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RESUMO

A goiaba-serrana ¢ uma fruta nativa do planalto meridional brasileiro e que apresenta uma
série de propriedades bioativas, como propriedades antioxidantes e antimicrobianas, porém
ainda ¢ muito pouco conhecida pela populagdo brasileira. Com isso, o objetivo do presente
trabalho foi determinar a atividade antioxidante dos extratos da folha da goiaba-serrana
obtidos por métodos de extracdo a baixa pressdo. Os extratos foram obtidos em estudo
paralelo através de aplicacdo dos métodos Soxhlet e Extracdo Assistida por Ultrassom
(EAU), com uso de solventes etanol, d4gua e a mistura etanol-dgua (50:50 v/v). Neste
trabalho, a atividade antioxidante dos extratos foi analisada e determinada pelas técnicas de
captura do radical DPPH, inibi¢do do radical ABTS e reducdo do ion férrico (FRAP). Os
principais resultados foram com relacdo ao método de captura do radical DPPH, no qual
todos os resultados obtiveram valores de ECs( considerados “muito ativos”, destacando-se os
valores obtidos pelas andlises dos extratos adquiridos pelo solvente etanol-agua. Para as
analises de ABTS e FRAP, os melhores resultados foram da extracdo assistida por ultrassom
sonda (1704,14 puM TEAC/g) e da extragdio por Soxhlet (285,40 uM Trolox/g),
respectivamente e ambos com o solvente etanol-agua. Concluindo, os resultados observados
no presente trabalho apontam os extratos de goiaba-serrana como potenciais fontes de

antioxidantes naturais e indicam uma possibilidade de aplicagdo em industria de alimentos.

Palavras-chave: Goiaba-serrana. Antioxidantes. DPPH. ABTS. FRAP.



ABSTRACT

The pineapple guava is a native fruit of the highlands of southern Brazil and presents a series
of bioactive properties, like antioxidant and antimicrobial properties, but is a fruit practically
unknown to the Brazilian population. Therefore, the objective of the present work is to
determine the antioxidant activity of pineapple guava leaf extracts obtained by low pressure
extraction methods. The extracts were obtained in a parallel study through application of
Soxhlet, US and UB, using ethanol, water and a mixture of ethanol-water (50:50 v/v) as
solvents. In this study, the antioxidant activity (AA) of the extracts was determined by the
techniques of free radical scavenging activity (DPPH), ABTS radical scavenging assay and
Ferric Reducing/Antioxidant Potential (FRAP). The best antioxidants activity was showed by
the free radical scavenging activity (DPPH), in which all the results obtained for ECs are
considered "very active", highlighting the values obtained by the analyzes of the extracts
acquired by the solvent ethanol-water. The analysis of ABTS and FRAP have the best results
to US (1704.14 uM TEAC / g) and Soxhlet (285.40 uM Trolox / g), respectively and both
with the ethanol-water solvent. In conclusion, the results observed in the present study point
out the extractions of pineapple guava as potential sources of natural antioxidants and

indicate a possibility of application in the food industry.

Keywords: Pineapple guava. Antioxidants. DPPH. ABTS. FRAP.
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1 INTRODUCAO

A Acca sellowiana (O.Berg) Burret, conhecida popularmente como feijoa, goiaba-
da-serra, goiabeira-do-mato, goiabeira-serrana, entre outros, ¢ uma planta da familia
Myrtaceae e nativa do planalto meridional brasileiro, Paraguai, Uruguai e Norte da Argentina
(Mattos, 1986). A Myrtaceae ¢ uma das maiores familias da flora brasileira, contendo cerca de
130 géneros e 4000 espécies, dos quais 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies estao
presentes no Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005). Apesar da goiaba-serrana ser uma planta
nativa do Brasil, esta espécie € pouquissimo conhecida no pais. No entanto, a goiaba-serrana ¢
muito cultivada na Colombia e na Nova Zelandia, sendo estes dois os seus maiores produtores
(VOLPATO; DONAZZOLO; NODARI; 2001).

De acordo com Weston (2010), o fruto da goiaba-serrana ¢ doce, a sua polpa ao redor
das sementes ¢ bastante suculenta, enquanto que a pele é azeda e amarga. Na Nova Zelandia a
goiaba-serrana ja ¢ utilizada na produgdo de vitaminas, vinho, iogurtes, bebidas, compotas e
gelados (WESTON, 2010).

O aumento do cultivo e a exploragdo da goiaba-serrana no Brasil pode torna-la uma
nova alternativa de frutos com propriedades nutracéuticas desejaveis a populacao brasileira.
Para que esse aumento ocorra, pesquisadores da Epagri, da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) vém
desenvolvendo uma série de pesquisas basicas e aplicadas, contribuindo para a
implementagdo e exploracdo econdmica desta espécie em regides de altitude no Sul do Brasil.
(AMARANTE; SANTOS, 2011).

De acordo com Beyhan, Elmastas e Gedikli (2010), a fruta da goiaba-serrana tanto
seca como fresca e as folhas da mesma apresentam grande capacidade antioxidante, sendo
que, a atividade antioxidante da folha da goiaba-serrana ¢ maior do que a do seu fruto.

O interesse por estudos com antioxidantes naturais vem crescendo nos ultimos anos,
devido ao aumento da importancia do conhecimento das propriedades antioxidantes dos
alimentos (BOROSKI et al, 2015). Segundo Boroski et al (2015), esse aumento continua
crescendo em virtude dos beneficios vinculados ao consumo dessas substancias tanto para a
saude quanto para a industria de alimentos. Em consequéncia, profissionais de diversas areas
como: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Bioquimica, Medicina, Agronomia, Quimica,

Zootecnia, entre outras, t€ém pesquisado as diferentes colocacdes dos antioxidantes.
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Houve também um progresso significativo em relagdo a atividade antioxidante na
promocdo da saude em humanos e dos possiveis mecanismos que essas substancias possuem
na prevencdao de doengas (GIADA; FILHO, 2006). A importancia quanto ao estudo dos
antioxidantes ¢ devido, também, ao fato de que os compostos antioxidantes podem impedir a
acdo dos radicais livres e aumentar a vida util dos alimentos, adiando o processo de
peroxidagdo lipidica, o qual ¢ uma das principais razdes da degradagdo de produtos
alimentares e farmacéuticos durante o seu processamento e armazenamento (KUMARAN e
KARUNAKARAN, 2006).

Atualmente os antioxidantes mais utilizados pelas industrias s3o os antioxidantes
BHA, BHT, galato de propilo e terc butil hidroquinona (TBHQ). Sendo que os antioxidantes
sintéticos como o BHA e BHT sdo suspeitos de serem responsaveis por danos no figado e

carcinogénese (WICHI, 1988).

