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RESUMO

A gabiroba (Campomanesia xanthocarpa) € um fruto nativo das zonas temperadas do
Brasil, pertencente a familia Myrtaceae. Diversos estudos demonstram o potencial
terapéutico e tecnoldgico da gabiroba devido ao seu conteudo de compostos com
atividade bioldgica, destacando suas propriedades antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antiglicémica, entre outras. A maioria dos estudos se concentra na
avaliacao das folhas, sementes, polpa e frutos inteiros principalmente para obtencao
de extratos vegetais. No entanto, a fragéo lipidica da gabiroba permanece pouco
explorada e o residuo ndo tem sido utilizado como matéria-prima em processos de
extracdo. Diante do potencial da espécie e das lacunas ainda existentes, o presente
trabalho investigou o perfil nutricional, quimico, bioldgico e citotoxico do residuo da
gabiroba e de seus extratos. O residuo da gabiroba apresentou-se como uma matéria-
prima fonte de proteina e de fibras, favorecendo sua aplicagao para enriquecimento
de alimentos. Na obtencdo de extratos vegetais, avaliou-se o efeito dos solventes
agua, etanol e acetona no teor de compostos bioativos e capacidade antioxidante. O
extrato otimizado do residuo da gabiroba (EORG) foi obtido com base nas respostas
do delineamento experimental estatistico utilizando modelos matematicos de
regressao. Nesse extrato foram identificados o acido galico e quercetina, e observou-
se propriedades antioxidante, antimicrobiana, antiglicémico e citotoxica nas células.
Em outro procedimento de extragao, utilizando hexano e éter de petréleo como
solvente e as técnicas de extragao assistida por ultrassom (UAE) e Soxhlet, trés
amostras de Oleo foram obtidas do residuo da gabiroba. Os O6leos foram
caracterizados por CG-EM e mais de 40 compostos, dentre acidos graxos e
compostos da classe dos terpenos, foram identificados. Os ORG também foram
investigados quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, estrutura quimica e
comportamento térmico. As técnicas e solventes utilizados resultaram em 6leos de
composicao quimica semelhantes, e por isso ndo foram observadas diferencas
significativas no comportamento térmico e na estrutura. Além disso, a UAE apresentou
um rendimento de extracdo comparavel ao Soxhlet e menor indice de acidez
resultando em um Oleo de alta qualidade. Os métodos de extracdo e solventes
empregados foram eficientes para obtengao de compostos bioativos e para preservar
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antiglicémicas dos 6leos do residuo da
gabiroba (ORG). No entanto, o melhor desempenho da UAE foi observado, resultante
também do menor tempo de extragdo. Os resultados obtidos indicam que o residuo
da gabiroba e seus produtos sao promissores devido ao valor nutricional e potencial
bioldgico e fornecem evidéncias para uso como ingrediente funcional para aplicagao
em modelos medicinais, cosméticos e alimentares.

Palavras-chave: sustentabilidade, sociobiodiversidade, frutas brasileiras,
antioxidantes, 6leo vegetal, compostos bioativos, extragao.



ABSTRACT

Gabiroba (Campomanesia xanthocarpa) is a fruit native to the temperate zones of
Brazil, belonging to the Myrtaceae family. Several studies demonstrate the therapeutic
and technological potential of gabiroba due to its content of compounds with biological
activity, highlighting its antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, antiglycemic
properties, among others. Most studies focus on the evaluation of leaves, seeds, pulp
and whole fruits mainly to obtain plant extracts. However, the lipid fraction of gabiroba
remains little explored and the residue has not been used as raw material in extraction
processes. Given the potential of the species and the gaps that still exist, this work
investigated the nutritional, chemical, biological and cytotoxic profile of gabiroba
residue and its extracts. The gabiroba residue was presented as a raw material source
of protein and fiber, favoring its application for food enrichment. When obtaining plant
extracts, the effect of the solvents water, ethanol and acetone on the content of
bioactive compounds and antioxidant capacity was evaluated. The optimized gabiroba
residue extract (EORG) was obtained based on the responses of the statistical
experimental design using mathematical regression models. In this extract, gallic acid
and quercetin were identified, and antioxidant, antimicrobial, antiglycemic and
cytotoxic properties were observed. In another extraction procedure, using hexane and
petroleum ether as solvent and the ultrasound-assisted extraction (UAE) and Soxhlet
techniques, three oil samples were obtained from the gabiroba residue. The oils were
characterized by GC-MS and more than 40 compounds, including fatty acids and
compounds from the terpene class, were identified. The ORGs were also investigated
regarding their physicochemical characteristics, chemical structure and thermal
behavior. The techniques and solvents used resulted in oils with similar chemical
composition, and therefore no significant differences in thermal behavior and structure
were observed. Furthermore, UAE presented an extraction yield comparable to
Soxhlet and a lower acidity index resulting in a high-quality oil. The extraction methods
and solvents used were efficient to obtain bioactive compounds and to preserve
antioxidant, antimicrobial and antidiabetic properties of gabiroba residue oils (ORG).
However, the best performance of UAE was observed, also resulting from the shorter
extraction time. The results obtained indicate that gabiroba residue and its products
are promising due to their nutritional value and biological potential and provide
evidence for use as a functional ingredient for application in medicinal, cosmetic and
food models.

Keywords: sustainability, sociobiodiversity, brazilian fruits, antioxidants, vegetable oil,
bioactive compounds, extraction.
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1.1. INTRODUGAO

Desde os tempos antigos, as plantas tém sido usadas em todo o mundo por
seus poderes medicinais. A crescente demanda por questdes relacionadas a saude,
bem-estar e nutricdo, tem aumentado o interesse das industrias de alimentos e
farmacéuticas na obtengcao de compostos bioativos de origem vegetal, afim de aplica-
los no desenvolvimento de novos produtos e medicamentos, agregando propriedades
importantes e desejaveis para a manutengao da saude humana.

A diversidade de espécies endémicas brasileiras, especialmente espécies
frutiferas, tém despertado atencdo devido ao valor agroindustrial, alimentar e
terapéutico, mas ainda permanecem subutilizadas e pouco exploradas (ARCARI et
al., 2020; PEREIRA et al., 2012; SARDI et al., 2017). A Campomanesia xanthocarpa,
popularmente conhecida como gabiroba, é uma arvore nativa do Sul e Centro-Oeste
do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae (RAPHAELLI et al., 2021). Esta espécie
apresenta excelente potencial econémico, comprovado pelo numero de publicagcdes
cientificas que avaliaram suas propriedades farmacolégicas e tecnologicas e pela
exploracao de frutos comestiveis para producéo artesanal de doces e bebidas, 6leos
essenciais e uso como planta ornamental.

O interesse na C. xanthocarpa decorre primeiramente do seu potencial
terapéutico e tecnoldgico. Os extratos de C. xanthocarpa apresentam propriedades
biolégicas promissoras devido ao seu conteudo de compostos bioativos, como os
compostos fendlicos, carotenoides, vitaminas, minerais, fibras e outros. O 6leo da
semente se mostrou uma boa fonte de acidos graxos poli-insaturados (SANTOS et al.,
2012a). Alguns estudos apresentados na literatura confirmam os efeitos benéficos
dessa planta prevenindo a ulceragao gastrica, atuando na diminuicdo dos niveis de
colesterol e controle do excesso de peso e no manejo do diabetes mellitus (BIAVATTI
et al.,, 2004; KLAFKE et al., 2010; MARKMAN; BACCHI; KATO, 2004), além de
demonstrar atividade bioldégica como agente antimicrobiano, antioxidante (PEREIRA
et al., 2015) e anti-inflamatério (SILVA et al., 2016). Extratos das folhas e frutos da
gabiroba tém sido utilizados popularmente para fins medicinais (CZAIKOSKI et al.,
2015). Foi relatado o emprego do cha das folhas para tratamento da obesidade e
reducao dos niveis de glicose no sangue (DICKEL; RATES; RITTER, 2007) de feridas,
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sintomas associados a gripe, febre, diarreias e problemas do trato urinario (MOURA-
COSTA et al.,, 2012). Além disso, a polpa e os frutos ja foram utilizados no
desenvolvimento de iogurte fermentado (PRESTES et al, 2021), filmes
biodegradaveis (SILVA-RODRIGUES et al., 2020) e para extragdo de pectinas
(AMARAL et al., 2019; BARBIERI et al., 2019; DIAS et al., 2020).

Apesar dos varios relatos disponiveis na literatura sobre folhas, polpa,
sementes e frutos inteiros, ndo ha informagdes sobre produtos obtidos do residuo da
gabiroba. No processo de despolpa da gabiroba, cerca de 40% de residuos,
compostos por casca, semente e calice, sdo gerados (BARBIERI et al., 2018). A
valorizagao dessa matéria-prima € fundamental para transforma-la em produtos com
valor agregado. Os residuos agroindustriais tém se tornado uma importante base de
estudos devido as possibilidades inovadoras e de baixo custo para obtencao de
compostos bioativos e produtos com diversas propriedades de interesse industrial.

Como a extragdo pode afetar a quantidade e a qualidade das moléculas
bioativas, uma investigagdo aprofundada desse processo é essencial. Dentre os
fatores que podem afetar a eficiéncia dos processos de extracao, os principais sdo a
escolha do solvente e técnica de extragdo. Solventes polares e apolares podem ser
utilizados nos processos de extragao, o que vai influenciar na solubilizagao e tipo de
composto obtido. Logo, é fundamental conhecer as caracteristicas das moléculas de
interesse, bem como compreender a afinidade do soluto pelo solvente. Ja a técnica
de extracao determina aspectos como tempo e temperatura, parametros importantes
para manutencao da atividade biolégica dos compostos.

Diante do contexto apresentado, o presente trabalho tem como motivacao
contribuir com o desenvolvimento cientifico dessa espécie e de seus produtos.
Cooperativas no interior do estado do Parana em parceria com a Embrapa Florestas,
investem no cultivo dos frutos da gabiroba e estudos sobre a composi¢gdo quimica,
aplicagdes na saude humana, potencial de uso alimentar e processos de extracéo
compativeis, geram beneficios socioecondmicos, impactos positivos ao meio
ambiente e contribuem para a valorizagao da espécie incentivando seu uso comercial.
Tendo em vista a importancia de novas fontes naturais de compostos bioativos e a
valorizagédo de residuos e culturas alimentares da sociobiodiversidade brasileira, a
proposta deste trabalho consiste no aproveitamento de residuos da gabiroba para
obtencado de extratos ricos em compostos bioativos com potencial para aplicagbes

alimentares e farmacéuticas.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Caracterizar o residuo da gabiroba e avaliar a composi¢ao quimica e

propriedades biolégicas de seus extratos hidrofilicos e lipidicos para aplicacoes

medicinais, cosméticas e alimenticias.

1.2.2. Objetivos especificos

Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Caracterizar o residuo da gabiroba quanto a sua composi¢cdo centesimal e
bioacessibilidade;

Obter as fragdes hidrofilicas do residuo da gabiroba empregando uma mistura
de solventes composta por agua, etanol e acetona;

Avaliar os efeitos da agua, etanol e acetona na obtengdo de compostos
fendlicos e capacidade antioxidante das fragdes hidrofilicas;

Modelar e otimizar o processo de extragdo utilizando a metodologia de
superficie resposta;

Validar o modelo experimentalmente para obtencédo do extrato otimizado do
residuo da gabiroba (EORG);

Identificar e quantificar os compostos fendlicos presentes no EORG por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
(CLAE-DAD);

Obter as fracdes lipidicas do residuo da gabiroba utilizando hexano e éter de
petréleo e as técnicas de extragao assistida por ultrassom (UAE) e Soxhlet;
Identificar os compostos presentes nos extratos hidrofobicos utilizando
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);
Caracterizar os extratos hidrofébicos quanto aos parametros fisico-quimicos,
comportamento térmico (DSC e TGA) e ligagdes quimicas (FT-IR);

Avaliar as propriedades biologicas dos extratos hidrofilicos e hidrofébicos
guanto potencial antioxidante, antidiabético, antimicrobiano, antitumoral;
Explorar o potencial de aplicagdo do residuo da gabiroba considerando as

caracteristicas estudadas.
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2.1. SUSTENTABILIDADE E APROVEITAMENTO DE RESIDUOS

A demanda pela producdo de alimentos vem promovendo o aumento na
geragao de residuos agroindustriais, que embora fossem vistos como um grande
problema, atualmente sdo vistos como estratégia para o desenvolvimento de
processos industriais sustentaveis. Os problemas associados a geracao e descarte
de residuos industriais consistem principalmente na contribuicdo para acumulo de
biomassa, potencial microbiolégico e combustivel devido sua biodisponibilidade e
carga organica altamente energética (FREITAS et al., 2021). Estima-se que um tergo
dos alimentos (aproximadamente 1,3 mil milhées de toneladas) produzidos
globalmente para consumo humano € perdido ou desperdi¢gado todos os anos, sendo
que frutas e vegetais, além de raizes e tubérculos, representam cerca de 40-50%
(RAVINDRAN et al., 2018).

O Brasil é rico em espécies frutiferas tropicais nativas e/ou exéticas de grande
potencial agroindustrial. As frutas sado frequentemente apresentadas aos
consumidores em diversas formas, como geleias, sucos, concentrados e pastas.
Durante o processamento, as industrias alimenticias geram grandes quantidades de
residuos considerados poluentes ambientais e que devem ser descartados de forma
sustentavel (BARBOSA et al., 2021). Esses residuos sao a parte da matéria-prima
que é rejeitada durante o processamento na industria e incluem cascas, sementes,
caules, raizes, restos de polpa e bagaco, apresentando elevado valor nutricional
(GOMEZ-GARCIA et al., 2021), pois contém acucares, vitaminas, fitoquimicos e
nutrientes minerais, além de ser rico em fibras, 6leos e outros compostos com
propriedades funcionais (SILVA; JORGE, 2014). Esses produtos possuem alto valor
agregado e podem ser extraidos e utilizados como novas matérias-primas industriais,
uma vez que apresentam diversas propriedades como atividade antioxidante, anti-
inflamatdrias, antidiabéticas, anticancerigenas, antimicrobianas e antiproliferativas
(FREITAS et al., 2021).

A economia do processamento de culturas tropicais pode ser melhorada
através do desenvolvimento de aplicagdes de maior valor para seus subprodutos

(AYALA-ZAVALA et al., 2011). O conceito de economia circular tem promovido estra-
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tégias adequadas para gerir e valorizar estes subprodutos para reduzir a poluigéo e
promover um crescimento sustentavel, desenhando e criando novos fluxos de receitas
(GOMEZ-GARCIA et al., 2021) O reaproveitamento sustentavel da biomassa
proveniente de residuos agroindustriais visando a produgdo de alimentos,
medicamentos, compostos biologicamente ativos, biomateriais e geragéo sustentavel
de energia é, sem duvida, uma das alternativas (FREITAS et al., 2021). Neste quadro,
a valorizagdo de residuos emergiu como uma estratégia fundamental para uma

producdo amiga do ambiente.

2.2. MERCADO BRASILEIRO DE FRUTAS

As frutas sdo cultivadas em praticamente todos os paises do mundo. De
acordo com o panorama mundial, a producado e o consumo de frutas apresentam
crescimento continuo. Segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2022) a produ¢cdo mundial de frutas atingiu o
volume de 909,6 milhdes de toneladas, obtidos em cerca de 80,4 milhdes de hectares
somente em 2021. O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo, com uma
producao de 39,8 milhdes de toneladas (4,4% do total), ficando atras apenas da China
(27,9% da produgéo mundial) e india (11,9% da produgdo mundial), o que mostra a
relevancia do setor para a economia brasileira. O valor da producdo apurado
ultrapassa R$ 33,5 bilhdes de reais e a area cultivada supera 2,5 milhdes de hectares
(HAROLDO et al., 2021). As maiores areas cultivadas com fruticultura no Brasil estdo
no Nordeste, aproximadamente 52,4%, seguido pelo Sudeste onde estdo quase 26%
da area implantada no Pais. Em 2021, o Brasil exportou mais de 20 tipos de frutas,
com concentragdo em oito delas (80%), banana, cacau, uva, manga, mamao,
maracuja, coco e laranja. Outros frutos menos exportados sdo o abacate, abacaxi,
figo, caqui e goiaba. Meldo, manga e uva foram responsaveis por quase 70% do total
do valor das exportagdes de frutas do Nordeste (VIDAL, 2023). Naquele mesmo ano,
as exportacoes de frutas frescas e processadas ultrapassaram o montante de 1 bilhdo
de dolares. A participagdo na produgédo nacional em 2018 foi maior para regiao
Sudeste (51,6%) e o maior estado produtor, Sdo Paulo, compreende 24,9% do valor
de produgdo, gerando uma receita de R$ 6,6 bilhées (IBGE, 2019).

A fruticultura € um dos setores de maior destaque do agronegdcio brasileiro.
Através de uma grande variedade de culturas, produzidas em todo o pais e em
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diversos climas, a fruticultura conquista resultados expressivos e gera oportunidades
para 0s pequenos negocios brasileiros. Estima-se que, para cada hectare cultivado,
duas pessoas sdo empregadas nesse segmento agricola, ou seja, 5 milhdes de
empregos no Pais sdo oferecidos no agronegdcio fruticultor, indicador o qual enfatiza
sua importancia socioecondmica (HAROLDO et al., 2021).

Mesmo com a importancia do setor para a economia brasileira, existem frutas
que apresentam baixa produgado, logo nao possuem registros sobre o volume
produzido e a receita gerada. Um exemplo € a gabiroba que se destaca pelo valor dos
seus frutos e por ser produzida por pequenos produtores. O estudo quimico e do
potencial funcional dessas frutas e suas partes servem como um incentivo para que

sejam mais exploradas comercialmente e seu cultivo seja difundido no Brasil.

2.3. GABIROBA (Campomanesia xanthocarpa)

As regides do Sul do Brasil apresentam grande riqueza em frutos silvestres,
dentre as quais a familia botanica Myrtaceae se destaca por apresentar o maior
numero de espécies com potencial alimentar e farmacéutico ainda pouco explorado
(PEREIRA et al., 2018a). A familia Myrtaceae € umas das familias mais importantes
em florestas tropicais (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Apresenta 121
géneros representados por aproximadamente 5800 espécies de arvores perenes ou
arbustos com frutos comestiveis distribuidos em areas tropicais e subtropicais
(FARIAS et al., 2020) da América do Sul, Sudeste Asiatico e Australia, e possuem
candidatos promissores para plantas medicinais (DONADO-PESTANA et al., 2018).

Muitas espécies de frutas da familia Myrtaceae sdo de grande importancia
econdmica e sao reconhecidas por seu alto valor nutricional e por serem fontes de
compostos bioativos (FARIAS et al., 2020). Essas arvores sao cultivadas em jardins
domésticos por seus frutos comestiveis e tém sido usadas na medicina tradicional
para tratar varias condigdes inflamatérias (REYNERTSON et al., 2008).

O género Campomanesia, representado por arbustos e arvores, faz parte da
familia Myrtaceae (LESCANO et al., 2019), sendo 42 espécies reconhecidas no Brasil,
das quais 35 ocorrem na Floresta Atlantica (LUBER et al., 2017). As espécies de
Campomanesia tém importancia econémica bastante diversificada, sendo que alguns

dos seus frutos, além de serem consumidos in natura, também sao utilizados na forma
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de doces, sorvetes, refrescos e, muitas vezes, como flavorizantes em destilados
alcoolicos (VALLILO et al., 2006).

A Campomanesia xanthocarpa, popularmente conhecida como 'gabiroba’,
'guavirova', ou 'guabiroba’, € uma espécie nativa do Brasil que ocorre na Mata
Atlantica (KLAFKE et al., 2010; LEANDRO et al.,, 2021), pertencente a familia
Myrtaceae, assim como a goiaba (Psidium guajava), o araga (Psidium cattleianum) e
a uvaia (Eugenia pyriformis) (SILVA-RODRIGUES et al., 2020). Juntamente com a C.
xanthocarpa, essas espécies sao exemplos de plantas usualmente utilizados na
medicina popular e cultivadas em hortas caseiras que apresentam grande potencial
de exploragao econdmica, visto que apresentam alta produtividade com baixos custos
de implantagcdo e manutencdo (PEREIRA et al., 2012). Diante desses fatores, a
gabiroba possui grande potencial para cultivo comercial, devido as suas
caracteristicas agrondémicas desejaveis, alto rendimento, polpa abundante e
suculenta, além da cor, sabor e aroma caracteristicos (ARCARI et al., 2020). No
entanto, apesar de seu potencial, a gabiroba ainda é pouco utilizada comercialmente
(SILVA-RODRIGUES et al., 2020).

A gabirobeira (FIGURA 1) é uma planta de ampla distribui¢do, podendo ser
encontrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil em estados cuja o bioma é
caracteristico da Mata Atlantica, sendo relatada na literatura a sua presenga também
no Paraguai, Argentina e Uruguai (REGGINATO et al., 2021; SANTOS et al., 2013;
VALLILO et al., 2008; VINAGRE et al., 2010).

FIGURA 1 — GABIROBEIRA (Campomanesia xanthocarpa).
o K. & AN ; AL
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Seu florescimento ocorre de agosto a novembro, e a frutificagdo, de setembro
a dezembro, podendo estender-se até fevereiro (ALVES et al., 2013). A espécie se
apresenta como arbusto, arvoreta ou arvore de 10 a 20 m de altura e até 60 cm de
didmetro; os ramos jovens sdo glabros. As folhas sdo verdes e opostas, simples,
membranaceas, ovalado-oblongas, medindo de 4-10 cm de comprimento por 3-4,5 cm
de largura (VALLILO et al.,, 2008). As sementes de gabiroba sdo marrons e
apresentam formato cilindrico plano. Estao localizados no interior do fruto protegidos
pelo endocarpo e recobertos por mucilagem (SANTOS et al., 2012a). As sementes
podem ser consumidas in natura e aproveitadas industrialmente com a polpa ou
descartadas como residuo. Porém, as sementes possuem acidos graxos essenciais e
alto teor de terpenoides e alcaloides com potencial para uso industrial. Os extratos de
sementes de gabiroba possuem atividades antioxidantes e antimicrobianas
(CAPELETTO et al., 2016; RAPHAELLI et al., 2021).

Os frutos sao bagas globosas, achatadas nos polos, de cor verde quando
jovens e amarelos e adocicados quando maduros (FIGURA 2) (VALLILO et al., 2008).
Pesa em média 6 g, sendo composto por 7% de calice, 16% de sementes, 17% de
casca e 60% de polpa (SANTOS et al., 2009, 2012b). Possui polpa amarela comestivel
carnuda e suculenta, sabor doce e altamente aromatico, abrigando, na maioria das
vezes, de 2-6 sementes, ovaladas, achatadas (RAPHAELLI et al., 2021).

FIGURA 2 — GABIROBA (Campomanesia xanthocarpa): FRUTOS MADUROS (A); FRUTOS EM
DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO (B).

FONTE: Raphaelli et al. (2021)
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As propriedades nutricionais da polpa da gabiroba a tornam adequada para
consumo in natura e como matéria-prima com excelentes propriedades para aplicacao
na industria de bebidas, sorvetes e geleias (BARBIERI et al., 2018). Os fitoquimicos
dos frutos e folhas da gabirobeira tém recebido atengdo pelo seu potencial no
desenvolvimento de medicamentos pela industria farmacéutica (RAPHAELLI et al.,
2021).

As folhas de C. xanthocarpa sao amplamente utilizadas como infusdo na
medicina popular no tratamento de doengas (LEANDRO et al.,, 2021). Estudos
demonstraram que os extratos das folhas de C. xanthocarpa apresentaram efeitos
antioxidante (KLAFKE et al., 2016), hipotensor (SANT’ANNA et al., 2017), anti-
inflamatorio (SILVA et al., 2016), antiulcerogénico (MARKMAN; BACCHI; KATO,
2004), hipoglicémico (VINAGRE et al., 2010), efeito fotoprotetivo (CATELAN et al.,
2019), atividades antifibrinolitica, antiplaquetaria e antitrombdtica (KLAFKE et al.,
2010; OTERO et al., 2017), além de demonstrar atividade anti-inflamatéria em animais
hipercolesterolémicos (KLAFKE et al., 2016) e reduzir o estresse oxidativo em
individuos hipercolesterolémicos e melhorar os niveis de oxido nitrico (VIECILI et al.,
2014). Dickel; Rates; Ritter, (2007) confirmaram que a infusdo das folhas é
popularmente utilizada para redu¢ao da obesidade e niveis elevados de glicose no
sangue pela populagédo de Porto Alegre, regido sul do Brasil. No entanto, os autores
afirmam que os dados obtidos sao insuficientes para garantir a eficacia e segurancga
da espécie para o tratamento da obesidade, sendo necessarios mais estudos.

Alguns estudos procuraram elucidar a composig¢ao quimica de diferentes partes
da gabiroba como polpa e sementes, demonstrando seu potencial antioxidante,
antimicrobiano e terapéutico (ARCARI et al.,, 2020; CZAIKOSKI et al., 2015;
SALMAZZO et al., 2019; SCHMIDT et al., 2019; SOUZA-MOREIRA et al., 2011).

Outros trabalhos abordaram diferentes tecnologias para o uso da gabiroba na
industria de alimentos. Ao usar a gabiroba para fazer geleia, foi demonstrado que o
alimento processado ainda apresenta alto valor nutricional, com altos teores de
vitamina C e também a presenga de compostos fendlicos e carotenoides, com
destaque para o B-caroteno (SANTOS et al., 2013). A polpa da gabiroba também foi
utilizada como reforgo na producéo de filmes comestiveis biodegradaveis sem gluten
a partir da farinha de arroz. A adigao da polpa de gabiroba in natura melhorou as
propriedades mecanicas, oticas e de barreira ao vapor de agua dos filmes. Os

resultados obtidos no estudo em questéo justificam o uso da polpa de gabiroba como
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reforgo para filmes de farinha de arroz sem gluten e sugerem que esses filmes tém
potencial para aplicagdo como embalagens de alimentos comestiveis e
biodegradaveis, reduzindo assim o acumulo de residuos no meio ambiente (SILVA-
RODRIGUES et al., 2020). No trabalho de Prestes et al. (2021) a polpa da gabiroba
foi adicionada nas concentracdes de 5 e 10% em leites fermentados com Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus. Apés a adicao de Bifidobacterium BB-12, as
amostras foram submetidas a uma simulagdo gastrointestinal progressiva in vitro,
onde observou-se maior taxa de sobrevivéncia dos microrganismos, maior conteudo
fendlico total e maior atividade antioxidante na amostra com adigdo de 10% de polpa
de gabiroba.

A extracao e caracterizagao de compostos bioativos obtidos das sementes da
gabiroba foram realizados, encontrando-se uma fonte de &cidos graxos poli-
insaturados (SANTOS et al., 2012a) e sendo observados propriedades antioxidantes
e antimicrobianas (CAPELETTO et al., 2016). Regginato et al., (2021) realizaram a
extracdo das sementes com CO:2 supercritico e avaliaram os extratos quanto aos
efeitos hipoglicémicos e hipolipidémicos em roedores. Os resultados mostraram que
os extratos foram capazes de diminuir os niveis de glicose no sangue e aumentar o
conteudo de glicogénio muscular e hepatico. Aléem disso, produziram uma diminuigao
nos niveis seéricos de colesterol total e LDL e aumento dos niveis de colesterol HDL.
Este estudo fornece evidéncias que justificam o uso da C. xanthocarpa na medicina
popular para tratar diabetes e hipercolesterolemia.

