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RESUMO

O desenvolvimento de produtos enriquecidos com compostos naturais tem sido amplamente
investigado em diversas pesquisas, devido a uma maior demanda de consumo. Diferentes
espécies vegetais podem fornecer compostos de interesse para diversos segmentos industriais.
A Myrcianthes pungens (guabiju), ¢ considerada fonte de compostos bioativos, aos quais sao
atribuidas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Como o guabiju demonstra ser uma
matéria prima promissora, o objetivo da pesquisa foi avaliar o potencial tecnoldgico dos
extratos e 6leos essenciais extraidos das folhas e frutos do guabijuzeiro. O estudo foi conduzido
em 5 etapas (capitulos), sendo inicialmente demonstrado dados da literatura sobre os compostos
jaidentificados no guabiju, além de informacgdes sobre constituintes quimicos em 6leo essencial
de espécies da familia Myrtaceae e técnicas para separagdo de compostos. No capitulo 2 foram
avaliadas as caracteristicas fisico quimicas dos frutos, folhas e sementes. Observou-se que os
frutos avaliados continham baixa acidez e elevado teor de agucares, como a frutose (7,14 g 100
g!). As sementes demonstraram maior predominancia do 4cido succinico (87,01 mg 100 g') e
maior soma dos minerais calcio, potassio e sédio. As folhas indicaram conteudo superior de
cinzas e proteinas (5,57 e 4,82 g 100 g'!) além da maior concentracio de carotenoides (562,15
ng gh). No capitulo 3, efetuou-se a otimizacio da extragio dos compostos bioativos das folhas
e frutos do guabiju, empregando um planejamento experimental aliado a metodologia de
superficie de resposta (MSR). Foram analisadas diferentes combinag¢des de concentracao de
solvente (acetona e etanol), razao soluto: solvente e temperatura. A MSR sugeriu como melhor
condicdo para obtengdo de compostos bioativos dos extratos dos frutos, no caso do uso do
etanol, a concentragao de 50,6%, razao soluto: solvente 1:30 e temperatura de 50 °C, enquanto
que para extratos elaborados com acetona, concentracao de 46%, razao soluto: solvente 1:10 e
temperatura de 50 °C. A otimizacdo da extra¢do para maximizar o teor de bioativos dos extratos
foliares, indicou para o uso com o solvente etanol a combinagdo dos fatores concentracao de
solvente 30%, razao soluto solvente 1:30 e temperatura de 25 °C. J& para o emprego da acetona
a aplicacdo das condi¢des concentragdo de solvente 70%, razdo soluto solvente 1:30 e
temperatura de 40 °C resultou na melhor condi¢cdo. Com a utiliza¢do dos parametros otimizados
observou-se que a combinagdo com o etanol extraiu maior conteudo de compostos fenolicos
nos frutos de guabiju (2666,27 mg kg!) e a solugio com acetona obteve maior teor para as
folhas (6555,32 mg kg'). Ambos extratos demonstraram capacidade antimicrobiana frente a
microrganismos patogénicos. No capitulo 4, os extratos otimizados que indicaram a maior
concentracdo de compostos bioativos foram aplicados na elaboracdo de iogurtes. A
incorporacdo dos extratos das folhas e frutos em proporcdes distintas (5 e 10%) favoreceu ao
aumento na concentragdo de compostos fenolicos, flavonoides e antocianinas, assim como da
atividade antioxidante em todas as formulagdes enriquecidas, embora com resultado mais
expressivo na amostra com extrato das folhas (FO10). Contudo, a viabilidade das bactérias
laticas foi mantida durante 21 dias de armazenamento, na faixa de 10°e 10° UFC g''. Na tltima
etapa, as folhas e frutos do guabiji foram empregadas na extragdo do 6leo essencial (OE), os
quais revelaram a predominancia de compostos quimicos da classe dos sesquiterpernos
hidrocarbonetos (57,89%), que em conjunto com demais constituintes identificados
demonstraram aroma considerado frutado-herbaceo-amadeirado. Nos OE obtidos constatou-se
potencial antioxidante e antimicrobiano, cujo valores da CIM foram mais expressivos no OE
das folhas, especialmente contra E. coli e Salmonella (80,92 e 80,16 ug mL™"). Os achados dessa
pesquisa contribuem para a valorizacao do guabijuzeiro como fonte de compostos naturais, com
potencial de aplicacdo em produtos alimenticios, como o iogurte.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Capacidade Antioxidante. Atividade Antimicrobiana.
Iogurte. Compostos quimicos.



ABSTRACT

The development of products enriched with natural compounds has been widely investigated in
several studies, due to greater consumer demand. Different plant species can provide
compounds of interest to different industrial segments. The Myrcianthes pungens (guabiji) is
considered a source of bioactive compounds, to which antioxidant and antimicrobial properties
are attributed. Thus, as guabiju has proven to be a promising raw material, the objective of the
research was to evaluate the technological potential of the extracts and essential oils extracted
from the leaves and fruits of the guabiju tree. The study was conducted in 5 stages (chapters),
initially demonstrating data from the literature on compounds already identified in guabiju, in
addition to information on chemical constituents in essential oil of species of the Myrtaceae
family and techniques for separating compounds. In chapter 2, the following were evaluated the
physical and chemical characteristics of the fruits, leaves and seeds. It was observed that the
fruits evaluated contained low acidity and high sugar content, such as fructose (7.14 g 100 g™!).
The seeds demonstrated a greater predominance of succinic acid (87.01 mg 100 g') and a
greater sum of the minerals calcium, potassium and sodium. The leaves showed higher ash and
protein content (5.57 and 4.82 g 100 g™!) in addition to the highest concentration of carotenoids
(562.15 png g). In chapter 3, the extraction of bioactive compounds from guabiji leaves and
fruits was optimized, using an experimental design combined with the response surface
methodology (RSM). Different combinations of solvent concentration (acetone and ethanol),
solute:solvent ratio and temperature were analyzed. The RSM suggested that the best conditions
for obtaining bioactive compounds from fruit extracts, in the case of using ethanol, would be a
concentration of 50.6%, solute:solvent ratio of 1:30 and a temperature of 50 °C, while for
extracts prepared with acetone, a concentration of 46%, solute:solvent ratio of 1:10 and
temperature of 50 °C. The optimization of extraction to maximize the bioactive content of leaf
extracts indicated the combination of the factors solvent concentration 30%, solute-solvent ratio
1:30 and temperature of 25 °C for use with the solvent ethanol. For the use of acetone, the
application of the conditions solvent concentration 70%, solute-solvent ratio 1:30 and
temperature of 40 °C resulted in the best condition. Using the optimized parameters, it was
observed that the combination with ethanol extracted a higher content of phenolic compounds
in the guabiju fruits (2666.27 mg kg™') and the solution with acetone obtained a higher content
for the leaves (6555.32 mg kg!). Both extracts demonstrated antimicrobial capacity against
pathogenic microorganisms. In chapter 4, the optimized extracts that indicated the highest
concentration of bioactive compounds were applied in the preparation of yogurts. The
incorporation of leaf and fruit extracts in different proportions (5 and 10%) favored an increase
in the concentration of phenolic compounds, flavonoids and anthocyanins, as well as
antioxidant activity in all enriched formulations, although with a more expressive result in the
sample with leaf extract (FO10). However, the viability of lactic acid bacteria was maintained
during 21 days of storage, in the range of 10° and 10° CFU g!. In the last stage, the guabiju
leaves and fruits were used to extract the essential oil (EO), which revealed the predominance
of chemical compounds from the hydrocarbon sesquiterpene class (57.89%), which together
with other identified constituents demonstrated an aroma considered fruity-herbaceous-woody.
The obtained EOs showed antioxidant and antimicrobial potential, with MIC values being more
expressive in the EOs from the leaves, especially against E. coli and Salmonella (80.92 and
80.16 pg mL!"). The findings of this research contribute to the appreciation of guabiju as a
source of natural compounds, with potential for application in food products, such as yogurt.

Keywords: Bioactive compounds. Antioxidant capacity. Antimicrobial activity. Yogurt.
Chemical compounds.
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INTRODUCAO

O consumo de alimentos enriquecidos com compostos naturais possui uma crescente
demanda, impondo desafios para as industrias alimenticias e pesquisadores que buscam por
ingredientes inovadores que possibilitem melhorias nutricionais e funcionais aos produtos. As
varias técnicas de processamento e aditivos utilizados sdo aliadas contra a deterioragdo causada
por microrganismos ¢ para garantir produtos com caracteristicas aceitaveis ao consumo. No
entanto, alguns conservantes sintéticos vém sendo substituidos por compostos naturais
antioxidantes e antimicrobianos, em fun¢do das mudangas em habitos alimentares da populagao
e por serem associados a efeitos adversos a saude.

Diversas espécies vegetais tém sido amplamente estudadas por seu potencial
antimicrobiano, a citar Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Allium ssp. (alho), Cinnamomum
ssp. (canela), Origanum vulgare L. (orégano), Citrus limon (limao) e Thymus vulgaris L.
(tomilho) (Ahmed; Hiremath; Jacob, 2017; Mishra et al., 2020). Os efeitos inibitorios contra os
microrganismos sdo associados aos compostos quimicos ativos presentes nos 0leos essenciais
e extratos obtidos dessas plantas, como terpenos ¢ polifendis. Diante do interesse na utilizagao
de compostos naturais, novas fontes vegetais vem sendo exploradas.

Entre as espécies, a Myrcianthes pungens, pertencente a familia Myrtaceae, nativa da
regido sul do Brasil e popularmente conhecida como guabiji, ¢ relatada como fonte de
compostos bioativos e por suas propriedades antioxidantes. O guabijuzeiro € uma arvore perene
com folhas de apice espinhosa e que apresenta pequenos frutos comestiveis, caracterizados pela
sua suculéncia, baixa acidez e coloragdo roxa escura na casca, quando maduros. Além disso,
estdo associados a espécie, propriedades medicinais como as antidiarreicas, estimulantes,
estomacais e tonicas encontradas na folha e tronco do guabijuzeiro. Outros efeitos foram
evidenciados nos extratos e Oleos essenciais das folhas do guabijuzeiro, destacando-se o
potencial bactericida e antifingico frente a espécies microbianas de importancia para seguranga
de alimentos, tais como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans (Desoti et al., 2011; Jesus et al., 2021).

Contudo, para maximizar o contetido dos constituintes bioativos obtidos de matrizes
vegetais, a utilizagdo de processos de extracao sob condi¢des otimizadas revela-se fundamental.
A defini¢do de parametros, como tipo de solvente e temperatura, pode favorecer ao aumento no
teor de compostos dos extratos, potencializando suas propriedades como a atividade

antioxidante e antimicrobiana. Adicionalmente, a aplicagdo de extratos otimizados pode
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promover maior eficicia nutricional em formulagdes alimenticias, devido maior concentracao
de compostos de interesse.

Entre os produtos passiveis de enriquecimento, destacam-se os derivados lacteos
fermentados, mais especificamente o iogurte, cuja aceitacdo estd relacionada as suas
caracteristicas nutritivas e funcionais. Além do mais, as novas tendéncias indicam a busca por
iogurtes que oferegam novos sabores, redugdo de agucar e a presenga de compostos naturais a
base de plantas, assim proporcionando a esse segmento da industria lactea ampla possibilidade
de expansao.

Dessa forma, considerando a importancia dos derivados lacteos para o consumo
humano e para o setor de laticinios, bem como a crescente demanda por ingredientes naturais
que possam ser explorados de novas fontes e a capacidade de aplicacdo de novos compostos,
essa pesquisa tem como objetivo avaliar o potencial tecnologico das folhas e frutos do
guabijuzeiro como matéria prima para elaborar extratos e obter 6leos essenciais, visando sua

aplicacdo em derivados lacteos fermentados.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial tecnologico das folhas e frutos de Myrcianthes pungens (guabiju)

como matéria prima para elaboracao de extratos e obtengao de 6leos essenciais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a composi¢ao fisico-quimica das folhas, sementes e frutos do guabiju;
Otimizar a extragdo de compostos bioativos das folhas e frutos do guabijuzeiro;
Extrair o 6leo essencial das folhas e frutos do guabijuzeiro;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e 6leo essencial obtidos;

Identificar os compostos quimicos dos extratos otimizados e dleo essencial obtido;

Analisar o potencial antimicrobiano dos extratos otimizados e 6leo essencial das folhas

e frutos do guabijuzeiro contra microrganismos patogénicos;

Avaliar a capacidade bioativa e antimicrobiana dos extratos otimizados na aplicacdo em

iogurtes.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 GUABIU (Myrcianthes pungens)

A espécie Myrcianthes pungens, pertencente a familia Myrtaceae e popularmente
conhecida como guabiju, ¢ nativa do Brasil com maior predominancia nos estados do Sul do
pais e em paises como Argentina, Uruguai e Paraguai. Os frutos (Figura 1) sdo pequenas bagas
arredondadas (medindo entre 2 a 3 cm de diametro), possuem a polpa amarelada, de uma a duas
sementes, baixa acidez ¢ quando maduros, a casca ¢ roxa escura de aspecto aveludado (Dalla

Nora et al., 2014a; Della Betta et al., 2018; Raphaelli et al., 2023).

Figura 1 - Frutos de guabiji maduro

Fonte: A autora (2025).

O consumo dos frutos ¢ geralmente in natura e podem ser empregados na elaboragao
de licores, sucos, geleias e sorvetes. Também sao relatados como fonte de compostos bioativos,
como compostos fendlicos, carotenoides e antocianinas e por suas propriedades antioxidantes
(Dalla Nora et al., 2014a; Seraglio et al., 2018; Detoni ef al., 2024). A espécie ndo apresenta
exploragdo comercial.

A érvore do guabijuzeiro pode atingir entre 15 e 25 metros de altura e tem como habitat
matas ciliares e encostas de rios € morros. As folhas possuem apice espinhosa, coloracao verde
brilhante e podem medir de 3 a 7 cm de comprimento e até 5 cm de largura, as flores sao
amareladas e meliferas e o tronco tortuoso acinzentado com casca lisa (Franco et al., 2019;
Souza et al., 2020; Raphaelli et al., 2023).

Devido suas caracteristicas de folhagem e tronco, ¢ também cultivado em ambientes
domésticos, empregado na ornamentacao de cidades ou em plantios mistos com a finalidade de

conservagdo. Sua floragdo ocorre nos meses de setembro a novembro e a frutificagdo de
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dezembro a fevereiro, podendo oscilar conforme as variagdes climaticas da regido (Veit;
Schwarz; Guerra, 2019; Raphaelli ef al., 2023). Na Figura 2, sdo demonstrados os aspectos das

folhas, tronco e flores da planta.

Figura 2 - Caracteristicas de folhagem, tronco e flores de guabijuzeiro

Fonte: A autora (2025).
Nota: Destaque: botdes das flores do guabijuzeiro.

Na Tabela 1 estdo apresentados os compostos bioativos de maior predominadncia

identificados no fruto guabiju, em estudos anteriores.



Tabela 1 - Compostos bioativos do fruto guabiju
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COMPOSTO CONCENTRACAO* REFERENCIA
Flavonoides (mg 100 g™)
. (Andrade et al., 2011; Della Betta et al., 2018;
Isoquercitrina 1,41 a11,05 Seraglio et al., 2018)
.. (Andrade et al., 2011; Della Betta et al., 2018;
Quercitina 1,68 2 8,24 Seraglio e al., 2018)
Hiperosideo 14,17 a 27,97 (Andrade ef al., 2011)
Epigalocatequina galato 0,97 a 4,25 (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018)
Kaempferol 0,11a1,08 (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018)
. (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018;
Catequina 2,37 a 194,81 Spinelli et al., 2023)
Pinobanksina 0,05a0,47 (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018)
Epicatequina 0,07a9,6 (Spinelli et al., 2023; Machado et al., 2024)
Acidos Fenélicos (mg 100 g™)
oo - (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018;
Acido gilico 4,382754,10 Spinelli ef al., 2023; Machado et al., 2024)
oo S (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018;
Acido siringico 0,11 a 187,20 Machado et al., 2024)
Acido fertlico 0,13a11,13 (Seraglio et al., 2018; Machado et al., 2024)
Acidop cumarico 0,06a0,17 (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018)
o , (Della Betta et al., 2018; Seraglio et al., 2018;
k%
Acido protocatecuico 0,06 a 46,84 Machado et al., 2024)
Acido elagico 4,7 a4873,01 (Spinelli et al., 2023; Machado et al., 2024)
Acido cafeico 0,11 a 8,54 (Machado ef al., 2024)
Antocianinas (ug g')
Malvidina-3-glicosideo 692 2 7223.51 (Dalla Nora et al., 2014a; Spinelli et al., 2023;

Cianidina -3-glicosideo

134,57 a 1460

Machado et al.,2024)
(Dalla Nora et al., 2014a; Spinelli et al., 2023;
Machado et al.,2024)

Delfinidina -3-glicosideo 289 a 2380 (Spinelli et al., 2023; Machado et al., 2024)
Pelagornidina -3-glicosideo 110a210 (Machado et al., 2024)
Peonidina -3-glicosideo 810 a 1960 (Machado ef al., 2024)
Cloreto de cianidina 232,74
Cloreto de malvidina 111,21
(Dalla Nora et al., 2014a)
Cloreto de peonidina 195,20
Delfinidina 3-B-D- glicosideo 424931
Carotenoides (ug 100 g )
Trans-luteina 1022,23
Zeaxantina 126,72
B-criptoxantina 163436 (Dalla Nora et al., 2014a)
B-caroteno 2012,84
o-caroteno 192,85

Fonte: A autora (2025).

Nota: * Dados expressos em base seca; ** acido 3,4-di-hidroxibenzdico.


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/zeaxanthin
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A isoquercitrina, quercitina, epicatequina e catequina foram os compostos flavonoides
em maior concentracao identificados no fruto guabiji, os quais sdo associados a propriedades
antioxidantes capazes de reduzir o estresse oxidativo, assim como kaempferol, epigalocatequina
galato e pinobanksina (Vellosa et al., 2011; Marcucci et al., 2021; Li et al., 2016). O composto
hiperosideo identificado no estudo de Andrade et al. (2011) ¢ um flavonoide com efeitos anti-
inflamatoérios, antidepressivos, antivirais e dentre outros, usado em tratamentos clinicos (Guo
etal.,2011; Liuet al., 2012).

O acido elagico, galico e siringico foram os acidos fenodlicos de maior predominancia
relatados para o guabiju. Destacou-se também a presenca do acido ferulico, p cumadrico, acido
protocatecuico (acido 3,4-di-hidroxibenzoico) e 4cido cafeico (Della Betta et al., 2018; Seraglio
et al., 2018, Spinelli et al., 2023; Machado et al., 2024).

Seraglio ef al. (2018) e Della Betta et al. (2018) avaliaram a concentracao de alguns
acidos fenodlicos em diferentes estdgios de amadurecimento do guabiju e destacaram maior
contedo de acido galico, ferulico, p cumadrico e acido 3,4-di-hidroxibenzoico no estagio
intermediario de maturacdo do fruto, enquanto o acido siringico foi identificado em maior
concentragdo no estdgio maduro. Essa redu¢do no teor de compostos na fase madura do fruto,
foi associada pelos autores, a diminui¢do do metabolismo primario do fruto.

Efeitos biologicos como atividade antimicrobiana foram descritas para o acido galico
frente a microrganismos de interesse para industria alimenticia, tais como a Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Listeria innocua € Bacillus subtilis (Sun et al., 2014). Os acidos
elagico, siringico, fertlico, p cumarico e acido 3,4-di-hidroxibenzdico sdo associados a
atividade antioxidante, com potencial uso em substituicao a antioxidantes sintéticos na indistria
de alimentos. Efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos e anticancerigenos também foram
relatados (Srinivasulu et al., 2018; Machado et al., 2024).

Diferentes tipos de antocianinas foram identificados para o fruto guabiji (Tabela 1)
podendo ser destacada a predominancia dos glicosideos de malvidina, delfinidina, peonidina e
cianidina (Dalla Nora et al., 2014a; Spinelli et al., 2023; Machado et al., 2024).

O contetdo total de antocianina para o guabiji também foi investigado, destacando-se
teores de 64,57 a 245,31 mg 100 g em frutos com diferentes estdgios de maturagdo (Seraglio
etal.,2018); de 20,8 a 152,0 mg 100 g™! para frutos desidratados a 60 °C e in natura (Bombana
et al., 2021) e 19,22 a 220,12 mg 100 g! para guabijl in natura e liofilizado (Detoni et al.,
2021).

As antocianinas sdo derivadas da classe dos flavonoides e sdo responsaveis pela

coloragdo azul, laranja, rosa, vermelha e pirpura em uma ampla gama de plantas (Schwartz et
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al., 2017). Esses compostos s3o atrelados a atividade antioxidante que inibe a oxidacdo das
moléculas causada pelos radicais livres proporcionando efeitos benéficos ao organismo, tais
como a atividade anti-inflamatoria e protecao contra doencas neurodegenerativas (Chen et al.,
2015; Dragano; Marques, 2016).

Como alternativa a corantes sintéticos, as antocianinas podem ser aplicadas a variados
produtos alimenticios. Em suas formas mais estdveis, como a acilada, esses grupos podem
proporcionar coloracdo de maior permanéncia, contribuindo para melhores aspectos na
aparéncia dos alimentos. Também podem ser consideradas corantes com valor agregado, devido
ao potencial antioxidante associado a varios beneficios a saude (Schwartz et al., 2017).

Os carotenoides identificados por Dalla Nora et al. (2014a) para o guabiji foram
descritos na Tabela 1. Observou-se a maior quantidade para o B-caroteno, seguido pelos
compostos P-criptoxantina, trans —luteina, a-caroteno e zeaxantina. Os autores relataram ainda
que o B-caroteno representou 40,4% do teor total de carotenoides do fruto.

Dentre as fungdes mais importantes dos carotenoides para a dieta de humanos e outros
animais esta a capacidade de atuar como precursores da vitamina A. B-caroteno, a-caroteno, [3-
criptoxantina sdo os compostos mais promissores a executar esta fungdo, considerando sua
estrutura capaz de produzir retinal (Cooperstone; Schwartz, 2016). Ressalta-se ainda que o -
caroteno ¢ amplamente utilizado como corante em alimentos, tanto na forma natural quanto a
sintética (Schwartz et al., 2017).

Efeitos bioldgicos associados a composi¢ao bioativa do guabijii foram evidenciados
em estudos. Os extratos de guabijii foram investigados por Andrade et al. (2011) quanto a seus
efeitos nos leucocitos polimorfonucleares, demonstrando atividade inibitoria significativa de
83,32% a 92,95%. O estudo sugeriu que os polifenois do guabiju suprimem a migragao celular
por uma acdo direta sobre os leucocitos polimorfonucleares, devido a propriedades
antioxidantes desses compostos.

Os extratos do guabijii verde e maduro foram avaliados em relagdo a inibicdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), associada ao avango da doenca
neurodegenerativa de Alzheimer (Silveira ef al., 2011). Os dados obtidos indicaram que todos
os extratos avaliados inibiram a enzima AChE, para as concentragdes testadas (25 a 600 pg).
Os autores ressaltaram que a composicdo quimica do guabiji, como os terpenos, tanto no
estagio verde ou maduro foram os componentes promissores para redug¢do da atividade da
AChE (Silveira et al., 2011).

O guabiju liofilizado foi avaliado quanto ao efeito protetor contra a cisplatina, um

agente antitumoral que pode causar danos as células saudaveis, no estudo de Dalla Nora et al.
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(2014Db). Os autores constataram que ingestao do guabiju liofilizado por ratos, atuou diminuindo
os niveis de colesterol total, LDL e gordura no figado dos animais. A dieta suplementada com
guabiju ndao causou aumento no peso corporal dos animais e demonstrou efeito protetor em
relagdo ao estresse oxidativo causado pela cisplatina. Esses resultados foram associados a agao
de fitoquimicos presentes no guabiju.

Outras propriedades de interesse associadas a espécie Myrcianthes pungens podem ser
encontradas nas folhas, sementes e 6leo essencial do guabijuzeiro. Os extratos das folhas do
guabijuzeiro produzidos com diferentes solventes foi avaliado por Desoti et al. (2011). Os
efeitos bacteriostatico e bactericida foram observados contra bactérias Gram positivas:
Staphylococcus aureus € Micrococcus luteus, ¢ Gram negativas: Escherichia coli e Salmonella
typhi. Também foi constatada a atividade antifingica contra Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae. A atividade antimicrobiana observada pelos autores foi associada
aos constituintes quimicos presentes no extrato da folha, pertencentes a classe dos flavonoides,
esteroides e taninos.

Almeida et al. (2017) avaliaram o efeito gastroprotetor dos extratos metanolicos das
cascas, polpa, sementes, folhas e fruto inteiro do guabiju frente a ulcera péptica induzida em
camundongos. Os autores evidenciaram que todas as concentra¢des avaliadas (0,025; 0,125 e
0,250 mg 100 g!) para todos os extratos, com exce¢do ao das sementes e dos frutos inteiros,
foram eficazes nas lesdes causadas. Destacaram também que o mecanismo da agdo
gastroprotetora pode estar relacionado a presenca dos flavonoides quercetina, quercitrina,
catequina e epicatequina presentes nas partes da planta avaliada.

Os efeitos antimicrobianos também foram relatados para o 6leo essencial de folhas do
guabijuzeiro, sendo o principal microrganismo afetado o Staphylococcus aureus (Jesus et al.,
2021). A atividade antibacteriana evidenciada pode ser devida a composi¢do fitoquimica do
0leo essencial identificada no estudo. Os sesquiterpenos hidrocarbonetos e os sesquiterpenos
oxigenados sdo os principais atuantes na bicamada lipidica bacteriana, sendo assim
responsaveis pelo efeito antimicrobiano do 6leo essencial de folhas do guabijuzeiro.

O guabiji ¢ uma espécie que tem sido estudada ao longo dos anos em func¢do das
propriedades descritas. Embora seja um ingrediente promissor para uso na industria de
alimentos, se faz necessario a validacdo dos efeitos de seus constituintes em uma matriz

alimentar, sendo de interesse a manuten¢ao dos efeitos associados a espécie.
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1.2 OLEOS ESSENCIAIS

1.2.1 Historico e Definigao

Os o6leos essenciais sdo usados desde os primordios da histéria humana em diversas
finalidades, tanto na elaboragdo de perfumes e cosméticos como para aplicagcdes na culinaria,
na melhoria do sabor dos alimentos (Sonwa, 2000).

Ao longo dos anos podem destacar-se usos dos 6leos essenciais pelos antigos egipcios
na mumificacdo e na fumigacao aromatica em cerimonias religiosas, a qual era vista como uma
manifestagdo divina na terra entre homens e deuses. Outros relatos sobre utilizagdao de 6leos
essenciais foi em fins terapéuticos pelos asidticos e na elaboracdo de fragrancias refinadas por
pOVOs como 0s gregos, romanos, maias e astecas (Rios, 2016).

Na Idade Média, com a queda do império romano e o surgimento do cristianismo, a
aplicacdo de oleos essenciais foi explorada pelos alquimistas, que buscavam o “elixir da vida”
para a longevidade infinita e também por mosteiros, que dedicavam o uso para obten¢do de
medicamentos para tratar e curar doencas, bem como a fabricacdo de derivados aromaticos
(Silveira et al., 2012; Sonwa, 2000).

Durante o periodo do Renascimento, o uso de 6leos essenciais foi expandido para
diversos paises, principalmente com aplicagdes em perfumaria e cosméticos (Rios, 2016).

Os 6leos essenciais sdo produtos aromaticos e volateis, considerados como metabdlitos
secundarios, que podem ser extraidos de diversas partes das plantas, como raizes, folhas, cascas
e flores (Ni et al., 2021; Rios, 2016). Nos vegetais, os 6leos essenciais tém fungdes associadas
a sobrevivéncia da espécie, exercendo efeitos de protecao contra patdgenos.

Embora representem uma pequena fracdo da composi¢ao das plantas, as caracteristicas
aromaticas e biologicas dos o6leos essenciais sdo buscadas por industrias farmacéuticas,
alimenticias e de fragrancias (Stratakos; Koidis, 2016).

No Brasil, a RDC n° 725 de 1 de julho de 2022 da ANVISA os define como:

Aromatizante natural volatil de origem vegetal obtido por processo de destilagdo por
arraste com vapor de agua, de destilagdo a pressdo reduzida ou por outro processo
fisico adequado, podendo se apresentar isolado ou misturado com outro 6leo
essencial, compreendendo o retificado, o desterpenado e o concentrado (BRASIL,
2022).

Cabe ainda destacar, de acordo com a legislacao, que os 6leos retificados sao aqueles

que foram submetidos a um processo de destilagdo fracionada, a fim de concentrar seus
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componentes; 0os 6leos concentrados sao aqueles que foram parcialmente desterpenados; € os
desterpenados aqueles em que foram retirados quase todos os seus terpenos (Brasil, 2022).
Outra denominagao referida ao 6leo essencial € a de 6leo volatil, em fungdo de algumas
caracteristicas fisico-quimicas observadas no produto, como por exemplo o odor intenso da
planta da qual foi extraido, o fato de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente e principalmente a volatilidade (Rios, 2016; Silveira et al., 2012).
Dentre outros atributos dos oOleos essenciais destacam-se o sabor picante, tons
incolores ou pouco amarelados, baixo rendimento de extracdo, solubilidade em solventes
organicos e pouco soluveis em agua. Esses compostos sdo rapidamente absorvidos na pele, se

misturam bem aos d0leos vegetais e geralmente possuem baixa densidade (Rios, 2016).

1.2.2 Composi¢ao Quimica

A composicao quimica dos Oleos essenciais ¢ formada por diversos constituintes
aromaticos individuais. Os componentes principais provém dos terpenos e fenilpropanoides (Ni
et al.,2021; Rios, 2016).

Os terpenos sao de forma geral, estruturados em unidades de isopreno (blocos de cinco
carbonos) ligados entre si por ligacdo 1-4, também chamada de “cabeca-cauda”. Quando em
sua estrutura quimica ocorre a presenca de oxigénio, o composto ¢ entdo denominado
terpenoide e pode exercer fungdes quimicas diferentes como alcoois, aldeidos, fenois, ésteres,
dentre outros (Felipe; Bicas, 2017). Na Figura 3 estdo representadas as estruturas dos principais

componentes dos 6leos essenciais.
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Figura 3 - Estrutura quimica de terpenos, terpenoides e fenilpropenos
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Fonte: Adaptado de Ni et al. (2021).

Terpenos sdo as estruturas mais comuns em Oleos essenciais e podem ter diversas
combinagdes, formando assim, monoterpenos, diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos (Ni et
al., 2021). Os monoterpenos e sesquiterpenos sao compostos com baixo peso molecular (C10
e CI15 respectivamente) e alta volatilidade, importantes por conferir o aroma dos produtos
naturais. Para moléculas de peso molecular maior, como os diterpenos e triterpenos, a
contribui¢do para formacgao de aromas ¢ menor, no entanto estes compostos sdo de interesse em

processos industriais, como a fixagdo de aroma (Felipe; Bicas, 2017; Lindsay, 2017).
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Os fenilpropanoéides, sdo caracterizados por apresentarem na estrutura um grupo fenol
(grupo hidroxila funcional e um anel aromatico). Nesta estrutura podem haver cadeias ligadas
ao anel fenolico ou combinagdes da estrutura basica (C6-C3) formando oligdmeros (Cunha et
al.,2018; Dong; Lin, 2021).

A formagao dos fenilpropandides ocorre principalmente pela via do 4cido chiquimico,
responsavel por fornecer compostos de sabor derivados de aminodcidos aromadticos e
constituintes volateis associados aos Oleos essenciais. Essa rota metabdlica também ¢
responsavel pela sintese de outros produtos naturais em plantas, como os acidos fenolicos,
antocianinas, flavonoides, ligninas e taninos (Lindsay, 2017; Dong; Lin, 2021).

A classe dos fenilpropandides representa um grande grupo de produtos naturais, sendo
compostos comumente encontrados em alimentos, aromas, vinhos e 6leos essenciais. Essas
estruturas sintetizam intermediarios por meio de vias de aminoacidos aromaticos, como
fenilalanina e tiramina, ou ainda outras vias especiais. Os fenilpropanoides sdo associados a
diversos efeitos benéficos de interesse, como a atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
cicatrizante, antiviral e dentre outras propriedades (Cunha et al., 2018; Ni et al., 2021).

Os dleos essenciais podem também ser constituidos por outros compostos volateis ou
nao volateis, quando obtidos por diferentes técnicas de extra¢dao ou solvente, podendo atribuir
uma formagao variavel e complexa a estes produtos (Rios, 2016; Stratakos; Koidis, 2016).

Aos constituintes identificados em 6leos essenciais de forma majoritaria, normalmente
sdo atribuidos o odor caracteristico da espécie e sua atividade biologica, como por exemplo o
potencial antimicrobiano. Ou seja, hd uma correlagdo entre composto quimico e efeito
proporcionado. Em alguns casos, constituintes minoritarios podem exercer melhor desempenho
em funcdo de atuarem de forma sinérgica (Tongnuanchan; Benjakul, 2014).

Dessa forma, ¢ de interesse que a propor¢do natural dos constituintes dos oleos
essenciais seja mantida durante o processo de extracdo aplicado as plantas (Stratakos; Koidis,
2016). Assim, métodos diferentes sao usados para extrair e separar constituintes dos 6leos a fim
de elucidar estruturas e identificar possiveis atividades biologicas para aplicagdo em diversas

finalidades.
1.2.3 Extracdo de Oleo Essencial
A extragdo dos 6leos essenciais das diversas partes de uma planta, pode ser realizada

por diferentes técnicas. O método mais aplicado ¢ a destilacdo, que pode ocorrer com uso de

vapor ou 4gua. Ambas formas de execucao nao utilizam solventes organicos e podem ter tempos
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de extracdo entre 1 e 10 h. Cabe destacar que o tempo do processo pode ser influenciado pelo
tipo de material a ser extraido. Algumas etapas antes da extragdo podem ser consideradas, como
esmagamento no caso de sementes, corte ou trituragdo de folhas, cascas ou ramos e assim
otimizar o processo (Silveira et al., 2012; Palma et al., 2013; Stratakos; Koidis, 2016) ).

O processo de destilagdo consiste na exposi¢do da amostra ao vapor da dgua ou agua
quente para liberar o 6leo essencial das células vegetais através da evaporagdo. A medida que
ocorre a condensacdo do material, eles sdo coletados e separados em um recipiente de coleta
também chamado de frasco florentino. A agua obtida do processo denominada hidrolato,
contém substincias aromaticas que podem ser empregadas na industria de perfumaria
(Stratakos; Koidis, 2016; Bruno; Almeida, 2021).

A separagdo de compostos por destilacdo pelo vapor de dgua ¢é aplicada em materiais
sensiveis a temperatura, como 6leos, resinas, hidrocarbonetos e outras substancias, capazes de
se decompor no ponto de ebulicdo e que sejam insoliveis em agua. O principio da técnica é que
os compostos sejam destilados a uma temperatura abaixo do ponto de ebuli¢ao dos constituintes
individuais correspondentes. Os 0leos essenciais contém substancias com pontos de ebuli¢ao
de até 200 °C ou mais, mas na presenga de vapor ou agua fervente, essas substancias sdao
volatilizadas no ponto de ebuli¢do da agua (100 °C) a pressao atmosférica (Silveira et al., 2012;
Reyes-Jurado et al., 2015; Bozovi¢ et al., 2017).

Na destilacao com vapor, podem ocorrer dois processos: destilagao por arraste a vapor
ou vapor seco e a destilacdo direta a vapor. Na destilacdo por arraste a vapor, o vapor flui através
do leito dos materiais solidos e arrasta o 6leo essencial para o condensador. Apds, os materiais
seguem para o frasco de coleta, onde sdo separados por diferenga de polaridade, visto que o
Oleo essencial ¢ apolar (Silveira ef al., 2012; Palma et al., 2013; Stratakos; Koidis, 2016). O
vapor que carrega os 6leos essenciais ¢ gerado fora do destilador e pode ser superaquecido a
pressdoes moderadas. Esse método € bastante adequado na extra¢do de terpenos que possuem
ponto de ebulicao acima de 150 °C (Palma et al., 2013). A Figura 4 representa um esquema

basico do processo de destilacao e suas formas, para o 6leo essencial.
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Figura 4 — Esquema de destilacdo para 6leo essencial
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Fonte: A autora (2025).
Nota: A: Destilagdo por arraste a vapor; B: Destilagdo direta a vapor; C: Hidrodestilagdo.

Ja na destilagdo direta a vapor, o vegetal ¢ apoiado sobre uma placa ou grade perfurada
distante do fundo do destilador € ndo entra em contato direto com a agua. O vapor que coleta o
0leo essencial, pode ser gerado em uma caldeira dentro ou fora do destilador (Palma et al., 2013
Tongnuanchan; Benjakul, 2014).

E na destilagdo com dgua, denominada de hidrodestilacdo, os materiais vegetais sdo
imersos na agua fervente. O vapor provoca a abertura das paredes celulares dos vegetais e
ocorre a evaporagao do 6leo que esta entre as células. Nesta técnica, a caldeira estd dentro do
destilador, sendo necessario agitacdo para evitar aglutinacdo (Palma et al.,2013; Reyes-Jurado
etal., 2015).

Na hidrodestilagdo em pequena escala, geralmente laboratorial, ¢ utilizado o aparelho
tipo Clevenger, que consiste na adaptacao de um baldo, onde sdo adicionados o material vegetal
e a agua destilada. A agua ¢ aquecida até a formacao de vapor. O 6leo e a dgua sao coletados
na forma de vapor até o condensador. Apos sdo recebidos no sistema de coleta e como sdo

imisciveis podem ser facilmente separados, formando o 6leo e o hidrolato (Silveira et al., 2012).
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E importante monitorar a temperatura do processo para que nao exceda 100°C, pois
como ocorre o contato direto com a agua por longos periodos, alguns compostos mais sensiveis

podem ser degradados (Silveira et al., 2012). Exemplo de aparelhagem ¢ mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Modelo de aparelho Clevenger

Fonte: A autora (2025).

Existem algumas desvantagens associadas aos processos de destilagdo, como a
formag¢ao de materiais indesejaveis como as ceras, as quais levam a uma redestilagdo do 6leo,
também pode ocorrer a degradacdo de compostos e alto consumo de energia quando o periodo
de extragdo for relativamente alto (Bozovi€ et al., 2017; Stratakos; Koidis, 2016).

No entanto, embora com o surgimento de novas técnicas de extragdo para 6leo
essencial, a destilagdo de arraste a vapor e a hidrodestilacdo sdo os processos mais utilizados.
Os equipamentos empregam de tecnologia simples, baixo investimento € podem operar com

pequenos e grandes volumes de material (Bozovi¢ et al., 2017).
1.2.4 Oleo Essencial de Plantas Nativas do Brasil: Espécies da Familia Myrtaceae
O territdrio brasileiro possui uma biodiversidade vegetal diversificada, sendo fonte de

muitos compostos em espécies ainda desconhecidas quanto a sua potencialidade de usos.

Considerando o crescente interesse em espécies nativas, devido a presenga de compostos
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fitoquimicos, pode-se inovar na oferta de produtos com alto valor agregado, como os 6leos
essenciais (Pawlowski et al., 2021; Toledo et al., 2020).

Os o6leos essenciais podem ser extraidos de varias partes e espécies de plantas, como
da familia Myrtaceae. Essa familia compreende inimeras espécies de plantas lenhosas dentro
da ordem Myrtales que cont€ém mais de 5650 espécies organizadas em 130-150 géneros.
Também ¢ de relevancia econdmica e ecoldgica para o mundo, devido apresentar diversos
géneros de plantas com flores. A ocorréncia das espécies se da principalmente no Hemisfério
Sul em diversos biomas, como a Mata Atlantica no Brasil (Schmidt et al., 2020).

Os oleos essenciais de plantas nativas sdo fontes de importantes atividades biologicas
com promissora aplicacdo em diversos ramos industriais, a destacar o setor alimenticio. Para
elevar este potencial sdo necessarias melhores elucidagdes sobre a composicao fitoquimica e
seu mecanismo de ag¢do quando empregado em uma matriz alimentar. Nesse contexto, ¢
importante mencionar que a variabilidade fitoquimica pode ser influenciada por diferentes
fatores, desde a parte da planta em que ¢ extraido o o6leo essencial, como a localizagdo
geografica da espécie, condicdes climdticas, periodo de coleta, método de extracdo e
tratamentos aplicados ao material.

Dessa forma, esse topico de revisdo tem como €nfase os 6leos essenciais extraidos de
plantas nativas na regido Sul do Brasil pertencentes a familia Myrtaceae. Na Tabela 2 foram
destacados os principais compostos fitoquimicos identificados para o guabiji e para outras

espécies, assim como em qual parte da planta foram extraidos e seu percentual.
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Tabela 2 — Compostos quimicos identificados em espécies da familia Myrtaceae

Espécie Compostos majoritarios (%) Parte da planta Referéncia
p-cariofileno (32,7) Frutos (Marin et al., 2008)
Guabiid Germacreno D (14,2)
" ua ljl;l Biciclogermacreno (11,2)
(Myrcianthes B-cariofileno (10,1; 11,7)
pungens) B-elemeno (9,1) Folhas (Apel; Sobral; Henriques,
Espatulenol (9,7) 2006; Jesus et al., 2021)
1,8-Cineol (10,10)
Biciclogermacreno (7,92)
[-cariofileno (10,1) .
Espatulenol (7,8) Frutos (Marin et al., 2008)
Cereja do B-bisaboleno (7,2)
Rio Grande El{xeno (26,5)
.(Euzg era B_zacfg;f;ﬁ)o((slif) Folhas (Toledo ef al., 2020;
involucrata - ) ) .
DC) Germacreno B (22.17) D’almeida et al., 2021)
Biciclogermacreno (19,76)
B-elemeno (10,86)
Acido hexadecandico (11,7) .
(E)-B-ocimene (7,4) Frutos (Marin et al., 2008)
Germacreno B e a-selineno (7,2)
Pitanga Germacreno B (7,95; 21,2)
(Eugenia Oxido de selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona
uniflora L.) (19,3;20,44; 36,37) (Victoria et al., 2012;
selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona epoxido Folhas Santos et al., 2018a;
(27,32) Ascari et al., 2021)
-cariofileno (12,6)
Espatulenol (9,27)
Cariofileno (15,0)
Germacreno D (14,0)
Goiaba Ledeno (14,0) (Elfarnini et al., 2018;
Serrana y-selineno (17,39) Smeriglio et al., 2019;
(Acca a-cariofileno (16,74) Casca Guerra-Ramirez et al.,
Sellowiana) B-Carioﬁleno (10,37) 2021)
Benzoato de cis-3-hexenil (13,2; 17,7)
Elixeno (8,7; 10,9)
Espatulenol (8,6; 9,0)
B-cariofileno (22,5) (Marin et al., 2008)
B-selineno (10,1) Frutos
Araca Neo-intermedeol (14,2)
(Psidium o-pineno (24,25; 31,8)
cattleianum B-cariofileno (20,45;38,69) (Rocha et al., 2020;
Sabine) 1,8-Cineol (0,5; 55,8) Folhas Garcia et al., 2021; Souza
B-elemene (7,37) etal.,2021b)
Germacreno (3,93)
p-cimeno (33,4%)
Oxido de cariofileno (16,2)
Limoneno (12,4) Frutos (Stefanello et al., 2009)
Uvaia o-terpineol e a-cadinol (5,4)
(Eugenia Limoneno (14,8)
pyriformis Nerolidol (11,0) (Durazzini et al., 2019
Cambess) a-cadinol (10.3) Folhas e galhos (Souza et al., 2021a)

B-cariofileno (17,82)
Biciclogermacreno (12,82)
Globulol (5,96)

Fonte: A autora (2025).
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A espécie em estudo, o guabiju, tem informagdes sobre seu 6leo essencial relatado por
Apel; Sobral; Henriques, (2006), Marin et al. (2008) e Jesus et al. (2021). Dentre os compostos
fitoquimicos relatados para a espécie observou-se que o -cariofileno foi identificado tanto para
o 0Oleo essencial das folhas quanto para os frutos. Ressalta-se uma maior predominancia de [3-
cariofileno para o 6leo essencial extraido a partir dos frutos inteiros de guabiju (32,7%)
conforme relatado por Marin et al. (2008).

O B-cariofileno ¢ um sesquiterpeno hidrocarboneto encontrado no 6leo essencial de
varias plantas como por exemplo da copaiba (Copaifera reticulata). Esse composto ¢
caracterizado por exibir odor amadeirado e picante, sendo aplicado em alguns alimentos e
bebidas para conferir sabor e aroma citrico. Também ¢ relatado por exibir potencial
antioxidante e por propriedades anti-inflamatdrias, neuroprotetoras, antidepressivas e
antialérgicas (Ames-Sibin et al., 2018).

No 6leo essencial das folhas do guabijuzeiro, Jesus et al. (2021), avaliaram a atividade
antimicrobiana frente a alguns microrganismos e o potencial antioxidante. Foram constatados
efeitos inibitorios contra a bactéria Staphylococcus aureus e elevada atividade antioxidante pelo
método de co-oxidacdo de B-caroteno/dcido linoleico. Os autores sugeriram que o efeito
antimicrobiano foi proporcionado pela composi¢ao quimica do d6leo, formada principalmente
por sesquiterpenos hidrocarbonetos, os quais atuam na bicamada lipidica bacteriana.