1.1 JUSTIFICATIVA

Atualmente, antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados na industria de
alimentos, pois tem como uma de suas fun¢des o aumento da vida util de diversos produtos.
Entretanto, estas substancias ndo sdo benéficas aos seus consumidores € podem acarretar em
diversas doencas. Em consequéncia, a busca pelos antioxidantes naturais vem crescendo cada
dia mais. A atividade antioxidante dos alimentos e matrizes vegetais também ¢ de grande
interesse nutricional, pois vem sendo relacionada a prevencao de varias doengas. Visando esta
substitui¢do na induastria de alimentos e outros beneficios dos antioxidantes, este estudo tem
como uma de suas finalidades obter maiores informagdes que ajudem no conhecimento do

potencial de aplica¢do da folha da goiaba-serrana como fonte de antioxidantes naturais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Determinagdo da atividade antioxidante de extratos das folhas da goiaba-serrana

(Acca sellowiana (O. Berg.) Burret) obtidos por extracdes a baixa pressdao (Soxhlet, Extracao
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Assistida por Ultrassom com uso de Sonda e com uso de Banho), visando suas possiveis

aplicagdes nas industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o potencial antioxidante do extrato das folhas da goiaba-serrana;

b) Determinar o melhor método de extracdao a baixa pressao das folhas de goiaba-
serrana com base na atividade antioxidante.

c) Determinar o melhor solvente nos métodos de extracdo a baixa pressdo das

folhas de goiaba-serrana com base na atividade antioxidante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

A goiaba-serrana tem o seu centro de origem localizado no sul do Brasil, Uruguai,
Paraguai e Norte da Argentina (MATTOS, 1986). Este fruto pertence a familia das
Myrtaceae, ou seja, a goiaba-serrana pertence a mesma familia que outras plantas como a
goiabeira comum, a jabuticabeira, a pitangueira, entre outras (VOLPATO; DONAZZOLO;
NODARI; 2001). A maturagdo da goiaba-serrana tem inicio em abril ou maio, porém pode
variar de acordo com o local. Enquanto que a floragdo se d4 em outubro e novembro, também
variando de acordo com o local (MATTOS, 1986).

Em paises como o Uruguai, essa espécie ¢ conhecida como guayabo-verde ou
guayabo-del-pais. Na lingua inglesa é denominada feijoa ou pineapple-guava. Enquanto que
os indigenas, que habitavam a regido sul do continente, a chamavam de Quirina, kanékriyne,
Nyandua-pisha ou Guarobi (que na lingua tupi-guarani quer dizer ‘fruto verde mesmo quando
estd maduro’) (VOLPATO; DONAZZOLO; NODARI; 2001).

De acordo com Mattos (1986), inicialmente o género Feijoa possuia duas espécies
bergianas, no qual eram classificadas como Orthostemon Berg. No entanto, como este ja
existia na familia Gentianaceae, Berg criou o género Feijoa em 1859, transferindo as duas
espécies existentes até entdo. No mesmo ano, Kiarskou resolveu criar a terceira espécie,
posteriormente conhecida como sellowiana Berg.

Os frutos da goiaba-serrana sao classificados como pseudofruto do tipo pomo, tem o
formato oblongo, apresenta a polpa com cor gelo. As caracteristicas da casca podem ser lisa,
semirrugosa ou rugosa, o fruto apresenta didmetro entre 3-8 cm, comprimento de 4-10 cm e
peso de 20-250 g com rendimento de polpa de 15-50%. Sendo assim, o fruto da goiaba-
serrana tem atributos semelhantes ao da goiabeira comum (Psidium guajava L.), distinguindo-
se em apresentar casca verde e ndo comestivel, com polpa de sabor singular doce-acidulado e
aroma penetrante (AMARANTE; SANTOS, 2011). Outra caracteristica semelhante a goiaba
comum, ¢ que a goiaba-serrana também ¢ uma boa fonte de vitamina C, baixa em calorias e
rica em minerais ¢ fibras (WESTON 2010). A quantidade de vitamina C encontrada na
goiaba-serrana pode ser também comparada a quantidade que ¢ encontrada na laranja
(SANTOS, 2009).

Outra importante caracteristica do fruto ¢ apresentar atividade antibactericida,

antioxidante e antialérgica, sendo que a presenca de flavonoides auxilia na atividade



19

imunologica. Estudos farmacoldgicos comprovaram que os flavonoides contidos no fruto
atuam seletivamente, provocando apoptose em células tumorais mieloides, em casos de
leucemia (AMARANTE; SANTOS, 2011). Além disso, a casca e a polpa produzem um 6leo
volatil altamente aromatico, que tem excelente potencial como um material aromatizante de
alimentos. (WESTON, 2010).

As sementes da goiaba-serrana se apresentam em numerosa quantidade em cada fruto
com um bom poder germinativo, porém estas sementes devem ser semeadas assim que forem
extraidas dos frutos. As caracteristicas da semente sdo: tamanhos entre 1,5 — 2 mm,
reniformes e branco-amareladas (MATTOS, 1986). J4 as folhas da goiaba-serrana
apresentam-se opostas, curto pecioladas, ovadas, face superior brilhante, verde-escuras e
glabras (MATTOS, 1986). Muito do potencial farmacolégico da planta goiabeira tem-se
concentrado nas folhas (WESTON, 2010).

Em 1890, o botanico Eduard André levou a goiaba-serrana para a Franca, onde se
tornou conhecida, espalhando-se para diversos paises. Logo, boa parte do que é consumido
em Sdo Paulo e Brasilia, por exemplo, sdo goiabas-serranas importadas das Colombia ou
Nova Zelandia (VOLPATO; DONAZZOLO; NODARI; 2001).

A goiaba-serrana pode ser utilizada como planta ornamental e na produ¢do de frutos
utilizados na fabricacdo de geleias e bebidas, além de serem consumidos frescos. Essas
designacdes para a goiaba-serrana ja acontecem muito na Colombia, Estados Unidos e Nova
Zelandia. Nesses paises hd também a utilizacdo da esséncia da fruta, que ¢ extraida e usada na
elaboracdo de chocolates, biscoitos, sorvetes e outras guloseimas (SANTOS, 2009). No
Brasil, os poucos que conhecem e utilizam a goiaba-serrana usam-na para artesanato, venda
dos frutos, suco, licor, caipirinha e cachaga e a grande maioria a utiliza para chas e doces
(SANTOS, 2009).

Como a goiaba-serrana ainda ¢ pouco conhecida no Brasil, e por isso ainda ¢é
considerada uma espécie silvestre ou do mato, as suas plantas nao apresentam um padrdo, mas
sim, uma grande variabilidade genética. Ou seja, cada planta pode apresentar frutos diferentes
de outros pés, tanto no sabor quanto no tamanho. Consequentemente, ¢ possivel encontrar
plantas mais resistentes ou de melhor qualidade, no entanto, hd uma grande dificuldade de
comercializacdo, pois a espécie para ser comercializada necessita de um minimo padrao de
qualidade desejavel (VOLPATO; DONAZZOLO; NODARI; 2001).

O cultivo comercial da goiaba-serrana comecou a ser estimulado em Santa Catarina a

partir de 2007, quando houve o langamento de quatro novos tipos de cultivares, entre eles os
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cultivares Alcantara, Helena, Nomante e Mattos Epagri/Estacao Experimental de Sdo Joaquim
(SANTOS, 2009). A Universidade Federal de Santa Catarina, em parceria com a Epagri, de
Santa Catarina, tentando resolver o problema da variabilidade genética e assim,
consequentemente, da comercializagdo da goiaba-serrana, elaboram um projeto de estudo
sobre a planta e vém examinando vdarios desses problemas, fazendo a selecdo e o
melhoramento convencional e realizando pesquisas para se conseguir multiplicar
vegetativamente a goiabeira. Alguns resultados desse trabalho ja foram apresentados, como o
lancamento das primeiras variedades adaptadas para locais de altitudes maiores que 1200 m
(VOLPATO; DONAZZOLO; NODARI; 2001).