Embora se encontre muitos trabalhos na literatura relacionados a C.
xanthocarpa, pouca atencao foi dada aos residuos resultantes do processamento da
fruta para a producao de polpa, doces e geleias. De maneira semelhante, ndo existem
dados na literatura sobre a obtencéo de 6leo vegetal a partir do residuo. A busca por
substancias naturais, biologicamente ativas e de baixo custo, tem elevado o numero
de pesquisas com os residuos do processamento das frutas, como casca e semente,
que sao considerados fontes potenciais de nutrientes (ALVES et al., 2013). O
interesse por esses componentes naturais néo se deve apenas ao seu valor bioldgico,
mas também ao seu impacto econémico, uma vez que a maioria deles pode ser
extraida de subprodutos alimentares (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES,
2019). Alguns alimentos vegetais podem potencialmente conter maior teor de

compostos antioxidantes nos residuos como pele, casca e sementes do que na polpa,
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e o perfil fitoquimico pode ser diferente nessas partes da planta (SANTOS et al.,
2012a).

Dentre os compostos presentes nas frutas e em seus residuos, aqueles com
acgao antioxidante tém despertado o interesse da comunidade cientifica (ALVES et al.,
2013). Estudos indicam que o consumo diario de frutas e hortaligas pode contribuir
para prevengao de diversas doencas, e que esses efeitos protetores podem ser
resultado da ingestdo de antioxidantes que estdo presentes nesses alimentos
(PERTUZATTI et al., 2015).

No que diz respeito a saude humana, os compostos fendlicos e seus derivados,
incluindo antocianinas, flavondis e acidos fendlicos, juntamente com os carotenoides
e a vitamina C, sdo responsaveis pela diminuicdo do risco de muitas doencas
associadas ao estresse oxidativo (SANTOS et al., 2012a). A gabiroba apresentou a
maior atividade antioxidante entre trés frutas nativas brasileiras da familia Myrtaceae
(araga-amarelo e uvaia), principalmente devido ao seu teor de compostos fendlicos,
vitamina C e carotenoides (PEREIRA et al., 2012).

O conhecimento da composicao fisico-quimica, a identificacdo e quantificagdo
dos componentes bioativos de frutos nativos do Cerrado e Mata Atlantica e de seus
residuos sao importantes para a compreenséo do seu valor nutricional e contribuem
para agregar valor e potencializar o uso comercial e industrial destes frutos (ALVES
et al., 2013; MENDES; PINTO; SOARES, 2018; SOUZA et al., 2012).

2.4, COMPOSICAO QUIMICA DA GABIROBA

Estudos encontrados na literatura relacionados a C. xanthocarpa concentram-
se no valor nutricional de seus frutos. A TABELA 1 apresenta a composigao quimica

da gabiroba encontrada na literatura.
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TABELA 1 — COMPOSICAO NUTRICIONAL DOS FRUTOS DA GABIROBA.

Composigio Pereira et al., Santos et al., Vallilo et al., Embrapa
(2012) (2012b) (2008) (2015)
Umidade (%) 82,21 79,2 81,4 -
Cinzas (%) 0,47 0,68 0,5 -
Proteinas (%) 5,53 1,10 1,1 1,3
Lipidios (%) 3,7 1,31 1,9 0,62
Fibras (%) 9,75 9,88 6,3 6,51
Carboidratos (%) 15,68 17,71* 8,9% 7,75
Acucares redutores (%) 34,06 6,77 - -
Acucares totais (%) 34,45 7,88 - -
Vitamina C
(mg AA/100g) 3058 313 17,8 826
Vitamina A (ug.g™") 6,84 - - -
Valor energético total
(Kcal.100 g - - 54 39

*Valores obtidos por diferenga;

A caracterizacao fisico-quimica do fruto maduro indicou que a polpa apresenta
pH 3,89 e acidez titulavel em média de 0,41 (% &acido citrico). O teor de sdlidos
soluveis totais pode variar de 12-15°Brix (PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2009).

Os principais agucares encontrados na gabiroba sao frutose, glicose e sacarose
encontrando-se de 3,67 — 4,0%, 3,11 — 4,3% e 1,11 — 1,4%, respectivamente
(SANTOS et al., 2009, 2012b). A concentragcao destes agucares € importante para a
qualidade da fruta pois influencia diretamente no sabor e dogura da gabiroba. Assim
como a maioria das frutas, a gabiroba apresenta maior teor de carboidratos em relagao
a proteinas e lipidios. No entanto, a quantidade de lipidios observada na TABELA 1
para os frutos da gabiroba, foi elevada quando comparada a outros frutos como o
araga-amarelo (1,53%), uvaia (0,52%), banana (0,3%), maméo (0,8%) e laranja
(média de 1,2%) (PEREIRA et al., 2012). Santos et al., (2012a) mostraram que os
lipidios extraidos de sementes da gabiroba incluiam acidos graxos essenciais (AGE),
como o oleico e linoleico.

A gabiroba também é considerada rica em fibras, com alto teor de fibras
soluveis, principalmente pectinas (BARBIERI et al., 2019). Esses polimeros sao
importantes na industria de alimentos, devido as suas propriedades gelificantes e
estabilizantes. Além disso, o0s polissacarideos pécticos tém aplicagdes
farmacoldgicas, como atividades imunorregulatorias, antiinflamatorias,
hipoglicémicas, antioxidantes e antitumorais (RAPHAELLI et al., 2021).

A polpa da gabiroba in natura se mostrou promissora para extracdo de
polissacarideos como galactoglucomana (BARBIERI et al.,, 2017) e pectinas
(AMARAL et al., 2019; BARBIERI et al., 2019; DIAS et al., 2020). No trabalho de
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Amaral et al., (2019) a gabiroba foi apresentada como uma nova fonte de pectina com
efeito citotdxico seletivo em células de glioblastoma (tumor cerebral). Uma diminui¢cao
de até 38% na viabilidade das células tumorais foi observada de acordo com a
concentragdo. Os autores observaram um aumento nos niveis de espécies reativas
de oxigénio sugerindo que essas pectinas poderiam mediar a citotoxicidade alterando
o estado redox celular.

Dentre as vitaminas presentes na fruta, destaca-se a quantidade de vitamina C
(TABELA 1), que é superior a quantidade observada em outras frutas nativas como o
araga-amarelo, uvaia e acerola (PEREIRA et al., 2012). Schmidt et al., (2019)
avaliaram o teor de vitaminas C e A da gabiroba e encontraram valores que variaram
entre 24-37 mg.g"' e 50-131 pg.g”', respectivamente. A vitamina C funciona como
doadora de elétrons no organismo, por isso € considerada um potente antioxidante e
seu consumo protege o individuo contra uma série de doencas. Gabiroba também
contém quantidades consideraveis de vitamina A, que tem um papel central na
fisiologia da retina, na biologia reprodutiva, na remodelagcédo 6ssea e na manutengao
e diferenciacéo dos tecidos epiteliais (RAPHAELLI et al., 2021). Além dessas, também
foram encontradas as vitaminas do complexo B, sendo elas tiamina (0,2 ug.g™),
riboflavina (1,5 ug.g™"), acido pantoténico (25,9 ug.g™), piridoxina (15,2 ug.g™') e biotina
(0,3 ug.g") (SCHMIDT et al., 2019).

No geral, os frutos in natura de C. xanthocarpa apresentam baixo valor calorico
(54-39 kcal.100 g-") (TABELA 1) o que esta relacionado, principalmente, ao alto teor
de umidade e, por conseguinte, uma menor concentragdo de acgucares, lipidios e
proteinas em suas estruturas (VALLILO et al., 2008).

A gabiroba possui também quantidades consideraveis de minerais, conforme
apresentado na TABELA 2. Esses micronutrientes tém diversas funcionalidades para
o metabolismo e homeostase do corpo, dentre elas contragbes musculares, geragao
de energia, coagulagdo sanguinea, saude do sistema imunolégico e transmissao
nervosa (GHARIBZAHEDI; JAFARI, 2017). Na gabiroba foram encontradas maiores
concentragdes de ferro (0,48-0,64 mg.100 g') (TABELA 2) em comparagdo a outras
frutas como a banana (0,3 mg.100 g-') e a maga (0,1 mg.100 g'). Esse mineral é
essencial para combater o estresse oxidativo, associado as principais doengas
cronicas (RAPHAELLI et al., 2021; VALLILO et al., 2008).
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TABELA 2 — COMPOSICAO MINERAL (mg.100g-') EM AMOSTRAS DE FRUTOS DE C. xantocarpa.

Componentes Teores
Embrapa (2015) Vallilo et al., (2008)*

Ferro 0,48 0,64
Cobre 1,14 0,33
Zinco 1,37 0,4
Manganés 2,37 0,12
Saédio 16,05 2,6
Fésforo 19,51 14,9
Magnésio 77,94 13,5
Caélcio 161,38 10,1
Potassio 193 208

*Valores expressos em base umida. Teor de umidade em média de 81%.

A composigdo quimica de plantas é afetada por fatores ambientais e
agrondmicos que incluem radiagao ultravioleta (duragao e intensidade), temperatura,
agua disponivel e fertilidade do solo (PERTUZATTI et al., 2014; YANG et al., 2018),
portanto uma mesma espécie pode apresentar composi¢ao distinta devido a
condicdes de cultivo diferentes. Isso é demonstrado no trabalho de Schmidt et al.,
(2019) que observou uma variagdo no teor de compostos bioativos de frutos da
gabirobeira colhidos em trés regides diferentes do sul do Brasil.

Diferentes compostos bioativos, com atividade para diversas doengas
derivadas do estresse oxidativo no organismo, estdo presentes na gabirobeira
(RAPHAELLI et al., 2021). A parte comestivel de frutas contém quantidades
consideraveis de nutrientes e fitoquimicos, como acidos organicos, acgucares,
vitaminas, polissacarideos, polifendis e minerais importantes (SERAGLIO et al.,
2018). Estudos mostraram a presenga de compostos fendlicos, como flavonoides e
acidos fendlicos e carotenoides nos frutos e folhas (PEREIRA et al., 2012; SOUZA-
MOREIRA et al., 2011), bem como a ocorréncia de 6leos essenciais, principalmente
nas folhas e sementes, contendo terpenoides e alcaloides com potenciais fins
farmacolégicos (CAPELETTO et al., 2016).

2.4.1. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sao importantes para as plantas para protecédo contra
radiacao ultravioleta, pigmentacao, crescimento, reproducao, resisténcia a patdégenos
e muitas outras fungdes, estando presentes nas folhas, cascas, polpas e sementes de
frutas (RAPHAELLI et al., 2021). A concentracdo de compostos fenodlicos e
flavonoides encontrada nas sementes, folhas e frutos da gabirobeira, relatada por

diversos autores e utilizando diferentes solventes encontra-se na TABELA 3.
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TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES DE SEMENTES, FOLHAS E
FRUTOS DE Campomanesia xanthocarpa OBTIDOS COM DIFERENTES SOLVENTES.

Compostos bioativos Parte s Valor .
olvente Referéncia
encontrado
Compostos fenélicos Sementes CO2 17,2 (CAPELETTO et al., 2016)
totais n-Butanol 68,6 (CAPELETTO et al., 2016)
(mg de acido galico/g) Etanol 177 (SANTOS et al., 2012a)
*Valores expressos em: Hexano 43,3 (SANTOS et al., 2012a)
(mg de acido Cloroférmio 64,5 (SANTOS et al., 2012a)
clorogénico/g) Aceetﬁlt; de 86,37 (SANTOS et al., 2012a)
Folhas Etanol 486 (CATELAN et al., 2019)
Etanol 35,9 (LEANDRO et al., 2021)
Etanol:Agua 99,2 (SILVA et al., 2016)
Agua 346 (SOUSA et al., 2019)
Fruta CO2 39,12 (CZAIKOSKI et al., 2015)
Etanol:agua 1,32 (SANTOS et al., 2012b)
Metanol 90,3* (PEREIRA et al., 2012)
Flavonoides Sementes COz2 2,3 (CAPELETTO et al., 2016)
(mg de quercetinal/g) n-Butano 8,1 (CAPELETTO et al., 2016)
Valores expressos em: Folhas Etanol 369** (CATELAN et al., 2019)
**(mg de rutina/g) Etanol 23,3 (LEANDRO et al., 2021)
***(mg de catequina/g) Etanol:agua 22 (SILVA et al., 2016)
Agua 3,28 (SOUSA et al., 2019)
Etanol:agua 0,05*** (DALASTRA et al., 2019)
Fruta Etanol 0,68 (SANTOS et al., 2012b)

Os extratos das folhas da gabiroba apresentam uma faixa de concentragéo de
compostos fendlicos totais elevada em relagéo aos extratos obtidos das sementes e
frutos. As maiores concentragbes de compostos fendlicos foram encontradas no
extrato etandlico e aquoso das folhas com valores de 486 mg equivalente de acido
galico/g (mg GAE.g") (CATELAN et al., 2019) e 346 mg GAE.g", respectivamente
(SOUSA et al., 2019). Na semente, a maior concentragéo encontrada foi de 177 mg
GAE.g"' obtida com etanol (SANTOS et al., 2012a). A fruta inteira apresentou os
teores mais baixo desses compostos. Pereira et al. (2012) encontrou valores de 90
mg GAE.g"' para os frutos frescos, enquanto Czaikoski et al. (2015) encontrou um
valor de 39 mg GAE.g™" para extratos dos frutos secos. Essas informagdes sugerem
que os compostos fendlicos estdo mais concentrados em partes geralmente
descartaveis da planta, como folhas, sementes e casca, e que a presencga da polpa,
que representa mais de 50% do peso do fruto, pode causar uma diminuigdo no
rendimento de compostos fendlicos se fizer parte do peso da amostra durante a
extracdo. Nesse sentido, a polpa possui maior valor industrial para o desenvolvimento
de produtos como doces e sorvetes, enquanto os residuos podem ser aproveitados

para obtencao de fitoquimicos.
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Compostos fendlicos apresentam em sua estrutura pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxila ligados e podem ser divididos em
flavonoides e nao flavonoides (QUIDEAU et al.,, 2011). Suas principais classes
incluem acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos e taninos, todos com alta
capacidade redox, sendo importantes antioxidantes capazes de atuar como doadores
de hidrogénio, agentes redutores e sequestrantes de oxigénio singlete no organismo
(KELLY; KELLY; O'MAHONY, 2019).

Os acidos fendlicos podem ser divididos em dois subgrupos de acordo com sua
estrutura: os acidos hidroxibenzoicos e os hidroxicinamicos (MARTINS et al., 2011).
O acido galico, classificado como acido hidroxibenzdico, foi identificado no extrato
aquoso da folha da gabiroba por Klafke et al., (2016) na concentragcéo de 30,53 mg/g
e Pastori et al.,, (2013) na concentracdo de 31,9 mg/g. Dentre os &acidos
hidroxicinamicos, foram encontrados acido cafeico e acido clorogénico (10,4-19,26
mg/g) (KLAFKE et al., 2016; PASTORI et al., 2013; SANT'ANNA et al., 2017). Além
desses, os acidos elagico e rosmarinico também foram identificados no extrato
aquoso das folhas (SOUSA et al., 2019).

Os flavonoides constituem o maior grupo de fendlicos vegetais, respondendo
por mais da metade dos oito mil compostos fendlicos de ocorréncia natural. As
variagbes nos padrdes de substituicdo do anel C na estrutura desses compostos
resultam nas principais classes de flavonoides, ou seja, flavondis, flavonas,
flavanonas, isoflavonas e antocianinas (MARTINS et al.,, 2011; TSAO, 2010). Os
extratos de folhas da gabirobeira contém flavonoides como rutina (41,3-48,2 mg/g) e
quercetina (18,53-29,7 mg/g) (flavondis) em concentragdes mais elevadas e
kaempferol (9,04 mg/g) em concentragdes mais baixas (KLAFKE et al., 2016;
PASTORI et al.,, 2013). Flavonoides da classe das chalconas também foram
identificados, sendo eles 2°,4’-dihidroxi-5"-metil-6"-metoxichalcona; 2°,4°-dihidroxi-
3°,5"-dimetil-6"-metoxichalcona;  2’-hidroxi-3’-metil-4",6"-dimetoxichalcona; 2°,6'-
dihidroxi-3’-methil-4"-metoxichalcona; 5-hidroxi-7-metoxi-8-metilflavanona; e 7-
hidroxi-5-metoxi-6-metilflavanona (SALMAZZO et al., 2019).

Alguns estudos demonstraram a correlagéo entre acidos fendlicos e flavonoides
com atividades anti-inflamatorias e antioxidantes (KLAFKE et al., 2016). Quando
comparada a outras frutas nativas, a gabirobeira apresentou maiores valores de
capacidade antioxidante determinados pelo método ABTS: a gabiroba possui 507 uM

TE/g, aproximadamente duas vezes maior que os valores da uvaia (336 pmol TE/g) e
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da goiaba amarela (242 ymol TE/g) (PEREIRA et al., 2012). Além disso, o extrato da
folha aumentou a atividade da catalase, uma enzima envolvida na protecado celular
contra o dano oxidativo por espécies reativas de oxigénio (SOUSA et al., 2019).
Humanos tratados com folhas de gabirobeira encapsuladas, demonstraram uma
reducdo significativa do extresse oxidativo do plasma (VIECILI et al., 2014). Um
estudo in vivo observou que o tratamento por 5 dias com extrato aquoso de folhas tem
efeito anti-inflamatério em camundongos hipercolesterolémicos, com resultados
melhores do que os obtidos com o acido acetil salicilico (AAS). Os niveis de citocinas
pré-inflamatérias IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y diminuiram no grupo tratado com gabiroba
em comparagao aos grupos controle e com AAS (KLAFKE et al., 2016).

2.4.2. Carotenoides

Os carotenoides sao os tetraterpenoides mais comuns na natureza e sao alvos
frequentes de estudos devido ao seu potencial antioxidante, mas principalmente por
ser precursor da vitamina A (PRESTES et al., 2021). Sao pigmentos lipossoluveis
responsaveis pelas cores laranja, vermelha e amarela encontrados em plantas,
animais e microrganismos (RODRIGUES et al., 2012). Os carotenoides identificados

na gabiroba sao apresentados na TABELA 4.

TABELA 4 — COMPOSICAO DE CAROTENOIDES NOS FRUTOS DA GABIROBA.

Compostos (ug.g"") Concentragdes

' Pereira et al. (2012) Santos et al. (2013) Schmidt et al. (2019)
Carotenoides totais 306 - 207
B-caroteno 34,3 123 27,8
B-c’ar.oteno 5,6- 8.49 ) )
epoxido
13-cis-B-caroteno 5,86 - -
9-cis-B-caroteno 4,75 - -
a- caroteno 16,6 55,6 2,6
Licopeno - 0,91 8,3
Luteina 81,9 14,2 100
Zeaxantina 32,4 - 8,9
B-criptoxantina 121 93,1 227
Violaxantina - 2,84 -

Existem mais de 600 carotenoides com variantes estruturais naturais que sao
divididos em carotenos e xantofilas (BOLHASSANI et al., 2017). Carotenoides
pertencentes a ambas as classes foram identificados na gabiroba. As xantofilas

carregam atomos de oxigénio em sua cadeia, incluindo grupos polares, como
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hidroxila, epdxi e cetona. Foram encontradas na gabiroba as xantofilas luteina,
zeaxantina, criptoxantina, B-criptoxantina e violaxantina. Ja os carotenos s&o
compostos de hidrocarbonetos sem oxigénio, sendo encontrados na gabiroba o a-
caroteno, 3-caroteno e licopeno (NERI-NUMA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2012).

A gabiroba é fonte de carotenoides e o perfil desses compostos é semelhante
entre frutos coletados em diferentes regides com os principais compostos sendo (3-
criptoxantina, luteina, a-caroteno e 3-caroteno (PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al.,
2013; SCHMIDT et al., 2019), este ultimo representando mais de 40% do conteudo
total de carotenoides (SANTOS et al.,, 2012b). O conteudo de carotenoides que
permanecem nas geleias apds a produgédo de frutas é mantido em até 30% da
concentracgédo inicial (RAPHAELLI et al., 2021).

O elemento estrutural “central” dos carotenoides é uma estrutura de polieno
que consiste em uma série de ligagdes duplas conjugadas. Por exemplo, o licopeno
contém 11 ligagdes duplas conjugadas, que sdo acessiveis a clivagem oxidativa
(SHARONI et al., 2012). Esse recurso particular € o principal responsavel por suas
propriedades de pigmentacdo e pela capacidade de muitos desses compostos
interagirem com os radicais livres e o oxigénio singlete e, portanto, agirem como
antioxidantes eficazes (ERDOGAN et al., 2015; YOUNG; LOWE, 2018).

Os carotenoides mostraram correlagdo significativa com a atividade
antioxidante dos extratos das sementes de C. xanthocarpa, que também
apresentaram  atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa
(CAPELETTO et al.,, 2016). Carotenoides como o [-caroteno e o licopeno,
encontrados na gabiroba, exercem fung¢des antioxidantes nas fases lipidicas,
bloqueando os radicais livres que danificam as membranas das lipoproteinas
(PEREIRA et al., 2012).

De um ponto de vista comercial e industrial, os carotenoides tém sido
amplamente aplicados nos campos alimenticio, cosmético e farmacéutico. Varios
carotenoides, incluindo [B-caroteno, luteina, zeaxantina, licopeno, astaxantina e
cantaxantina sao produzidos em escala industrial e estdo disponiveis em alimentos
fortificados ou como suplementos. Os carotenoides também s&o usados como
corantes em alimentos e bebidas, antioxidantes, nutracéuticos, precursores de
compostos aromaticos e agentes bioativos em produtos dermatologicos
(EGGERSDORFER; WYSS, 2018; NERI-NUMA et al., 2020). Dessa forma, por ser

fonte rica de carotenoides, a gabiroba e seus residuos podem ser aproveitados para
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obtencdo de corantes ou moléculas com propriedades farmacolégicas a serem

utilizadas no desenvolvimento de novos produtos.

2.4.3. Oleos

Os oOleos vegetais e essenciais sdo matérias-primas muito importantes nas
industrias alimentar, cosmética e farmacéutica. Os 6leos vegetais sdo compostos
fundamentalmente por triglicerideos (95-98%) e componentes minoritarios como
acidos graxos livres, fitoesterdis, tocoferol, pigmentos e fosfolipidios (CHEN;
MCCLEMENTS; DECKER, 2011; INDELICATO et al., 2017; JENTZSCH; CIOBOTA,
2014). Os Oleos essenciais sdo compostos orgéanicos volateis, de baixo peso
molecular extraidos de plantas aromaticas (KUMARI et al., 2014).

Diversos compostos volateis, como ésteres, aldeidos, alcoois, terpenos e seus
derivados estdo envolvidos no sabor das frutas, que € a caracteristica sensorial que
desempenha um papel fundamental na aceitabilidade dos consumidores. Na maioria
das plantas, os compostos volateis concentram-se em maior quantidade nas folhas e
nos troncos das arvores (cascas). As folhas e frutos da gabirobeira sdo altamente
aromaticos e seus compostos volateis podem desencadear efeitos farmacoldgicos no
organismo humano. Da gabiroba foram obtidos oleos essenciais encontrando
compostos volateis pertencentes as classes dos terpenos, ésteres, alcoois, aldeidos,
acidos, furanos e cetonas (FERREIRA et al., 2016b; RAPHAELLI et al., 2021).

Cardoso et al., (2009) mostraram que o rendimento de 6leo essencial de frutos
frescos da gabirobeira é de 0,12% e identificaram 37 componentes, dos quais 10,8%
eram monoterpenos e 89,2% sesquiterpenos. Os principais constituintes do 6leo da
fruta foram criptomeridiol (19,2%), B-eudesmol (6,1%), globulol (5,2%), a-eudesmol
(4,9%) e (E)-cariofileno (4,8%). No entanto, outros estudos apontam os monoterpenos
como constituintes principais, principalmente a-pineno (15,0%), o-cimeno (10,8%), B-
pineno e limoneno (5,1%) (VALLILO et al., 2008).

A fragdo monoterpénica do 6leo da gabiroba foi caracterizada principalmente
por limoneno (10,9%) e na fragdo sesquiterpénica, [B-cariofileno (21,8%) foi o
composto majoritario (MARIN et al., 2008). Os compostos monoterpénicos geralmente
desempenham um papel importante no sabor da fruta. Ferreira et al., (2016)

encontraram 18 monoterpenos no 6leo essencial obtido da polpa da gabiroba, no qual
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cerca 12,5% do total dos compostos, o linalol e o a-terpineol foram os mais
abundantes.

Em outro estudo, os principais compostos encontrados no oleo essencial da
fruta seca foram cinco hidrocarbonetos sesquiterpénicos: cariofileno (E) (10-7%),
humuleno (4-3%), B-sabineno (8-6%), a-sabineno (8-7%), &-cadineno (5—4%),
selina-3,7(11)-dieno (4-3%) e germacreno B (5-4%); e trés sesquiterpenos
oxigenados: y-eudesmol (5%) e a- e B-eudesmol (26—22%) (CZAIKOSKI et al., 2015).

O rendimento do 6leo essencial das folhas de C. xanthocarpa foi de 0,2%. Os
principais compostos obtidos foram -cariofileno (8,87%), viridiflorol (6,40%),
espatulenol (5,16%), d-cadineno (4,92%), linalol (4,46%) e a-cadinol (PASTORI et al.,
2013). O dleo essencial das flores apresentou rendimento de 0,1%, no qual foram
identificados 34 compostos, sendo os majoritarios ledol (15,6%), globulol (12,8%), a-
cadinol (6,6%) e a-muurolol (6,3%) (CARDOSO; KATAOKA; RE-POPPI, 2010).

Os compostos comumente encontrados por diversos autores em 6leos
essenciais da gabiroba foram limoneno, linalool, B-carofileno, a-, B- e y-eudesmol,
cadinol, humuleno, globulol e guaiol (CAPELETTO et al., 2016; CARDOSO et al.,
2009; CARDOSO; KATAOKA; RE-POPPI, 2010; CZAIKOSKI et al., 2015; MARIN et
al., 2008; REGGINATO et al., 2021).

Quanto ao dleo vegetal da gabiroba, este permanece pouco explorado quanto
a sua composicao e propriedades. As sementes da gabiroba foram utilizadas para
extracao do 6leo, que se apresentou como uma fonte de acidos graxos insaturados
(SANTOS et al., 2012a). No trabalho de Santos et al. (2012a) os acidos graxos
monoinsaturados compdem 62,42% do 6leo da semente da gabiroba, enquanto os
acidos graxos saturados e poli-insaturados representam 17,62% e 15,31% da
composicao, respectivamente. O conteudo total de acidos graxos insaturados foi de
77,73%, sendo os constituintes majoritarios o acido oleico (60,84%) e linoleico
(14,15%) (SANTOS et al., 2012a). O acido palmitico foi o acido graxo saturado
presente em maior quantidade (13,91%). Além desses, também foram encontrados
em quantidades menores os acidos graxos margarico (0,08%), estearico (2,67%),
palmitoleico (1,16%), heptadecendico (0,11%), linolénico (0,53%), araquidico (0,51%),
araquidonico (0,63%), eicosandico (0,32%), behénico (0,33%), lignocérico (0,13%).
Este foi o unico trabalho encontrado na literatura até o momento referente a extracao

de dleo vegetal da gabiroba.
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Os Oleos vegetais sdo componentes importantes da dieta humana porque séo
fontes de acidos graxos essenciais, como o acido oleico, linoleico e linolénico
(SANTOS et al.,, 2018). Tocoferdis e fitoesterdis sdo constituintes nutricionais
significativos, que sao rotineiramente determinados em 6leos vegetais (ZHANG et al.,
2019a). Foi demonstrado que eles exibem inumeras propriedades benéficas a saude,
incluindo proteg¢ao contra certos tipos de cancer, doengas oxidativas e inflamatorias e
papel importante na prevencao de doencgas associadas ao envelhecimento, doencgas
cardiovasculares e doenga de Alzheimer (FLAKELAR et al., 2017; ZHANG et al.,
2019a).