A Eugenia involucrata DC. conhecida como cereja do Rio Grande, ou cereja do mato,
possui frutos com coloragdo vermelho arroxeado quando maduros, que sdao popularmente
consumidos de forma in natura (Schmidt et al., 2020). Sao associados a cerejeira, em especifico
as folhas, propriedades terapéuticas e medicinais como a agdo digestiva e o potencial
antioxidante (Toledo et al., 2020).

Marin et al. (2008) realizaram a extra¢do do 6leo essencial dos frutos da cerejeira e
dentre os compostos fitoquimicos identificados destacaram-se -cariofileno, espatulenol e B-
bisaboleno em ordem decrescente de concentragdo. Todos os constituintes sdo parte da classe
dos sesquiterpenos. A atividade antioxidante com uso do reagente DPPH também foi verificada,
na qual o 6leo essencial da cereja foi considerado como fonte promissora pelos autores.

Recentemente a Eugenia involucrata DC. foi avaliada por Toledo et al. (2020) quanto
a composicdo quimica, atividade antioxidante e potencial antimicrobiano do 6leo essencial
extraido das folhas da cerejeira. Os autores relataram a presenca majoritaria de sesquiterpenos
hidrocarbonetos no 6leo essencial, representados principalmente pelos compostos elixeno, [3-
cariofileno e a-copaeno. Também evidenciaram atividade antioxidante no ensaio DPPH para a

maior quantidade de 6leo essencial testado (50 mg mL™). Para o potencial antimicrobiano foram
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observados efeitos inibitdrios e bactericidas para todas as bactérias Gram-positivas testadas
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis e para a levedura
Candica albicans. Os autores enfatizaram que a principal caracteristica associada ao efeito
antimicrobiano foi o perfil hidrofobico dos compostos presentes no 6leo.

Diferentes compostos fitoquimicos também foram identificados por D’ Almeida et al.
(2021) no o6leo essencial extraido das folhas da cerejeira. Os maiores teores foram para o
germacreno B, biciclogermacreno e B-elemeno, todos também da classe sesquiterpenos
hidrocarbonetos. Os autores mencionaram que alteracdes nos constituintes do 6leo essencial
podem ocorrer em fun¢do das diferentes regioes de coleta das amostras, que pode ter impacto
sobre caracteristicas de odor e cor do produto final.

A pitanga (Eugenia uniflora L) ¢ uma espécie amplamente difundida pelas regides do
Brasil, sendo que suas caracteristicas botanicas, fitoquimicas ou farmacologicas estdo entre as
mais investigadas por pesquisadores (Costa et al., 2020). Efeitos antimicrobianos, antifingicos
e antioxidantes ja foram relatados. O dleo essencial dos frutos da pitangueira foi extraido e
avaliado por Marin et al. (2008) e dentre os constituintes identificados, foi constatado o acido
hexadecandico em maior concentragdo, seguidos por (E)-B-ocimene, germacreno B e a-
selineno. Além de sesquiterpenos hidrocarbonetos, foi reportado pelos autores um percentual
total de 24,5% para compostos monoterpenos, como (E)-B-ocimene.

As folhas da pitangueira também sdo fontes para extracao de 6leo essencial, conforme
jé analisadas por Victoria et al. (2012), Santos et al. (2018a) e Ascari ef al. (2021). Em relacao
aos compostos quimicos do oleo essencial da folha da pitangueira, foram descritos como
predominantes, o germacreno B, 6xido de selina-1,3,7-(11)-trien-8-ona, B-cariofileno, selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido e espatulenol.

Victoria et al. (2012) relataram para o 6leo essencial da folha da pitangueira atividade
antioxidante em trés diferentes ensaios (ABTS, DPPH e FRAP) e efeitos inibitorios contra as
bactérias Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, bem como contra algumas cepas de
fungos, a citar Candida albicans. Em contrapartida, Santos et al. (2018a) evidenciaram
atividade antifiingica contra Candida albicans apenas para as maiores quantidades testadas do
6leo essencial de 4096 pg mL™! quando comparado com 208,3 pg mL™! relatados por Victoria
et al. (2012). A baixa atividade antifingica foi associada a presenca de compostos quimicos
diferentes aos relatos encontrados na literatura (Santos et al., 2018a).

Acca sellowiana (sindonimo de Feijoa sellowiana) ¢ uma Myrtaceae conhecida como
goiaba serrana ou feijoa. A espécie tem como caracteristicas principais frutos ovais com casca

verde escura rugosa, polpa clara, cor mel, sabor doce &cido e aroma floral peculiar. A casca da
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goiaba serrana ¢ geralmente descartada por concentrar mais compostos resinosos e desta forma
vem sendo objeto de estudo por varios pesquisadores, dada capacidade de extracdo de 6leo
essencial (Elfarnini et al., 2018; Guerra-Ramirez et al., 2021; Smeriglio et al., 2019).

Cariofileno, germacreno D e ledeno, pertencentes ao grupo dos sesquiterpenos, foram
os principais constituintes identificados por Elfarnini et al. (2018) ao extrair 6leo essencial da
casca da goiaba serrana. De forma similar Smeriglio et al. (2019) constataram a-cariofileno, -
cariofileno e y-selineno como compostos principais. Ambos os autores destacaram uma baixa
fracdo de constituintes aromaticos, como o 3-octanona e o metil-benzoato, relacionando os
dados obtidos ao grau de maturagao dos frutos utilizados.

O dleo essencial extraido da casca da goiaba serrana por Smeriglio ef al. (2019)
indicou forte atividade antioxidante nos métodos em que foi avaliado, sendo ABTS, DPPH,
FRAP, ORAC e ensaio de branqueamento de B-caroteno. Os autores também observaram boa
atividade quelante de ferro, sendo um fator importante na reducao da disponibilidade de metais
de transi¢do. Destacaram ainda efeitos antimicrobianos do 6leo essencial contra Staphylococcus
aureus, S. epidermidis e Candida albicans, sendo considerado bactericida contra S. aureus.

Guerra-Ramirez ef al. (2021) avaliaram o 6leo essencial obtido da casca da goiaba
serrana de dois diferentes pomares. A composicao fitoquimica resultou na predominancia maior
de benzoato de cis-3-hexenil, elixeno e espatulenol para ambas as amostras. Os autores
destacaram que a presenca de benzoato de cis-3-hexenil pode estar associada ao perfil
aromatico do 6leo essencial, salientando que diferentes constituintes, principalmente de aroma,
sdo mais evidentes em frutos da goiaba serrana com maior grau de maturagao.

Aracd (Psidium cattleianum Sabine) ¢ uma espécie amplamente distribuida, podendo
ser encontrada da regido Sul ao Nordeste do Brasil. Os frutos possuem coloragdo externa
amarelo ou vermelho quando maduros, polpa suculenta levemente amarelada de sabor doce
com moderada acidez, que podem ser consumidos in natura ou processados. A espécie ¢é
relatada por sua atividade antimicrobiana, antiproliferativa, anti-inflamatéria e antioxidante
associada a presenca de diversos constituintes bioativos, como os compostos fendlicos (Pereira
et al., 2018; Garcia et al., 2021).

Um dos produtos que pode ser extraido do aragd, ¢ o 6leo essencial. Marin et al. (2008)
ao avalid-lo, identificaram constituintes como B-cariofileno e B-selineno, pertencentes ao grupo
dos sesquiterpenos hidrocarbonetos e neo-intermedeol um sesquiterpeno oxigenado. Os autores
também documentaram o potencial antioxidante do 6leo obtido, frente ao reagente DPPH.

As folhas do aragazeiro foram utilizadas por Rocha et al. (2020), Garcia et al. (2021)

e Souza et al. (2021b) na extracao de 6leo essencial. O B-cariofileno, a-pineno e 1,8-cineol
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foram os constituintes majoritarios identificados nos produtos obtidos. Destacaram-se ainda os
compostos B-elemeno e germacreno. Rocha ef al. (2020) enfatizaram diferengas na composi¢ao
quimica dos 0leos essenciais obtidos das folhas de aracazeiro de genotipo amarelo e vermelho
em diferentes fases fenologicas e locais de colheita. O 6leo de araca vermelho exibiu elevado
percentual de p-cimeno (33,4%), enquanto o mirceno indicou maior predominancia no 6leo
essencial extraido do arac¢a amarelo (21,6%).

Em relagdo a atividade biologica, Garcia et al. (2021) destacaram efeitos positivos
contra Acinetobacter baumannii, uma bactéria Gram-negativa altamente infecciosa. No entanto
para atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas do aragazeiro, uma baixa eliminagao
dos radicais DPPH foi observada para as concentracdes testadas (de 0,125 a 1 mg mL™").

Souza et al. (2021b) na investigacdo do Oleo essencial das folhas do aragazeiro,
relataram elevado potencial antioxidante nos ensaios ABTS e DPPH. Esses autores também
evidenciaram atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes ¢ Salmonella enteritidis nas menores concentragdes de 6leo utilizadas. Tais
efeitos foram associados ao contetido de -cariofileno presente no 6leo essencial, visto que este
composto pode atuar na despolarizag¢ao e permeabilidade da membrana celular, tornando-a mais
susceptivel ao extravasamento e coagulagdo do citoplasma. Cabe também destacar, que para
todos os fungos avaliados (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum,
Fusarium musae, Colletotrichum gloesporioides, Colletotrichum gloesporioides, Alternaria
alternata e Penicillium digitatum) ndo foram constatados efeitos antimicrobianos, fator que
pode ser relacionado a resisténcia aos constituintes do 6leo e a estrutura celular dos
microrganismos avaliados (Souza et al., 2021b).

Eugenia pyriformis Cambess, conhecida como uvaia ou uvalha ¢ um fruto comestivel
com formato esférico de até 4 cm de didmetro, cor amarelo-alaranjado que apresenta sabor
acido e adocicado, textura aveludada com casca fina e polpa carnosa (Sganzerla ef al., 2018).
A espécie € considerada uma planta aromatica que pode ser cultivada em pomares domésticos
sendo relatada por seus compostos bioativos, como carotenoides e compostos fendlicos em
variadas partes da planta (Stefanello et al., 2009; Sganzerla et al., 2018).

O 6leo essencial dos frutos da uvaieira foi analisado por Stefanello ef al. (2009) quanto
a composicao fitoquimica, sendo identificados em maior predominancia 6xido de cariofileno,
limoneno, o-terpineol e a-cadinol. A maioria dos constituintes fazia parte dos sesquiterpenos
(51,3%) seguidos dos monoterpenos (29,0%).

Para o dleo essencial extraido das folhas e galhos (parte aérea) da uvaieira, Durazzini

et al. (2019) relataram como principais constituintes limoneno, nerolidol e a-cadinol,
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semelhante a composi¢ao do dleo essencial dos frutos mencionada por Stefanello et al. (2009).
Um fator importante observado por Durazzini et al. (2019) foi de que o 6leo essencial da
uvaieira exibiu atividade antileishmania contra o protozodario Leishmania amazonense causador
da leishmaniose, um problema de saude publica. Os efeitos observados foram atrelados a
presenca do limoneno, nerolidol e outros compostos em menor concentracdo ja avaliados
anteriormente.

Souza et al. (2021a) avaliaram o o6leo essencial das folhas da uvaieira em relacao a
composi¢ao fitoquimica e atividade antimicrobiana. Como principais compostos identificados,
destacaram [-cariofileno, biciclogermacreno e globulol, pertencentes ao grupo dos
sesquiterpenos. Quanto atividade antimicrobiana, ndo foram evidenciados efeitos contra os
fungos do género Candida ssp. nas concentragdes empregadas, mas um moderado potencial
antibacteriano foi obtido frente as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e S. aureus
resistente a meticilina.

De maneira geral, a composi¢do fitoquimica de um o6leo essencial pode ter diversos
constituintes, alguns exibindo maior predominancia e outros em teores reduzidos, mas que

atuando em sinergismo sdo responsaveis por varios efeitos, conforme relatados anteriormente.

1.3 USO DE EXTRATOS E OLEOS ESSENCIAIS EM PRODUTOS ALIMENTICIOS

As aplicagdes de compostos naturais, como extratos vegetais e 6leos essenciais podem
ser feitas em diversos segmentos industriais, tais como a industria de aromas, corantes, farmacia
e alimentos, dependendo das caracteristicas do produto obtido, como a origem botanica da
planta, qualidade obtida e potencial efeito do produto (Ni ef al., 2021; Rios, 2016). A utilizacao
dos extratos vegetais e 6leos essenciais no setor alimenticio vem ganhando destaque em fungao
dos efeitos bioldgicos associados a estes produtos, principalmente o potencial antimicrobiano
e antioxidante. Outro fator ¢ a demanda por produtos com menor aplicacdo de conservantes
sintéticos, como os corantes. Dessa forma, uma ampla gama de extratos vegetais pode fornecer
compostos com funcao tecnologica (Christaki et al., 2021; Ni et al., 2021).

Um dos alimentos recentemente analisado como veiculo para incorporagdo de
compostos naturais € o iogurte. Esse derivado lacteo € obtido por meio da fermentacdo do leite
pela acdo das bactérias laticas, que em conjunto de outros fatores proporcionam a textura
cremosa e sabor caracteristico. O iogurte ¢ caracterizado por atribuir efeitos benéficos para a
satde em fun¢do de seu valor nutricional atribuido a presenca de minerais, proteinas e vitaminas

(Zhang et al., 2019; Salama et al., 2021). Dessa forma, para melhorar ainda mais a
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funcionalidade do iogurte, Azizkhani e Parsacimehr (2018) desenvolveram um iogurte
probidtico com Lactobacillus acidophilus LAS, Lactobacillus fermentum e Bifidobacterium
Bb-12, acrescido dos 0leos essenciais de Ocimum basilicum, Zataria multiflora Boiss. e Mentha
piperita (manjericao, zataria e hortela pimenta, respectivamente). Dentre os efeitos observados,
foi constatado que as contagens de L. acidophilus, L. fermentum e Bifidobacterium nao foram
afetadas pela presenca dos 6leos essenciais de manjericao e horteld pimenta por até 7 e 14 dias,
respectivamente. Para atividade antioxidante, todos os iogurtes formulados com os oOleos
essenciais exibiram maior atividade antioxidante, quando comparados a amostra controle,
porém sendo mais expressiva para a amostra com 6leo essencial de zataria.

A elaboracdo de iogurtes com extratos da casca de Myrciaria cauliflora Mart
(jabuticaba) proporcionou cor intensa aos produtos, sendo atribuido a presencga dos pigmentos
de antocianinas, as quais demonstraram estabilidade durante o armazenamento de 28 dias dos
produtos, conforme investigado por Machado et al., (2023). A avaliagdo sensorial do produto
com adi¢ao 0,5% do extrato das cascas revelou boa aceitacao, indicando notas entre 7 e 8 para
os atributos aparéncia, cor, aroma, textura, sabor e impressdao geral, indicando assim que o
extrato pode ser usado como um aditivo de cor em iogurtes. Em outro estudo, um iogurte grego
desenvolvido por Kim, Kim e Choi (2023) com adi¢do do xarope do bagaco da maca
demonstrou que o conteudo de polifenois aumentou, assim como houve a presenca de atividade
antioxidante nas formulag¢des enriquecidas. Nesse mesmo contexto, a adigdo de extratos
desenvolvidos com a casca de Citrus reticulata Blanco (laranja) em formulagdes de iogurte, foi
analisada por Zaki et al. (2024). Os autores destacaram que a suplementacdo do iogurte
aprimorou sensorialmente o sabor do produto final. Os dados sobre a composi¢ao do produto
inferiram em elevado conteudo fendlico e atividade antioxidante, sugerindo que o iogurte
elaborado tem potenciais beneficios a satide. Dessa forma, ambos relatos sugerem diferentes
formas de aproveitamento de materiais vegetais na elaboragdo de extratos que demonstraram
capacidade para incorporacao em iogurtes.

Outro produto fonte de nutrientes com alto valor nutricional ¢ o queijo. As varias
etapas de fabricagdo dos queijos e a complexidade da matriz, o colocam exposto a condi¢des
ambientais diferenciadas, que podem ocasionar contaminagdes microbiologicas (Campos et al.,
2022; Gouvea; Rosenthal; Ferreira, 2017). A adic¢ao de 6leo essencial de Origanum vulgare L.
(orégano) em queijo minas padrdo foi avaliada por Campos et al. (2022). Os autores
constataram que o teor aplicado de 0,02% (v/v) causou inibi¢ao das bactérias Escherichia coli
e Staphylococcus aureus durante 30 dias de maturacdo dos queijos. Ja para os fungos

Aspergillus flavus e Penicillium citrinum houve inibicdo dos esporos por até 15 dias de
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maturagdo, enquanto para Fusarium oxysporum nao ocorreu germinacao dos esporos ao longo
dos 30 dias de maturagdo. Dados similares foram reportados por Bedoya-Serna ef al. (2018) na
avaliagdo antifungica em queijo minas padrao utilizando 6leo essencial de orégano. Os autores
observaram que as nanoemulsdes encapsuladas com oOleo essencial foram eficazes contra o
crescimento de Cladosporium ssp. Fusarium ssp. Penicillium ssp. em fatias de queijo minas
padrdo. Os efeitos observados foram relacionados aos constituintes do 6leo essencial carvacrol
e timol que t€m capacidade de atuagdo sob a membrana celular dos microrganismos, causando
alteragdes morfoldgicas e também interfere nas enzimas cataliticas responsaveis pelo
fornecimento de energia.

As caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais de sorvetes elaborados
com os 6leos essenciais extraidos das cascas de Citrus aurantium L. subsp. dulcis, Citrus limon
L. e Citrus reticulata L. (laranja, limdo e tangerina, respectivamente) foram investigadas por
Tomar e Acarka (2019). Entre os dados obtidos os autores destacaram que os microrganismos
Salmonella ssp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e coliformes
totais ndo apresentaram crescimento microbiano nas amostras de sorvete com 6leo essencial de
laranja, limdo e tangerina para todas as concentracdes testadas (0,1; 0,3 e 0,5%). A anélise
sensorial das formulagdes de sorvete indicou maior aceitagdo para as amostras com Oleo
essencial de limao. No entanto todas as demais formulacdes tiveram escores maiores que a
amostra controle. Dessa forma, os autores enfatizaram que a utilizacdo de aditivos naturais
resultou em produtos com boa aceitagdo sensorial e com potencial antimicrobiano para
aplicacdo como conservantes e aromatizantes.

Também atuando na melhoria das propriedades de sorvetes, Gremski ef al. (2019)
desenvolveram uma formulagdo com enriquecimento do extrato otimizando contendo /lex
paraguariensis (erva mate) e Melissa officinalis (erva cidreira). Nos efeitos observados, foi
constatado que a incorporacdo do extrato demonstrou a presenga de compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante no sorvete. A analise sensorial indicou um indice de aceitagao geral de
83% do produto, enfatizando o potencial tecnoldgico de uso das espécies empregadas para
produzir sorvetes.

Como demonstrado, existem diversos produtos promissores para aplicacdo de extratos
vegetais e Oleos essenciais, dada sua capacidade de atuar na preservacdo de alimentos,
contribuido para o aumento da vida 1til e também como compostos de cor e aroma natural.
Cabe ressaltar que muitos dos efeitos sdo relacionados a composi¢do quimica dos extratos e
6leos essenciais e dessa forma se faz importante a elucidacdo desses compostos para melhor

compreender como atuam frente as atividades biologicas exibidas.
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1.4 TECNICAS PARA SEPARACAO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

1.4.1 Métodos cromatograficos: defini¢ao e historico

O termo cromatografia ¢ proveniente de duas palavras gregas chroma e grafein, que
significam cor e escrita, respectivamente. E uma técnica fisico-quimica de separagdo de
compostos fundamentada no deslocamento de componentes por diferentes interagdes e que esta
distribuida entre duas fases imisciveis, denominadas de fase estacionaria e fase méovel. A fase
estacionaria ¢ fixa num suporte, em que na maioria dos processos cromatograficos ¢ chamado
de coluna. Enquanto a fase movel geralmente ¢ um liquido ou gés que percorre pela coluna.
Assim, o estado fisico da fase modvel ¢ uma das principais formas de classificacao da
cromatografia (Araujo Filho et al., 2021; Lima et al., 2018).

Esse método para a separacao de compostos foi nomeado pela primeira vez em 1906
pelo botanico russo Mikhail Semenovich Tswett em um artigo que descreveu seu experimento
para separacdo dos pigmentos clorofila e xantofila em um extrato vegetal (Araujo Filho ef al.,
2021; Pacheco et al., 2015). O pesquisador Tswett desenvolveu um aparato constituido por um
tubo de vidro com torneira, preenchido com graos de carbonato de calcio (CaCOs3) que entre os
espacos continha o liquido éter de petroleo. Ao introduzir a amostra no tubo e aplicar mais éter
de petroleo, Tswett promoveu a separacdo dos pigmentos em bandas coloridas (Araujo Filho et
al.,2021). A Figura 6 demonstra os principais avangos ocorridos ao longo do tempo da histéria
da cromatografia.

Ao longo dos anos, alguns pesquisadores contribuiram para o desenvolvimento da
cromatografia, reproduzindo o método de Tswett para separagdo e purificacdo de compostos.
Um grupo de trabalho coordenado por Charles Dhéré na Europa a partir de 1911, tinha interesse
em substancias puras e desta forma aprimorou o aparato utilizado na técnica de cromatografia
melhorando a separagdo de compostos, como as fragdes da clorofila. Na mesma época, o norte
americano Leroy Sheldon Palmer aplicou a cromatografia principalmente na separacdo dos
carotenoides, seguindo as recomendacdes de Tswett (Aratjo Filho et al., 2021; Pacheco et al.,

2015).
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Figura 6 - Linha do tempo: principais avancos da cromatografia
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Fonte: a autora (2025).

Apdés a década de 1930, varios avangos ocorreram no campo de analises
cromatograficas, sendo importante destacar a introducdo da cromatografia em papel e de
camada delgada, pelos pesquisadores Archer Martin e Richard Synge. Ambas técnicas
passaram a ter grande aplicacao nos laboratdrios quimicos (Kolomnikov et al., 2018; Pacheco
et al.,2015). Em meados de 1940, Martin e Synge desenvolveram a cromatografia denominada
de parti¢do, a qual foi utilizada na separacdo dos aminoédcidos das proteinas. A separagdo de
constituintes era fundamentada na diferenca de partigdo das substincias entre duas fases
liquidas (uma fase estaciondria imobilizada e a fase movel imiscivel em agua). A esses
pesquisadores também ¢ atribuido o descobrimento da cromatografia a gas, que embora nao
fosse o objeto do estudo de Martin e Synge, foi enfatizado em seus artigos de pesquisa.

A cromatografia a gas foi desenvolvida entre 1940 e 1950 e teve a contribuicdo de
varios pesquisadores para a evolugdo da técnica (Kolomnikov et al., 2018; Pacheco et al.,
2015). O grande impulso para o rapido crescimento da cromatografia a gas ocorreu em fungao
de sua importancia na andlise da composicdo do petrdleo. Dessa forma, industrias e
pesquisadores adotaram a técnica em suas aplicagdes, tornando-a como a primeira técnica
instrumental disponivel comercialmente (Ismail, 2017; Bartle, Myers, 2002). Com o passar das
décadas a cromatografia gasosa foi sendo aperfeicoada, resultando em um melhor perfil

cromatografico dos compostos. A boa otimizagdo do sistema demonstrava cromatogramas com
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picos finos e bem separados que podia ser aplicado a amostras complexas (Aragjo Filho et al.,
2021).

Outros destaques ao longo dos anos foram a introducao da cromatografia de
deslocamento em 1943 por Arne Tiselius e Stig Melker Claesson, dois pesquisadores da Suécia.
O método compreendeu a separagdo de compostos por adsor¢do no topo da coluna
cromatografica. Essa metodologia foi aperfeicoada anos mais tarde por outro pesquisador,
Partridge, que promoveu a separacdo de substancias utilizando colunas em que a fase
estaciondria era composta por resina de troca idnica (Pacheco et al., 2015).

Willian Howard Stein e Stanford Moore foram dois grandes pesquisadores do campo
bioquimico que contribuiram para o avanco na separag¢ao de aminoacidos em diversas amostras,
a citar a composicao do leite materno. Além das varias publicagdes destacando as descobertas
bioquimicas, Stein e Moore projetaram o primeiro cromatografo liquido automatico em 1958,
impulsionando assim empresas e pesquisadores do ramo cientifico (Pacheco et al., 2015).

Apds a década de 1960, os processos da cromatografia liquida classica foram
evoluindo devido melhorias nas tecnologias aplicadas, levando assim ao desenvolvimento da
cromatografia liquida de alta pressdo, assim chamada em funcdo das grandes pressdes de
trabalho que utilizava para deslocar os liquidos através da coluna. Porém, o processo foi
renomeado para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), termo utilizado atualmente
(Pacheco et al., 2015).

Com a utiliza¢do da CLAE, a instrumentacao da técnica foi sendo aprimorada desde o
emprego de bombas para pressurizacdo, sistema de aquecimento e detec¢do além da aplicagdo
de colunas que proporcionavam maior seletividade de compostos. Cabe ressaltar as melhorias
no tempo de analise, inicialmente a separacao de constituintes poderia levar semanas e
conforme as tecnologias foram aplicadas ao processo, alguns dias ou horas eram suficientes
para determinar os compostos em amostras (Pacheco et al., 2015).

Um fator importante associado a grandes mudancas era o surgimento de colunas. Pode-
se destacar que as colunas usadas continham particulas irregulares de silica com tamanho de 40
a 50 um, que logo evoluiram para particulas esféricas e didmetros menores, entre 30 € 40 um e
depois 10 a 30 pm. Os processos de constru¢do de colunas avancaram de tal forma que na
década de 1990 haviam colunas com particulas de 1,5 um. No entanto, a utilizagdo de colunas
construidas com essas particulas requeria que o sistema cromatografico empregasse a maior
pressdo de trabalho suportada (4000 e 6000 psi), acelerando o desgaste de outros componentes,
como da bomba, além de produzir picos finos que poderiam ndo ser detectados corretamente

(Pacheco et al., 2015).
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Em meados dos anos 2000, com o intuito de otimizar os processos cromatograficos
existentes surgiu a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). A empresa
Waters® langou comercialmente um cromatdgrafo capaz de trabalhar em pressdes elevadas
(15000 psi), assim como detectores para picos finos, possibilitando a aplicagao de colunas com
particulas pequenas. No sistema CLUE, o processo de separagdo de compostos foi melhorado
gerando tempo de andlise reduzido quando comparado ao CLAE, sendo que em alguns minutos
era possivel executar todo processo. Dessa forma também houve menor consumo de solvente
da fase moével e consequentemente aumentou a produtividade na anélise (Araujo Filho et al.,
2021; Pacheco et al., 2015).

Embora a CLUE apresente beneficios notaveis, muitos laboratérios e empresas fazem
uso do CLAE, o qual esta disponivel mundialmente. Além de ser método oficial em varios
processos do FDA e de farmacopeias. Dessa forma, a revisdo segue destacando detalhes da

fundamentagdo em CLAE.

1.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A separagdo de compostos por cromatografia liquida ocorre em fungdo da interagdo
do analito entre duas fases, a fase mdvel e a fase estacionaria. A fase mével (FM) € um liquido
e a fase estaciondria (FE) ¢ um s6lido ou um liquido retido sobre um sélido, conhecida como
coluna. A FM deve ser de elevado grau de pureza, pois além do fornecimento de dados concisos,
também atua na manutenc¢do da vida util dos componentes do sistema, principalmente a coluna
(Rosa; Gauto; Gongalves, 2013; Aratjo Filho ef al., 2021).

A coluna utilizada na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ fechada e
composta de material que emprega microparticulas (3, 5 ou 10 um) geralmente esféricas. Dessa
forma para que ocorra a separagdo de compostos, ¢ utilizado um sistema formado basicamente
por uma bomba com capacidade de fazer pressao e deslocar a FM através da coluna, injetor,
detector, além de reservatorio para FM e sistema para aquisi¢do dos dados. Os cromatografos
também exibem desgaseificador em linha e forno para coluna, assim como todo sistema de
injecdo e obtencao de dados de forma automatica (Rosa; Gauto; Gongalves, 2013; Aratjo Filho

et al.,2021). Na Figura 7 foram demonstradas as principais partes de um sistema CLAE.
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Figura 7 - Principais componentes de um sistema CLAE
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Fonte: Adaptado de Rosa; Gauto; Gongalves (2013).

A instrumentagdo para CLAE foi elaborada para promover processos mais eficientes,
com maior resolucdo na deteccdo e quantificagdo de compostos, quando comparada a
cromatografia liquida classica. A separacdo por CLAE pode ser aplicada para isolar e purificar
um ou mais compostos de uma amostra, assim como obter informagdes quantitativas ou
qualitativas sobre um ou mais componentes de uma mistura, como por exemplo em extratos
vegetais. Na separacdo de compostos por CLAE, existem diferentes métodos que podem ser
empregados, a depender da finalidade, bem como caracteristicas da amostra a ser avaliada
(Nahar; Onder; Sarker, 2019; Araujo Filho et al., 2021).

De maneira geral, os modos cromatograficos mais utilizados sdo a cromatografia em
fase reversa e em fase normal. Em fase reversa a FM é composta por uma mistura aquosa com
solventes organicos, como acetonitrila, metanol ou etanol, sendo sempre mais polar do que a
FE. A seletividade de compostos ¢ alterada por mudangas na composicao da FM, mudanca na
FE e variagdo na temperatura do forno. Na cromatografia em fase normal, a FE ¢ mais polar
que a FM. A FM ¢ formada por uma mistura de solventes organicos sem a presenga de agua,
enquanto a FE é composta por adsorventes como silica e alumina. A seletividade da FM passa
por mudancas na alteragio do percentual do solvente forte ou com a troca de solvente. E
importante destacar que independente do modo de operagdo, a amostra precisa ser sempre
soluvel na fase movel, inclusive quando a composi¢do da FM for gradiente. A elui¢cdo por
gradiente ocorre quando ha variagdo continua na composi¢ao do solvente da FM e a isocratica
tem-se uma composicao constante do solvente (Araujo Filho et al., 2021).

Os detectores sdo responsaveis pela identificagdo e quantificacdo de compostos na

amostra. O detector mais empregado em sistema de CLAE ¢ o Ultravioleta-visivel (UV-Vis
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e/ou PDA), no qual a detec¢do ocorre devido a absor¢do de radiagdo eletromagnética pelo
analito na faixa do UV-Vis estabelecida na andlise. Salienta-se que para quantificar o teor de
um composto, na maioria das vezes, os dados do cromatograma do analito sdo comparados com
cromatogramas de solugdes padrdes, empregadas na construcdo de curvas de calibragao. A
utilizagdo da CLAE acoplada com técnicas mais sofisticadas como a espectrometria de massas
e a ressonancia magnética nuclear ¢ um sistema ja empregado em diversos processos
laboratoriais para elucidar estruturas mais complexas, bem como analise de elementos tragos
(Nahar; Onder; Sarker, 2019; Araujo Filho et al., 2021).

Por ser uma técnica versatil, a CLAE ¢ empregada em diversos ramos desde o controle
de qualidade de amostras, separacdo ¢ identificagdo de substancias dos ramos farmacéuticos,
alimentos, efluentes, pesticidas dentre outros. Em pesquisas cientificas, existem numerosos
estudos que fomentam o uso da técnica. Cabe destacar informagdes relacionadas a identificagao
de compostos em matrizes vegetais, como antocianinas, carotenoides, taninos e flavonoides.

Wanderley et al. (2022) em uma operagdo padrao com a técnica CLAE demonstraram
o perfil fendlico das polpas de goiaba serrana e uvaia, identificando e quantificando 4cidos
hidroxibenzdicos e flavondis como &cido eldgico e quercetina. De forma similar, Irakli,
Chatzopoulou e Ekateriniadou (2018) identificaram compostos fendlicos individuais em
extratos das folhas de Olea europaea L. (oliveira), destacando principalmente a abundéancia de
oleuropeina na composi¢ao.

Coelho et al. (2018) avaliaram os aglcares e acidos organicos de forma simultanea
utilizando CLAE, em amostras de vinhos e sucos de uva. A técnica permitiu um processo mais
rapido na obtencdo de dados das amostras, sendo considerado adequado por exibir dados
consistentes com outras pesquisas. Machado et al. (2024) investigaram os compostos fendlicos
e antocianinas individuais em diferentes partes do fruto guabiju (casca, semente e polpa) e suas
fragdes fenolicas por meio da CLAE acoplada a espectrometria de massas. Dentre os dados,
foram identificados um total 81 compostos fendlicos nas partes da fruta e suas fracdes fendlicas,
além da quantifica¢do de seis diferentes antocianinas nos extratos das cascas do fruto. Dessa
forma, a CLAE tem capacidade de identificar diversos compostos em uma ampla gama de

matrizes, sendo ainda mais promissora quando combinada com outras técnicas.

1.4.3 Cromatografia gasosa (CG)

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica de separacdo de compostos em que a fase movel

¢ um gas. Denominado como gas de arraste, sua principal tarefa ¢ transportar os analitos



46

volatilizados que foram introduzidos na coluna cromatografica. A fase méovel é um gés inerte e
dessa forma ndo interage quimicamente com as moléculas da amostra ou da fase estacionaria.
O gas utilizado deve ser de elevada pureza e compativel com sistema de deteccdo usado.
Normalmente sao usados hélio, hidrogénio e nitrogénio (Araujo Filho et al., 2021; Lima et al.,
2018).

O cromatografo a gas ¢ normalmente constituido por um injetor, detector e uma coluna
cromatografica, a qual interliga suas extremidades nos instrumentos mencionados. O detector
gera um sinal elétrico que ¢ enviado ao computador que contém o software para aquisi¢ao dos
dados. A coluna ¢ aquecida em um forno ao longo da analise e interligado ao sistema ha o
cilindro de gas com um regulador de pressao e filtros (Araujo Filho ef al., 2021; Lima et al.,

2018). Na Figura 8, demonstrou-se um esquema das principais partes de um cromatdgrafo.

Figura 8- Componentes principais de um cromatografo a gas

Injetor
Regulador de
pressdo

Detector

Sinal elétrico

Computador

Coluna

Forno

Cilindro de gas

Fonte: a autora (2025)

Dentre as formas de deteccdo mais empregadas em CG, estd o acoplamento com a
espectrometria de massa (EM). Essa combinagdo instrumental proporciona a separagdo
cromatografica da amostra e também um espectro de massa para cada composto da amostra. As
moléculas da amostra sdo ionizadas e os ions produzidos sdo transferidos ao analisador, sendo
separados de acordo com a sua massa-carga (m/z) e transferidos ao detector. O detector
transmite o sinal para geragcdo de espectros, os quais podem ser identificados através do banco

de dados do sistema (Milhome ef al., 2018; Aragjo Filho et al., 2021).
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A CG-EM tem uma extensa aplicacdo, desde a deteccdo de farmacos, explosivos,
pesticidas, analise ambiental, petroquimica, ciéncias forenses, analise de aromas e/ou volateis
em alimentos e bebidas até a identificacdo de amostras desconhecidas (Maji; Roy; Sinha, 2023).

Em estudos utilizando matrizes vegetais, ¢ possivel evidenciar uma diversidade cada
vez maior de espécies em investigacdo. Bombardelli et al. (2019) analisaram os compostos
volateis de extratos elaborados com frutos de aragd vermelho em diferentes condi¢des de
secagem, aplicando CG-EM. Os autores constataram diferentes classes de compostos, como
terpenos, ésteres e aldeidos, além do hidroximetilfurfural, um composto prejudicial a saude
humana. Nesse mesmo contexto, Sanabria ef al. (2018) avaliaram os compostos volateis da
polpa da jabuticaba, destacando constituintes da classe dos terpenos como o limoneno, 3
cariofileno e ésteres como acetato de etila.

Um produto comumente avaliado por CG-EM ¢ o 6leo essencial, visto que a maioria
dos compostos quimicos podem ser identificados. Jesus et al. (2021) aplicaram a técnica na
determina¢do dos componentes quimicos em 6leo essencial obtido das folhas do guabijuzeiro,
sendo possivel identificar 98,81% dos compostos detectados. De forma similar, Barbosa et al.
(2020) avaliaram compostos presentes em Oleo essencial da casca de Myrciaria floribunda
(camboim), constatando um total de 26 compostos (96,86%). Em 6leo essencial de Eucalyptus
globulus (eucalipto) Harkat-Madouri et al. (2015) também identificaram 26 diferentes
compostos, totalizando 98,82% da composicao. Assim, a CG-EM ¢ uma ferramenta versatil na

aquisi¢ao de informagdes de diferentes compostos.

1.5 CONCLUSAO

Diante do exposto, constatou-se que a espécie Myrcianthes pungens, contém elevado
potencial como fonte de compostos bioativos, tanto por meio da obtengao dos extratos vegetais,
como de seu 6leo essencial. Os compostos presentes em diferentes fracdes da planta indicaram
efeitos bioldgicos como a atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria, que
podem ser de interesse em diversas areas, incluindo a industria de alimentos. Dessa forma, para
ampliar a capacidade de aplicagdo da espécie, se faz necessério conhecer a composigao fisica e
quimica de seus componentes para assim otimizar condi¢des que visem melhorar sua forma de
aplica¢do em produtos alimenticios. Nesse contexto, estudos in vitro com aplicacdo de métodos
convencionais podem se mostrar adequados na obtencao de resultados e assim contribuir para

futuramente aplicar processos de maior complexidade.
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DOS FRUTOS, FOLHAS E
SEMENTES DE Myrcianthes pungens

RESUMO: A espécie Myrcianthes pungens € nativa do Brasil, com predominancia em estados
da regido Sul do pais. Suas principais caracteristicas compreendem arvores com o tronco de
casca lisa, folhas com &pice espinhosa e flores amareladas. Os frutos contém de uma a duas
sementes ¢ quando maduros apresentam coloragdo da casca roxa escura, polpa amarelada, doce
e suculenta. S3o comestiveis e apresentam alto potencial para industrializacdo. Visando
fornecer dados sobre a composigdo fisico quimica, o objetivo do capitulo foi caracterizar os
frutos, sementes e folhas in natura da espécie. Dessa forma, avaliou-se as caracteristicas
biométricas, rendimento de polpa, conteudo de umidade, cinzas, lipidios, proteinas,
carboidratos, além de parametros cor (L*, a*, b*, C* e h°), teor de aglcares, carotenoides,
acidos organicos e minerais. Os frutos avaliados continham didmetro médio de 21,96 mm e
demonstraram maior percentual de polpa 38,69%. As folhas indicaram contetido superior de
cinzas e proteinas (5,57 e 4,82 g 100 g!) enquanto nas sementes observou-se maior teor de
carboidratos (48,76 g 100™"). Os dados colorimétricos indicaram frutos com tonalidades escuras,
caracteristico da espécie. Nas folhas constatou-se menor contetido de frutose e glicose (0,93;
1,11 g 100 g, respectivamente) em relagdo aos frutos e sementes, € ndo houve presenga de
sacarose ¢ acidos organicos. As sementes apresentaram teor maior de acido succinico (87,01
mg 100 g') e maior soma dos minerais calcio, potéassio e sédio. As folhas resultaram na maior
concentracio de carotenoides (562,15 ug g'!) sugerindo ser uma nova fonte desses compostos.
A investigacdo das folhas, frutos e sementes do guabijuzeiro, forneceu dados sobre a
composi¢ao fisico quimica que podem nortear futuras pesquisas cientificas, promovendo o
interesse ¢ valorizagdo da espécie.

Palavras-chave: Guabiju. Colorimetria. Agtcares. Carotenoides. Minerais.

2.1 INTRODUCAO

Espécies nativas com potencial nutricional e funcional tem despertado crescente
interesse, visto que a exploracdo de novas fontes pode resultar em produtos com maior valor
agregado para diferentes ramos industriais. A familia Myrtaceae, compreende inumeras
espécies de plantas, dentre as quais tem-se a Myrcianthes pungens, conhecida por guabiji. A
espécie ¢ uma arvore nativa do Brasil, com ocorréncia nos estados de Sao Paulo até o Rio
Grande do Sul, podendo ser encontrada em todas as formagdes florestais, exceto a restinga
litoranea e floresta Atlantica, assim como em paises vizinhos como Argentina, Uruguai e
Paraguai (Franco et al., 2019; Souza et al., 2020; Raphaelli ef al., 2023).

As caracteristicas principais da espécie compreendem tronco com casca lisa, folhas
com coloracao verde e apice espinhosa, flores amareladas e meliferas, além de produzir frutos

pequenos e comestiveis, com diametro de até 2 cm, que contém de uma a duas sementes. A
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espécie ndo apresenta exploragao comercial, porém existe potencial para industrializagdo (Veit;
Schwarz; Guerra, 2019; Raphaelli et al., 2023).

Dados sobre a composi¢ao fisico quimica dos frutos e sementes ja foram
documentados, enfatizando-se nos frutos teor de umidade aproximado de 80%, baixo contetido
de acidez, além da presenca de aglicares, carotenoides e minerais, enquanto as sementes podem
ser consideradas boas fontes de carboidratos, assim como de minerais. Além do mais, efeitos
antioxidantes e antimicrobianos também foram avaliados na espécie (Seraglio et al., 2018;
Bombana et al., 2021). No entanto, informagdes sobre as folhas do guabijuzeiro sdo escassas.

A investigacdo das caracteristicas fisico quimicas da espécie pode fornecer dados
relevantes sobre seu valor nutricional, além de indicar possibilidades de aproveitamento
tecnologico integral de suas diferentes partes. Diante disso, o objetivo deste capitulo foi analisar

as caracteristicas fisico quimicas das folhas, frutos e sementes de guabiju.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Materiais

As folhas do guabijuzeiro foram coletadas no periodo do outono (més de abril),
enquanto os frutos foram colhidos na estacdo do verdo (janeiro), durante o periodo de
maturacdo. Ambos materiais vegetais foram obtidos em uma coleta e de uma arvore, em
diferentes galhos da planta e de uma unica regido da cidade de Francisco Beltrao (latitude: 26°
04’ 52" S; longitude: 53° 03' 18" W; altitude: 570 m), Parand (Brasil). As amostras adquiridas
foram selecionadas quanto a coloragdo roxa escura dos frutos e auséncia de danos fisicos
visiveis, tanto para os frutos como para as folhas. Na sequéncia os materiais foram higienizados
em agua corrente, embalados em sacos plasticos e congelados em freezer a -18 °C (Gelopar®,
GPC-57, Curitiba, PR, Brasil) para posterior analises. A espécie foi identificada no herbario da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Ponta Grossa, PR, Brasil) possuindo exsicata com o
codigo 22958 e o fruto se apresenta tombado na carpoteca.

Os reagentes utilizados nas analises fisico quimicas desse capitulo foram hexano e éter
de petroleo adquiridos da Exodo® (Sumaré, SP, Brasil), a mistura catalitica de sulfato de cobre
e sulfato de potassio (CuSO4 + K»SQOy4), dcido sulfurico (H2SO4, Biotec®, Pinhais, PR, Brasil),
hidréxido de sdédio (NaOH), acido boérico (H3BO3) acido cloridrico (HCI) e acetona (C3HeO;
Reatec®, Colombo, PR, Brasil). Todos possuiam grau analitico. Na determina¢do dos acidos

organicos foram usados padrdes de grau HPLC (High-performance liquid chromatography):
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acido L-ascorbico, citrico, succinico e L-(-) mélico, além do 4cido sulfirico, ambos adquiridos

da Sigma-Aldrich® (EUA).

2.2.2 Métodos

Para utilizacdo dos materiais vegetais, os frutos foram cortados manualmente para
remog¢ao das sementes e triturados em liquidificador (Philips Walita, RI 1764, 350 W), assim

como as folhas. A Figura 9 ilustra as etapas do processo desenvolvidas nesse capitulo.

Figura 9 - Resumo grafico das etapas desenvolvidas
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Fonte: A autora (2025).

2.2.3 Caracteristicas fisicas da espécie

As folhas, frutos e sementes do guabijuzeiro tiveram suas dimensdes determinadas por
meio da medida do tamanho. Foram selecionados aleatoriamente 25 folhas, frutos e sementes
da espécie de uma coleta de 2 kg aproximadamente. Com auxilio de um paquimetro digital
(1137-150, Insize, SP, Brasil) mediu-se a altura e largura das folhas, didmetro horizontal e altura
dos frutos, assim como a espessura e circunferéncia das sementes. O peso das amostras foi
determinado através da média da pesagem das amostras (Shimadzu®, BL3200H; d=0,01g). O
rendimento do fruto foi determinado mediante a pesagem de suas partes separadamente (casca,
polpa e semente) cujo valor foi dividido pela massa total do fruto inteiro e expresso em

porcentagem (base umida).
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2.2.4 Determinagao da Umidade a 105 °C

A umidade das folhas, frutos e sementes do guabiju foi determinada por secagem em
estufa a 105 °C até peso constante (Quimis®, Q317M, Diadema, SP, Brasil), segundo método
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz — IAL (2008). Foram pesados 5,0 g de cada amostra e
dispostas em cadinhos previamente secos e pesados, que foram submetidos a secagem durante
6 h. Apos, as amostras foram retiradas da estufa em intervalos de 1 h e pesadas até obter peso

constante. Os resultados foram expressos em g 100 g de amostra.