Estudo realizado por Mendes e Araujo (2011), constatou que atividade antioxidante
determinada pelo método DPPH do extrato da folha da goiaba-serrana, obtido por maceragdo
por 48 horas com etanol 96%, apresentou ECsy de 4,90 mg/mL e capacidade redutora de ions
férricos de 161,0 £ 2,7 mg de acido ascorbico/g de extrato. A seguir, no quadro 1, ¢
apresentado o nome, autor ¢ ano de alguns dos estudos sobre a goiaba-serrana realizados na

Universidade Federal de Santa Catarina.
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Quadro 1: Estudos realizados sobre a goiaba-serrana na Universidade Federal de Santa Catarina.

Autor Ano | Descriciao Titulo da Pesquisa

Pedro Henrique | 2017 | Tese em andamento | Obtencdo de extratos bioativos de

Santos (Doutorado) - Centro | casca ¢ Folha de feijoa (acca
Tecnolégico, Programa de se{lowianfl (0. Berg) Bllrret) por
P6s-Graduagio em Engenharia métodos a baixa e alta pressao
de Alimentos

Vanessa 2015 | TCC (Graduacdo) - Centro de | Escurecimento enzimatico, compostos

Samara Petry Ciéncias Agrarias. Curso de | fendlicos totais e atividade da polifenol
Agronomia. oxidase na polpa de cinco genotipos de

Feijoa (Acca sellowiana (O. Berg)
Burret)

Denise Olkoski | 2014 | Tese (Doutorado) - Centro de | Filogeografia e dindmica  da
Ciéncias Agrarias, Programa | diversidade  genética de  Acca
de Po6s-Graduagao em | sellowiana (0. Berg) Burret
Recursos Genéticos Vegetais (Myrtaceae)

Getulio Torteli | 2013 | Projeto académico | Controle do fungo Colletotrichum
(Graduagao) - Campus | gloeosporioides em plantas de goiaba-
Curitibanos. Ciéncias Rurais. serrana (Acca sellowiana) (in vitro ¢ in

vivo) com o6leo essencial de Eucalypto
viminalis

Joel Donazzolo | 2012 | Tese (Doutorado) - Centro de | Conservacdo pelo uso ¢ domesticacio
Ciéncias Agrarias. Programa | da feijoa na Serra Gatcha - RS
de Po6s-Graduagao em
Recursos Genéticos Vegetais

Hugo Pacheco | 2012 | Dissertagdo  (Mestrado) - | Efeitos da 5-azacitidina na

de Freitas Centro de Ciéncias Agrarias. | embriogénese somdtica de Acca

Fraga Programa de Poés-Graduagdo | sellowiana (O. Berg.) Burret e nos
em Recursos Genéticos | niveis de metilagdo do DNA
Vegetais.
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2.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias que se apresentam naturalmente ou sdo
intencionalmente adicionadas aos alimentos com a finalidade de retardar o fendmeno de
oxidacdo, mantendo as suas caracteristicas sensoriais intactas (ORDONEZ, 2005). O
antioxidante pode vir a agir, teoricamente, de intimeras formas: 1) quando se liga
competitivamente com o oxigénio, retardando a etapa de iniciagdo, interrompendo a etapa de
propagacao destruindo; 2) ligando-se aos radicais livres, com a inibi¢cdo dos catalisadores; 3)
estabilizando os hidroperoxidos (OETTERRER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO; 2006).
Essas ac¢des dos antioxidantes podem vir a ocorrer tanto em alimentos quanto em sistemas
bioldgicos (BOROSKI et al, 2015).

Os radicais livres quando presentes em sistemas biologicos podem afetar os lipidios,
as lipoproteinas, os acidos nucleicos e os carboidratos, podendo vir a acarretar doencas
cardiovasculares, inflamatorias, cancer e arteriosclerose. Enquanto que os radicais livres em
alimentos afetam os lipidios e proteinas, resultando em menor qualidade lipidica e de
proteinas, menor qualidade nutricional, menor seguranga alimentar, formacdo de produtos
toxicos e a diminui¢do da vida util do alimento (BOROSKI et al, 2015). Os radicais livres sao
formados pelo processo respiratorio e pelas inimeras reacdes oxidativas das células aerdbicas.
(SILVA et al, 2010).

Devido a alta quantidade de compostos que possuem reconhecida capacidade
antioxidante, tornou-se necessaria a classificacdo dos mesmos. Sendo assim, a classificagao
geral mais encontrada divide os antioxidantes quanto a sua origem em naturais ou sintéticos.
Os antioxidantes naturais, como o proprio nome diz, sdo obtidos de fontes naturais, € ndo em
laboratorio, dentre eles apresentam-se as enzimas, vitaminas e compostos fenolicos
(BOROSKI et al, 2015). De acordo com Aratjo (2008), os antioxidantes sintéticos, em geral,
sao compostos fenolicos contendo varios graus de substituto de alquila, enquanto que os
antioxidantes naturais podem ser compostos fenolicos, lactona, quinona e os polifendis.

Os antioxidantes sintéticos devem atender pré-requisitos para, deste modo, poderem
ser utilizados na industria de alimentos. Como exemplo, os antioxidantes ndo devem ser
toxicos, devem apresentar alta atividade em baixas concentracdes, concentrarem-se na
superficie da fase graxa do alimento e devem resistir a todo o processamento do alimento,
contribuindo para a estabilidade final do produto (OETTERRER; REGITANO-D’ARCE;

SPOTO, 2006). Além do mais, hd todo um monitoramento da quantidade e do uso dessa
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classe de antioxidantes quando adicionada aos alimentos. No Brasil, este controle ¢ feito pelo
Ministério da Saude.

Segundo Shibamoto e Bjeldames (1996), o acido L-ascorbico ou vitamina C, que
esta amplamente presente nos vegetais, ¢ um exemplo de substancia que ¢ utilizada como
antioxidante. Outro exemplo ¢ o tocoferol, também conhecido como vitamina E. Os o6leos
vegetais naturais nao sdo rapidamente oxidados por causa da presencga deste tocoferol.

Os antioxidantes também sao classificados com base em suas fungdes, podendo ser
antioxidantes primarios ou secundarios. Antioxidante primario atua bloqueando a acao dos
radicais livres, doando hidrogénio ou elétrons e convertendo-os em produtos estaveis
(ARAUJO, 2008). Os antioxidantes secundarios atuam por diferentes mecanismos, que
incluem complexa¢do com metais, seqiliestro de oxigénio, conversdo de hidroperoxidos em
espécies ndo-radicalares, absor¢do da radiagdo ultravioleta ou desativagdo de oxigénio
singlete (GORDON, 1990).

Os antioxidantes também agem em diferentes niveis no processo de oxidacao das
moléculas de lipidios. Eles atuam fazendo com que a concentragdo de oxigénio diminua, e
assim, evita-se a fase de iniciagdo da oxidac¢ao. Outro método em que os antioxidantes atuam
¢ quando quelam os ions metalicos e decompde produtos primarios a compostos que ndo sao

radicais (SHAHIDI, 1996).

2.3 METODOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Analisar a eficiéncia dos antioxidantes em alimentos ¢ um atividade complexa, por
isso exige a utilizacdo de diferentes metodologias para determinar o efeito antioxidante em
diferentes aspectos sob diversos substratos. Sendo assim, os resultados necessitam ser
representados e analisados de acordo com o método analitico aplicado (BOROSKI et al,
2005).