Oleos de frutas tém sido propostos como agente antimicrobianos poderosos.
Evidéncias sugerem que os acidos graxos atuam como detergentes na estrutura
anfipatica de uma membrana celular bacteriana, aumentando a permeabilidade celular
e prejudicando processos essenciais como a geragao de energia por fosforilagao
oxidativa (PEREIRA et al., 2018b). O dleo de buriti aumentou a taxa de fagocitose
celular na E. coli enteropatogénica e seu indice microbicida, ndo apresentou
toxicidade aos fagocitos MN do sangue humano. No que se refere ao perfil do acido
graxo, o 6leo é composto principalmente por acido oleico (72,23%) e acido palmitico
(22,18%). Além disso, o 6leo de buriti apresentou alto teor de carotenoides (760,5 ug
de B-caroteno/g de 6leo) (CRUZ et al., 2020).

A incorporacao de residuos na producao de Oleos especiais de alta qualidade
e nas industrias alimentar, farmacéutica, quimica ou cosmética pode melhorar a
disponibilidade do produto, a fim de cobrir as necessidades emergentes de novas
fontes de dleo. Por esse motivo, estudos buscam matérias-primas que fornecam 6leos
com perfil lipidico semelhante aos 6leos tradicionalmente consumidos, e que também
sejam fontes alternativas de fitoesterdis e compostos fendlicos (SILVA; JORGE,
2014).

Devido ao grande numero e variedade de compostos bioativos presentes na
gabirobeira, esta planta apresenta alto potencial para utilizagdo na preparacao de
formulagdes para as industrias alimenticia e farmacéutica. No entanto, mais estudos
sd0 necessarios para elucidar e agregar dados referentes a obtengdo desses

compostos bem como a utilizagcdo desses extratos para aplicagcdes industriais.
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2.5. PROCESSOS DE EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DA GABIROBA

A extragdo sodlido-liquido (ESL) € um método eficiente, tradicionalmente
utilizada pelas industrias farmacéuticas e de alimentos, para a obtencdo de
componentes bioativos de plantas medicinais naturais, onde a difusdo da molécula
bioativa é considerada a chave para a eficiéncia do processo de extragdao (ZHANG et
al., 2019b).

As técnicas de ESL podem ser divididas em convencionais e nao
convencionais. Dentre as técnicas convencionais destacam-se a maceragao, Soxhlet,
infusdo. No entanto essas técnicas envolvem longos periodos de extragao, alto custo
devido a quantidade de solvente requerida, baixo rendimento devido a necessidade
de temperaturas elevadas e consequente degradagéo térmica dos compostos, além
da utilizagao de solventes inflamaveis (ZAINAL-ABIDIN et al., 2017). Para minimizar
esses problemas, técnicas de extragdo alternativas nao convencionais foram
desenvolvidas, entre elas encontram-se a extragdo com fluido supercritico (SFE, do
inglés “Supercritical Fluid Extraction), extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do
inglés “Microwave assisted extraction”), extracdo assistida por ultrassom (UAE, do
inglés “Ultrasound-Assisted Extraction”) e extragao assistida por enzima (EAE, do
inglés “Enzyme Assisted Extraction”) (AZMIR et al., 2013; PUTNIK et al., 2019;
ZHANG; LIN; YE, 2018).

Além das técnicas, outro fator importante no processo de extracao € a escolha
do solvente adequado que pode afetar diretamente sua eficiéncia. Parametros como
tempo e temperatura de extracao, proporg¢ao de solvente/amostra, matriz, tamanho da
molécula de interesse, solubilidade e polaridade sao fatores limitantes durante a
escolha do solvente (GARCIA et al., 2016). Solventes convencionais como a agua e
solventes organicos como hexano, benzeno, metanol, cloroférmio, éter de petroleo e
acetona sdo amplamente utilizados na extragdo de compostos bioativos
(BENVENUTTI; ZIELINSKI; FERREIRA, 2019).

Uma variedade de técnicas e solventes foram empregados na obtencao de
compostos bioativos das folhas, polpa, sementes, fruto inteiro e flores da gabirobeira
como mostra a TABELA 5.
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TABELA 5 — TECNICAS E SOLVENTES EMPREGADOS NA EXTRACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS DA Campomanesia xanthocarpa.

Solvente Método Andlises Referéncia
Folhas
Agua Infuséo Potencial hipoglicémico; (BIAVATTI et al.,
Reducao do ganho de peso; 2004)
Obtencgao de extrato aquoso e
6leo essencial;
8°mp°S'.9a°9”'m'°a’ (PASTORI et al.,
aracterizagdo de compostos 2013
ey )
volateis;
Efeitos antiproliferativos e
genotoxicos em células vegetais;
Avaliagdo da composigéo
quimica; (SANT’ANNA et al.,
Efeito hipotensivo dependente 2017)
da dose;
Decocgéao Efeito hipoglicémicos; (VINAGRE et al.,
2010)
Composic¢ao quimica;
Atividade antioxidante; (280(1);])8A etal,
Efeito anti-hiperlipidémico;
Agitagao Composicao quimica;
Atividade antioxidante e anti- (KLAFKE et al.,
. . 2016)
inflamatéria;
Etanol/agua Percolacao Composicao fitoquimica; (MARKMAN;
Toxicidade e atividade anti- BACCHI; KATO,
ulcerogenica em ratos; 2004)
Composicao de fendlicos totais e
flavonoides; (LEANDRO et al.,
Atividade antinociceptiva e anti- ~ 2021)
inflamatoria;
Maceracéao Composigao quimica;
Toxicidade e efeito anti- (SILVA et al., 2016)
inflamatario;
Parametros re!amongdos a (CARDOZO et al.,
obesidade e disfungdes 2020)
metabdlicas;
Etanol UAE Quantlflcggag de fendlicos totais (CATELAN et al.,
e flavonoides; 2019)
Avaliagao do efeito fotoprotetor;
Polpa
Agua Extragéo por Extracéo de

refluxo

galactoglucomanana;
Composicao de
monossacarideos;
Caracteristicas estruturais;

Extracdo de pectinas;
Composicao de
monossacarideos;
Caracteristicas estruturais;

(BARBIERI et al.,
2017)

(BARBIERI et al.,
2019)
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Comportamento reoldgico;

Extracdo de pectinas;
Composicao de
monossacarideos;
Caracteristicas estruturais;
Citotoxicidade e metabolismo
oxidativo de células tumorais;

(AMARAL et al.,
2019)

Extragao
subcritica

Extragcédo de pectinas;
Avaliagédo dos parametros de
extracao (pressao, temperatura
e vazao);

Composicao de
monossacarideos;

(DIAS et al., 2020)

Metanol/agua

Agitacao
magnética

Composigao quimica;
Atividade antioxidante;

(ALVES et al., 2017)

Sementes

Hexano, cloroférmio,
acetato de etila e
alcool

Soxhlet

Quantificagéo de fendlicos totais,
flavonoides e carotenoides;
Potencial antioxidante;
Obtencgao do dleo e perfil de
acido graxo;

(SANTOS et al.,
2012a)

COz2 e butano

Extragao
supercritica

Caracterizagéo fitoquimica;
Avaliagao da atividade
antioxidante e antimicrobiana;

Caracterizagdo quimica;
Potencial antidiabético e
hipolipidémico;

(CAPELETTO et al.,
2016)

(REGGINATO et al.,
2021)

Fruto inteiro

Agua

Hidrodestilacao

Isolamento dos dleos essenciais;
Caracterizagao de compostos
volateis;

Potencial antioxidante;

(MARIN et al., 2008)

Etanol

Extracéo a frio

Composigao quimica;
Potencial antimicrobiano e
antidiarreico;

(SOUZA-MOREIRA
etal., 2011)

CO2

Extracao
supercritica

Caracterizagao de compostos
volateis;

Potencial antioxidante e
antimicrobiano;

(CZAIKOSKI et al.,
2015)

Metanol, acido UAE Perfil de compostos fendlicos; (ARCAR! et al
acético e acetonitrila Potencial antioxidante e 2020) v
antidiabético;
Metanol e acetona Agitagao Composicao quimica; (PEREIRA et al
Perfil de carotenoides; 2012) v
Quantificacdo de vitamina A e C;
Acetona, éter etilico Extracao Perfil de carotenoides e (SCHMIDT et al
e metanol exaustiva antocianinas; v
Potencial antioxidante; 2019)
Hexano e etanol Maceragao Composicao quimica;
Potencial antioxidante; (SALMAZZO et al.,
Efeitos citotdxicos em células 2019)
tumorais;
Flores
Agua Hidrodestilacdo Obtencéao de 6leo essencial; (CARDOSO;
Identificagdo de compostos KATAOKA; RE-

volateis;

POPPI, 2010)
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Na maior parte dos estudos, a extragdo com a C. xanthocarpa foi realizada com
solventes organicos. A agua e o etanol foram os principais solventes utilizados para a
extracdo dos compostos bioativos (BARBIERI et al., 2017; BIAVATTI et al., 2004;
KLAFKE et al., 2016; MARIN et al., 2008). Os métodos de extracdo em sua maioria
foram técnicas convencionais, como a maceracao, infusdo e agitacédo (BIAVATTI et
al., 2004; PEREIRA et al., 2012; SALMAZZO et al., 2019), embora métodos mais
sofisticados tenham sido empregados como a extragao supercritica e assistida por
ultrassom (ARCARI et al., 2020; CAPELETTO et al., 2016; CATELAN et al., 2019;
CZAIKOSKI et al., 2015).

O dleo vegetal das sementes da gabiroba foi extraido utilizando hexano como
solvente e a técnica de Sohxlet, tradicionalmente utilizada para obtencédo de dleos
(SANTOS et al., 2012a). Varios séo os fatores que influenciam a composi¢ao quimica
e consequentemente as propriedades funcionais dos 6leos, como o periodo de
colheita, as condic¢des climaticas, a regiao de cultivo e o método de extragao (SANTOS
et al., 2018). As técnicas mais importantes para extragdo de 6leo vegetal séo a
extracao por solvente e a prensagem mecanica (DELFAN-HOSSEINI et al., 2017), no
entanto, extragdo de 6leo usando solventes organicos resulta em um rendimento
maior em comparagao com a prensagem mecanica (SANTOS et al., 2018).

A obtencao da fragao lipofilica de matrizes vegetais por métodos tradicionais,
como o Soxhlet e a maceragao, apresenta altos rendimentos resultantes de processos
de extracdo mais longos. No entanto, requerem grandes quantidades de solventes e
a exposi¢cao do material a altas temperaturas por um longo periodo de tempo pode
resultar na degradagdo de uma variedade de compostos, principalmente acidos
graxos insaturados. Assim, técnicas modernas de extracdo como UAE, sao
alternativas promissoras na extragdo de compostos de fontes naturais (VIEIRA et al.,
2017). A UAE utiliza as forgas de cavitagdo produzidas por ondas acusticas para
decompor as paredes celulares, liberando assim os componentes intracelulares no
solvente (TAN et al., 2018). Esta técnica nao requer altas temperaturas e reduz o
tempo de extragao preservando os compostos presentes na amostra.

Alguns solventes organicos, como o etanol, que tem um baixo ponto de
ebuligdo, foram propostos como solventes seguros para serem utilizados na extragao
de componentes bioativos da gabiroba, apresentando eficiéncia e facilidade de uso.
Contudo, esses compostos nao sao totalmente eficientes para solubilizar moléculas

com baixa polaridade (GARCIA et al., 2016). Além disso, o alcool etilico € um dos
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solventes mais utilizados por pesquisadores, principalmente devido a sua
miscibilidade em agua e em diferentes solventes orgéanicos, como propanona, éter
etilico, glicerol e tolueno. A agua € um dos solventes mais utilizado devido sua
biocompatibilidade, mas s6 é efetiva na extragcdo de compostos bioativos polares e
hidrofilicos (ZAINAL-ABIDIN et al., 2017). Logo, a mistura de solventes pode resultar
em uma maior eficiéncia na extragcdo de biomoléculas, o que esta relacionado a

alteracao da polaridade do meio.

2.6. CONSIDERACOES SOBRE OS ESTADO DA ARTE

As informagbes descritas na revisdo bibliografica tiveram como objetivo
detalhar e contextualizar a matriz utilizada para a elaboragcdo desse trabalho. Sua
composicdo quimica e formas de extracdo foram detalhadas. Os compostos
encontrados nas diversas partes da C. xanthocarpa sao reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas, antitumorais e anti-
inflamatdrias. Muitas das propriedades observadas, justificam a utilizacdo da infuséo
das folhas na medicina popular. Diante do exposto, demonstrou-se que a gabiroba
possui grande potencial de estudo para maior exploragao de suas propriedades pela
industria farmacéutica e alimenticia.

A maior parte dos trabalhos disponiveis na literatura concentraram-se na
extracdo de compostos bioativos provenientes das folhas, bem como exploracao das
propriedades terapéuticas desses extratos. A polpa foi utilizada na extracdo de
polissacarideos, producédo de geleia e obtencao de filmes biodegradaveis. Poucos
estudos se dedicaram ao aproveitamento completo da fruta e ndo foram encontrados
dados quanto a utilizacdo do residuo para extracdo de compostos bioativos e
obtencao da fracao lipidica. Apenas um estudo sobre a obtengao do 6leo da semente
da gabiroba esta disponivel na literatura.

Os solventes e técnicas de extracao utilizados para obtengdo de compostos de
interesse, sao fatores relevantes. Na sec¢ao onde é descrita os processos de extracao
de compostos bioativos da gabiroba, observa-se que uma variedade de solventes com
polaridades diferentes foi empregada nos processos de extragdo. De maneira
semelhante, diversas técnicas, desde as mais simples até mais sofisticadas, foram
utilizadas. As industrias, cada vez mais, buscam por formas alternativas, rapidas,

econbémicas e viaveis para a obtencdo de produtos. Técnicas de extragao
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tradicionalmente utilizadas, geralmente requerem grandes quantidades de solventes
e longos periodos, caracteristicas que podem inviabilizar o processo em escala
industrial. Essas informacgdes, justificam o estudo e desenvolvimento de formas de
obtengcdo desses compostos que apresentem altos rendimentos e possibilitem a
aplicagao em diferentes areas.

A proposta do presente trabalho inclui o aproveitamento de residuos para
obtencdo de extratos, otimizagdo dos processos de extragdo com o emprego de
técnicas e solventes que preservem as moléculas de interesse e a avaliagao das
propriedades biologicas desses extratos com a finalidade de verificar sua
compatibilidade para aplicagdes industriais. Adicionalmente, estudos sobre a gabiroba
trazem visibilidade quanto ao potencial dos frutos e valorizacdo da espécie,

incentivando seu cultivo e comercializacao.
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CAPITULO Il - MATERIAL E METODOS

3.1. RESUMO GRAFICO DO TRABALHO

A FIGURA 3 traz uma representacao esquematica de como esta dividido o
trabalho. O residuo do despolpamento da gabiroba foi caracterizado quanto sua
composicado centesimal e bioacessibilidade dos compostos bioativos e capacidade
antioxidante, resultados apresentados na Secao |. Posteriormente foi utilizado como
matéria-prima nos processos de extracdo. As extracbes foram realizadas com
diferentes técnicas e solventes de diferentes polaridades. A extragdo com agitagao
magnética foi empregada para avaliar o efeito dos solventes agua, etanol e acetona
na obtengao de compostos bioativos do residuo. O sistema de extragao foi otimizado
utilizando a metodologia de superficie de resposta e ao final obteve-se o extrato
otimizado do residuo da gabiroba (EORG), avaliado quanto a sua composigao quimica

e propriedades bioldgicas. Esses resultados estao apresentados na Secao Il.

FIGURA 3 — DIAGRAMA DESCRITIVO DOS PROCESSOS DE EXTRAGAO E ANALISES.
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A extracdo assistida por ultrassom e Soxhlet utilizando hexano e éter de

petréleo como solvente foram empregadas para obtengao das fragdes lipidicas do re-
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siduo da gabiroba. A partir dessas extragdes foram obtidos os 6leos UAE-H (extragcéo
assistida por ultrassom com hexano), SE-H (extracdo em Soxhlet com hexano) e SE-
EP (extracdo em Soxhlet com éter de petroleo). Esses 6leos foram caracterizados
quanto a composi¢cao quimica, propriedades bioldgicas, parametros fisico-quimicos,

estruturais e comportamento térmico, resultados disponiveis na Segao lII.

3.2. COLETA DAS FRUTAS, PREPARO E OBTENGCAO DO RESIDUO DA
GABIROBA

Frutos maduros de gabiroba (Campomanesia xanthocarpa) foram coletados em
Irati (S25°27'56"; W50°37'51"), Parana, Brasil entre novembro de 2021 e janeiro de
2022, fornecidos pela Embrapa Florestas (FIGURA 4).

FIGURA 4 — FRUTOS, POLPA E RE_SiDUO DA GABIROBA (C. xanthocarpa).

1 — Frutos maduros; 2 — Interior dos frutos; 3 — Polpa; 4 — Residuo in natura; 5 — Residuo

seco; 6 — Farinha do residuo.

As amostras foram lavadas, sanitizadas e armazenadas a -18 °C para
transporte e protegédo contra a agédo de microrganismos e reagdes bioquimicas. Para
obtencao do residuo, os frutos foram descongelados e submetidos ao processo de
despolpamento em despolpador (Braesi, DES-20). O rendimento resultante deste

procedimento foi de 31% de residuo e 69% de polpa. O residuo foi coletado, seco a
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40 °C em estufa com circulacéo de ar por 48 h e transformado em farinha utilizando
um moedor de café (Cadence, MDR302). O material que atravessou a peneira Tyler
série 20 mesh, particulas com diametro inferior a 0,9 mm, foi coletado e armazenado

sob vacuo em temperatura ambiente e protegido da luz.

3.3. CARACTERIZACAO DO RESIDUO

As analises de composigédo centesimal foram realizadas em triplicata a partir
dos protocolos estabelecidos pela AOAC (2012). O teor de umidade foi obtido por
dessecagao em estufa a 105 °C até massa constante (AOAC 926.12); proteinas totais
foram realizadas pelo método de Kjedahl, com fator de conversao de nitrogénio para
proteina equivalente a 6,25; residuos minerais fixos foram obtidos por incineragdo em
mufla a 550°C (AOAC 945.46); e fibras alimentares, através do método enzimatico-
gravimétrico (AOAC 991.43). O teor de lipidios foi avaliado por extracdo a frio,
baseada no método de Bligh e Dyer (1959). O teor de carboidratos totais foi calculado

pela diferenca de massa.

3.4. DIGESTIBILIDADE IN VITRO

O ensaio in vitro do trato gastrointestinal foi realizado em triplicata de acordo
com o protocolo Infogest (BRODKORB et al., 2019), com adaptag¢des (FIGURA 5). As
trés misturas digestivas foram incubadas em banho-maria e agitadas a uma taxa
constante (85 rpm) para via oral, gastrica e intestinal. Os brancos do procedimento
foram feitos usando agua destilada e todas as enzimas digestivas nas mesmas
condi¢cdes do material vegetal. Ao término, a atividade enzimatica foi cessada com
banho de gelo, seguido do congelamento a -20 °C para liofilizagao.

Para a avaliacdo da bioacessibilidade 0,5 g das amostras digeridas foram
misturadas com 5 mL de metanol 80%. A solu¢do foi homogeneizada em vortex e
submetida ao banho ultrassénico em temperatura ambiente por 10 minutos, seguida
de centrifugagdo. O sobrenadante foi coletado e a fase sélida foi submetida a uma
segunda extragdo similar. Ao final, os sobrenadantes foram combinados para
realizagao das analises dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante, descritas

a partir da secéo 3.6.1 com os volumes adaptados para microplacas.
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FIGURA 5 — VISAO GERAL DO METODO DE DIGESTAO /N VITRO SIMULADO.

FASE ORAL FASE GASTRICA
2 min, 37 °C,pH 7,0 2h,37°C,pH 3,0

[

FASE INTESTINAL
2h,37°C,pH 7,0

3 g de amostra 4,5 mL de fluido gastrico
+ +
2,1 mL de fluido salivar 0,96 mL de pepsina
+ (2000 U/mL)
0,3 mL de solucao de a- +
amilase salivar 0,003 mL de CaCl, (0,3M)
(74 U/mL) +
+ 0,4 mL HCI (5M)
0,015 mL de CaCl, (0,3M) +
+ 0,417 mL de H;0
0,585 mL de H,0

3.5. PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

6,6 mL de fluido intestinal
+

3 mL de pancreatina
(100 U/mL)
+

1,5 mL de bile (800 U/mL)
+

0,024 mL de CaCl, (0,3M)
+
0,9 mL NaOH (5M)
+
0,786 mL de H,0

3.5.1. Obtencéo da fragdo hidrofilica por agitacdo magnética — Design Experimental

Um planejamento experimental de mistura simplex centroide aumentado, com

trés pontos internos, foi utilizado para avaliar os efeitos isolados, misturas binarias e

ternarias dos solventes. Foi avaliado o efeito da combinagao de trés solventes com

diferentes polaridades, conforme TABELA 6.

TABELA 6 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL SIMPLEX CENTROIDE PARA OBTENGAO DE
EXTRATOS DO RESIDUO DA GABIROBA.

Ensaio Agua (A) Etanol (B) Acetona(C)
1 1(150) 0(0) 0(0)
2 0 (0) 1 (150) 0(0)
3 0(0) 0 (0) 1 (150)
4 0,5 (75) 0,5 (75) 0(0)
5 0,5 (75) 0(0) 0,5 (75)
6 0(0) 0,5 (75) 0,5 (75)
7 0,333 (50) 0,333 (50) 0,334 (50)
8 0,666 (100) 0,167 (25) 0,167 (25)
9 0,167 (25) 0,66 (100) 0,167 (25)
10 0,167 (25) 0,167 (25) 0,666 (100)

Valores entre parénteses representa o volume do solvente
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As extragdes foram realizadas na proporgédo de 1:20 (m/v, amostra/solvente)
utilizando 7,5 g de amostra e 150 mL de solvente, totalizando 10 extragbes (FIGURA
6). Solvente e amostra foram misturados em célula encamisada e mantidos a
temperatura de 40°C sob agitagédo continua por 45 min. Apds esse periodo, o extrato
bruto foi filtrado e transferido para o evaporador rotativo para obtencdo do extrato
aquoso. Em seguida, as amostras foram congeladas e submetidas ao processo de
liofilizagdo. No momento do uso, os extratos secos foram ressuspendidos em agua
(FIDELIS et al., 2020b).

FIGURA 6 — EXTRATOS OBTIDOS DA FARINHA DO RESIDUO DA GABIROBA A PARTIR DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL.

3.5.1.1. Otimizacéao

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi utilizada para avaliar o
efeito da combinacao dos trés solventes (agua, etanol e acetona) na extracdo de
compostos fendlicos e determinagao da capacidade antioxidante in vitro do residuo
da gabiroba, conforme descrito por (FIDELIS et al., 2020b; GRANATO et al., 2014).
Os resultados obtidos foram avaliados por regresséo linear multipla, a partir do
delineamento experimental e MSR, de modo a estabelecer uma relagdo matematica
entre os fatores (tipo de solvente) e as respostas.

Para aplicar a MSR, diferengas estatisticas significativas foram investigadas
por analise de variancia unidirecional (ANOVA). Para tanto, a normalidade dos dados
foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de Levene.
As diferengas entre as médias foram analisadas pelo teste de comparacao multipla de
Tukey considerando p<0,05. Quando as diferencas entre as amostras foram
verificadas por ANOVA (p<0,05), a MSR foi aplicada para modelar as medidas
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analiticas em funcdo dos fatores (tipos de solvente). A equagdo do modelo de
regressdo de misturas de trés componentes para estimar os coeficientes é

apresentada na Equacao 1:

Y = bixq + byxy + b3xs + byyx1X5 + D13X1X3 + by3XoX3 + biy3X1X0X3 (1)

onde y representa a fungéo resposta prevista, b1, b2 e bz sdo os coeficientes de
regressao para efeitos lineares, b12, b13 e b2s representam os coeficientes de interagao
binaria e b123 € o coeficiente de regressao ternario. Da mesma forma, x1, x2 € X3
representam a proporgcao dos trés solventes de extracdo em estudo. Os modelos
matematicos propostos incluiram apenas os coeficientes de regressao significativos
(p<0,05). A qualidade estatistica dos modelos foi avaliada pelo coeficiente de
determinacdo (R2), ajustado R2. Para todos os modelos de regressao, os residuos
foram examinados quanto a padrdes Obvios (dados previstos versus dados
experimentais) e testados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk.
Utilizando MSR, modelos de regressao foram obtidos para descrever a capacidade
antioxidante e os compostos fendlicos extraidos do residuo da gabiroba em fungao
dos solventes.

Um extrato otimizado foi obtido aplicando-se um conjunto de iteragdes
utilizando a funcdo de desejabilidade, para obtencdo da melhor combinagéo de
solventes que maximizasse a extracao de compostos bioativos e a capacidade
antioxidante (FIDELIS et al., 2020a). As mesmas condigdes experimentais descritas
na sec¢ao 3.5.1 foram empregadas para a extragao do residuo da gabiroba utilizando
o sistema de solvente otimizado. Apds esse processo de extracdo obteve-se o extrato
otimizado do residuo da gabiroba (EORG). Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software Statistica v.10.

3.5.2. Obtencéao das fracoes lipidicas

3.5.2.1. Extracao por Soxhlet

Para cada extragao, aproximadamente 20 g de residuo de gabiroba seco e

moido foi envolvido em um cartucho de papel filtro e inserido no aparato de extragao
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por Soxhlet. O baldo foi preenchido com 150 mL de solvente (FIGURA 7) (hexano ou
éter de petroleo) que foi submetido a refluxo em seu ponto de ebuligdo por um periodo
de 9 horas. Apos o periodo de extragdo, o solvente foi removido em evaporador
rotativo a vacuo e os extratos colocados em estufa com circulagéo de ar para remogéao
do solvente residual. O rendimento de extragao (%) foi calculado de acordo com a

Equacéo 2:

Massa do extrato

Rendimento de extragio (%) = ( )x 100 (2)

Massa da matéria — prima

FIGURA 7 — PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DO RESIDUO DA GABIROBA POR SOXHLET (A) E

i

FRACOES LIPIDICAS OBTIDAS (B).
(T - wﬁ-’ ~—

3.5.2.2. Extragao assistida por ultrassom

Foi utilizado um sistema de geracdo de ultrassom com sonda de alta
intensidade de 130 W, 20 kHz (Sonics Vibra-Cell, VCX 130). Seu controlador de
amplitude permitiu que as vibragdes ultrassdnicas na microponta da sonda fossem
ajustadas em 100% da poténcia nominal pelo controlador de amplitude. A UAE
utilizada neste estudo foi realizada de acordo com o método descrito na literatura com
adaptacdes (BARRA et al., 2021; GOH et al., 2020). O procedimento foi realizado em
frasco erlenmeyer contendo 20 g de amostra e 50 mL de hexano por 30 min, seguido
de filtracdo. A sonda ultrassénica foi inserida diretamente na mistura com a ponta

totalmente submersa pelo solvente. As ondas ultrassénicas foram definidas em ultra-
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sonicacao de 30 s com intervalos de 30 s. Um banho de gelo foi usado para evitar o
superaquecimento da mistura. A amostra filtrada foi submetida a extracdo exaustiva
usando mais 50 mL de solvente. Esse procedimento foi realizado trés vezes
totalizando 1 hora e 30 minutos de extragao e as aliquotas foram coletadas no mesmo
frasco. Apos a extracao, o solvente foi removido em evaporador rotativo a vacuo e o
solvente residual removido em estufa com circulacado de ar. O rendimento foi obtido

de acordo com a Equacéo 2.

3.6. COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Para determinar o teor de compostos bioativos e a capacidade antioxidante dos
oleos (UAE-H, SE-H e SE-EP), extratos hidrofilicos e lipofilicos foram obtidos de cada
amostra. Os extratos lipofilicos foram obtidos pela adigcao de 20 mL de acetona gelada
a 1 g de oleo com agitagdo continua em ultrassom por 10 min, seguido de filtragéo.
Em seguida, foi realizada uma particdo com éter de petroleo e agua e o extrato etéreo
foi utilizado para a analise (BRITO et al., 2022). Para obter os extratos hidrofilicos,
extraiu-se 1 g de 6leo com 5 mL de hexano. Em seguida, adicionaram-se 5 mL de
metanol/agua (60:40, v/v) e agitou-se a mistura vigorosamente durante 2 min. A fragao

hidrometandlica foi coletada para realizar as analises (NAKBI et al., 2010).