2.2.5 Determinagao de Cinzas

As cinzas foram determinadas conforme o IAL (2008). Cinco (5,0) g de cada amostra
(folhas, frutos e sementes) foram pesados em cadinho previamente calcinado e resfriado em
dessecador até temperatura ambiente. Na sequéncia, as amostras foram incineradas em mufla
(Jung®, Modelo 0910, Blumenau, SC, Brasil) a 550 °C até as cinzas ficarem brancas, por
aproximadamente 6 h. Apos, os cadinhos foram resfriados em dessecador e as cinzas obtidas,

pesadas. Os resultados foram expressos em g 100 g'! de amostra.

2.2.6 Determinacao de Lipidios Totais

Os lipidios totais foram analisados mediante extracdo em aparelho Soxhlet (Tecnal®,
Sebelin TE-188, Piracicaba, SP, Brasil) (IAL, 2008). Cinco (5,0) g das amostras (folhas, frutos
e sementes) foram pesados em papel filtro qualitativo (0,16mm, Unifil®, Calibre Scientific,
Alvorada, RS, Brasil), os quais foram devidamente fechados e transferidos para o conjunto de
extracdo Soxhlet. O extrator foi acoplado a um baldo de fundo chato, previamente seco em
estufa a 105 °C, resfriado em dessecador e pesado. O baldo continha o solvente hexano em
quantidade suficiente para cobrir o papel filtro com a amostra durante o periodo de extracao de
aproximadamente 4h. Transcorrido esse tempo, os baldes com os residuos extraidos foram
dispostos em estufa a 105 °C até peso constante. Na sequéncia, os baldes foram resfriados em
dessecador e pesados. A diferenca entre pesos (baldo ao final do procedimento e inicial) foi

utilizada para calculo da quantidade de lipidios totais, expresso em g 100 g™! de amostra.
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2.2.7 Determinagao de Proteina Bruta

A determinacdo da proteina bruta ocorreu pelo método de Kjeldahl, conforme
metodologia AL (2008). Pesou-se 1,0 g da amostra (folhas, frutos e sementes) em tubos de
Kjeldahl, ao qual foi adicionado 6 g da mistura catalitica e 6 mL de 4cido sulfurico concentrado.
Ap0s, os tubos foram colocados no bloco digestor em capela e aquecidos até atingir 350 °C pelo
tempo necessario para que o material fosse digerido (tornando-se uma solucdo verde escura).

Ap6s o resfriamento dos tubos, os mesmos foram acoplados ao conjunto de destilacao
do nitrogénio (Marconi MA-036, Piracicaba, SP, Brasil), no qual adicionou-se hidroxido de
sodio 50% até a viragem da cor para marrom, indicando assim sua neutraliza¢do. Na sequéncia
as amostras foram destiladas sob aquecimento para frasco Erlenmeyer contendo 10 mL de acido
borico 2% e indicador misto até a solugdo tornar-se verde claro. A solucao obtida foi titulada
com 4cido cloridrico 0,1 mol L™! até obter-se a coloraco rosa. A conversio do teor de nitrogénio
em proteina foi feita utilizando o fator de conversdo 6,25 conforme metodologia e os resultados

expressos em g 100 g'! de amostra.

2.2.8 Determinagao de Carboidratos

O conteudo de carboidratos totais + fibras das amostras de folhas, frutos e sementes in
natura de guabiju foi determinado por diferenca (100 — (lipideos totais + proteina bruta + cinzas

+ umidade)). O resultado foi expresso em g 100 g de amostra.

2.2.9 Determinac¢ao de Acidez Tituldvel Por Volumetria Potenciométrica

A acidez das amostras de folhas, frutos e sementes de guabiju in natura foi
determinada por volumetria potenciométrica, que ¢ indicada em casos de solugdes coloridas
(IAL, 2008). Foram pesados 10,0 g de amostra em béquer de 250 mL e acrescentado 100 mL
de dgua deionizada, agitando-a de forma moderada. Apds, com uso de pHmetro (Tecnal®, Tec
-3 MP, Piracicaba, SP, Brasil) devidamente calibrado, o eletrodo foi mergulhado na solugao e
a amostra foi titulada (Witeg, Titrex, Germany) com hidroxido de sddio 0,1 mol L' até a faixa

de pH 8,2-8.,4. O resultado foi expresso em g de 4cido citrico 100 g de amostra.
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2.2.10 Determinagao do pH

O pH foi mensurado segundo a metodologia descrita pelo IAL (IAL, 2008) onde 10,0
g de cada amostra (folhas, frutos e sementes in natura) foram homogeneizadas em 100 mL de
agua destilada, sendo agitado moderadamente. O pHmetro (Tecnal, Tec -3 MP, Piracicaba, SP,
Brasil), foi calibrado com as solugdes tampao 4 € 7 e na sequéncia efetuou-se a leitura das

amostras e os valores registrados.

2.2.11 Determinacao de Solidos Soluveis Totais

Os solidos soluveis totais (SST) foram determinados com uso do refratometro de Abbé
(Megabrix, AR 1000S, Brasil). Foram transferidas ao prisma do equipamento aproximadamente
duas gotas da polpa do fruto guabiji e identificados os valores na escala. O resultado foi

corrigido a 20 °C e expresso em °Brix.

2.2.12 Determinacao de Carotenoides

Os carotenoides foram determinados de acordo com Rodriguez-Amaya (2001).
Realizou-se uma extragdo com 30 mL de acetona e 0,5 g de amostra (folhas e frutos de guabija).
O extrato foi incubado e permaneceu sob agitacdo por uma hora a 30 °C (Marconi, incubadora
MAS32, Piracicaba, SP, Brasil). Apos, a amostra foi lavada com acetona e filtrada a vacuo
(Biomec Brazil Pump, Eco 740, Sao Paulo, Brasil) com filtro qualitativo (0,16mm, Unifil®,
Calibre Scientific, Alvorada, RS, Brasil). Em funil de separagdo, foi adicionado 25 mL de éter
de petroleo com pequenas quantidades do extrato de acetona seguido de dgua. A fase inferior
foi desprezada e a amostra foi lavada com éter de petrdleo para remogdo total da acetona. A
solucdo obtida foi colocada em baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume final completado
com éter de petrdleo. Do extrato obtido foram retiradas aliquotas para leitura da absorbancia
em espectrofotometro (Mini UV 1240, Shimadzu®) em comprimento de onda de 450 nm (B-

caroteno) e 470 nm (licopeno). O teor de carotenoides foi calculado conforme a Equagao 1.

(ng g") = (((ABS * V * 10% / (€ * L*100)) / m) (1)
Onde:

ABS = Absorbancia no comprimento de onda especifico;
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V = volume final da solugdo (mL);
€ = Coeficiente de exting¢do (B-caroteno = 3450; Licopeno = 2592);
m = Massa de amostra (g);

L = caminho 6ptico (1 cm).

2.2.13 Determinagao da Cor

A analise da cor foi realizada em colorimetro (HunterLab®, MiniScan EZ 4500L,
Reston, VA, USA) onde as amostras das folhas, frutos e sementes do guabijuzeiro foram
dispostas em placas de vidro para leitura. As amostras dos frutos foram analisadas na parte
interna (polpa) e na parte externa (casca). Os parametros medidos foram: L*, a* e b*, onde L*
indica a luminosidade (0 = preto ¢ 100 = branco) e a* e b* representam as coordenadas de
cromaticidade (+ a* = vermelho, - a* = verde; + b* = amarelo, - b* = azul). Os valores de C*

(chroma =V (a?+b?)) ¢ h° (angulo hue = tan"! b*/a*) foram calculados.

2.2.14 Determinagio dos Acidos Organicos e Agucares Individuais por CLAE

Para analise dos acidos organicos, adaptou-se a metodologia de Santos et al., (2018b).
Foram utilizados o fruto guabiju e semente liofilizada (T °C: -40; vacuo:720 pHg; Terroni®,
LS3000, Sao Carlos, SP, Brasil) e a folha seca (T °C: 40 /18h; Estufa de circulagdo de ar, TE-
394/2, Tecnal®, Piracicaba, SP, Brasil). Os extratos foram elaborados com 4gua deionizada
(1:10; m/v) sendo ambos incubadas a 30 °C sob agitacdo constante durante 30 min (Marconi,
incubadora MA832, Piracicaba, SP, Brasil). Na sequéncia, os extratos foram filtrados em papel
filtro qualitativo (0,16mm, Unifil®, Calibre Scientific, Alvorada, RS, Brasil) e armazenados a
-18 °C (Gelopar®, GPC-57, Curitiba, PR Brasil). Os 4cidos orgéanicos (L-ascorbico, citrico,
succinico e L-(-) malico) foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(Shimadzu®, LC-2040C 3D Plus, Japao). Os extratos elaborados foram filtrados em filtro de
seringa (0,22 pum de nylon) antes das andlises. O cromatografo era equipado por bomba
quaternaria, desgaseificador e autoinjetor acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos
(PDA LC-2030/2040). A separagdo dos compostos foi realizada em coluna Aminex HPX-87H
(300 x 7,8 mm) a 30 °C. A fase mdvel era constituida por uma solu¢ao aquosa de acido sulfurico
0,005M sob fluxo de 0,5 mL min"! em sistema de eluicdo isocratico. A identificacdo dos acidos
organicos foi realizada comparando o tempo de retengdo e espectros com os de padrdes. As

corridas foram monitoradas a 210 nm. A quantificagdo foi realizada através de curvas de
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calibragdio dos padrdes (ac. ascorbico: y = 34734101,356x + 304608; ac. citrico: y = 1E"x +
104211; ac. mélico: y = 1E%’x — 26273 e ac. succinico: y = 6E%x + 43859).

Os agucares individuais glicose, frutose e sacarose foram determinados nas mesmas
condigdes dos acidos organicos, sendo para essa analise utilizado o sistema CLAE (bomba
quaternaria, desgaseificador e autoinjetor) acoplado a um detector de indice de refragdo
Waters® R1 2414 (Milford MA, EUA). A identificacao dos aglicares nas amostras ocorreu por
comparagdo dos tempos de retencao dos padrdes de referéncia, sendo quantificado com base
nas curvas de calibragio (sacarose: y = 7,71E%x + 83246; glicose: y = 9,35E%x — 37747;
frutose: y = 9,14E%x + -75598).

2.2.15 Determina¢ao de Minerais

A composi¢ao de minerais foi realizada a partir da decomposi¢ao imida das amostras
dos frutos, folhas e sementes de guabiji em forno micro-ondas (Multivawe GO®, Anton Par,
Graz, Austria), utilizando-se 4 mL de 4cido nitrico 65% (v v'') (HNO3) e 1 mL de peroxido de
hidrogénio 30% (v v'!) (H202) (Gonzaléz; Herrador, 2006). As amostras digeridas foram
avolumadas para 15 mL utilizando-se 4dgua ultrapura e os minerais célcio, potassio ¢ sodio
foram determinados por espectrometria de absor¢ao atdbmica com chama (AA 240-FS, Varian).
O elemento Ca foi determinado por absor¢do, enquanto os elementos Na e K por emissdao
atoOmica. Foram utilizadas lampadas de cidtodo oco com corrente, acetileno como combustivel
e ar comprimido como oxidante. Para cada mineral foi construida uma curva padrdo com
solugdes de referencia a partir de uma solugdo mista de 100 mg L. Os resultados foram
expressos em mg kg™ de amostra. Esta andlise foi realizada pela Central Analitica Multiusuario

de Medianeira (CEANMED) da UTFPR, campus Medianeira.

2.2.16 Analise Estatistica

Os dados obtidos nas andlises fisico quimicas foram expressos pela média + desvio
padrdo e avaliados estatisticamente por meio de ANOVA e Teste de Fisher LSD (Fisher Least
Significance Difference), considerando as amostras como fonte de variagdo. Foi utilizado o
critério estatistico ao nivel de significancia de 5% com auxilio do software Statistica versao 8.0

(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Composicao fisico-quimica das folhas, frutos e sementes de guabijuzeiro

Os frutos de guabiju avaliados apresentaram didmetro médio de 21,96 + 0,94 mm,
altura de 22,27 £ 0,73 mm, peso de 6,03 £ 0,69 g e possuiam de uma a duas sementes. As folhas
indicaram comprimento de 57,58 + 4,04 mm, largura de 27,42 + 1,89 mm e peso de 0,31 + 0,05
g. Nas sementes do fruto, observou-se circunferéncia média de 11,56 + 0,55 mm, espessura de
7,80 + 0,86 mm e peso de 0,91 £ 0,08 g. As caracteristicas visuais do fruto, semente e das folhas

foram demonstradas na Figura 10.

Figura 10 - Caracteristicas visuais dos frutos, sementes e folhas do guabijuzeiro

Fruto inteiro Folha

Comprimento

© 21,96 mm 57.58 mm

W

Sementes

Rendimento W) 45.72% 15,59% 38.69%

Fonte: A autora (2025).

Dentre os dados biométricos reportados para a espécie, Griebeler et al. (2019)
constataram 17,38 mm de comprimento e 16,05 mm de largura em frutos de guabiju, enquanto
nas sementes as médias dimensionais foram de 8,10; 9,56 e 6,49 mm em comprimento, largura

e espessura, respectivamente. Assumpg¢do, Dalmaso e Braganca (2017) documentaram
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diametro médio de 19,06 mm e peso do fruto inteiro de 4,32 g, assim como medidas em
comprimento, largura e espessura de 10,48; 8,84 ¢ 9,37 mm, além do peso de 0,34 g para as
sementes do guabiju. Rodrigues et al. (2021) destacaram para as folhas do guabijuzeiro largura
média de 2,61 cm e comprimento de 6,16 cm, similar as dimensdes obtidas nas folhas avaliadas.

De modo geral, os frutos e sementes analisados demonstraram caracteristicas
biométricas superiores a dados ja catalogados. Essas diferencas nas dimensdes entre frutos de
uma mesma espécie podem ocorrer devido fatores ambientais como a incidéncia de chuvas
durante o periodo de desenvolvimento dos frutos e caracteristicas genéticas como a idade das
arvores (Griebeler ef al., 2019).

Nos dados sobre rendimento das partes dos frutos analisados, evidenciou-se que
45,72% era representado por polpa, 38,69% de casca e 15,59% de semente. Comportamento
similar foi reportado por Assumpc¢do, Dalmaso e Braganga (2017) para o guabiju, indicando
percentual para polpa de 62,96%, 29,17% de casca e 7,87% para semente.

Na Tabela 3 foram dispostos os dados referentes as caracteristicas fisico quimicas das

folhas, frutos e sementes do Myrcianthes pungens.

Tabela 3 - Composi¢ao fisico-quimica de Myrcianthes pungens

Amostras
Parametros*
Fruto Folha Semente
Umidade (g 100 g™) 78,44* + 0,40 4291°+0,28 47,05+ 0,11
Cinzas (g 100 g™) 0,69°+ 0,03 5,57+ 0,10 1,12°+ 0,05
Proteina bruta (g 100 g!) 2,17°+0,58 4,822+ 0,47 2,03°+ 0,00
Lipidios totais (g 100 g™) 0,31°+ 0,02 1,66* + 0,05 1,30°+ 0,03
CHO (g 100 g 18,38°+ 0,27 45,02°+ 1,34 48,76* + 0,47
ATT (g ac. citrico 100 g™) 0,33+ 0,01 0,44° £ 0,06 1,73*+ 0,10
pH 4,62°+ 0,02 5,59+ 0,01 5,04°+ 0,02
SST (° Brix) 17,34 + 0,62 - -
Cor
Polpa Casca
L* 15,47+ 0,55 7,384+ 0,40 33,77+ 0,17 10,53°+ 0,24
a* 3,412+0,18 -0,31°+£ 0,01 -4,784+£0,14 2,55+ 0,01
b* 9,41°+0,36 1,904 + 0,03 11,42*+ 0,29 4,97°+ 0,36
Croma (C%*) 10,01+ 0,28 1,934+ 0,03 12,38+ 0,92 5,59+ 0,31
Angulo Hue (h°) 70,06 + 1,64 99,37°+ 0,22 112,72* + 0,60 62,779+ 1,73

Fonte: a autora (2025).

Nota: ATT: Acidez titulavel total; CHO: carboidratos; SST: So6lidos soliveis totais; *Dados expressos em base
umida; Médias + desvios padrdo das amostras em triplicata; ®® ¢ ¢ letras sobrescritas diferentes nas linhas
indicam diferenca significativa pelo teste de Fisher (p < 0,05).
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Em todas as amostras analisadas (fruto, folha ¢ semente) foram constatadas diferengas
significativas para os parametros de umidade, cinzas, lipidios e carboidratos. Nos dados
resultantes para as proteinas observou-se que entre o fruto e semente ndo houveram diferencas
nos teores identificados (p > 0,05).

Para o teor de umidade, Seraglio et al. (2018), Detoni et al. (2021) e Bombana et al.
(2021) reportaram dados de 83,21; 77,11 € 77,49 g 100 g™! para guabiji e 45,70% em sementes,
semelhante ao identificado nas amostras analisadas. Em frutos da mesma familia (Myrtaceae),
como a FEugenia uniflora L. (pitanga), Eugenia pyriformis Cambess (uvaia), Myrciaria
cauliflora (jabuticaba) e Syzygium cumini (jambolao) foram descritos teores de umidade entre
84,56 € 93,29 g 100 g! (peso fresco), sendo superiores ao fruto analisado (Paiva et al., 2023;
Sganzerla et al., 2018; Seraglio et al., 2018). As folhas do guabijuzeiro demonstraram menor
teor de umidade em relagdo as folhas de llex paraguariensis (erva mate) e Spondias tuberosa
Arruda Camara (umbuzeiro) nas quais foram documentados teores de 60,62%-65,27% e
75,02%, respectivamente (Frizon; Nisgoski, 2020; Ferreira; Campos; Medeiros, 2020). O teor
de umidade nas folhas pode ser afetado pela disponibilidade de agua no solo onde as plantas
foram cultivadas. Considerando que o solo abriga a 4gua e os nutrientes para o crescimento das
plantas, a escassez de agua pode causar alteracdes fisioldgicas na planta e influenciar no
conteudo de agua das folhas.

Entre os aspectos fisico quimicos avaliados (cinzas, proteinas e lipidios) destacou-se
que as folhas do guabijuzeiro exibiram teores significativamente maiores em comparagdo ao
fruto e semente, com exce¢do ao contetido de carboidratos totais, que foi maior nas sementes
(Tabela 3). Os frutos de guabiju exibiram uma menor concentracao de lipidios em relagdo a
polpas de Psidium guineense Swartz (araca da praia) e Eugenia dysenterica DC. (cagaita)
avaliados por Schiassi et al. (2018) com dados de 1,05% e 0,49%. Em contrapartida, o fruto
guabijii analisado demonstrou maior conteudo sob os parametros de proteinas, cinzas e
carboidratos totais (Tabela 3) em comparagdo aos frutos de araga da praia (0,42%; 0,43% e
6,87%) e cagaita (0,77%; 0,30% e 8,09%).

Nas folhas do guabijuzeiro, constataram-se teores mais elevados de cinzas (5,57 g 100
gh), proteinas (4,82 g 100 g'!) e lipidios (1,66 g 100 g'') em comparagdo aos valores obtidos
por Ferreira, Campos e Medeiros (2020) e Sarker, Oba e Daramy (2020) em folhas de
umbuzeiro (proteina:1,75; cinzas: 3,46 g 100 g') e Amaranthus lividus (caruru do brejo) com
teores de 3,58; 3,46 € 0,29 g 100 g! (proteina, cinzas e lipidios, respectivamente). As sementes
de guabiju, foram recentemente avaliadas por Bombana et al. (2021), sendo possivel verificar

dados similares no contetido de cinzas, proteinas e carboidratos (1,14%; 2,38% e 44,97%),
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embora o teor de lipidios identificado no estudo atual tenha sido inferior ao encontrado pelo
autor, de 2,50%. O residuo de cinzas estima o conteudo mineral total em alimentos (Miller,
2017), logo infere-se que ha um teor maior de minerais nas folhas do guabijuzeiro.

O parametro de acidez titulavel total (ATT) indicou o maior indice significativo para
as sementes, enquanto os frutos e folhas ndo expressaram diferencas entre si. Entretanto, todos
valores de pH foram distintos entre as amostras e o menor resultado significativo foi constatado
para o fruto (p < 0,05). Nos frutos o valor de acidez obtido (0,33 g 4cido citrico 100 g™!) foi
maior em comparagao aos frutos de guabiju avaliados por Seraglio et al. (2018) e Detoni et al.
(2021) cujos dados foram 0,02; 0,16 e 0,22 g 4cido citrico 100 g'. Em polpas de Psidium
guajava (goiaba) e pitanga vermelha, Paiva et al. (2023) destacaram indices de acidez de 1,29
e 3,42 g 4cido citrico 100 g!, respectivamente. E em frutos de Myrciaria dubia (camu — camu)
maduros foram detectados valores de 2,4 g 4cido citrico 100 g (Souza; Silva; Aguiar, 2020).
A acidez determinada nas folhas do guabijuzeiro (0,44 g acido citrico 100 g!), indicou menor
teor em relacdo as folhas de Moringa oleifera (acicia-branca), com dados de 0,57 g 100 g!' e
contetdo superior as folhas de Pereskia Aculeata Mill (ora-pro-nobis), com acidez de 0,043 g
100 ¢! (Camara et al., 2019; Moro et al., 2021). A acidez obtida na semente de guabiju (1,73
g 4cido citrico 100 g'!) foi superior as sementes do camu-camu analisado por Grigio et al. (2017)
que indicou ATT de 4,33 mg 4cido citrico 100 g!. As alteragdes na acidez em frutos de mesma
espécie podem ser atribuidas a influéncia de fatores como os métodos de cultivo, tipo de solo,
disponibilidade de &4gua, estigio de maturagdo e outros elementos que influenciam o
desenvolvimento das plantas (Paiva et al., 2023).

Nos dados de pH observou-se que o resultado obtido no fruto (4,62) foi similar aos
frutos de guabiju avaliados por Detoni ef al. (2021) com valores de 4,63 ¢ 4,69 e ligeiramente
menor ao pH de 5,32 obtido por Seraglio et al. (2018). Em outras espécies, identificaram-se
dados de pH 3,24 e 3,39 em gendtipos de Eugenia involucrata (cereja do Rio Grande), pH 4,11
em polpas de goiaba e 3,18 em pitangas vermelhas (Mayer et al., 2022; Paiva et al., 2023). As
folhas de guabijuzeiro exibiram maior valor de pH (5,59) entre amostras avaliadas e dados
similares as folhas de acacia-branca e ora-pro-nobis, com dados de 5,70 e 5,03, respectivamente
(Camara et al., 2019; Moro et al., 2021). O pH da semente de guabiju (5,04) foi similar ao
obtido por Bombana et al. (2021) com dados de 4,96 e relativamente maior ao valor registrado
na semente de camu-camu de 3,96 (Grigio ef al., 2017). Pequenas alteragdes no pH podem ser
associadas a presenca de 4cidos orginicos e sais minerais, os quais apresentam efeito
tamponante. Em algumas espécies, o poder tamponante pode causar também mudangas na

acidez e nao interferir significativamente no pH (Aroucha ef al., 2010).
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Na determinacao dos so6lidos soluveis totais (SST), o resultado obtido para o fruto de
guabiju (17,34 °Brix) foi superior ao guabiju investigado por Dalla Nora et al. (2014), Seraglio
et al. (2018) e Detoni et al. (2021) com 15,00; 14,00 e 17,03 °Brix, respectivamente. Indices de
SST foram evidenciados em espécies de grumixama amarela (15,63°Brix), araca (12 °Brix) e
jabuticaba (16 °Brix) apresentando-se inferiores aos dados registrados para o guabijui avaliado
(Mendonga; Vieites, 2019; Schiassi et al., 2018; Almeida et al., 2020). O SST € um parametro
utilizado para verificar a maturidade de frutos ou vegetais na colheita, indicando a quantidade
de agucares presentes na amostra. Quanto mais elevado °Brix, maior o grau de maturagdo da
fruta, o que sugere também alta docura. Esse parametro ¢ influenciado conforme a variedade
da cultivar, condigdes do solo, processamento e fatores climaticos (Castro et al., 2015; Prasad;
Jacob; Siddiqui, 2018).

Na andlise de cor foram observadas diferencas significativas em todos os parametros
(L*, a*, b*, C* e h°) para todas as amostras avaliadas (Tabela 3). A escala de L* varia do preto
(0) ao branco (100), indicando que cores mais escuras sdo representadas por valores menores e
o0 oposto indica cores mais claras (Ferreira; Spricigo, 2017). Dessa forma, constatou-se menor
valor de L* para a casca do fruto (7,38) e maior resultado na amostra de folha (33,17). Dados
superiores ao encontrado na casca do guabiji foram reportados por Detoni et al. (2021) na casca
dos frutos (L*: 21,11-21,65), semelhante ao reportado por Souza, Silva e Aguiar (2020) na
casca do camu-camu com L* de 26,77, refletindo assim em tons mais escuros para espécie do
presente estudo. Em folhas de erva mate frescas, foram evidenciados valores de L* semelhantes,
de 30,97 e 32,94, enquanto folhas de ora-pro-nobis exibiram valor de L* relativamente maior,
de 44,22, sugerindo coloragdo mais claras as folhas do guabijuzeiro (Frizon; Nisgoski, 2020;
Moro et al., 2021).

A coordenada a* expressou dados negativos para a folha e casca do guabijt, (Tabela
3) destacando assim predomindncia da cor verde. J4 a semente e polpa de guabiji exibiram
dados com tendéncia a cor vermelha (2,55; 3,41; respectivamente). No parametro b* constatou-
se maior proximidade com a cor amarela, visto que os dados obtidos para todas as amostras
foram positivos. Esse mesmo comportamento foi observado por Frizon e Nisgoski (2020) em
folhas de erva mate, onde destacaram-se valores negativos de a* (-8,50 e -4,48) e positivos para
b* com dados de 7,92 e 15,07. Para casca e polpa de guabijt, Detoni et al. (2021) mencionaram
dados similares, indicando valores negativos para coordenada a*: -0,82; -1,07 (casca) e
positivos para b*: 25,85; 14,66 (polpa). Nesse mesmo contexto, Bombana et al. (2021)
constataram tons proximos ao verde para a casca (a*: -1,91) e avermelhados para a semente e

polpa do fruto guabiju (a*: 7,99 e 8,25). A tendéncia a tons amarelados também foi mencionada
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pelo autor em todas as amostras (b*: 3,04; 4,86 ¢ 1,00 para casca, semente e polpa),
corroborando com os valores obtidos (Tabela 3).

O parametro de croma (C*), que determina a intensidade da saturacao da cor resultou
em maior valor na folha e menor na casca do guabiju (12,38; 1,93, respectivamente). Em folhas
de ora-pro-nobis, Moro et al. (2021) documentaram valor C* relativamente maior ao das folhas
de guabijuzeiro com dados de 15,43. Por outro lado, dados similares a casca do guabiju, foram
reportados por Pereira et al. (2020) em polpa da pitanga preta, indicando valor de C*: 2,18.

O angulo hue (h°) entre 0° e 90° indica transi¢ao na tonalidade da cor vermelho para
o amarelo, sendo constatado nas sementes e polpa do fruto (62,77° e 70,06°, respectivamente).
Valores para h® de 90° a 180° demonstram varia¢do nos tons da cor amarelo para verde e foi
verificado para as amostras das folhas e casca do guabiju com valores de 112,72° e 99,37°. Na
avalia¢do de polpas de pitangas, Pereira ef al. (2020) mencionaram angulo h° de 20,78° e 50,25°
para as variedades vermelha e roxa, sendo inferior aos dados obtidos para polpa de guabiju
(70,06°) o que refor¢a sua tonalidade mais amarela. Por outro lado, Pereira ef al. (2020)
indicaram também que as sementes de pitanga resultaram em h° de 87,24° e 76,35° exibindo
coloracdo mais proximo do amarelo em relagcdo as sementes do guabiju. Diversos pigmentos
naturais sdo responsaveis pela coloracdo das plantas, dentre carotenoides, antocianinas,
betalainas e clorofilas. Esses compostos desempenham papeis fisioldgicos nas plantas e

também podem apresentar bioatividade com potenciais efeitos a saude (Schwartz et al., 2017).

2.3.2 Conteudo de agucares, acidos, carotenoides e minerais de Myrcianthes pungens

Na Tabela 4, sdo demonstrados os valores obtidos para os parametros de agucares,

acidos organicos, minerais individuais e carotenoides de frutos, folhas e sementes de guabiju.
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Tabela 4 — Perfil de actcares, acidos organicos, carotenoides e minerais de Myrcianthes

pungens
Parametros Frutos Folhas Sementes

Acucares (g 100 g)*

Sacarose 1,194+ 0,02 - 1,194+ 0,04

Glicose 5,46*+ 0,08 1,11°+ 0,01 2,56+ 0,01

Frutose 7,142+ 0,12 0,93°+ 0,01 3,62+ 0,01

Soma total dos acuicares 13,79 2,04 7,37

Acidos (mg 100 g')**

Acido citrico 6,53+ 0,12 - -

Acido succinico 78,878 +1,36 - 87,014+ 0,60

Acido milico 18,46 + 0,30 - -

Acido ascérbico 1,65+ 0,02 - -
Soma total dos acidos 105,50 87,01
Carotenoides (ng g'')*

p-caroteno 41,548 £ 511 309,634 + 39,75 -

Licopeno 51,438+5,78 252,524+ 50,61 -

Soma total dos carotenoides 92,97 562,15 -
Minerais (mg kg!)**

Potassio (K) 3571,30*+ 298,80 2311,60° + 178,20 328,50 £ 24,70
Sédio (Na) 1245,70°+ 29,40 1636,70* + 128,10 926,50° £ 65,10
Calcio (Ca) 590,80°+ 18,40 3605,70° + 191,00 6431,60% + 156,70

Soma total de minerais 5407,80 7554,00 7686,60

Fonte: a autora (2025).

Nota: *Dados expressos em base imida; **Dados expressos em base seca; Médias + desvios padrio das amostras
em triplicata; *>¢ letras min{isculas sobrescritas diferentes nas linhas indicam diferenga significativa pelo
teste de Fischer (p <0,05); letras maitsculas diferentes nas linhas (* B) indicam diferenca significativa pelo
teste T (p <0,05).

Na composi¢ao individual dos acidos organicos, foram identificados os acidos citrico,
malico, ascorbico e succinico no fruto; sendo este ultimo o Unico identificado nas sementes.
Nas folhas ndo foram evidenciados constituintes acidos. O 4cido predominante nos frutos de
guabiju foi o succinico (78,87 mg 100 g!), semelhante ao evidenciado por Silva et al. (2018)
para a Plinia cauliflora (jabuticaba), porém em concentra¢do maior ao da espécie estudada
(0,61 2100 g!). Também foram documentados teores mais elevados de constituintes dcidos nas
espécies de Eugenia uniflora L. (pitanga), Acca sellowiana (feijoa) e Eugenia pyriformis
Cambess (uvaia), sugerindo o guabiji como um fruto de baixa acidez (Cardoso ef al., 2021;
Wanderley et al., 2022). Nas sementes de Elaeagnus multiflora Thunb. (cereja silver berry),
Lachowicz-Wisniewska et al. (2021) investigaram a presenga de compostos acidos e dentre eles
identificaram o acido succinico na amostra. J4 em sementes de Eugenia candolleana (cambui
roxo), Soares et al. (2022) identificaram em maior predominancia o acido citrico (1,89 g 100 g
1, além de malico e tartarico. Os acidos succinico e mélico sdo aplicados como reguladores de
acidez e associados ao aumento da atividade antioxidante em matérias primas (Lachowicz-
Wisdniewska et al., 2021)

Os acidos organicos, assim como o0s agucares, contribuem principalmente na formagao

do sabor dos frutos. Esses compostos tendem a diminuir na fase de amadurecimento dos frutos,
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implicando geralmente em menor acidez e aumento na concentragao dos agucares (Famiani et
al., 2015; Batista-Silva et al., 2018). Os acidos organicos junto de outros fatores, influenciam
no pH de frutas e vegetais, sendo que um maior contetdo de acido resulta em um pH mais baixo
devido ao fornecimento de ions de hidrogénio (Prasad; Jacob; Siddiqui, 2018).

A andlise cromatografica dos acglcares constatou em maior predominancia a frutose
nos frutos e sementes de guabiji, seguidos da glicose, sendo o maior conteudo nos frutos. Para
as folhas constatou-se o menor conteudo significativo de acucares (total de 2,04 g 100 g™),
sendo predominante a glicose. A sacarose quantificada representou 1,19 g 100 g! para frutos e
sementes, enquanto nas folhas ndo foi identificado (Tabela 4).

Seraglio et al. (2018) ndo evidenciaram sacarose no fruto de guabiju maduro avaliado,
apenas a glicose e frutose que juntos somaram 81,22 g 100 g™! (peso seco) enfatizando contetido
superior ao resultado do presente estudo (somatério de 63,98 g 100 g™! de fruto seco, dados nio
mostrados). Em frutos da mesma familia, Nehring et al. (2022) quantificaram os acucares
frutose e glicose para Eugenia brasiliensis (grumixama), que mesmo em seu estagio totalmente
maduro demonstraram menor teor em relacdo do fruto guabiju (4,40 a 5,28 de frutose; 3,17 a
4,17 de glicose em g 100 g™! de fruto fresco). Nas espécies Plinia trunciflora e Plinia cauliflora
(jabuticaba), Silva et al. (2018) reportaram a presenca de sacarose, frutose e glicose, que
somadas demonstraram contetido de 9,85 ¢ 11,22 g 100 g de fruto fresco, indicando menor
quantidade do que o encontrado no fruto guabiju analisado (13,79 g 100 g™).

Em folhas de Vaccinium corymbosum L. (mirtilo), AkSi¢ et al. (2019) constataram
também maior predominancia de glicose com teores de 4,78 a 7,32 mg g'!, porém em menor
contetudo ao observado nas folhas do guabijuzeiro (1,11 g 100 g!). Outros agtcares de menor
relevancia, como a frutose, sacarose e galactose foram relatados pelos autores supracitados.
Comportamento similar foi observado por Chung e Youn (2020), os quais reportaram para as
folhas de Camellia sinensis (cha verde), contetido de 11,42 a 23,05 mg 100 mL™! de glicose,
além da sacarose (12,58-16,86 mg 100 mL™"), oscilando conforme o tratamento aplicado nas
folhas do cha verde.

Em sementes maduras de cambui roxo, Soares et al. (2022) identificaram os agucares
frutose, glicose e sacarose, sendo o contetido mais predominante na sacarose (1,23 g 100 g™).
De forma similar, Farias et al. (2020) reportaram em sementes de uvaia maior teor para a
sacarose (13,52 mg g, em peso seco). Os aglicares analisados em semente de grumixama
compreenderam frutose (1,13%), glicose (1,01 %) e sacarose (0,36%) com teores relativamente

menores ao evidenciado nas sementes de guabiju (Nascimento et al., 2017).
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Os principais agucares encontrados em frutas e vegetais sdo a sacarose, glicose e
frutose e suas proporg¢des tem variagdo que interferem no sabor, visto que a frutose possui maior
dogura que a sacarose que € mais doce que a glicose (Prasad; Jacob; Siddiqui, 2018). O
equilibrio entre agtcares e acidos desempenha um papel importante na percepgao do sabor de
frutas e vegetais. Uma alta quantidade de agiicar pode minimizar a sensacdo da acidez, assim
como a composic¢ao de acidos de uma amostra pode afetar a percep¢ao dos agucares. O acido
malico tende a realgar a percep¢ao da sacarose, enquanto o citrico pode camuflar a percepgao
de frutose e sacarose (Watkins, 2017). Dessa forma, a considerar os niveis de agtcar e SST, o
guabiju analisado pode ser caracterizado como um fruto doce.

Os carotenoides determinados em teores de [(-caroteno e licopeno resultaram em
valores significativamente diferentes entre as amostras, sendo mais expressivos nas folhas,
principalmente para o B-caroteno (309,63 ug g!). O contetido total de carotenoides do fruto
guabiji (92,97 ug g!) foi menor ao reportado para grumixama amarela com 185,83 pg gl e
maior em relagio a Myrciaria glazioviana popular “cabeludinha” com teores de 67,78 pg gl e
Psidium cattleianum Sabine, o araga, com 6,27 pg p-caroteno g' (Denardin et al., 2015;
Mendonga; Vieites, 2019). Os pigmentos carotenoides fornecem as cores amarelas, laranja e
vermelhas para maioria das frutas e plantas. Dentre suas propriedades quimicas estd a
capacidade de protecdo das células contra danos oxidativos, em funcdo do potencial
antioxidante exibido pela maioria dos carotenoides (Schwartz et al., 2017).

A soma dos carotenoides nas folhas do guabijuzeiro resultou em 562,15 pg g'!, sendo
superior as folhas de erva mate avaliadas por Thewes et al. (2016) que exibiram teores médios
de 236,9 a 440,3 pg g'. Em folhas de Arbutus unedo L. (medronheiro) o contetido total de
carotenoides oscilou de 0,06 a 0,27 mg g, sendo inferior ao obtido nas folhas do guabijuzeiro
(Zlabur et al., 2020). Em tecidos que possuem clorofila, como é o caso das folhas, os
carotenoides tém sua cor camuflada e geralmente teores mais elevados destes compostos
ocorrem onde h4 maior concentracdo de clorofila. Os carotenoides atuam como pigmentos
secundarios sendo responsaveis na captacdo da energia da luz por meio da fotossintese.
Desempenham papel fotoprotetor eliminando espécies reativas ao oxigénio € sdo precursores
do acido abscisico, composto regulador do crescimento nas plantas (Schwartz et al., 2017).
Dessa forma, salienta-se que as folhas do guabijuzeiro podem ser uma fonte promissora para
extracdo de pigmentos carotenoides.

Nos minerais avaliados, observou-se maior conteudo de potéssio (K) nos frutos,
enquanto calcio (Ca) foi mais predominante nas folhas e sementes do guabiju (Tabela 4). De

forma similar, Seraglio et al. (2018) evidenciaram para o fruto guabiji de diferentes estagios
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de maturagdo, maior contetido de K, (3110,32 e 9603,64 mg 100 g!), assim como Detoni et al.
(2021) para frutos de diferentes colheitas (6973,76 ¢ 7010,19 pg g'') e Bombana et al. (2021)
para a polpa e casca do guabijii avaliados separadamente (82,62; 218,16 mg 100 g,
respectivamente). Em frutos como a jabuticaba, jamboldo e grumixama, o mineral K expressou
maior conteido também, com teores entre 589,30 a 5099,30 mg 100 g (Seraglio et al., 2018;
Nehring et al., 2022). O potassio geralmente ¢ o principal mineral identificado em frutas por
apresentar maior mobilidade no xilema e nao ser eliminado na transpira¢ao da planta. Esse
mineral esta atrelado a sintese de acticares e maturacao dos frutos, além de atuar na formagao
de muitas proteinas e processos enzimaticos nas plantas (Moraes et al., 2021; Nehring et al.,
2022). No organismo humano atua em diversas fungdes, sobretudo na polarizagdo de
membranas, responsaveis ao funcionamento de musculos e transmissao nervosa (Miller, 2017;
Sousa et al., 2022).

Em folhas de Vitis vinifera L. (videira), Maia et al. (2021) constataram dentre os
minerais avaliados que Na, Ca e K representaram as maiores concentracdes para todos os
genoétipos avaliados da espécie, destacando-se com maior relevancia o teor de K, de 2817,77 a
4046,22 ug g'!. De forma similar ao observado em folhas de guabijuzeiro, Olivari et al. (2020)
relataram para o perfil mineral das folhas de erva mate, um maior conteudo de Ca, com valor
médio de 3450 mg kg!. Em outro contexto, Biel e Jaroszewska (2016) documentaram para
folhas de Rubus idaeus L. (framboesa) menor contetido de Na (3,87 gkg!) em relagdo as demais
espécies avaliadas; de Rubus fruticosu L. (amora-preta), Aronia melanocarpa L. (chokeberry)
e Hippophae rhamnoides L. (espinheiro-maritimo), as quais indicaram dados de 0,42; 0,35 e
0,11 g kg'!, respectivamente, cujos valores foram menores ao evidenciado nas folhas do
guabijuzeiro (1636,70 mg kg™).

No perfil mineral das sementes de guabiji, Bombana et al. (2021) relataram a
predominancia do mineral K (287,31 mg 100 g'), seguindo do Ca (141,29 mg 100 g™),
diferente ao observado no presente estudo, onde obteve-se maior concentragdao de Ca (6431,6
mg kg') e na sequéncia Na e K. De forma similar, Freitas et al. (2019) reportaram maior
conteudo de K em diferentes genotipos de sementes de camu-camu, com teores de 2470 a 4111
mg kg!, seguidos de magnésio (Mg) e Ca. Em sementes in natura de Artocarpus heterophyllus
Lam. (jaca), o mineral Ca representou o menor conteiido entre os macroelementos, indicando
146,1 mg 100 g!, dados relativamente menores ao da semente de guabiju (Sousa et al., 2022).
O Ca ¢ um elemento da composi¢do da parede celular nas plantas, atuando na manutencdo de
sua integridade e permeabilidade (Guedes ef al., 2015). Entre as inimeras fung¢des atribuidas

ao Ca, estao os efeitos regulatérias em processos fisiologicos e bioquimicos de plantas e animais
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como fotossintese, coagulacdo sanguinea, fosforilagdo oxidativa, contra¢do muscular e
transmissdo de impulsos nervosos. Sua deficiéncia no organismo afeta a formagao de ossos e
dentes (Miller, 2017; Biel; Jaroszewska, 2016).

Em sintese, constatou-se relevante contetido total de elementos minerais nas partes do
guabijuzeiro, sendo nos frutos 5704,80 mg kg™!, enquanto para as folhas e sementes 7554,0 e
7686,6 mg kg™!, respectivamente. O contetido de minerais das partes das plantas, principalmente
as comestiveis ¢ interferido pela genética da planta, fertilidade do solo e ambiente em que se
desenvolvem (Miller, 2017). Embora as sementes e folhas nao representem atualmente a fragao
comestivel da espécie, esses dados contribuem na obtencdo de fontes alternativas para

exploracdo de minerais.

2.4 CONCLUSAO

As folhas, frutos e sementes de guabiji demonstraram caracteristicas fisico quimicas
distintas entre si, a destacar teores mais elevados de cinzas e proteinas nas folhas. Os agucares
foram representados principalmente pelo elevado teor de frutose identificado, o qual reforca o
sabor doce relatado para o fruto. Entre os &cidos organicos avaliados, houve maior
predominancia do acido succinico, com dados significativamente maiores nas sementes. O teor
de carotenoides foi superior na amostra das folhas, assim como o mineral célcio, destacando
uma possivel fonte desses compostos. Salienta-se que em folhas de guabijuzeiro, o presente
estudo ¢ o primeiro a relatar dados sobre sua composicao fisico quimica. Os dados obtidos para
folhas, frutos e sementes de guabiji demonstraram informacgdes de grande relevancia sobre suas
caracteristicas fisicas e quimicas, contribuindo para um melhor entendimento das propriedades
dessa espécie e suas potenciais aplicagdes em diversas areas, como em alimentos, farmacia e
nutricdo. Além do mais, essas informagdes podem servir de base para nortear novos projetos e

promover a valorizacdo da espécie.
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CAPITULO 3: OTIMIZACAO DA EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DE
FRUTOS E FOLHAS DE Myrcianthes pungens

RESUMO: Myrcianthes pungens ¢ uma arvore frutifera popularmente conhecida como
guabiju, que tem sido relatada como fonte de compostos bioativos, como os compostos
fenolicos, os quais podem atuar sob o potencial antioxidante e antimicrobiano reportado para
espécie. A extracao desses compostos pode ser realizada por diferentes combinagdes de fatores,
os quais podem fornecer processos otimizados na maximiza¢ao de compostos. Dessa forma
aplicou-se o planejamento Box-Behnken e a metodologia de superficie de resposta para obter
extratos otimizados dos frutos e folhas do guabijuzeiro, nos quais determinou-se o perfil
fendlico e o potencial antimicrobiano contra os microrganismos Candida albicans, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella enterica. Os extratos foram elaborados por meio da
maceracao utilizando diferentes concentra¢des de solvente (etanol ou acetona), razao soluto:
solvente e temperatura. Foram avaliados os compostos fenolicos totais, flavonoides totais,
antocianinas totais e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH nos extratos
obtidos. Os ensaios otimizados foram analisados quanto ao perfil fenélico por CLAE e atividade
antimicrobiana frente a microrganismos patogénicos. Solugdes com etanol foram mais
eficientes na extracdo das antocianinas (2773,48 mg kg!), compostos fenélicos (32385,64 mg
AGE kg') e FRAP (446,67 mmol TE kg!), enquanto as solu¢des com acetona indicaram
melhores resultados para os flavonoides (7847,68 CAT kg'!) e atividade antioxidante ABTS
(984,12 mmol TE kg!) nos frutos de guabiji. Nos extratos foliares, os compostos fenélicos
(102289,92 mg AGE kg!) e atividade antioxidante por DPPH (942,38 mmol TE kg') e FRAP
(1374,01 mmol TE kg™!) indicaram melhor resultado em solucdes elaboradas com acetona. Ja
as extragdes com solugdes de etanol obtiveram maiores concentracdes para os flavonoides
(29582,44 CAT kg'!) e atividade antioxidante ABTS (2698,64 mmol TE kg™). O perfil fendlico
obtido com os extratos otimizados para os frutos indicou maior extracdo de compostos com
solugdes de etanol (2666,27 mg kg!), enquanto a acetona exibiu maior contetido para as folhas
(6555,32 mg kg'). Ambos extratos inibiram os microrganismos avaliados, sendo que um
percentual na faixa de 30 a 79% foi observado nos extratos foliares do guabijuzeiro. Os dados
obtidos destacaram que tanto as folhas como os frutos do guabiju possuem compostos com
efeitos bioldgicos importantes e podem servir de base em futuras investigagdes da espécie.