Observa-se que ¢ crescente a busca de metodologias analiticas sensiveis, baratas e
que apresentem especificidade, linearidade, precisdo e robustez para avaliar o status
antioxidante in vitro e in vivo de diferentes amostras (TOMEI; SALVADOR, 2007).

Devido ao grande niimero de compostos quimicos diferentes existentes, sendo um
deles os compostos fendlicos, atualmente diversos ensaios sdo desenvolvidos para a avaliagao

da capacidade antioxidante de amostras, nos quais pode ser determinada a habilidade dos
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antioxidantes em sequestrar espécies reativas geradas no meio reacional, ou a eficacia em que
os antioxidantes provocam a inibi¢do da peroxidacao lipidica por meio de quantificagdo dos
produtos da decomposi¢ao da peroxidagao lipidica ou medicao da oxidagdo do lipidio do
sistema pelo antioxidante que sera testado. Como cada método de analise de antioxidantes
tem a sua propria escala de valores, a comparagdo entre os diferentes métodos nao pode ser
feita em valores absolutos (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009).

A causa pela qual a separagao e o estudo individual de cada substancia antioxidante
seja inviavel e de alto custo ¢ a complexidade da composicdo dos alimentos. Em
consequéncia, os pesquisadores devem realizar métodos rapidos para a determinagdo da
eficiéncia dos antioxidantes na prevencao de doencas. Porém, estes métodos ainda precisam
ser aperfeigoados, pois os testes realizados in vitro nao sdo condizentes com as situagdes reais
(HUANG et al, 2005).

Quando a avaliagdo da atividade antioxidante se trata dos sistemas alimentares, a
avalia¢do da eficiéncia dos antioxidantes ¢ no sentido de proteger os alimentos da oxidagao
relacionada com a deterioracdo dos alimentos, como por exemplo, em 6leos e gorduras, ou
também, pode se tratar da perda do valor vitaminico. Ou seja, em frutas, vegetais e bebidas, a
medida da atividade antioxidante indica o seu potencial frente a oxidacdo (ANTOLOVICH et
al, 2002).

Segundo Mezadri (2005), um antioxidante pode atuar protegendo os lipidios contra o
estresse oxidativo, como também pode antecipar o dano de outras moléculas biologicas.
Consequentemente, € necessario considerar o objetivo do estudo, além de estabelecer questdes
o qual servirdo de guia na avaliagdo da eficacia antioxidante, quando se analisa a capacidade
antioxidante de uma amostra. Ainda de acordo com Mezadri (2005), ndo ¢ possivel medir a
atividade antioxidante real de uma determinada amostra, pois ndo ha um sistema perfeito para
1ss0.

Atualmente a formagdo de radicais livres € a base da maioria dos métodos de analise
da atividade antioxidante in vitro. Estes radicais livres podem ser causados pela adicao de
diversos tipos de compostos cromdgenos, como por exemplo, os compostos ABTS (acido
2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-acido sulfonico) ou DPPH (2.2- difenil-1-picrilhidrazila)
(ARENA, FALLICO e MACCARONE, 2001; ANTOLOVICH et al, 2002), que serao
utilizados neste trabalho.

Além dos diversos métodos de avaliacdo da atividade antioxidante, ha também a
possibilidade de aplicagdo de diversos tipos de solventes para a extragdo de compostos

antioxidantes em vegetais, no qual o solvente utilizado e a polaridade do mesmo podem afetar
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a transferéncia de elétron e de atomos de hidrogénio que é o aspecto-chave na extracdo de
polifendis e consequentemente na capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006). Sendo assim o tipo de solvente utilizado na extragdo ¢ um fator muito
importante a ser considerado.

Como este estudo avalia a atividade antioxidante em matrizes vegetais, que
apresentam polifendis na sua composi¢do e tem carater polar, este trabalho optou por utilizar
solventes de polaridade moderada a alta, sendo eles o etanol (indice de polaridade = 5,2) ¢ a
agua (indice de polaridade = 9,0), além da mistura etanol-agua (50:50 v/v), com indice de

polaridade = 7,1 (MARKOM et al, 2007).

2.3.1 Método do Sequestro do Radical DPPH

A molécula de 2,2-difenil-1-picrihidrazila (DPPH) ¢ definida como um radical livre
estavel, por causa do deslocamento do elétron desemparelhado pela molécula. Como
consequéncia deste deslocamento, a molécula atinge a tonalidade violeta (ALVES et al,
2010).

Este método de analise se fundamenta na medida da capacidade antioxidante de uma
substancia em conseguir sequestrar o radical DPPH, reduzindo este a uma hidrazina. A
hidrazina ¢ atingida quando ocorre a mudanga na coloragdo, a qual passa de violeta para
amarelo pélido. Isto ocorre quando uma determinada substincia que estd agindo como
doadora de atomos de hidrogénio ¢ acrescentada a uma solu¢cdo de DPPH (ALVES et al,
2010).

Atualmente, este método tem sido muito aplicado em diversas amostras como, por
exemplo, em frutas, vegetais, plantas medicinais, ervas aromdticas, temperos, cereais,
leguminosas, chas, folhas, cogumelos e algas, por ser um método facil de ser aplicado, além
de apresentar uma alta sensibilidade (BOROSKI et al, 2015).

Comercialmente o DPPH se apresenta em forma de um soélido preto e a sua
metodologia empregada € altamente utilizada e destacada entre os demais tipos de analises de
atividade antioxidante pela inibicdo do radical. A sua facilidade de aplicacdo se justifica
porque o radical livre pode ser obtido sem preparacdo prévia, sendo somente necessaria a
dissolu¢do do composto em metanol ou etanol que acarretard na sua formagdo (BOROSKI et

al, 2015).
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A quantidade remanescente do DPPH determina o decaimento e a absorbancia que
serdo encontrados, e variam significantemente com os diferentes tipos e concentragdes de
antioxidantes. Hoje em dia, o ECsy, que tem como objetivo determinar a eficiéncia
antirradical por meio da quantidade de antioxidante necessaria para inativar em 50% a
concentragdo inicial do radical DPPH (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1998).

Quando este método ¢ utilizado, alguns fatores devem ser considerados, sendo eles: o
pH e o tipo de solvente, a acessibilidade estérica do DPPH, o qual ¢ um fator limitante da
reacdo, e o tempo de reagdo. Alguns pontos negativos referentes a este ensaio sdo em relagao
ao DPPH ndo ser encontrado em sistemas bioldgicos, ou seja, € um método ndo representativo
do comportamento in vivo. Além do fato de que carotenoides presentes na amostra ¢ a sua

turbidez podem interferir significantemente nos resultados (BOROSKI et al, 2015)

2.3.2 Método de Inibicao do Radical ABTS

Segundo Arnao (2000), o radical acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-acido
sulfonico), mais conhecido como ABTSe+, pode ser produzido por enzimas como a
peroxidase ou quimicamente, com dioxido de manganés, persulfato de potassio ou ABAP
(2,2 -azobis- (2-amidinopropano) HCI). Na metodologia desenvolvida por Re et al. (1999) o
radical ABTSe+, que ¢ gerado por uma reagdo quimica com persulfato de potédssio, pode
atingir a formac¢do de mais de 60% de radicais livres depois de 16 horas de incubagdo. Os
resultados obtidos por esse método para as analises de antioxidantes devem ser equiparados
ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%), o qual é um
antioxidante sintético e hidrossoluvel, similar a vitamina E, e expressos em TEAC
(quantidades equivalentes a Trolox) (RICE-EVANS, MILLER e PAPAGANDA, 1996).

