
(citado como o mais eficiente, alcancando eficiéncia superior a 95%). O ultrassom gerado é
irradiado pelo emissor (também chamado de reator), que também pode amplificar as ondas. Entre
todos os emissores disponiveis no mercado, os mais utilizados sd@o os banhos ultrassénicos e 0s
sistemas de sondagem ultrassdnica (ROSTAGNO; PRADO, 2013).

De acordo com Picé (2013), os efeitos mecanicos do ultrassom proporcionam uma maior
penetracdo do solvente nos materiais celulares e melhoram a transferéncia de massa devido aos
efeitos da microtransmissdo. 1sso é combinado com um beneficio adicional ao se usar ultrassom
em processos extrativos, que inclui a destruicdo das paredes celulares para a liberacdo do

conteddo celular.

A principal forga motriz para os efeitos de extracdo da sonicagdo é a cavitacdo acustica.
Quando o ultrassom se propaga através de qualquer meio, induz uma série de compressdes e
rarefacdes na matéria, provocando a formacao e o colapso de bolhas num meio liquido (TIWARI,
2015). O processo de formagdo de cavitacdo é evidenciado pela Figura 14, realizada em trés
etapas: formacédo das bolhas (na cavidade, atingindo condi¢cbes de aproximadamente 5000 K e
100 MPa); crescimento (4 a 5 vezes o tamanho original na interface); e colapso implosivo

(ocorrendo no meio).
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Figura 14- Cavitacdo em um meio homogéneo.
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Fonte: Adaptado de Mason e Tiehm (2001)

Em geral, a extrac&o assistida por ultrassom é reconhecida como uma técnica de extragdo
eficiente que reduz dramaticamente os tempos de trabalho, aumentando os rendimentos e, muitas
vezes, a qualidade do extrato (PICO, 2013). Varios trabalhos realizados utilizaram o método com
uma diversidade de plantas: Plantago major e Plantago lanceolata (MAZZUTTI et al., 2017),
butia (CRUZ et al., 2017), maracuja (OLIVEIRA et al., 2016) e medronheiro (ALBUQUERQUE
et al., 2016). Em todos estes trabalhos altas recuperacGes de compostos bioativos foram obtidas

em diferentes condicdes de operacéo.

2.4.4 Extracdo com Agua Subcritica (EASub)

A extracdo com agua subcritica, também denominada "&gua quente comprimida”,
“extracdo por agua quase supercritica” ou ainda com o uso do termo "hidrotermal™ (descreve a
agua a altas temperaturas e pressdes), faz uso da agua liquida mantida a temperaturas entre 100-
374 °C e uma pressdo de até 221 bar (Figura 15) (NAKAJIMA, 2013; AKGUL et al., 2014;
THIRUVENKADAM et al., 2015).
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Figura 15- Diagrama de fases da 4gua em funcdo da temperatura e pressao.
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Fonte: Adaptado de Thiruvenkadam et al. (2015)

Embora muitos dos estudos tenham sido dedicados a agua nas condi¢gdes ambientais, a
agua apresenta caracteristicas mais favoraveis como meio para reacdes organicas quando esta
proxima ou além do seu ponto critico. Primeiro, a solubilidade de substancias organicas na agua
aumenta consideravelmente com o aumento da temperatura devido a uma diminuicdo da
constante dielétrica (GLASER et al., 1999), um aumento na taxa de difusdo e uma diminuicéo na
viscosidade e tensdo superficial. Em consequéncia, os compostos com polaridades elevadas sao
facilmente solubilizados em agua nas condi¢cdes ambientais e sdo extraidos mais eficientemente a
temperaturas mais baixas, enquanto que compostos moderadamente polares e apolares requerem

um solvente menos polar, induzido entdo pela elevagéo de temperatura (NAKAJIMA, 2013).

As propriedades da agua sofrem alteracGes em condic¢des hidrotérmicas. Ao se diminuir a
constante dielétrica da agua, as espécies organicas e 0s gases tornam-se misciveis com a agua
acima do seu ponto critico, o que reduz as limitagGes de transferéncia de massa (AKGUL et al.,
2014). Em um processo de pré-tratamento, a agua subcritica (a altas temperatura e presséo, porém
abaixo de seus valores criticos) proporciona velocidades de reacdo altas que aumentam a extracao
e subsequente solubilizacdo da matéria organica. Por estas razdes, a dgua subcritica pode ser
usada como solvente ambientalmente benigno e sustentavel para converter a biomassa Umida em

moléculas menores por despolimerizacdo e reacdes de extracdo (GLASER et al., 1999). A Tabela
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4 apresenta trabalhos encontrados na literatura, onde a agua subcritica foi utilizada para obtencéo
de compostos de interesse a partir de diferentes matérias-primas vegetais.

Tabela 4. Aplicagdo de agua subcritica na obtencdo de compostos bioativos

Autores (ano) Compostos extraidos  Material vegetal

Aliakbarian (2012) Antioxidantes Residuos de vinicolas

He et. al. (2012) Fendlicos Roma

Budrat e Shotipruk (2009) Fendlicos Meldo amargo

Ueno et. al. (2008) Oleos essenciais Frutas citricas e ervas

Sereewatthanawut, et. al. (2008) Antioxidantes Farinha de canola

Eikani; Golmohammad; Rowshanzamir (2007)  Oleos essenciais Sementes de coentro

Ozel: Gogus; Lewis (2003) Proteinas e Farelo de arroz
aminoacidos desidratado

Kubatova et. al. (2002) Oleos essenciais Segurelha-anual

Esta técnica pode ser utilizada para outros fins, como por exemplo, a geracdo de energia.
O uso de EASub para a geracdo de biocombustiveis de algas tornou-se uma estratégia rentavel e
eficiente, envolvendo a liquefacdo de biomassa de alto teor de umidade contendo baixo teor de
solidos (5-30%), sem necessidade de operacOes de desidratacdo e secagem de culturas intensivas
em energia (HASSAS-ROUDSARI et al., 2009).