3.6.1. Compostos fendlicos totais

A determinagao dos compostos fendlicos totais (TPC) foi feita de acordo com o
método colorimétrico adaptado de Singleton et al. (1999), baseado no reagente de
Folin-Ciocalteau. Em tubos de ensaio foram misturados 1,68 mL de agua destilada,
20 uL de extratos hidrofilicos dos 6leos e 100 uL de reagente Folin-Ciocalteau. Apos
5 min, 100 uL de carbonato de sédio (20% p/v) foi adicionado a cada tubo, seguido de
agitacdo. Os tubos foram entdo mantidos no escuro por 60 minutos a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-
1800) a 760 nm. Os dados foram comparados com uma curva padrao de acido galico
e os resultados expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE)/100 g de

amostra.
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3.6.2. Flavonoides totais

Os extratos hidrofilicos dos 6leos também foram avaliados quanto ao teor de
flavonoides totais de acordo com a metodologia proposta por Zhishen et al. (1999). A
metodologia consiste em misturar de 50 yL de extrato hidrofilico do 6leo e 450 uL de
nitrito de sodio (5%). Apos 5 minutos, adiciona-se 50 pL de solugéo de cloreto de
aluminio (10% p/v) e apdés 5 minutos de incubagao adiciona-se 450 uL de hidréxido
de sédio (1 mol.L-"). Em seguida, a amostra é agitada e mantida sob protegdo contra
luz por 60 minutos e as leituras de absorbancia foram feitas no comprimento de onda
de 510 nm. A curva de calibracido foi obtida utilizando a quercetina como solugcao

padrao e os resultados foram expressos em mg de quercetina/100 g de amostra.

3.6.3. Carotenoides totais

Para a determinacdo dos carotenoides totais, a absorbancia dos extratos
lipofilicos dos 6leos foi lida diretamente em espectrofotometro a 450 nm, conforme
método descrito por Rodriguez-Amaya (2001). A quantificagao foi realizada de acordo
com a Equacéo 3 utilizando o coeficiente de extingdo molar de B-caroteno em éter de

petréleo (2592 M/cm) e foi expressa em g de 3-caroteno/g de amostra.

ADbS gmostra X Volume X 10000)

Carotenoides = ( 2502 x Massa da amostra

3)

3.6.4. Determinacao da capacidade antioxidante in vitro

3.6.4.1. Captura do radical livre DPPH

A capacidade de eliminagao de radicais livres do DPPH (2,2-Difenil-1-picril-
hidrazil) foi analisada de acordo com Brand-Williams et al. (1995). Resumidamente,
1,95 mL de solugcdo de DPPH foram adicionados em tubos contendo 50 pL de extrato
hidrofilico ou lipofilico dos 6leos. A mistura foi agitada e mantida no escuro por 30
minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida usando um
espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 517 nm. Os dados foram
comparados com uma curva padrao de Trolox e os resultados expressos em mg

equivalente de Trolox (TE)/g de amostra.
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3.6.4.2. Captura do radical livre ABTS

A capacidade antioxidante foi determinada a partir do sequestro de cations do
radical ABTS (2,2'-azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) de acordo com Re et al.
(1999). Os cations radicais ABTS foram produzidos reagindo a solugdao ABTS (7
mmol.L™") com uma solugéo de persulfato de potassio (140 mmol.L™") e deixando a
mistura em repouso no escuro a temperatura ambiente por 16 horas antes do uso. A
solugao de trabalho ABTS foi preparada diluindo a solugao estoque ABTS com etanol
absoluto até atingir absorbancia de 0,700 £ 0,020 a 734nm. Para as analises, 30 pL
de extrato hidrofilico ou lipofilico foram adicionados em tubo de ensaio e misturados
com 3 mL da solucao de trabalho ABTS. Apds 30 minutos de incubagao no escuro, a
absorbancia foi lida a 734 nm. A quantificacdo foi realizada usando uma curva de
calibragao com o padrao Trolox e os resultados foram expressos em umol de TE/g de

amostra.

3.6.4.3. Método de reducao do ferro (FRAP)

O teste FRAP foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Benzie
e Strain (1996). O reagente FRAP foi preparado a partir de solu¢gao tampao de acetato
de sddio (300 mmol.L", pH 3,6), solugdo de TPTZ (10 mmol.L-" (diluida em solugédo
de acido cloridrico (40 mmol.L-1) e cloreto férrico (Ill) solugdo (20 mmol.L") na razéo
de volume de 10:1:1 (v/v/v), respectivamente. Em seguida, uma aliquota de 45 L de
extrato foi transferida para tubos de ensaio mais 135 pL de agua destilada e 1,35 mL
de reagente FRAP. A solugao foi homogeneizada e mantida no escuro por 30 minutos
a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 595 nm e comparada com uma
curva de Trolox padrao. Os resultados foram expressos em pmol de TE/g de amostra.

O EORG foi avaliado utilizando as mesmas metodologias e procedimentos, no
entanto, os volumes foram adaptados para execu¢cdo em microplacas de 96 pocos
conforme FIGURA 8. As leituras foram realizadas em leitor de microplacas
(MultiskanTM), utilizando os filtros de 690 nm (TPC), 540 nm (TFC), 540 nm (DPPH),
620 nm (FRAP) € 690 nm (ABTS).
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FIGURA 8 — ADAPTAGCAO DOS METODOS PARA EXECUGCAO EM MICROPLACAS.

COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS FLAVONOIDES TOTAIS
10 pL de extrato 10 pL de extrato
15 pL de H-0 90 pL de NaNO;
15 pL de Folin-Ciocalteau 10 pL de AICI;

90 pL de NaOH

DPPH ABTS FRAP
10 pL de extrato 10 pL de extrato 10 pL de extrato
190 pL de DPPH 290 pL de ABTS 290 pL de FRAP

3.6.5. Identificacado e quantificagdo de compostos fendlicos por CLAE-DAD

A identificagcdo e quantificacdo dos compostos fendlicos do EORG foi realizada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-
DAD) (Thermo Scientific, Alemanha, modelo Dionex UltiMate 3000). As amostras
foram filtradas em filtro de seringa de nylon de 0,22 um (Millipore) e injetadas (20 uL)
a 30 °C. A analise cromatografica foi realizada usando uma coluna ACE 5 C18 (250 x
4,6 mm, tamanho de particula de 5 um, porosidade de particula de 100 A, porosidade
de volume de 1,0 mL/g e area de superficie de 300 m?/g). A fase mdvel foi formada
por acetonitrila pura (A) e solugdo aquosa de acido férmico 0,1% (B) (v/v). A taxa de
fluxo foi realizada a 1,2 mL/min, a temperatura da coluna foi mantida a 35°C e a
seguinte condicdao de eluigdo foi empregada: O0min=100%B, 15min=75%B,
25min=30%B, 40min=100%B.

As equagdes de regressao linear foram realizadas plotando as areas de pico
contra as quantidades injetadas de compostos padréo (TABELA 7). A construgao das
curvas de calibracdo baseou-se na area do pico vs concentragdo das solugdes
padrdo. Os picos cromatograficos foram confirmados comparando seu tempo de
retencdo com os dos padrdes de referéncia. Os padrdes empregados nas analises de

CLAE-DAD foram acido galico (270 nm), catequina (280 nm), epicatequina (280 nm),
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quercetina (360 nm) e acido clorogénico (330 nm), e as concentragdes encontradas

no EORG foram expressas em pg/mL.

TABELA 7 - PARAMETROS DA METODOLOGIA DA ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS POR

CLAE-DAD.
Composto Banda UV (nm) Equacao de regressao R2 LD (mg) LQ (mg)
Acido galico 270 y = 0,8086x + 0,6877 0,9550 0,006 0,021
Catequina 280 y = 0,8086x + 0,6877 0,9611 0,029 0,098
Epicatequina 280 y = 0,8086x + 0,6877 0,9559 0,006 0,021
Quercetina 360 y = 0,0355x + 0,2811 0,9753 0,001 0,004
Acido clorogénico 330 y = 0,825x + 0,0722 0,9749 0,01 0,04

3.6.6. Identificagao e quantificagao da fragao lipidica por CG-EM

As fragdes lipidicas obtidas UAE-H, SE-H e SE-EP foram caracterizadas quanto
ao perfil quimico usando cromatografia em fase Gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) (TQ 8040, Shimadzu). A analise foi conduzida no Laboratério
Multiusuario do Departamento de Quimica da UFPR. As amostras foram previamente
esterificadas seguindo o método proposto por Ichihara e Fukubayashi (2010), com
modificagdes. Resumidamente, 100 mg da amostra foram pesados em um tubo de
ensaio. Posteriormente, foram adicionados 1,5 mL de solu¢do de NaOH em metanol
(0,5 mol.L"). Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 90 °C durante 10 min. Apds
o resfriamento, foram adicionados 4,5 mL de uma solucéo esterificante (2,0 g de
cloreto de aménio em 60 mL de metanol e adicdo de 3 mL de acido sulfurico
concentrado). Os tubos foram novamente aquecidos em banho-maria a 90 °C por 10
min. Apos resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-se 2,5 mL de hexano
padrdao HPLC e 2,0 mL de agua destilada, seguido por agitacdo vigorosa. O
sobrenadante foi recolhido e filtrado em filtro de seringa de 45 um.

O volume de injecao foi de 1uL. Durante a operacéao, o detector foi mantido a
280°C e o injetor a 250°C. A injecao foi realizada em modo split (1:50) e a separagao
realizada em coluna SH-Rtx-5MS (Shimadzu) (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O forno foi
ajustado para 50 °C por 1min, apds o qual foi aquecido até 25 °C/min a 175 °C, e
entdo a 4 °C/min até 230 °C. A temperatura final foi mantida por 20 minutos. Os
compostos foram identificados com base na base de dados da biblioteca NIST-11 e

os resultados expressos em porcentagem de area.
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3.7. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICAS DOS OLEOS

3.7.1. Parametros fisico-quimicos

Os odleos foram avaliados quanto ao seu indice de acidez (método 325/1V)
seguindo os métodos propostos (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008). O indice de
refragcao foi medido a 20 °C em um refratdbmetro Abbe (Biobrix) adicionando algumas
gotas das amostras ao equipamento com o auxilio de uma pipeta. A densidade foi
obtida a 20 °C em um densimetro de tubo vibratorio Anton Paar (DMA 500 M)

utilizando 5 mL de amostra.

3.7.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A técnica de FT-IR foi utilizada para investigar a estrutura molecular fisico-
quimica dos extratos lipidicos obtidos. A analise foi realizada no modo de refletancia
difusa (DRIFT) usando um espectrofotdmetro infravermelho (Bruker Vertex 70). Os
espectros de IR foram registrados na faixa de 400—4000 cm™~! com uma resolugéo de
4 cm™'. O po6 de KBr seco foi usado para fazer a pastilha na qual as amostras foram
distribuidas uniformemente para formar filmes liquidos finos para analise de
espectrometria no infravermelho. Os graficos foram gerados usando o software Origin

versao 9.1 (OriginLab Corporation, Massachusetts, EUA).

3.7.3. Comportamento térmico

Os experimentos de calorimetria de varredura diferencial (DSC) foram
realizados usando um DSC (850 Perkin Elmer Inc. Waltham, EUA) equipado com
nitrogénio (N2, 99,999%) como gas de purga. Cerca de 4 mg dos extratos foram
pesados e selados em uma panela de aluminio hermética. Foi realizado um teste de
resfriamento e aquecimento. O seguinte programa de tempo-temperatura foi usado:
equilibrio a 20 °C por 5 min para garantir a homogeneizagdo completa da temperatura
da amostra e entdo aquecida a 50 °C a 5 °C/min, temperatura mantida por 5 min
seguida de resfriamento a — 80 °C a 5 °C/min para induzir a cristalizagédo e mantendo
a esta temperatura por 5 min e posteriormente aquecendo de -80 a 50 °C a 5 °C/min
para obter o perfil de fusdo (FETZER et al., 2021).
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A analise termogravimétrica (TG) foi realizada através de uma panela de
aluminio aberta. Cerca de 10 mg de amostras de oleo foram colocadas no
equipamento TG e submetidas a uma taxa de aquecimento de 10,00 °C/min, de 30 a
750 °C, a pressao atmosférica em contato com uma vazao constante de 50 mL/min
de ar sintético (White Martins S.A., 99,5% puro). As porcentagens de perda de massa
foram avaliadas pelo software de analise de dados Pyris Manager (PerkinElmer Inc.,
EUA, versdo 11.1). Com o mesmo software, foram determinadas as respectivas
variagoes de temperatura relacionadas a perda de massa e as temperaturas de pico
dos eventos térmicos, obtidas a partir da termogravimetria derivada (DTG). O grafico
foi gerado pelo software Origin versdo 9.1 (OriginLab Corporation, Massachussets,
EUA).

3.8. PROPRIEDADES BIOLOGICAS
3.8.1. Atividade antimicrobiana

3.8.1.1. Microrganismos e preparagao da suspensao bacteriana

As atividades antimicrobianas de todos os extratos foram testadas contra as
bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus
(ATCC 11778), Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 1402) e a levedura Candida albicans
(ATCC 10231). Os microrganismos foram fornecidos pelo Laboratério de
Biotecnologia da Universidade Tecnoldgica Federal - Parand, Curitiba, Brasil, onde
foram realizadas as analises.

A preparacgao do indculo foi realizada a partir de coldnias cultivadas entre 20 e
22 h a 37 °C em agar Mueller-Hinton (MH) para as bactérias e agar Sabouraud
dextrose para as leveduras. As col6nias foram colhidas do meio de cultura e
transferidas para tubos contendo solu¢do salina (NaCl) a 0,85%. A turbidez da
suspensao inicial foi ajustada por comparagdo com o padrao 0,5 de McFarland. A
suspensao inicial continha cerca de 108 unidades formadoras de col6nias (UFC) mL-"
(WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008).
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3.8.1.2. Método de difusao por disco

O método de difusdo por disco foi realizado de acordo com Hudzicki (2009)
como meétodo de triagem para verificar a suscetibilidade dos microrganismos frente
aos extratos. A principio, placas de Petri contendo agar MH e agar Sabouraud foram
preparadas e discos de papel foram submersos no EORG (100 mg.mL-") e nos éleos
brutos durante 15 minutos. Para inoculacdo, um swab foi imerso na suspensao
bacteriana inicial (108 UFC mL-") retirando-se o excesso de indculo. As placas foram
entado inoculadas esfregando delicadamente o swab em sua superficie e girando-as
de modo a garantir uma distribuigdo uniforme. Apds a secagem das placas, os discos
de papel embebidos de amostra foram colocados em sua superficie. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. Os resultados foram obtidos medindo-se o didmetro do

halo de inibicdo expressos em mm.

3.8.1.3. Método de microdiluigcao

O método de microdiluicdo foi utilizado para determinar a concentracéo
inibitéria minima (CIM) dos 6leos e EORG. Uma diluigdo (1:100) da suspensé&o
bacteriana foi preparada em caldo MH antes da inoculagdo das microplacas. A
suspensao de levedura foi preparada em caldo Sabouraud, partindo da suspensao
inicial para uma diluicdo de 1:100 seguida de outra diluigdo de 1:20 (CLSI, 2002).

As placas de 96 pogos foram preparadas inicialmente distribuindo 50 pL de
caldo MH (caldo Sabouraud para C. albicans) em cada pog¢o. Um volume de 50 uL
das amostras diluidas (500 mg.mL™") foi adicionado na primeira linha da coluna da
microplaca (cada amostra em uma unica linha da coluna), e diluicdes seriadas (1:1)
foram feitas em cada linha. A faixa de concentracédo obtida variou de 250 a 0,015
mg.mL-'. Em seguida, 50 uL da suspensédo bacteriana em caldo MH (cerca de 10°
UFC.mL") foram adicionados ao conteudo dos pogos. Para C. albicans, o
procedimento consistiu na adigéo de 100 pL das amostras diluidas em 100 uL de caldo
Saboraud. Apds diluicdo seriada, 100 ul da suspensdo de levedura (cerca de 103
UFC.mL"") foram adicionados aos pogos. As microplacas foram incubadas a 37 °C por
18 a 20 horas (WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008).

A MIC foi definida como a menor concentragdo das amostras que impediu o

crescimento microbiano. Para determinar esta concentragdo, apds o periodo de
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incubacéo, foram adicionados 30 pyL de solugdo de resazurina 0,01% (p/v) para
verificar visualmente o crescimento bacteriano pela mudanca de cor de azul para rosa
(SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007). Cada placa de teste incluiu controle de
crescimento e controle de esterilidade. O antibidtico utilizado como referéncia foi o
ciprofloxacino para bactérias (concentragao inicial de 32 mg.L") e a nistatina para
leveduras (concentragéo inicial de 64 mg.L™").

Para a concentragéo bactericida minima (CBM), 30 uL de cada pogo, que nao
alteraram a cor, foram inoculados em placas de Petri contendo agar nutriente (agar
Sabouraud dextrose para C. albicans), que foram incubadas a 37 °C por 24 h. O MBC
foi considerado a menor concentragdo na qual ndo houve desenvolvimento de

colbénias na superficie do meio de cultura.

3.8.2. Atividade antiglicémica

3.8.2.1. Inibicdo da enzima a-amilase

A inibicdo da enzima a-amilase pelos extratos do residuo da gabiroba foi
avaliada para indicar a capacidade antidiabetes tipo 2 dos extratos de acordo com
Silva et al. (2014) com adaptagdes. Os extratos foram diluidos em DMSO para testar
as concentragdes de 25, 15, 10 e 1 mg.mL"" para os éleos (UAE-H, SE-H e SE-EP) e
100, 60, 30, 15 e 5 mg.mL"" para o EORG. Primeiro, 240 uL de tampao fosfato de
sodio (20 mmol.L™" contendo NaCl 6,7 mmol.L-!, pH 6,9) foi adicionado a cada tubo,
seguido por 25 uL dos extratos nas concentragbes a serem testadas. Em seguida, 10
ML da solugao (74 U/mL) da enzima a-amilase da saliva humana (EC 3.2.1.1, tipo XllI-
A, Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA) foram adicionados a cada tubo e incubados
a 37 °C por 15 minutos. Logo apds, foram adicionados 250 pL da solugéo de amido
de batata (1%). Novamente, os tubos foram incubados a 37°C por 15 min. A reagao
foi interrompida pela adicdo de 500 uL de uma solugao de acido 3,5-dinitrosaliciclico
(DNS). Os tubos foram levados ao banho de ebuligdo a 100°C por 5 minutos e entao
resfriados a temperatura ambiente. 5 mL de agua destilada foram adicionados a cada
tubo e, em seguida, a absorbancia foi lida a 550 nm. As leituras foram comparadas
com o controle (Abs controle) contendo agua destilada no lugar do extrato, o branco da

amostra (Abs branco da amostra) contendo agua destilada no lugar da enzima e o branco
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enzimatico (ADbs branco enzimatico) que substituiu a enzima e o extrato com agua destilada.
A porcentagem de inibicdo enzimatica para cada concentracdo de amostra foi
calculada de acordo com a Equacao 4, e os resultados foram expressos como
porcentagem de inibigdo e concentragdo de amostra (ug.mL™" de reagdo) necessaria

para inibir 50% da atividade enzimatica (ICso).

Abs — Abs
Inibi(;éo (%) - 100 — <( amostra branco da amostra) x 100) (4)

(Abscontrole - Absbranco enzimético)
3.8.2.2. Inibigdo da enzima a-glicosidase

A inibicdo da enzima a-glicosidase para as amostras foi medida de acordo
com o método proposto por Souza et al. (2018), com adaptacgdes. Aliquotas de 10 uL
dos extratos, previamente diluidos em DMSO nas concentragdes de 0,125 até 1
mg.mL"" para os oleos e de 0,5 até 5 mg.mL-! para o EORG, foram adicionados em
microplaca de 96 pocos e o volume de cada poco foi completado para 50 uyL com
tampao fosfato de potassio 0,1 M a pH 6,9. Na sequéncia,100 pyL da solucido da
enzima a-glicosidase (1 U.mL") (EC 3.2.1.20, Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA)
foi adicionado a cada pogo contendo as amostras em tampéao fosfato. A placa foi
incubada a 25 °C por 10 min e, em seguida, 50 pL da solug&o de substrato p-nitrofenil-
a-glucopirandsido (p-NPG, Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA) foram
adicionados. A absorbancia das amostras foi avaliada no Laboratoério de Fisiologia do
Departamento de Bioquimica da UFPR. A 12 leitura (O min) foi realizada a 405 nm, e
a placa foi novamente incubada a 25 °C por 5 min. Em seguida, foi realizada a 22
leitura (5 min) a 405 nm. A reagao e a leitura foram realizadas em leitor de microplacas
(TECAN - Infinite M 200). As leituras foram comparadas com o controle, contendo 50
ML de tampao fosfato no lugar dos extratos. A porcentagem de inibicdo enzimatica
para cada concentragdo de amostra foi calculada de acordo com a Equagao 5, e os
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo e concentracdo de

amostra (ug.mL"" de reagdo) necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica (ICso).

Inibigdo (%) =

(Absctl 5min Absctl 0 min) - (AbS amostra 5 min — Absamostra 5min ) (5)
(Absctl 5min — Absctl 0 min)
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3.8.3. Citotoxidade in vitro

Células HEK293 de tipo selvagem (WT) e células H460 WT de cancer do
pulm&o nédo pequeno humano foram gentilmente cedidas pelo Dr. Attilio Di Pietro
(IBCP, Lyon, Franga). Todas as células foram mantidas em meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) com alto teor de glicose, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS), 1% de penicilina / estreptomicina a 37 °C e 5% de CO2 sob umidade
controlada. As analises envolvendo essas linhagens celulares foram realizadas no
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF - UFPR).

A viabilidade celular foi avaliada com um ensaio colorimétrico de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (MOSMANN, 1983). As células
HEK293 WT e H460 WT foram semeadas em placas de cultura de 96 pogos a uma
densidade de 3 x 10* e 1,6 x 10* células/pogo durante 24 h e 72 h de tratamento,
respectivamente. Apos incubacado durante a noite, as células foram tratadas com
concentragdes crescentes de compostos (3,125 a 1600 ug.ml’, diluicdo em série de
2 vezes) durante 24 e 72 horas a 37 °C sob 5% de CO2. Apds o tratamento, foram
adicionados 20 yL de uma solugdo de MTT 0,5 mg.mL"", as células foram entao
incubadas por 4 h a 37 ° C sob 5% de COa. Os cristais de formazan foram dissolvidos
com uma solugao de 100 pL de DMSO/etanol (1:1) e a absorvancia foi medida a 595
nm utilizando um leitor de absorvéncia de microplacas iMark™ (Bio-Rad). Os
resultados foram expressos como percentagem de células viaveis versus células de
controlo (0,3% de DMSO (v/v) considerado como 100%).

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram expressos por médias de pelo menos 3
repeticdes seguidas de desvio padréo. A comparagéao das meédias entre os grupos foi
realizada pela andlise de variancias unifatorial (ANOVA) e as diferengas entre os
tratamentos identificadas pelo teste de Tukey (p<0,05). A homocedasticidade do
conjunto de dados foi verificada pelo teste de Levene e a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. O software Statistica®, versao 10.0 (StatSoft, Tulsa, EUA) foi utilizado

na analise.
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

Secao | - Composigao centesimal e bioacessibilidade do residuo da gabiroba

4.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DO RESIDUO DA GABIROBA

A composic¢ao nutricional do residuo da gabiroba (umidade, cinzas, proteinas,
lipidios, fibras e carboidratos) umido (RGU) e seco (RGS) pode ser encontrada na
TABELA 8. Os dados em base seca sao apresentados como forma de introduzir o
residuo da gabiroba como um novo produto na forma de matriz farinacea a ser
utilizada como alimento ndo convencional ou como matéria-prima na obtencao de
produtos. Esse modelo de consumo € utilizado em Irati — PR onde os produtores de

gabiroba preparam a farinha do fruto integral e a utilizam em formulagdes alimentares.

TABELA 8 - COMPOSICAO CENTESIMAL DO RESIDUO DA GABIROBA.

Componente RGU RGS
Umidade 72,27 + 0,09 9,32+0,72
Cinzas 0,70 £ 0,02 2,29 £ 0,01
Proteinas 2,20+ 0,08 7,19+ 0,02
Lipidios 5,80 £ 0,59 18,97 £ 0,06
Fibras 14,55 £ 0,29 47,58 £ 0,15
Carboidratos’ 4,48 14,65 + 0,05

RGU, residuo da gabiroba umido; RGS, residuo da gabiroba seco. * Obtido por diferenca. Valores
expressos em g/100.

Os dados apresentados na TABELA 8 sao semelhantes aos encontrados por
Alves et al., (2013) na composi¢cao centesimal do residuo de C. adamantium
(Gabiroba-verde) (Umidade: 63,7%; Cinzas: 0,74%; Proteinas: 3,17%; Lipidios:
5,33%; Fibras: 24,05%; e Carboidratos: 3%). O RGU apresentou teor de umidade
(72%) mais baixo do que o fruto integral (TABELA 1). Isso € esperado, uma vez que
a polpa apresenta o maior percentual de umidade no fruto. O residuo seco apresentou
9,32% de umidade, encontrando-se dentro dos padrbes exigidos pela legislagao
brasileira para farinhas, que estabelece um limite de 15% (ANVISA, 2005). Esse

parametro € importante uma vez que niveis elevados de umidade podem proporcionar
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crescimento e deterioragdo microbiana (CAVALCANTE et al., 2022). Assim, baixos
percentuais de umidade sao favoraveis para maior estabilidade durante o
armazenamento. Apos a remogao da umidade, a propor¢ao dos outros constituintes
do residuo da gabiroba tende naturalmente a aumentar.

O conteudo de cinzas no fruto integral da gabiroba variou entre 0,47 e 0,68%
(TABELA 1), logo o teor deste componente no RGU (0,7%) estd em conformidade
com os dados encontrados na literatura para o fruto inteiro (PEREIRA et al., 2012;
SANTOS et al., 2012b; VALLILO et al., 2008). O teor de cinzas no RGS foi de 2,29%
e esta relacionado ao conteudo de minerais, que n&o se perde apds 0 processo de
secagem, diferente das vitaminas, aminoacidos e outros micronutrientes que sao
afetados pela exposicdo ao calor, luz, agentes oxidantes e pH extremo
(CAVALCANTE et al., 2022; IKEDA et al., 2021).

O teor de proteina do residuo umido foi de 2,2%, 2 vezes maior do que o valor
encontrado por Santos et al., (2012a) (1,1 %), mas 2,5 vezes inferior ao encontrado
por Pereira et al., (2012) (5,5 % de proteina). O teor de carboidrato foi de 4,48 %,
menor do que os dados encontrados no fruto integral (7,75 — 17,71 %), o que pode
ser atribuido a remocgéao da polpa, onde estao presentes a maior parte dos agucares
dos frutos (PEREIRA et al., 2012; SANTOS et al., 2012b; VALLILO et al., 2008).

A remogao da agua no processo de obtencdo do residuo seco, resultou em um
aumento na concentragcdo dos componentes quando comparados ao residuo umido.
O teor de proteinas do RGS (7,19%) mostra seu potencial como fonte de nutrientes,
tendo em vista que um produto alimenticio pode ser considerado fonte de proteinas
quando apresenta pelo menos 6 g deste componente em uma por¢ao de 100g
(ANVISA, 2012). O teor de carboidratos encontrado para o RGS (14,65%) é
comparavel ao encontrado para os frutos inteiros gabiroba (15,7 e 17,7%) (PEREIRA
et al., 2012; SANTOS et al., 2012b).