O principio desse método consiste na geracdo do ABTSe+, que tem uma coloracao
azul esverdeada, por meio da reacdo com o persulfato de potédssio, no qual possui uma
absor¢ao maxima em 645, 734 e 815 nm. Quando o antioxidante ¢ adicionado a solugao,
ocorre a reducdo do radical ABTSe+ a ABTS, promovendo assim a perda da cor azul
esverdeado do meio reacional. O método ¢ aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossoluveis
e lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et al, 1999).

As vantagens do método ABTS<+ sdo o fato de ser simples e facil de ser aplicado e o

fato de poder ser avaliado em diferentes faixas de pH, o que torna essa metodologia
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importante para o conhecimento do efeito do pH em mecanismos oxidantes. Porém, como
qualquer outro método, existem as desvantagens. Nesse caso, a limita¢cdo do método reside no
fato de ele ndo ser um representante das biomoléculas e nem mesmo ser encontrado em
nenhum sistema bioldgico. Outro ponto de desvantagem ¢ que termodinamicamente, qualquer
componente que apresentar um potencial redutor menor que o radical ABTSe+, pode reagir

com o mesmo (MAGALHAES et al, 2008).

2.3.3 Método de Reduciio do ion Férrico (FRAP)

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ¢ o método de analise de antioxidante
pela determinagdo do poder de reducao do ion ferro. Este método é baseado na capacidade de
produgio do ion Fe*" (fon ferroso) formado a partir da redugdo do fon Fe’* (ion férrico),
presente no complexo 2.,4,6tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Benzie & Strain, 1999). Ou seja, o
complexo [Fe*TPTZ2]*" quando presente a uma substincia antioxidante redutora ¢ em um
meio 4cido, recebe um elétron e reduz-se a [Fe*’(TPTZ),]*" Assim que esta redugdo acontece,
ha uma mudanga na coloracdo da mistura de reagdo, apresentando intensa coloracdo azul e
cuja absorbancia pode ser medida no comprimento de onda de 593 nm (BENZIE & STRAIN,
1996).

Este teste mede indiretamente a atividade antioxidante total da amostra a ser
analisada, e de acordo com os resultados, quanto maior a intensidade da coloracdo e
consequentemente da absorbancia medida, maior serd a capacidade redutora pela formagao do
complexo ferroso [Fe*"(TPTZ),]*" o que significa um elevado potencial antioxidante
(BOROSKI et al, 2015).

De acordo com Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000), o ensaio FRAP ¢ um método
simples e reprodutivel, que pode ser utilizado em estudos da atividade antioxidante de plasma
ou antioxidantes em extratos e bebidas alimentares. Os autores ressaltam também que além do
mais, este método pode ser aplicado ao estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras
com resultados comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas. Por
fim, o FRAP ¢ uma alternativa desenvolvida para determinar a redu¢do do ferro em fluidos

bioldgicos e solugdes aquosas de compostos puros.
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De acordo com Moon e Shibamotto (2009), o unico inconveniente deste método ¢
que o sistema de teste deve ser aquoso. Por conseguinte, o antioxidante de referéncia deve ser
um solavel em agua, tal como acido ascorbico, acido urico ou Trolox.

Segundo Frankel & Meyer (2000), a principal desvantagem desta abordagem ¢ que a
capacidade de reducdo medida, ndo corresponde necessariamente a atividade antioxidante.
Uma vez que o método ndo inclui um substrato oxidavel, ndo ¢ fornecida informagao sobre as
propriedades protetoras dos antioxidantes. Sendo assim, ¢ importante realizar as analises de
atividade antioxidante pelo método FRAP relacionando a outros métodos, constatando assim,

a correlagdo com outras técnicas (BOROSKI at al, 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

As folhas da goiaba-serrana, matéria-prima utilizada neste trabalho, foram adquiridas
na Estacdo Experimental da Epagri, na cidade de Sao Joaquim, Santa Catarina. Todas as
folhas deste estudo foram colhidas em Agosto de 2016 e encaminhadas para o Laboratorio de
Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) do Departamento de Engenharia Quimica
e Engenharia de Alimentos (EQA) da UFSC.

Assim que chegaram no laboratorio, as folhas foram secas em estufa com circulagdo
forgada de ar, a uma temperatura de 50°C por um periodo de 10 horas, até atingirem um peso
constante. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em moinho de facas de aco inox
(Marconi, Piracicaba) com malha de 20 mesh. O material moido foi armazenado em
temperatura de -18°C em embalagens de polietileno.

Os extratos da folha da goiaba-serrana foram obtidos por trés diferentes métodos a
baixa pressdo: 1) Soxhlet (6 horas de extracdo); 2) Extra¢do Assistida por Ultrassom com uso
de sonda, técnica adaptada de Cheok et al. (2013), tempo de extracdo de 10 minutos e
poténcia de 250 W; 3) Extracdo Assistida por Ultrassom com uso de banho, a técnica aplicada
foi adaptada de Vinatoru (2001), tempo de extragdo de 30 minutos.

As extragdes foram realizadas com trés diferentes solventes: 4gua, etanol e uma
mistura agua-etanol 50-50%.

Figura 1 - Folhas da goiaba-serrana dispostas em bandejas da estufa com circulagao forgada.

-l -

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2 METODOS

3.2.1 Método do Sequestro do Radical DPPH

O teste de determinagdo da atividade antioxidante pelo método 1,1-difenil-2-
picrilhidrazina (DPPH) foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Mensor et al
(2001). A técnica consiste na reagao do radical livre DPPH 0,03mM com o extrato, em
solucao etanodlica, por 30 minutos.

Os extratos da folha da goiaba-serrana foram diluidos em seus solventes e em
seguida as concentracdes crescentes (5, 10, 13, 16, 19, 22 e 25 mg/mL) do extrato, foram
adicionada a solucdo etandlica de DPPH. Para cada concentragdo foi preparado um branco
correspondente. Em seguida, apos 30 minutos de reacdo em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz, efetuou-se a leitura da absorbancia pelo espectrofotometro (FEMTO, 800 XI, Brasil) a
517 nm.

Os valores medidos da absorbancia das concentragdes dos extratos foram convertidos

em porcentagem de atividade antioxidante (AA%) através da Equacao 1.

AA% = 100 — [(Absamostra—AbSbranco)x 100] =

AbScontrole

Sendo: A AbSamostra @ absorbancia da amostra, AbSpanco @ absorbancia do branco da

amostra € a AbScontrole @ absorbancia do controle.

Com os resultados obtidos da equacdo 1, foi possivel realizar a curva da atividade
antioxidante em funcdo da concentracdo do extrato da goiaba-serrana, e assim calculado por
regressao linear a concentragdo necessaria para a obtencao do ECsy, ou seja, 50% da atividade
antioxidante. As concentracdes utilizadas foram de 5 - 25 mg/mL, pois nesta faixa a curva
apresentou um comportamento linear. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e

foram expressos como média + desvio padrao.
3.2.2 Método de Inibicao do Radical ABTS

A metodologia utilizada para a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de

inibi¢do do radical ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)), foi descrita
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por RE et al (1999) e adaptada por Nenadis et al (2004). O antioxidante utilizado como
referéncia foi o Trolox, vitamina E sintética; (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, EUA), que foi diluido em etanol e em seguida
estocado como solugdo padrao. O Trolox foi utilizado para a construcao da curva analitica do
método.