A aplicacdo de agua, especialmente em condicBes subcriticas, para o tratamento de solos
contaminados, remocédo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (KRONHOLM et al., 2002),
hidrocarbonetos em geral e metais (BRUNNER, 2009b), também é citada na literatura, assim
como 0 uso de agua na limpeza de materiais 6sseos, 0s quais contém compostos lipidicos e
proteicos que devem ser removidos da matriz solida para uso em implantes 0sseos
(DONCHEVA; BRUNNER, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

A sequir, esta descrita 0s métodos e os materiais utilizados para realizacéo do trabalho.

3.1 Obtengéo e tratamento do material vegetal

O residuo agroindustrial foi obtido em parceria com a empresa “FLESH FRUIT”,
localizada na cidade do Recife — PE. O material foi constituido de sementes e polpa de Annona
muricata, coletado majoritariamente nas cercanias da cidade de Garanhuns, interior de
Pernambuco. Foram separadas as sementes do material polposo, posteriormente submetidas a
secagem em estufa com circulacdo de ar forgada durante trés dias, sob temperatura de 45 °C. Em
seguida, foram moidas (em moinho de facas) para obtencdo de particulas com granulometria

aproximada de 1 mm e armazenadas em frascos fechados.

As folhas de graviola foram obtidas de gravioleiras localizadas também na cidade de
Garanhuns. O material vegetal foi submetido a0 mesmo processamento que as sementes: selecéo
(retiradas as folhas com presenca de fungos e imperfeicdes visiveis), secagem, moagem em

moinho de facas (particulas com granulometria de 1 mm) e armazenagem em frascos fechados.

As sementes e folhas finamente moidas conforme descrito foram utilizadas nos
experimentos em até 120 horas apds o término de seus tratamentos, a fim de evitar longos tempos
de armazenagem e possivel deterioracdo das matérias-primas. Buscou-se homogeneizar as

matérias-primas moidas antes de cada experimento.
3.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram todos da marca Sigma Aldrich®, incluindo: etanol (99,5%,
absoluto); DPPH (HPLC, 1 g); ABTS (HPLC, 1 g); Rutina (96% HPLC), Folin & Ciacalteau’s
phenol, persulfato de potassio (99,0%), carbonato de sédio (99,5%) e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2-carboxylic acid, 97%, 19).

3.3 Extracdo de compostos da graviola obtidos por Soxhlet (ES)

O processo de extracdo por Soxhlet foi realizado segundo o proposto por Michielin et al.
(2011), com modificagbes. Os extratos das sementes e folhas de graviola foram obtidos com a

utilizacdo de etanol como solvente, em proporgdes de sélido:solvente de 1:10, durante ciclos de
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5h, em aparelho de Soxhlet convencional. Em seguida, os extratos foram armazenados em frascos

de vidro &mbar para analise posterior. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.4 Extracao de compostos de graviola por infuséo (EI)

Os experimentos foram realizados de acordo com Sousa et al. (2007), com modificagdes.
As matérias-primas (folhas e sementes) foram colocadas em infusdo em frascos erlenmeyers em
contato com solvente (etanol), os quais foram cobertos com papel filme para impedir a
evaporacdo do solvente. As extracbes foram conduzidas considerando a relagdo massa de
solido/solvente de 1:10 ao longo de 96 horas, sem agitacdo e na temperatura ambiente. Em
seguida, o sistema foi filtrado e os extratos armazenados em vidro &mbar. Todos 0s experimentos

foram conduzidos em duplicata.

3.5 Extracdo de compostos da graviola utilizando ultrassom (EU)

As extracdes assistidas por ultrassom (sementes e folhas) foram realizadas em duplicata,
com a mesma propor¢do de sélido/solvente utilizada para os processos de ES e El (1:10). O
procedimento foi adaptado de Mazzultti et al. (2017) com algumas modificagdes, utilizando 10 g
de matéria-prima juntamente com solvente (etanol) em um erlenmeyer. O equipamento consistiu
de uma microssonda (Ultronique, Eco-sonics LTDA), com programacdo para operar em
frequéncia de 18 kHz e poténcia de 297 W (Figura 16) na temperatura ambiente, por periodos de
15 min.

Figura 16- Equipamento utilizado  nos

experimentos de extragdo assistida com ultrassom.
e
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3.6 Extracéo de compostos de graviola com &gua subcritica (EASub)

Os extratos foram obtidos por meio de um reator de fluxo semicontinuo construido
inteiramente de aco inox 316L. As Figuras 17 e 18 apresentam o fluxograma e 0 processo de
extracdo com agua subcritica em reator semicontinuo, respectivamente. O reator tem um volume
interno de 50 mL (condi¢Ges méximas de trabalho de 400 °C e 400 bar). Foi usada uma bomba de
liquido de alta pressdo (bomba de pistdo duplo, CITUA, Campinas, Brasil) para fornecer agua
pressurizada ao reator. Apos a bomba d’agua, um sistema de pré-aquecimento de agua foi
adicionado ao equipamento. A pressdo no reator aquecido eletricamente foi monitorada por um
mandmetro convencional. A temperatura do processo foi controlada por dois termopares do tipo
K posicionados na entrada do pré-aquecedor e na saida do reator. A descompressao do sistema
foi feita através de uma valvula micrométrica manual (HIP) colocada na saida do reator. Os

extratos foram coletados em frascos e armazenados para as analises quimicas posteriores.

Figura 17- Esquema do equipamento utilizado para os experimentos com agua subcritica.