Palavras-chave:  Guabiji. Planejamento  Experimental. = Atividade  Antioxidante.
Antimicrobiano. Perfil fendlico.

3.1 INTRODUCAO

A familia Myrtaceae abriga inimeras espécies entre os biomas do Brasil. Myrcianthes
pungens, popularmente conhecida como guabiji, ¢ uma arvore pertencente a essa familia e
predominante nos estados do sul do pais. Suas caracteristicas compreendem tronco com casca
lisa, folhas verdes brilhantes com apice pontiagudo e ocorréncia de frutificagdo. Os frutos sdo
pequenos e arredondados, possuem a polpa amarelada, com uma a duas sementes e quando
maduros a casca ¢ roxa escura de aspecto aveludado. Seu consumo ¢ geralmente in natura

(Dalla Nora et al., 2014; Della Betta et al., 2018).



68

O guabijuzeiro ¢ descrito na literatura por demonstrar a presenca de constituintes
polifendlicos na composi¢do. Nos frutos tem destaque as antocianinas como a delfinidina,
cianidina e malvidina e compostos fendlicos como kaempferol, dcido galico e catequina, os
quais sao em grande parte responsaveis pela atividade antioxidante atribuida a espécie (Dalla
Nora et al., 2014; Seraglio et al., 2018; Machado et al., 2024). Nesse mesmo contexto, a
atividade gastroprotetora in vivo contra ulcera, foi associada aos compostos quercetina,
quercitrina, catequina e epicatequina identificados nos extratos provenientes das folhas e frutos
de guabiju (Almeida et al., 2017). Dessa forma, pode-se salientar que a composicao fenolica
do guabiju pode ter forte relagdo com efeitos benéficos para a satude.

Para realizar a extracdo de compostos bioativos em espécies vegetais podem ser
aplicados diferentes métodos e condigdes. A escolha da tecnologia empregada no processo de
extracdo, tipo de solvente, tempo ou temperatura, assim como as caracteristicas da amostra,
refletem em fatores que podem ser fundamentais na obtengdo de extratos com riqueza de
constituintes quimicos. Dentre os processos extrativos convencionais mais empregados esta a
maceracao, um método simples e barato que permite lidar com volumes diferenciados de massa
e solvente, o qual geralmente ¢ aplicado na extragdo de compostos em plantas (Oliveira, 2014;
Tambun; Alexander; Ginting, 2021; Cacique et al., 2020).

Aliado a finalidade de otimizar os parametros aplicados em processos de extracao, sao
utilizadas técnicas de modelagem estatistica e matematica, como a metodologia de superficie
de resposta (MSR). Esse método busca determinar condi¢cdes 6timas das varidveis de controle,
visando uma resposta adequada sobre um determinado fator de interesse, baseado em um
planejamento experimental. Dentre os designs experimentais mais utilizados na MSR, o
planejamento de Box-Behnken € comumente aplicado em pesquisas por empregar menos niveis
para cada fator, requerendo assim um numero de experimentos menor (Khuri; Mukhopadhyay,
2010; Oliveira, 2014).

Portanto, o objetivo desse capitulo foi otimizar a extracdo das antocianinas,
flavonoides, compostos fenolicos e atividade antioxidante dos frutos e folhas de guabijuzeiro
avaliando o efeito das variaveis concentragdes de solvente (acetona ou etanol), razdo soluto:
solvente e temperatura por meio da MSR. As condi¢gdes 6timas obtidas em cada extrato foram

empregadas na determinacao do perfil fenolico individual e atividade antimicrobiana.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais

As folhas do guabijuzeiro foram coletadas no periodo do outono (més de abril),
enquanto os frutos foram colhidos na estagdo do verdo (janeiro), durante o periodo de
maturacdo. Ambos materiais vegetais foram obtidos em uma coleta e de uma arvore, em
diferentes galhos da planta e de uma tinica regido da cidade de Francisco Beltrao (latitude: 26°
04’ 52" S; longitude: 53° 03' 18" W; altitude: 570 m), Parand (Brasil). As amostras adquiridas
foram selecionadas quanto a coloragdo roxa escura dos frutos e auséncia de danos fisicos
visiveis, tanto para os frutos como para as folhas. Na sequéncia os materiais foram higienizados
em agua corrente, embalados em sacos plasticos, selados e congelados em freezer a -18 °C
(Gelopar®, GPC-57, Curitiba, PR, Brasil) para posterior analises.

Os reagentes alcool etilico absoluto (C2HsO; Dindmica®, Indaiatuba, SP, Brasil) e
acetona (C3HsO; Reatec®, Colombo, PR, Brasil) foram utilizados para elaboragao dos extratos
aquosos com os frutos e folhas do guabijuzeiro. Para as andlises de antocianinas totais,
compostos fenodlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante ABTS, DPPH ¢ FRAP
utilizaram-se reagentes de grau analitico, sendo: cloreto de potassio (KCI) e acetato de sodio
(C2HsNaO:) obtidos da Biotec® (Cotia, SP, Brasil) nitrito de sédio (NaNO»; Quimica Moderna,
Barueri, SP, Brasil), cloreto de aluminio (AICI3) e persulfato de potassio (K2S»0sg) adquiridos
da Synth® (Diadema, SP, Brasil), hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCl), metanol
(CH3;0H), carbonato de sédio (Na2COs) e Folin-Ciocalteu adquiridos da Exodo® (Sumaré, SP,
Brasil). Também utilizou-se (+)-catequina (Ci5sH140¢), acido galico (C7HsOs), ABTS+ (2,2'-
azino-di (4cido 3-etil-benzotiazolina-sulfonico-(6)), Trolox (Ci4HigO4; 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil), TPTZ (2,4,6-tris (2-
piridil)-s-triazina) e cloreto férrico (FeCls) adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,
EUA).

Para determinagdo do perfil fenolico das amostras foram utilizados reagentes padroes,
com grau HPLC (High-performance liquid chromatography): acido galico, catequina, acido
cafeico, epigalocatequina, acido transferralico, rutina, quercetina, furfural, 4cido siringico,
coniferaldeido, 4cido elagico, avicularina e quercitrina, obtidos da Sigma-Aldrich®, além de
acido acético, metanol e acetonitrila (J.T. Baker®, Phillipsburg, NJ, EUA).

Na analise antimicrobiana foram utilizados: caldo BHI (Brain Heart Infusion) e

Mueller Hinton Broth, ambos adquiridos da Kasvi (Sao José dos Pinhais, PR, Brasil), dgar
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bacteriologico (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil), cloreto de sdédio (NaCl) e DMSO (dimetil
sulfoxido; C2HeSO) obtidos da Neon (Suzano, SP, Brasil).

3.2.2 Métodos

O fluxograma geral para obtengdo dos extratos otimizados das folhas e frutos do

guabijuzeiro e analises executadas nesse capitulo, foram demostradas na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma geral para obtecdo dos extratos otimizados e andlises executadas
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Fonte: a autora (2025).

Nota: CFT: Compostos fenolicos totais, FT: flavonoides totais, AT: antocianinas totais, ABTS: ((2,2'-azino-di
(4cido 3-etil-benzotiazolina-sulfonico-(6)), FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power, DPPH: 2,2-difenil-
2-picrilhidrazil.
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3.2.3 Elaborag¢ao dos Extratos

As folhas do guabijuzeiro foram secas em estufa de secagem com circulagcdo e
renovacdo de ar (Tecnal®, TE-394/2, Piracicaba, SP, Brasil) a 40 °C por 18 h, enquanto os
frutos de guabiji foram cortados manualmente para remog¢ao das sementes, congelados em
ultrafreezer a -80 °C (NuAire®, Glacier NU-9668, Minnesota, EUA), para posterior processo
de liofilizagao (Terroni®, LS3000, Sao Carlos, SP, Brasil) sob as condi¢des de -40 °C com
vacuo: 720umHg. Em seguida, ambas amostras foram trituradas em liquidificador
convencional e o pd obtido foi padronizado em peneiras para analise granulométrica, sendo
utilizado as particulas com 425 pm (malha 40).

Os extratos foram elaborados com solugdes aquosas de acetona ou etanol por um
periodo de 30 min. Utilizaram-se diferentes condi¢des na extragdo, variando a concentragao do
solvente (folhas: 30, 50 e 70%; frutos: 40, 60 ¢ 80%), razao soluto: solvente (1:10; 1:20 e 1:30,
p/v) e temperatura (folhas: 10, 25 e 40 °C; frutos: 10, 30 e 50 °C), conforme planejamento
experimental (Tabela 5). Apds, os extratos das folhas foram centrifugados a 2224 g (Med.
Instruments®, MPW-351, Varsovia, Polonia) durante 15 min, filtrados em papel filtro
qualitativo (0,16mm, Unifil®, Calibre Scientific, Alvorada, RS, Brasil) e armazenados a -18
°C (Gelopar®, GPC-57, Curitiba, PR Brasil). Os extratos dos frutos foram submetidos apenas

ao processo de filtragem.

3.2.4 Planejamento experimental

Para otimizar as condi¢des do processo de extragdo e avaliar os efeitos dos pardmetros
da concentracdo das solugdes aquosas de acetona ou etanol (X1), razdo soluto: solvente (X2) e
temperatura (X3), aplicou-se o planejamento experimental de Box - Behnken (1960) em trés
niveis com a metodologia de superficie de resposta, conforme disposto na Tabela 5 para as
amostras das folhas e frutos de guabiji. Cada nivel foi codificado como -1 (minimo), 0 (ponto
central) e +1 (maximo). Os parametros dos experimentos foram determinados com base em

dados da literatura e com experimentos preliminares realizados com as amostras.
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Tabela 5 - Planejamento experimental aplicado para extracdo de compostos bioativos das
folhas e frutos de guabiju

Experimentos Concentracio (X;) Razio soluto: solvente (X>) Temperatura (X3)
1 -1 0 -1
2 +1 0 -1
3 -1 0 +1
4 +1 0 +1
5 -1 -1 0
6 +1 -1 0
7 -1 +1 0
8 +1 +1 0
9 0 -1 -1
10 0 -1 +1
11 0 +1 -1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
Valores reais
Folhas Frutos Folhas e Frutos Folhas Frutos
-1 30 % 40 % 1:10 10°C 10°C
0 50 % 60 % 1:20 25°C 30°C
+1 70 % 80 % 1:30 40 °C 50°C

Realizaram-se quinze experimentos para cada amostra (folha e fruto) com os solventes
acetona e etanol separadamente, a fim de avaliar o padrao de resposta e desenvolver modelos
para maximizar a extragdo do teor de antocianinas totais (exceto nas folhas), compostos
fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante. Para ajustar os dados experimentais
das varidveis analisadas foi utilizada uma equagao polinomial de segunda ordem (Equagao 2).

Y = Bo+ X1 BiXi + Xy BuXP + B X B Xi X; (2)

Onde Y ¢ a resposta predita, S0, pi, pii e pij sdo os coeficientes de regressdo para os
termos lineares, quadraticos e as interacdes, respectivamente, e Xi, ¢ Xj, sdo as variaveis
independentes (Bruns; Scarmino; Barros Neto, 2006). A significancia estatistica dos termos nas
equacdes de regressao foi determinada por andlise de varidncia (ANOV A) para cada resposta.
Os termos ndo significativos foram removidos do modelo inicial e os dados foram avaliados
apenas para os parametros significativos (p < 0,05). Os ajustes foram analisados por p lack-of-
fit e o coeficiente de regressao ajustado (R? ajustado). Os parametros otimizados obtidos para
as variaveis independentes foram aplicados experimentalmente nos termos significativos a fim
de validar o modelo predito. O ponto otimizado foi extraido em triplicata e na sequéncia

analisado.
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3.2.5 Antocianinas Totais

As antocianinas totais foram determinadas por pH diferencial, conforme Giusti e
Wrolstad (2001). Em uma microplaca de pogos foram adicionados 10 pL do extrato de guabiju
com 290 uL de solugdo de cloreto de potassio 0,025 M (pH 1), em seguida efetuou-se a leitura
da absorbancia no comprimento de onda de 510 nm e 700 nm em leitor de microplaca (Epoch
Microplate Spectrophotometer, Synergy-Biotek®, Winooski, VT, USA). Esse mesmo
procedimento foi realizado para a solugao tampao de acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5). O teor

total de antocianina das amostras foi calculado e expresso em malvidina-3-glicosideo, conforme

a Equacao 3.
- [(ABS510 — ABS700)] pH1 — [ ABS510 — ABS700)] pH4,5 x MM x D X 1000
mg kg t= exL (3)
Onde:

ABS510 = Absorbancia lida no comprimento de onda de 510 nm;
ABS700 = Absorbancia lida no comprimento de onda de 700 nm;
MM = massa molecular da malvidina-3-glicosideo (493,43 g/mol);
D = fator de dilui¢ao da amostra x fator de diluicao da analise;

€ = Absortividade molar (2800)

3.2.6 Atividade Antioxidante: ABTS

A avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS+
((2,2'-azino-di (4cido 3-etil-benzotiazolina-sulfonico-(6)), foi avaliada conforme Re et al.
(1999), com algumas adaptagdes. Inicialmente preparou-se o reagente ABTS+, sendo
misturados uma solugdo de ABTS (7 mmol L!) com uma solugio de persulfato de potassio 2,45
mmol L na proporc¢do de 1:1. Essa solugio ficou em repouso ao abrigo da luz por 16 horas.
Transcorrido esse tempo, foram transferidos 4 mL da solu¢do para um baldo volumétrico de
200 mL sendo o volume ajustado com 4gua deionizada.

Em uma microplaca de pogos, foram adicionados 20 pl. de amostra previamente
diluida e 280 pL da solucao de ABTS+ sendo sequencialmente repousada e mantida ao abrigo
da luz por 30 min. Apdés o tempo de reacdo, as absorbancias foram medidas em
espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-
BioTek®, Winooski, VT, EUA) a 734 nm. Em paralelo, uma curva padrio (50 a 500 pmol L)
foi construida utilizando Trolox em diferentes concentracdes, seguindo-se o0 mesmo

procedimento executado para as amostras. Apds obtencdo da equagdo da reta (y = 0,1827x +
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3,9372; R*=10,9865), as leituras das absorbancias da amostra foram substituidas para realizagdo

de calculos e obtengdo dos resultados, que foram expressos mmol TE kg™,

3.2.7 Atividade Antioxidante: DPPH

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-2-
picrilhidrazil) foi determinada conforme metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier;
Berset (1995) com algumas modificagdes. O reagente foi diluido em metanol sob abrigo da luz.

Os extratos das folhas e frutos do guabiju, foram diluidos adequadamente e aliquotas
de 50 puL foram transferidas para tubos de ensaio com rosca. Em seguida, adicionou-se 1,9 mL
do radical DPPH e com auxilio do vértex (KMC-1300 V Vision Scentific®, Daejeon-Si, Coreia
do Sul) os tubos foram agitados. As amostras ficaram em repouso por 30 min em ambiente
protegido da luz. Esse processo também foi realizado para uma amostra em branco, sendo
substituido o volume por dgua. Apods este periodo, 300 L foram pipetados para um microplaca
de pocos e a leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro UV-VIS de
microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA) a
517 nm. A curva padrio (50 a 500 umol L) foi construida utilizando Trolox em diferentes
concentragoes, seguindo-se o mesmo procedimento executado para as amostras. Apds obtengao
da equacgao da reta, foram efetuados calculos para obtengao dos resultados, que foram expressos

em mmol equivalente de Trolox (mmol TE kg™).

3.2.8 Atividade Antioxidante: FRAP

A determinacdo da atividade antioxidante pela reducdo do ferro (FRAP - Ferric
Reducing Antioxidant Power) foi efetuada conforme Benzie e Strain (1996).

O reagente FRAP foi preparado pela mistura do tampao de acetato de sodio (300
mmol, pH 3,6), com uma solugdo de TPTZ 10 mmol e solugdo de cloreto férrico 20 mmol na
proporcao de 10:1:1 (v/v/v). Dos extratos das folhas e frutos, previamente diluidas, foram
transferidas aliquotas de 10 puL para uma microplaca de pogos, sendo sequencialmente
adicionado 290 uL do reagente FRAP. As amostras foram protegidas da luz e repousadas por
30 min. Apo6s, foi realizada a leitura das amostras em espectrofotometro UV-VIS de

microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA) a
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595 nm. Também foi realizado este processo para uma amostra em branco, sendo substituido o
volume por agua.

Em paralelo foi plotada uma curva de calibragdo com Trolox (100 a 1000 pmol L)
em diferentes concentragdes, seguindo-se 0 mesmo processo executado para as amostras. As
absorbancias das amostras obtidas foram substituidas na equag¢do da reta (y = 0,0007x - 0,0047;

R2=0,991) e os resultados expressos mmol TE kg™

3.2.9 Compostos Fenolicos Totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu
(Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventés, 1999), com algumas adaptagdes. O procedimento
consistiu em transferir 50 pL. dos extratos, previamente diluidos, para tubos de ensaio e na
sequéncia adicionou-se 4,2 mL de 4gua deionizada seguidos de 250 pL do reagente de Folin
Ciocalteu. Os tubos foram agitados com auxilio do vortex (Vision Scentific®, KMC-1300 V,
Daejeon-Si, Coreia do Sul) e ap6s 3 min acrescentou-se 500 pL de carbonato de sddio 20%. As
amostras foram novamente agitadas no vortex e ficaram em repouso por 1 h sob abrigo da luz
em temperatura ambiente. Apds, foram pipetados 300 pL para uma microplaca de pogos e
efetuou-se a leitura em espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate
Spectrophotometer, Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA) a 725 nm. Também preparou-se
um teste em branco aplicando-se 0 mesmo procedimento, sendo a amostra substituida por 50
uL de agua.

Uma curva padrdo com 4cido gélico (20 a 200 mg L) foi construida utilizando-se as
mesmas condi¢cdes da amostra, para obter a equagdo da reta (y = 0,0007x + 0,0006; R* = 0,995).
As absorbancias das amostras obtidas foram substituidas na equacao da reta para calcular o

resultado que foi expresso em mg equivalente de 4cido galico (mg AGE kg™).

3.2.10 Flavonoides Totais

Os flavonoides totais foram determinados com base na metodologia proposta por
Zhishen; Mengcheng e Jianming (1999). Aliquotas de 250 uL dos extratos dos frutos e folhas
do guabijuzeiro previamente diluidos, foram adicionados a 2 mL de 4gua deionizada contida
em tubos de ensaio. Logo apos, colocou-se 120 pL de nitrito de sédio 0,5 mol L™!, agitou-se em

vortex (Vision Scentific®, KMC-1300 V, Daejeon-Si, Coreia do Sul) e deixou-se em repouso
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por 5 min. Ap6s foram adicionados 120 pL de cloreto de aluminiol0 % e 5 min depois foram
acrescentados 800 pL de hidroxido de sédio 1mol L. Na sequéncia as amostras foram agitadas
em vortex e 300 uL foram pipetados para uma microplaca de pogos para leitura da absorbancia
em 510 nm, em espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate
Spectrophotometer, Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA). Um teste em branco foi realizado
aplicando-se o mesmo procedimento, sendo a amostra substituida por 250 pL de agua.
Construiu-se também uma curva padrio com catequina (20 a 200 mg L) usando o
mesmo procedimento realizado para a amostra, para obtencdo da equacao da reta (y = 0,0023x
- 0,0052; Rz = 0,9982). As absorbancias obtidas foram substituidas na equacao da reta para

calculo do resultado, que foi expresso mg equivalente de catequina (mg CTE kg™).

3.2.11 Compostos Fenolicos Individuais

Os compostos fendlicos individuais foram analisados apenas nos extratos otimizados
dos frutos de guabiju e folhas com ambos solventes utilizados (acetona e etanol), conforme
metodologia adaptada de Alberti ef al. (2014). Os extratos foram rotaevaporados (Tecnal®, TE-
211, Piracicaba, SP, Brasil), liofilizados (Terroni®, LS3000, Sao Carlos, SP, Brasil),
reconstituidos em solugdo de acido acético 2,5%: metanol (3:1; v/v) e filtrados em filtro de
seringa (0,22 um de nylon) antes da andlise. A determinacdo dos compostos ocorreu por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando cromatografo (Shimadzu®, LC-
2040C 3D Plus, Quioto, Japao) equipado com bomba quaternaria, injetor automatico de
amostras e detector de arranjo de diodos (PDA LC-2030/2040). A separagdo foi realizada em
uma coluna Symmetry C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 pm) a 20 °C.

A fase movel era constituida de acido acético 2,5% (solvente A) e acetonitrila (solvente
B), aplicados segundo o seguinte gradiente: 3-9% de B (0-5 minutos), 9-16% de B (5-15
minutos), 16-36,4% de B (15-33 minutos), seguido de uma eluic¢ao isocratica a 100% de B (5
minutos) e recondicionamento da coluna (3% de B, 10 minutos). O fluxo utilizado foi 1,0 mL
min~'. As corridas foram monitoradas no intervalo de 200 nm a 400 nm. A identificacdo dos
compostos fendlicos foi realizada comparando o tempo de reten¢do e espectros com os de
padrdes. A quantificagdo foi realizada através de curvas de calibragdo de compostos padroes.
Na Tabela 6 foram dispostos os parametros cromatograficos de cada composto fendlico

analisado por CLAE.
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Tabela 6 - Parametros individuais dos compostos analisados por CLAE

Composto TR Abs. max Equacio da reta (mg kg) R?
Acido cafeico 11,9 323,0 y=21170x - 117801 0,997
Acido elagico 34,4 255,0 y=72104x - 1987,8 0,996
Acido galico 33 271,0 y=31332x - 27051 0,991

Acido siringico 19,0 275,0 y=97168x +853,2 0,999
Acido transferralico 18,3 322,0 y =67556x - 284328 0,998
Avicularina 21,2 353,7 y =19875x - 29203 0,998
Catequina 9,0 279,8 y =5716,4x - 54087 0,987
Coniferaldeido 27,0 340,0 y =133278x - 20651 0,999
Epigalocatequina 13,1 274,0 y=9173,5x - 79487 0,85
Furfural 9,8 275,0 y=99727x +3397,1 0,999
Quercetina 29,5 376,2 y =28863x - 164590 0,835
Quercitrina 21,9 348,9 y =20504x - 34187 0,989
Rutina 19,1 354,0 y= 10082x - 58113 0,996

Fonte: a autora (2025).
Nota: TR: tempo de reteng@o; abs max: absorbancia maxima.

3.2.12 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi analisada em relagdo as cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica
spp. enterica (ATCC 13076) e Candida albicans (ATCC 10231). Cada cultura foi inoculada
em placa de Petri estéril contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion) com éagar bacterioldgico
1,5%, devidamente preparados conforme instru¢do do fabricante e incubada em estufa a 35 +
1°C durante 24 h (Quimis®, Q316-24, Diadema, SP, Brasil). Transcorrido esse periodo, os
indculos foram suspendidos em solucdo salina 0,9 % a uma concentragio de 10® UFC mL!
(turbidez da escala 0,5 de McFarland’s) para obtencao da cultura de trabalho.

Para determinac¢do da atividade antimicrobiana, foi usada a técnica de microdilui¢ao
em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), calculada
como a porcentagem de inibicdo bacteriana (Equagdo 4). Os extratos otimizados das folhas e
frutos de guabiju foram rotaevaporados (Tecnal®, TE-211, Piracicaba, SP, Brasil), liofilizados
(Terroni®, LS3000, Sao Carlos, SP, Brasil) e ressuspensos em DMSO 5 % (v/v). Para utilizagao
na andlise, cada extrato foi diluido sequencialmente e filtrado em filtro de seringa (0,22 um de
nylon).

Em microplacas estéreis (Kasvi®, KC12-096, Sao Jose dos Pinhais, PR, Brasil) foram
adicionados 180 pL de caldo Mueller Hinton (Mueller Hinton Broth), 20 uL de amostra diluida
e 10 puL do in6culo do microrganismo, sendo incubadas em estufa a 35 + 1 °C por 24 h. Ap0s,

foi realizada a leitura em espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate
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Spectrophotometer, Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA) a 630 nm. O controle positivo foi

determinado mediante o crescimento microbiano sem a presenga da amostra.

Inibicdo (%) = 100 — [(Abs amostra x 100) /Abs controle positivo]  (4)

Onde:
Abs amostra: absorbancia do crescimento bacteriano na presenca do extrato;

Abs controle positivo: absorbancia do crescimento bacteriano sem o extrato.

3.2.13 Analise Estatistica

Os dados obtidos das analises realizadas foram avaliados estatisticamente por meio de
ANOVA e Teste de Fisher LSD (Fisher Least Significance Difference), utilizando o critério
estatistico ao nivel de significancia de 5% e expressos pela média + desvio padrdo. O
planejamento experimental de Box-Behnken e as andlises estatisticas foram realizadas

utilizando o software Statistica versao 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo foi efetuada a disposi¢ao dos dados referente as extragdes realizadas com
o planejamento experimental, aplicando os solventes etanol ou acetona com os frutos e folhas
do guabijuzeiro.
3.3.1 Planejamento experimental para extragdo com frutos de guabijii
3.3.1.1 Extragdo de compostos do guabiji usando etanol como solvente

Os extratos obtidos do fruto guabiju com solu¢des aquosas de etanol, por meio da
aplicacdo do planejamento experimental Box-Behnken, foram demonstrados na Figura 12. A

quantificagdo das antocianinas totais, compostos fendlicos totais, flavonoides totais, atividade

antioxidante FRAP, DPPH e ABTS foram expressos na Tabela 7.
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Figura 12 - Extratos de guabiju com etanol obtidos por meio do planejamento Box-Behnken

IIn - - = | I Il Ill

GBE1 GBE2 GBE3 GBE4 GBE5 GBE6 GBE7 GBES GBE9 GBE10 GBEll GBE12 GBE13 GBE14 GBE1S
Fonte: A autora (2025).

Os dados obtidos para as antocianinas totais (AT) extraidas com solugdes de etanol,
resultaram em teores de 345,04 (GBE6) a 2773,48 (GBE12) mg kg™! expresso em malvidina-3-
glicosideo. A maior concentracdo significativa (p <0,05) foi observada no ensaio GBEI12,
extraido com a combinagdo da concentracdo mediana de etanol (60%), maior razdo soluto:
solvente (1:30) e temperatura maxima de extracao (50 °C). Da mesma forma, essa condicao
empregada favoreceu também a atividade antioxidante ABTS (ensaio GBE12; 474,26 mmol
TE kg'). A extragdo das antocianinas foi afetada nos ensaios GBE6 ¢ GBES, os quais nio
indicaram diferencas significativas entre si. Em ambas combinag¢des, a concentracao de etanol
80% e temperatura de 30 °C eram fatores em comum. J4 uma reducdo significativa foi
constatada na atividade antioxidante ABTS, apenas em GBEG6 (concentracdao de etanol 80%;
temperatura: 10 °C e razdo: 1:20).

A utilizagdo de solventes organicos binarios contendo dgua, sdo geralmente adotados
em processos de extracdo de compostos bioativos. A 4dgua promove o inchaco do material
vegetal, aumentando a superficie de contato, além de atuar na extracao da parte mais hidrofilica
dos compostos glicosilados. O etanol atua sob o rompimento de ligagdes entre o material
vegetal e os solutos, aumentando a recuperacdo de compostos. E ainda ¢ um dos solventes de
maior preferéncia em fun¢do da disponibilidade, menor toxicidade e por ser obtido de fonte
renovavel. Assim, etanol e agua formam um meio favoravel a extragdo de diversos constituintes
(Cuji¢ et al., 2016; Mokrani; Madani, 2016; Arruda; Pereira; Pastore, 2017). Y1lmaz, Karaaslan
e Vardin (2015) reportaram em seu estudo com bagaco de Prunus cerasus L. (cereja 4dcida) que
extracdes mais eficientes de antocianinas e compostos fenolicos ocorreram na aplicacdo de
etanol em concentracdes entre 40% a 60%. O mesmo foi observado por Porto e Natolino (2018)
para o bagaco de Vitis vinifera L. (uva) em que as antocianinas diminuiram seu rendimento nas
concentragdes de etanol maior que 62%.

Em geral, temperaturas mais elevadas aplicadas ao processo de extragdo influenciam

na taxa de migracao dos compostos, devido a reducao na viscosidade do solvente, que aumenta
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sua penetragdo nas estruturas vegetais (Cujié et al., 2016; Mokrani; Madani, 2016; Arruda;
Pereira; Pastore, 2017). No bagaco de cereja acida, Yilmaz, Karaaslan e Vardin (2015)
mencionaram que o aumento da temperatura proporcionou melhor rendimento de extragao das
antocianinas em especifico para cianidina-3-glicosilrutinosideo, chegando a um maximo em 71
°C. De forma oposta Blackhall e al. (2018) reportaram que as antocianinas totais de Prunus
avium L. (cereja doce) atingiram um conteido méaximo a 37 °C e foram afetadas em
temperaturas abaixo (4 °C e 22 °C) e acima (52 ° ¢ 70 °C). As antocianinas sao consideradas
pigmentos sensiveis as elevagdes de temperatura, podendo acarretar em reducao de seu
conteudo. No entanto seu mecanismo de degradagdo por a¢do do calor ndo esta totalmente
elucidado, e sua estabilidade esta atrelada as caracteristicas estruturais da antocianina presente
na amostra. De modo geral, antocianinas aciladas sdo mais estdveis termicamente em relacdo
as estruturas ndo aciladas (Schwartz et al., 2017).

A proporg¢ao disponivel na razao soluto: solvente ¢ um fator relevante em extragdes de
compostos de matrizes vegetais. Chen et al. (2018) enfatizaram que o aumento na propor¢ao de
solvente (de 20 para 30 e 40 mL/g) foi benéfico para extracdo das antocianinas, compostos
fenodlicos e atividade antioxidante ABTS e FRAP nos extratos de Lycium ruthenicum Murr.
(goji berry preto). Silva et al. (2019a) na avaliagdo da casca de Hymenaea courbaril L. (jatobd),
destacaram que a relacdo amostra: solvente de 1:10 demonstrou o menor teor dos compostos
fendlicos e flavonoides. A eficiéncia de processos extrativos pode estar associada a maior
disponibilidade de solvente em relagdo ao material vegetal, que assim tem maior capacidade de
penetragio nas células, levando o soluto a se dissolver no solvente (Cujié¢ et al., 2016; Chen et
al., 2018).

Para os compostos fenolicos totais do guabiji (CFT) os valores obtidos oscilaram de
9245,64 a 32385,64 mg AGE kg! (Tabela 7), sendo que a concentracdo mediana de etanol
(60%) em conjunto da maior razao soluto: solvente (1:30) e temperatura minima de extragdo
(10 °C) indicou melhor extracao (ensaio GBE11). Esse mesmo comportamento foi observado
para o potencial antioxidante DPPH (ensaio GBE11: 266,54 mmol TE kg™). Cuji¢ et al. (2016)
reportaram um contetido maior de compostos fenolicos totais em frutos de Aronia melanocarpa
(chokeberry) ao aumentar a razdo soluto: solvente, sendo que em 1:30 os dados obtidos

atingiram valores maximos (13,4 mg AGE g™!).
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Tabela 7- Antocianinas totais (AT), compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante dos extratos de guabiju com

etanol (GBE)
Ensaios AT CFT FT FRAP DPPH ABTS
mg kg! mg AGE kg! mg CTE kg'! mmol TE kg! mmol TE kg'! mmol TE kg'!
GBE1 1869,54° + 50,10 25742,67°4 + 567,64 5749,50¢ + 39,90 259,32°0+ 14,23 162,01¢+10,26 315,72°+ 10,11
GBE2 552,111 + 16,65 16039,60' + 2263,08 3565,50' + 120,94 144,931 + 3,64 122,77F + 4,86 196,90% + 3,21
GBE3 2468,15°+ 38,14 22828,85% + 2466,14 7682,02% + 105,21 347,85+ 15,96 125,98 +2,08 307,44+ 6,03
GBE4 1176,87 + 56,62 11702,03i + 326,65 4105,041 + 19,88 201,88"+ 10,06 163,08°+ 9,84 286,658+ 0,95
GBES5 1277,92h + 30,54 23830,09¢¢ + 434,99 4802,548 + 160,12 266,78+ 3,42 122,89f+ 2,81 209,700 + 1,75
GBE6 345,07+ 11,34 9245,64% + 163,32 2463,48 + 19,88k 126,21% + 8,28 52,668 + 2,60 13429™+ 3,61
GBE7 1480,108 + 32,53 23096,41% + 1462.,67 7131,29°+ 51,40 348,62° + 14,72 144,104 + 8,42 396,22° + 0,54
GBES 412,725+ 8,09 10938,38% + 485,17 4647,91" + 51,15 178,851+ 7,70 213,03+ 4,76 256,00" + 2,98
GBE9 1447,37¢ £ 70,62 19715,71" + 984,82 4137,001+ 19,98 446,67 + 3,64 146,539 + 2,80 231,46' + 4,14
GBE10 1117,01'+ 35,91 29665,96° + 123920 4748,43¢2 + 39,96 273,35+ 8,17 128,90 + 1,28 323,844+ 0,97
GBE11 2285,21°+ 24,40 32385,64%+ 1462,67 5640,619+ 102,81 292,334+ 15,14 266,54* +2,76 319,20% + 4,99
GBE12 2773,48% + 66,04 24871,43%f + 494 87 6351,30°+ 104,35 325,85+ 5,51 161,07¢ £9,77 474,26* £ 6,61
GBE13 1889,04° + 37,89 26051,52% 4+ 1124,12 5054,31F+ 68,42 255,277+ 17,21 128,34°f+ 8,97 179,80' + 1,92
GBE14 1748,631+ 37,62 22189,858+ 1491,97 4727,69¢" + 68,65 230,548+ 4,07 123,497+ 7,63 355,72+ 1,44
GBE15 2107,359+ 94,58 27363,00°+ 1170,02 5442,05°+ 39,51 203,18"+ 6,39 150,27¢4 £ 9,06 226,84 + 3,46

Fonte: a autora (2025).

Nota: AGE: Equivalente 4cido galico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox; Medias + desvios padrio das amostras; *><detehiiklm Jetras sobrescritas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Fisher (p<0,05).
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O aumento da proporcao de etanol pode contribuir para uma dissolugdo mais eficiente
dos compostos. Embora estudos indiquem que o aumento da temperatura nas extragoes, tenha
um impacto mais positivos no rendimento dos CFT, como reportado por Arruda, Pereira e
Pastore (2017) em frutos de Annona crassiflora (araticum/marolo); Hossain ¢ Hossain (2021)
em Baccaurea ramiflora (uva birmanesa); Garofuli¢ er al. (2020) em frutos de Pistacia
lentiscus (lentisco), no presente estudo observou-se que a aplicacdo de baixa temperatura
contribuiu para uma extragdo mais eficiente, indicando que os CFT do guabiji podem ter uma
estrutura com maior tendéncia de hidrolise, considerando que elevadas temperaturas degradam
tecidos vegetais e compostos presentes, reduzindo o rendimento de extragao. Adicionalmente,
temperaturas de extragdo mais elevadas podem provocar aumento da pressdo de vapor do
solvente, diminuindo sua tensdo superficial, causando a redu¢ao do teor de compostos (Y1lmaz;
Karaaslan; Vardin, 2015; Arruda; Pereira; Pastore, 2017; Bamba et al., 2018).

Nos ensaios realizados com os extratos do guabiju para o pardmetro dos flavonoides
(FT), a melhor condicdo aplicada na extragdo foi a concentragdo minima do solvente (40%),
razdo soluto: solvente mediana (1:20) e temperatura maxima (50 °C), conforme verificado no
ensaio GBE3, o qual exibiu teor de 7682,02 mg CTE kg!. A 4gua ¢ um solvente polar, dessa
forma uma concentragdo menor de etanol pode ter aumentado a polaridade da solugao,
contribuindo na dissolu¢do dos compostos flavonoides (Arruda; Pereira; Pastore, 2017; Chen
etal., 2018).

Na avaliag@o antioxidante por meio do método FRAP foram verificados dados de
126,21 (GBE6) a 446,67 (GBE9) mmol TE kg'!. O maior potencial antioxidante (p <0,05) foi
constatado na extracdo em que foi utilizada a concentragdo média de etanol (60%) aliada a
menor razdo soluto: solvente (1:10) e temperatura (10 °C), indicado no ensaio GBE9.
Semelhante aos CFT do guabijl, constatou-se que o potencial antioxidante FRAP foi mais
eficiente na extracdo com emprego de menor temperatura. Os dados corroboram com Hossain
e Hossain (2021) na andlise da casca de uva birmanesa, que além atingir maior valor em
concentragdes de solvente de cerca de 60%, a capacidade antioxidante FRAP foi reduzida em
temperaturas elevadas.

Embora com mecanismos diferentes de investigar a atividade antioxidante dos ensaios,
nos trés métodos utilizados (ABTS, DPPH e FRAP) a condicdo aplicada nas extracdes da
maxima concentragdo de etanol (80%), menor razao soluto: solvente (1:10) e temperatura
mediana (30 °C), interferiu de forma negativa, demonstrando menor capacidade antioxidante
(ensaio GBEG6). Salienta-se ainda que essa mesma condi¢do afetou todos os demais parametros

avaliados (antocianinas, compostos fenolicos e flavonoides) resultando nos menores teores de
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compostos bioativos dos extratos com solucdes de etanol, como pode ser visualizado em GBE6
(Tabela 7). Comportamento similar foi documentado por Cuji¢ et al. (2016), os quais
destacaram em suas avaliagdes com os frutos de chokeberry que o teor de compostos fendlicos
totais e antocianinas totais foram afetadas na concentragao de etanol 70% e 96%, assim como
no emprego da menor razao soluto: solvente (1:10). Em extragcdes com frutos de goji berry preto
o conteudo total de compostos fendlicos aumentou na aplicagdo de solugdes com etanol na
concentracdo de até 60%, enquanto que concentracdes acima disso (70%, 80% e 90%)
diminuiram seu teor (He; Du; Xu, 2018). Bamba ef al. (2018) documentaram na avaliagao de
compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e atividade antioxidante DPPH que o aumento
da concentragdo de etanol de 50% para 90% utilizado nas extra¢des com bagaco de Vaccinium
section Cyanococcus spp (mirtilo), afetou negativamente os conteudos obtidos. A extrac¢do de
compostos bioativos de materiais vegetais aumenta até uma determinada concentragdo de etanol
adicionada, visto que um maximo de compostos ¢ extraido. Concentragdes elevadas de etanol
podem desnaturar constituintes, como as proteinas e dificultar a dissolucdo de compostos

fenolicos da matriz vegetal para o solvente (Arruda; Pereira; Pastore, 2017).
3.3.1.2 Extrag@o de compostos do guabiji usando acetona como solvente

Com o planejamento de Box-Behnken foram realizadas quinze extragdes dos frutos de
guabiju com solucdes aquosas de acetona, as quais sdo demonstradas na Figura 13. Os
parametros analisados nos ensaios obtidos: antocianinas totais, compostos fenolicos totais,

flavonoides totais, atividade antioxidante FRAP, DPPH e ABTS foram dispostas na Tabela 8.

Figura 13 - Extratos de guabiji com acetona obtidos por meio do planejamento Box-Behnken

GBAL GBA2Z GBA3 GBA4 GBAS GBA6 GBA7 GBAS GBA9 GBA10 GBAll GBA12 GBAL3 GBAI4 GRATS
Fonte: A autora (2025).

As extracdes das antocianinas totais com solugdes aquosas de acetona apontaram
concentragdes significativas de 558,74 (GBA4) a 870,85 (GBA14) mg kg' expresso em
malvidina-3-glicosideo dentre os ensaios realizados (Tabela 8). O maior indice de extragdo foi

denotado no ponto central (ensaio GBA14), onde aplicou-se concentragdo de acetona 60%,
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razdo soluto: solvente 1:20 e temperatura de 30 °C. Combinagdes de extragdo que utilizaram a
maior concentracao da solu¢do de acetona (80%) exibiram menor teor de antocianinas como
constatado em GBA6 e GBA4, as quais ndo apresentaram diferengas significativas entre si. A
acetona ¢ um solvente organico utilizado nas extracdes de diversos compostos de baixo e alto
peso molecular, incluindo taninos, flavondis e proantocianidinas. E um solvente polar-aprotico,
que nao possui hidroxilas disponiveis sendo considerada de polaridade intermediaria. A
utilizacao da d4gua como mistura potencializa a extragao de compostos, devido capacidade em
quebrar complexos como de polifenol-proteina presente nas matrizes vegetais (Mokrani;
Madani, 2016; Martinez-Ramos et al., 2020).

Na extragdo dos compostos fenolicos totais (CFT), os ensaios GBAI5 ¢ GBA3
expressaram o maior conteido (27279,59 e 27086,09 mg AGE kg, respectivamente) nio
demonstrando diferengas significativas (p >0,05). A extracdo efetuada no ponto central
(GBA15) e os fatores da baixa concentragdo de solvente (40%), razao soluto: solvente mediana
(1:20) e temperatura maxima (50 °C) aplicadas em GBA3, contribuiram para os resultados mais
expressivos. Por outro lado, um rendimento menor e ndo significativo na extragdo de compostos
fenolicos foi constatado GBA2 e GBAS (p >0,05), ensaios que tinham como fator em comum
concentragdo maxima de acetona (80%).

Os flavonoides totais (FT) resultaram em teores significativos de 4464,83 (GBA2) a
7847,68 (GBA3) mg CTE kg'. A combinagio da minima concentragio de solvente (40%),
razdo soluto: solvente mediana (1:20) e temperatura maxima (50 °C) promoveram maior teor
extraido desse composto (ensaio GBA3), assim como evidenciado na atividade antioxidante
ABTS (Tabela 8). De forma oposta e como também observado nas extracdes de AT e CFT, os
extratos elaborados com combinacdes envolvendo a maxima concentracdo de acetona, 80%
(GBA2 e GBA6), demonstraram dados menores para flavonoides (4464,83 e 4485,32 mg CTE
kg! respectivamente). J4 o ABTS foi afetado negativamente pela combinagdo de concentragdo
mediana da acetona (60%), minima razao soluto: solvente e temperatura (1:10; 10 °C), como
indicado no ensaio GBA9 (278,74 mmol TE kg™).

Na extra¢do de compostos fenolicos e flavonoides de Prunus persica L. (p€ssego),
Mokrani e Madani, (2016) destacaram que as melhores extragdes foram registradas
principalmente, com solugdes de acetona entre 20% e 60% de concentra¢do, enquanto na
atividade antioxidante DPPH e FRAP, o emprego de acetona 60% resultou no maior potencial.
Os autores também relataram que a temperatura de 60 °C foi mais eficiente na extragdo dos
flavonoides, enquanto a aplicagdo de 25 °C resultou no maior rendimento dos compostos

fendlicos, semelhante ao constatado no presente estudo. Alberti et al. (2014) evidenciaram que
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a concentragdo de acetona 65% resultou nas melhores extragdes de compostos fenodlicos,
flavonoides e atividade antioxidante DPPH e FRAP de frutos de maca gala.

Para atividade antioxidante FRAP percebeu-se que as melhores condi¢des de extragao
foram para os ensaios onde aplicou-se a maior temperatura (50 °C) ou a concentragdo mediana
de solvente (60%), como visualizado em GBA3, GBA10 e GBA11 (356,19; 350,29 e 349,19
mmol TE kg respectivamente), os quais ndo apresentaram diferenga significativa entre si.
Houve menor potencial antioxidante na extragdo realizada com a combinag¢ao da concentragao
de 80% de solvente, razdo soluto: solvente 1:20 e temperatura de 10 °C (ensaio GBA2).
Salienta-se que a utilizacdo de temperaturas mais elevadas favoreceu a solubilizagdo dos
compostos presentes na matriz vegetal, promovendo maior transferéncia de massa e também
contribuindo fortemente para o aumento da atividade antioxidante. A adicdo de 4gua com
acetona pode ter promovido uma solugdo mais polar, causando maior eficiéncia de extracao em
comparagdo a adi¢do de elevadas concentragdes de acetona (>60%), dessa forma maior
conteudo de solvente levou a uma menor solubiliza¢do de compostos (Mokrani; Madani, 2016).

No método DPPH os resultados oscilaram entre 90,01 (GBA6) € 230,52 (GBA2) mmol
TE kg'!, sendo evidenciado dentre os ensaios que nio houve diferencas significativas entre
GBA2, GBA3 e GBAS (230,52; 228,20; 222,75 mmol TE kg, respectivamente). Ambos
ensaios foram extraidos em condigdes de concentragdo, razdo e temperatura distintas e
demonstraram o maior potencial antioxidante (Tabela 8). Porém, observou-se entre os fatores
aplicados que as maiores propor¢des na razdo soluto: solvente (1:20 e 1:30) podem ter
favorecido aos resultados mais eficientes. Esse potencial foi reduzido na extracdo em que foi
utilizada a concentragdo de acetona 80%, aliado a minima razao soluto: solvente, 1:10 e
temperatura mediana de 30 °C como verificado em GBA6.