O radical ABTS foi produzido pela reacdo de 5 mL de ABTS 7 mM (solugdo mae)
com 88 uL de solugdo de persulfato de potassio 140 mM. Esta mistura ficou armazenada no
escuro e em refrigeragdo, por no minimo 16 horas antes da realiza¢ao das analises. No dia das
analises, a solugdo do radical ABTS foi diluida em etanol até a absorbancia de 0,7 + 0,05 a
734 nm.

A solugdo mae de extrato foi preparada diluindo 0,005g do extrato em 5 mL do seu
solvente de extracdo, os quais foram: etanol, dgua e etanol:agua [50:50 v/v]. Em seguida, as
concentragdes de 100, 250, 500 e 1000 pg/mL da solugdo de estoque foram preparadas, e
transferiu-se 30 pL de cada concentragdo para tubos de ensaio com 3 mL do radical ABTS.
Apos 6 minutos de reacdo, realizou-se a leitura da absorbancia no espectrofotometro
(FEMTO, 800 XI, Brasil) a 734 nm.

A partir dos resultados das leituras da absorbancia, foi possivel calcular a curva
gerada pelas devidas concentracdes realizada e assim, determinar a equagao da reta. Com a
equacdo da reta gerada, deve-se substituir o valor da absorbancia de 1000 umol.L™! do padrio
Trolox e obter o valor para o termo X das abscissas, que equivale a diluicdo da amostra
(mg/L) correspondente a 1 mM de Trolox.

A partir deste resultado, foi realizada a divisao dos mesmos por 1000, a fim de se ter
os valores em g. Por fim, o resultado final ¢ calculado pela divisdo de 1000 (uM) pelo valor

de X(g), obtendo o valor final, expresso em uM Trolox/ g de extrato.

3.2.3 Método de Redugio do fon Férrico (FRAP)

A metodologia utilizada para a identificacdo dos compostos redutores de ions de
ferro foi descrita por Benzie e Strain (1993), e com modificagcdes de Arnous et al (2002). Os
reagentes utilizados foram: HCI 0,05 mM, &cido citrico 5 mM, solu¢do de FeCl; 3 mM em
acido citrico (cloreto férrico anidro) e TPTZ (2, 4, 6 — trifidril-s-tiazina): 0,0780 g e m 250
mL HC1 0,05.
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A solugdo mae de extrato foi preparada pela dilui¢do de 0,01 g do extrato em 1 mL
do seu solvente de extragdo (etanol, dgua e etanol:agua [50:50 v/v]). O preparo do meio
reacional foi realizado pela adigdo de 200 uL da solugdo de cloreto férrico 3M para os 4 tubos
de ensaio, sendo 3 tubos por amostra (triplicatas) e 1 tubo de ensaio para o branco. Em
seguida, pipetou-se 200 pL do extrato da amostra a cada tubo, com excec¢do do branco, no
qual se adicionou 200 pL do solvente utilizada na amostra. Em seguida, os tubos foram
colocados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apds este periodo, foi adicionado nas
amostras e no branco 3,6 mL de TPTZ, seguida pela agitacdo em vortex e imersao em banho
frio por 10 minutos, no fim, realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro 620
nm.

Os resultados foram calculados a partir da equacgao 2.

(Abs — Absb) — A
Cmnol/L = B (2)

Onde A e B s3o os coeficientes da curva padrdo, Abs a absorbancia da leitura da
amostra e Absb a absorbancia do branco.
O caélculo da atividade antioxidante foi realizado pela equacao 3:

C _ Cumol/L 3
wmol/gamostra — C o ( )
Solucaomae

Onde:
o(

umol/gamosera— CONCENtracdo equivalente ao Trolox.

*Cmo1/L= concentragdo da solugdo obtida da equagdo 2.

*Csolucaomae = concentragdo da solugdo mae de extrato.

3.2.4 Analise Estatistica

Os resultados da atividade antioxidante obtidos para os diferentes tipos de extracdo a
baixa pressdo com os determinados solventes foram avaliados separadamente através de
analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05), com o auxilio do

software Assistat (versdo 7.7). Caso exista diferenca significativa ao nivel de 5 % de
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significancia, pode-se dar continuidade aplicando o teste de Tukey o qual avalia as diferengas
entre os pares de tratamentos.

Sendo assim, o teste de Tukey foi aplicado para os trés métodos de analise de
atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) para verificar quais tratamentos diferem entre

si, através da avaliacdo de pares das médias dos rendimentos obtidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos da folha da goiaba-serrana sao
apresentados a seguir para os métodos de captura do radical DPPH, de inibi¢do do radical
ABTS e de redugdo do ion férrico (FRAP). As atividades antioxidantes dos extratos das folhas
foram comparadas com o valor da atividade antioxidante do antioxidante sintético BHT. Os

valores do BHT para os métodos DPPH e ABTS foram determinados por Cruz (2016).

Tabela 1 - Atividade antioxidante da casca da goiaba-serrana obtida pelo método de captura do radical
DPPH, inibi¢ao do radical ABTS e redugado do ion férrico (FRAP).

Método de Solvente ECsy (ng/mL)”*  ABTS (uM  FRAP (uM/g)"*
extracao TEAC/g)l’3
UB Etanol 17,0 £0,1° 956 + 43°¢ 276 + 5™
UB Etanol-Agua 12,9 +0,5¢ 738 + 30¢ 285 + 4
UB Agua 26+ 1° 716 + 25¢ 264 + 7%
US Etanol 154+0,1° 1546 + 135® 278 + 5%
US Etanol-Agua 12,8 £ 0,6 1704 + 121° 280 + 4%
US Agua 18,2+0,2° 1396 + 130° 267 + 2"
Soxhlet Etanol 18,0+0,1° 1127 + 107¢ 261 + 4¢
Soxhlet Etanol-Agua 12,0 0,6 1538 + 116™ 285+ 9°
Soxhlet Agua 12,3+0,1¢ 1681 + 23° 269 + 25
BHT 67 5238 £236

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

*Resultado expresso em ECs, (ug/mL);

*Resultado expresso em uM TEAC/g extrato (uM atividade antioxidante em equivalente Trolox por
grama de extrato) (TEAC).

*Resultado expresso em pM equivalente ao Trolox/g extrato.

4.1 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO SEQUESTRO DO
RADICAL DPPH

O método da atividade sequestrante do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl), foi escolhido para este estudo por ser um método, segundo Ionita (2005),

bastante util em uma série investigagdes, no qual inclui a determinacao das propriedades
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antioxidantes de aminas, fen6is ou compostos naturais, como as vitaminas, extratos vegetais e
medicamentos, além da inibicdo de reagdes hemoliticas. Este método, de acordo com
Yokozawa et al (1998), ¢ suficientemente sensivel para detectar concentragdes baixas dos
principios ativos.

A atividade antioxidante das amostras da folha da goiaba-serrana obtidas pelos
resultados do método DPPH foram expressos em ECsj e estdo exibidos na Tabela 1.