As macromoléculas que se destacam na composi¢cao do residuo seco e umido
sdo os carboidratos, com énfase para a subclasse de fibras alimentares, com um
conteudo de corresponde a 47,58% e 14,55%, respectivamente, consideravelmente
superior ao dos demais componentes. As alegacgdes de “fonte” e “alto teor” de fibras
exigem as quantidades minimas de 3 e 6 g, respectivamente, por por¢gao de 100g
(ANVISA, 2012). O teor de fibras apresentado pelo residuo da gabiroba permite
classifica-lo com alto teor de fibra. Varios autores argumentam que os subprodutos

das frutas sdo ricos em fibras alimentares, principalmente as cascas. As fibras
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representam 40 g/100g da massa de cascas de pequi (LEAO et al., 2017) e cerca de
16 g/100g da farinha do residuo do bacupari (MELO et al., 2022).

Estudos anteriores também evidenciaram o potencial da polpa de gabiroba para
fibras, com alto teor de fibras soluveis, sendo promissora para extragdo de
polissacarideos como galactoglucomana (BARBIERI et al.,, 2017) e pectinas
(AMARAL et al., 2019; BARBIERI et al., 2019; DIAS et al., 2020). Esses polimeros sao
importantes na industria de alimentos, devido as suas propriedades gelificantes e
estabilizantes. Além disso, o0s polissacarideos pécticos tém aplicagdes
farmacologicas, como atividades imunorregulatorias, antiinflamatorias,
hipoglicémicas, antioxidantes e antitumorais (RAPHAELLI et al., 2021). No trabalho
de Amaral et al. (2019) a gabiroba foi apresentada como uma nova fonte de pectina
com efeito citotdxico seletivo em células de glioblastoma (tumor cerebral). A ingestao
de fibras tem demonstrado um papel positivo no controle da obesidade, prevencgao e
tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes e cancer, além da melhoria do trato
intestinal aumentando a diversidade da microbiota e modulando seus efeitos no
sistema imunologico da mucosa para prevencao de doengas inflamatdrias intestinais
(HE et al., 2022).

O teor de lipidios encontrado no RGU da gabiroba foi superior ao encontrado
nos frutos inteiros. Cerca de 5,8% da massa do residuo umido da gabiroba
corresponde aos lipidios, enquanto para o fruto integral o teor foi de 3,7% (PEREIRA
et al., 2012). Para o RGS a concentracao de lipidios € de cerca de 19 g/100g. Nas
frutas, as sementes geralmente apresentam a maior concentragao de lipidios (ALVES;
SIMOES; DOMINGUES, 2021), pois sdo o principal composto de reserva e sao
armazenados nessa parte da planta (MELO et al., 2022). A remog¢ao da polpa e da
umidade para obtencao do residuo, contribuiu para o aumento dos lipidios. Além
disso, a quantidade de lipidios observada no presente trabalho para o residuo da
gabiroba, foi elevada quando comparada a outros frutos como o araga-amarelo
(1,53%), uvaia (0,52%), banana (0,3%), mamao (0,8%) e laranja (média de 1,2%)
(PEREIRA et al., 2012). De acordo com Santos et al. (2012) os lipidios do residuo da
gabiroba, podem conter acidos graxos essenciais (AGE), como o oleico e linoleico,
devido a presencga de sementes.

Cascas e sementes de frutas tém sido amplamente identificadas e
caracterizadas como potenciais ingredientes alimentares e fontes de fibra alimentar e

compostos bioativos. Estudos tém demonstrado que subprodutos de frutas podem ser
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transformados em farinhas para consumo humano, uma vez que sao fontes de
nutrientes e sdo uma alternativa para o descarte de residuos. Essas farinhas podem
ser empregadas como substitutos parciais de outras farinhas na produgdo de
biscoitos, bolos, paes e cereais, contribuindo para o enriquecimento dos produtos e
para a prevencao de desperdicios (CAVALCANTE et al., 2022; IKEDA et al., 2021;
MELO et al., 2022).

4.2. DIGESTAO GASTROINTESTINAL /N VITRO

As propriedades biolégicas apresentadas pelos compostos bioativos
dependem de sua bioacessibilidade apds o processo de digestado. A bioacessibilidade
€ a quantidade de nutrientes ou componentes que estdo disponiveis para serem
absorvidos pelo epitélio intestinal (DEMARCO et al., 2022). A simulacao da digestao
gastrointestinal in vitro de alimentos tem sido amplamente utilizada para avaliar a
biodisponibilidade e estudar mudancas estruturais, eficiéncia de liberagao,
digestibilidade, estabilidade e bioacessibilidade de nutrientes alimentares (CUVAS-
LIMON et al., 2022).

A evolugcdo do teor de compostos fendlicos (TPC), flavonoides (TFC) e
capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) durante as etapas de digestao
gastrica e intestinal in vitro do residuo da gabiroba foram investigadas para simular
seus efeitos ao transitarem pelo trato gastrointestinal humano (FIGURA 9). No residuo
da gabiroba, 75% do TPC e 90% do TFC permanecem bioacessiveis apos a fase
intestinal, indicando que a maior parte dos flavonoides permanecem estaveis durante
a digestao do intestino delgado. Um aumento de 45% no TPC e de 15% para TFC foi
observado na fase gastrica, seguida da diminuicdo desses compostos na fase
intestinal. Essas variagbes podem estar relacionadas as mudangas no pH e as
interacdes entre as enzimas digestivas, acidos biliares e conjugagdes de compostos
fendlicos (BONIN et al., 2024). Embora as condigdes acidas da fase gastrica facilitem
a liberacdo de certos antioxidantes, as condi¢des ligeiramente alcalinas da fase
intestinal podem alterar sua estrutura quimica, afetando sua absorcédo e
biodisponibilidade (ETGETON et al., 2023; LIAO et al., 2022). Pequenas fragbes dos
compostos bioativos sdo extraidas de uma matriz alimentar e solubilizadas através de

liquidos gastricos; a atividade das enzimas digestivas e intestinais durante a digestéao
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gastrointestinal, associada a liberagéo de fendlicos ligados a matriz, da lugar a fragcao
bioacessivel (AVILA et al., 2023).

FIGURA 9 — COMPOSTOS BIOATIVOS (A) E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (B) DO RESIDUO DA

GABIROBA APOS ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO.
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TPC, compostos fendlicos totais; TFC, flavonoides totais. Letras diferentes indicam diferenga
significativa pelo teste de Tuckey (p<0,05).

A liberacdo de compostos fendlicos na fase gastrica e a subsequente
degradacao ou conversao na fase intestinal sugere uma interagcdo complexa entre o

processo digestivo e a biodisponibilidade destes compostos. As fases oral e gastrica
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foram propicias a liberagdo de compostos fendlicos ligados a fibra alimentar e
proteinas, enquanto as condigdes ligeiramente alcalinas na fase intestinal podem levar
a degradacao ou conversao dos compostos fendlicos. Além disso, é possivel que haja
liberacao e estabilidade diferente de compostos fendlicos durante a digestao in vitro
(LIAO et al.,, 2022). Isso é demonstrado no trabalho de Ma et al. (2023) que
observaram um aumento dos derivados do acido p-cumarico e rutina na fase gastrica,
seguida de uma diminuigao dos acidos fendlicos e manutengéo dos niveis de rutina
em relagdo as amostras ndo digeridas, apos a fase intestinal. Um comportamento
semelhante é observado pata TPC e TFC no presente trabalho. Por outro lado, a
bioacessibilidade da gabiroba liofilizada e de seus extratos foi estudada por Etgeton
et al. (2023) que observaram uma diminuigdo gradual no teor de TPC, TFC e
capacidade antioxidante ao longo da simulagéo do trato gastrointestinal.

A capacidade antioxidante do residuo da gabiroba pelos métodos FRAP e
DPPH também aumentou na fase gastrica (FIGURA 9B). O ABTS apresentou uma
diminuicdo gradual conforme a evolugdo do processo de digestivo. Uma redugao de
72%, 42% e 69% na capacidade antioxidante em relagcéo ao residuo ndo digerido, foi
observada apoés a fase intestinal. Isso é esperado, uma vez que houve maior liberagcéo
de compostos fendlicos na fase gastrica seguida de uma diminuigao na fase intestinal,
e existe uma relagdo de proporcionalidade entre esses parametros (BONIN et al.,
2024). A fibra alimentar presente no residuo da gabiroba pode atuar como barreira,
protegendo os compostos fendlicos e flavonoides das condi¢cdes adversas do trato
gastrointestinal, principalmente na fase intestinal. Este efeito protetor pode prevenir
ou minimizar as interagdes dos compostos bioativos com outras substancias, enzimas
digestivas ou fluidos no intestino, auxiliando assim na preservacdo de sua
biodisponibilidade e capacidade antioxidante (ETGETON et al., 2023).



75

Capitulo IV — Resultados e Discussao

4.3. CONCLUSAO

O residuo da gabiroba pode ser considerado uma fonte de compostos naturais
devido a presencga de nutrientes e a biodisponibilidade do seu conteudo fendlico e
flavonoides. A aplicagéo industrial da farinha do residuo da gabiroba se apresenta
favoravel frente ao alto teor de fibras e conteudo significativo de proteinas como
ingrediente funcional para a obtengao de alimentos nutricionalmente enriquecidos. A
coloracao da farinha indica sua aplicagdo em uma gama de alimentos que exigem cor
como atributo sensorial. Apds a digestdo simulada, uma quantidade substancial de
antioxidantes permaneceu estavel nas fases gastrica e intestinal.

Esses resultados oferecem solugdes potenciais para mitigar o volume de
residuos gerados no processamento da gabiroba. No entanto, mais estudos para
agregar os dados do potencial tecnolégico e industrial da farinha do residuo da

gabiroba, bem como sua segurancga alimentar, s&o necessarios.
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Secao Il - Otimizagao da extracado de compostos bioativos e propriedades

biolégicas do residuo da gabiroba (Campomanesia xanthocarpa)

4.4. COMPOSICAO FENOLICA E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

O efeito da mistura de solventes na extragdo de compostos fendlicos foi
verificado com base nos métodos de TPC, TFC, DPPH, ABTS e FRAP. A TABELA 9
apresenta os dados para compostos fendlicos e flavonoides e mostra que houve
diferencas significativas entre os valores médios, demostrando que o sistema de
solvente afeta diretamente a extragdo de compostos fendlicos do residuo da gabiroba.
Os TPC variaram de 966 a 3024 mg GAE/100g de amostra, enquanto o teor de TFC
variou de 102 a 1739 mg CAT/100g de amostra. Os extratos obtidos com 100% de
agua apresentaram os valores mais baixos de TPC e TFC. As maiores concentragbes
foram obtidas nos ensaios 4, 5, 7, 8 e 10, e ndo foram observadas diferencas
significativas na concentragado de compostos fendlicos entre os ensaios 4 e 10 e entre
osensaiosede’.

TABELA 9 — COMPOSICAO QUIMICA DAS FRACOES HIDROFILICAS DO RESIDUO DA

GABIROBA DE ACORDO COM O DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.
Planejamento de mistura

Compostos fenolicos totais Flavonoides totais
Ensaio (% de solvente)
i, (mg GAE/1009) (mg CAT/1009)
Agua Etanol Acetona
1 100 0 0 966,10 + 32,789 102,01 £ 12,19"
2 0 100 0 1853,41 + 36,90¢ 408,71 £ 22,209
3 0 0 100 2034,54 +76,69% 707,79 + 8,41f
4 50 50 0 2567,84 +62,41bc 862,85 + 27,19¢
5 50 0 50 3024,71 + 103,802 1420,57 + 23,12¢
6 0 50 50 1573,86 £ 125,56f 710,69 £ 26,01
7 33,3 33,3 33,4 2529,34 + 59,09¢ 1598,87 + 30,49°
8 66,6 16,7 16,7 2217,29 + 27,05¢ 923,43 + 21,754
9 16,7 66,6 16,7 1952,85 + 55,52¢ 941,75 £ 18,444
10 16,7 16,7 66,6 2749,80 + 126,15°b 1739,40 + 25,862
p-valor (normalidade) 0,929 0,730
p-valor (homoscedasticidade) 0,193 0,381
p-valor (one-way ANOVA) <0,001 <0,001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tuckey
(p<0,05).

O maior valor médio para TPC foi observado na mistura binaria de agua e

acetona (50%; 50%) (ensaio 5). Esse resultado foi 11 vezes maior quando comparado
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ao obtido por Arcari et al. (2020), que utilizaram um planejamento de mistura composto
por metanol, solugdo de acido acético (2%) e acetonitrila para obtencdo de extratos
dos frutos maduros liofilizados de C. xanthocarpa em banho ultrassénico (25 °C; 5
min), e obtiveram um teor de TPC de 275 mg GAE/100g. Também foi 17 vezes
superior ao conteudo obtido por Santos et al. (2012a) (177 mg GAE/100g) para os
extratos das etandlicos de sementes da gabiroba obtidos em Soxhlet (6h) e 23 vezes
superior aos resultados obtidos por Santos et al. (2012b) para extratos da fruta (132
mg GAE/100g). A mistura ternaria composta por agua, etanol e acetona (16,7%;
16,7%; 66,6%) (ensaio 10) apresentou a maior concentracao de TFC. O conteudo foi
26 vezes superior ao avaliado por Santos et al. (2012b) para o extrato obtido da fruta.

Extratos hidroetandlicos das folhas da C. xanthocarpa apresentaram teores de
compostos fendlicos e flavonoides de 3600 mg de GAE/100g e 2300 mg de
quercetina/100g, respectivamente (LEANDRO et al., 2021), valores comparaveis ao
presente trabalho. Por outro lado, Catelan et al., (2019) obteve um valor 16 vezes
maior para TPC (48637 mg GAE/100g) e 21 vezes maior para TFC (36922 mg de
rutina/100g) para extratos etandlicos das folhas obtidos em ultrassom por 30 minutos
em temperatura ambiente. Adicionalmente, os resultados de TPC e TFC obtidos para
os extratos do residuo da gabiroba foram superiores a extratos metandlicos, obtidos
em shaker por 24 horas em temperatura ambiente, de residuos de frutos exoticos
brasileiros, como o achachairu, araga-boi e bacaba (TPC: 20, 41 e 1537 mg
AGE/100g, respectivamente; TFC: 2, 2 e 10 mg/100g, respectivamente) (BARROS et
al., 2017).

O teor de TFC correspondeu de 10 a 63% do conteudo de TPC dos extratos, a
depender da mistura de solvente. Outras classes de compostos fendlicos sao
encontradas na C. xanthocarpa, como por exemplo os acidos fendlicos (ARCARI et
al., 2020; KLAFKE et al., 2016). No entanto, os ensaios que apresentaram maior
conteudo de TPC consistem dos extratos obtidos com mais proporcédo de acetona, e
correspondem aos extratos com maior percentual de flavonoides, sugerindo que o
residuo da gabiroba apresenta principalmente compostos fendlicos da classe dos
flavonoides, uma vez que esses compostos sdo mais soluveis em solventes anfifilicos
(CHEBIL et al., 2007).

Os flavonoides ocorrem na forma de agliconas (forma livre) e glicosideos
(ligados a agucares). A presencga de grupos de agucares diminui a solubilidade em

solventes polares (CHEBIL et al., 2007). A solubilidade dos flavonoides em meio
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aquoso esta principalmente associada a grupos hidroxila, enquanto os radicais metil
e acetil diminuem a polaridade dos flavonoides. Dessa forma, esses compostos
seguem uma ordem de hidrofobicidade agliconas > acetilglicosideos >
malonilglicosideos > (-glicosideos. A presencga de glicose na estrutura quimica dos
acetilglicosideos, malonilglicosideos e B-glicosideos aumenta a solubilidade em agua
dos flavonoides, devido ao aumento nos grupos —OH (HANDA et al., 2016). No
entanto, alguns estudos demonstraram que a ordem de solubilidade dos compostos
flavonoides nao é consistente com a ordem de polaridade dos solventes, pois a ligagéo
de hidrogénio em solucdo desempenha um papel importante nesta diferenca.
Compostos com varios grupos hidroxila podem formar diferentes ligacdes de
hidrogénio em diferentes solventes, logo a alta solubilidade em acetona se deve a
forte capacidade de aceitar ligagbes de hidrogénio desse solvente. Ja o etanol e
metanol possuem forte capacidade de aceitacdo e doagao de ligacao de hidrogénio,
logo podem formar ligagdes entre as moléculas do solvente diminuindo as interagdes
com o composto e consequente sua solubilidade (FAN et al., 2015).

A genistina é uma isoflavona que se apresenta na forma de B-glicosideo e sua
solubilidade em solventes puros seguiu a ordem acetona > tetrahidrofurano > metanol
> etanol > isopropanol > alcool n-butilico > acetonitrila = acetato de etila > ciclohexano
> n-hexano > cloroférmio, apesar da ordem de polaridade desses solventes ser
metanol > etanol > alcool n-butilico > isopropanol > acetonitrila > acetona > acetato
de etila > cloroférmio > tetrahidrofurano > n-hexano > ciclohexano (FAN et al., 2015).
Nan et al. (2014) relataram que a solubilidade do padrao de daidzeina (aglicona) em
seis solventes puros foi acetona > metanol > etanoato de etila > hexano >
triclorometano > agua, semelhante a solubilidade apresentada pela genisteina
(aglicona) invertendo a ordem entre metanol e etanoato de etila. A quercetina
apresentou maior solubilidade em solvente anfifilicos, como a acetona e alcool amilico
e pouca ou nenhuma solubilidade em cloroférmio, agua e acetonitrila (CHEBIL et al.,
2010). Por outro lado, a rutina e a isoquercetina apresentaram maior solubilidade em
alcool amilico, pois a presencga dos grupamentos de agucares diminuiu a solubilidade
dessas moléculas em acetona (CHEBIL et al., 2007).

De maneira geral, fatores externos, como condi¢des climaticas e tipo de solo
afetam consideravelmente caracteristicas intrinsecas como a composi¢ao quimica e
a sintese endogena de polifendis nas plantas. Além disso, o solvente, tempo e

temperatura de extracdo, bem como a espécie e parte da planta em estudo
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influenciam de forma significativa a obtencdo desses compostos (FIDELIS et al.,
2020a), explicando a variagdo no conteudo de compostos fendlicos e flavonoides no
presente estudo em relagao a literatura. A polaridade do solvente é um fator relevante
na extragao de compostos fendlicos de matrizes vegetais, uma vez que influencia na
solubilidade dessas biomoléculas (ARCARI et al., 2020). A mudanc¢a na polaridade
em diferentes solugdes solventes, resultara em maior teor de compostos fendlicos
extraidos da matriz estudada e favorece a solubilizagdo dos compostos no meio de
reacdo, afetando diretamente a capacidade antioxidante (FIDELIS et al., 2020b). A
capacidade antioxidante é uma das propriedades apresentada pelos compostos
fendlicos que podem atuar na eliminagéo de radicais livres, protegéo de antioxidantes
dietéticos (vitamina E e C) e complexagao de ions metélicos, promovendo beneficios
adicionais a saude (ALVES et al., 2013).

Neste estudo, a capacidade antioxidante dos extratos da gabiroba obtidos com
diferentes proporgdes de agua, etanol e acetona foi avaliada pelos métodos de DPPH,
ABTS e FRAP e os valores podem ser encontrados na TABELA 10. Os resultados
demostram que a mistura de solventes (agua;etanol;acetona) foi eficiente para a

extracdo de compostos antioxidantes.

TABELA 10 — CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DAS FRACOES HIDROFILICAS DO RESIDUO DA
GABIROBA DE ACORDO O DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.
Planejamento de mistura

Ensaio (% de solvente) DPPH ABTS FRAP
Agua Etanol Acetona (nmol TE/g) (umol TE/g) (umol TE/g)
1 100 0 0 73,3 +£2,09¢ 103,4 £ 3,06M 85,0 £ 1,39¢B
2 0 100 0 47,6 + 2,18 92,5 + 6,38 33,4 + 1,561
3 0 0 100 62,7 + 0,598 202,8 + 18,67™% 41,3 +£0,87MC
4 50 50 0 147,8 + 1,99¢8 228,2 + 4,68 104,7 £ 0,569¢
5 50 0 50 203,7 + 4,68 273,3 £ 2,763A 112,0 £ 1,95¢C
6 0 50 50 68,2 + 1,0"8 193,0 £ 3,359 47,8 + 1,109¢
7 33,3 33,3 33,4 162,0 £ 2,679 237,5 £ 2,98 121,6 £ 3,26°C
8 66,6 16,7 16,7 167,1 £ 3,24°8 215,3 + 3,907 117,8 £ 1,450C
9 16,7 66,6 16,7 123,06 £ 1,53® 197,65+ 7,439 77,86 + 0,36/
10 16,7 16,7 66,6 175,57 + 0,698 257,44 +7,94°A 120,90 + 6,852°C
p-valor (normalidade) 0,247 0,142 0,09
p-valor (homoscedasticidade) 0,137 0,898 0,566
p-valor (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tuckey
(p<0,05) entre os ensaios. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica significativa
pelo teste de Tuckey (p<0,05) entre os métodos.
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Semelhante ao resultado encontrado na TABELA 9, os extratos obtidos com a
mistura de solventes empregada nos ensaios 4, 5, 7, 8 e 10 apresentaram os melhores
resultados para a capacidade antioxidante. Com excecdo do ensaio 1, todos os
demais extratos apresentaram menor capacidade antioxidante pelo método FRAP e
todos os ensaios apresentaram maior capacidade antioxidante pelo método ABTS,
demonstrando a tendéncia dos compostos na transferéncia de elétrons para captura
do radical ABTS". A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos € atribuida ao
poder redutor do grupo fendlico, que reduz os radicais livres e € influenciada pelo
numero de grupos hidroxila presentes, por suas posicoes e pelas posi¢coes dos locais
de glicosilacdo (SANTOS et al., 2012a).

Os extratos foram capazes de eliminar o radical DPPH®, apresentando valores
para a capacidade antioxidante que variaram de 47 a 203 umol TE/g. O extrato obtido
a partir da mistura binaria de agua e acetona (50%; 50%) (ensaio 5) apresentou a
maior capacidade antioxidante. Dos 10 extratos obtidos do residuo da gabiroba, 8
apresentaram valores de DPPH maiores quando comparados ao encontrado para o
residuo da graviola (63 umol TE/g), e todos apresentaram resultados menores quando
comparados ao residuo do caju (1551 pmol TE/g) (ANDRADE et al., 2022).

O extrato obtido a partir do ensaio 5 apresentou maior capacidade antioxidante
pelo método ABTS, 273 pmol TE/g. Este mesmo extrato apresentou maior teor de
TPC (3024 mg GAE/100g) conforme mostrado na TABELA 9. Os extratos
apresentaram valores que variaram de 92 a 273 ymol TE/g. Extratos hidrometandlicos
(70%) da polpa e residuo liofiizados de C. adamantium obtidos com agitagao
magnética (4 °C; 2h) apresentaram capacidade antioxidante entre 100 e 200 pmol
TE/g pelo método ABTS (ALVES et al., 2013), semelhantes aos valores encontrados
na TABELA 10. Resultados de ABTS obtidos para extratos metandlicos e cetbnicos
de frutos pertencentes a familia Myrtaceae (goiaba-amarela, gabiroba e uvaia) foi até
2 vezes maior na gabiroba (507 ymol TE/g) (PEREIRA et al., 2012). Extratos cetdnicos
dos frutos da gabiroba liofilizados também apresentaram valor de ABTS de 506 umol
TE/g (PEREIRA et al., 2015), 46% maior ao valor encontrado para o ensaio 5.

Quando avaliada pelo método FRAP, a capacidade antioxidante dos extratos
variou de 33 a 121 ymol TE/g. Os maiores resultados pertencem aos extratos obtidos
com mistura ternaria de solventes, com exce¢ao ensaio 9. Os ensaios 7 (agua: 33,3%;
etanol: 33,3%; acetona: 33,4%) e 10 (agua: 16,7%; etanol: 16,7%; acetona: 66,6%)

nao apresentaram diferenca significativa e obtiveram os maiores resultados para o
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método FRAP (121 pmol TE/g). Valores de FRAP 28% superiores ao presente
trabalho foram encontrados para extratos metandlicos do residuo de bacaba (169
pmol TE/g) (BARROS et al., 2017). Extratos dos residuos de caju e graviola avaliados
pelo método FRAP apresentaram resultados de 31 ymol TE/g e 6,7 umol TE/g,
respectivamente (ANDRADE et al., 2022), consideravelmente menores aos resultados
observados para o residuo da gabiroba.

A partir dos resultados apresentados nas TABELAS 9 e 10, foi sugerida uma
relagao entre compostos bioativos e capacidade antioxidante, verificada pelo teste de
correlagéo de Pearson. Os extratos apresentaram correlagdo positiva significativa
(p<0,05) entre TPC e DPPH (rrc = 0,809), ABTS (rrec = 0,837) e FRAP (rrec = 0,592).
O mesmo ocorreu entre TFC e DPPH (rwec = 0,814), ABTS (rwc = 0,871) € FRAP (rrec
= 0,681). Esses dados corroboram com o fato de que as altas capacidades
antioxidantes encontradas nos residuos estao relacionadas aos seus altos teores de
fendlicos totais (BARROS et al., 2017). Por outro lado, a correlagdo observada entre
TPC e TFC com o método FRAP foi considerada baixa. Os métodos de avaliagao da
capacidade antioxidante diferem pelo seu mecanismo de agao cuja os principais s&o
transferéncia de elétrons e transferéncia de atomo de hidrogénio. O mecanismo que
ira prevalecer dependera da estrutura do antioxidante, de suas propriedades,
solubilidade, coeficiente de particao, sistemas de solventes, ainda da energia de
dissociagdo da ligagdo e da energia de ionizagdo. Por isso é importante avaliar
diferentes métodos. O método FRAP consiste na reducéo do Fe®* para Fe2* por meio
da transferéncia de elétron do antioxidante (MUNTEANU; APETREI, 2021). Como foi
observado na TABELA 10 os valores de FRAP foram menores quando comparados
ao ABTS e DPPH, logo o mecanismo preferencial pelo qual os compostos fendlicos
do residuo da gabiroba atuam com antioxidantes nao consiste na capacidade de
reducdo do Fe®*, mas sim na transferéncia de hidrogénio para o radical DPPH e
elétrons para a captura do radical ABTS*, o que explica a menor correlacédo observada
entre o método FRAP e TPC e TFC.

4.5. METODOLOGIA SUPERFICIE RESPOSTA E PROCESSO DE OTIMIZACAO

O delineamento simplex-centroide aumentado (n = 10 condigdes), foi usado
como um método de triagem para obter a proporgédo 6tima de solventes, para o qual

se atingisse o maior rendimento de compostos fendlicos e o maior potencial
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antioxidante. Para alcancgar este objetivo, a metodologia de superficie resposta foi
empregada para avaliar os efeitos dos solventes no teor de TPC, TFC e capacidade
antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP). A TABELA 11 traz os modelos matematicos que
explicam os efeitos da agua, etanol e acetona nos parametros analisados. Todos os
solventes tiveram efeitos significativos na extragdo de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante. As equacgdes propostas foram satisfatérias (p<0,05) e os
valores de R? e R? ajustado foram superiores a 97%, indicando que a variabilidade
dos dados experimentais pode ser explicada pelos modelos matematicos.
Adicionalmente, os residuos seguiram distribuicdo normal (p>0,05; exceto DPPH)
mostrando que os modelos descreveram adequadamente a composigao fendlica e
capacidade antioxidante.