.. Q

o ~ g |
2 —AA\s : A
\%/ o . . 1
1 EAE IR S g ~i 6
1 - Reservatono de agua 6 - Valvula
2 - Bomba de pressunzagdo 7 - Coletor
3 - Pré-aquecedor ——
4 . Exteatos (7) - Manometro

5 - Aquecedor (T)- Termopar



49

Figura 18- Equipamento utilizado para os experimentos com agua
subcritica. 1) Reservatorio de dgua; 2) Bomba de pressurizagdo; 3)
Pré-aquecedor; 4) Extrator; 5) Valvula micrométrica.

Antes de cada experimento, foram adicionadas as amostras (sementes ou folhas de
graviola) no reator. A bomba de liquido foi utilizada para encher o reator com agua, remover o ar
residual e para pressurizar o equipamento. Apos a pressurizacdo, o sistema de aquecimento e pré-
aquecimento foram ligados e ajustados para atingir a temperatura do processo. Uma vez que a
temperatura do ponto de ajuste foi atingida, o processo foi iniciado por bombeamento de agua
através do sistema. As amostras de extrato foram recolhidas ap6s a valvula de descompressao ao
final do processo (30 min) e armazenadas em frascos de vidro &mbar antes da analise. Os

experimentos foram realizados em duplicata.
3.7 Analises realizadas com os extratos das sementes de graviola

Preliminarmente foram realizadas avaliacbes dos extratos com base no artigo de Prado et
al. (2014), com modificacdes. Os extratos de sementes de graviola neste trabalho foram obtidos
por ES, El, EU e por EASub (4 g de sementes moidas, 160 °C e 200 bar). As andlises de
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cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida foram realizadas no Laboratorio de
Farmacognosia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE.

3.7.1 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos e os padrdes foram aplicados manualmente (concentracdo de 1 mg/mL), com
auxilio de tubos capilares, em placas cromatograficas de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®,
Alemanha). Foram deixadas em saturacdo por um periodo de 15 min, aproximadamente, na
temperatura ambiente. A fase mdvel foi utilizada de acordo com o metabdlito desejado (Tabela
5). Apés a eluicdo nas placas, as mesmas foram secas a temperatura ambiente, e observadas sob
luz ultravioleta em comprimentos de onda entre 254 e 365 nm. As bandas obtidas foram

comparadas as bandas dos padrbes correspondentes, em termos de coloracéo e resultado de faixa.

Tabela 5. Sistemas, reveladores e padrées utilizados nas analises por CCD.

Classe de metabdlito Sistema Revelador Padréo
Taninos hidrolisaveis Cloreto férrico Acido galico
Taninos condensados Vanilina cloridica Catequina
90:5:5
Flavonoides . Rutina
Cloreto de aluminio
Derivados cindmicos Acido cafeico

Sistema: 90:5:5 — Acetato de etila : &cido férmico : 4gua; mL
Fonte: Ferreira e Soares (2017)

3.7.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Seguindo Ferreira e Soares (2017), os extratos obtidos foram diluidos em etanol para um
baldo volumétrico de 10 mL, obtendo-se ao final solu¢cBes com concentragdo igual a 1 mg/mL.
Estas solucGes foram filtradas para vials de PVDF com didmetro de 25 mm e tamanho de poro de
0,45 um. A analise por CLAE foi realizada num sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA), acoplado a um detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher Scientific,
EUA) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific, EUA),
desgaseificador e amostrador automatico equipado com um loop de 20 pL (ACC-3000, Thermo
Fisher Scientific, EUA). Os comprimentos de onda foram fixos em 210, 254, 280 e 350 nm para a

deteccdo de taninos hidrolisaveis e flavonoides. As separagdes cromatograficas foram obtidas
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com uma coluna C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um, Dionex®, EUA) equipada com pré-coluna
(C18 de 4 mm x 3,9 m; Phenomenex®). As separacdes foram efetuadas na temperatura de 26 °C.
A fase movel foi constituida por agua ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados com acido
trifluoroacético a 0,05%, e vazdo ajustada a 0,7 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado

COmMo seque:

0-10 min, 10-25% de B;

e 10-15 min, 25-40% de B;
e 15-30 min, 40-75% de B;
e 30-34 min, 75% B;

e 33-35min, 75-15% de B.

Para a analise e processamento dos dados, o software Chromeleon 6.8 (Dionex/Thermo
Fisher Scientific, EUA) foi utilizado.

3.8 Analises realizadas com os extratos das folhas de graviola

3.8.1 Quantificacdo de polifenois totais (PFT)

Para a quantificacdo dos polifendis totais presentes nos extratos das folhas de graviola, a
metodologia de Folin-Ciocalteu foi utilizada (FOLIN e CIOCALTEU, 1927) com modificacdes.
Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1 mL do reagente Folin-Ciocalteu e 10 mL de agua
destilada. Na sequéncia, 225 uL dessa amostra foram pipetados (utilizada micropipeta
monocanal), com o volume completado com solucdo aquosa de carbonato de sédio (Na,COs3), a
10,75% (m/v). As solucdes foram mantidas em repouso por 30 minutos em auséncia de luz a
temperatura ambiente e, logo em seguida, suas leituras foram verificadas em espectrofotdmetro a
760 nm. Agua destilada foi usada como branco nas leituras. O padréo utilizado foi o 4cido galico
(1 mg/mL). Seguiu-se com 0 mesmo procedimento, mas usando apenas 100 uL de acido galico

ao invés da amostra. Ambos os procedimentos foram realizados em triplicata.
3.8.2 Atividade antioxidante total (AAT) pelo método DPPH