O valor de ECsg foi calculado na faixa de concentracdo de 5 a 25 mg/mL, a qual
pertence a concentracdo de 50% de atividade antioxidante (AA), por regressdo linear, ja que a
curva de concentragdo de extrato (ug/mL) versus AA (%) assemelha-se a uma linha reta nessa

faixa, como pode ser visto na Figura 2 para a amostra Ultrassom Sonda com solvente etanol.

Figura 2 — Grafico da concentragdo do extrato da goiaba-serrana versus a atividade antioxidante em
porcentagem para a amostra obtida pelo método Extracdo Assistida por Ultrassom Sonda e solvente
etanol.
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Figura 3 - Imagem da analise da atividade antioxidante pelo método DPPH da amostra da folha da
goiaba-serrana obtida pelo método Extracdo Assistida por Ultrassom com uso de Sonda e solvente

etanol-agua.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Segundo Villafio et al (2007), O valor de ECsy ¢ inversamente proporcional a
capacidade antioxidante de um composto, uma vez que o ECsy expressa a quantidade de
antioxidantes necessdria para diminuir a concentra¢do de radicais em 50%. Ou seja, quanto
menor for o valor do ECsyp, menor a concentragdo necessaria para que se tenha 50% da
atividade antioxidante e maior a atividade antioxidante de um composto.

Os valores dos resultados obtidos pelo ECsy podem ser considerados: muito ativos
(ECsp inferiores a 50 pg/mL), moderadamente ativos (ECsg entre 50 e 100 pug/mL), levemente
ativos (ECsy entre 100 e 200 pg/mL) e inativos (ECsy maiores que 200 ug/mL), segundo
Reynertson; Basile; Kennelly (2005). Com isso, pode-se concluir, analisando os resultados da
Tabela 1, que os valores de ECs, para os trés diferentes métodos de extracdo e para os trés
diferentes solventes utilizados, encontram-se dentro da classificacdo de antioxidantes muito
ativos.

Com relagdo aos extratos obtidos por Soxhlet, quando utilizou-se a mistura etanol-
agua como solvente, obteve-se o menor valor de ECsg, sendo 12,0 pg/mL, e para o solvente
agua, obteve-se 12,3 pug/mL, o que para o teste de andlise estatistica segundo Tukey, indica
que ndo ha diferenca significativa entre os solventes. O valor obtido pelo solvente etanol, 18,0
ng/mL, foi o maior valor de ECsy. Sabendo que o indice de polaridade dos solventes
utilizados ¢€: etanol 5,2, dgua 9,0 e etanol-dgua 7,1, pode-se concluir que, os antioxidantes
ativos nesse teste sdo preferencialmente mais polares, pois tiveram afinidade maior com o
solvente etanol-dgua e 4gua ao etanol.

Dois tipos de Extragdo Assistida por Ultrassom foram analisados neste trabalho, o
Ultrassom Banho e o Ultrassom Sonda. Segundo Luque-Garcia e Castro (2003), apesar do
banho ser o aparelho mais utilizado, este apresenta uma desvantagem em relacdo ao sonda.
No banho pode ocorrer a perda de uniformidade na distribui¢do da energia ultrassonica, onde
apenas uma pequena fracdo do volume total liquido nas imedia¢des da fonte de ultrassom
cavita. As sondas, em contrapartida, garantem uma cavitacdo mais eficiente no liquido, pois
apresentam como vantagem a localiza¢do da energia na zona da amostra.

Esta vantagem do ultrassom sonda sobre o ultrassom banho foi confirmada neste
estudo com os extratos da folha da goiaba-serrana, no qual todos os valores obtidos pelos trés
diferentes solventes tiverem um ECsy menor no ultrassom sonda, ou seja, obtiveram uma
maior atividade antioxidante em rela¢ao ao ultrassom banho.

De acordo com Luque-Garcia e Castro (2003), quando se compara a extragdo com
ultrassom com a extragdo com Soxhlet, a extracdo com ultrassom apresenta certas vantagens

como: o aumento da polaridade do sistema devido a cavitagdao, o que aumenta a eficiéncia da
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extragcdo; a extracdo de compostos que sofrem degradacdo nas condi¢des de operacdo da
extragdo com Soxhlet e o reduzido tempo de operagdo em relacdo a mesma técnica de
Soxhlet. No entanto, neste estudo, esta afirmagao somente foi comprovada quando o solvente
utilizado foi o etanol, pois os valores de ECsy apresentaram maior valor para o Soxhlet etanol
do que US e UB banho. No entanto, para os solventes etanol e etanol-agua, o melhor método
de extragdo de acordo com os valores da Tabela 1, é o Soxhlet.

Quando se compara os valores de ECsy de cada solvente com as trés diferentes
extracdes ¢ possivel verificar pelo teste de analise estatistica que ndo ha diferenca
significativa com o solvente etanol-dgua com os seus métodos de extrag¢do, ou seja os valores
de ECso= 12,0 pg/mL para o Soxhlet, ECsp= 12,9 pg/mL para o UB e ECsy= 12,8 pg/mL US
sdo estatisticamente iguais, além de serem os menores valores obtidos para ECsy com relagdo
a todas as amostras analisados. Com isso, pode-se concluir que o melhor solvente utilizado,
independentemente do método de extracdo, foi a mistura etanol-agua. O que estd em
conformidade com Oroian; Escriche (2015), cujo estudo diz que o processo de extragdo ¢
facilitado quando realizado por uma mistura entre dgua e solvente organico, visto que
diversos compostos de interesse sdo soliveis apenas em um dos solventes.

O valor de ECsg para todos os extratos, no qual apresentaram valores abaixo de 26
ng/mL, sdo melhores que o apresentado por Cruz (2016) para o antioxidante sintético BHT
(67 ng/mL).

Virios pesquisas com métodos de avaliagdo da atividade antioxidante ja foram
realizadas com diversas folhas da familia da Myrtarceae, uma delas ¢ o de Silva et al (2013)
que realizou estudos com o extrato das folhas da goiabeira macerada com etanol 70% e
constatou que a planta apresentou atividade antioxidante, com 72,25% de inibicao do radical
livre DPPH. O estudo concluiu também que a boa atividade pode ser atribuida a presenca de
compostos polifendlicos como flavondides e taninos condensados. Enquanto que Donati et al
(2009) analisou a atividade antioxidante do extrato de folhas de Syzygium jambos (L.) Alston
pelo método DPPH e constatou que o extrato preparado através de percolacdo, sendo

empregado como solvente etanol a 70%, apresentou ECsy de 5,68 pg/mL.
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4.2 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE INIBICAO DO
RADICAL ABTS

Os valores obtidos da atividade antioxidante dos extratos da folha da goiaba-serrana
obtidos pelo método de captura do radical ABTS nas extragdes a baixa pressdo estdo
expressos na Tabela 1. Os extratos sdo medidos em termos de poder do sequestro de radicais,
expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox.

Observando os valores da Tabela 1, pode-se observar que o maior valor absoluto de
atividade antioxidante observado pelo método ABTS foi do extrato obtido pelo método de
extragdo assistida por ultrassom sonda usando o solvente etanol-dgua (50:50 v/v) no qual o
resultado foi de 1704 uM TEAC/g. De acordo com o teste Tukey este valor ¢ estatisticamente
igual aos resultados apresentados pela Extragdo com Soxhlet e solvente etanol-dgua e dgua e
Extragdo assistida por Ultrassom Sonda e solvente etanol.