Para as misturas binarias a interagdo entre agua e etanol e agua e acetona
aumentou significativamente (p<0,05) todos os parametros analisados (TPC, TFC,
DPPH, ABTS e FRAP). A mistura etanol e acetona apresentou um efeito antagénico
para TPC, e de acordo com os coeficientes de regressdo, nao contribuiram
significativamente com os demais parametros em relagéo aos efeitos dos solventes
isolados. As misturas ternarias aumentaram principalmente TFC e FRAP. Esses
resultados indicam que a mistura de solventes com diferentes polaridades favorece a
extragao de compostos fendlicos e consequentemente a capacidade antioxidante dos
extratos. A acetona é o solvente menos polar em comparag¢ao ao etanol e a agua o
que significa que sdo mais eficientes na degradagao da parede celular que possuem
carater apolar que permite a liberagdo diversos polifendis. O uso de agua em
combinagdo com outros solventes organicos contribui para criagdo de um sistema
capaz de extrair compostos fendlicos com ampla faixa de polaridade (ARCARI et al.,
2020; UMA; HO; AIDA, 2010).
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TABELA 11 — COEFICIENTES DE REGRESSAO OBTIDOS PELA METODOLOGIA DE SUPERFICIE
DE RESPOSTA (MSR) PARA AVALIAR OS EFEITOS DA COMBINACAO DE SOLVENTES NA
EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DDO

RESIDUO DA GABIROBA.

Componentes do Coeficientes Erro t -95% de +95% de
= = -valor p-valor . .
modelo de regressdao __ padréao confiangca  confianga
Compostos fendlicos totais - TPC
(A)Agua 964 39 24,70 <0,001 884 1044
(B)Etanol 1851 39 47,44 <0,001 1772 1931
(C)Acetona 2032 39 52,09 <0,001 1953 2112
AB 4623 191 2417 <0,001 4234 5014
AC 6088 191 31,83 <0,001 5699 6479
BC -1489 191 -7,78 <0,001 - 1879 - 1099
ABC -3550 1254 -2,83 0,008 - 6108 - 992
AB(A-B) 3965 636 6,23 <0,001 2668 5263
AC(A-C) - 6566 636 -10,32 <0,001 - 7864 - 5269
R? 0,9859
R2 ajustado 0,9823
p-valor (nor’malldade 0.190
dos residuos)
Flavonoides totais - TFC
(A)Agua 102 11 9,23 <0,001 80 125
(B)Etanol 409 11 36,98 <0,001 386 431
(C)Acetona 708 11 64,03 <0,001 685 730
AB 2430 54 44,84 <0,001 2320 2541
AC 4063 54 74,96 <0,001 3952 4174
BC 610 54 11,26 <0,001 500 721
ABC 10881 355 30,62 <0,001 10156 11605
AB(A-B) 2158 180 11,98 <0,001 1791 2526
AC(A-C) - 7073 180 - 39,26 <0,001 - 7441 - 6706
R2 0,9984
R2 ajustado 0,998
p-v?jlor (nor’malldade 0,318
0s residuos)
Captura do radical DPPH
(A)Agua 75 4 18,17 <0,001 66 84
(B)Etanol 47 4 11,61 <0,001 39 55
(C)Acetona 65 4 15,61 <0,001 56 73
AB 364 19 19,42 <0,001 326 402
AC 563 19 30,17 <0,001 525 601
BC 67 19 3,57 0,001 29 105
AC(A-C) - 347 59 - 5,88 <0,001 - 468 - 227
R2 0,9794
R2 ajustado 0,9756
p-valor (normalldade 0,038
dos residuos)
Captura do radical ABTS
(A)Agua 104 2 50,27 <0,001 100 108
(B)Etanol 93 2 46,28 <0,001 89 97
(C)Acetona 203 2 98,40 <0,001 199 207
AB 523 10 51,39 <0,001 503 544
AC 482 10 47,51 <0,001 461 503
BC 184 10 18,05 <0,001 163 205
ABC - 640 67 -9,58 <0,001 =777 - 504
AC(A-C) - 192 29 - 6,55 <0,001 - 252 - 133
R? 0,9957
R2 ajustado 0,9947
p-valor (normalidade 0,530

dos residuos)

(Continua)
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Potencial antioxidante de reduc¢ao do ferro (FRAP) (Continuagéo)
(A)Agua 86 2 53,26 <0,001 82 89
(B)Etanol 34 2 21,14 <0,001 31 37
(C)Acetona 42 2 26,07 <0,001 39 45
AB 184 8 23,37 <0,001 168 200
AC 198 8 25,09 <0,001 182 214
BC 44 8 5,56 <0,001 28 60
ABC 690 52 13,36 <0,001 585 795
AB(A-B) 234 26 9,01 <0,001 183 289
AC(A-C) - 447 26 - 17,06 <0,001 - 500 - 393
R2 0,9926
R2 ajustado 0,9907

p-valor (normalidade

dos residuos) 0,557

Os efeitos dos solventes isolados, misturas binarias e ternarias em relagao aos
parametros de analises sdo mostradas na FIGURA 10, graficos de superficie resposta
gerados de acordo com as equacgdes de regressao linear multipla. Os graficos de
contorno foram gerados de acordo com as equagdes matematicas para prever as
interacdes entre os solventes e seu efeito nas variaveis resposta (TPC, TFC, DPPH,
ABTS e FRAP). A interagao cubica entre os solventes mostrou influéncia significativa
em relacao aos efeitos isolados, em todos os parametros, no entanto, os efeitos das
misturas binarias foram mais significativos. A interagdo entre agua e acetona
apresentou efeito sinérgico, seguida da interagdo agua e etanol. Por outro lado, a
interacdo etanol e acetona foi menos significativa nos resultados. Isso pode ser
atribuido a solubilidade desses compostos em um determinado solvente. A agua é
capaz de extrair compostos fendlicos mais polares, enquanto a acetona extrai
compostos fendlicos menos polares, resultado da sua menor polaridade (HACKE et
al., 2016).

FIGURA 10 — EFEITOS DO TIPO DE SOLVENTE SOBRE O TEOR DE TPC (A), TFC (B), DPPH (C),
ABTS (D) E FRAP (E) DE EXTRATOS DO RESIDUO DA GABIROBA REPRESENTADOS POR
GRAFICO DE CONTORNO.
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Os dados obtidos a partir da MSR e regressao linear multipla permitiram
encontrar as melhores condi¢cbes de extragdo por meio da otimizagado simultanea
baseada na funcao de desejabilidade (FIGURA 11). Esse procedimento sugeriu um
sistema de solvente composto por 30,4% de agua, 8,3% de etanol e 61,3% de acetona
para maximizar TPC, TFC, DPPH, ABTS e FRAP. O modelo estatistico apresentou
um valor-d equivalente a 1, indicando que 100% da desejabilidade foi satisfeita. Essa
nova mistura de solventes foi adotada para obtencéo do extrato otimizado do residuo
da gabiroba utilizando os mesmos protocolos empregados para os 10 ensaios
anteriores. Uma validacdo experimental foi realizada com a proporcao de solventes
sugerida pela fungéo de desejabilidade para testar os modelos gerados pelo MSR. Os
resultados previstos e observados sdo apresentados na TABELA 12. Os dados
experimentais permaneceram no intervalo de confianca de + 95% proposto pelos
modelos de regressao. Logo, os modelos foram considerados preditivos e podem ser

utilizados para prever o conteudo aproximado de compostos fendlicos e capacidade
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antioxidante de extratos de residuo de gabiroba obtidos com diferentes propor¢des de

agua, etanol e acetona.

FIGURA 11 — PERFIL DE DESEJABILIDADE DA OTIMIZAGAO SIMULTANEA DO EXTRATO DO
RESIDUO DA GABIROBA (C. xanthocarpa) COM BASE NO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS, FLAVONOIDES TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH, ABTS E FRAP).

Profiles for Predicted Values and Desirability

Agus Etanal Acetons Desirability
D000 remrrrrmETTT——————— e
32123 e [ . Mazaz
[ 5 ]
[ = Jaoees ¥
tl 4 Lt
e - {22542
0.0007 L
25004 -
ek [ M43
H S e- lazam £
ha 4 Lt
L L= {a78sr
-500.0 hu -
30000 rrermrrrrmETTT————— e -
20,583 L ': 0648 T
L L S 4 =
[ Lo J1z2583 &
3. {45172
0.0007 lu -
35000 rrermrrrrmeTTT T — - -
27ET2 E Marszs
5 [
= REALER
i i .- lazne =
00000 Lt s v i v s i i i i g
18 100 provremrmrmmm————————e—e—s—rs 5
13588 i . M1zaes
- 5 - Jq [11
. . {773s
D 1 [
I | 1 132135
00000 i s o i s i i g i
1.0000 [ i
i =
| [
1 -
1 kO
H [&}
30387

5128

TABELA 12 — VALORES PREDITOS E EXPERIMENTAIS PARA A MISTURA DE 30,4% AGUA, 8,3%
ETANOL E 61,3 % ACETONA.

Variaveis resposta Valor médio -95% +95% Valor
P predito Predicdo  Predicdo experimental
Compostos fendlicos totais 3212 3033 3392 3192 + 169
(mg AGE/100g)
Flavonoides totais 1936 1885 1987 1958 + 154
(mg CAT/100g)
DPPH (umol TE/g) 204 185 223 209 +1,2
ABTS (umol TE/g) 277 268 287 281 +8,5
FRAP (umol TE/g) 136 129 143 137 +4,4

O conjunto de dados apresentados mostra que a metodologia de superficie
resposta foi satisfatéria na modelagem de extracdo de compostos fendlicos e

capacidade antioxidante dos extratos do residuo da gabiroba utilizando agua, etanol
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e acetona. Portanto, as equagdes de regressao linear multiplas geradas podem ser
utilizadas para prever as variaveis resposta aqui estudas, quando o sistema de

solventes utilizados for empregado.

4.6. EXTRATO OTIMIZADO DO RESIDUO DA GABIROBA

4.6.1. Identificagao e quantificagédo de compostos fendlicos

A quantificacdo de compostos bioativos por CLAE-DAD forneceu um perfil
unico de compostos fendlicos no EORG. Dentre os padrées empregados na analise,
foram identificados, acido galico e quercetina, pertencentes as classes dos acidos
fendlicos e flavonoides, respectivamente. Suas concentragbes sdo apresentadas na
TABELA 13. Esses compostos sao minoritarios do EORG e somados correspondem
a 11% do teor total de compostos fendlicos (31,92 mg.g-'). O cromatograma (FIGURA
12) apresentou um total de 11 picos e os demais picos observados na analise ainda
sdo desconhecidos e suas identidades requerem um estudo mais aprofundado. A

catequina, epicatequina e acido clorogénico, ndo foram identificados no EORG.

TABELA 13 — COMPOSTOS FENOLICOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO OTIMIZADO DO
RESIDUO DA GABIROBA (Campomanesia xanthocarpa).
Extrato otimizado do residuo
da gabiroba (ug/mL)

Composto

Acidos fendlicos

Acido gélico 29,75+ 1,34
Flavonoides
Quercetina 334,05 + 49,25

A obtencdo de compostos fendlicos de materiais vegetais é influenciada pela
solubilidade desses compostos no solvente utilizado no processo de extracdo e a
polaridade do solvente desempenha um papel fundamental no aumento da
solubilidade (HAMINIUK et al., 2014). Os flavonoides sao menos soluveis em agua
que os acidos fendlicos devido sua hidrofobicidade (DONG et al., 2023), portanto a
mistura de solventes contendo acetona pode ter favorecido a obtencdo desses
compostos. Flavonoides polares, como agliconas mais polares ou flavonoides
glicosilados, tém afinidade por solventes como alcoois aquosos e puros, enquanto
suas contrapartes nao polares, como isoflavonas, flavanonas, flavonas e flavonais,

tém afinidade por solventes como acetona, cloroférmio, diclorometano, éter dietilico e
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acetato de etila (FERREIRA; PINHO, 2012; LUNA; RAMIREZ-GARZA; SALDIVAR,
2020).

FIGURA 12 - CROMATOGRAMA CLAE-DAD DOS COMPOSTOS PRESENTES NO EXTRATO
OTIMIZADO DO RESIDUO DA GABIROBA.

3 21.06.22-06.07.22 fendlicos UFPR #107 [manually integrated] EG 100mg.mL b. UV_VIS 2 WVL:280 nm

11+ Acido Gélico - 7,040

A presenca do acido galico e quercetina ja foi documentada em extratos
aquosos das folhas de C. xanthocarpa (KLAFKE et al., 2016; PASTORI et al., 2013;
SOUSA et al.,, 2019). Nesses extratos foram encontrados maior teor de acidos
fendlicos como acido rosmarinico, acido elagico, acido cafeico, acido clorogénico,
além de rutina e kaempferol (KLAFKE et al., 2016; PASTORI et al., 2013; SOUSA et
al.,, 2019), enquanto um estudo com frutos maduros e imaturos de gabiroba
apresentou mais flavonoides, como a catequina (ARCARI et al., 2020). Compostos
como a quercetina, acido galico e kaempferol sdo encontrados em maior concentragao
nas frutas maduras (ARCARI et al., 2020).

No que diz respeito aos acidos fendlicos e flavonoides, estudos mostraram o
efeito da quercetina na prevencéao e tratamento de doencgas cardiovasculares, cancer
e insuficiéncia renal e hepatica. Essas ac¢des podem estar ligadas a capacidade de
manutencao da integridade vascular devido ao sequestro de radicais livres e a inibicao
da atividade da peroxidagao lipidica, da lipoxigenase, da ciclooxigenase e da
fosfolipase. Além da agao antioxidante, o acido galico também tem atividades de
sensibilizagao a insulina, reduz a hiperglicemia por varios mecanismos e tem um efeito
cardioprotetor (SANT'ANNA et al., 2017).

De acordo com Sousa et al., (2019), os compostos fendlicos identificados nos

extratos aquosos, principalmente acido elagico e rosmarinico, podem ter influenciado
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a resposta antioxidante ao radical DPPH, efeitos protetores contra o dano oxidativo
do DNA nas células sanguineas e reducédo dos niveis de peroxidagao lipidica e
aumento da superoxido dismutase. Individuos hipercolesterolémicos que
suplementaram as folhas da gabiroba encapsulada apresentaram redug¢ao nos niveis
do colesterol total e colesterol LDL, além de reduzir o estresse oxidativo e processos
inflamatoérios nos individuos (VIECILI et al., 2014). Outros estudos demonstraram o
potencial de extratos aquosos das folhas da gabiroba em reduzir a glicemia e o ganho
de peso em ratos (BIAVATTI et al., 2004). Esses estudos demonstram a importancia
da obtengdo dessas biomoléculas e estimulam mais pesquisas acerca das

propriedades que justificam o uso da C. xanthocarpa na medicina popular.

4.6.2. Atividade antimicrobiana

As populagdes indigenas e rurais utilizam folhas e frutos da gabirobeira para
tratar feridas, sintomas associados a gripe, febre, diarreias e problemas do trato
urinario (MOURA-COSTA et al.,, 2012; RAPHAELLI et al., 2021), problemas
frequentemente relacionados a infecgdes fungicas e bacterianas. A capacidade de um
extrato vegetal em inibir o crescimento de microrganismos patdégenos, confere a ele
propriedade antimicrobiana e diversos beneficios a saude.

O potencial antimicrobiano do extrato otimizado do residuo da gabiroba foi
testado contra 5 microrganismos (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Salmonella enterica e Candida albicans), obtendo-se um resultado
positivo para 3 (TABELA 14). O antibidtico (ciprofloxacino) utilizado como controle
positivo foi efetivo na inibigdo de todas as bactérias testadas, assim como o antifungico
padrao (nistatina) foi efetivo contra a C. albicans. Pelo método de difusdo em agar
observou-se maior suscetibilidade das bactérias Gram-positivas (S. aureus e B.
cereus) e C. albicans ao EORG. A concentragdo de 0,243 mg.mL-! de extrato foi
suficiente para inibir e eliminar B. cereus pelo método de microdiluicdo. A C. albicans
também apresentou o mesmo valor para a MIC e MBC (0,976 mg.mL™"). O S. aureus
foi menos sensivel aos agentes bacterianos presentes no extrato, necessitando de
maior concentragao para que houvesse inibigdo do seu crescimento (MBC: 3,9 mg.mL"
. MIC: 1,95 mg.mL").
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TABELA 14 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO OTIMIZADO DO RESI'DUO~ DA
GABIROBA AVALIADA PELO METODO DE DIFUSAO EM AGAR E DE MICRODILUICAQ.

Controle positivo EORG
. . Halo de Halo de MIC
Microrganismos testados MIC MBC
inibicao inibicao (mg.mL-
(Mg.L") (mg.mL")
(mm) (mm) ")
Gram- S. aureus? 20+0,6 250 14,1+£0,9 1,950 3,900
positiva B. cereus® 20,9+0,93 125 10,5+ 0,9 0,243 0,243
Gram- E. coli° 32,6 £ 0,99 <32 ND ND ND
negativa S. enterica? 29,2+0,75 32 ND ND ND
Levedura C. albicans® 15,5+£0,5 1000 11,5+0,2 0,976 0,976

ND, nao detectado; MIC, concentragao inibitéria minima; MBC, concentragao bactericida minima;
aStaphylococcus aureus, Bacillus cereus, °Escherichia coli, ‘Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium, ¢Candida albicans.

Estudos anteriores indicaram a agao antimicrobiana de extratos de diferentes
espécies de Campomanesia contra esses microrganismos. Achados semelhantes
foram encontrados por Moura-Costa et al. (2012), investigando a atividade
antimicrobiana de extratos etanodlicos (50 e 70%) e aquosos de folhas de C.
eugenioides que também apresentaram atividade contra S. aureus e C. albicans (MIC:
0,24 — 250 ug.mL™"). Extratos hexanicos dos frutos de C. adamantium e C. pubescens
apresentaram efeito inibitorio para S. aureus, C. albicans e E.coli, dentre outros, em
concentragdes que variaram de 5 a 20 ug.mL"' (CARDOSO et al., 2010).

Somente os testes de controle positivo com ciprofloxacino apresentaram
atividade contra as bactérias Gram-negativas E. coli e S. enterica. Um resultado
semelhante foi observado para extratos de semente da gabiroba obtidos com fluidos
supercriticos que também n&o apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli,
mas inibiram o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, outra bactéria Gram-
negativa resistente, em concentragdes que variaram de 5 a 40 mg.mL"' (CAPELETTO
et al., 2016). As bactérias Gram-negativas, E. coli, P. aeruginosa e S. typhimuruim,
foram completamente resistentes aos extratos dos frutos da gabiroba obtidos com CO2
supercritico (CZAIKOSKI et al., 2015). Por outro lado, Etgeton et al. (2023)
observaram um nivel de inibicdo da E. coli frente a extratos etandlicos (80%) da polpa
de gabiroba liofilizada comparaveis ao controle positivo (1,9 ug.mL-"), além do efeito
inibitério contra P. aeruginosa. E possivel que a maior resisténcia das bactérias Gram-
negativas encontrada para EORG esteja relacionada a sua sofisticada barreira de

permeabilidade em comparagao com a membrana celular mais simples das bactérias
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Gram-positivas. Essa barreira adicional é permeavel aos nutrientes, ao mesmo tempo
que restringe 0 acesso da maioria das moléculas (BACH et al., 2019). Essa barreira é
um dos grandes problemas enfrentados pela industria farmacéutica no
desenvolvimento de farmacos que sejam igualmente efetivos contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (OLIVEIRA et al., 2016).

A atividade antimicrobiana, dentre outras propriedades, foi atribuida a presenca
de substancias como flavonoides e acidos fendlicos, frequentemente identificados nas
fragdes de C. xanthocarpa (SILVA; KEMPKA, 2023). A literatura relata que a atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais pode estar relacionada as condi¢gdes de cultivo
das plantas, uma vez que os componentes ativos, geralmente substancias fendlicas,
sdo sintetizados em resposta ao estresse, como ataque de microrganismos
(OLIVEIRA et al., 2016). Estudos anteriores indicaram que certos acidos fendlicos,
como os acidos galico, cafeico e ferulico, exibiram atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativa (ETGETON et al., 2023). Bach et al. (2019)
relataram propriedades antimicrobianas de extratos de diversas espécies de
cogumelos e observaram que aqueles que ndo apresentaram atividade antimicrobiana
contra as bactérias Gram-positivas também nao continham acido galico, cafeico e a
quercetina em sua composigcao quimica. Os compostos fendlicos identificados ou nao
no EORG podem expressar essa propriedade agindo sinergicamente por meio de sua
atividade antioxidante, reduzindo a incidéncia da proliferagdo de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (PRESTES et al., 2022). Acredita-se que o0 mecanismo
de agao da atividade antibacteriana da quercetina seja devido a inibicao de proteinas
sintases transportadoras que estdo envolvidas na sintese bacteriana de acidos graxos
(AZEEM et al., 2023), enquanto o acido galico produz alteragbes nas propriedades de
permeabilidade da membrana bacteriana, por meio de ligagbes de hidrogénio,
causando sua ruptura ou formacdo de poros com consequente vazamento da

conteudo intracelular ou coagulagéo do seu conteudo (BACH et al., 2019).

4.6.3. Atividade inibitoria da enzima a-amilase

A inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase foi avaliada para verificar o
potencial antiglicémico do EORG. A inibigdo das enzimas apresentou um
comportamento dependente da dose proporcional, quanto maior a concentracao
testada, maior a capacidade de inibicdo (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — INIBICAO DA ENZIMA a-AMILASE E a-GLICOSIDASE FRENTE AO EXTRATO
OTIMIZADO DO RESIDUO DA GABIROBA.

I 100 mg mL" 5 mo.mL”
100 A I 60 mg.mL” A B 2.5 mg.mL”
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As enzimas foram submetidas a tratamentos com concentragdes crescentes do EORG: 5a 100 mg.mL-
1 para inibicdo da a-amilase e 0,5 a 5 mg.mL-" para inibigcdo de a-glicosidase. Valores expressos como
média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes. As curvas de inibigdo foram
plotadas usando o software OriginPro 8.5.

Para a enzima a-amilase, na concentragdo de 5 mg.mL-" a inibig&o foi de 6%,
aumentando para 15% e em seguida para 36% de acordo com a concentragdo. O
aumento na concentragdo de 60 para 100 mg.mL"' resultou em um aumento no
percentual de inibicdo de 40 para 91%. Em termos de inibicdo da a-glicosidase, a
concentragdo de 5 mg.mL™" foi suficiente para inibir 93% da atividade enzimatica,
frente aos 6% de inibicdo da a-amilase nesta mesma concentragdo. Na menor
concentragdo testada (0,5 mg.mL"), houve ainda 20% de inibigdo da enzima a-
glicosidase.

Concentragdes muito maiores do EORG foram necessarias para obter
resultados proximos a esses na inibigdo da a-amilase (15% de inibigdo: 15 mg.mL";
91% de inibigdo: 100 mg.mL-"). Esses resultados mostram que a enzima a-glicosidase
foi mais suscetivel ao EORG uma vez que concentragdes menores do extrato
apresentaram maiores percentuais de inibigdo — informacgao confirmada pelos valores
de ICs0 que foram 46,6 pug.mL"' de reagdo e 1471,5 ug.mL"' de reagdo para a-

glicosidase e a-amilase, respectivamente. Um resultado contrario foi observado por
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Etgeton et al., (2023) para os extratos de frutos da gabiroba liofilizado que apresentou
maior potencial de inibigdo para a enzima a-amilase. Os autores observaram que 0s
extratos atingiram 100% de inibigdo da a-amilase na concentragéo de 38 ug.mL™" com
ICs0 de 15,9 ug.mL', enquanto resultados inferiores a 15% de inibicdo da a-
glicosidase foram obtidos em concentragdes ainda maiores (57-111 pg.mL™")
(ETGETON et al., 2023).

Os resultados de potencial antidiabético do EORG podem estar relacionados a
presenca do acido galico, quercetina e outros compostos que constituem o extrato.
Os flavonoides sao um grupo tipico de compostos bioativos naturais extraidos com
atividade hipoglicemiante. Alguns estudos in vitro forneceram evidéncias de que
flavonoides derivados de plantas podem inibir a atividade da a-amilase, principalmente
devido aos seus efeitos na estrutura e estabilidade das enzimas (SHEN et al., 2022).
Tian et al., (2021) avaliaram o potencial inibitério de compostos flavonoides isolados
de extratos de framboesa e obtiveram um ICs0 de 14 e 10 ymol/L para a a-amilase e
a-glicosidase, respectivamente, quando o composto testado foi a quercetina,
enquanto a acarbose, farmaco utilizado para reduzir a glicemia, apresentou ICso
inferior a 2 ymol/L. Neste mesmo estudo, os autores verificaram que os flavonoides
com maior atividade inibitéria da enzima apresentaram forte ligacdo com os sitios
ativos das enzimas e mostraram efeitos hipoglicémicos quando administrados em
camundongos com altas doses de glicose.

O EORG pode ser empregado para regular a absorg¢ao de carboidratos, sendo
utilizado terapeuticamente no tratamento oral de diabetes tipo 2. A atividade das
enzimas a-amilase e a-glicosidase no intestino delgado se correlaciona com um
aumento nos niveis de glicose pds-prandial, cujo controle é, portanto, um aspecto
importante no tratamento do diabetes tipo 2 (KAJARIA et al., 2013). Os inibidores
dessas enzimas retardam a digestao de carboidratos causando uma redugao na taxa
de absorgdo de glicose e diminuindo os niveis de glicose sérica pos-prandial
(CHIGURUPATI et al., 2021).

O potencial antiglicémico da C. xanthocarpa ja foi demostrado na literatura,
principalmente com estudos in vivo. Um trabalho com ratos diabéticos mostrou que o
tratamento com decocgéo de folhas (20 g/L) por 3 semanas diminuiu os niveis de
glicose no sangue, inibiu a degradacao do glicogénio hepatico e preveniu alteragdes
histopatolégicas no pancreas e rim. Ao final do tratamento, os ratos diabéticos que

receberam o cha apresentaram redugédo de 26% na glicemia em relagdo ao grupo
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diabético nado tratado (VINAGRE et al., 2010). Esses resultados foram consistentes
com a descrigao de Biavatti et al., (2004), que relataram reducao de 15% no nivel de
glicose plasmatica de ratos obesos (induzidos com dieta hipercalérica) tratados com
extrato aquoso das folhas. O extrato das sementes de C. xanthocarpa foi capaz de
reduzir os niveis de glicose sanguinea e aumentar o conteudo de glicogénio hepatico
e muscular em ratos, bem como inibir a atividade da maltase e sacarase, sendo
considerado eficaz no tratamento do diabetes (REGGINATO et al., 2021).

Extratos de subprodutos do amendoim e da uva testados em concentracdes de
10 mg/mL, apresentaram inibicdo da a-amilase superior a 70% e os autores
relacionaram esse resultado com o conteudo de compostos fendlicos (FERNANDES
et al., 2020). Uma correlagéo positiva também foi encontrada entre a inibicdo da a-
amilase e compostos fendlicos de extratos de subprodutos da vinificagdo. Os
principais compostos identificados foram acido galico, catequina e isorhamnetina
(CAMARGO et al., 2016).

Fitocompostos originados de diversas plantas medicinais, por exemplo,
flavonoides, fendis, alcaloides, saponinas, taninos, terpenoides, glicolipidios,
glicosideos e carotenoides, sao conhecidos por possuir atividade antidiabética
produtiva (CHIGURUPATI et al., 2021). O perfil pronunciado na inibicdo da enzimas
a-amilase e a-glicosidase por parte de extratos de C. xanthocarpa, demonstrado no
presente trabalho e na literatura, € um indicativo do potencial dessa espécie para o

tratamento de diabetes tipo 2.

4.6.4. Citotoxicidade in vitro

A avaliacao da toxicidade € um parametro importante a ser medido em estudos
de plantas com perspectiva de utilizacdo na industria farmacéutica. O efeito citotoxico
do EORG foi avaliado em linhagens de células HEK293 (fibroblasto humano) e H460
(cancer de pulmao) e apresentou toxicidade dependente da concentragao e do tempo
de exposicédo (FIGURA 14).
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FIGURA 14 — CURVAS DE VIABILIDADE 1G50 E PERFIL CITOTOXICO DO EXTRATO OTIMIZADO
DO RESIDUO DA GABIROBA. (A) LINHAGEM DE FIBROBLASTO HUMANO (HEK293 WT), (B)
LINHAGEM DE CANCER DE PULMAO (H460 WT).
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Células HEK293 tipo selvagem (A) e H460 tipo selvagem (B) foram submetidas a tratamentos de médio
e longo prazo (24 e 72 horas, respectivamente) com concentragdes crescentes dos compostos (3,125
- 1600 pg.mL"). Dados expressos como média + desvio padrdo de, pelo menos, trés experimentos
independentes. As curvas de viabilidade foram ajustadas utilizando o software GraphPad Prism 6.