A analise de atividade antioxidante total (AAT) pelo método DPPH foi feita conforme a
metodologia descrita por Rufino et al. (2007a) com modificagdes. Em ambiente escuro, foram
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feitas diluicGes em tubos de ensaios dos extratos das folhas de graviola (500, 250, 125, 50, 25, 10
e 5 ug/mL), em triplicata, totalizando um volume final de 2500 puL. Foram aferidos 1000 pL de
reagente DPPH (0,3 mM) com homogeneizacdo em agitador. A solucdo resultante, entdo, foi
incubada por 30 minutos. Em seguida, foram analisadas em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 517 nm. Para cada dilui¢do, apenas um branco foi feito (o extrato da respectiva
concentracdo com o solvente de extracdo). Além disso, foi utilizado um controle negativo
contendo apenas o solvente de diluicdo e DPPH. Foi calculado o percentual de inibicdo da

amostra testada sobre o radical DPPH por

(Absamostra — AbSpranco ) * 100

AA(%) = 100 —
Abscontrole

(1)

em que AA (%) representa a atividade antioxidante em percentual; AbSamoestra € @ absorbancia da
amostra; Abspranco € @ absorbancia do branco; e Abscontole representa a absorbancia do controle.
Com os resultados, foi plotado um grafico com a concentracdo nas abscissas e a atividade

antioxidante nas ordenadas e tracadas as trés equacdes de reta.

O ECsp é a concentracdo minima eficaz necessaria para decrescer a quantidade inicial de
DPPH em 50%. Para calcular o ECs utilizaram-se as equacOes da reta para obter o valor (em
pg/mL), e entdo, calcularam-se a média e o desvio padrdo para as amostras analisadas. A
atividade antioxidante total (método DPPH) indica que quanto maior a atividade antioxidante,
mais baixo é o valor de ECsy (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). O radical
DPPH reage rapidamente com alguns fendis e a-tocoferol. Contudo, ocorrem reacGes secundarias
simultaneamente de forma lenta, causando um progressivo decréscimo na absorbancia, podendo
demorar varias horas para que a reacdo seja estabilizada. Dessa forma, a interpretacdo dos
resultados do método DPPH sdo frequentemente expressos como ECs, (concentracdo eficiente),
definido como a concentracdo de substrato que provoca a perda de 50% da atividade DPPH (cor)
no periodo de tempo especificado, em geral de 30 a 60 min (SANTOS et al., 2014).

3.8.3 Atividade antioxidante total pelo método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ foi feita conforme a metodologia descrita

por Rufino et al. (2007b) com modificagdes. O radical ABTS™ foi formado pela reacdo de 5 mL
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da solucdo ABTS (7 mM) com 88 puL de solucdo de persulfato de potassio (140 mM), incubados
na temperatura ambiente e na auséncia de luz, durante 16 horas. Uma vez formado, o radical

ABTS foi diluido com etanol até a obten¢édo do valor de absorbancia de 0,700 £ 0,020 a 734 nm.

Em seguida, preparou-se uma solucdo padrdo de Trolox (2 mM), um antioxidante
sintético analogo a vitamina E. A partir desta solucdo foram preparadas em baldes volumétricos
de 10 mL solugdes variando as concentragdes: 0, 20, 50, 100, 500, 1000, 1500 a 2000 uM. Em
ambiente escuro, transferiu-se 30 uL de cada solucdo de Trolox para tubos de ensaio, contendo 3
mL da solucdo do radical ABTS. A leitura foi realizada ap6s 6 minutos da mistura. Etanol foi
utilizado como branco na calibragdo. Sendo assim, plotaram-se as concentragdes de trolox (uM)

na abscissa e as respectivas absorbancias na ordenada e determinou-se a equacéo da reta.

Posteriormente, a partir dos extratos das folhas de graviola obtidos pelos diferentes
métodos de extracdo (ES, EI, EU e EASub), foram preparadas diluicbes com quatro
concentragdes diferentes: 1000, 500, 250 ¢ 100 ug/mL. Em ambiente escuro, transferiu-se um
aliquota de 30 uL de cada dilui¢ao dos extratos para tubos de ensaio com 3 mL do radical ABTS,
em triplicata. A leitura foi feita ap06s 6 minutos de reacdo a 734 nm, e o etanol foi utilizado como
branco. A partir das absorbancias obtidas das diferentes dilui¢bes dos extratos, plotou-se a
absorbancia no eixo y e a diluigdo (mg/L) no eixo Xx. Em seguida, determinou-se a equagédo da
reta. O célculo da AAT foi feito substituindo na equacédo da reta a absorbancia equivalente a 1000
uM do padrao Trolox. A partir do resultado encontrado pela equacéo da reta, dividiu-se 0 mesmo
por 1000 para se obter o valor da massa (em gramas). O resultado final foi calculado pela divisdo
de 1000 (uM) pelo valor da massa e multiplicado pela quantidade de material vegetal (folhas)

para encontrar o valor final, expresso em uM Trolox/g de folha.

3.8.4 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A metodologia foi empregada conforme descrita na Se¢éo 3.7.2, modificando apenas a
etapa de diluicdo das amostras com &gua (ao invés de etanol) para baldo volumétrico de 10 mL.

3.8.5 Planejamento fatorial

O planejamento fatorial foi aplicado somente ao processo de EASub usando as folhas de
graviola como matéria-prima. Tal planejamento permite otimizar o processo, investigar a

influéncia dos fatores na resposta desejada e determinar as condi¢des 6timas usando a superficie
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de resposta. Dessa forma, foi realizado um planejamento fatorial completo 2° com o objetivo de
estudar o efeito das varidveis operacionais (quantidade de material vegetal, temperatura e
pressdo) dentro das limitacdes do equipamento de EASub, a fim de obter as maiores quantidades
possiveis de polifendis totais a partir de folhas de graviola ao longo de 30 minutos de processo.
Os niveis considerados estdo expressos na Tabela 6. As analises foram realizadas em duplicata e
0 ponto central em triplicata.