Na avalia¢do das solug¢des aquosas com acetona, evidenciou-se que o ensaio GBA3, o
qual empregou as combinagdes de baixa concentracdo de solvente (40%), razdo soluto: solvente
mediana (1:20) e temperatura maxima (50 °C), demonstrou uma das melhores extragdes dos
compostos bioativos em todos os pardmetros analisados, com exce¢do das antocianinas. Em
comparac¢do dos dois solventes utilizados nas extracdes dos compostos bioativos do guabiju,
salienta-se que as solugdes com etanol foram significativamente mais relevantes para extracao
das antocianinas, CFT e FRAP, resultando no maior conteudo desses parametros. Enquanto as
solucdes com acetona indicaram melhores resultados para os FT e ABTS dos frutos. O DPPH

ndo expressou diferenca significativa entre as amostras com etanol ou acetona.
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Tabela 8 - Antocianinas totais (AT), compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante dos extratos de guabiju
com acetona (GBA)

Ensaios AT CFT FT FRAP DPPH ABTS

(mg kg™!) (mg AGE kg™) (mg CTE kg!) (mmol TE kg™) (mmol TE kg™) (mmol TE kg™
GBA1 755,45%+9,11 20422,939 + 162,79 7109,55°+ 24,77 264,38% + 1,13 136,537+ 0,66 830,264+ 9,36
GBA2 606,97" + 7,31 11419,08' + 1479,68 4464,83'+ 43,33 177,418 £ 10,34 230,522 +£2,01 577,57" + 10,87
GBA3 809,04°+ 9,64 27086,09* + 163,86 7847,68% + 24,94 356,19* £ 4,73 228,2% + 6,02 984,122 £ 1,68
GBA4 558,741 + 15,07 17415,41F + 906,36 5951,09' + 49,54 276,039+ 14,28 154,03¢ £ 6,69 325,27'+2,51
GBAS 607,58 + 13,23 25752,25% + 164,41 6623,57°+ 66,19 313,48% + 14,97 154,08°+2,79 544.45' + 1,94
GBA6 566,69 + 4,82 14157,99" + 163,86 4485,32'+ 12,47 191,537+ 2,95 90,01h+ 1,68 423,611+ 1,19
GBA7 820,47° £ 11,29 17213,237+ 1062,61 7519,81° + 64,25 307,24% + 9,29 153,21¢€+£3,12 359,008+ 1,42
GBAS 624,21"+£9.48 10845,77 + 492,41 579926/ + 37,47 201,99F+ 1,71 222,75% £ 1,75 765,45F+ 9,50
GBA9 735,55+ 1591 18967,07¢ £+ 295,90 5682,46% + 12,49 252,50°+ 2,00 193,36° + 3,81 278,74™ + 13,75
GBA10 599,27 £ 211 23752,67° + 246,20 6764,014+ 33,04 350,29 £ 6,13 198,50° £+ 6,60 431,021 + 5,40
GBA11 778,91¢ £ 26,74 14961,29¢" + 243,78 6127,65"+37,10 349,19* £ 7,03 160,99% + 6,99 909,90¢ + 4,65
GBA12 683,128+ 14,34 15242,798 + 731,34 6149,07"+37,10 254,61°+5,93 163,684+ 0,86 950,61° + 17,45
GBA13 708,38+ 7,54 24558,27° + 281,95 6265,738 £ 4291 308,36+ 10,15 122,57¢+ 3,99 349,09+ 5,91
GBA14 870,852+ 17,05 24665,11°+ 585,01 6259,448 £ 49,38 277,374+ 7,98 199,45¢+ 9,94 808,96° + 7,95
GBAI15 760,36%4+ 11,10 27279,59* + 432,11 6358,16"+ 65,76 296,18°+4,71 220,33+ 7,06 816,89 + 6,23

Fonte: a autora (2025).

Nota: AGE: Equivalente acido galico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox; Medias + desvios padrdo das amostras; »>¢defehiiklm Jetrag sobrescritas

diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Fisher (p<0,05).
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Diversos solventes podem ser utilizados na extragdo de compostos bioativos de
materiais vegetais, como a dgua, metanol, etanol, acetona e acetonitrila. Cada solvente contém
caracteristicas diferentes que pode indicar um melhor poder extrativo sob determinada matriz
alimenticia. Koraqi et al. (2023) reportaram que a acetona foi mais eficiente nas extragdes de
compostos fendlicos e flavonoides com frutos de Fragaria x ananassa Duch. (morango),
similar ao reportado por Casagrande et al. (2019) no bagago de uva. Pedro et al. (2020)
destacaram que solucdes etanolicas e metanolicas apresentaram melhor extragdo no conteudo
de compostos fenolicos das bagas de Lycium barbarum L. (goji berry), salientando que a
mistura de solventes com dgua ¢ relativamente mais eficiente que o sistema mono-solvente. Em
cascas de Mangifera indica L. (manga), Martinez-Ramos et al. (2020) documentaram que a
mistura de etanol-acetona resultou em maior conteudo de compostos. Dessa forma, diferentes
solventes influenciam na solubilidade das moléculas que compde determinado composto, em
funcdo das variagdes quimicas nos grupos funcionais que formam compostos fendlicos
(Mokrani; Madani, 2016; Cujic’ et al.,2016; Koraqi et al., 2023).

O etanol ¢ considerado um solvente menos tdxico, seguro ao consumo humano e
rotulado como de fabricagdo verde, sendo um dos mais empregados no processamento de
alimentos. E recomendado para extragio de flavonoides e seus glicosideos, taninos e catecdis.
A acetona, assim como o etanol, ¢ um solvente organico polar, relatada para extracdo mais
eficiente de proantocianidinas e compostos fenolicos de alto peso molecular como os taninos
(Mokrani; Madani, 2016; Cujié etal., 2016; Koraqi et al., 2023). A acetona e o etanol possuem
diferentes polaridades e formas de agdo sobre os compostos presentes na amostra. Tal fato pode
ser associado a eficiéncia da extracdo dos compostos bioativos do guabijt, levando assim as
variagoes observadas nos contetidos relatados. Embora diferengas do teor dos bioativos tenham
sido constatadas, para cada combinacdo aplicada foi possivel evidenciar a capacidade de

extracdo de compostos do guabijl.

3.3.2 Otimizacao da extragdo dos frutos guabiji

Nos ensaios realizados com etanol, os modelos para antocianinas totais (AT),
compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante DPPH
propostos na analise de regressdo multipla foram significativos (p < 0,05) e ndo apresentaram
falta de ajuste significativo (p lack-of-fit > 0,05), ambos podem ser visualizados na Tabela 9.
No entanto, os resultados para atividade antioxidante FRAP e ABTS demonstraram falta de

ajuste e nao puderam ser descritos utilizando o modelo.
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Tabela 9 - Efeitos das variaveis independentes (Xi: concentracao de solvente etanol; X»: razao
soluto: solvente e X3: temperatura) sobre a concentracdo das antocianinas totais (AT),
compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante DPPH

Variaveis Fatores Coef. d~e Err(~) t-valor p-valor -95% de +95% de
resposta Regressio  padrao confianca  confianca
Constante 1909,73 165,00 11,57 0,00 1546,57 2272,89
X, -576,12 154,34 -3,73 0,00 915,82 -236,41
AT X2 711,92 225,93 -3,15 0,01 -1209,20 214,64
(mg kg™) X, 345,52 154,34 2,24 0,05 5,81 685,22
R? ajustado 0,65
p lack of fit 0,13
Constante 26034,73 921,67 28,25 0,00  24006,15  28063,30
X, -5946,55 862,14 -6,90 0,00  -7844,11  -4048,99
CFT X2 -8106,77  1262,04 -6,42 0,00  -10884,51  -5329,03
(mg AGE kg™ ¢ v -4366,12  1219,25 -3,58 0,00  -7049,67  -1682,56
R? ajustado 0,88
p lack of fit 0,68
Constante 5083,25 107,54 47,27 0,00 4846,56 5319,93
X -1322,93 147,25 -8,98 0,00  -1647,02 -998,83
FT X, 952,46 147,25 6,47 0,00 628,36 1276,55
(mg CTE kg™) 474,27 147,25 3,22 0,01 150,18 798,37
R? ajustado 0,90
p lack of fit 0,48
Constante  146353,79  8051,92 18,18 0,00  128810,17 16389741
X, 42430,10  11025,54 3,85 0,00 1840751  66452,69
(pm(]))ll’)l“l;EHkg“) X1 X, 34788,52  15592,47 2,23 0,05 815,44 68761,59
R? ajustado 0,56
0,16

p lack of fit

Fonte: a autora (2025).

Nota: AGE: equivalente acido galico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox.

A concentracao de etanol (Xi) demostrou correlagdo negativa linear nos parametros

de antocianinas e flavonoides, indicando que concentracdes maximas do solvente afetaram a

extracdo desses compostos. Ja em Xi? o efeito quadratico negativo indicou que o aumento da

concentragdo de etanol favoreceu a extracdo das antocianinas até determinada concentragao

(60%) e depois comecou a decair. Essas informagdes podem ser contrastadas com dados obtidos

na Tabela 7, na qual foi constatado o menor contetido de antocianinas e flavonoides com a

aplicagdo de etanol 80% (amostra GBEG6). As antocianinas podem apresentar menor

solubilidade no etanol do que em 4gua, assim como outros compostos glicosilados podem ser

melhor dissolvidos. Elevadas concentra¢des de etanol podem causar degradagdo do material

vegetal (Arruda; Pereira; Pastore, 2017; Porto; Natolino, 2018).
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Para a variavel independente razdo soluto: solvente (X2), o coeficiente de regressdo
linear foi positivo para as antocianinas, flavonoides e DPPH evidenciando que as maiores
proporgdes soluto: solvente (1:20 e 1:30) aplicadas favoreceram o rendimento na extragao
desses compostos. Os dados obtidos na Tabela 7 para GBE12, GBE3 e GBE11 (AT, FT, DPPH)
reforcam essas informacgdes, pois ambas extra¢des tinham como fator em comum razao soluto:
solvente acima de 1:10, salientando os teores maximos obtidos. No entanto os compostos
fenolicos foram influenciados negativamente por essa variavel (X»), tanto de forma linear como
quadratica, indicando que a extracao foi eficiente at¢ um ponto maximo especifico (1:20) e
acima disso houve decréscimo no teor. Observou-se também que houve interagao linear positiva
entre X; e X» para o DPPH, enfatizando que baixas concentragdes de etanol (40%) aliadas a
menor razao soluto: solvente (1:10) afetaram o potencial antioxidante.

A temperatura (X3) influenciou significativamente apenas os flavonoides, com o
coeficiente de regressao linear positivo, destacando que a minima temperatura afetou a extracao
desse composto. Na extragdo GBE3 (Tabela 7) empregou-se a temperatura maxima (50 °C),
que resultou no maior contetido de flavonoides dentre os quinze ensaios realizados. Também
constatou-se uma correlagdo linear entre X e X3 para os compostos fenolicos, porem negativa,
sugerindo que a maior razao soluto: solvente (1:30) e temperatura (50 °C) reduziram o conteudo
dos CFT em extratos etanolicos

Para as extragdes com solvente acetona, os modelos para os compostos fenolicos totais
e atividade antioxidante FRAP propostos na andlise de regressao multipla foram significativos
(p < 0,05) e ndo apresentaram falta de ajuste significativo (p lack-of-fit > 0,05) (Tabela 10).
Porém, os dados para antocianinas totais, flavonoides totais, atividade antioxidante DPPH e

ABTS indicaram falta de ajuste e ndo puderam ser descritos utilizando o modelo.
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Tabela 10 - Efeitos das varidveis independentes (Xi: concentracdo de solvente acetona; Xo:
razao soluto:solvente e X3: temperatura) sobre a concentracdo de compostos fenolicos totais
(CFT) e atividade antioxidante FRAP

Variaveis
resposta Coef. d~e Err(~) -95% de +95% de
Fatores Regressio  padrio t-valor p-valor  confianca confianca
Constante 25500,99 1001,83 25,45 0,00 23190,77 27811,21
X, -4579,53 613,49 -7,46 0,00 -5994,25 -3164,82
X2 -3826,87 903,04 -4,24 0,00 -5909,28 -1744,47
X, -3045,86 613,49 -4,96 0,00 -4460,58 -1631,15
(mgigkg-l) X7? -4681,80 903,04 -5,18 0,00 -6764,21 -2599,39
X;3 2215,82 613,49 3,61 0,01 801,11 3630,54
X532 -2588,23 903,04 -2,87 0,02 -4670,64 -505,83
R? ajustado 0,91
P lack of fit 0,48
Constante 298357,09  9284,49 32,14 0,00 277669,96 319044,22
X, -48412,67  8684,84 -5,57 0,00 -67763,71 -29061,63
X2 -38205,83  12713,31 -3,01 0,01 -66532,85 -9878,81
fmll)TE ke'!) X;3 24207,22 8684,84 2,79 0,02 4856,18 43558,25
X5.X;3 -48094,50  12282,22 -3,92 0,00 -75461,00 -20728,00
R? ajustado 0,81

P lack of fit 0,29

Fonte: a autora (2025).
Nota: AGE: equivalente acido galico; TE: equivalentes de Trolox.

Em X (concentracao da solugdo acetona) observou-se um efeito linear negativo para
os parametros de compostos fenolicos e FRAP, destacando que a menor concentragdo do
solvente resultou em extragdes mais eficientes. O efeito quadratico negativo (Xi?) sugeriu que
a adicdo de solvente até uma concentragdo especifica (60%) favoreceu as extragdes dos
compostos, mas que acima dessa concentracao interferiu no contetido extraido. Esse mesmo
comportamento (linear e quadratico negativo) foi constatado para variavel razdo soluto:
solvente (X2), apenas nas extragdes de compostos fenolicos.

A variavel X3 (temperatura) demonstrou relagdo linear positiva para os dois
parametros, sugerindo que temperaturas mais elevadas contribuiram positivamente nas
extracdes de compostos fendlicos e da atividade antioxidante. No entanto o efeito quadratico
negativo (X3?) indicou que acima de uma determinada temperatura pode ocorrer redugdo dos
CFT. Também evidenciou-se uma interacao linear negativa entre Xz e X3 em FRAP, sugerindo
que maior proporcao soluto: solvente e temperatura aumentam a atividade antioxidante. Koraqi
et al. (2023) indicaram nas extracdes com frutos de morango, que o aumento da temperatura

extraiu mais compostos fendlicos e melhorou a atividade antioxidante.
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Em contraste com os dados obtidos na Tabela 8, pode-se inferir que as extragdes mais
eficientes dos compostos fendlicos e atividade antioxidante FRAP (ensaio GBA3) tinham como
combina¢do a menor concentracdo de acetona (40%), razdo soluto: solvente mediana (1:20) e
temperatura maxima (50 °C), estando de acordo com os efeitos observados.

A otimizagdo da extragdo para maximizar os teores das antocianinas totais, compostos
fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante DPPH sugeriu que a extragdo com
solvente etanol fosse realizada com a seguinte combinagao de fatores: concentrag¢ao de solvente
50,6%, razao soluto: solvente 1:30 e temperatura de 50 °C. J4 para a maximizacdo dos
compostos fenolicos totais e atividade antioxidante FRAP das extragdes com acetona, a
otimizagdo sugeriu que novas extracdes aplicassem a condi¢dao da concentragdo de solvente a
46% de acetona, razao soluto: solvente 1:10 e temperatura de 50 °C.

O efeito das variaveis independentes, concentragao de solvente, razao soluto: solvente
e temperatura sobre a concentracdo de compostos bioativos nos extratos de guabiji no ponto
otimo, pode ser visualizada na superficie de resposta da Figura 14 em extrag¢des otimizadas com

solvente etanol e acetona.

Figura 14 — Superficie de resposta demonstrando o efeito das varidveis independentes no ponto
otimo de otimizagdo dos extratos de guabiji com etanol (1) e acetona (2)
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Fonte: a autora (2025)

Os valores preditos e experimentais para as extracoes com solugdo de etanol e acetona
foram dispostos na Tabela 11. As condi¢des experimentais da extra¢do realizada com solvente

etanol para os parametros das antocianinas totais e DPPH demonstrou valores proéximos ao
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valor predito. Nos compostos fendlicos totais o valor obtido experimentalmente encontrava-se
dentro do intervalo de confianga (-95% a +95%), podendo ser considerado satisfatorio. Por
outro lado, os flavonoides totais ndo evidenciaram dados experimentais satisfatorios e para fins

preditivos ndo podem seu modelo nao pode ser considerado.

Tabela 11 - Valores preditos e experimentais do ponto 6timo das extragdes de etanol e
acetona com guabiji

Solvente Parametros Valor Predito ;?)iof./loaﬁza +95% de confianca Experimental
AT (mg kg™) 2369,06 1983,64 2754,48 234365
Etanol CFT (mg AGE kg™) 28148,56 22414,62 33882,51 31567,27
DPPH (mmol TE kg™) 194,69 164,28 225,11 193,32
FT (mg CTE kg") 5462,13 4699,64 6224,62 7046,01
Acetona CTE (mg AG kg! 26273,49 21568,36 30978,61 28998,03
FRAP (mmol TE kg') 385,82 338,16 433,48 387,72

Fonte: a autora (2025).
Nota: AT: antocianinas totais; AGE: equivalente acido galico; CTE: equivalente catequina; CFT: compostos
fendlicos totais; FT: flavonoides totais; TE: equivalentes de Trolox.
Para a extra¢do otimizada com solvente acetona, os parametros dos compostos

fenolicos totais ¢ FRAP resultaram em valores experimentais proximos do predito ou dentro do

intervalo de confianga sendo assim considerados adequados ao modelo.

3.3.3 Planejamento experimental para extragdo com folhas do guabijuzeiro

3.3.3.1 Extragao de compostos da folha do guabijuzeiro usando etanol como solvente

Os extratos obtidos por meio do planejamento experimental, a partir das folhas do
guabijuzeiro com solugdes aquosas de etanol foram demonstrados na Figura 15. A
quantificagdo dos compostos bioativos dos extratos: compostos fenolicos totais, flavonoides

totais, atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP foram expressos na Tabela 12.
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Figura 15 - Extratos das folhas do guabijuzeiro com etanol obtidos por meio do planejamento
Box-Behnken

FOE1 FOE? FOE3 FOE4 FOE5 FOE6 FOE7 FOE8 popo FOE10
Fonte: A autora (2025).

FOE11 FOE12 FOE13 FOEl4 FOQE15

Os compostos fenodlicos totais (CFT) extraidos dos ensaios com etanol resultaram em
dados significativos de 12623,76 (FOE2) a 64243,28 (FOE6) mg AGE kg!. O aumento da
quantidade extraida desses compostos foi favorecido principalmente no experimento em que
foi empregado a concentracdo maxima do solvente (70%) em conjunto com a minima razao
soluto: solvente (1:10) e temperatura mediana de 25 °C. Ja a combinacao do etanol 70% com a
razdo soluto: solvente 1:20 e temperatura minima (10 °C) indicaram dados significativamente
menores, como observado em FOE2. Esse mesmo comportamento foi observado para os
flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante ABTS e FRAP (Tabela 12), destacando-se o
ensaio FOE6 como a maior quantificagdo obtida, enquanto FOE2 revelou dados
significativamente menores em CFT e FRAP. A capacidade antioxidante ABTS foi menos
expressiva em FOEI1 (202,61 mmol TE kg'), extraida com a combina¢io de fatores
concentracdo de etanol mediana (50%), razdo soluto: solvente maxima (1:30) e minima
temperatura (10 °C).

Pode-se ressaltar que a temperatura de 25 °C foi mais eficiente na dissolucdo dos
compostos presentes nos extratos etanolicos da folha do guabijuzeiro. De forma similar, em
folhas de Moringa oleifera L. (acacia branca), Lin et al. (2021) mencionaram que uma
temperatura de 30 °C foi a mais adequada para extracdo de compostos fenolicos, e valores
acima (40 a 70 °C) reduziram seu contetido. Temperaturas mais brandas podem ser
interessantes para evitar a degradacao de compostos que ja estao solubilizados na matriz vegetal
(Gullén et al., 2017).

A menor propor¢do de soluto: solvente (1:10) sugeriu um consumo menor de etanol
na extracdo, sendo um fator importante do ponto de vista industrial pois além de reduzir custos
com solventes, a eficiéncia de extragao dos compostos ¢ maximizada (Dahmoune et al., 2015).

A estrutura quimica dos compostos fenolicos € diferente para cada matéria prima avaliada e
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suas interagdes tem variagdes que dependem da condigdo de extracdo aplicada, requerendo
assim exigéncias distintas (Rodriguez-Pérez et al., 2015).

No método DPPH constatou-se maior capacidade antioxidante em FOE12 (682,92
mmol TE kg!'; p <0,05) que utilizou a concentra¢io de etanol mediana (50%), razdo soluto:
solvente e temperatura maxima (1:30; 40 °C) na extracdo. J& a aplicagdo de etanol 50% em
conjunto da razdo soluto: solvente minima (1:10) e temperatura de 40 °C indicou menor
potencial antioxidante (ensaio FOE10), sugerindo que as diferengas nos teores entre minimo e
maximo foram afetadas pela proporcao soluto: solvente. Um comportamento similar foi
documentado em folhas de Eucalyptus globulus (eucalipto) por Gullon et al. (2017) os quais
destacaram que a maior atividade antioxidante DPPH registrada (206 mg TE g™!) foi favorecida

por concentracdes de etanol 50%, sob temperatura de 50 °C na extragao.

Tabela 12 - Compostos fenodlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante
dos extratos das folhas de guabijii com etanol (FOE)

Ensaios CFT FT ABTS DPPH FRAP
(mg AGE kg™ (mg CTE kg™ (mmol TE kg) (mmol TE kg') (mmol TE kg")
FOE1 21180,23% + 0,00 10860,93 1 + 199,49 595,98+ 3,13 299,318+ 4,78 394,89 + 8,53
FOE2 12623,76' + 0,00 10308,51 + 358,44 495,831+ 11,24 222,10' + 8,59 227,291 + 6,22
FOE3 29542,86" + 0,00 14121,74° + 347,83 838,44" + 8,66 355,041+ 6,05 565,784+ 4,79
FOE4 22763,161 £651,15 12734,55% + 171,62 600,35+ 8,56 271,23+ 2,37 253,511+2,82
FOES 28345,49M £ 326,11 10188,381 + 473,40 596,731+ 9,16 116,225+2,78 456,407+ 13,52
FOE6  64243,28°+1697,31  29582,44* + 298,24  2698,64* + 28,85 359,911+ 8,01 1259,88% + 8,49
FOE7 55417,26° + 648,17 19939,73° + 258,29 1070,26° + 2,70 451,064+ 7,15 919,00° + 1,41
FOES 28053,571+ 618,59 16573,91¢ + 398,48 1270,65° + 6,25 596,31+ 18,04 471,057+ 10,03
FOE9 27867,841 £ 0,00 11476,52"+ 150,36 864,328 + 18,32 156,881 + 4,73 42199’106; =
FOE10 37057,14f £ 0,00 13118,84f + 478,92 827,83"+ 8,79 69,26'+ 5,01 518,29°+£ 9,38
FOEI11 35565,03¢+ 0,00 16664,50¢ + 0,00 202,61'+ 9,41 491,01°+ 12,57  615,59°+ 9,98
FOE12  41457,14°+ 989,74 23182,61° + 656,51 239,018+ 2,41 682,922+ 13,01 9022]’04(_): =
FOE13 51334,59°+1302,29 10503,431 + 171,62 1164,639+5,99 401,02°+ 15,08  626,94° + 6,04
FOE14  52290,40°+ 649,01 12521,748 + 0,00 1030,73f+ 17,22 416,27°+ 9,85 622,70° £+ 7,49
FOE15  49240,92¢+ 653,30 11800,83"+ 99,41 1370,66° + 20,89 409,09+ 10,72 629,95+ 30,49

Fonte: a autora (2025).
Nota: AGE: equivalente acido gélico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox. Medias & desvios
padrio das amostras; >cdefehiikl Jetras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa entre as amostras pelo teste de Fisher (p<0,05).
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No ensaio FOE6 evidenciaram-se os maiores conteudos de CFT, FT, ABTS ¢ FRAP
avaliados nos extratos etanolicos com folhas do guabijuzeiro, com exce¢do ao DPPH. No menor
conteudo dos parametros analisados, diferentes combinag¢des influenciaram o processo de
extracdo, a destacar a temperatura minima (10 °C) e a razdo soluto: solvente 1:20, como
visualizado principalmente em FOE2. Nao foram encontrados estudos que retratem diferentes
condi¢cdes de extracdo para as folhas do guabijuzeiro, em termos de quantificagdo de compostos

fenolicos, flavonoides e atividade antioxidante.

3.3.3.2 Extragdo de compostos das folhas do guabijuzeiro usando acetona como solvente

Os extratos elaborados com a folha do guabijuzeiro em solugdes aquosas de acetona
podem ser visualizados na Figura 16. Os dados obtidos para os pardmetros compostos fenolicos
totais, flavonoides totais, atividade antioxidante ABTS, DPPH ¢ FRAP da avaliagdo dos ensaios

foram dispostos na Tabela 13.

Figura 16 - Extratos das folhas do guabijuzeiro com acetona obtidos por meio do planejamento
Box-Behnken

FOAl FOA2 FOA3 FOA4 FOAS FOA6 FOA7 FOAS FOAY9 FOA10 FOA11 FOAL2 FOA13 FOAL4 FOALS
Fonte: A autora (2025).

Os compostos fendlicos totais (CFT) extraidos com solucdes aquosas de acetona
indicaram teores significativos de 43386,94 (FOA5) a 102289,92 (FOA8) mg AGE kg!. A
combinagdo dos fatores maxima concentragdo de solvente (70%), maxima razao soluto:
solvente (1:30) e temperatura mediana (25 °C) demonstraram a melhor extra¢do. Essa mesma
condig¢do foi favoravel para a maior capacidade antioxidante DPPH e FRAP (942,38; 1374,01
mmol TE kg!). Os fatores empregados da minima concentragdo do solvente (30%), minima
razao soluto: solvente (1:10) em conjunto da temperatura mediana (25 °C) resultaram em menor
conteudo de CFT, assim como no potencial antioxidante FRAP e ABTS (ensaio FOAS).

Em dados reportados para as folhas de Eucalyptus camaldulensis (eucalipto), Nasr,

Khan e Zhu (2019) documentaram que o maior teor de compostos fenélicos (46,56 mg g™! peso
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seco) foi detectado na extragdo com solucdo de acetona 70%, assim como maior atividade

antioxidante no ensaio de fosfomolibdénio. A acetona é um solvente com estrutura molecular

capaz de atuar como aceptor de ligagcdes de hidrogénio e com menor capacidade de formar

ligacdes de hidrogénio. Dessa forma, a acetona tem maior potencial na extracdo de compostos

fenolicos ndo glicosidicos se comparada ao etanol, o que pode ter favorecido ao maior teor de

CFT observado nas amostras com maior concentragao do solvente (70%), como FOAS8. Além

do mais, como possui menor polaridade que a dgua outros compostos de baixa polaridade

também podem ser extraidos (Sim; Ong; Nyam, 2019; Nasr; Khan; Zhu, 2019).

Tabela 13 - Compostos fenodlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante
dos extratos das folhas de guabijii com acetona (FOA)

Ensaios CFT FT ABTS DPPH FRAP
(mg AGE kg™) (mg CTE kg™ (umol TE kg') (umol TE kg') (umol TE kg™!)
FOA1 60142,38'+328,82 16212,62¢+ 173,34 985,57° + 8,25 462,538+ 1,09 774,86" £ 8,31
FOA2 70509,52& + 329,91 12962,321+ 0,00 877,76% + 4,14 535,887+ 7,04 983,70° £ 4,57
FOA3 66636,71"+ 327,73 19268,64°+ 299,23 1195,862+6,77  603,62¢+ 4,66 763,15 +£ 5,10
FOA4 74128,57" £ 0,00 11339,13k+ 502,04 731,888+ 6,77 209,45'+ 5,49 758,16M £ 8,80
FOAS5 43386,94™+ 655,46  11937,811+ 131,95 290,170+ 9,42 261,24<£5,52  553,76™ £+ 20,97
FOA®6 52438,10% £+ 0,00 13843,48" + 50,20 553,59"+ 2,35 249385+ 1,10  738,40Y + 12,88
FOA7 75192,86°+ 0,00 20878,59* + 130,44 1217,73*+£57,63 796,87 +2,97 721,05 £ 5,71
FOAS8 102289,922 £ 0,00  18380,22¢+ 147,66 1143,38°+£16,10 94238*+1,72 1374,01*+39,39
FOA9 51504,51'+ 657,64 12613,03! + 86,67 417,39+ 12.83 299,500 + 5,08 622,42' + 9,48
FOA10 56250,591 + 0,00 13537,48" + 50,04 526,99" + 3,40 432,18"+ 1,10 680,13k+ 9,32
FOA11 78095,244+ 0,00 16760,44"+ 0,00 855,14+ 3,40 655,594+ 6,49 112521°+21,21
FOA12 91201,14°+ 852,88 21336,79*+ 149,86 1129,44*+ 16,35 857,42+27,78> 914,57 + 18,06
FOA13 79260,84° £+ 0,00 17270,17¢+£ 449,59 819317+ 64,65 467,47¢+£2223 116537°+£1,71
FOA14 75779,65°+ 855,76  18391,59¢ = 260,45 823,80+ 3,98 418,39+ 323 1092,50¢ + 60
FOA15 59933,99'+ 565,77 16220,402 = 604,72 911,99+ 4,10 400,80' + 1,09 885,098 £4,53

Fonte: a autora (2025).
Nota: AGE: equivalente acido gélico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox. Medias + desvios

padrao das amostras; *

b.c.d.e.f.gh.ijkl

significativa entre as amostras pelo teste de Fisher (p<0,05).

™ letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferencga

Nos flavonoides totais (FT), o ensaio que exibiu maior quantidade do composto, foi

FOA12 (21336,79 mg CTE kg!; p<0,05), extraido com a combina¢io da concentragio de
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acetona 50%, razdo soluto: solvente 1:30 e temperatura de 40 °C. Ja a combinacdo de acetona
70% com razao soluto: solvente mediana (1:20) e temperatura maxima (40 °C) provocou
indices significativamente menores desse composto, assim como no potencial antioxidante por
DPPH (ensaio FOA4). Pode-se presumir que os flavonoides da folha de guabijuzeiro extraidos
com acetona sdo mais soliveis em menores concentragdes do solvente, indicando compostos
de baixa polaridade. A capacidade antioxidante no método ABTS, ndo demonstrou diferencas
significativas entre os ensaios FOA3 e FOA7 (1195,86; 1217,73 mmol TE kg), sugerindo
dentre as combinagdes que a baixa concentragdo do solvente (30%) resultou na maior atividade
observada.

A extracdo de compostos com solucdes de acetona foi afetada principalmente pela
menor concentragdo de solvente (30%), menor razdo soluto: solvente (1:10) e temperatura
mediana (25 °C), como constatado na amostra FOAS, um dos ensaios com os menores indices
de extragdo para todos os parametros avaliados.

Em uma analise comparativa dos extratos das folhas de guabijuzeiro elaboradas com
acetona e etanol, observou-se dados significativamente mais expressivos para 0s compostos
fenolicos e atividade antioxidante por DPPH e FRAP em solu¢des elaboradas com acetona. Ja
as extragcdes com solugdes de etanol indicaram maior concentragcdes para os flavonoides e
atividade antioxidante ABTS. A mesma matriz vegetal avaliada exibiu comportamento distinto
nas combinagdes de extragdo empregadas, principalmente em relagdao ao uso de solventes com
caracteristicas quimicas diferentes. Dessa forma, a extragdo de compostos bioativos sofrem
influéncia pela polaridade dos solventes e pela solubilidade das estruturas dos constituintes da
amostra no solvente utilizado. Diversos solventes sdo utilizados na extracao de compostos em
folhas e partes de plantas, como metanol, acetona e etanol, porém as misturas com aguas sao
geralmente as escolhidas por atuarem com maior eficiéncia nos processos extrativos, como
relatado por Santos ef al. (2020) em folhas de Eugenia punicifolia (cerejeira-da-praia); Sim,
Ong e Nyam (2019) em folhas de Hibiscus cannabinus L. (kenaf) e Irakli, Chatzopoulo e
Ekateriniadou (2018) em folhas de Olea europaea L. (oliveira).

H4 um aumento cada vez maior na gama de materiais vegetais explorados, devido a
importancia que os compostos fenolicos demonstram em relagdo a atividade antioxidante,
atividade bioldgica que podem ser empregados na obtengao de produtos com valor agregado,
além do apelo natural (Santos et al., 2020). Assim, considerando a abundéncia das folhas de
guabijuzeiro, pode-se salientar que ¢ uma matéria prima em ascensdo para o fornecimento de

compostos antioxidantes.
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3.3.4 Otimizag¢do da extragao das folhas do guabijuzeiro

Nas extragdes realizadas utilizando solugdes de etanol, os modelos para compostos
fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante ABTS propostos na
analise de regressao multipla foram significativos (p < 0,05) e ndo apresentaram falta de ajuste
significativo (p lack-of-fit > 0,05) conforme disposto na Tabela 14. Por outro lado, os resultados
obtidos para atividade antioxidante DPPH e FRAP demonstraram falta de ajuste e ndo puderam

ser descritos utilizando o modelo.

Tabela 14 - Efeitos das varidveis independentes (Xi: concentracdo de solvente etanol, X»:
razdo soluto: solvente e X3: temperatura) sobre a concentracao dos compostos fendlicos totais
(CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante ABTS

Variaveis Fatores Coef. d~e Err(~) t-valor  p-valor -95% de +95% de
resposta Regressio  padrao confianca  confianca
Constante 53114,96 2092,22 25,39 0,00 48453,20 57776,72
X, -10719,80  2259,86 -4,74 0,00 -15755,08 -5684,52
X5 4197,93 1539,83 2,73 0,02 766,96 7628,90
(mg If(lg ke'!) X532 -19247,91 2259,86 -8,52 0,00 -24283,19  -14212,63
X X5 -15815,37  2177,65 -7,26 0,00 -20667,49 -10963,3
R? ajustado 0,91
P lack of fit 0,10
Constante 11835,96 1450,44 8,16 0,00 8675,73 14996,19
X, 575491 1986,09 2,90 0,01 1427,59 10082,22
(mg Cljl“];Z ke'!) X, X2 -5689,97 1918,75 -2,97 0,01 -9870,56 -1509,38
R? ajustado 0,52
P lack of fit 0,06
Constante 1314613,73 160736,62 8,18 0,00 964398,72 1664828,75
ABTS X3? -731567,33 220097,68 -3,32 0,01 1211 1_1 8.98 -252015,67
(umol TE kg) X1Xz -475381,21 212634,56 -2,24 0,05 -938672,12  -12090,29
R? ajustado 0,50

P lack of fit 0,13

Fonte: a autora (2025).
Nota: AGE: equivalente acido galico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox.

A varidvel X, (concentragao de etanol) apresentou efeito linear negativo apenas para
os compostos fendlicos, indicando que o maximo de solvente afetou a extragdo desse parametro.
Também foi observada uma interacdo linear negativa de X; (concentracdo de etanol) com X»
(razao soluto: solvente) destacando que o maximo aplicado de cada variavel afetou o conteudo
de CFT e atividade antioxidante ABTS. Do mesmo modo houve uma correlacio de X; com X»?

com efeito negativo quadratico apenas para os flavonoides, enfatizando que a extragdo desse
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composto apresentou maior teor até propor¢ao especifica da razao soluto: solvente (1:20) e seu
aumento proporcionou redugdo do FT.

A temperatura (X3) foi linear e positiva apenas em CFT, enquanto seu efeito quadratico
negativo (X3?) foi evidenciado em CFT e no ABTS, sugerindo que essa variavel foi eficiente
na extracdo até determinada temperatura e seu aumento provocou redu¢do no conteido dos
parametros analisados. No modelo obtido para os flavonoides totais também constatou-se um
efeito positivo para o fator razao soluto: solvente (X2), indicando que o méximo dessa variavel
obteve maior conteudo na extragao.

De forma paralela ao observado nas extragdes com folhas de guabijuzeiro, Gullon et
al. (2017) retrataram na avaliacdo de extratos etanolicos com folhas de eucalipto, que o teor de
compostos fenolicos, flavonoides e atividade antioxidante ABTS foram afetadas sob efeito
linear e quadratico pela concentragdo de etanol, destacando que valores acima de 50% afetaram
seu conteudo. Por outro lado, os autores indicaram que o aumento da temperatura favoreceu
maior atividade antioxidante, mas com valor fixo na concentragdo de etanol.

Em sintese, a polaridade do solvente e dos compostos presentes na matriz vegetal
afetam os contetidos extraidos, sugerindo que misturas de etanol e d4gua sdo mais eficientes na
extragdo de compostos. Como a agua ¢ um solvente fortemente polar e diversas moléculas de
compostos fenolicos possuem a mesma caracteristica, maior teor de fenois pode ser obtido com
base no principio de “semelhante dissolve semelhante”. A aplicagdo de altas temperaturas
potencializa o enfraquecimento dos tecidos vegetais, difundindo melhor o solvente e
favorecendo a extra¢do de compostos. Porém a depender das estruturas vegetais, faixas elevadas
de temperatura podem causar degradacao dos constituintes e reduzir a presenca de compostos
na amostra (Dahmoune et al., 2015; Gullon et al.,2017).

Em dados obtidos para as folhas de acéacia branca, Lin ef al. (2021) documentaram
efeitos interativos entre as varidveis investigadas, mencionando que em uma baixa temperatura
de extracao, o conteido dos compostos fenolicos aumentou a medida que a razao liquido-so6lido
aumentou. Embora tenham sido observadas correlacdes entre as variaveis, a relagdo liquido-
solido proporcionou efeito positivo no rendimento dos compostos fendlicos e atividade
antioxidante, a destacar o ABTS e FRAP. A propor¢do liquido-sdlido influenciou na
recuperagao de compostos fenolicos de folhas de Myrtus communis L. (murta), sendo que com
aumento da razao liquido-so6lido, ocorreu um declinio no contetido dos compostos por ocasionar
diminui¢do na transferéncia de massa para o solvente (Dahmoune et al., 2015).

Para os ensaios realizados com solucdes de acetona, os modelos para compostos

fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP
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propostos na analise de regressdo multipla foram significativos (p < 0,05) e ndo apresentaram

falta de ajuste significativo (p lack-of-fit > 0,05), de acordo com a Tabela 15.

Tabela 15 - Efeitos das variaveis independentes (Xi: concentracao de solvente acetona, X»:
razdo soluto: solvente e X3: temperatura) sobre a concentracdo de compostos fenolicos totais
(CFT), flavonoides totais (FT) e atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP

Variaveis Coef. de Erro -95% de +95% de
Fatores ~ ~ t-valor  p-valor
resposta Regressao padriao confianca  confianca
Constante 69116,73 1730,71 39,94 0,00 65345,83 72887,63
X 6750,90 2369,88 2,85 0,01 1587,38 11914,42
CFT
(mg AG kg) X, 17899,88 2369,88 7,55 0,00 12736,36 23063,40
R? ajustado 0,82
P lack of fit 0,92
Constante 16063,52 579,19 27,73 0,00 14812,24 17314,79
FT X, 3178,03 793,09 4,01 0,00 1464,66 4891,41
(mg CAT kg™) R? ajustado 0,52

P lack of fit 0,18
Constante  831999.01 4100451 2029 000 74341415 920583.87

ABTS X, 319692,22  56147,74 5,69 0,0001  198392,41 440992,03
(pmol TE kg™) R2 ajustado 0,69
P lack of fit 0,08

Constante  442592,96 36491,42 12,13 0,00 36227589  522910,03

X, 251245,02  34134,60 7,36 0,00 176115,28  326374,75

DPPH X,2 119228,30  49967,93 2,39 0,04 9249,63 229206,98

(nmol TE kg) x, x, -116881,27  48273,61  -2,42 0,03  -223130,77 -10631,78
R? ajustado 0,82

P lack of fit 0,10
Constante 876825,00 41373,05 21,19 0,00 786680,86  966969,14

X, 130180,24  56652,39 2,30 0,04 6745,29 253615,19
(pm(fll'{rl?ﬂpkg'l) X, 192515,50  56652,39 3,40 0,01 69080,55 315950,45
R? ajustado 0,51

P lack of fit 0,52
Fonte: a autora (2025).
Nota: AGE: equivalente acido galico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox.

A varidvel concentragcdo de solvente (Xi) exibiu coeficiente linear positivo para os
compostos fenolicos e atividade antioxidante FRAP, da mesma forma que a razdo soluto:
solvente (X2) indicou efeito linear positivo em todos os parametros avaliados no modelo
(compostos fendlicos, flavonoides, ABTS, DPPH e FRAP), destacando que os maximos
aplicados dessas varidveis resultaram em maior contetido dos parametros analisados. Esses
dados podem ser contrastados com os resultados obtidos na Tabela 13 a qual indica que os
maiores teores de CFT, FRAP e DPPH foram extraidos com combinagdes que continham o

maximo de acetona (70%) ou maximo da proporc¢do soluto: solvente (1:30), (ensaios FOAS;
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FOA7 e FOA 12). Evidenciou-se também a interagdo linear negativa da concentragdo de
solvente (X1) com a temperatura (X3) para o DPPH, demonstrando que condi¢des minimas
desses dois fatores conjuntos afetaram o potencial antioxidante nos extratos.

Para maximizar os teores dos compostos fenolicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante ABTS com solvente etanol, uma otimizagdo da extragdo foi sugerida indicando a
combinagdo dos fatores concentracao de solvente 30%, razao soluto solvente 1:30 e temperatura
de 25 °C. A otimizacao com solucao de acetona para maximizar os parametros dos compostos
fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP resultou na
aplicagdo das condigdes concentragdo de solvente 70%, razdo soluto solvente 1:30 e
temperatura de 40 °C.

Na superficie de resposta (Figura 17) foram demonstrados o efeito das varidveis
independentes: concentragdo de solvente (etanol e acetona), razdo soluto: solvente e
temperatura sobre a concentragdo de compostos bioativos nos extratos das folhas do

guabijuzeiro no ponto 6timo.

Figura 17 - Superficie de resposta exibindo o efeito das variaveis independentes no ponto 6timo

do extrato das folhas de guabijuzeiro com etanol (1) e acetona (2)
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Fonte: a autora (2025).
Nota: o grafico de superficie de resposta da variavel temperatura x concentragdo de solvente acetona nao foi
exibido, por ndo demonstrar influéncia na extragio.
Os valores preditos e obtidos experimentalmente nas extracdes com solucao de etanol
e acetona para as folhas do guabijuzeiro foram apresentados na Tabela 16. Na otimizagdo

extraida com etanol, apenas o valor experimental obtido para os compostos fendlicos ficou

proximo ao predito (62802,20 x 62804,73 mg AGE kg™!). Os parametros de flavonoides totais
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e ABTS nio exibiram dados experimentais satisfatorios e para fins preditivos ndo podem ser

considerados no modelo.

Tabela 16 - Valores preditos e experimentais do ponto 6timo das solugdes de etanol e acetona
com as folhas do guabijuzeiro

Solvente Parametros Valor Predito -95% de confianca +95% de confianca Experimental
ABTS (mmol TE kg™) 1789,99 1328,20 2251,77 755,88
Etanol  CFT (mg AGE kg™) 62804,73 58598,44 67011,02 62802,20
FT (mg CTE kg?) 21562,89 18804,62 24321,17 15083,19
ABTS (mmol TE kg™!) 1151,69 1053,24 1250,14 1070,88
FRAP (mmol TE kg™!) 1069,34 795,40 1343,27 773,24
Acetona DPPH (mmol TE kg™) 757,42 692,33 822,51 698,54
CFT (mg AGE kg™) 87016,61 67611,69 106421,52 65154,06
FT (mg CTE kg?) 19241,55 17196,26 21286,84 16760,44

Fonte: a autora (2025).
Nota: AGE: equivalente acido galico; CTE: equivalente catequina; CFT: compostos fendlicos totais; FT:
flavonoides totais; TE: equivalentes de Trolox.
Para o ponto 6timo da solugao com folhas extraida com acetona, verificou-se que os
valores experimentais da atividade antioxidante ABTS, DPPH e os flavonoides exibiram
valores proximos do predito ou de seu intervalo de confianga (-95% a +95%). No entanto os

dados para FRAP e compostos fenolicos ndo foram satisfatorios e ndo podem ser descritos

utilizando o modelo.

3.3.5 Perfil fendlico dos pontos 6timos

Dos extratos obtidos na otimiza¢do com solvente etanol e acetona para frutos e folhas

de guabijuzeiro foi realizada a quantificagdo de compostos fendlicos individuais. Na tabela 17

foi demonstrado o perfil identificado e quantificado.
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Tabela 17 - Perfil fenolico dos extratos otimizados das folhas e frutos de guabijuzeiro com
etanol (FOE; GBE) e acetona (FOA; GBA)

Composto (mg kg™!)