A resposta do EORG foi mais citotoxica para a linhagem de células saudaveis
HEK293, quando comparada as células tumorais de pulm&o. Segundo Moura et al.
(2021) uma amostra é considerada citotoxica quando a viabilidade celular é inferior a
70%. Para as células H460, a viabilidade foi superior a 70% até 400 ug.mL"", apds 24
horas de exposicdo. Essa concentragdo caiu pela metade quando se avaliou a
linhagem HEK293, para a qual a porcentagem de células metabolicamente ativas foi
aproximadamente 70% até 200 ug.mL'. No tratamento a longo prazo (72h)
concentragdes acima de 50 ug.mL-" foram suficientes para reduzir a viabilidade para
valores inferiores a 70%, indicando maior suscetibilidade de ambas linhagens
celulares ao periodo mais longo de exposigao.

O tratamento a longo prazo foi mais eficiente contra as células HEK293 (IGso =
72,5 ug.mL"). Para as células H460, o IGso apds 72 horas de exposic¢ao foi de 108,3
pug.mL', um aumento de 50% quando comparado aos fibroblastos. Um resultado
semelhante com o tratamento a médio prazo (24h) foi observado, o qual apesar de
ser menos téxico, apresentou IGso de 440,2 ug.mL™" para as células H460, 2,4 vezes
maior ao 1Gso das células HEK293 (183,2 ug.mL™").

Neste estudo, as células H460 apresentaram maior resisténcia ao EORG. O
cancer de pulmé&o é um cancer altamente invasivo, de metastase rapida e prevalente

em homens e mulheres. No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer, as
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maiores taxas de incidéncia de cancer de pulmao até 2025, sera no Sul do Pais. A
estimativa € de que o estado do Parana apresente 12,80 casos por 100 mil habitantes.
Além disso, o cancer de pulméo sera o quinto tumor maligno (4,6%) mais incidente no
Brasil, perdendo apenas para o cancer de pele ndo melanoma (31,3%), cancer de
mama feminina (10,5%), prostata (10,2%) e célon e reto (6,5%) (INCA, 2022).

Se tratando do principal problema de saude publica no mundo, figurando como
uma das principais causas de morte, pesquisas dedicadas ao tratamento do cancer e
descoberta de novos medicamentos sao essenciais. Compostos como polifenois,
terpenoides e alcaloides relatados em extratos de plantas demonstram propriedades
antiproliferativas e anticancerigenas. Esses extratos vegetais sdo amplamente
empregados em diversos setores, portanto, a avaliagcdo da citotoxicidade é
fundamental para a determinacédo de concentracdes nao citotdxicas nas quais podem
ser usados com seguranca (SOWA et al., 2020). Entre as diversas categorias de
tratamento do cancer, a terapia alvo/direcionada e a fitoterapia tem se desenvolvido
como uma estratégia importante, considerando que grande parte da populagado
depende de plantas medicinais para conservar a sua saude e que até 60% dos
farmacos utilizados na terapia anticancer sado derivados de produtos naturais
(ABDALLA et al., 2022; SHAKERI et al., 2020). No entanto, uma caracteristica
importante no desenvolvimento de novos tratamentos anticancer € a toxicidade
seletiva, uma vez que os efeitos adversos observados com medicamentos
convencionais resultam da toxicidade para células saudaveis (SAIBU et al., 2015).

O EORG nao apresentou seletividade pelas células tumorais de pulmao. A
seguranca toxicolégica do extrato esta presente em concentragdes mais baixas, que
nao foram eficientes em reduzir a viabilidade das células tumorais. Esse é o primeiro
estudo que reporta a proliferacdo de células humanas normais e cancerigenas
tratadas com extrato do residuo da gabiroba. Os trabalhos disponiveis na literatura
que avaliaram o efeito citotoxico de outras partes de C. xanthocarpa observaram
efeitos contrarios aos observados para o EORG. Vale ressaltar que os resultados
apresentados estao relacionados ao extrato bruto, sem purificagdo, que corresponde
a uma mistura complexa de compostos quimicos, sendo necessario mais estudos para
determinar a toxicidade de extratos do residuo da gabiroba avaliando outras linhagens

celulares.
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4.7. CONCLUSAO

A mistura dos solventes agua, etanol e acetona foi significativa na obtencao de
extratos do residuo da gabiroba. A metodologia de superficie resposta foi eficaz na
avaliagdo dos efeitos dos solventes sobre a composicdo quimica e capacidade
antioxidante, fornecendo modelos satisfatérios e preditivos. O sistema de solventes
proposto para otimizagao do processo foi constituido de 60,3% de acetona, 30,4% de
agua e 8,3% de etanol que permitiu maximizar a extragao de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante. O extrato otimizado do residuo da gabiroba apresentou
elevado teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante dentro dos intervalos
previstos pelo modelo.

A composicao fendlica do EORG foi avaliada por CLAE-DAD e o acido galico e
quercetina foram identificados e quantificados por essa técnica. O EORG possui
potencial antioxidante, antimicrobiano e antiglicémico, mas ndo apresentou potencial
para terapia anticancer. A atividade antiglicémica foi constatada pela inibigao de mais
de 90% da atividade das enzimas a-amilase e a-glicosidase. O EORG foi efetivo
contra as bactérias S. aureus e B. cereus e a levedura C. albicans.

Considerando a relativa seguranga toxicolégica dos EORG e dos compostos
individuais identificados, os resultados podem ser utilizados em trabalhos futuros para
isolamento dos constituintes quimicos que estdo associados ao potencial funcional
dos extratos, sendo necessario mais estudos para aplicagdo do extrato bruto em
modelos alimentares e farmacéuticos. Além disso, este trabalho contribui para dar
destaque a gabiroba, seu residuo e aos produtos obtidos de ambos, valorizando a
especie, incentivando seu uso comercial e industrial e movimentando a economia de

cooperativas no interior do estado do Parana.
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Segdo Il — Oleo do residuo da gabiroba (Campomanesia xanthocarpa):

caracterizagao e propriedades biolégicas

4.8. RENDIMENTO DE EXTRAGCAO E PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS
FRACOES LIPIDICAS

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos obtidos do residuo da gabiroba (ORG)
utilizando Soxhlet com hexano (SE-H) e éter de petroleo (SE-EP) e a extragao
assistida por ultrassom (UAE-H) sdo apresentados na TABELA 15. O rendimento de
extracao na UAE-H foi de 36.4%, semelhante a SE-H (35.6%). O ¢6leo obtido por SE-
EP apresentou um rendimento inferior de 32,7% e, considerando que razao
solido/liquido e tempo de extracdo foram os mesmos, a comparacao do solvente nos
efeitos da extracdo de o6leo do residuo da gabiroba utilizando Soxhlet podem ser

atribuidos a polaridade do solvente.

TABELA 15 — PARAMETROS FiSICO-QUiIMICOS DO OLEO DO RESIDUO DA GABIROBA.

Processo de extragao SE-H SE-EP UAE-H
Rendimento (%) 35.6+0.22 32,7 £ 0.9° 36.4£0.72
indice de acidez (%) 14.4 £ 0.22 14.1 £ 0.52 125+ 0.2°
indice de refracéo 1.4894 + 0.00012 1.4886 + 0.00062 1.4802 + 0.0006P
Densidade (Kg.m™3) 932.4 931.1 922.8

SE-H, Extracdo por Soxhlet — Hexano; SE-EP, Extragdo por Soxhlet — Eter de petréeo; UAE-
H, Extracao assistida por ultrassom — Hexano; Médias seguidas de letras iguais na mesma
linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A UAE utiliza as forcas de cavitacdo produzidas por ondas acusticas para
decompor as paredes celulares, liberando assim os componentes intracelulares no
solvente (TAN et al., 2018). A extragcao das matérias-primas por Soxhlet é influenciada
por fatores como tempo de extracao, condi¢cées de temperatura, escolha do solvente,
ciclos de extragdes e as interagdes solvente/soluto que afetam o rendimento de
extracdo (STAVROU; CHRISTOU; KAPNISSI-CHRISTODOULOU, 2018). Em seu
ponto de ebulicdo, a tensédo superficial e viscosidade do solvente sao bastante
reduzidas, portanto, o solvente pode atingir os sitios ativos dentro da matriz com muito
mais facilidade, contribuindo para solubilizagdo do composto de interesse (MARKOM
et al., 2007). Por outro lado, a técnica de ultrassom foi aplicada devido a sua,
eficiéncia, baixo custo e versatilidade nas diversas areas de aplicacdo (BARRA et al.,

2021), além de n&o necessitar de altas temperaturas e reduzir o tempo de extragao,
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preservando os compostos presentes nas matrizes vegetais (MOHAMMADPOUR et
al., 2019). No trabalho desenvolvido por Tan et al. (2018), a aplicagdo da UAE para
obtencdo de 6leo de abacate resultou em maior rendimento e maior teor de acido
graxo insaturado. UAE também aumentou a eficiéncia de extragdo do 6leo de canola
em comparagao ao método Soxhlet (JALILI et al., 2018).

O indice de acidez do 6leo obtido por UAE-H foi de 12,5%, frente aos valores
de 14,4 e 14,1% dos 6leos obtidos por SE-H e SE-EP, respectivamente, cerca de 14%
superior. O maior indice de acidez apresentado pelo Soxhlet pode ser resultado das
temperaturas mais elevadas empregadas no processo de extragao, que contribuem
para o aumento da rancidez hidrolitica do 6leo, com consequente desesterificagdo dos
acidos graxos e aumento das concentragbées de acidos graxos livres (CRUZ et al.,
2020). Nesse sentido, a UAE resultou em um éleo de melhor qualidade, uma vez que
o indice de acidez indica a decomposigcao do 6leo com base na quantificagcao do teor
de acidos graxos livres e deve ser o mais baixo possivel (SERRA et al., 2019).

A temperatura empregada no processo de extragdo por Soxhlet pode afetar a
densidade do oOleo devido as reagbes de oxidacdo e polimerizagao (RUBALYA
VALANTINA, 2021). Isso foi observado para o ORG que apresentou densidade de
922,8 Kg.m quando obtido por UAE-H, aumentando para 932,4 Kg.m= e 931,1 Kg.m"
3 quando obtido por SE-H e SE-EP, respectivamente. O mesmo foi observado na
extragdo do dleo da semente de cumaru por Soxhlet (909 Kg.m3) que apresentou
aumento de densidade em relagéo ao 6leo obtido do propano comprimido (904 Kg.m-
3) (FETZER et al., 2021). Além disso, os valores de densidade obtidos para ORG séo
préximos aos encontrados para os 6leos de girassol (921 Kg.m-3), colza (920 Kg.m3)
(YAN et al., 2019) e mostarda (940 Kg.m-3) (ZAHIR et al., 2017).

O indice de refragao para o 6leo obtido por UAE foi ligeiramente menor (1,4802)
quando comparado aos resultados obtidos pela extragdo com Soxhlet (1,4894 e
1,4886, para SE-H e SE-EP, respectivamente). Esta propriedade consiste na
resisténcia oferecida a luz em passar por um meio liquido. Os 6leos de soja e girassol
apresentam valores em torno de 1,47 (VOLLI; PURKAIT, 2014). Em geral, o IR de
gorduras e oOleos esta relacionado ao seu grau médio de insaturagdo. Também é util
para observar o progresso de reagdes como hidrogenacao e isomerizagao (ABDUL-
HAMMED et al., 2020). Este parametro também pode indicar a possibilidade de
desenvolvimento de rango em dleos e gorduras. Quanto maior o indice de refragao,

maior a chance de deterioragao por oxidacéo (SARKAR et al., 2015).
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4.9. CARACTERIZACAO DAS FRAGCOES LIPIDICAS DO RESIDUO DA GABIROBA

4.9.1. Composicao quimica

A composigao quimica dos 6leos do residuo da gabiroba (ORG) é apresentada
na TABELA 16. A analise de CG-EM identificou mais de 40 compostos presentes nos
extratos. Os acidos graxos representaram mais de 50% do total de compostos
identificados. No caso dos 6leos obtidos com hexano (SE-H e UAE-H), essa proporgao
foi superior a 75%. Os demais compostos detectados pela CG-EM sao da classe dos
terpenos, a maior parte sesquiterpenos, sendo alguns deles observados
anteriormente nas fragcdes volateis de sementes e frutos de C. xanthocarpa
(CAPELETTO et al., 2016; CZAIKOSKI et al., 2015; VALLILO et al., 2008). Esses
compostos correspondem aproximadamente a 18% e 14% da composi¢cao dos 6leos
SE-H e UAE-H, aumentando essa proporgao para 40% no 6leo SE-EP.

Os principais acidos graxos encontrados nos ORG seguem a ordem acido
oleico (C18:1) > acido palmitico (C16:0) > acido linoleico (C18:2), para os 6leos SE-H
e UAE-H, e acido palmitico (C16:0) > acido oleico (C18:1) > acido linoleico (C18:2)
para o Oleo SE-EP. Os acidos oleico, palmitico e linoleico foram previamente
identificados como principais acidos graxos no 6leo de semente de C. xanthocarpa,
com 60,8%, 13,9% e 14,1%, respectivamente (SANTOS et al., 2012a), corroborando
com o presente trabalho. Santos et al. (2012a) também identificaram acidos graxos
poliinsaturados como acido linolénico (C18:3) e araquiddnico (C20:4) e saturados
como acido estearico, eicosanoico e lignocérico (C24:0), entre outros. Essa
composi¢cado de acidos graxos foi mais diversificada quando comparada aos 6leos
obtidos neste trabalho. Além disso, os autores nao identificaram a presenca de
terpenos. Essas diferencas podem ser atribuidas a natureza da amostra, uma vez que
neste trabalho foi utilizado o residuo integral da gabiroba (casca, semente, calice),

separado mecanicamente e contendo polpa residual.
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TABELA 16 — COMPOSICAO QL}iMICA DAS FRAGOES LIPIDICAS OBTIDAS
DO RESIDUO DA GABIROBA.

Acidos graxos (%) SE-H SE-EP UAE-H
Acido miristico (C14:0) 0,59 - 0.28
Acido palmitoleico (C16:1) 3.78 2.08 3.24
Acido palmitico (C16:0) 28.28 22.37 18,05
Acido linoleico (C18:2) 5.61 5.78 5.25
Acido oleico (C18:1) 35.01 19.88 46.36
Acido elaidico (C18:1) 2.97 1.50 2.42
Acido estearico (C18:0) 2.25 2.18 1.68
Acido eicosandico (C20:0) 0.19 - -
Acidos graxos (%) 78,68 53,79 77,28
Saturado 31,31 24,55 20,01
Insaturado 47,37 29,24 57,27
Terpenos (%) SE-H SE-EP UAE-H
B-Cadineno 4,36 8,37 2,53
B-Patchouleno 0,18 0,31 0,16
y-Gurjuneno 0,38 - -
Isoledeno 1,45 0,39 2,55
a-Copaeno 0,12 2,31 1,58
a-Calacoreno - 0,17 -
B-Malieno 0,46 1,73 1,75
Valenceno 0,42 1,18 -
y-Selineno 1,84 3,27 1,23
a-Neocloveno - - 0,30
a-Muuroleno 1,85 1,31 0,28
D-Guaieno - 0,24 -
a-Cubebeno - 1,72 -
y-Maliene 0,18 - -
a-Gurjuneno 0,11 - -
Cis-Calamenene 0,51 0,68 0,36
y-Muuroleno 0,43 3,94
Selina-3,7(11)-dieno 0,12 2,1 0,37
4,11-selinadieno - 1,90 -
Guaia-3,9-dieno - 0,28 0,25
0-Cadineno 1,12 - 1,31
B-Gurjuneno 0,40 - -
Ambrox 0,48 0.96 0,49
Cloveno 2,32 5.57 -
Aristoleno 0,27 0,63 0,27
a-Cadineno 0,62 - -
Eudesmol 0,20 - -
7-epi-a-Eudesmol - 1,18 -
y-Eudesmol - - 0,53
Alcool cariofilenilico - 0,17 -
Guaiol - 0,31 0,16
Aloaromadendreno - 0,50 -
Aristoloqueno - - 0,18
Pinocembrina 0.44 - -
Terpenos (%) 18,26 39,23 14,30
. . o SE-H SE-EP UAE-H
Total identificado (%) 96.94 93,02 91,58

SE-H, Extragdo por Soxhlet — Hexano; SE-PE, Extragdo por Soxhlet — Eter de
petréeo; UAE-H, Extracao assistida por ultrassom — Hexano. Valores expressos
em porcentagem de area.
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O dleo obtido pela UAE-H apresentou um teor de acidos graxos insaturados de
57%, 2 vezes maior ao obtido pelo 6leo SE-EP (29%). A extragdo com UAE-H também
resultou em um aumento de 21% de acido graxos insaturados quando comparado ao
SE-H (47%). Os acidos graxos monoinsaturados representam o principal grupo de
acidos graxos no GRO. O acido oleico foi identificado em niveis de 20%, 35% e 46%
para SE-EP, SE-H e UAE-H, respectivamente. As extracdes realizadas com hexano,
apresentaram predominancia de acido oleico, seguida pelo acido palmitico. Em
contrapartida, no 6leo SE-EP houve predominancia do acido palmitico (22%). Isso
demonstra que o emprego do hexano como solvente e da técnica de ultrassom
favoreceram a obtengdo do &cido oleico. Acidos graxos também foram encontrados
em pequenas propor¢cdes na fragdo volatii da polpa de gabiroba extraida por
microextracdo em fase solida sendo o mais abundante o acido palmitico (5,2%)
(FERREIRA et al., 2016). Os acidos graxos monoinsaturados e saturados apresentam
maior resisténcia a temperaturas mais altas e ao rango do que os acidos graxos poli-
insaturados (MOHAMMADPOUR et al., 2019). O teor de acido oleico presente no dleo
o torna interessante para uso na industria alimenticia como possivel ingrediente em
margarinas ou alimentos que sao aquecidos devido ao seu alto potencial de
estabilidade frente a oxidagao (CRUZ et al., 2020; SERRA et al., 2019).

A composicao de acidos graxos do GRO também inclui acido linoleico, o unico
acido graxo poli-insaturado encontrado que corresponde em média a 5,5% do éleo. O
acido linoleico pertence a classe 6mega 6 (w-6) e, segundo a FAO/OMS, os grupos
w-3 e w-6 sdo considerados nutrientes essenciais e podem afetar a prevaléncia e
gravidade de doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e declinio funcional
relacionado a idade (FAO, 2010). Pequenas quantidades de acidos miristico, estearico
e eicosanoico também foram encontradas. O acido elaidico, um isbmero do acido
oleico com ligagdo dupla na configuragdo trans, foi encontrado em proporcdes
inferiores a 3% nos odleos.

Os acidos graxos identificados nos extratos sdao de grande importancia
farmacoldgica. O efeito positivo desses acidos graxos tem sido amplamente
investigado como no caso do 6leo da semente de cumaru, que demostrou potencial
como agente antimicrobiano e antioxidante (FETZER et al., 2021). Evidéncias
sugerem que os acidos graxos atuam como detergentes na estrutura anfipatica das
membranas celulares bacteriana prejudicando processos de geracdo de energia

(PEREIRA et al, 2018b). Efeitos imunomoduladores contra Escherichia coli



103

Capitulo IV — Resultados e Discussao

enteropatogénica também foram atribuidos aos acidos graxos presentes no oleo de
buriti (CRUZ et al., 2020).

Para materiais vegetais que consistem em multiplos componentes com
interagdes complexas, a obtencdo de um componente individual é dificultada, uma vez
gue um unico solvente pode nao ser seletivo para um unico composto (MARKOM et
al., 2007). Compostos da classe dos terpenos foram identificados nos 6leos do residuo
da gabiroba em menores proporgdes em relagao aos acidos graxos. Terpenos sao os
principais compostos encontrados em 0leos essenciais e foram encontrados
anteriormente em 6leos essenciais dos frutos e sementes a C. xanthocarpa (MARIN
et al., 2008; VALLILO et al., 2008). O perfil de terpenos apresentado pelos ORG é
semelhante ao encontrado por Cardoso et al. (2010) para as fragdes hexanicas dos
frutos de C. pubescens e C. adamantium.

Os resultados da composicao quimica apresentados na TABELA 16, mostram
que os ORG contém um elevado numero de compostos ativos. O B-cadineno foi o
componente majoritario da classe dos terpenos em todos os 6leos obtidos (2,53 — 8,37
%). Esse composto foi identificado em proporgdes semelhantes (4,78 — 7,3 %) em
Oleos essenciais de plantas que apresentaram efeitos antimicrobiano (KIM; SHIN,
2005), atividade antioxidante e alelopatica moderadas (ABD-ELGAWAD et al., 2020).
O 6leo obtido por SE-EP apresentou 40% de terpenos em sua composicéo, frente a
18 e 14% apresentados pelos 6leos SE-H e UAE-H, respectivamente, indicando uma
possivel influéncia do solvente na obtencdo desses compostos. No 6leo obtido por
SE-EP e SE-H, o cloveno é o segundo composto mais abundante (5,57 %) e um dos
varios produtos de transformacao do cariofileno (BECKER; LOEWENTHAL, 1965),
que é usado como conservante em alimentos, medicamentos e cosméticos e foi
testado in vitro como antifungico contra dermatofitos (BHUIYAN; BEGUM; NANDI,
2010; CAPELETTO et al.,, 2016). O B-patchouleno encontrado em pequenas
quantidades em todos os dOleos € um sesquiterpeno que tem sido amplamente
utilizado na medicina tradicional chinesa para o tratamento de doencas inflamatérias
(ZHANG et al., 2016).

Compostos volateis como os terpenos, podem desencadear efeitos
farmacoldgicos no organismo humano e estéo envolvidos no sabor e aroma das frutas,
caracteristicas sensoriais que desempenham um papel fundamental na aceitabilidade
dos consumidores (FERREIRA et al., 2016; RAPHAELLI et al., 2021). Segundo Vallilo
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et al., (2008), a presenca desses compostos nos extratos contribui para o uso dos
mesmos como aromatizante em destilados alcodlicos, bebidas, sorvetes e doces.

Marin et al. (2008) encontraram diversos terpenos no 6leo essencial dos frutos
da gabiroba obtido por hidrodestilagdo, como a-Cubebeno (1,1%), a-Copaeno (2,8%),
B-Gurjuneno (0,7%), B-Cadineno (0,6%), aloaromadendreno (1,4%), a-Muuroleno
(5%), guaiol (4,3%) também identificados nos ORG. A composicdo quimica dos
extratos obtidos por Capeletto et al. (2016) e Czaikoski et al. (2015) utilizando
solventes comprimidos apresentaram diversos compostos em comum com o ORG,
mas em concentracdes muito diferentes. Nos extratos das sementes de C.
xanthocarpa obtidos por Capeletto et al. (2016), foram encontrados o acido oleico
(0,21%) e linoleico (0,18%), porém em proporgdes inferiores as do presente trabalho.
Os compostos majoritarios foram sesquiterpenos, como o cariofileno (17,83%),
germacreno D (10,66%), y-Cadineno (9,58%) e a-Cadinol (8,83%). Os compostos em
comum ao presente trabalho foram o a-copaeno, a- e B-gurjuneno, a- e d-cadineno,
isoledene, entre outros. Esta diferenca na composicao esta relacionada ao método de
extracdo, solventes utilizados e a natureza da matéria-prima, de forma que a
combinagao desses fatores permitiu a obtengdo de um mix de compostos volateis em
menores proporgdes e de acidos graxos em maior quantidade, como obtido para o
ORG.

Os resultados apresentados mostram que as fracdes lipidicas do residuo da
gabiroba, independente da forma de extragcdo, podem ser considerados oOleos
nutricionais de alta qualidade devido sua rica composicdo quimica, sendo um
indicativo do potencial farmacoldgico e industrial deste material. O ORG pode ser
utilizado para suprir necessidades das industrias de alimentos, farmacéutica e
cosméticos, uma vez que ha um aumento crescente na busca por produtos com

propriedades bioldgicas a base de 6leo e gorduras vegetais.

4.9.2. Analise no espectro infravermelho

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) € uma
excelente ferramenta para analise, pois as intensidades das bandas no espectro sao
proporcionais a concentragao. Os espectros de infravermelho médio tém sido usados

para caracterizar 6leos e gorduras comestiveis porque diferem na intensidade e na
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frequéncia exata em que a absorbancia maxima ou transmitancia da banda aparece,
de acordo com a natureza e composigdo da amostra (ZAHIR et al., 2017).

De acordo com os espectros IR mostrados na FIGURA 15, os compostos
presentes nos ORG exibem muita complexidade e diversidade. No entanto, os
espectros para todas as amostras sdo bastante semelhantes, pois mostram uma
sobreposicao total de cada banda de absorgao de varios componentes de intensidade
similares, indicando a presenga dos mesmos grupos funcionais. Os picos de
impressao digital caracteristicos de IR para as amostras de ORG est&o principalmente
na faixa de 1700-500 cm™.

FIGURA 15 - ESPECTRO DE FTIR DOS OI'_EOS DO RESIDUO DA GABIROBA OBTIDOS POR
DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO.
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SE-H, Extragao por Soxhlet — Hexano; SE-EP, Extracdo por Soxhlet — Eter de petréeo; UAE-H, Extragao
assistida por ultrassom — Hexano;

A partir dos espectros de infravermelho, podemos observar os sinais
especificos do grupo hidroxila no nimero de onda de 3429 cm™'. Outros trabalhos
constataram a vibragdo de estiramento O—-H em numeros de onda semelhantes
(TUDORACHI; MUSTATA, 2015; ZAHIR et al., 2017). As fungbes —OH podem estar

relacionadas ao glicerol livre dos triacilglicerdis, terpenos e/ou umidade residual.
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Podemos observar a presenca de uma banda de absorgdo caracteristica do
estiramento da ligagdo C—H observada na regido entre 3061 cm™'e 2853 cm™'. Essa
ligacdo apresenta-se como uma absorgao de baixa intensidade devido sua baixa
polaridade. No entanto, como as moléculas de acidos graxos t€m um grande numero
de ligagdes C—H, a intensidade de absor¢do observada é alta devido a sobreposigao
dessas absor¢des, somada ainda as ligacbes C—H presente nos sesquiterpenos.
Assim, quanto maior o numero de ligagdes C—H, maior a absor¢éo nesta regiao (DE
CARVALHO et al., 2020). Isso foi observado nos espectros das amostras analisadas
considerando trés bandas de absorgéo distintas em 3061, 2921 e 2853 cm™'. O pico
de vibragdo do estiramento C—H sp? ocorre em valores acima de 3000 cm™" (3095-
3010 cm™). Isso foi verificado no espectro, onde uma banda de absorgéo pode ser
observada em 3061 cm™', atribuida como vibragdo de estiramento C-H da ligagao
dupla cis =C—H enquanto as bandas em 2921 cm™" e 2853 cm™" indicam vibragdes de
estiramento assimétricos e simétricos de CH: alifatico (ZAHIR et al., 2017).

Essas bandas estdo associadas a outras bandas de absor¢do ocorrendo em
1463 cm™1, 1375 cm™', atribuidas a vibragdes de flexdo de grupos alifaticos CHz e
CHs, confirmando que as amostras analisadas possuem muitas ligagdes do tipo CH
devido ao tamanho das cadeias de acidos graxos dos 6leos vegetais (DE CARVALHO
et al., 2020; SIM; TING, 2012; ZAHIR et al., 2017). Todas essas bandas confirmam a
natureza predominantemente alifatica dessas estruturas caracterizadas pelos picos
entre 3061-2853 cm™! para os grupos metileno e 1463 cm™' e 1375 cm™' para suas
absorcdes harménicas.