Tabela 6. Niveis e variaveis do planejamento fatorial completo 2°

Variaveis Niveis

-1 0 1
Massa (g) 2 3 4
Temperatura (°C) 125 137 150
Pressdo (bar) 200 212 225

Nesse procedimento foi mantida fixa a vazdo de agua no sistema em 5,67 mL/min; com
isso, a relacdo solvente/sélido ao longo dos 30 minutos de extracdo para os niveis (-1, 0 e +1)

foram de: 85; 56,7 e 42,5 g/g, respectivamente.

3.8.6 Analise Estatistica

Os efeitos das variaveis sobre o processo de EASub (planejamento fatorial) foram
avaliados com o auxilio do programa Statistica 8.0. Os resultados obtidos dos CFs (PFT) e das
AAT foram expressos como média + desvio padrdo e submetidos a andlise de variancia
(ANOVA). As médias foram submetidas ao teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Além disso, foi realizada a correlacdo dos coeficientes (CFs vs DPPH) pelo método de Pearson.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir esta descrito os resultados obtidos das andlises feitas neste trabalho.
4.1 Extratos obtidos a partir das sementes de graviola

O residuo agroindustrial fornecido pela empresa “FLESH FRUIT” foi separado, seco,
moido e armazenado conforme descrito na Secdo 3.1. Apds essas etapas, foi realizado um
screening, obtendo extratos pelos metodos de Soxhlet, ultrassom, infusdo e com agua subcritica.
Com isso, foram realizadas analises iniciais de CCD (Sec¢do 3.7.1) com o intuito de verificar a
presenca de compostos fendlicos, como flavonoides, derivados cindmicos e taninos condensados
e hidrolisados. A Figura 19 apresenta os resultados das analises dos extratos de semente de
graviola obtidos por EASub (nas condicdes de 160 °C e 200 bar).

Figura 19- Resultados de CCD para os extratos de semente de graviola através de EASub para (A)
derivados cindmicos (1) e flavonoides (2); (B) taninos condensados; (C) taninos hidrolisados.
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De acordo com as analises de CCD apresentadas na Figura 19, ndo foi identificada a
presenca de compostos fendlicos nos extratos de sementes de graviola, com excegdo de
flavonoides, apresentando tragos de rutina. Dessa forma, foram realizadas anélises de CLAE,
seguindo a metodologia descrita na Secdo 3.7.2. As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados das
andlises de CLAE obtidas utilizando os métodos de extracdo por Soxhlet, infusdo, ultrassom e
EASub. Para fins de comparagéo, a Figura 22 apresenta o cromatograma obtido para o padrao

rutina injetado isoladamente nas mesmas condigdes.
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Figura 20- Resultados da CLAE para os extratos obtidos na extragdo das sementes de graviola por

(A) Soxhlet e (B) infus&o.
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Figura 21- Resultados da CLAE para os extratos obtidos na extracdo das sementes de

graviola usando (A) ultrassom e (B) agua subcritica.
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Figura 22- Resultados da CLAE para a inje¢do isolada do padrdo rutina.
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Apesar da presenca de alguns picos nos cromatogramas das Figuras 20 e 21 (o pico
préximo aos 5 min de retencdo trata-se do solvente), ndo foram observados compostos fenolicos
nas amostras dos extratos de sementes de graviola. Através da comparacdo das Figuras 20, 21 e
22 comprovou-se a inexisténcia do flavonoide rutina nos resultados das analises dos extratos das
sementes de graviola por CLAE. Umas das possiveis explicacdes para ndo haver evidéncias de
compostos fendlicos pode ser o fator fen6tipo e/ou sazonalidade da planta. De acordo com o
periodo de colheita dos frutos, a fonte de nutrientes fornecida a planta para o seu
desenvolvimento, reproducdo e protecdo, pode ndo ter sido suficiente para a producdo de tais
compostos (SODEIFIAN; SAJADIAN; ARDESTANI, 2016), embora a matéria-prima tenha sido

coletada aproximadamente na mesma regido e mesma época de colheita (Secéo 3.1).

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura. Barata et al. (2009) afirmaram que
nas sementes sdo encontrados principalmente ciclopeptideos (como anomuricatina B),
hexapeptideos ciclicos (como anomuricatinas A e C) e diversas acetogeninas, que também sao
encontradas nas folhas, cascas e raizes. Além disso, as sementes de graviola sdo ricas em acidos
graxos neutros, o que dificulta a extracdo de acetogeninas e outros principios ativos pelo processo
classico de extragdo por solventes. Coria-Téllez et al. (2018) relataram que s&o encontrados
duzentos e doze distintos compostos bioativos na graviola (em predominancia no fruto e folhas),

com evidéncias de acetogeninas, alcaloides e fenois, dentre outros compostos minoritarios.
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Os resultados preliminares obtidos nas anélises dos extratos de sementes de graviola por
ES, El, EU e EASub evidenciaram a inexisténcia de compostos fendlicos nesta matéria-prima
vegetal. Assim, optou-se por investigar, a partir de entdo, as folhas de graviola como matéria-
prima inicial na busca de compostos fenolicos, compostos de interesse na industria e que podem

vir a agregar maior valor & cadeia produtiva da graviola.

4.2 Extratos obtidos a partir das folhas de graviola

4.2.1 Quantificacdo de polifendis totais (PFT)

Conforme discutido nas Sec¢des anteriores, estudos quimicos com A. muricata conduziram
ao isolamento de compostos de diversas classes quimicas, tais como acetogeninas, alcaloides,
terpenoides, carboidratos, polifenois, lipideos e aminoacidos. Todavia, nos Gltimos anos, as
pesquisas fotoquimicas acerca desta espécie se dirigiram unicamente ao isolamento de compostos
utilizando as folhas como matéria-prima (SANTOS et al., 2014).