Amostras

FOE

FOA

GBE

GBA

Acido gilico

280,914+ 1,03

225,108 + 0,86

291,76+ 2,61

328,10°+ 3,09

Catequina 844,942+ 14,57 784,818+ 11,14 1704,54*+£25,10 761,97°+20,86
Acido cafeico ND ND 64,05+ 0,73 78,312+ 0,18
Epigalocatequina 3520,514+ 6,87 3234,688 + 75,47 148,852+ 3,72 ND
Acido Transferrulico 124,798 + 0,77 136,554+ 0,47 ND ND
Rutina 208,108 £ 0,61 246,66 £+ 3,38 58,692+ 5,16 67,312+ 2,54
Quercetina 34,674+ 1,48 30,708 + 0,05 ND ND
Furfural 45,524+ 0,10 27,108+ 0,31 ND ND
Acido siringico 368,678+ 1,36 615,824+ 1,33 80,39+ 0,92 84,882+ 0,20
Acido elagico 348,084 £+ 1,85 345,504 £ 0,90 27829+ 12,81  498,78*+ 11,41
Avicularina 228,618 +£1,00 247,844 £ 3,00 ND ND
Quercitrina 222,448 £ 0,97 660,554 £+ 3,40 39,72°+ 0,10 49,472+ 0,71
Soma total de compostos 6227,25 6555,32 2666,27 1868,82

Fonte: a autora (2025).

Nota: FOE: folha etanol; FOA: folha acetona; GBE: guabiji etanol; GBA: guabijt acetona. ND: ndo detectado.
Medias + desvios padrio das amostras; 4B 2% letras sobrescritas diferentes (maiuscula para as folhas e
minmiscula para os frutos) na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de t (p<0,05).

No perfil fenodlico dos extratos otimizados das folhas do guabijuzeiro, foram
identificados onze compostos, sendo o acido gélico, catequina, epigalocatequina, quercetina e
furfural em maior contetido no extrato com etanol, enquanto o acido transferrulico, rutina, acido
siringico, avicularina e quercitrina com maior teor no extrato otimizado com acetona. O acido
elagico ndo demonstrou diferenga significativa em ambos extratos analisados. A soma total dos
compostos identificados indicou que utilizagdao do solvente acetona promoveu maior eficiéncia
na extragio (6555,32 mg kg™!).

Extratos elaborados com metanol e folhas do guabijuzeiro foram avaliados por
Almeida et al. (2017), os quais identificaram na composi¢do a quercetina, quercitrina, catequina
e epicatequina, semelhante aos dados evidenciados nesse estudo. Em extratos aquosos e
etandlicos obtidos das folhas do aracazeiro, Zandond et al. (2020) quantificaram diferentes
acidos fenolicos e flavonoides, sendo em maior concentragdo o acido clorogénico e a catequina
(1526,94; 1732,05 ug g'). Os autores enfatizaram que um maior niimero de compostos foi
extraido com a mistura de agua: etanol (1:1). Nesse mesmo contexto, Bagatini ef al. (2023)
reportaram que extragdes realizadas com a mistura agua: etanol foram mais eficientes na
obtencdo de compostos fenolicos da folha da pitangueira. Dentre os compostos, foram

encontrados acido géalico, siringico, clorogénico e miricetina. Na investigagao de compostos de
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diferentes ervas Sepahpour et al. (2018) documentaram que os extratos elaborados com acetona
80% resultaram em maior conteudo de acido cafeico, acido p -cumadrico e luteolina-7- o —
glicosideo (0,3; 0,5 ¢ 0,6 mg g, respectivamente) para folhas de Cymbopogon citratus (capim
limdo) e rutina (0,8 mg g™') em folhas de Murraya koenigii (curry).

Para os extratos otimizados com os frutos de guabiju, foram quantificados oito
compostos, sendo que no extrato com etanol foi evidenciado maior predominancia de catequina
e epigalocatequina, enquanto o extrato com acetona revelou os maiores conteudos significativos
para o acido galico, acido cafeico, acido siringico, acido elagico e quercitrina. A rutina nao
indicou diferengas nos teores encontrados. No entanto, no somatorio total de compostos, o teor
mais relevante foi constatado no extrato com etanol (2666,27 mg kg™).

Seraglio et al. (2018) identificaram diversos compostos fendlicos em extratos de
guabiji semi-maduro e maduro reconstituidos em metanol, indicando como constituintes
majoritarios a quercetina, acido galico, isorquercitrina e kaempferol. Os autores destacaram que
uma maior concentracdo de compostos foi verificada no guabiju (8024,47 a 21303,91 pg 100
g !, fruto seco), quando comparado a Myrciaria cauliflora (jabuticaba) e o Syzygium cumini
(jambolao). Della Betta et al. (2018) reportaram maior contetido de 4cido galico (148,2 a 170,1
mg kg!, fruto seco) em extratos metandlicos de guabiju, com dados inferiores ao evidenciado
no presente estudo (291,76 e 328,10 mg kg™, peso seco). Outros compostos de relevancia
constatados foram a isoquercitrina, epigalocatequina galato e catequina (Della Betta et al.,

2018).

3.3.6 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana para os extratos otimizados com os frutos
de guabijui foram expressos em percentual de inibi¢cdo, os quais foram demonstrados na Figura
18. Constatou-se que houve capacidade inibitoria frente aos microrganismos Escherichia coli
e Salmonella enterica spp. enterica com emprego da concentragdo de 50 mg mL™!, enquanto
para Candida albicans foram aplicados 100 mg mL"! dos extratos, tanto de acetona como etanol.
O extrato dos frutos desenvolvido com acetona exibiu maior atividade contra C. albicans
(53,61%) e menor porcentagem em relacdo a E. coli (30,24%). Salienta-se que o extrato
etanolico ndo inibiu a bactéria Salmonella, sendo verificada atividade apenas no extrato
elaborado com acetona (21,72%). Para o microrganismo Staphylococcus aureus nao foi

evidenciado capacidade inibitéria em ambos extratos de frutos de guabiju.
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Figura 18 — Atividade antimicrobiana dos extratos otimizados de etanol e acetona com frutos
de guabiju (%)
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Fonte: A autora (2025).

De forma oposta ao observado para os extratos dos frutos de guabiji, Zola et al. (2019)
reportaram em extratos da polpa de grumixama elaborados com metanol, acetona e etanol que
houve a inibi¢do de S. aureus, enquanto E. coli ndo demonstrou sensibilidade ao extrato
aplicado. A possivel a¢do antimicrobiana foi atribuida aos diferentes compostos fenolicos
identificados no extrato, como derivados da delfidina e cianidina. Por outro lado, a auséncia de
inibicao pode ser devido a presenga de compostos que possuam caracteristicas de carga e peso
molecular que dificultem sua difusdo no meio empregado. Em extratos otimizados do bagago
da maca, Zardo et al. (2020) mencionaram que acetona promoveu maior percentual de inibi¢ao
contra duas cepas diferentes de S. aureus, além de Salmonella e E. coli (21,84%; 65,51%;
36,34% e 23,17%, respectivamente), associando esses dados ao maior numero de compostos
fenolicos extraido com a solugcdo de acetona e seus possiveis efeitos sinérgicos contra os
microrganismos.

Os efeitos observados no presente estudo para ambos extratos dos frutos, podem ser
relacionados a presenga dos polifendis acido galico, elagico, cafeico, catequina e rutina, pois ja
foram relatados por exibir efeitos antimicrobianos contra diferentes bactérias patogénicas,
como a E.coli (Singh et al., 2016). Embora as bactérias Gram negativas, sejam descritas por
maior resisténcia a agdo antimicrobianos devido a presenca de uma membrana composta por
uma dupla camada de fosfolipidios, a qual ¢ ligada a membrana interna por lipopolissacarideos,

presume-se que ocorreu uma atividade de interagdo dos compostos fendlicos com os
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constituintes da membrana, provocando sua ruptura e vazamento do conteudo celular (Gullén
et al.,2017; Bagatini et al., 2023).

Os extratos otimizados das folhas do guabijuzeiro elaborados com os solventes acetona
e etanol, demonstraram atividade inibitéria para todos os microrganismos avaliados:
Salmonella enterica spp. enterica, Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Observou-se menor porcentagem de inibi¢do para E. coli (34,24% e 34,54%) enquanto
que para os demais microrganismos os dados foram superiores a 50%, como demonstrado na

Figura 19.

Figura 19 - Atividade antimicrobiana dos extratos otimizados de etanol e acetona com folhas
de guabijuzeiro (%)
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Fonte: A autora (2025).

A atividade inibitoria maxima observada (Figura 19) de todos os microrganismos
avaliados foi obtida com a utiliza¢ao de diferentes concentra¢des dos extratos otimizados, sendo
50 mg mL"! para C. albicans e S. aureus, 100 mg mL"! para E. coli e Salmonella (frente o
extrato com etanol) e 150 mg mL™! para Salmonella frente ao extrato com acetona. Gullon et
al. (2017) evidenciaram nos extratos otimizados de etanol com folhas de eucalipto, atividade
antimicrobiana contra todas as cepas avaliadas, entre elas E. coli, Salmonella spp. e S. aureus,
indicando maior susceptibilidade das bactérias Gram positivas (S. aureus) ao extrato de

eucalipto, em relagdo as Gram negativas (E. coli e Salmonella). De forma similar, em extratos
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com folhas de pitangueira elaborados com infusdo de 4gua ou etanol-agua, Bagatini ez al. (2023)
reportaram atividade inibitoria contra S. aureus, Listeria monocytogenes ssp. € Pseudomonas
aeruginosa, destacando que S. aureus foi a bactéria mais sensivel frente aos extratos foliares da
pitangueira. Ambos estudos destacaram que a acao dos compostos fendlicos atuou com maior
facilidade na membrana celular do microrganismo, principalmente dos Gram positivos, que sao
considerados mais susceptiveis a acdo de compostos naturais por apresentarem uma Unica
camada formada principalmente por peptidoglicano. Diferentes compostos fendlicos sao
conhecidos por exibir efeitos antimicrobianos, como acido 4-hidroxibenzoico, gélico, siringico,
vanilico, mirecitna, quercetina e catequina, os quais inferem em diferentes mecanismos de a¢ao
sob a membrana celular (Zandona et al., 2020; Bagatini et al., 2023). Os extratos foliares do
guabijuzeiro indicaram diversos compostos com esse potencial sendo que uma tendéncia maior
de inibi¢ao foi observada nos extratos com acetona, nos quais constatou-se maior contetudo de
compostos em relagdo aos extratos otimizados com etanol.

Observou-se que tanto os extratos otimizados com os frutos ¢ com as folhas do
guabijuzeiro, com os solventes etanol ou acetona, exibiram potencial inibitorio contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas em distintos percentuais. Essa atividade esta relacionada ao
tipo do solvente empregado, bem como a concentracdo de compostos fendlicos quantificado.
Os extratos naturais sao misturas complexas de compostos organicos, os quais podem exibir
acdo de adigdo, antagonismo ou sinergismo em contato com o microrganismo, levando ao

aumento ou reducdo de seu efeito antimicrobiano (Zardo et al., 2020; Bagatini et al. 2023).

3.4 CONCLUSAO

Com base no planejamento experimental aplicado foi possivel avaliar diferentes
condi¢des para extracdo dos compostos bioativos em folhas e frutos de guabiji. Observou-se
que cada matriz vegetal exibiu comportamento diferente, sendo que nos frutos as solugdes com
etanol resultaram em maior contetido de antocianinas, compostos fendlicos e atividade
antioxidante FRAP ¢ nas folhas o etanol foi mais eficaz na extra¢ao de flavonoides ¢ atividade
antioxidante ABTS. A utiliza¢do da acetona demonstrou maior capacidade antioxidante no
método ABTS, assim como maior teor de flavonoides para os frutos de guabiju. Nos extratos
foliares, os compostos fenolicos e atividade antioxidante por DPPH e FRAP resultaram em
maior quantidade em solugdes elaboradas com acetona.

Com a utilizagdo da MSR na otimizagdo da extragdo foi possivel sugerir a melhor

condi¢do para extracdo dos compostos bioativos das folhas e frutos do guabiji. Nos extratos
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otimizados das folhas de guabijuzeiro a acetona promoveu maior extracdo dos compostos
fenolicos individuais, sendo observado predomindncia de compostos como o acido
transferrulico, rutina e acido siringico. Para os frutos, o extrato otimizado com etanol resultou
no maior conteido de fenodis, destacando-se teor mais relevante para catequina e
epigalocatequina. Na atividade antimicrobiana evidenciou-se que os extratos dos frutos com
acetona exibiram inibi¢do contra os todos os microrganismos avaliados (Salmonella, C.
albicans, S. aureus e E. coli) assim como ambos extratos otimizados das folhas. Os dados aqui
documentados revelaram que as partes do guabijuzeiro (folhas e frutos) demonstraram presenca
de constituintes bioativos com capacidade de exercer efeitos bioldgicos como atividade

antimicrobiana e antioxidante, além de servirem de base para busca de novas propriedades.
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CAPITULO 4: ELABORACAO DE IOGURTE COM ENRIQUECIMENTO DE
EXTRATOS DAS FOLHAS E FRUTOS DE Myrcianthes pungens

RESUMO: O iogurte ¢ um derivado lacteo apreciado por diferentes perfis de consumidores.
Esse produto possui nutrientes basicos para nutri¢ao do organismo e pode ser enriquecido com
ingredientes bioativos, como extratos vegetais. Nesse contexto, Myrcianthes pungens (guabiju)
¢ uma espécie com potencial no fornecimento de constituintes polifenolicos. No presente estudo
foram elaboradas formulagdes de iogurte enriquecidas com os extratos vegetais otimizados
provenientes das folhas e frutos do guabiji, denominadas fruto 5%, fruto 10%, folha 5% e folha
10% (FRS5, FR10, FO5 e FO10, respectivamente) e uma amostra controle. Foram avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas, compreendendo informagdes sobre a composicao proximal, cor
e textura dos produtos obtidos. Durante 21 dias do armazenamento refrigerado foram analisados
os parametros da acidez, pH, sinérese e capacidade de retencao de 4gua (CRA), assim como a
presenga de compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT), antocianinas totais (AT)
e atividade antioxidante. A viabilidade das bactérias laticas e a atividade antimicrobiana dos
iogurtes, frente a cepas patogénicas, também foi investigada. Os resultados indicaram que a
adicdo dos extratos das folhas e frutos do guabijii promoveu diferentes tonalidades, sendo
constatado tons avermelhados nas formula¢des FRS5 e FR10. Essas amostras exibiram também
maior contetido de sélidos totais (11,86 e 12,45 g 100 g!) e carboidratos (4,82 € 6,22 g 100 g°
) em relagio as demais formulagdes. No pardmetro de acidez observou-se um aumento
significativo dos valores em todas as formulag¢des de iogurte, enquanto o pH reduziu, exibindo
dados de 4,27 a 4,69, durante o periodo de armazenamento dos 21 dias. Os percentuais de
sinérese diminuiram nos iogurtes avaliados e de forma inversa a CRA aumentou sendo
verificado o maior percentual na amostra controle (41,22%). Na aplicagdo dos extratos dos
frutos de guabijl constatou-se a presenca de antocianinas em FRS e FR10, as quais tiveram seu
conteido reduzido ao longo do periodo avaliado. Tanto para os CFT quanto FT, o
enriquecimento com extratos das folhas e frutos, revelou maior concentracao desses bioativos,
sendo dependente da propor¢do do extrato empregada (5 e 10%) no iogurte. Durante o
armazenamento, as amostras controle, FR5 ¢ FR10 demonstraram reducao dos FT e CFT,
enquanto em FO5 e FO10, observou-se aumento no contetdo, principalmente dos CFT (203,38
a 356 mg AGE 100 g'). Em todas as formulacdes foi evidenciado potencial antioxidante pelos
métodos ABTS, DPPH e FRAP. Embora FR5 e FR10 tenham sido afetadas na avaliacao por
DPPH, a aplicagdo dos extratos potencializou o efeito antioxidante das formula¢des nos demais
métodos utilizados. O enriquecimento com os extratos aumentou a viabilidade das bactérias
laticas em FR5, FR10, FO5 e FO10 em comparagao a formulacao controle, demonstrando dados
da escala 10°a 10° durante o periodo avaliado. Os efeitos antimicrobianos dos iogurtes, apesar
de exibirem potencial reduzido, foram constatados contra S. aureus e C. albicans. Os extratos
das folhas e frutos do guabiji demonstraram potencial tecnoldgico e funcional passivel de
aplicagdo para o desenvolvimento de iogurtes enriquecidos com compostos bioativos.

Palavras-chave: Derivado lacteo. Guabiji. Compostos bioativos. Atividade antioxidante.
Bactérias laticas.

4.1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos com apelo mais saudavel e caracteristicas funcionais teve sua

demanda aumentada nos Ultimos anos devido a uma mudanca no perfil dos consumidores. A
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presenca de ingredientes bioativos com potencial benéfico a saide do consumidor, tem
despertado também o interesse das comunidades cientifica e industrial, promovendo assim a
exploracdo de novas fontes alimentares, abundantes e econdmicas para a fabricagdo e
enriquecimento de formulagdes alimenticias.

Nesse contexto, o desenvolvimento de produtos lacteos funcionais pode ser
considerado um mercado em expansdo. Dentre os alimentos com amplo consumo, destaca-se o
iogurte, um derivado lacteo reconhecido como fonte de proteinas, além de vitaminas do
complexo B e minerais como calcio. Na fabricagdo de iogurtes, ocorre a producdo de acido
latico durante o processo de fermentagao do leite por meio da agdo de bactérias laticas, como
Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus e
Bifidobacterium spp., levando assim a queda do pH e a desnaturacdo das proteinas do leite,
contribuindo para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto, tais como sabor
levemente 4cido e textura cremosa (Tang et al., 2022; Mueed et al., 2024).

Como alternativa para melhorar o valor nutricional de iogurtes e evitar o uso de
corantes e aromatizantes sintéticos, uma crescente utilizacdo de espécies vegetais vem sendo
incorporada em formulagdes do produto, como o residuo desidratado do bagago de Vitis
labrusca (uva), xarope do bagaco de Malus pumila (magd), extratos foliares de Olea europaea
L. (oliveira) e casca de Citrus reticulata Blanco (laranja). Ambos ingredientes naturais foram
reportados como fontes de compostos polifendlicos, os quais sdo associados principalmente a
atividade antioxidante (Demirkol; Tarakci, 2018; Kim; Kim; Choi, 2023; Baruk¢ic¢ et al., 2022;
Zaki et al., 2024).

Assim, uma gama de plantas pode contribuir com o desenvolvimento de produtos
inovadores, oferecendo diferentes cores, sabores e propriedades promotoras de satde. Dessa
forma, tendo em vista que o emprego dos frutos de Myrcianthes pungens, popular guabiji, na
elaboracdo de sucos e sorvetes ja tenha sido documentado na literatura (Rodrigues et al., 2021;
Detoni et al., 2024), os extratos vegetais da espécie podem ser promissores também no
enriquecimento de iogurtes naturais. Além do mais, a presenca de compostos fenodlicos,
antocianinas e flavonoides também foi reportada, o que sugere sua capacidade em exibir efeitos
bioldgicos. Nesse capitulo o objetivo foi elaborar iogurtes enriquecidos com os extratos
otimizados das folhas e frutos do guabiju. Em paralelo foram avaliadas as caracteristicas fisico
quimicas das formulacdes desenvolvidas, além da analise de compostos bioativos, potencial
antioxidante e antimicrobiano, bem como a viabilidade da cultura latica adicionada durante o

armazenamento refrigerado
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Materiais

Os materiais utilizados na producdo do iogurte foram o leite bovino integral UHT
(Batavo®, Londrina, PR, Brasil) com 3% de gordura, 3% de proteina e 4,5% de carboidratos,
além da cultura de microrganismos contendo Lactobacillus acidophilus LA-5®,
Bifidobacterium BB-12® e Streptococcus thermophilus (Chr. Hansen, Horsholm, Dinamarca).
Os materiais vegetais utilizados na elaboracdo dos extratos: folhas e frutos do guabijuzeiro
foram coletados na cidade de Francisco Beltrao (latitude: 26° 04° 52" S; longitude: 53° 03' 18"
W; altitude: 570 m), Parana (Brasil) e submetidos a higienizagao, embalagem e congelamento
em freezer (Gelopar®, Curitiba, PR, Brasil) a -18 °C até a utilizagao.

Para determinacdo de parametros fisico quimicos utilizaram-se os reagentes de grau
analitico sendo o hexano ((CH3(CH2)4CHj3)) adquirido da Exodo® (Sumaré, SP, Brasil), acido
sulfarico (H2SO4, Biotec®, Pinhais, PR, Brasil), a mistura catalitica de sulfato de cobre e sulfato
de potassio (CuSO4 + K2SO4), hidroxido de s6dio (NaOH), acido bérico (H3BOs3) e acido
cloridrico (HCI) obtidos da Reatec®, Colombo, PR, Brasil.

Na elaboracdo dos extratos aquosos com os frutos e folhas do guabijuzeiro utilizou-se
os reagentes alcool etilico absoluto (C2H¢O; Dinamica®, Indaiatuba, SP, Brasil) e acetona
(C3HeO; Reatec®, Colombo, PR, Brasil). Para as andlises de antocianinas totais, compostos
fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP utilizaram-
se os reagentes: cloreto de potassio (KCl) e acetato de sodio (C:HsNaO:) obtidos da Biotec®
(Cotia, SP, Brasil) nitrito de soédio (NaNO; Quimica Moderna, Barueri, SP, Brasil), cloreto de
aluminio (AICI3) e persulfato de potassio (K2S>Og) adquiridos da Synth® (Diadema, SP,
Brasil), hidréxido de so6dio (NaOH), acido cloridrico (HCI), metanol (CH30OH), carbonato de
sodio (Na2COs) e Folin-Ciocalteu adquiridos da Exodo® (Sumaré, SP, Brasil). Também foram
usados (+)-catequina (CisH140¢), acido galico (C7HsOs), ABTS+ (2,2'-azino-di (acido 3-etil-
benzotiazolina-sulfonico-(6)), Trolox (Ci14Hi8Os; 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil), TPTZ (2,4,6-tris (2- piridil)-s-triazina) e
cloreto férrico (FeClz) adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA).

Nas andlises microbioldgicas foram utilizados: caldo BHI (Brain Heart Infusion),
caldo Mueller Hinton, 4gar MRS (Man Rogosa e Sharpe) e dgua peptonada ambos adquiridos
da Kasvi (Sao José dos Pinhais, PR, Brasil), agar bacterioldgico (Vetec, Duque de Caxias, RJ,

Brasil) e cloreto de sddio (Neon, Suzano, SP, Brasil).
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4.2.2 Métodos

4.2.3 Producdo de iogurte

O iogurte natural foi preparado com leite integral UHT em iogurteira elétrica (Izumi®,
1703, Taboao da Serra, SP, Brasil). Aproximadamente 50 mL de leite foi aquecido em micro-
ondas durante 10 segundos para adi¢do e dissolugdo da cultura de microrganismos. Na
sequéncia o conteudo foi transferido para a iogurteira e completado para 1L com leite, o qual
permaneceu incubado sob temperatura de 42 °C, por aproximadamente 4 horas até atingir pH
de 4,6. O iogurte natural foi refrigerado até atingir temperatura de 4 °C para posterior adi¢do
dos extratos do fruto e folha do guabijuzeiro. A Figura 20 ilustra de forma sintetizada o

processamento do iogurte.

Figura 20 — Processamento sintetizado do iogurte
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v" Composicédo fisico quimica;
v" Caracteristicas bioativas;
v Viabilidade de bactérias laticas.

Fonte: a autora (2025).
Nota: C: controle; FRS: fruto 5%; FR10: fruto 10%; FOS5: folha 5% e FO10: folha 10%.

4.2.4 Preparo dos iogurtes enriquecidos com extrato dos frutos e folhas do guabijuzeiro

Foram desenvolvidas no total 4 formulagdes de iogurte com adicdo dos extratos do
fruto e folha do guabijuzeiro e uma amostra controle sem suplementagao de extrato. Os extratos
foram elaborados em condicdes otimizadas, sendo empregado o solvente acetona para extragao
com folhas (concentracdo 70%, razao soluto solvente 1:30 e temperatura de 40 °C) e etanol

para os frutos (concentragdo de solvente 50,6%, razao soluto: solvente 1:30 e temperatura de
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50 °C). Esses extratos foram empregados por demonstrarem maior somatdrio no perfil fendlico
de compostos avaliado no capitulo 3 (folha acetona - FOA: 6555,32 mg kg™!; guabiju etanol -
GBE: 2666,27 mg kg'!). Ambos os extratos foram rotaevaporados (TE-211, Tecnal, Piracicaba,
SP, Brasil), liofilizados (Terroni®, LS3000, Sao Carlos, SP, Brasil) e reconstituidos com agua
destilada para aplicac¢do no iogurte, resultando em uma concentracio final de 650 mg mL! de
extrato. A propor¢do empregada dos extratos nas amostras de iogurte foi de 5 ¢ 10% (m/v),
resultando em duas formulagdes de iogurte com extrato de folha (FO5 e FO10) e duas com
extrato de fruto (FR5 e FR10). A determinagdo das propor¢des empregadas foi obtida mediante
testes preliminares e consulta a dados da literatura que empregaram outras plantas (Dimitrellou

et al., 2020; Herrera et al., 2023; Baruk¢i¢ et al., 2022).

4.2.5 Avaliacdo das caracteristicas dos iogurtes

Foram avaliados durante o periodo de 21 dias de armazenamento refrigerado
(temperatura de 4 + 1°C), os compostos fenolicos totais, antocianinas totais, flavonoides totais
e atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP das formulacdes de iogurte elaboradas. Para
isso, utilizou-se um extrato desenvolvido de acordo com Abdel-Hamid et al. (2020) com
algumas adaptagdes. Foram pesadas 20 g de cada iogurte em tubos tipo Falcon e centrifugados
(Himac CR21 Gll, Hitachi, Japao) a 10000 g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido
e filtrado em filtro de seringa 0,45 pm. Os filtrados foram armazenados sob congelamento a -
18 °C (Gelopar®, GPC-57, Curitiba, PR Brasil) até serem analisados.

As formulacdes de iogurte também foram avaliadas nos parametros de acidez, pH,
capacidade de retencdo de agua e sinérese, além de bactérias laticas totais durante o
armazenamento refrigerado de 21 dias. Outras andlises para caracterizacdo dos iogurtes
elaborados, compreenderam a avalia¢do da cor instrumental, perfil de textura, umidade, cinzas,

proteinas, lipidios, carboidratos e valor caldrico.

4.2.6 Determinacao da Acidez Titulavel Total e pH

A acidez das formulagdes de iogurte foi determinada por titulagdo (IAL, 2008). Foram
pesados 5,0 g de amostra e acrescentado 50 mL de 4gua deionizada. Apds, adicionou-se 2 gotas
do indicador fenolftaleina 1% e titulou-se (Witeg, Titrex, Germany) com hidroxido de sodio 0,1

mol L! até o ponto de viragem. O resultado foi expresso em g de acido latico 100 g™! de amostra.
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O pH foi mensurado com auxilio de um pHmetro (One Sense, Marte cientifica, Sdo Paulo, SP,

Brasil) devidamente calibrado.

4.2.7 Determinacdo da capacidade de reten¢do de agua e sinérese

A capacidade de retencao de dgua (CRA) e a sinérese foram determinadas conforme
descrito por Baruk¢i¢ et al. (2022), sendo que 20 g de iogurte foram pesados e centrifugados
(Himac CR21 GII, Hitachi, Japao) a 5000 rpm por 30 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi
separado e a amostra drenada foi pesada.

A CRA foi calculada conforme Equacao 5:
CRA (%) = (peso amostra drenada) / (peso amostra) x 100 (%)

A sinérese foi determinada conforme Equagao 6:

S (%) = (peso sobrenadante) / (peso amostra) x 100 (6)

4.2.8 Determinagao da Umidade

A umidade das formulagdes de iogurte foi determinada por secagem em estufa
(Quimis®, Q317M, Sao Paulo, Brasil) a 105°C até peso constante segundo método descrito
pelo Instituto Adolfo Lutz — IAL ( 2008). Foram pesados 5,0 g de cada amostra e dispostas em
cadinhos previamente secos e pesados, os quais foram para a estufa por aproximadamente 6 h.
Apos, as amostras foram retiradas da estufa em intervalos de 1 h e pesadas até obter peso

constante. Os resultados foram expressos em g 100 g'! de amostra.

4.2.9 Determinacao de Cinzas

As cinzas foram determinadas conforme o IAL (2008). Cinco (5,0) g de cada amostra
de iogurte foram pesados em cadinho previamente seco e pesado. Na sequéncia, as amostras
foram incineradas em mufla (Jung®, Modelo 0910, Blumenau, SC, Brasil) a 550 °C até as
cinzas ficarem brancas, por aproximadamente 6 h. Apos, os cadinhos foram resfriados em

dessecador e as cinzas obtidas, pesadas. Os resultados foram expressos em g 100 g”! de amostra.
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4.2.10 Determinacao de Lipidios Totais

Os lipidios totais foram determinados por extracdo em aparelho Soxhlet (Tecnal®,
Sebelin TE-188, Piracicaba, SP, Brasil) (IAL, 2008). Foram pesadas 5,0 g das amostras de
iogurte e submetidas a desnatura¢do das proteinas e carboidratos com acido cloridrico sob
aquecimento por 30 min. Na sequéncia, os residuos obtidos foram filtrados a vacuo em papel
filtro qualitativo (0,16mm, Unifil®, Calibre Scientific, Alvorada, RS, Brasil) e secos em estufa
a 105 °C. As amostras foram envolvidas por outro papel filtro e transferidas para o aparelho
extrator Soxhlet, o qual foi acoplado a um baldo de fundo chato, previamente seco, resfriado
em dessecador e pesado. O baldo continha o solvente hexano em quantidade suficiente para
cobrir o papel filtro com a amostra durante o periodo de extragao (aprox. 4h). Apods, os baldes
com a gordura extraida foram colocados em estufa a 105 °C até peso constante. Na sequéncia,
os baldes foram resfriados em dessecador e os baldes pesados. A diferenca entre pesos (balao
ao final do procedimento e inicial) foi utilizada para calculo da quantidade de lipidios totais,

expresso em g 100 g! de amostra.

4.2.11 Determinagao de Proteina Bruta

A determinacdo da proteina bruta ocorreu pelo método de Kjeldahl, conforme
metodologia IAL (2008). Pesou-se 1,0 g de cada amostra de iogurte em tubos de Kjeldahl, ao
qual foi adicionado 6 g da mistura catalitica e 6 mL de acido sulfurico. Apos, os tubos foram
colocados no bloco digestor em capela e aquecidos até atingir 350 °C pelo tempo necessario
para que o material fosse digerido (tornando-se uma solugdo verde escura).

Ap6s o resfriamento dos tubos, os mesmos foram acoplados ao conjunto de destilagdo
do nitrogénio (Marconi MA-036, Sao Paulo, Brasil), nos quais adicionou-se hidroxido de sodio
50% até a viragem da cor para marrom, indicando sua neutraliza¢do. Na sequéncia as amostras
foram destiladas sob aquecimento para frasco Erlenmeyer contendo 10 mL de acido borico 2%
e indicador misto até a solugdo tornar-se verde claro. A solucao obtida foi titulada com acido
cloridrico 0,1 mol L' até obter-se a coloragdo rosa. A conversdo do teor de nitrogénio em
proteina foi feita utilizando o fator de conversdo 6,38 e os resultados expressos em g 100 g! de

amostra.
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4.2.12 Determinagao de Carboidratos Totais

O conteudo de carboidratos totais + fibra das amostras de iogurte foi determinado por
diferenca (100 — (lipideos totais + proteina bruta + cinzas + umidade)). O resultado foi expresso

em g 100 g! de amostra.

4.2.13 Determinagdo do Valor energético

O valor energético foi determinado conforme descrito por Jany et al. (2024) e expresso

em kcal 100g™!, conforme Equagio 7:

Valor energético = (%PTNA*4) + (%LPD*9) + (%CHO*4) (7)

Onde: %PTNA: porcentagem de proteina bruta; %LPD: porcentagem de lipidios totais; %CHO:

porcentagem de carboidratos totais.

4.2.14 Analise de Cor

A anélise da cor foi realizada em colorimetro (Konica Minolta, CM-5 -ID, Osaka,
Japao) onde as amostras de iogurte foram acondicionadas em cubetas e submetidas a leitura.
Os parametros medidos foram: L*, a* e b*, onde L* indica a luminosidade (0 = preto e 100 =
branco) e a* e b* representam as coordenadas de cromaticidade (+ a* = vermelho, - a* = verde;
+ b* = amarelo, - b* = azul). Foram calculados os valores de C* (croma = V (a’+b?)) e h°

(angulo hue = Tan™' b*/a*).

4.2.15 Perfil de Textura

Os atributos de textura das formulag¢des de iogurte foram determinados conforme Jany
et al. (2024), usando o analisador de textura TA-XT Plus (Stable Micro Systems, Godalming,
Reino Unido). As amostras de iogurte foram dispostas em recipientes cilindricos, nos quais uma
sonda de acrilico (35 mm de didmetro) penetrou nas amostras a uma profundidade de 10 mm
com velocidade pré-teste: 1 mm/s; velocidade pds-teste: 1 mm/s; velocidade do teste: 1 mm/s
e tempo: 5,0 s. O resultado foi expresso em forga (g) nos termos de firmeza, consisténcia,

coesividade e indice de viscosidade.
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4.2.16 Antocianinas Totais

As antocianinas totais foram determinadas por pH diferencial, conforme Giusti e
Wrolstad (2001). Em uma microplaca de pogos foram adicionados 10 puL do filtrado de iogurte
(sobrenadante) desenvolvido apenas com extrato dos frutos (FR5 ¢ FR10) com 290 uL de
solugdo de cloreto de potassio 0,025 M (pH 1), em seguida efetuou-se a leitura da absorbancia
no comprimento de onda de 510 nm e 700 nm em leitor de microplaca (Epoch Microplate
Spectrophotometer, Synergy-Biotek®, Winooski, VT, USA). Esse mesmo procedimento foi
realizado para a solugdo tampao de acetato de sodio 0,4 M (pH 4.,5). O teor total de antocianina

das amostras foi calculado e expresso em malvidina-3-glicosideo, conforme a Equagao 3.

[(ABS510 — ABS700)] pH1 — [ ABS510 — ABS700)] pH4,5x MM x D x 1000
exL

mg kg™t = (3)
Onde:

ABS510 = Absorbancia lida no comprimento de onda de 510 nm;

ABS700 = Absorbancia lida no comprimento de onda de 700 nm;

MM = massa molecular da malvidina-3-glicosideo (493,43 g/mol);

D = fator de dilui¢ao da amostra x fator de diluicao da analise;

¢ = Absortividade molar (28000)

Para melhor visualiza¢io de dados, os resultados foram convertidos em pg L.

4.2.17 Atividade Antioxidante: ABTS

A capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS+ ((2,2'-azino-di
(4cido 3-etil-benzotiazolina-sulfonico-(6)), foi avaliada conforme Re et al. (1999). Inicialmente
preparou-se o reagente ABTS+, sendo misturados uma solu¢io de ABTS (7 mmol L) com
uma solugio de persulfato de potassio 2,45 mmol L! na proporcio de 1:1. Essa solugio ficou
em repouso ao abrigo da luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, foram transferidos 4 mL
da solu¢do para um baldo volumétrico de 200 mL sendo o volume ajustado com agua
deionizada.

Em uma microplaca de pogos, foram adicionados 20 pl. de amostra previamente
diluida e 280 pL da solucao de ABTS+ sendo sequencialmente repousada e mantida ao abrigo
da luz por 30 min. Apdés o tempo de reacdo, as absorbancias foram medidas em

espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-
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BioTek®, Winooski, VT, EUA) a 734 nm. Esse mesmo procedimento foi realizado para um
teste em branco, utilizando agua no lugar da amostra e também para uma curva padrao
construida com Trolox (50 a 500 pmol L!). Apds obtengdo da equagio da reta (y = 0,1827x +
3,9372; R*=0,9865), as leituras das absorbancias da amostra foram substituidas para realizagao

de calculos e obtencdo dos resultados, que foram expressos pmol TE L.

4.2.18 Atividade Antioxidante: DPPH

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-2-
picrilhidrazil) foi adaptada de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).

Os filtrados das amostras de iogurte foram diluidos adequadamente e aliquotas de 50
pL foram transferidas para tubos de ensaio. Em seguida, adicionou-se 1,9 mL do radical DPPH
(diluido em metanol) e os tubos foram fechados e agitados com auxilio do vortex (Vision
Scentific®, KMC-1300 V Daejeon-Si, Coreia do Sul). As amostras ficaram em repouso por 30
min em ambiente protegido da luz. Esse processo também foi realizado para uma amostra em
branco, sendo substituido o volume por agua. Apds este periodo, 300 pL foram pipetados para
um microplaca de pogos e a leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro UV-
VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-BioTek®, Winooski, VT,
EUA) a 517 nm. A curva padrio (50 a 500 umol L) foi construida utilizando Trolox em
diferentes concentragdes, seguindo-se 0 mesmo procedimento executado para as amostras.
Ap0s obtengao da equagdo da reta, foram efetuados célculos para obtengdo dos resultados, que

foram expressos em umol equivalente de Trolox (umol TE L).

4.2.19 Atividade Antioxidante: FRAP

A determinacdo da atividade antioxidante pela reducdo do ferro (FRAP - Ferric
Reducing Antioxidant Power) foi efetuada conforme Benzie; Strain (1996).

O reagente FRAP foi preparado pela mistura do tampao de acetato de sédio (300
mmol, pH 3,6), com uma solu¢do de TPTZ 10 mmol e solug¢ao de cloreto férrico 20 mmol na
proporcdo de 10:1:1 (v/v/v). Os filtrados das formulagdes de iogurte foram diluidos
adequadamente e 10 pL foram transferidas para uma microplaca de pogos, sendo
sequencialmente adicionado 290 pL do reagente FRAP. As amostras foram protegidas da luz e
repousadas por 30 min. Apds, foi realizada a leitura das amostras em espectrofotometro UV -

VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-BioTek, Winooski, VT,
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EUA) a 595 nm. Também foi realizado esse processo para uma amostra em branco, sendo
substituido o volume por agua, assim como para a curva de calibragdo com Trolox (100 a 1000
umol L1). As absorbancias das amostras obtidas foram substituidas na equagio da reta (y =

0,0007x - 0,0047; R2=0,991) e os resultados expressos pmol TE L.

4.2.20 Compostos Fenolicos Totais

Os compostos fenodlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu
(Singleton; Orthofer; Lamuela-Ravent6s, 1999). O procedimento consistiu em transferir 50 pLL
dos filtrados de iogurte, previamente diluidos, para tubos de ensaio e na sequéncia adicionou-
se 4,2 mL de 4gua deionizada, seguidos de 250 uL do reagente de Folin Ciocalteu. Os tubos
foram agitados com auxilio do vortex (Vision Scentific®, KMC-1300 V, Daejeon-Si, Coreia do
Sul) e apdés 3 min acrescentou-se 500 uL de carbonato de sodio 20%. As amostras foram
novamente agitadas no vortex e ficaram em repouso por 1 h sob abrigo da luz em temperatura
ambiente. Apos, foram pipetados 300 pL para uma microplaca de pogos e efetuou-se a leitura
em espectrofotdometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA) a 725 nm. Esse procedimento foi aplicado para uma
amostra em branco, sendo o volume substituido por dgua e também para a curva padrao de
4cido gélico (20 a 200 mg L), As absorbancias das amostras obtidas foram substituidas na
equagdo da reta (y = 0,0007x + 0,0006; R* = 0,995) para calcular o resultado que foi expresso
em mg equivalente de 4cido galico (mg AGE L).

4.2.21 Flavonoides Totais

Os flavonoides totais foram determinados de acordo com a metodologia proposta por
Zhishen; Mengcheng e Jianming (1999). Em tubos de ensaio, foram adicionadas aliquotas de
250 pL dos filtrados das formulagdes de iogurte e 2 mL de agua deionizada. Logo apos,
colocou-se 120 pL de nitrito de sédio 0,5 mol L', agitou-se em vortex (Vision Scentific®,
KMC-1300 V Daejeon-Si, Coreia do Sul) e deixou-se em repouso por 5 min. Apds foram
adicionados 120 pL de cloreto de aluminio10% e 5 min depois foram acrescentados 800 puL de
hidroxido de sédio 1mol L!. Na sequéncia as amostras foram agitadas em vortex e 300 pL
foram pipetados para uma microplaca de pocos para leitura da absorbancia em 510 nm, em

espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer, Synergy-
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BioTek®, Winooski, VT, EUA). Um teste em branco foi realizado aplicando-se o mesmo
procedimento, sendo a amostra substituida por 250 pL de agua.

Construiu-se também uma curva padrio com catequina (20 a 200 mg L!) usando o
mesmo procedimento realizado para a amostra, para obtencao da equagao da reta (y = 0,0023x
- 0,0052; R? = 0,9982). As absorbancias obtidas foram substituidas na equacao da reta para

calculo do resultado, que foi expresso mg equivalente de catequina (mg CTE L™).

4.2.22 Contagem de Bactérias Laticas Totais

A contagem de bactérias laticas totais foi realizada conforme método adaptado de Jany
et al., (2024). A inoculagdo das placas para contagem dos microrganismos ocorreu no primeiro
dia apos o preparo do iogurte e nos dias 7,14 e 21 dias de armazenamento. Foram preparadas
as amostras pesando-se assepticamente 1 g de cada formulagdo de iogurte em recipiente estéril
e dissolvendo-as em 9,0 mL de 4gua peptonada 1% (diluicdo 107!). Posteriormente foram
preparadas dilui¢des sucessivas: 102,103, 104, 10, 10 e 107 em tubos com 4gua estéril. As
dilui¢des 10, 10~ e 1077 foram inoculadas em placas de Petri, onde foi adicionado d4gar MRS,
preparado conforme a recomendagdo do fabricante, utilizando a técnica de plaqueamento em
profundidade com sobrecamada. As amostras foram incubadas em estufa a 37 + 1 °C por 48 h.

A contagem das placas foi realizada manualmente e o resultado expresso em log UFC g™,

4.2.23 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos iogurtes foi realizada para as amostras enriquecidas
com os extratos das folhas do guabijuzeiro e na formulagdo natural. As formulagdes com extrato
dos frutos do guabiji ndo foram investigadas devido ao fato do extrato otimizado com etanol
(GBE) exibir baixo percentual de inibi¢do contra as cepas patogénicas de Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica spp. enterica
(ATCC 13076) e Candida albicans (ATCC 10231), anteriormente investigadas (capitulo 3).
Essas mesmas cepas de microrganismos foram utilizadas na avaliag@o frente aos sobrenadantes
do iogurte. Cada cultura foi inoculada em placa de Petri estéril contendo caldo BHI (Brain
Heart Infusion) com agar bacteriologico 1,5%, preparados conforme instru¢do do fabricante e
incubadas em estufa a 35 £ 1°C durante 24 h (Quimis®, Q316-24, Diadema, SP, Brasil). Apos
esse periodo, os inodculos foram suspendidos em solucdo salina 0,9 % a uma concentragdo de

108 UFC mL™! (turbidez da escala 0,5 de McFarland’s) para obtencdo da cultura de trabalho.
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Para determinagao da atividade antimicrobiana, foi usada a técnica de microdilui¢do
em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), calculada
como a porcentagem de inibicdo bacteriana (Equagao 4). Os sobrenadantes das amostras de
iogurte foram filtrados em filtro de seringa (0,22 um de nylon) e aplicados em microplacas
estéreis (Kasvi®, KC12-096, Sao Jose dos Pinhais, PR, Brasil). Foram adicionados 180 pL de
caldo Mueller Hinton (Mueller Hinton Broth), 20 pL de amostra ¢ 10 uL. do in6culo do
microrganismo, sendo incubadas em estufa a 35 + 1 °C por 24 h. Ap6s, foi realizada a leitura
em espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Synergy-BioTek®, Winooski, VT, EUA) a 630 nm. O controle positivo foi determinado

mediante o crescimento microbiano sem a presenga da amostra.

Inibigdo (%) = 100 — [(Abs amostra x 100) /Abs controle positivo]  (4)
Onde:
Abs amostra: absorbancia do crescimento bacteriano na presenca do sobrenadante;

Abs controle positivo: absorbancia do crescimento bacteriano sem o sobrenadante.

4.2.24 Anélise Estatistica

Os dados obtidos das analises referentes a composi¢ao fisico quimica das formulagdes
de iogurte foram avaliados estatisticamente por meio de ANOVA unilateral e Teste de Fisher
LSD (Fisher Least Significance Difference), utilizando o critério estatistico ao nivel de
significancia de 5% e expressos pela média + desvio padrdo. Os resultados das anélises
bioativas e microbiologicas foram analisados por ANOVA fatorial e comparacdo por teste de
Fisher, também considerando a significdncia de 5%. Todos os dados foram tratados com auxilio

do software Statistica versao 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracteristicas fisicas e quimicas de iogurtes enriquecidos com extratos de guabiju

Os dados obtidos sobre as alteracdes da acidez, pH, sinérese e capacidade de reten¢do
de agua (CRA), durante o periodo de 21 dias de armazenamento refrigerado (4 £ 1 °C) foram

indicados na Figura 21.
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Figura 21 - Alteracdes de acidez, pH, sinérese e capacidade de retencdo de 4gua em amostras
de iogurte controle e enriquecidos com extratos das folhas e frutos de guabiju durante 21 dias
de armazenamento refrigerado
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Fonte: a autora (2025).
Nota: C: controle; FR5: fruto 5%; FR10: fruto 10%; FOS5: folha 5% e FO10: folha 10%.