Pode-se observar também pelos resultados, que o método de extracdo ultrassom
banho foi o que apresentou menores valores de atividade antioxidante, o que aconteceu
também com o resultado da atividade antioxidante pelo método DPPH. O que pode ser
explicado novamente por Luque-Garcia e Castro (2003), no qual diz que a extragdo assistida
por ultrassom banho apresenta duas desvantagens com relagdo a extragdo assistida por
ultrassom sonda, sendo elas: a falta de uniformidade na distribuicdo de energia de ultrassom
(apenas uma pequena fracdo do volume total de liquido na vizinhanga imediata da fonte de
ultrassom experimenta cavitacdo); E, o declinio do poténcia com o tempo, de modo que a
energia fornecida aos banhos seja desperdigada.

Os resultados dos métodos de extracdo Soxhlet e Extracao assistida por Ultrassom
Sonda ndo apresentaram diferenga significativa segundo a andlise estatistica obtida pelo teste
de Tukey entre os extratos de Soxhlet com o solvente dgua (1681 uM TEAC/g), Soxhlet com
o solvente etanol-dgua (1538 uM TEAC/g), Extracao assistida por Ultrassom Sonda com o
solvente etanol (1546 uM TEAC/g) e Extracao assistida por Ultrassom Sonda com o solvente
etanol-dgua (1704 uM TEAC/g). Conclui-se que a alta temperatura no qual os extratos
obtidos pelo método Soxhlet sdo submetidos, ndo foram estatisticamente significativos
quando relacionados a atividade antioxidante pelo método ABTS, ou seja a alta temperatura
em que os extratos sdo submetidos no método Soxhlet ndo afetou negativamente os resultados
da atividade antioxidante.

Nao foi possivel pelo método ABTS determinar o melhor solvente independente das

extracdes, pois cada tipo de extragdo obteve o maior resultado de atividade antioxidante para
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um solvente diferente, sendo o melhor solvente para a Extra¢do assistida por Ultrassom
Banho o etanol (956 uM TEAC/g), para a Extragao assistida por Ultrassom Sonda etanol-agua
(1704 uM TEAC/g) e para o Soxhlet a agua (1681 uM TEAC/g).

Uma das desvantagens do método ABTS, ¢ que segundo Magalhaes et al (2008),
termodinamicamente, qualquer componente que apresente um potencial redox menor que o
radical ABTS pode reagir com o mesmo. Esta desvantagem do método pode ter contribuido
para o resultado impreciso deste estudo. Além do fato que o método ABTS considera os
compostos tanto lipofilicos quanto hidrofilicos.

No estudo realizado por Souza (2013), foram feitas extragdes com 80% de etanol,
acidulado com 0,5% (v/v) de HCI concentrado em base seca, de folhas pertencentes a familia
da Myrtarceae, sendo elas: pitangueira, jabuticabeira, goiabeira e aragazeiro. A maior
atividade antioxidante analisada no trabalho foi a da folha de guabiroba (13439,45 uM
Trolox/g), e no qual foi quase cinco vezes maior do que o menor valor, exibido pela acerola
(3040,85 uM Trolox/g). Estes resultados ndo podem ser comparados com os deste estudo pois
apresentam métodos de extracao e solventes diferentes.

De acordo com a tabela 1, os resultados apresentados pelo método ABTS para os
extratos da folha da goiaba-serrana, para todos os extratos, os valores ficaram abaixo do que o

apresentado por Cruz (2016) para o antioxidante sintético BHT (5238 uM TEAC/g).

4.3 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUCAO DO
fON FERRICO (FRAP)

De acordo com Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000), a eficiéncia antioxidante
determinada pelo método FRAP depende do potencial redox dos compostos analisados,
caracterizado pela complexidade de suas moléculas. Observaram também que a utilizacao de
diferentes solventes influencia o poder redutor da amostra a ser analisada. A propriedade de
poder de reducgdo indica que o composto antioxidante ¢ um doador de elétrons e pode reduzir
os intermediarios oxidados do processo de peroxidacio lipidica (GULCIN, 2010).

De acordo com a tabela 1, pode-se avaliar que o maior valor de atividade
antioxidante pelo método FRAP resultou da extra¢do por Soxhlet com o solvente etanol-agua.

Com isso podemos novamente concluir que as altas temperaturas aplicadas na metodologia
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desse método nao prejudicaram a avaliacdo da atividade antioxidante tanto para o solvente
etanol-dgua quanto para os demais solventes utilizados (etanol e agua).

Pode-se observar que o solvente etanol-dgua foi o que obteve os maiores valores de
atividade antioxidante para os trés métodos de extracao utilizados neste trabalho, sendo eles:
Extragdo assistida por Ultrassom Banho (285 uM Trolox/g), Extracdo assistida por Ultrassom
Sonda (280 uM Trolox/g) e Soxhlet (285 uM Trolox/g). Utilizando a andlise estatistica, o
teste de Tukey mostra que os trés diferentes métodos de extragdo quando utilizado o solvente
etanol-agua sao significativamente iguais.

Os resultados observados pela Extragdo assistida por Ultrassom Sonda e Ultrassom
Banho tiveram o solvente 4gua com o menor resultado, sendo eles 267 uM Trolox/g e 264 uM
Trolox/g, respectivamente. No entanto o Soxhlet apresentou o menor resultado para o
solvente etanol (261 uM Trolox/g).

A folha da pitanga, também pertencente a familia das Myrtarceae, foi estudada por
Schumacher et al (2015), no qual avaliaram a atividade antioxidante pelo método FRAP da
extracdo aquosa e da extragdo com etanol 60% . Sendo os resultados de 95,0 = 5,9 uM
FeSOs/g da amostra com solvente agua e 64,2 + 1,9 uM FeSOs/g da amostra com o solvente

etanol.
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5 CONCLUSAO

Com este estudo pode-se concluir pelos trés diferentes métodos de anélise (DPPH,
FRAP e ABTS), que a folha da goiaba-serrana apresenta uma alta atividade antioxidante, o
que indica uma possibilidade de aplicacdo na industria de alimentos.

De acordo com os trés métodos de extragcdo, o Soxhlet e US apresentaram resultados
semelhantes nas trés metodologias de atividade antioxidante, enquanto a UB apresentou o
menor resultado principalmente pelo método ABTS. Sendo assim, as melhores técnicas de
extragdo para a folha da goiaba-serrana sdao o Soxhlet e US.

Quando o objeto de estudo ¢ o solvente utilizado nas extragdes, ¢ possivel comprovar
que o solvente com melhor resultado para os trés tipos de extragdo, tanto na analise da
atividade antioxidante pelo método DPPH, quanto pelo método FRAP, ¢ a mistura etanol-
agua.

Os métodos DPPH e FRAP apresentaram resultados semelhantes, o que se pode
concluir que os dois métodos possivelmente foram capazes de quantificar os mesmos
compostos. O método ABTS, apresentou bons resultados de atividade antioxidante, e
provavelmente quantificou compostos antioxidantes diferentes do método DPPH e FRAP.

Para trabalhos futuros, sugere-se que sejam feitas andlises com cromatografia para a
determina¢do dos compostos antioxidantes presentes nos extratos da goiaba-serrana, além de

analise antimicrobiana e a avaliagdo do efeito dos compostos bioativos no organismo humano.
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