Para a extracdo de compostos bioativos de folhas de graviola foi realizado um
planejamento fatorial 23 aplicado a EASub, variando-se a massa de sélido, temperatura e pressao
nos niveis descritos na Secdo 3.8.5. Desta forma, os resultados obtidos para a quantidade de
polifendis totais sdo apresentados na Tabela 7 (niveis de codificacdo de acordo com a Tabela 6).
Para cada nivel, as extrac6es foram realizadas em duplicata e o ponto central em triplicata, assim

como as analises.
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Tabela 7. Niveis de codificagdo e médias dos polifendis totais obtidos nos experimentos de EASub.

Niveis PET

Massa Temperatura Pressio (% AG/g amostra)
-1 -1 -1 0,75 + 0,05
+1 -1 -1 0,74 0,00
1 +1 1 1,49 + 0,02
+1 +1 1 0,94 +0,23
1 1 +1 0,97 + 0,20
+1 1 +1 0,64 + 0,04
-1 +1 +1 1,51 + 0,37
+1 +1 +1 2,37 0,35
0 0 0 1,03 + 0,29
0 0 0 1,57 +0,38
0 0 0 1,29 + 0,32

% de acido gélico/g de folha

Analisando a Tabela 7 pode-se observar que o ponto 6timo para obtencdo de PFT por
meio de extracdo com agua subcritica foi o nivel maximo, com 4 g de folhas de graviola, em 150

°C e 225 bar, atingindo 2,37% (equivalente a acido galico por grama de folha).

O trabalho de Michielin et al. (2011) reportou a extracdo de C. verbenacea por Varios
métodos. Obtiveram nas andlises de PFT em torno de 24% (AG/g de amostra), utilizando agua
via extracdo Soxhlet, 0,6% (AG/g de amostra) no uso de agua por infusdo e 0,9% (AG/g de
amostra) aplicando hidrodestilacdo. Além desses resultados, o0 mesmo trabalho registrou

extracdes variando de 2,2 a 5,0% (AG/g de amostra) utilizando diéxido de carbono supercritico.

A partir do planejamento fatorial 22 foi possivel avaliar a influéncia de cada variavel
estudada para 0 aumento na obtengdo de polifendis totais, com os resultados exibidos na Figura
23 (grafico de Pareto dos efeitos significativos do planejamento). As Figuras 24 e 25 apresentam
o grafico com as interacdes significativas e a superficie de resposta do planejamento fatorial,

respectivamente.
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Figura 23- Grafico de Pareto dos efeitos significativos do planejamento fatorial 23 na extragcdo com
agua subcritica de folhas de graviola na analise de PFT.
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De acordo com a Figura 23, dentre os efeitos principais, tem-se que em média a
temperatura e a pressdo foram significativas a um nivel de 95% de confianca, e entre os efeitos
secundarios e terciarios, apenas a interacdo massa (1) e temperatura (2) ndo foi significativa (p <
0,05). Com estes dados € possivel afirmar que a temperatura e a pressao tém um papel importante

no que se refere a extracdo de polifendis totais de folhas de A. muricata com EASub.

Na Figura 24 pode-se observar que, ao se elevar a pressdo, a temperatura ou ambas,
obtém-se os melhores resultados na extracdo de compostos fenolicos de folhas de graviola por
meio de extracdo com agua subcritica. J& na Figura 25, a superficie de resposta apresenta a

equacéo (2) e ilustra que o ponto méximo de extracdo com &gua subcritica ainda nao foi atingido.

y = 1,195 + 0,807X, + 0,395X; + 0,272X, X5 + 0,335X,X; + 0,432X, X, X5 )



Figura 24- Cubo das interacdes significativas do planejamento fatorial 22 para

0s experimentos de EASub.
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Figura 25- Superficie de resposta do planejamento fatorial 23 para os experimentos de

EASub.

1ad

35
<32
<27
3 <22
<17
B <12
B <07
B <02

62



63

4.2.2 Resultados das analises de AAT

A partir dos resultados apresentados na Tabela 7, o ponto 6timo do planejamento fatorial
(EASub, 4 g de folhas de graviola, 150 °C e 225 bar) foi tomado para compara¢do com 0S outros
métodos de extracdo avaliados. As comparacdes foram feitas, portanto, considerando polifendis
totais e atividades antioxidantes totais (métodos DPPH e ABTS). Com o auxilio do teste de
Tukey, as médias foram avaliadas com as diferencas significativas para cada tipo de extracdo a

um nivel de 95% de significancia. Os dados obtidos na comparacéo estdo expressos na Tabela 8.

Tabela 8. Comparagdo dos métodos na extracdo de folhas de graviola (obtencdo de polifendis totais e

atividades antioxidantes totais).

) . 1 1 ABTS!
Método de extracao PFT DPPH (MM Trolox/g de
(% AG/g amostra)* (ECsp pg/mL) g
folha)
Soxhlet 2,839+ 0,00 228,86% + 2,07 12,24° + 0,80
Infusdo 1,413+ 0,14 257,20° + 17,46 10,79*° + 3,30
Ultrassom 1,66° + 0,06 266,39° + 5,70 8,61% + 1,76
Agua subcritica 2,37°+0,35 394,32°+5,70 11,06 + 1,12

1. Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Teste de
Tukey ao nivel de 95 % de significancia
* - 0% de 4cido galico/g de folha

A partir da Tabela 8, pode-se chegar as seguintes afirmacfes: o método mais adequado
dentre os analisados para a obtencdo de polifendis totais foi a extracdo por Soxhlet com uso de
etanol, obtendo 2,83% (equivalente a acido galico/g de folha). Além disso, a extracdo por Soxhlet
foi a que apresentou atividades antioxidantes mais elevadas, tanto pelo método DPPH quanto
pelo método ABTS. A extracdo com agua subcritica obteve desempenho inferior apenas em
relacdo a extracdo com Soxhlet para as anélises de PFT e ABTS. Contudo, apresentou a menor
AAT segundo o método DPPH.