Durante o periodo de armazenamento de 21 dias sob refrigera¢do, as amostras de
iogurte indicaram teor de acidez entre 0,88 a 0,97 g de 4cido latico 100 g!. Apés 14 dias de
armazenamento observou-se um aumento significativo na acidez das amostras FRS5 e FR10,
corroborando com o declinio observado nos valores de pH (Figura 21: B; pH de 4,27 e 4,36
respectivamente). Por outro lado, a formulagao controle e as amostras enriquecidas com extrato
das folhas (FOS5 e FO10) indicaram redugdo no valor da acidez aos 14 dias, sendo de 0,89; 0,92
e 0,93 g de 4cido latico 100 g™!. Ao final do periodo avaliado todas as amostras exibiram acidez
entre 0,93 e 0,96 g de acido latico 100 g™!, sendo significativamente diferente (p<0,05) para
amostra controle, a qual exibiu menor valor. De maneira similar, Zaki et al. (2024) constataram
que a adicao dos extratos da casca da laranja contribuiu para o aumento da acidez dos iogurtes
durante o armazenamento de 14 dias, sugerindo que houve um impacto no desenvolvimento da
cultura inicial utilizada nos iogurtes. Nesse mesmo contexto, Salehi et al. (2021) atribuiram o
aumento nos valores de acidez dos iogurtes a adi¢cdo dos extratos das folhas de Portulaca
oleracea L. (bedroega), os quais podem promover a atividade metabolica de microrganismos

da cultura do iogurte, como os lactobacilos. Também foi sugerido, que a atividade remanescente
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das bactérias iniciadoras do iogurte, que continuam convertendo lactose em &cido lactico
durante o armazenamento, porém de forma menos intensa, influenciam em maiores valores de
acidez (Barukc¢ic et al., 2022). Pode-se salientar, que o aumento da acidez evidenciado ao longo
dos 21 dias de armazenamento para todas as formulagdes de iogurte elaboradas, nao ultrapassou
as recomendagdes da legislagdo brasileira de maximo 1,5 g de 4cido latico 100 g™! para iogurtes
(BRASIL, 2007).

O pH de todas as formulagdes de iogurte diminuiu ao longo do armazenamento de 21
dias, sendo inversamente correlacionado ao aumento na produgao de acido latico dos iogurtes.
Foram observados dados de 4,27 (FR5) a 4,69 (FO10), sendo que ao termino do armazenamento
dos 21 dias, nao foram identificadas diferengas (p>0,05) entre as amostras enriquecidas com os
extratos de frutos e folhas do guabijuzeiro (pH 4,37), apenas o controle expressou pH de 4,42,
sendo relativamente maior. A reducao nos valores de pH foi documentada por Zaki et al. (2024),
os quais destacaram menores valores de pH no iogurte com maior teor de extrato da casca de
laranja (4,48 a 4,36), sendo inferido que a houve maior producdo de acido latico pela cultura
inicial adicionada aos iogurtes. Jany et al. (2024) enfatizaram que além do aumento na producao
de 4cido latico evidenciado nos iogurtes suplementados com extrato a casca da roma, fatores
como a temperatura, a acidez do leite e as condi¢des de armazenamento podem ter afetado esse
processo. No entanto, os autores enfatizaram que as amostras elaboradas se encontravam dentro
da faixa de pH recomendada pela Food and Drug Administration (FDA) de no maximo 4,5. Os
valores de pH dos iogurtes, constatados no presente estudo ndo ultrapassaram valores de 4,69,
o que segundo pesquisas também ¢ sugerido (Horne, 2017; Zaki et al., 2024).

A sinérese (Figura 21: C) avaliada nas formulagdes de iogurte expressou percentuais
de 58,78 a 65,09%. Esse parametro ¢ um dos principais defeitos em produtos lacteos
fermentados, sendo relacionado a instabilidade da rede do gel e ocorre quando ha separacao do
soro na superficie do iogurte, enquanto a capacidade de retencdo de dgua (CRA), que ¢
inversamente relacionada a sinérese, ¢ descrita como a capacidade do iogurte de reter o soro
(Arab et al., 2022; Baruk¢i€ et al., 2022). A adicao dos extratos das folhas e frutos do guabiji
inferiu em percentuais maiores para todas as formulagdes quando comparadas a amostra
controle, com dados mais expressivos na formulagdo FO10 (65,09 a 63,47%). Esse mesmo
comportamento foi mencionado por Baruk¢i¢ ef al. (2022) em iogurtes suplementados com
extratos da folha de oliveira, os quais sugeriram que o aumento da sinérese pode ser causado
pela adi¢cdo de agua proveniente do enriquecimento com os extratos e pela baixa capacidade de

incorporacdo que a rede proteica formada no iogurte demonstrou. Outras condi¢des que podem
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induzir a formagdo de sinérese sdo o baixo teor de solidos totais na formulagdo, tempo e
temperatura de incubacao inadequados e tipo da cepa inoculada ao iogurte (Arab et al., 2022).

Ao final do periodo de avaliacdo de 21 dias houve um decréscimo nos valores da
sinérese em todas as amostras de iogurte, e de forma contraria, a CRA aumentou exibindo dados
de 41,22% para amostra controle e 36,53% em FOI10 (Figura 21: D), indicando maior
estabilidade da rede de gel das amostras. A reducao da sinérese pode ser associada a redugao
do pH durante o periodo de armazenamento, conforme visualizado na Figura 21: B, resultando
na contragcdo ¢ aumento da for¢a do gel, de acordo com o sugerido por Demirkol e Tarakci
(2018) apos analise de iogurtes suplementados com o bagaco de uva durante 21 dias. Esses
autores também sugeriram que extratos com a presen¢a de polifendis tem interagdes com as
proteinas do leite, podendo afetar as propriedades de produtos lacteos em que sao adicionados.
Essas interagdes podem formar complexos estaveis, resultando no decréscimo da sinérese e
aumento da CRA.

Na Tabela 18 foram indicados os atributos fisico-quimicos avaliados nas formulagdes
de iogurte, sendo umidade, cinzas, lipidios, proteina, carboidratos (CHO), so6lidos totais (ST),
valor energético (Kcal), atributos de cor (L*, a*, b*, croma e angulo hue) e textura (firmeza,

consisténcia, coesividade e indice de viscosidade).

Tabela 18 - Composig¢ao fisico-quimica em diferentes amostras de iogurte

Formulagdes de iogurte

(@

Parimetros* Controle FO5 FO10 FRS FR10
Umidade (g 100 g')  89,062+0 0,24  89,11°+0,14  89,29°+0,13  88,14°+0,17 87,55+ 0,06
Cinzas (g 100 g 0,75% + 0,03 0,73% + 0,04 0,69% + 0,03 0,76*+ 0,01 0,67° + 0,08
Lipidios (g 100 g) 2,14 +0,74 2,79% + 0,05 2,71% £ 0,04 2,83¢+0,17 2,36% £ 0,18
Proteinas (g 100 g™ 3,65+ 0,32 3,33+ 0,09 3,30+ 0,10 3,45% + 0,05 3,21°+ 0,04
CHO (g 100 g 4,40 £ 0,49 4,04+ 0,16 4,01+ 0,16 4,820+ 0,12 6,228 £ 0,25
ST (g 100 g™) 10,94¢ + 0,24 10,89¢+ 0,14 10,71+ 0,13 11,86+ 0,17 12,45 + 0,06
Kcal (g 100 g™) 51,47°+ 3,74 5459+ 0,65  53,63*+0,19 58,54+ 1,39 5894+ 0,83
L* 15259+ 0,08 34,50+ 1,75 43,328+ 1,85 0,54¢ + 0,02 21,80 + 0,48
a* 7,00* £ 0,14 2,17+ 0,19 1,29+ 0,16 0,734+ 0,06 2,020+ 0,12
b* 24,874+ 0,47 321°+0,14 1,88+ 0,13 0,41¢+ 0,02 3,320 40,11
Croma (C*) 25,84+ 0,49 3,880+ 0,05 2,28+ 0,18 0,849+ 0,06 3,880 40,15
Angulo hue (h°) 74,28+ 0,11 55,94*+346  5561°+251  29,19°+ 1,43 58,72+ 0,65
Firmeza (g) 30,282+ 1,14 21,76°+0,54  16,03¢£0,72  18,61°£0,11  20,71°+ 0,82
Consisténcia (g) 482,870+ 16,71 291,95+ 8,82 206,929+ 18,94 253,06+ 9,40 302,73°+ 13,44
Coesividade (g) 21,222+ 0,93 1545+ 1,07 11,329+ 1,13 13,86°+0,60 14,83+ 0,35
Indice de viscosidade 24,11+ 0,77 11,90+ 1,39 2,519+ 0,60 6,54+ 1,16 10,18+ 1,03

Fonte: a autora (2025).

Nota: FOS: folha 5%; FO10: folha 10%; FRS5: fruto 5%; FR10: fruto 10%; CHO: carboidratos; ST: solidos totais;
Kcal (quilocaloria); *Dados expressos em base imida; Médias + desvios padrdo das amostras em triplicata;
a.b,¢,d Jetras sobrescritas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste de Fisher (p < 0,05).
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Em termos de umidade, foram constatadas diferencas significativas apenas para as
amostras enriquecidas com os extratos dos frutos de guabiju (FRS e FR10), indicando teores
menores (88,14 e 87,55 g 100 g'!) em relagdio as demais formulagdes de iogurte, fator que pode
ser associado ao maior teor de ST nessas amostras (11,86 e 12,45 g 100 g™). Essa mesma
tendéncia foi observada por Jany ef al. (2024) em iogurtes desenvolvidos com extrato da casca
de roma, sendo constatado que no maior teor de umidade (84,23%) refletiu-se a menor ST
(15,77%), a qual foi melhorada conforme aumento na propor¢do de extrato adicionado aos
iogurtes. Aamir ef al. (2023) sugeriram que menores valores de umidade no iogurte podem ser
devido a presenga de pectina dos materiais vegetais adicionados, os quais que se ligam a agua
e assim também favorecem ao aumento de ST.

No contetdo de cinzas observou-se diferenca significativa (p<0,05) apenas entre as
formulagdes FR5 e FR10, sendo relativamente menor para FR10 (0,67 g 100 g). A adigdo das
diferentes proporc¢des dos extratos de folhas e frutos de guabiji revelou contetidos ligeiramente
maiores no parametro de lipidios e menor de proteinas, em relagdo a amostra controle (Tabela
18). De maneira similar, Jany et al. (2024) relataram um incremento no conteudo de lipidios
conforme maior adicdo do extrato da casca de roma nas formula¢des de iogurte, com teor
variando de 5,56 a 6,27%, sendo mais elevado em relagdo as amostras do presente estudo. Em
1ogurtes elaborados por Silva et al. (2017) com diferentes concentragdes do extrato dos frutos
de Vitis vinifera (uva; 0; 1,5 e 3,0 g L! respectivamente) constataram-se teor de cinzas de 0,83
a 0,93%; de 4,27 a 4,30 % para as proteinas e 3,10 a 3,40% para lipidios, sendo superior aos
dados evidenciados nas amostras enriquecidas com extratos das folhas e frutos do guabiju
(Tabela 18). Para iogurtes desenvolvidos com extrato das folhas de Ocimum basilicum L.
(manjericdo roxo), dados similares foram constatados para as proteinas e lipidios, sendo de 3,02
a3,26% e 2,80 a 3,0%, respectivamente (Gurkan; Boran; Hayaloglu, 2018).

O enriquecimento do iogurte com extrato de guabiji (FR10) resultou em contetido de
CHO significativamente maior que as demais formulagdes (6,22 g 100 g!), proveniente da
maior propor¢ao de extrato do fruto aplicado, cuja composi¢cao demonstra a presenca de CHO,
principalmente acucares (Seraglio et al., 2018; Detoni ef al., 2021). Comportamento similar foi
observado por Jany ef al. (2024) em amostras de iogurte adicionadas do extrato de casca de
roma, as quais exibiram maior conteido de CHO principalmente em relagdo a amostra natural
(teor entre 6,83 e 8,81%). Para os resultados obtidos no valor energético ndo houve diferenca
significativa entre as formulagdes C, FO5 e FO10, enquanto que a adi¢ao dos extratos dos frutos
revelou valores maiores para as formulagdes FRS e FR10 (58,54 e 58,94 kcal, respectivamente),

embora sem diferir entre si (p>0,05). De maneira andloga ao observado, Jany et al. (2024)
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indicaram aumento no valor de kcal das formulagdes de iogurte com extrato da casca de roma,
sendo proporcional ao extrato empregado, embora com valores superiores aos do presente
estudo (80,73 a 107,07 kcal). De modo geral, os parametros de proteina, lipidios, cinzas, CHO,
ST e valor energético podem ser ajustados por meio de técnicas de processamento, adicao de
estabilizantes, frutas e extratos para que possam atingir as caracteristicas e a qualidade
desejadas no produto final (Horne, 2017; Jany et al., 2024).

A cor ¢ um atributo importante dos alimentos, pois € uma das primeiras caracteristicas
observadas por consumidores, que pode afetar sua preferéncia. A Figura 22 demonstra a
aparéncia dos iogurtes elaborados com os extratos otimizados dos frutos e folhas do

guabijuzeiro (FRS, FR10, FOS5 e FO10) e a formulagdo controle (C).

Figura 22 - Caracteristicas visuais das formulag¢des de iogurte

P o B @ p @ > € >

R

C FR10 FO5 FO10

Fonte: a autora (2025).
Nota: C: controle; FR5: fruto 5%; FR10: fruto 10%; FOS5: folha 5% e FO10: folha 10%.

No parametro de L* (luminosidade) toda as formulac¢des indicaram diferencgas entre si,
sendo que a amostra FR5 indicou menor luminosidade (L* 0,54), o que pode ser atribuido a
presenca de compostos coloridos como as antocianinas, provenientes do extrato de guabiji. De
forma contraria FO10 e FOS5 foram representadas com maiores valores de L*, sendo sugerido
que o teor de 4gua presente no extrato adicionado das folhas influenciou nesse comportamento.

Nas coordenadas a*, b* e C* apenas as amostras enriquecidas com extratos FOS5 e
FR10 ndo demostraram diferengas significativas em relacdo as demais. Como os dados das
coordenadas a* e b* foram positivos, presume-se que as formulagdes de iogurte indicaram
tendéncia a cor vermelha (+a) e amarela (+b). Esse fator pode ser confirmado pelo angulo de
tonalidade h°® das formulagdes, que expressou dados entre 0 e 90°, que € a esfera que indica a
tonalidade entre o vermelho e o amarelo. Salienta-se que FRS5 revelou menor valor significativo

(29,19°) sugerindo tom mais proximo vermelho, o que refor¢a a predominancia dos pigmentos
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de antocianinas. O parametro C* (croma) revelou menores valores para as amostras
enriquecidas com os extratos das folhas e frutos de guabiju quando comparado a formulagao
controle, indicando menor saturagao e intensidade de cor. Para iogurtes elaborados com extrato
das folhas de Moringa oleifera (moringa), Zhang et al. (2019) mencionaram valores da
coordenada a* negativos (-8,20 a -8,77), inferindo que as formulagdes continham tons verdes,
diferente ao evidenciado nas amostras com extratos das folhas do guabijuzeiro, FO5 e FO10 (
+a*). J4 em iogurtes suplementados com extratos das folhas de manjericio roxo, dados
similares com os obtidos no presente estudo foram reportados, com valores de +a* e +b*
(Gurkan; Boran; Hayaloglu, 2018). As alteragdes no atributo da cor podem ser influenciadas
por varios fatores, como a concentragao, disponibilidade e a natureza dos pigmentos presentes,
assim como o teor de 4gua e prevaléncia de agua superficial (Jany ef al., 2024).

Os atributos de textura representados pela firmeza, consisténcia, coesividade e indice
de viscosidade (Tabela 18), indicaram maiores valores na formulacdo controle, sendo
significativamente diferente das demais amostras. Por outro lado, a formulagdo FOI10
demostrou valores menores para todos os atributos de textura avaliados (p <0,05). A adi¢ao dos
extratos das folhas e frutos do guabijuzeiro afetou os parametros de textura das amostras de
iogurte. Esse fator pode estar relacionado a capacidade dos compostos fendlicos presentes nos
extratos, de interagir com a proteina do leite, afetando diretamente sua funcionalidade. Além
do mais, a estrutura de gel dos iogurtes também pode ter sofrido influéncia dos parametros da
sinérese e CRA, devido maior expulsdo do soro de leite e rearranjo da estrutura nessas amostras.
Uma pequena redugdo do pH também pode prejudicar o sistema coloidal, tornando-o menos

estavel em fun¢do da diminui¢do da carga (Lastra-Ripoll; Quintana; Garcia-Zapateiro, 2023).

4.3.2 Avaliacao de compostos bioativos em formulacdes de iogurte durante o armazenamento

A Tabela 19 indica a concentragdo de antocianinas totais; AT (apenas em FR5 e FR10),
flavonoides totais (FT), compostos fenolicos totais (CFT), atividade antioxidante ABTS, DPPH
e FRAP nas formulagdes controle (C) e enriquecidas com os extratos otimizados das folhas e
frutos do guabijuzeiro (FOS5, FO10, FRS e FR10), durante o armazenamento refrigerado por 21

dias.
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Tabela 19 — Efeito do enriquecimento dos extratos com folhas e frutos de guabiji na
concentracdo de bioativos nas formulagdes de iogurte

Tempo (dias)
Parametro F
1 7 14 21
C ND ND ND ND
FRS  207,89%°+10,59 256,804+ 1834  25680%+36,60  152,86% + 10,59
ATT (ugL) FRIO 6053243660  250,69+£28,02  28738%+10,59  531,95% 36,69
FO5 i i ; ;
FO10 i i ; ;
C ND ND ND ND
FRS 27,62+ 1,40 2545 + 0,25 31,83%+ 1,00 29,07% + 0,43
FT Ca Ca Db Ca
(mgCTELY FRIO 3255945043 33,13%+ 025 28,06 + 0,50 31,83¢+ 0,25
FO5  35,74%+ 1,65 43,868+ 1,90 46,75% + 0,50 58,208 + 1,57
FOI0  64,58%+ 126 50,38 = 3,797 66,17 = 1,76 69,65 = 2,834
C 13550£0,00 123,009+ 1,43 140,865 + 1,43 127,055 + 1,65
FRS  17931™+0,82 164,43 0,00 178,95 + 1,65 167,522 + 1,65
CFT Cb Ca Ca Cc
(mg AGELY) TRIO  19862F5165 20790000 207,436 £ 1,65 192,19 + 1,65
FO5  20338%+330  226,00% =286 252,19% = 1,65 251,245 = 1,65
FOI0  279,5744+0,00  317,67%% 1,65 345,508 + 4,63 356,004 + 4,95
C 381791220  313,06%+ 1,86 226,345 + 3,57 266,775 + 2,06
FRS 703,17+ 1497 801,44 + 20,46 671,435 + 6,43 711,85 +2,72
ABTS = kR10 120788% 511,62 1225024671 116093+ 1635  1074,136%9+ 7,43
(umol TE L)
FOS5  1568,51%+2753  1519,11%+ 1453  1709,08% + 1442 1650,81% + 14,85
FOI0  263227%+1622 29157943243  2742,78"° 2854  2947,30%+ 71,46
C 3848274295 4128702972  44077° 11,76 398,850 = 18,51
FRS ~ 349,04%+3402 254775 +1392  32855%+3045  313,68%+2191
DPPH  * pRi0 7786142453 374,02%+9,00 562,050£282 322,117+ 16,94
(umol TEL™)
FO5  101037%+£9,00 755,04 +9,00 931,86%+3143 598,758 +20,36
FOI0  1650,65%+ 1227  1475.85A0£2657  2082,74%+3245 1682754+ 11,29
C 550,67%+660  607,81E+1887  421,14+2639 417,33+ 47,58
FRS  1080,10% £ 78,68 1262,05™ 4241  922,95°%+21,06  848,67% + 17,22
FRAP ©  pRI0 177543992900 1771620044610 1476380 +2286 147638 + 24,91
(umol TE L)
FO5  232971B+8418 2070,67%= 103,70  233924% 3747  196590% + 14,38
FOI0 395733% = 152,16 375638%0+2577  3048,00°= 161,76  3753,52%0 = 84,24

Fonte: a autora (2025).

Nota: F: formulagdo; C: controle; FRS: fruto 5%; FR10: fruto 10%; FOS5: folha 5%; FO10: folha 10%; AGE:
Equivalente acido gélico; CTE: equivalente catequina; TE: equivalentes de Trolox; ND: ndo detectado;
Médias + desvios padrio das amostras em triplicata; ~BCPF Letras maiusculas sobescritas diferentes nas
colunas € sobescritas minGsculas (*>>%) nas linhas em um parimetro especifico, indicam diferengas
significativas pelo teste de Fisher (p < 0,05).
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Para as antocianinas totais, constatou-se efeitos significativos tanto da propor¢ao do
extrato de guabiju aplicado nos iogurtes, como do tempo de armazenamento. Esses compostos
foram significativamente diferentes no primeiro e tltimo dia de armazenamento, indicando
maior conteudo na formulagdo com maior propor¢ao do extrato de guabiji (FR10). Entre 1 e
7 dias constatou-se um ligeiro aumento desse composto na amostra FRS e um declinio em FR10,
o qual manteve-se estavel até o periodo de 14 dias, porém sem diferencas significativas. Ao
término do armazenamento, o menor contetido foi observado em FR5 (152,86 pug L!). Como
na formulagdo controle ndo houve conteudo detectavel de antocianinas, pode-se enfatizar que
a aplicacdo dos extratos dos frutos promoveu a presenca desses pigmentos em FRS5 e FR10. Um
comportamento similar foi observado por Machado et al. (2023) em iogurtes elaborados com o
extrato das cascas de Myrciaria cauliflora Mart. (jabuticaba). Os autores relataram que o
aumento no contetudo de antocianinas totais foi proporcional a concentracdo do extrato aplicado
(0,522,0 g 100 g'!). Porém, ao longo do armazenamento de 28 dias, o conteudo dos pigmentos
reduziu significativamente nas formulagdes com menor concentragdo do extrato, sugerindo que
as antocianinas sofreram degradagdo, levando a perda de sua atividade. De modo geral, as
antocianinas podem ser afetadas durante o processamento ¢ armazenamento dos alimentos. No
iogurte, além de oscilagdes no pH, a composi¢do da matriz ¢ um dos fatores que influenciam
na taxa de degradacao desses pigmentos, visto que a presenga de agticares, proteinas e gordura
podem favorecer a um aumento dessa taxa (Schwartz et al., 2017). Por outro lado, conforme
reportado por Szottysik et al. (2020) para os iogurtes com extrato dos frutos de Rosa
spinosissima (rosa-de-burnet), a estabilizagdo no contetido das antocianinas pode ser causada
pela sua associacdo com outros compostos presentes na matriz do iogurte, como flavonoides,
aminoacidos, acidos organicos, nucleotideos ou metais.

Os flavonoides totais (FT) ndo expressaram conteudo possivel de quantificar na
formulagdo controle. Em relagdo as amostras enriquecidas com extratos, o maior conteudo
significativo foi constatado para amostra FO10 (p<0,05). Durante o armazenamento refrigerado
observou-se que os FT aumentaram de forma significativa nas formulagdes enriquecidas com
os extratos foliares (FO5 e FO10), enquanto nas amostras com extratos dos frutos, FR5 e FR10,
as mudancas foram minimas, com manutencao do conteudo obtido, durante o periodo avaliado.
O conteudo de FT nas formulagdes de iogurte ¢ proveniente das folhas e frutos do guabiju,
conforme verificado em alguns estudos (Bombana et al., 2021; Almeida et al., 2017). O fato do
conteudo de flavonoides ser mais expressivo nas formulagdes FO5 e FO10 ocorreu em fungao
do extrato otimizado das folhas indicar maior contetido de FT com relagdo ao extrato dos frutos

(19241,55 e 5462,13 mg CTE kg'!, respectivamente; dados demonstrados no capitulo 3 desse
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documento). De maneira similar, o aumento de flavonoides em iogurtes fortificados com extrato
da casca de roma e residuo da folha de Cinnamomum cassia (canela), foram atribuidos a
presenca desses compostos nos extratos empregados nas formulagdes (Jany et al., 2024; Tang
etal., 2022).

Nos efeitos observados para os compostos fenolicos totais (CFT), evidenciou-se que o
aumento do percentual adicionado do extrato tanto dos frutos como folhas, proporcionou
maiores concentragdes de CFT nos iogurtes, em comparacao a amostra controle. Os dados mais
expressivos foram constatados na formulagdo enriquecida com extrato das folhas, FO10
(279,57 a 356,00 mg AGE L!). Assim como evidenciado nos FT, as amostras FO5 ¢ FO10
demonstraram aumento do parametro CFT ao longo do armazenamento de 21 dias. Esse mesmo
comportamento foi reportado Zaki er al. (2024) durante o armazenamento de iogurtes
adicionados com extrato da casca da laranja, os quais documentaram que o aumento no teor de
compostos fendlicos foi dependente da concentracdo de extrato empregada, sendo um fator
diretamente ligado o numero de constituintes fendlicos presentes no extrato. Nesse mesmo
contexto, Shori (2022) também atribuiram o maior contetdo de fendis dos iogurtes analisados,
ao alto teor desses compostos encontrados nos extratos vegetais de Myristica fragrans Hout
(noz-moscada) e Piper nigrum L. (pimenta-do-reino e pimenta-branca) incorporados nas
formulagdes.

Constatou-se também um ligeiro decréscimo nas formula¢des FR10, FR5 e C, sendo a
menor concentra¢do na amostra controle (p<0,05). Interagdes no complexo proteina-polifenol
formado nos iogurtes devido a adicdo de extratos vegetais, podem ser afetadas e reduzir o
conteudo de CFT, conforme destacado por Demirkol e Tarakci (2018) em iogurtes fortificados
com pd do bagaco de uva. Os autores sugeriram que a estrutura celular do bagago de uva
influenciou as interagdes dgua-proteina, reduzindo o contetido de fenodis no iogurte. Embora
diferengas tenham sido observadas nas formulag¢des do iogurte com extratos das folhas e frutos
do guabiju, salienta-se que a espécie € reportada pela presenga de diversos compostos fenolicos,
como acido galico, acido siringico, catequina e quercetrina, ¢ o aumento dos CFT nas
formulagdes de iogurte se deve ao enriquecimento com os extratos das folhas e frutos do
guabiju.

O contetido fendlico constatado no iogurte natural (C) pode ser associado a presenca
de diferentes compostos oriundos do leite, como aminoacidos com grupamento fenolico na
estrutura (como a tirosina), agtcares e peptideos bioativos, os quais podem ser liberados no
processo de fermentacdo pelas culturas iniciadoras do iogurte (Shori, 2022; Tang et al., 2022).

Pesquisas também sugerem que a presenga de compostos fendlicos no leite estd relacionada
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com a alimentacdo dos animais leiteiros, supostamente rica em compostos polifendlicos
(Baruk¢i¢ et al., 2022). Os iogurtes naturais sdo associados ao fortalecimento do sistema
imunologico do ser humano, por contribuir para uma melhor na absor¢ao de vitaminas e
minerais. Dessa forma, a utilizagdo de extratos vegetais em formulagdes de iogurte favorece
para o aumento do valor nutricional e funcional dos produtos, por serem fontes de compostos
polifendlicos, os quais podem fornecer atividades bioldgicas (Rashwan; Osman; Chen, 2023).

A atividade antioxidante foi determinada por trés métodos (ABTS, DPPH e FRAP), e
em ambos foi constatado o potencial antioxidante para todas as formulag¢des de iogurte (Tabela
19). Nos dados obtidos para atividade antioxidante ABTS e FRAP, o enriquecimento com os
extratos promoveu o aumento na capacidade antioxidante observada, conforme proporcao
adicionada nas formulagdes FRS, FR10, FO5 e FO10. Porém, na avaliagao pelo método DPPH,
o0 enriquecimento com os extratos resultou em maior atividade antioxidante apenas nas amostras
FOS5 e FO10, sendo verificado que a adicdo dos extratos dos frutos de guabiji reduziu a
atividade de FR5 e FR10, sendo menores que a formulac¢ao C no final do periodo de avaliagao.
O aumento na capacidade antioxidante observada nas formulagdes enriquecidas esta veiculado
principalmente a presenga dos compostos flavonoides, antocianinas e fenolicos, adicionados
através dos extratos das folhas e frutos do guabiji. J4 o potencial exibido pela formulagao
controle pode ser assimilado com a presenca de peptideos bioativos que possuem essa atividade
(Abdel-Hamid et al., 2020).

Dentro desse mesmo contexto, relatos semelhantes foram mencionados por Zhang et
al. (2019) em iogurtes suplementados com extratos das folhas de moringa, os quais relataram
que a maior atividade antioxidante, tanto na avaliacdo por ABTS quanto DPPH, foi dependente
da dose de extrato aplicada bem como da presenca de compostos fenolicos provenientes das
folhas de moringa, tais como quercetina e kaempferol. Um comportamento similar foi
documentado em iogurtes adicionados de extratos dos frutos de rosa-de-burnet e folhas de
oliveira (Szottysik et al., 2020; Baruk¢i€ et al., 2022). Os autores correlacionaram o aumento
da capacidade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP ao aumento da proporcao do
extrato aplicado, e dos polifendis provenientes dos materiais vegetais empregados nos iogurtes.

Pode-se ressaltar que a atividade antioxidante ABTS determinada no presente estudo
exibiu um declinio durante o tempo de armazenamento para as amostras C e FR10, enquanto
em FRS5 ndo houve diferenca entre o primeiro e Ultimo dia de armazenamento. De maneira
similar, nas mesmas formulacdes (C, FR5 e FR10), foi observada a redu¢do da capacidade
antioxidante investigada por FRAP apenas apos 7 dias do armazenamento das amostras. Por

outro lado, para as formulagdes adicionadas com extratos foliares, FO5 e FO10, verificou-se
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um aumento significativo do potencial antioxidante analisado por ABTS em relag¢do as demais
amostras, a partir do dia 7, mantendo-se estavel até os 21 dias armazenado. Apesar de uma
ligeira diminuigdo nos dados antioxidantes por FRAP nas amostras FO5 e FO10, os valores
foram significativamente maiores em relagao as amostras C, FRS5 e FR10 (dados entre 1965,90
e 3957,33 umol TE L' a0 longo do armazenamento). A manutencio no potencial antioxidante
de iogurtes suplementados com extratos vegetais foi destacada por Zhang et al. (2019) e
Szottysik et al. (2020) durante o armazenamento refrigerado de 21 e 14 dias, respectivamente,
sendo que esse efeito pode ser relacionado a presenca de outros compostos, como peptideos e
aminodcidos, os quais também exercem efeitos antioxidantes.

A diminui¢ao do potencial antioxidante ao longo do armazenamento das formulagdes
de iogurte avaliadas pode ter ocorrido devido a degradacdo dos compostos fenolicos pelo efeito
de bactérias iniciadoras do iogurte, além da formagao de complexos entre polifendis e proteinas
que ndo entram nas reagdes promovidas pelos ensaios, conforme sugerido por Baruk¢i¢ et al.
(2022) e Herrera et al. (2023) em avalia¢des relacionadas aos métodos DPPH e FRAP. Salienta-
se ainda que os menores resultados constatados na avaliacao dos iogurtes por DPPH podem ter
ocorrido devido a interferéncias associadas com solubilidade do reagente e a matriz da amostra
(Abdel-Hamid et al., 2020).

Conforme relatado, diversas pesquisas demostraram potencial antioxidante em
formulacdes de iogurte, e que esta ¢ influenciada principalmente pelo tipo e quantidade de
polifenois adicionados. Assim, o enriquecimento dos iogurtes com os extratos das folhas e
frutos do guabiju indica possiveis efeitos bioativos, com capacidade de fornecer beneficios a
sade do consumidor, considerando a acdo protetora contra radicais livres no organismo,
proporcionada por compostos antioxidantes. Em outro contexto, os antioxidantes podem ser
usados durante o processamento de alimentos para reduzir o processo de oxidacdo, o qual forma
compostos indesejaveis e também afeta as caracteristicas sensoriais dos produtos (Shori, 2022;

Herrera et al., 2023).

4.3.3 Viabilidade de bactérias laticas e atividade antimicrobiana durante o armazenamento

A viabilidade das bactérias laticas nas formulagdes de iogurte (C, FR5, FR10, FO5 e

FO10) durante o armazenamento refrigerado de 21 dias, sdo demonstradas na Tabela 20.
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Tabela 20 — Efeito do enriquecimento dos extratos das folhas e frutos de guabiju sob a
viabilidade de bactérias laticas totais (UFC g!)

. Tempo (dias)
Formulacao
1 7 14 21
C 6,745 x 106+ 0,04 8,558 x 108+ 0,09 6,43 x 106+ 0,17 6,808° x 10+ 0,01
FR5 9,224 x 10°+£ 0,00  8,84A% x 103+ 0,06 7,02 x 107 £ 0,03 7,0948¢ x 107 £ 0,11

FR10 9,075 x10°+ 0,01  8,30°x 10® +0,07 7,158 x 107 +£ 0,21 6,43%4x 106+ 0,36
FO5 7,58 x 107+ 0,00 8,58%2x 10% +0,08 7,404 x 107 +£ 0,03 7,242 x 107+ 0,10
FO10 7,49 x 107£0,01 8,894 x 108 + 0,04 7,2448¢ x 107 £ 0,05 7,18%¢x 107 +£ 0,05
Fonte: a autora (2025).
Nota: F: formulacdo; C: controle; FRS: fruto 5%; FR10: fruto 10%; FOS5: folha 5%; FO10: folha 10%; Médias +

desvios padrio das amostras em triplicata; #BCPE Letras maitisculas sobrescritas diferentes nas colunas e
sobrescritas mintisculas (* »>%) nas linhas indicam diferengas significativas pelo teste de Fisher (p < 0,05).

O enriquecimento das formulagdes de iogurte com os extratos otimizados das folhas e
frutos de guabiju, promoveu aumento significativo na viabilidade das bactérias laticas totais em
comparagdo a formulagdo controle. Do primeiro ao sétimo dia, constatou-se aumento de um
ciclo log nas amostras C, FO5 e FO10, enquanto FR5 e FR10 reduziram da escala 10° para 108,
equiparando-se as demais formula¢des. Do periodo de 14 a 21 dias FOS5, FO10 e FRS
permaneceram na escala 107. As formulagdes FR10 e C declinaram, indicando menor ciclo log
ao final do armazenamento (6,43 e 6,80 log UFC g’!, respectivamente). Salienta-se que a
legislagio brasileira determina uma contagem de bactérias laticas totais de 10° UFC g! em
leites fermentados e iogurtes que contenham bifidobactérias na composi¢do (BRASIL, 2007).
Dessa forma, todos os iogurtes desenvolvidos nessa pesquisa atenderam ao critério quanto a
viabilidade dos microrganismos durante o periodo de avaliacao de 21 dias.

De maneira similar ao encontrado para as formulagdes do presente estudo (FRS, FR10,
FOS5 e FO10), Szottysik et al. (2020) documentaram maior numero de células viaveis em
1ogurtes fortificados com extratos dos frutos de rosa-de-burnet, sendo proporcional ao aumento
da concentracao do extrato (0; 0,1 € 0,2%). Como o crescimento bacteriano em iogurtes pode
ser influenciado por diferentes condigdes, foi presumido que no caso da adicdo de compostos
fenolicos provindos dos extratos vegetais, € possivel que estes sejam transformados em
derivados mais ativos (como agliconas), o que pode favorecer a maior atividade da cultura
inicial (Silva et al., 2017). De forma paralela, Mueed ef al. (2024) destacaram que a utilizagao
dos extratos dos frutos de bérberies indiana em formulacdes de iogurte preservou 80% da
populacdo bacteriana (L. acidophilus, Bifidobacterium lactis e S. thermophilus) durante o
periodo de avaliagao de 30 dias das amostras, destacando que os compostos presentes nos
extratos nao exibiram efeitos de inibicdo sobre as bactérias laticas analisadas, sendo

proporcionado um estimulo ao crescimento das células.
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Szottysik et al. (2020) também constataram reducdo na contagem viavel das bactérias
laticas durante o periodo de 14 dias de armazenamento refrigerado, exibindo dados de 7,65 a
8,23 (L. bulgaricus) e 8,03 a 8,74 (S. thermophilus) log UFC g, atribuindo os dados ao
decréscimo do pH e aumento da acidez dos iogurtes, semelhante ao evidenciado no presente
estudo. Outro fator associado a reducdo da viabilidade das bactérias laticas, foi observado por
Shori et al. (2021), os quais sugeriram que a presen¢a de xantonas, que sdo caracteristicas do
extrato dos frutos de mangostin, podem ter afetado negativamente a contagem das células
vidveis de Lactobacillus spp. (L. acidophilus; L.casei LC-01; L. bulgaricus) nas formulagdes
de iogurte.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, na Figura 23 foram reportados dados sobre o
potencial de inibicdo observado para as amostras controle, FO5 e FO10 frente aos
microrganismos S. aureus e C. albicans. Para as bactérias Gram negativas E. coli e Salmonella
ndo foi evidenciado capacidade de inibicdo das amostras avaliadas, presumindo-se maior
resisténcia desses microrganismos sob as amostras analisadas. A formulagdo controle (C)
revelou percentual de inibi¢dao de 15,04 a 27,71% durante o periodo de avaliacdao de 21 dias,
contra a bactéria S. aureus. A amostra FOS5 indicou inibi¢do apenas no periodo de 7 a 14 dias
com dados de 18,92 e 14,03% (Figura 23: A). A atividade fungicida contra C. albicans foi
constatada nas formulag¢des C, FO5 e FO10, somente no primeiro dia de avaliacdo das amostras

(Figura 23: B).

Figura 23 - Atividade antimicrobiana de iogurtes enriquecidos com extratos das folhas e
frutos do guabiju (%)

A S. aureus B C. albicans
30% 27.71%
26.35% il 20% 18.39%
25%
21.49%
20% 18.92% 15% 13,63%
15,04% .
14.03% 10,24%
15% 10%
10%
5%
5%
0% 0% N
1 7 14 21 Dias C FO5 Foto 1Dia
C 1 FO5

Fonte: a autora (2025).
Nota: C: controle; FOS5: folha 5%; FO10: folha 10%.

A atividade antimicrobiana de iogurtes suplementados com extratos vegetais, frente a

bactérias patogénicas, foi relatada em alguns estudos. Tami ef al. (2022) evidenciaram atividade
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antimicrobiana frente a E. coli e S. aureus, destacando que o aumento da concentragdo do
extrato das sementes de uva nas formulagdes de iogurte, exibiram o maior potencial inibitdrio,
principalmente para S. aureus. Abdel-Hamid et al. (2020) relataram que a capacidade
antimicrobiana de iogurtes enriquecidos com extratos dos frutos de Siraitia grosvenorii (fruta
dos monges) em relagdo as cepas de E. coli, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes
foi proporcional a0 aumento da concentracdo do extrato. Ambos autores enfatizaram que os
efeitos observados se devem principalmente pela presenca de peptideos bioativos do leite,
liberados durante o processo de fermentacao pela cultura adicionada. Além do mais, compostos
caracteristicos predominantes nos extratos empregados podem ter contribuido para o potencial
antibacteriano observado (Tami ef al., 2022; Abdel-Hamid et al., 2020). Os extratos das folhas
do guabijuzeiro ja foram descritos como fonte de compostos flavonoides, como catequina,
quercetrina e quercetina, os quais sao relacionados a atividade antimicrobiana, por causarem
danos na membrana celular das bactérias, fator que pode ser associado aos efeitos observados
nesse estudo (Almeida et al., 2017; Zandona et al., 2020).

O menor potencial antimicrobiano observado em FOS5 para S. aureus (Figura 25: A)
em relacdo a formulacao controle, assim como a auséncia de atividade contra C. albicans ap6s
o primeiro dia de avalia¢ao (Figura 23: B) pode ser atribuido a uma reacdo de antagonismo
proporcionado pela adi¢do dos extratos das folhas do guabijuzeiro com demais compostos
presentes na matriz do iogurte, como acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil e
bacteriocinas. Considerando que os extratos naturais também sdo fontes complexas de
compostos organicos, diferentes mecanismos de a¢do podem inativar a capacidade

antimicrobiana (Azizkhani; Saris; Baniasadi, 2021; Bagatini ef al., 2023).

4.4, CONCLUSAO

A incorporagdo dos extratos das folhas e frutos do guabiju em formulagdes de iogurte
promoveram efeitos significativos nas propriedades fisico-quimicas, funcionais e
microbiologicas dos produtos. A adicao dos extratos promoveu diferenca nos parametros de cor
das amostras enriquecidas em relagdo ao controle, sobretudo nas formulagdes FRS e FR10, nas
quais foram observados tons avermelhados, atribuidos a presenga das antocianinas. Embora
tenha sido constatado um ligeiro aumento na acidez de todas as amostras de iogurte, os
percentuais de sinérese foram reduzidos e CRA aumentou ao termino da avaliacdo das

formulacdes, sugerindo possivel estabilizacdo dos produtos, frente a esses parametros.
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Na determinacao dos flavonoides totais e compostos fenolicos totais, o enriquecimento
com os extratos vegetais demonstrou aumento expressivo desses bioativos, sendo proporcional
a concentracdo dos extratos adicionados. Notadamente, as formulacdes FOS5 e FO10
apresentaram conteiido mais expressivo dos CFT durante o armazenamento, indicando certa
estabilidade desses compostos nas amostras de iogurte contendo extrato foliar do guabijuzeiro.
A avaliacdo da atividade antioxidante das formulag¢des de iogurte revelou potencial promissor,
com énfase para os métodos ABTS e FRAP, que indicaram efeito antioxidante potencializado
nas amostras com enriquecidas com os extratos das folhas e frutos do guabiju. Apesar de FR5
e FR10 demonstrarem atividade inferior no método DPPH, os demais resultados sustentam a
eficacia funcional dos extratos utilizados. Adicionalmente, a utilizacdo dos extratos favoreceu
a viabilidade das culturas de bactérias laticas ao longo dos 21 dias de armazenamento, com
contagens compativeis a faixa recomendada na legislacdo. Os ensaios antimicrobianos
revelaram atividade inibitoria frente a Staphylococcus aureus ¢ Candida albicans, que embora
possa ser considerada de baixo percentual, sugeriu uma a¢ao complementar dos extratos das
folhas na seguranca microbioldgica dos iogurtes.

Dessa forma, os dados evidenciados nesse capitulo indicaram que os extratos das
folhas e frutos do guabijii exibiram potencial tecnologico e funcional na utilizagdo como
ingredientes naturais para o desenvolvimento de iogurtes enriquecidos com compostos
bioativos. Salienta-se que, como nao ha estudos referentes a aplicacdo de extratos das folhas
em produtos alimenticios, se faz necessario uma investigagao sobre a toxicidade do material,
afim de garantir sua seguranga ao consumo e assim promover futuras avaliagdes sensoriais dos

produtos em que poderao ser adicionados.
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CAPITULO 5: EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS E FOLHAS DE

Mpyrcianthes pungens

RESUMO: Os oleos essenciais (OE) sdo compostos aromaticos volateis obtidos de varias
partes das plantas, caracterizados por odor intenso e aspecto oleoso. Esses compostos atuam
como defesa natural das plantas, sendo valiosos industrialmente devido as suas propriedades
aromaticas e biologicas, apesar de sua pequena presenga nas plantas. Embora uma ampla gama
de plantas ¢ explorada comercialmente para obtencdo de OE, novas espécies vém sendo
investigadas, como Myrcianthes pungens (guabiji), a qual demonstrou efeitos antimicrobianos
e antioxidantes relevantes em OE extraido de suas folhas. Buscando expandir as informagdes
sobre as propriedades do OE do guabijuzeiro, nesse capitulo o objetivo foi realizar a extracao
do OE dos frutos e folhas do guabijuzeiro por meio da hidrodestilagdo e analisar a composi¢ao
quimica e potencial antioxidante e antimicrobiano dos 6leos obtidos. O OE extraido das folhas
resultou em maior rendimento (0,10%) em comparagdo ao obtido para os frutos de guabiju
(0,04%). Os compostos quimicos identificados por CG/EM contabilizaram ao todo 38
constituintes que pertenciam em sua maioria a classe dos sesquiterpernos hidrocarbonetos
(57,89%). Dentre os compostos com maior percentual de 4rea relativa, o espatulenol foi o mais
expressivo em ambos OE analisados, indicando 25,12% em OE de frutos e 12,87% no OE das
folhas. Constatou-se a presenga de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante em
ambos OE avaliados, cujo potencial foi determinado por diferentes métodos, ABTS e DPPH.
A atividade antimicrobiana indicou maior efeito do OE das folhas contra bactérias Gram
negativas (Salmonella e E. colli) enquanto OE dos frutos foi mais efetivo contra S. aureus
(Gram positivo), com valor da concentragdo inibitéria minima de 258,23 pg mL!. O efeito
antifingico contra C. albicans foi observado para ambos OE, com inibicdo >90%. Os OE
analisados das folhas e frutos do guabijii sdo compostos naturais com potenciais efeitos
biologicos associados, estando potencialmente relacionados a variabilidade da composi¢do
quimica.

Palavras-chave: Guabijuzeiro; Hidrodestilagdo; Cromatografia gasosa; Antimicrobiano;
Atividade Antioxidante.

5.1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas aromaticas e com apelo medicinal ¢ realizada a muitos anos
pela humanidade. Diversas espécies sao conhecidas por produzirem 6leos essenciais (OE), que
sdo compostos volateis classificados como metabdlitos secundarios, os quais podem ser obtidos
de diferentes partes das plantas, como raizes, folhas, cascas e flores. Apesar de representarem
uma pequena fracdo da planta, esses compostos desempenham um papel importante na
sobrevivéncia das espécies vegetais, atuando como mecanismos de defesa natural. Além do

mais, possuem caracteristicas aromaticas e bioldgicas que despertam interesse em diversos
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ramos industriais, incluindo farmacéuticas, alimenticias e de fragrancias (Tongnuanchan;
Benjakul, 2014; Rios, 2016; Ni et al., 2021).

Diversas espécies sao exploradas para obtencdo de OE, sendo que muitas substancias
apresentam emprego comercial, como os OE de Cinnamomum ssp., Eucalyptus ssp, Citrus ssp.,
Syzygium aromaticum (canela, eucalipto, laranja e cravo, respectivamente). Entretanto, a
demanda crescente por agentes naturais com efeitos bioldgicos associados, tem impulsionado
a investigacdo de uma gama diferenciada de espécies. Neste cenario, a familia Myrtaceae
destaca-se como promissora com diferentes géneros demonstrando potencial para extragdo de
OE. Entre as espécies, a Myrcianthes punges emerge como uma fonte ainda pouco explorada
para essa finalidade. O guabijuzeiro, como ¢ popularmente conhecido, ¢ uma arvore com
caracteristicas ornamentais atrativas, que tem sido relatada como fonte de compostos bioativos
com capacidade antioxidante, além de propriedades medicinais como as antidiarreicas,
estomacais e tonicas. Outros efeitos evidenciados destacaram-se no OE extraido das folhas do
guabijuzeiro, indicando potencial bactericida frente a espécies microbianas de importancia para
seguranga de alimentos, como a Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (Almeida et al., 2017,
Seraglio et al., 2018; Jesus et al., 2021; Raphaelli et al., 2023).

Embora a espécie seja reconhecida como promissora no fornecimento de compostos
com bioatividade, os efeitos atribuidos aos OE sdo limitados, visto que suas caracteristicas
quimicas podem ser distintas de dados relatados anteriormente. Essa variabilidade esta
associada a interferéncia de fatores externos e internos relacionados a planta, os quais podem
influenciar no comportamento dos efeitos bioldgicos documentados. Nesse contexto, as
propriedades antibacterianas, antifingicas e antioxidantes podem revelar agentes promissores
para utilizacdo em varios segmentos industriais, como novas fontes de conservantes naturais.
Dessa forma, os objetivos do capitulo foram realizar a extragdo do OE dos frutos e folhas do
guabijuzeiro, investigar a composi¢do quimica dos produtos obtidos e avaliar a capacidade

antioxidante e antimicrobiana frente a diferentes cepas microbianas.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1. Materiais

As folhas do guabijuzeiro foram coletadas no periodo da primavera (més de novembro)
de duas arvores, em diferentes galhos da planta e em regides distintas da cidade de Francisco

Beltrao (latitude: 26° 04’ 52" S; longitude: 53° 03' 18" W; altitude: 570 m), Parana (Brasil). Os
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frutos foram colhidos no verdo, durante o periodo de maturagao (janeiro) também de diferentes
galhos da planta, mas em duas arvores de diferentes cidades: além da j& mencionada, parte dos
frutos utilizados na extragao do OE foram obtidos em Sao Lourenco do Oeste, (latitude: 26° 21'
32" S; longitude: 52° 51' 3" W; altitude: 893 m), Santa Catarina (Brasil). Os materiais vegetais
foram coletados, selecionados quanto a auséncia de danos fisicos visiveis, higienizados com
agua corrente, embalados e submetidos ao congelamento em freezer a -18 °C até o periodo de
extragcdo do OE.

Para as analises de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante, ABTS ¢ DPPH
utilizaram-se reagentes de grau analitico, sendo: hexano (CsHis) adquirido da Quimica
Moderna (Barueri, SP, Brasil) e persulfato de potéssio (K2S20s) adquiridos da Synth®
(Diadema, SP, Brasil), cloroformio (CHCI3), carbonato de sédio (Na2COs), metanol (CH3OH)
e reagente Folin-Ciocalteu adquiridos da Exodo® (Sumaré, SP, Brasil). Além de acido galico
(C7H6Os), Trolox (Ci4HigO4; 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), ABTS+
(2,2'-azino-di (4cido 3-etil-benztiazolina-sulfonico-(6)) e DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazil)
ambos adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA).

Na andlise antimicrobiana foram utilizados: caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
Mueller Hinton Broth, ambos adquiridos da Kasvi (S3do José dos Pinhais, PR, Brasil), agar
bacterioldgico (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e cloreto de sddio (NaCl) obtidos da Neon
(Suzano, SP, Brasil).

5.2.2. Métodos

As informagdes gerais sobre a extracao e avaliacdo das caracteristicas do 6leo

essencial dos frutos e folhas do guabijuzeiro foram demostradas na Figura 24.
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Figura 24 - Principais etapas de obteng¢do e avaliacdo do 6leo essencial
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Fonte: a autora (2025).

5.2.3 Extracao do o6leo essencial

O ¢leo essencial (OE) das folhas e frutos de guabiju foram obtidos pelo método de
hidrodestilacdo. O sistema consistiu na utilizacio de uma manta aquecedora (Quimis®,
Q321A28, Diadema, SP, Brasil) e um baldo de fundo redondo com capacidade para 5 L, que

continha a amostra e agua. O baldo foi acoplado ao conjunto de destilacdo, formado pela
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vidraria Clevenger e um condensador, no qual circulava agua refrigerada (Tecnal ®, TE-2000,
Piracicaba, SP, Brasil).

As folhas empregadas na obtencdo do dleo foram pesadas (250 g) e trituradas em
liquidificador convencional com agua, sendo sequencialmente adicionadas no balao. O volume
final de 4gua foi de 2,5 L. Os frutos primeiramente foram cortados manualmente para remocao
das sementes e submetidos a secagem em estufa com circulacdo de ar (American Lab
AL102/480, Brasil) sob temperatura de 60 °C por 16 h. Apo6s, os frutos foram pesados (300 g)
e triturados em liquidificador com 4gua (volume final de 3,0 L). O material vegetal permaneceu
sob fervura por aproximadamente 2 horas. O 6leo essencial obtido foi separado do hidrolato
com adic¢ao do solvente hexano em um funil de separagdo. O solvente contendo o 6leo essencial
foi removido em evaporador rotativo (Tecnal®, TE-211, Piracicaba, SP, Brasil) e 6leo coletado
em frasco devidamente pesado. Os produtos obtidos foram armazenados sob congelamento. A

porcentagem de rendimento do 6leo essencial (%) foi calculada conforme Equagao 8:

%=OE / MV x 100 (8)

Onde OE ¢ o 6leo essencial total extraido e MV ¢ a massa vegetal utilizada.

O o¢leo essencial das folhas foi avaliado quanto ao indice de refragdo, compostos
fenodlicos totais, atividade antioxidante ABTS e DPPH. A atividade antimicrobiana foi

determinada no 6leo das folhas e frutos.

5.2.4 Indice de Refracdo

O indice de refragdo do Oleo essencial obtido das folhas do guabijuzeiro foi
determinado com uso do refratometro de bancada Abbé (Megabrix, AR 1000S, Brasil). Para
realizar a andlise, duas gotas do 6leo foram colocadas na 1amina do refratometro e o valor obtido

na escala para o indice de refragdo, registrado.
5.2.5 Composigao Quimica do Oleo Essencial por Cromatografia gasosa (CG)
A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foi realizada

para identificar os compostos individuais no OE dos frutos e folhas do guabijuzeiro. Cada

amostra foi diluida (10 mg mL!) em cloroféormio e submetida a andlise. Utilizou-se o
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instrumento Agilent® GC 7890A acoplado ao detector MS Agilent® 5975C. A coluna capilar
de silica fundida, HP-5MS (Agilent®; 30 m x 250 pm x 0,25 um; composta de 5% de fenil-
95% de metilpolissiloxano) foi conectada a uma fonte EI (Ionizagdo por Impacto de Elétrons)
operando a 70 eV com um analisador de massa quadripolar. A varredura de massa variou de 41
a415m/z. O hélio foi usado como gas de arraste a uma vazdo de 1,0 mL min'. As temperaturas
do injetor (razdo de divisao 1:20) e da interface foram de 220 °C e 240 °C, respectivamente. O
atraso do solvente foi de 3,0 min. O volume de inje¢do foi de 0,2 pL (10% v/v) com amostrador
automatico Agilent GC Sampler 80 equipado com uma seringa de 10 pL. O programa de
temperatura do forno consistiu em aumentar de 60 °C (3 °C/min) para 246 °C, tempo total de
execucao de 62 min. Os compostos foram identificados pela comparacio de seus espectros de
massa com aqueles do National Institute of Standards and Technology (NIST, 2011). O indice
de retengdo linear foi calculado pelos tempos de retencao de n-alcanos que foram injetados nas
mesmas condi¢des cromatograficas (Adams, 2017; Bizzo et al., 2020). Essa analise foi

realizada pela Central de Analises do EQA, na UFSC campus Florian6polis/SC.

5.2.6 Compostos Fenolicos Totais

O procedimento para determinacio dos compostos fenolicos totais nos 6leos essenciais
obtidos foi executado conforme metodologia de Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos,
(1999) com algumas alteracdes. Previamente, o OE dos frutos e das folhas foi diluido
adequadamente em cloroféormio. Para determinacdo dos compostos fendlicos, foram
transferidos 50 pL do 6leo diluido para tubos de ensaio e na sequéncia adicionou-se 4,2 mL de
agua deionizada seguidos de 250 pL do reagente de Folin Ciocalteu. Os tubos foram agitados
com auxilio do vortex (Vision Scentific®, KMC-1300 V, Daejeon-Si, Coreia do Sul) e ap6s 3
min acrescentou-se 500 uL de carbonato de sodio 20%. Apds nova agitagdo, os tubos ficaram
em repouso por 1 h sob abrigo da luz. Transcorrido o tempo, pipetou-se 300 uLL da amostra para
uma microplaca de pogos e efetuou-se a leitura em espectrofotometro UV-VIS de microplacas
(Epoch, Microplate Spectrophotometer Synergy-BioTek, Winooski, VT, EUA) a 725 nm. Um
teste em branco foi preparado, aplicando-se o mesmo procedimento, sendo a amostra
substituida por 50 uL de cloroférmio.

As absorbancias das amostras foram substituidas na equagdo da reta (y = 0,0007x +
0,0006; R = 0,995), obtida por meio de uma curva padro de acido galico (20 a 200 mg kg™)

para calcular o resultado que foi expresso em mg equivalente de 4cido galico (mg AGE kg™).
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5.2.7 Atividade Antioxidante: ABTS

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS+
((2,2'-azino-di (acido 3-etil-benztiazolina-sulfonico-(6)), foi avaliada conforme Re et al.
(1999). Inicialmente preparou-se o reagente ABTS+, sendo misturados uma solugao de ABTS
(7 mmol L) com uma solugdo de persulfato de potassio 2,45 mmol L! na proporcio de 1:1.
Essa solucdo ficou em repouso ao abrigo da luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, foram
transferidos 4 mL da solug@o para um baldo volumétrico de 200 mL sendo o volume ajustado
com agua deionizada.

Em uma microplaca de pogos, foram adicionados 20 pL do OE dos frutos e folhas do
guabijuzeiro, devidamente diluidos em cloroférmio e 280 uL da solugdo de ABTS+ sendo na
sequéncia mantida em repouso sob prote¢do da luz durante 30 min. Apds o tempo de reacdo, as
absorbancias foram medidas em espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch, Synergy-
BioTek, Winooski, VT, EUA) a 734 nm. Em paralelo, uma curva padrio (50 a 500 pmol L)
foi construida utilizando Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) em
diferentes concentracdes, seguindo-se o mesmo procedimento executado para as amostras.
Apoés obtengdo da equacgdo da reta (y = 0,1827x + 3,9372; R? = 0,9865), as leituras das
absorbancias da amostra foram substituidas para realizacdo de calculos e obtencdo dos

resultados, que foram expressos pmol equivalente de Trolox (umol TE kg™).

5.2.8 Atividade Antioxidante: DPPH

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-2-
picrilhidrazil) foi determinada conforme metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier;
Berset (1995) com algumas modificagdes. O reagente foi diluido em metanol sob abrigo da luz.

O OE dos frutos e folhas foi diluido adequadamente em cloroférmio e aliquotas de 50
uL foram transferidas para tubos de ensaio. Na sequéncia, adicionou-se 1,9 mL do radical
DPPH e com auxilio do vortex (Vision Scentific®, KMC-1300 V, Daejeon-Si, Coreia do Sul)
os tubos foram agitados. As amostras ficaram em repouso durante 30 min sob protecao da luz.
Esse processo também foi realizado para uma amostra em branco, sendo substituido o volume
de 6leo por cloroférmio. Apos este periodo, transferiu-se 300 uLL do contetido dos tubos para
um microplaca de pogos e a leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdometro UV-
VIS (Epoch, Synergy-BioTek, Winooski, VT, EUA) a 517 nm. Uma curva padrao (50 a 500

umol L) foi construida com solugio de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-4cido
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carboxilico) em diferentes concentracdes, empregando o mesmo procedimento utilizado na
amostra, para obten¢do da equacdo da reta (y = 0,0628x + 1,9602). Os dados foram calculados

e os resultados expressos em pmol equivalente de Trolox (umol TE kg™).

5.2.9 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas e frutos do guabiju foi
analisada em relagdo as cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Salmonella enterica spp. enterica (ATCC 13076) e Candida albicans (ATCC
10231). Cada cultura foi inoculada em placa de Petri contendo caldo BHI (Brain Heart
Infusion) com agar bacteriologico 1,5%, devidamente preparados conforme instrugdo do
fabricante ¢ incubada em estufa a 35 + 1°C durante 24 h (Quimis®, Q316-24, Diadema, SP,
Brasil). Apds esse periodo, os indculos foram suspendidos em solugdo salina 0,9 % a uma
concentracio de 10 UFC mL™! (turbidez da escala 0,5 de McFarland’s) para obten¢io da cultura
de trabalho.

Para determinagao da atividade antimicrobiana, foi usada a técnica de microdiluig¢do
em caldo, adaptado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para melhor
dissolucdo do 6leo essencial, em tubo de ensaio estéril preparou-se uma solugdo concentrada
de 20 mg mL! (para OE das folhas) e 10 mg mL™! (para OE dos frutos) com caldo Mueller
Hinton (Mueller Hinton Broth) e Tween 80 a 2%. A partir dessa solu¢do foram efetuadas
diluicdes seriadas para obter as concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,2 pg mL.
Todas as amostras foram devidamente agitadas em vortex.

Apo6s, em microplacas estéreis (Kasvi®, KC12-096, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil)
foram adicionados 200 pL de cada dilui¢do preparada e 10 pL do in6culo do microrganismo,
sendo em seguida incubadas em estufa a 35 +1 °C por 24 h. Na sequéncia, foi realizada a leitura
da amostra em espectrofotometro UV-VIS de microplacas (Epoch, Synergy-BioTek, Winooski,
VT, EUA) a 630 nm. Também preparou-se um teste em branco apenas com caldo Mueller
Hinton e um controle positivo, o qual foi determinado mediante o crescimento microbiano sem
a preseng¢a da amostra. A porcentagem de inibi¢ao foi calculada com base no crescimento dos
microrganismos sem a presenc¢a do 6leo essencial, que foi equivalente a 100% (Equacgao 4). O

branco foi descontado da leitura das amostras.

Inibicdo (%) = 100 — [(Abs amostra x 100) /Abs controle positivo] 4)
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Onde:

Abs amostra: absorbancia do crescimento bacteriano na presenga 6leo;

Abs controle positivo: absorbancia do crescimento bacteriano sem o 6leo.

A concentragdo minima inibitoria (EC50) foi determinada a partir de uma equagao

logaritmica e expressa em pug mL™.

5.2.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos das analises de compostos fenolicos totais, atividade antioxidante
ABTS e DPPH e andlise antimicrobiana foram avaliados estatisticamente por meio do teste T,
utilizando o critério estatistico ao nivel de significdncia de 5%, com auxilio do sofiware
Statistica versdo 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Esses dados foram expressos pela média

+ desvio padrao.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracteristicas do 6leo essencial

A técnica de hidrodestilacdo empregada foi eficiente na extracdo de OE das folhas e
frutos de guabiji, sendo observado rendimento de 0,10% para o OE das folhas (massa fresca)
enquanto o OE das frutas representou 0,04% (fruto seco). O percentual de rendimento obtido
para o OE das folhas foi similar ao reportado por Apel, Sobral e Henriques (2006) em OE
extraido das folhas in natura do guabijuzeiro, com 0,1%, assim como de Jesus et al. (2021)
com 0,19% de rendimento no OE obtido a partir das folhas desidratadas.

Em espécies da mesma familia, Costa et al. (2020) relataram para OE extraido das
folhas secas de Eugenia uniflora (pitangueira) indice de rendimento de 0,8% a 3,1%, variando
conforme a época de colheita das folhas. Em folhas frescas de Myrcianthes gigantea (araca do
mato), Antonelo ef al. (2023) documentaram para o OE obtido da espécie, rendimento de
0,043%. Nas cascas do fruto fresco de Acca sellowiana (goiaba serrana/feijoa) foram reportados
teores de 0,37% a 0,8% de 6leo essencial, dependendo o tipo de cultivar analisado (Guerra-
Ramirez et al., 2021; Smeriglio et al., 2019). Nesse mesmo contexto, Barbosa et al. (2020)
destacaram para a espécie Myrciaria floribunda (camboim), rendimento de 0,6% para OE
obtido das cascas dos frutos. De maneira geral, os dleos essenciais apresentam baixo

rendimento e cada parte da planta (folha, caule, casca ou polpa) pode produzir diferentes
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quantidades do composto. As alteragdes no teor de rendimento de OE sdo influenciadas por
diferentes fatores, como as caracteristicas fisiologicas e genéticas de cada planta, condi¢des de
colheita e solo, fatores climaticos e tratamento da amostra (Smeriglio et al., 2019; Gyesi;
Opoku; Borquaye, 2019).

Dentre as caracteristicas do OE das folhas do guabijuzeiro, obteve-se indice de
refracdo (IR) de 1,4850, sendo similar ao valor constatado por Jesus et al. (2021) de 1,4980 no
OE das folhas do guabijuzeiro. Em OE obtido das folhas de Eucalyptus globulus (eucalipto),
Harkat-Madouri et al. (2015) reportaram IR de 1,4657. Para diferentes variedades do OE de
Lavandula angustifolia Mill (lavanda) e Lavandula x intermedia (lavandina), Kivrak (2018)
encontraram valores de IR na faixa de 1,4652 para lavandina e de 1,4582 a 1,4629 nas cultivares
de lavanda, destacando que os indices encontravam-se de acordo com padrdes. O IR ¢ uma
medida que determina como a velocidade da luz ¢ alterada ao passar pelo 6leo. Para fins de
produgdo e comercializacdo, esse parametro ¢ um indicativo de qualidade, autenticidade e
pureza do OE. Um OE puro tem valor de IR padronizado e conhecido e alteragdes nesse valor
podem indicar mudangas na composi¢ao quimica ¢ adulteragdes (Harkat-Madouri et al. 2015;
Kivrak, 2018).

Os compostos quimicos/volateis individuais identificados por CG/EM para o OE dos
frutos e folhas do guabijuzeiro, foram indicados na Tabela 21. Salienta-se que os dados foram
expressos pela area relativa (% de area ocupada pelo composto no cromatograma), sendo de

uma leitura efetuada na amostra do OE dos frutos e duas no OE das folhas.
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Tabela 21 — Composicao quimica de OE dos frutos e folhas do guabijuzeiro

Area relativa (%)

Classe quimica Composto IRcal
OE fruto OE folha
Monoterpenos Limoneno 1030 0,22 -
hidrocarbonetos
(MH) (Z2)-p-ocimeno 1044 - 0,12
1,8-cineol (Eucaliptol) 1033 0,75 2,20"
Monoterpenos Linalool 1099 0,17 ;
oxigenados . .
(MO) Terpinen-4-ol 1182 - 0,18
a-terpineol 1196 0,90 1,36"
0-copaeno 1377 0,25 0,15"
(Z)-cariofileno 1413 - 0,40
(E)-cariofileno 1421 2,05 11,99
y-maalieno 1429 - 0,33"
Aromandendreno 1441 - 2,55"
a-humuleno 1457 0,44 1,93"
Allo-aromadendreno 1462 0,62 0,37"
y-selineno 1475 - 0,56
y-muuroleno 1476 0,33 -
B-selineno 1481 - 0,18
Sesquiterpenos a-selineno 1491 1,04 421"
hidrocarbonetos L X
(SH) Viridifloreno 1493 2,14 3,12
o-muurolene 1500 0,33 -
(E,E)-a-farneseno 1504 - 1,15
B-bisaboleno 1508 0,54 -
o-amorfeno 1515 0,42 0,26
8-cadineno 1520 1,37 2,30"
Calameneno 1523 - 2,19*
Cadina-1,4-dieno 1534 - 0,93*
Epizonareno 1539 1,58 1,50
Selina-3,7(11)-dieno 1544 1,22 1,03
a-ciperona 1747 0,32 -
Elemol 1549 - 0,10
(E)-nerolidol 1560 - 0,19
Espatulenol 1580 25,12 12,87
(-)-Globulol 1588 - 2,54"
Sesquiterpenos Guaiol 1598 - 2,34"
oxigenados
(SO) Ledol 1607 - 0,57
Rosifoliol 1608 3,39 0,55
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-f-ol 1640 0,87 0,58
a-cadinol 1658 8,92 -
Bulnesol 1667 - 0,46

Fonte: a autora (2025).
Nota: *Valores médios (n=2). IRca: indice de retencdo calculado.
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Foram identificados ao todo 38 compostos quimicos para os OE dos frutos e folhas do
guabijuzeiro, pertencentes as classes quimicas dos terpenos e terpendides e subdivididos dentre
as classificagdes dos monoterpenos e sesquiterpenos. A classe com maior namero de
constituintes identificados foi a dos sesquiterpenos hidrocarbonetos (SH; 57,89%), seguidos
por sequisterpenos oxigenados (SO; 26,32%), monoterpenos oxigenados (MO; 10,53%) e
monoterpenos hidrocarbonetos (MH; 5,26%) em ambos 6leos avaliados. No OE dos frutos,
constatou-se que os compostos com maior area relativa pertenciam a classe dos SO, sendo estes
o espatulenol (25,12%), a-cadinol (8,92%) e rosifoliol (3,39%). Dentro da classe SH, os
compostos identificados no OE dos frutos exibiram baixa representacdo em termos de area
relativa (%). O espatulenol também foi um dos principais compostos SO, do OE das folhas
(12,87%), seguidos do (E)-cariofileno (11,99%), a-selineno (4,21%) e viridifloreno (3,12%),
cuja fracdo de ambos foram os SH. A composi¢do quimica revelou as caracteristicas aromaticas
desses 6leos, as quais podem ser descritas como frutado-herbaceo-amadeirado, atribuidas a
presenga dos compostos espatulenol, a-cadinol e (E)-cariofileno em ambos 6leos. No entanto,
as diferentes proporgdes observadas principalmente no espatulenol, além de outros compostos
em menor proporcao, a destacar a-selineno, aromandendreno, o-humuleno e d&-cadineno,
sugerem que OE das folhas possuem tragos mais marcantes ao odor herbaceo-amadeirado
(Souza et al., 2021b; Pino; Marbot; Vazquez, 2001).

No OE dos frutos do guabiju, Marin ef al. (2008) também indicaram os SH como a
principal classe quimica encontrada, relatando o B-cariofileno (32,7%), germacreno D (14,2%)
e biciclogermacreno (11,2%) como os compostos em maior propor¢do. De forma similar, para
o OE das folhas, Apel, Sobral e Henriques (2006) reportaram os SH como a fracdo de
compostos com maior percentual (45,4%), destacando como os principais constituintes o -
cariofileno e B-elemeno (10,1%; 9,1% respectivamente). Nos dados dos referidos autores,
destacaram-se ainda compostos SO como o espatulenol (9,7%) e a-cadinol (8,0%). Esse mesmo
comportamento foi observado por Jesus et al. (2021) no OE das folhas do guabijuzeiro, sendo
os principais compostos da classe SH o B-cariofileno (11,7%) e o biciclogermacreno (7,9%).
Os autores também evidenciaram em maior area o 1,8-cineol (10,1%) e espatulenol (7,8%),
compostos das classes MO e SO respectivamente.

Em OE de espécies da mesma familia (Myrtaceae) hd uma predominancia da classe
quimica dos sesquiterpenos, com composi¢ao similar, porém em diferentes propor¢des. Em OE
obtido das folhas de Eugenia brasiliensis (grumixama), Santos et al. (2023) indicaram como
SO principais o espatulenol (6,42%) e o globulol (5,25%) e na classe SH o (E) -cariofileno

(7,70%) e d-cadineno (5,55%). Os autores também relataram que o (E) -cariofileno e a-
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humuleno eram os SH mais abundantes no OE das folhas de Psidium cattleyanum (araga;
45,75% e 12,92 %, respectivamente). De forma similar, no OE foliar de Eugenia pyriformis
(uvaia), Medeiros et al. (2024) identificaram maior predominancia dos SO, com destaque ao
espatulenol (45,6%), 6xido de cariofileno (12,7%) e viridiflorol (5,2%). Em OE obtido a partir
das cascas de goiaba serrana, Guerra-Ramirez et al. (2021) documentaram dentre os
constituintes majoritarios os SO espatulenol (8,6-9%) e a-cadinol (5,7-7,5%) e os SH elixeno
(8,7-10,9%) e D-germacreno (8,04-8,7), além do ester benzdico benzoato de 3-hexen-1-ol. Ja
para o OE das cascas do fruto camboim, Barbosa et al. (2020) indicaram como compostos
principais os sesquiterpenos d-cadineno (26,8%), y-cadineno (15,69%) e y-muuroleno (6,21%)
ambos da classe SH. As diferencas observadas na variabilidade e disposicdo dos compostos
quimicos dos OF em uma mesma espécie ou familia, podem ser atribuidas a fatores geograficos,
genéticos, condi¢des ambientais e de solo, variagdes sazonais e presenca de patdogenos na planta
(Costa et al., 2020; Barbosa et al., 2020). Além do mais, conforme sugerido por Carneiro et al.
(2017) materiais vegetais in natura ou desidratados de uma mesma espécie, podem apresentar
diferengas na composi¢do ou o rendimento de componentes de OE, ja& que a remocdo da
umidade afeta as estruturas das células vegetais e pode facilitar a extragao de determinados

compostos.

5.3.2 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos dleos essenciais

Os dados para os compostos fenolicos totais e atividade antioxidante ABTS e DPPH

determinadas para o OE dos frutos e folhas do guabijuzeiro foram reportados na Tabela 22.

Tabela 22 — Compostos fenolicos e atividade antioxidante dos OE de fruto e folha do
guabijuzeiro

Parametros OE fruto OE folha
CFT (mg AGE kg') 1602,38° + 11,90 3462,86*+ 20,60
ABTS (umol TE kg™!) 1322,87°+ 33,96 1671,79* + 25,88
DPPH (umol TE kg™) 2551,80° + 63,52 3639,70° + 206,13

Fonte: a autora (2025).
Nota: CFT: compostos fendlicos totais; Medias + desvios padrio das amostras; ®° letras sobrescritas diferentes na
mesma linha indicam diferenga significativa entre as amostras pelo teste de t (p<0,05).

Constatou-se que ambos OE avaliados exibiram CFT na composi¢do e capacidade

antioxidante nos métodos avaliados. Foram observadas diferengas significativas em todos os
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parametros analisados, sendo que o maior conteudo fendlico e atividade antioxidante ABTS e
DPPH foram evidenciados no OE das folhas (3462,86 mg AGE kg!'; 1671,79 umol TE kg';
3639,70 umol TE kg!, respectivamente). Um contetido mais elevado de compostos fendlicos
foi relatado por Gyesi, Opoku e Borquaye (2019) no OE extraido das folhas de Annona
muricata (graviola) com dados de 4,38 g AGE 100 g'!. Em amostras de OE de Syzygium
aromaticum (cravo) Suttiarporn et al. (2024) destacaram teores de 487 a 569 ug AGE pg™! de
0leo, observando variacao conforme o método de extragdo empregado para obten¢do do OE.

Jesus et al. (2021) relataram a presenca de atividade antioxidante do OE das folhas de
guabijuzeiro analisadas, em diferentes métodos (DPPH, FRAP e método B-caroteno/acido
linoleico) atribuindo seu potencial aos compostos quimicos identificados no OE. Os autores
também destacaram que houve menor potencial antioxidante nos métodos DPPH ¢ FRAP
(24,47 mg mL!; 0,27 umol mg™'), sugerindo que as interagdes dos constituintes quimicos com
os solventes empregados nas andlises interferiram na capacidade antioxidante devido a
polaridade do meio. De forma andloga, em OE obtido das folhas de Campomanesia
xanthocarpa (guabiroba) e Plinia cauliflora (jabuticaba), Sugauara ef al. (2020) e Tedesco et
al. (2020) salientaram que o melhor potencial antioxidante foi observado na aplicagdo do
método B-caroteno/acido linoleico atribuindo a atividade observada as substancias lipofilicas
presentes na composi¢ao dos respectivos 0leos.

Em amostras de OE extraido das folhas de Psidium cattleianum (aracd) e Psidium
guajava (goiaba), Souza et al. (2021b) observaram atividade antioxidante por trés técnicas:
FRAP, ABTS e DPPH, destacando que os valores adquiridos diferiram entre os métodos devido
diferentes mecanismos de agdo na reagdo. Os autores supracitados também sugeriram que o
potencial antioxidante encontrado pode ser associado a presenga majoritaria de constituintes no
OE avaliado, como o B-cariofileno. De maneira similar, no OE obtido do cravo, Suttiarporn et
al. (2024) evidenciaram atividade antioxidante DPPH entre 43,26 a 49,77 mM TE mg! de 6leo,
enfatizando que maior capacidade antioxidante obtida esta associada ao contetido de eugenol,
o principal constituinte quimico identificado no OE. Na espécie de Psidium guineense Sw.
(goiabinha), Nascimento ef al. (2018) relataram atividade antioxidante pelos ensaios de DPPH,
ABTS e MDA (malondialdeido), salientando que os efeitos observados podem ser devidos a
presenca do espatulenol, o constituinte primario do OE extraido das folhas.

Costa et al. (2020) documentaram potencial antioxidante DPPH de 186,9 a 436,3 mg
TE g! para OE extraido das folhas de pitangueira de diferentes colheitas, salientando que a
acdo sinérgica de diferentes constituintes do o6leo favoreceu ao aumento da capacidade

antioxidante. Ja o maior percentual de inibi¢do observado por Franco et al. (2021) no ensaio
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DPPH, foi atribuido a composi¢ao quimica representada por sesquiterpenos no OE de Eugenia
patrisii (ubaia-rubi), além da maior propor¢ao de germacreno D e (E)-cariofileno do OE de
Eugenia punicifolia (pedra-ume-caa), assim como a predominancia de compostos oxigenados
aliados ao efeito sinérgico entre componentes do OE de Myrcia tomentosa (goiaba brava).
Conforme observado, os 6leos essenciais sdo compostos promissores no fornecimento
de atividade antioxidante. Essas moléculas possuem diversas estruturas quimicas, que formam
compostos com diferentes polaridades e comportamentos, requerendo formas distintas na
avaliacdo de seus constituintes e efeitos bioldgicos, como a atividade antioxidante. Os métodos
de avaliagdo antioxidante ABTS e DPPH sado baseados na interagao dos radicais livres com o
agente antioxidante e o resultado expresso através da capacidade de eliminagdo do radical pela
amostra. Cada reacao ¢ especifica e influenciada principalmente pela solubilidade da estrutura
quimica do OE (Harkat-Madouri ef al., 2015; Suttiarporn et al., 2024). Tanto o OE extraido dos
frutos como das folhas do guabijuzeiro demonstraram capacidade antioxidante frente aos
métodos analisados (ABTS e DPPH) e podem ser considerados potenciais agentes contra danos
oxidativos. Constatou-se uma maior area relativa do composto quimico espatulenol em ambos
OE extraidos, sobretudo no OE dos frutos. Além disso, o OE dos frutos exibiu maior area
relativa em compostos da classe SO, os quais podem sugerir um efeito antioxidante. No entanto
o OE das folhas resultou em uma variabilidade de constituintes em menor proporgao,
distribuidos principalmente nos SO e SH, sugerindo que interagdes sinérgicas também

favorecam a essa atividade.

5.3.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana (EC50) do OE dos frutos e folhas contra os
microrganismos Salmonella enterica spp. enterica, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
foram expressos na Tabela 23. Foram constatadas diferencas significativas nas concentragdes

inibitorias minimas (CIM) obtidas, entre as amostras de OE.

Tabela 23 - Atividade antimicrobiana de 6leo essencial dos frutos e folhas do guabijuzeiro

Amostras (ug mL™")

Microrganismo p -
Oleo essencial fruto Oleo essencial folha
Salmonella enterica spp. enterica 194,14% £7,06 80,16+ 7,11
Escherichia coli 168,172 £ 47,15 80,920+ 6,92
Staphylococcus aureus 258,23% + 18,83 402,19* £ 4,79

Fonte: a autora (2025).
Nota: Medias + desvios padrio das amostras; *° letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as amostras pelo teste t (p<0,05).
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Para os microrganismos Salmonella e E. coli observou-se maior susceptibilidade ao
OE das folhas (80,16 ¢ 80,92 ng mL"!, respectivamente) enquanto S. aureus foi mais sensivel
ao OE dos frutos de guabijii (258,23 pg mL™). Para o fungo Candida albicans os dados foram
determinados como percentual de inibigdo. As concentragdes empregadas do OE da folha de
31,2 2500 pg mL! inibiram mais de 90% do microrganismo. O OE do fruto indicou percentual
de inibi¢do de 48,20% na aplicacdo da concentracio de 1000 pg mL! e 91,41% em 62,5 g
mL"! de amostra. Em fungos, a presen¢a de OE pode causar danos na membrana citoplasmatica,
ocasionado pelo ataque na hifa do micélio. A parece celular da hifa perde sua integridade,
promovendo vazamento de compostos celulares, resultando em seu colapso e morte (Chouhan;
Sharma; Guleria, 2017). Conforme mencionado por Santos et al. (2023), terpenos oxigenados
como o espatulenol e o globulol, exercem importante atividade antifingica. Supdem-se dessa
forma, que tanto no OE das folhas como dos frutos de guabijt, a classe de MO e SO pode ter
representado efeitos inibitdrios contra C. albicans.

Jesus et al. (2021) relataram atividade antimicrobiana para o OE das folhas do
guabijuzeiro frente a bactéria Gram positiva S. aureus, indicando valor de CIM de 78,12 pg
mL!. Os autores destacaram que ac¢do bacteriana pode ter ocorrido em fun¢io da atuagio dos
compostos SH e SO do OE, na camada lipidica do microrganismo, além da presenca de 1,8-
cineol, considerado um agente com efeitos antimicrobianos. Em comparagdo ao presente estudo
evidenciou-se que S. aureus demonstrou maior resisténcia ao OE aplicado, tanto das folhas
como de frutos de guabijti (402,19; 258,23 ug mL "), inferindo que as diferencas na composi¢o
quimica dos OE podem atuar sob o menor efeito antimicrobiano observado.

Antonelo et al. (2023) documentaram que o potencial antimicrobiano observado frente
aE. coli, Salmonella spp. e C. albicans, pode ser atribuido a presenca de compostos oxigenados,
principalmente com grupos hidroxila livres, sobretudo no OE das folhas de Myrciaria tenella
(cambui), cuja espécie indicou pinocarveol e a-terpineol na composicao. Porém, os autores nao
descartaram a hipotese de agdo sinérgica dos constituintes dos OE analisados, pois a atividade
antimicrobiana de compostos purificados nem sempre € maior do que a exibida por OE,
considerados misturas complexas de compostos organicos. Em outro estudo, Souza et al.
(2021b) destacaram que os efeitos antimicrobianos dos OE das folhas de goiaba e araca,
observados contra Salmonella enterica (CIM de 1,37 e 1,41 ng mL™") podem ser associados a
presenca do constituinte B-cariofileno, o qual afeta a permeabilidade da membrana celular,
causando vazamento e coagulagdo do contetdo citoplasmatico. Por outro lado, mesmo com
diferen¢as na composi¢ao quimica dos OE de goiaba, araca e grumixama, o microrganismo £.

coli indicou maior resisténcia, sendo sugerido que a membrana externa da parede celular dessa
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cepa regula a passagem de componentes ativos do OE para a célula (Souza et al., 2021b; Silva
et al., 2019b). Dessa forma, infere-se que os compostos quimicos do OE das folhas e frutos do
guabiju atuaram de forma mais eficaz contra essa cepa considerada multirresistente a agao de
diversos Oleos essenciais, principalmente no OE das folhas por exibir menor valor de CIM
(80,92 ng mL).

Em espécies de Psidium laruotteanum Cambess. (marangaba-peluda), Psidium
salutare (Kunth) O. Berg (marangaba-vermelha) e Psidium sobralianum Landrum & Proenga
(araga-de-veado), Macedo et al. (2022) investigaram a atividade antimicrobiana dos OE obtidos
das folhas das espécies e constataram valores de CIM entre 96 e 853,33 ug mL! para as
bactérias E. coli e S. aureus. A presenca dos derivados de cariofilenos, como a-cariofileno e
oxido de cariofileno, assim como de viridiflorol foram sugeridas aos efeitos antibacterianos do
OE de marangaba-peluda. Dentro desse mesmo contexto, um comportamento semelhante foi
documentado por Smeriglio et al. (2019) para o OE da casca de feijoa, os quais demonstraram
valores de CIM entre 2,67 e 5,35 mg mL! e maior que 5,35 mg mL"!, para cepas de S. aureus
e E. coli, respectivamente. Apesar da suposta agdo dos cariofilenos descrito por Macedo et al.
(2022), em ambos estudos os autores supracitados destacaram que os compostos quimicos
identificados em maiores propor¢des nos OE, ndo sdo essencialmente os responsaveis pelo
maior efeito bioldgico constatado. Dessa forma, os constituintes minoritarios devem ser
considerados, uma vez que a atividade pode ser atribuida tanto a agdo especifica desses
compostos ou aos efeitos sinérgicos entre os diversos constituintes presentes nos OE.

Diversos fatores podem interferir no comportamento microbiano frente a agentes
naturais, tais como a variabilidade quimica do OE, se hé sinergia entre os seus componentes,
assim como as caracteristicas da cepa avaliada. Esses aspectos reforcam a relevancia do
conhecimento acerca dos constituintes quimicos da amostra analisada (Reyes-Jurado et al.,
2015; Chouhan; Sharma; Guleria, 2017).

Cabe destacar que varias das espécies mencionadas indicaram valores de CIM maiores
ou proximos aos dados relatados ao OE do guabijuzeiro, o que evidencia a agdo antimicrobiana
principalmente frente as bactérias Salmonella e E. coli, ambas associadas ao desencadeamento
de condigdes infecciosas em animais e humanos, além de apresentarem resisténcia a
antibioticos convencionais (Macedo ef al., 2022; Antonelo et al., 2023). No OE dos frutos e
folhas do guabijuzeiro analisados, as bactérias Gram negativas (E. coli e Salmonella) foram
mais sensiveis em relagdo a Gram positiva S. aureus. Da mesma forma, constatou-se atividade
antiftingica contra C. albicans para ambos 6leos. Conforme mencionado anteriormente, esse

potencial pode ser relacionado aos compostos presentes nas classes oxigenadas (MO e SO) dos
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OE, principalmente no OE dos frutos, o qual indicou maior area relativa dos compostos
identificados, como do espatulenol, a-cadinol e rosifoliol, podendo assim explicar a maior
atividade contra S. aureus em relagdo ao OE das folhas. No entanto nas demais classes (MH e
SH) foi observado uma variabilidade de compostos, com énfase aos SH representando 57,89%
do total, onde destaca-se o OE das folhas com maior nimero de compostos. Dessa forma, esses
constituintes podem exercer influéncia, visto que ja foram descritos pela agdo antimicrobiana.
Infere-se uma possivel acao sinérgica entre os compostos oxigenados e hidrocarbonetos do OE
das folhas do guabijuzeiro, a qual possa ter contribuido na melhor atividade antimicrobiana
contra as cepas E. coli e Salmonella.

Embora relatos da literatura indiquem maior atividade antimicrobiana de OE em
bactérias Gram positivas, devido uma maior penetragdo de componentes hidrofobicos do o6leo,
constatou-se nas amostras avaliadas o oposto. Dessa forma ¢ possivel sugerir que os OE do
fruto e folha do guabijuzeiro afetaram a membrana externa das bactérias Gram negativas,
causando liberacdo de lipopolissacarideos dessa membrana para o ambiente extracelular
(Tongnuanchan; Benjakul, 2014; Chouhan; Sharma; Guleria, 2017; Ambrosio et al., 2017).
Salienta-se que no OE de frutos do guabiju ndo ha relatos na literatura sobre sua atividade
antimicrobiana, sendo essa a primeira pesquisa a avaliar seu potencial frente a microrganismos
patogénicos de interesse para varios setores, como a industria de alimentos. Do mesmo modo,
para OE das folhas do guabijuzeiro exibiu-se os primeiros relatos de seu potencial frente a E.
coli, Salmonella e C. albicans. Como certos microrganismos apresentam resisténcia aos
farmacos ja existentes, a busca por antimicrobianos que possam reduzir esse efeito ¢ de
importancia. O que pode considerar o OE das partes do guabijuzeiro como um agente

promissor.

5.4 CONCLUSAO

O guabijuzeiro demonstrou capacidade de extragdo para o 6leo essencial, tanto para as
folhas como nos frutos da espécie, com diferentes percentuais de rendimento. Na composi¢ao
quimica de ambos OE identificaram-se terpenos de classificagdes distintas, ocorrendo um
nimero maior de compostos na classe dos sesquiterpenos hidrocarbonetos, embora o composto
com maior area relativa observada tenha sido o espatulenol, pertencente a classe dos
sesquiterpenos oxigenados. A composicao desses OE demonstrou caracteristicas aromaticas
com odor frutado-herbaceo-amadeirado em ambos OE, embora haja hipotese que OE das folhas

possua componentes com perfil mais herbidceo-amadeirado. Ambos OE analisados exibiram a
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presenca de compostos fendlicos totais e potencial antioxidante avaliado pelos ensaios ABTS
e DPPH, os quais indicaram conteudo mais expressivo quando avaliado por DPPH, sugerindo
que houve melhor solubilidade dos compostos quimicos presentes no OE para essa rea¢ao. Os
OE extraidos atuaram contra cepas bacterianas Gram positivas e Gram negativas indicando
acao antimicrobiana, principalmente com o OE das folhas, que resultou em valores da CIM
mais expressivos para E. coli e Salmonella. Na atividade antifingica contra C. albicans ambos
OE inibiram sua capacidade com indices >90%, em diferentes concentracdes de OE testadas.
Aos efeitos antimicrobianos observados sugere-se que houve sinergismo entre 0s compostos
das diferentes classes, sobretudo no OE das folhas, embora sejam necessarios mais estudos
acerca dos variados compostos dos OE e seus mecanismos de agdo. Dessa forma, os OE de
frutos e folhas de guabijuzeiro obtidos podem ser considerados compostos naturais com
potencial de aplicacdo. Como investigacdo futura, sugere-se a aplicagdo de processos que
possam melhorar o rendimento de extragdo dos OE e ensaios que permitam seu uso como

farmaco seguro.
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CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Myrcianthes pungens demonstrou que possui caracteristicas fisico-quimicas
com potencial promissor de uso, principalmente como fonte de compostos bioativos, fator que
foi constatado da otimizagao dos extratos das folhas e frutos da planta. As condi¢des otimizadas
indicaram os melhores parametros de concentracao do solvente empregado, temperatura e razao
soluto: solvente para obtencao de extratos com elevado teor de compostos, os quais indicaram
potencial antioxidante e antimicrobiano. Baseado no perfil fendlico obtido nos extratos das
folhas e frutos do guabiju, foi realizada a aplicagdo em formulacdes de iogurte, sendo
demonstrado um impacto positivo nas propriedades funcionais e tecnologicas dos produtos
obtidos, com destaque para o aumento da capacidade antioxidante € manuten¢ao da viabilidade
das bactérias laticas. Paralelamente, a extragdo do 6leo essencial das folhas e frutos da espécie
confirmou a presen¢a de compostos quimicos com atividade antimicrobiana e antioxidante,
reforcando o potencial multifuncional da espécie. Portanto, os dados dessa pesquisa contribuem
significativamente para a valorizagdo do guabijuzeiro como recurso bioativo natural, com

capacidade de aplicacdo em produtos alimenticios, especialmente na elaboracao de iogurtes.
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