Em relacdo ao resultado de AAT pelo método DPPH, Kalidindi et al. (2015) relataram
comportamento semelhante ao avaliarem a atividade antioxidante das folhas de Annona

squamosa Linn. por maceracdo com uso de diferentes solventes, onde a extragdo com agua
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apresentou menor resultado (ECs de 439,6 mg/mL) em comparagdo com extratos obtidos com
cloroférmio e com metanol (ECso de 308,3 mg/mL e 342,5 mg/mL, respectivamente).

De acordo com a literatura (Tabela 2), Moraes et al. (2016) obtiveram resultados de PFT
semelhantes a este trabalho ao avaliarem a coc¢do com agua de folhas de graviola (33,0 mg
AG/g). Além disso, pode-se notar uma ampla faixa de extragdo de polifendis totais na literatura,
desde 18,6 até 358,9 (mg AG/100g) para a polpa de graviola e de 33,0 até 100,3 (mg AG/g) para
as folhas de graviola. Os motivos para essa variacdo vao desde o método aplicado na extragdo
(tipo e condicbes), o tipo de solvente utilizado e a parte do material vegetal estudada. Além
desses fatores, pardmetros ndo informados por muitos trabalhos j& citados com papel importante
na quantificacdo de CFs, sdo a sazonalidade ou o grau de maturagdo das matérias-primas.

Kuskoski et al. (2005) analisaram polifendis, antocianinas e as atividades antioxidantes de
frutas tropicais silvestres e polpas de frutas congeladas, incluindo a graviola. Os resultados do
trabalho atual divergiram em relacdo aos obtidos pelos autores que encontraram um indice de
polifendis totais de 84,3 mg/100 g de polpa de graviola; a fruta também demonstrou alta
capacidade antioxidante, apresentando 2,88 umol/g de atividade antioxidante equivalente ao
Trolox. Devido aos estudos serem com diferentes partes da graviola, esta divergéncia nos

resultados obtidos pode ser justificada.

A atividade antioxidante por ABTS pode ser avaliada de forma oposta ao DPPH, onde
quanto maior o valor encontrado, mais elevada serd a atividade antioxidante do material vegetal
investigado. Contudo, Magalhdes et al. (2008) relataram a possibilidade de interferéncia de
determinados compostos quimicos na avaliacdo da atividade antioxidante por ABTS, desde que
estes apresentem um potencial redutor inferior a0 do ABTS™, os quais podem reagir com o

radical e superestimar os valores obtidos.

4.2.3 Resultados das analises por CLAE

Neste estudo, 11 distintos picos referentes a compostos fenolicos foram observados nas
amostras com 0 uso de agua subcritica caracterizados por CLAE, enguanto para todos 0s outros
processos de extragdo (Soxhlet, infusdo e ultrassom), nos quais o solvente utilizado foi o etanol,
foram apenas quatro picos (compostos) encontrados. Contudo, alguns compostos foram obtidos

em maior concentracdo atraves de ES, como pode ser observado nas Figuras 26 e 27. Os
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resultados da EASub demonstraram que esta técnica foi a mais adequada para a extracdo de
compostos fendlicos entre os métodos analisados. Esta elevada extracdo de CFs deve-se ao fato
de que os compostos organicos sao prontamente dissolvidos por dgua na regido quase critica e
supercritica até a total miscibilidade. Por outro lado, o poder solvente da agua diminui para os

compostos inorgénicos na proximidade da regido critica e acima dela (BRUNNER, 2009a).

Nos estudos de Jiménez et al. (2014), 16 CFs foram extraidos em duas fracGes de
amostras de polpa de fruta seca (Annona muricata), as quais foram caracterizadas parcialmente
por CLAE com matriz de diodos e deteccdo por espectrometria de massa. Dentre 0s compostos
identificados, destacam-se os derivados de &cido cinamico, hexoses de &cido cumarico, derivados
de &cido cafeico, acido cafeoilquinico, feruloilglicosideos e ésteres metilicos do acido cumarico,

dentre outros.
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Figura 26- Resultados da CLAE para os extratos obtidos na extracdo das folhas de graviola por (A)
Soxhlet e (B) infusdo.
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Figura 27- Resultados da CLAE para os extratos obtidos na extracdo das folhas de graviola por (A)
ultrassom e (B) agua subcritica.
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Dentre os picos obtidos, foi possivel identificar o flavonoide rutina, através das analises
dos cromatogramas comparando a EASub para as folhas de graviola com o padréo rutina (Figura
28). Os teores de rutina foram calculados com base nas areas referentes ao pico correspondente

presente nas amostras (Tabela 9).
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Figura 28- Cromatograma para o padréo rutina em comparagao com a EAsub contaminada com rutina.
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Tabela 9. Valores obtidos para a rutina por CLAE e correlacdo de Pearson.

Método de extragdo Area Teor médio de rutina (g) DP* DPPH
6,3887

Sohxlet 6,3778 0,130 0,0003 -0,805
6,3567
3,1226

Infuséo 3,1345 0,070 0,0002 0,092
3,1456
2,6752

Ultrassom 2,6667 0,062 0,0001 -0,835
2,6679

o . 3,2055
Agua Subcritica 3,2306

(4 g/150 °C/225 bar) 32313

0,072 0,0003 0,441

* — Desvio padrdo

Estudos demonstram que os flavonoides (especialmente flavonas e flavonodis, como
rutina) tém sido associados a protecdo anti-raios UV-B. Essa é a provavel explicacdo de suas

altas concentraces nas folhas, atuando na protecdo celular das organelas responsaveis pela
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fotossintese. Além disso, os flavonoides também podem atuar nas defesas contra insetos e
patdgenos (SANTOS; SALATINO, 2000).

Como visto na Tabela 9, é possivel correlacionar o teor de rutina com as atividades
antioxidantes totais (DPPH e ABTS) pelo método de Pearson. Apesar da atividade antioxidante
ndo ser dependente apenas da rutina, outros compostos fendlicos podem estar presentes nos
extratos em pequenas concentragdes. Entretanto, a presenca da rutina em maiores concentragoes
pode ser relacionada diretamente com a atividade antioxidante dos extratos obtidos. A rutina
(vitamina P) é um bioflavonoide que apresenta uma estrutura quimica (Figura 6) com um
dissacarideo (raminose + glicose) ligados a posi¢do 3 do anel pirano (GHORBANI, 2017).

A andlise da correlacdo dos coeficientes foi estabelecida para determinar a influéncia da
rutina na atividade antioxidante pelo método DPPH dos extratos fendlicos das folhas de graviola.
No caso, a rutina apresentou uma correlacdo antagdnica forte para os extratos obtidos por Soxhlet
e ultrassom, o que significa que, com a elevacdo da concentracdo de rutina, menor seréa o valor de
ECso, indicando uma alta atividade antioxidante do extrato. Para os extratos obtidos com &gua
subcritica, obteve-se apenas uma relacdo fraca. Resultados semelhantes foram observados por
Arruda et al. (2018) em seus estudos com partes da fruta araticum (A. crassiflora Mart.),
demonstrando uma forte correlacdo da rutina com as atividades antioxidantes pelos métodos
DPPH e ABTS. Além do mais, relataram a influéncia de outros compostos fendlicos tdo
importantes quanto a rutina, como a catequina e o &cido protocatequinico, na determinacgdo da
atividade antioxidante dos extratos.

As Figuras 29, 30 e 31 correspondem aos espectros de varredura UV dos compostos
encontrados nos extratos das folhas de graviola obtidos com uso de &gua subcritica. Os picos
avaliados estdo enumerados e podem ser visualizados na Figura 27-B.



Figura 29- Espectros de varreduras para os picos (A) 3 e (B) 4 obtidos através de EASub.
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Figura 30- Espectros de varreduras para os picos (A) 1 e (B) 2 obtidos através de EASub.
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Figura 31- Espectro de varredura para o pico 10 obtido através de EASub.
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Os compostos encontrados nos extratos de folhas de graviola obtidos por meio de
extracdo com A&gua subcritica (Figura 27-B) apresentaram espectros UV semelhantes aos
flavonoides (picos 3 e 4 da Figura 29; Amax 206,0 e 206,1 nm, respectivamente). O mesmo foi
observado com relacdo aos derivados cinamicos, representados pelos espectros dos picos 1 e 2
(Figura 30; Amax 325,9 e 327,8 nm, respectivamente). Adicionalmente, o espectro referente ao
pico 10 (Figura 31; Amax 255,9 nm), possivelmente corresponde ao acido elagico. Isto esta de
acordo com o fato de que varios derivados cinamicos e flavonoides, assim como o acido elagico,
foram relatados anteriormente em espécies do género Annona (SARKER; LATIF; GRAY, 2005).



73

5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1 Conclusoes

A identificacdo e quantificacdo de compostos bioativos dos extratos investigados neste
trabalho se mostraram eficazes para as folhas de graviola utilizando diferentes métodos de
extracdo (ES, El, EU, EASub). Ndo foi evidenciada a presenga de compostos fendélicos nos

extratos de sementes de graviola para os varios métodos de extracdo empregados.

Foi demonstrado neste trabalho que alteracdes nos parametros de processo de extracao
com &gua subcritica (EASub) proporcionam a otimizagdo do método, uma vez que interferem nas

caracteristicas do solvente empregado.

O método convencional de extracdo Soxhlet (ES) utilizando folhas de graviola como
matéria-prima e etanol como solvente atingiu melhores resultados na quantificacdo de compostos
fendlicos pelos métodos de Folin-Ciocalteu. Entretanto, 0 método de extragdo com maior nimero
de picos obtidos nas analises de CLAE foi a EASub (11 picos).

Foi evidenciada a capacidade antioxidante para todos os extratos obtidos a partir de folhas
de graviola pelos diferentes métodos de extracdo, destacando-se os extratos obtidos via ES,
através de analises pelos métodos de eliminacdo de radicais livres (DPPH) e reducdo da
propriedade de poder antioxidante (ABTS).

Assim, com os resultados obtidos nos estudos de determinacédo de atividade antioxidante,
pode-se afirmar que o método de ES com etanol como solvente é o mais indicado para a obtencao
de compostos fenolicos em relagcdo aos outros métodos de extracdo aplicados neste trabalho para

0s extratos obtidos a partir de folhas de graviola.
5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Avaliar a atividade microbiana dos extratos obtidos de folhas de graviola pelos diferentes

métodos de extracdo investigados pelo método de disco-difusdo em &gar ou outros;

Deslocamento na otimizagdo do processo de extracdo com agua subcritica, isto é, aumento
das faixas de temperatura e pressao de operacéo, as quais sofreram limitacdes operacionais, além

de trabalhar com vazdes distintas de solvente (agua);
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Substituicdo do solvente utilizado nos métodos convencionais por mistura 70:30

(etanol:&gua, v/v), com intuito de maximizar a extracdo de compostos fendlicos;

Realizar avaliacdo econdmica para viabilidade do processo de valorizacdo dos residuos

agroindustriais empregando os métodos de extracdo investigados neste trabalho.
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