Os &cidos carboxilicos tém uma banda muito forte devido ao grupo carbonila
na faixa de 1730-1700 cm - ' para &cidos carboxilicos alifaticos simples (CARVALHO
et al., 2020). Nos espectros de IR do presente trabalho, a banda caracteristica dos
acidos carboxilicos ocorre em aproximadamente 1745 cm-!, onde o sinal especifico
para grupos os ésteres estdo localizados, caracterizados pelas vibragdes de
estiramento do grupo funcional éster carbonila (ligagcdo C=0) dos triacilglicerais.

A banda localizada em 1632 cm™ indica a ocorréncia de vibragbes de
estiramento C=C de alcenos cis, presentes na cadeia de acidos graxos insaturados e
em anéis aromaticos. Como mostrado anteriormente, a CG-EM identificou acidos
graxos e compostos volateis aromaticos, logo os picos de absor¢céo dessa ligacao

nessas duas moléculas podem ter se sobreposto. A TABELA 17 traz um resumo dos
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principais picos encontrados nos espectros de infravermelho e os grupos funcionais

responsaveis.

TABELA 17 — PRINCIPAIS PICOS ENCONTRADOS NOS ESPECTROS DE OLEOS COMESTIVEIS

E OS GRUPOS FUNCIONAIS CORRESPONDENTES.

Numero de onda (cm™')  Grupo funcional Atribuicdes do pico Intensidade
3429 -O-H Estiramento Forte
3061 =C-H, cis -HC=CH- Estiramento (simétrico) Fraco
2921 -C-H, CH2 Estiramento (assimétrico) Forte
2853 -C-H, CH2 Estiramento (simétrico) Forte
1745 C=0 Estiramento Forte
1632 C=C, cis -HC=CH- Estiramento Médio
1463 -C-H, CH2 Flexao (scissoring) Médio
1417 =C-H, cis -HC=CH- Flexao (rocking) Fraco
1375 -C-H, CHs Flexao Fraco

1281 - 1112 C-O Estiramento Fraco
1035, 994 C=C, trans -HC=CH- Flexao (fora do plano) Fraco
887, 840 =CH: Flexao (wagging) Fraco

290 -(CH2)n- Flexao (rocking) Medio
-HC=CH- Flexao (fora do plano)
576-497 -C-H Flexao (fora do plano) Fraco

Em 1417 cm™' pode-se observar uma banda de absorgdo de baixa intensidade

atribuida as vibragdes de balango da ligacdo =C—H. Bandas de absor¢édo de baixa

intensidade relacionadas as vibracdes de deformacéo axial da ligagcdo C-O podem

ser observadas em 1281 cm', 1232 cm™', 1159 cm', 1112 cm-1. Picos presentes nos

numeros de ondas entre 1006-929 cm™' indicam insaturagéo trans (ZHANG et al.,

2012). No presente trabalho, em 1035 cm-! ha um pico caracteristico de insaturagdes

conjugadas e 994 cm-! esta contido vibragbes de flexdo da ligacdo C=C mostrando

uma insaturagdo trans RHC=CHR, enquanto em 720 cm™' esta representado a

sobreposi¢cao —(CH2)— e CH=CH devido a vibra¢des de balang¢o de CH2 e a vibragéo
fora do plano de alcenos cis (ZAHIR et al., 2017; ZHANG et al., 2012). Os picos

contidos nos numeros de onda entre 576 cm-' e 497 cm™' correspondem a vibragoes

de dobramento C-H fora do plano em CHoa.
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4.9.3. Comportamento térmico

As curvas de aquecimento e resfriamento dos 6leos do residuo da gabiroba
foram determinadas por calorimetria exploratéria diferencial. As trés amostras de
Oleos obtidas mostraram comportamento similar. Como pode ser visto na FIGURA 16
(A), o fendbmeno de nucleacdo para essas amostras apresentou uma intensidade
ligeiramente maior na amostra de oOleo obtida por ultrassom, seguida da amostra
obtida em Soxhlet com éter de petroleo e por fim, a amostra obtida em Soxhlet com
hexano. A corrida de resfriamento apresentou dois picos exotérmicos separados. Os
resultados mostram que a cristalizagéo de todas as amostras durante o resfriamento
ocorreu por volta de -4,3 °C. Uma vez acionada, a cristalizagdo prossegue muito
rapidamente, ou seja, em um intervalo de temperatura estreito (DAELS; FOUBERT;
GODERIS, 2017). No presente trabalho, a cristalizagao ocorreu na faixa de -1,3 °C a
-17 °C. Geralmente, se o0s Oleos consistirem principalmente de acidos graxos
saturados, os picos de cristalizagdo seriam em temperatura relativamente alta
(MOHAMMADPOUR et al., 2019). Um segundo pico mais discreto ocorre em -64 °C
para as amostras de 6leo obtidas com SE-H e SE-PE. Esses resultados sugerem a
presenca de diferentes tipos de compostos nas amostras de 6leo. Eles podem
cocristalizar com componentes de baixa fusdo e isso causa uma diluicdo nas
temperaturas de cristalizacado e, portanto, deslocam os picos de cristalizacdo para
temperaturas mais baixas (FETZER et al., 2021).

Os termogramas de aquecimento das amostras de 6leos sdo apresentados na
FIGURA 16 (B). Entre 2,3 °C e 1,4 °C pode-se observar um pico exotérmico que
antecede o ponto de fusdo das amostras. Transigdes de picos exotérmicos podem
ocorrer nos ciclos de resfriamento e aquecimento. A presenca deste pico exotérmico
ja foi observada em outros trabalhos e pode ser resultado da recristalizacdo de
algumas fragbes de gordura de alto ponto de fusdo ou devido a ocorréncia de uma
transicao polimorfica (BADU et al., 2018; DAELS; FOUBERT; GODERIS, 2017;
LAWER-YOLAR; DAWSON-ANDOH; ATTA-OBENG, 2019; RAY et al., 2013). A
temperatura de fusdo das amostras ficou na faixa de 1 °C a 18 °C, com uma
temperatura média de pico de 155 °C. Amostras que apresentam grandes
quantidades de acidos graxos saturados em sua composi¢ao, deslocam as

temperaturas de fusdo para posi¢gdes mais altas.
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FIGURA 16 — DSC DOS OLEOS DO RESIDUO DA GABIROBA: OBTIDO POR (A) CRISTALIZAGAO
(50 a -80 °C) E (B) FUSAO (-80 a 50 °C).
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Os picos singulares observados nas amostras de 6leo do residuo da gabiroba,
ocorrem devido a presencga de uma classe restrita de TAGs constituido principalmente

de acido palmitico e oleico, acidos graxos mais abundantes nos extratos. Isso é
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determinante para que a fusao total da amostra ocorra em uma unica temperatura.
Em contraste, Badu et al., (2018) encontraram multiplos picos de fusdo no dleo de
semente de karité atribuidos a presenga de uma grande variedade de diferentes
acidos graxos que levaram a formagao de um grande numero de compostos TAG,
resultando em multiplos pontos de fusdo. Amostras totalmente liquidas foram obtidas
nas temperaturas 17,5, 17,7 e 17,6 °C. Esses resultados implicam que o
comportamento térmico dos extratos lipofilicos da gabiroba ndo dependeu muito das
técnicas de extracao ou solvente utilizados.

A estabilidade térmica foi determinada pela temperatura de decomposicao do
procedimento, que é a temperatura inicial na qual a decomposigdo da amostra
comecga. Observa-se na FIGURA 17 que o comportamento dos extratos foi
semelhante apresentando uma decomposi¢cao em 3 estagios. Os dois estagios iniciais
resultaram em uma perda de massa menos significativa.

O inicio da decomposi¢cao mais expressiva para os extratos SE-H e UAE-H
ocorreu nas temperaturas de 350 e 348 °C, respectivamente. De acordo com a curva
de DTG, a perda de massa atingiu seu valor maximo nas temperaturas 413 °C para a
amostra SE-H e 415 °C para amostra UAE-H. A temperatura final foi de 467 °C para
SE-H, totalizando uma perda de massa de 98 %. J& para a amostra UAE-H a
temperatura final ocorre em 470 °C e a perda de massa final € de 99 %. Essas
amostras apresentaram composicdo semelhante (TABELA 16), o que pode ter
refletido em temperaturas de decomposicdo proximas. O comportamento de
estabilidade térmica do extrato SE-PE foi semelhante aos demais, diferindo
ligeiramente nas temperaturas de decomposi¢éo. O inicio da decomposi¢cao para a
amostra SE-PE ocorreu em 338 °C e atingiu o valor maximo em 407°C. A temperatura

final foi de 456 °C, quando a perda de massa totalizou 98 %.
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FIGURA 17 — CURVAS TG E DTG DOS OLEOS DO RESiDL}O DA GABIROBA. (A) SE-H, Extracao
por Soxhlet — Hexano; (B) SE-EP, Extracao por Soxhlet — Eter de petréeo; (C) UAE-H, Extragéo

assistida por ultrassom — Hexano;
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Na TABELA 18 consta mais detalhes sobre os parametros obtidos em cada um
dos estagios de decomposi¢cdo. No primeiro estagio, a perda de massa variou de 8 a
15 % entre os extratos e ocorreram em intervalos de temperatura muito proximos. No
segundo evento térmico, a perda de massa € maior para as amostras SE-H (24 %) e
UAE-H (21 %). Mais de 60 % da perda de massa ocorreu no ultimo estagio de
decomposicdo em todos os extratos.

TABELA 18 — EVENTOS TERMICOS E SEUS RESPECTIVOS PARAMETROS OBTIDOS A PARTIR
DAS CURVAS DE TG E DTG.

Amostra Evento térmico Am (%) AT (°C) Tp (°C)

1 8 30-246 181

SE-H 2 24 246-350 307

3 66 350-467 413

1 15 30-244 188

SE-EP 2 23 244-338 300
3 60 338-456 407

1 9 30-250 193

UAE-H 2 21 250-342 310
3 69 348-470 415

SE-H: Extragao por Soxhlet — Hexano; SE-EP: Extracdo por Soxhlet — Eter de petréeo; UAE-H: Extragao

assistida por ultrassom — Hexano;

O numero de estagios na decomposicéo depende da estrutura quimica e da
composi¢cdo de acidos graxos da amostra. A estabilidade térmica depende do
comprimento da cadeia de acidos graxos, grau de insaturagdo e ramificagdo. O
primeiro estagio pode ser atribuido a decomposi¢cdo térmica de &acidos graxos
poliinsaturados. A segunda e terceira etapas podem ser atribuidas a decomposicao
de acidos graxos monoinsaturados e saturados, respectivamente (LI et al., 2015). Os
acidos graxos insaturados s&do menos estaveis que os acidos graxos saturados, o que
os torna mais vulneraveis a altas temperaturas (MOHAMMADPOUR et al., 2019).
Além disso, os dois primeiros estagios de decomposi¢cao podem estar relacionados
também a volatilizacdo e decomposicdo dos sesquiterpenos que sao mais
termosensiveis (PAULA et al., 2011; PINTO et al., 2016). Isso explica porque a
decomposicéo do extrato SE-PE foi maior que os demais nesses estagios, uma vez
que essa amostra possui o maior conteudo desses compostos (40 %, TABELA 16) e

por esse motivo foi considerada a menos termoestavel.
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4.9.4. Conteudo de compostos bioativos e capacidade antioxidante

Extratos hidrofilicos e lipofilicos foram obtidos de cada amostra de dleo para
obtengcdo dos resultados de capacidade antioxidante, carotenoides, compostos
fendlicos e flavonoides totais (TABELA 19).

TABELA 19 — TEOR DE COMPOSTOS FENOLIC(_)S TOTAIS, FLAVONOIDES, CAROTENOIDES E
CAPACIDADES ANTIOXIDANTES DAS FRACOES LIPIDICAS DO RESIDUO DA GABIROBA.

Extrato hidrofilico SE-H SE-EP UAE-H
TPC (mg GAE/1009) 188,16 + 16,42° 134,99 £4,75¢ 280,79 £ 13,742
Flavonoides (mg QE/100 g) 97,39 + 6,86° 81,64 + 1,96 192,83 £ 8,922
DPPH (pmol TE/g) 6,71 + 0,082A 4,87 + 0,338 7,07 £ 0,318
ABTS (umol TE/g) 8,93 + 0,624 5,63 + 0,148 12,08 £ 0,142A
FRAP (umol TE/g) 12,60 + 4,0627 8,02 + 0,382A 11,36 + 1,692A
Extrato lipofilico SE-H SE-EP UAE-H
Carotenoides (ug de B-caroteno/g) 954,25 £ 126,05%> 835,73 +£3,29° 1110,51 + 8,732
DPPH (pmol TE/g) 38,20 + 1,60208" 32,41 + 1,768 41,55 + 3,468
ABTS (umol TE/g) 95,61 £ 3,07 68,52+ 0,87°A° 108,87 + 3,649A"

TPC, Compostos fendlicos totais; SE-H, Extragdo por Soxhlet — Hexano; SE-EP, Extracdo por Soxhlet
— Eter de petréleo; UAE-H, Extracao assistida por ultrassom — Hexano; Os valores s&o expressos como
média + desvio padrdo (n= 3). Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha nao
diferem significativamente pelo teste de Tuckey (p>0,05), comparando os métodos de extracdo. Médias
seguidas por letras mailsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de
Tuckey (p>0,05), comparando o método de capacidade antioxidante para um mesmo extrato. Médias
seguidas de * indicam que os extratos lipofilico e hidrofilico diferem significativamente pelo teste de
Tuckey (p<0,05), comparando o mesmo método de analise antioxidante.

A UAE-H se mostrou mais eficiente para obtencdo de compostos fendlicos
totais (280,79 mg AGE/100g) e flavonoides totais (192,83 mg quercetina/100g). Como
consequéncia, apresentou também a maior capacidade antioxidante pelos métodos
de DPPH e ABTS, uma vez que essa propriedade esta relacionada a presencga de
compostos bioativos, como os compostos fendlicos. O extrato hidrofilico do 6leo SE-
EP apresentou o teor de compostos fendlicos mais baixo dentre todos, mas o
conteudo de flavonoides totais foi equivalente ao obtido para amostra SE-H. A
capacidade antioxidante pelo ensaio FRAP nao apresentou diferenga entre os
métodos de extragao (p>0,05). As maiores médias na captura do radical ABTS foi
observada para UAE-H e SE-H, com valores de 12,08 e 8,93 umol TE/g,
respectivamente. Ja para o DPPH, essas mesmas amostras apresentaram resultados
equivalentes (p>0,05) e o 6leo SE-PE expressou o resultado mais baixo (4,87 umol
TE/g).
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A combinacdo da técnica de extragéo e tipo de solvente empregado resultou
em maior teor de carotenoides (p<0,05) no éleo UAE-H (1110 ug de B-caroteno/q)
quando comparado ao 6leo SE-EP (835 ug de p-caroteno/g), de maneira que o 6leo
SE-H apresentou resultado intermediario (p>0,05). Essa tendéncia também foi
observada na capacidade antioxidante pelo método DPPH, enquanto que para o
método ABTS o 6leo UAE-H apresentou o melhor resultado com um valor de 108 ymol
TE/g. Os resultados de carotenoides obtidos sdo comparaveis aos encontrados para
oleo de pequi (550 ug de B-caroteno/g) (BRITO et al., 2022) e buriti (760 pug de -
caroteno/g) (CRUZ et al., 2020) e sdo mais de 10 vezes superiores ao encontrado no
oleo da semente de gabiroba (79 ug de B-caroteno/g) (SANTOS et al., 2012a).

Os o6leos do residuo da gabiroba obtidos no presente trabalho, apresentaram
coloragéo alaranjada, sendo um indicativo da presenca de carotenoides. Esses
compostos sdo importantes para a saude, néo s6 pelo seu valor nutricional como
precursores da vitamina A, mas também por apresentarem um grande potencial
antioxidante, além de frequentemente serem utilizados em corantes alimentares
(CZAIKOSKI et al., 2015). Os dados encontrados no presente trabalho corroboram
essa informagdo, uma vez que os extratos lipofilicos que apresentaram o maior teor
de carotenoides, também apresentaram maior capacidade antioxidante pelos
métodos de DPPH e ABTS, conforme mostrado na TABELA 19.

A capacidade antioxidante dos extratos lipofilicos foi 5 vezes maior para o
DPPH e 10 vezes maior para o ABTS quando comparado aos extratos hidrofilicos
(p<0,05). Todos os extratos lipofilicos apresentaram capacidade antioxidante superior
pelo método ABTS, enquanto os extratos hidrofilicos foram mais eficientes tanto na
captura do radical ABTS quanto na reducgéo dos ions Fe3*. Ao comparar os métodos
de avaliagao da capacidade antioxidante, os niveis de DPPH, independentemente do
método de extracdo, foram inferiores aos do ABTS e FRAP para os extratos
hidrofilicos e lipofilicos. De maneira semelhante, os extratos lipofilicos do éleo de
pequi apresentaram maior capacidade antioxidante quando comparado aos extratos
hidrofilicos (BRITO et al., 2022). Isso ocorre, pois, a capacidade antioxidante dos
extratos resulta de efeitos sinérgicos ou inibitérios produzidos pela interagéo de seus
componentes, que podem atuar de diferentes formas contra os radicais (CRUZ et al.,
2020). Os antioxidantes podem responder de uma maneira diferente a diferentes
fontes de radicais ou oxidantes e nenhum ensaio unico refletira com precisdo todas

as fontes radicais ou todos os antioxidantes em um sistema misto ou complexo (AVILA
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etal., 2019). Assim, & possivel verificar que os compostos presentes nos ORG diferem
em relacdo a sua capacidade de atuar contra os radicais.

Os fendlicos sao bem conhecidos como uma classe de compostos bioativos
que apresentam fortes efeitos antioxidantes in vitro e in vivo (GRANATO et al., 2016).
O teor de compostos fenodlicos encontrado nos extratos lipidicos do residuo da
gabiroba foi superior ao encontrado para o 6leo da semente de cumaru (22 mg
GAE/100 g) (FETZER et al., 2021), mas inferior ao encontrado no 6leo da semente de
baru (685 — 1315 mg GAE/100 g) (FETZER et al., 2018). Santos et al., (2012)
encontrou valores de TPC de 43 mg GAE/100 g no 6leo da semente de gabiroba. Os
extratos da semente de C. xanthocarpa obtidos com solventes pressurizados também
apresentaram valores de TPC maiores aos encontrados no presente trabalho.
Czaikoski et al., (2015) obteve valores de até 3900 mg GAE/100 g, enquanto Capeletto
et al., (2016) encontrou teores de TPC que chegou a 6800 mg GAE/100 g e de
flavonoides que variou entre 231 e 810 mg de quercetina/100 g. O teor de flavonoides
mais significativo para os extratos do residuo da gabiroba foi de 192,83 mg QE/100 g,
proximo ao encontrado por Capeletto et al. (2016) para o extrato da semente da
gabiroba obtido com COz supercritico (231 mg QE/100g).

Em termos de capacidade antioxidante, os valores apresentados na TABELA
19 para os extratos hidrofilicos foram superiores aos encontrados para 6leos vegetais
na literatura. O 6leo de cumaru apresentou valores de 23 e 19 ymol TE/100g pelos
métodos de DPPH e ABTS (FETZER et al., 2021). A capacidade antioxidante do oleo
de pequi foi de 69 umol TE/100g pelo método ABTS e 26 umol TE/100g pelo método
de DPPH (BRITO et al., 2022). Ja o dleo de baru obtido em Soxhlet com hexano,
apresentou capacidade antioxidante pelo método ABTS de aproximadamente 10 pmol
TE/g (FETZER et al., 2018), semelhante aos valores encontrados no presente
trabalho. No entanto, os valores encontrados para os extratos hidrofilicos sao
considerados inferiores aos encontrado na literatura para extratos da gabiroba,
diminuindo consideravelmente quando comparado aos resultados obtidos na Secéo |l
do presente trabalho para o EORG. Isso é resultado ndo sé da técnica empregada ou
do tipo de amostra, mas também da natureza do solvente empregado, uma vez que
compostos fendlicos e flavonoides sdo compostos polares. Dessa forma, a baixa
polaridade dos solventes utilizados faz com que principalmente compostos apolares
como, acidos graxos e carotenoides sejam extraidos (REGGINATO et al., 2021). Por

outro lado, a capacidade antioxidante dos terpenos presente nos extratos do residuo
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da gabiroba pode ter se somado a dos TPC, favorecendo a propriedade antioxidante,
mesmo com o teor de compostos fendlicos mais baixos (ABD-ELGAWAD et al., 2021).

A técnica de extracdo nao afeta apenas a composicao fendlica, mas também
as atividades bioldgicas. A extragao ultrassénica garante um contato suficiente da
matriz da amostra com o solvente de extracdo, levando, assim, a uma extragdo mais
eficiente (STAVROU; CHRISTOU; KAPNISSI-CHRISTODOULOU, 2018). Neste
trabalho, a UAE-H melhorou o conteudo de compostos bioativos e a capacidade
antioxidante dos ORG. Uma possivel razao é que a temperatura e o tempo de extracéo
prolongado do método Soxhlet tenha causado a degradagcao de compostos que

contribuem substancialmente para a atividade antioxidante.

4.10. PROPRIEDADES BIOLOGICAS

4.10.1. Atividade antimicrobiana

O método de difusdo em disco foi utilizado como método de triagem de
atividade antimicrobiana. A inibicdo dos microrganismos B. cereus e S. aureus sao
apresentados na FIGURA 18. Os d6leos ndo apresentaram halos de inibicdo com
diametros e limites bem definidos para que fossem medidos, como observado para o
antibiotico. Por se tratarem de materiais lipidicos, a difusédo do 6leo em meio ao agar
pode ndo ter sido uniforme a ponto de afetar a distribuicdo homogénea dos

compostos.

FIGURA 18 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS DO RESIDUO DA GABIROBA CONTRA
B. cereus e S. aureus PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO.

=
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A TABELA 20 apresenta a concentracgéo inibitéria minima (MIC) e concentragéo
bactericida minima (MBC) dos 3 dleos frente a bactérias Gram-positivas (Bacillus
cereus e Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Salmonella enterica e Escherichia

coli) e uma levedura (C. albicans).

TABELA 20 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS DO RESiDUO DA GABIROBA OBTIDOS
POR DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO AVALIADA PELO METODO DE MICRODILUICAQ.

Controle
SE-H SE-EP UAE-H
positivo
Microrganismos testados ic
MIC MBC MIC MBC MIC  MBC
(Mg.LT)
Bactérias S. aureus? 250 625 250 3,900 31,25 3.90 31.25
Gran-
N B. cereus® 125 0,122 0,122 0,122 0,244 0,244 0,488
positivas
Bactérias E. coli¢ <32 ND ND ND ND ND ND
Gran-
. S. enterica? 32 250 ND 250 ND 250 ND
negativas
Levedura C. albicans® 1000 15,62 62,5 31,25 250 15,62 31,25

Resultados das amostras expressos em mg.mL-'. ND, ndo detectado; SE-H, Extragdo por Soxhlet —
Hexano; SE-EP, Extracdo por Soxhlet — Eter de petréeo; UAE-H, Extracdo assistida por ultrassom —
Hexano; MIC, concentracgéo inibitéria minima; MBC, concentragéo bactericida minima; 2Staphylococcus
aureus, *Bacillus cereus, °Escherichia coli, ?‘Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium,
eCandida albicans.

O controle positivo utilizado como padrao (ciprofloxacino e nistatina) foi efetivo
na inibicao de todas as bactérias testadas. Os 6leos foram efetivos contra as bactérias
Gram-positivas. Para bactérias Gram-negativas, apenas o efeito inibitério de
crescimento da Salmonella foi observado na concentragdo de 250 mg.mL™". A maior
resisténcia das bactérias Gram-negativas é atribuida a complexidade da parede
celular desse grupo de microrganismos, que possui uma membrana externa que
confere a superficie bacteriana forte caracteristica hidrofilica e restringe a difuséo de
compostos hidrofébicos através de seu revestimento lipopolissacarideo (CZAIKOSKI
et al., 2015), em comparagdo com a membrana celular mais simples das bactérias
Gram-positivas, que facilita a penetragcdo de compostos lipofilicos (OLIVEIRA et al.,
2016).

Os ORG foram mais eficazes para bactérias Gram-positivas, apresentando
atividade antimicrobiana contra S. aureus e B. cereus. S. aureus foi mais suscetivel

ao oleo UAE-H e SE-EP, enquanto B. cereus foi mais suscetivel ao 6leo SE-H. A
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atividade inibitoria e bactericida do 6leo SE-H contra B. cereus correspondeu a uma
concentragéo de 0,122 mg.mL-', semelhante ao resultado apresentado pelo 6leo SE-
EP (MIC: 0,122 mg.mL'; MBC: 0,244 mg.mL"). Concentragdes maiores foram
necessarias quando o dleo testado foi UAE-H (MIC: 0,244 mg mL-'; MBC: 0,488
mg.mL"). Por outro lado, as concentragdes necessarias para atividade antimicrobiana
contra S. aureus foram menores para os 6leos UAE-H e SE-EP, com MIC de 3,9
mg.mL-! frente a 62,5 mg.mL"' para 6leo SE-H. As MBC aumentaram para 31,5
mg.mL"" com os dleos obtidos por SE-EP e UAE-H e 250 mg.mL-" para o éleo SE-H,
respectivamente. As propriedades antimicrobianas contra S. aureus apresentadas
pelo ORG os tornam fortes candidatos a serem incorporados em biofilmes para o
desenvolvimento de curativos (DOU et al., 2023).

A C. albicans foi mais sensivel ao 6leo UAE-H que apresentou menor MBC
(31,5 mg.mL") e MIC (15,65 mg.mL""). Os acidos oleico, palmitico e linoléico,
encontrados no GRO, juntamente com os acidos laurico e estearico sao conhecidos
por seu potencial antifuingico (BHAGAVATHY; SUMATHI; SHERENE BELL, 2011).

Os terpenos frequentemente encontrados em 6leos essenciais tém atividade
antimicrobiana principalmente através da sua capacidade de promover a ruptura
celular e a inibicdo da sintese de proteinas e DNA (MASYITA et al., 2022). Extratos
de sementes de C. xanthocarpa obtidos com solventes comprimidos apresentaram
efeito inibitdrio maximo para Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria resistente, com
MIC e MBC entre 5 e 40 mg.mL"", atribuindo esse resultado aos sesquiterpenos
presentes no 6leo essencial (CAPELETTO et al., 2016). Além disso, os acidos graxos
possuem propriedade detergente e sao capazes de solubilizar componentes das
membranas celulares bacterianas, aumentando sua permeabilidade a compostos
antimicrobianos e prejudicando processos de geragao de energia, absorgdo de

nutrientes e inibicdo de atividades enzimaticas (CRUZ et al., 2020).

4.10.2. Atividade inibitoria da a-amilase e a-glicosidase

A inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase pelos ORG apresentou
comportamento dose-dependente, como pode ser observado na FIGURA 19. O 6leo
UAE-H apresentou maior potencial de inibicdo da enzima a-amilase (FIGURA 19A)
em comparagao aos demais. A inibigdo da enzima a-glicosidade (FIGURA 19B) néo

foi influenciada pelo método de extracdo na maior concentragao testada.
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FIGURA 19 — ATIVIDADE INIBITORIA’DA a-AMILASE E a-GLICOSIDASE PELOS OLEOS DO
RESIDUO DA GABIROBA.
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SE-H, Extracéo por Soxhlet — Hexano; SE-EP, Extracado por Soxhlet — Eter de petréeo; UAE-H, Extracéo
assistida por ultrassom — Hexano; As enzimas foram submetidas a tratamentos com concentracées
crescentes de cada amostra de 6leo: 1 a 25 mg.mL-" para inibicdo da a-amilase (A) e 125 a 1000 pg.mL-
1 para inibigdo de a-glicosidase (B). Os dados representam a média = desvio padrdo de pelo menos
trés experimentos independentes. As curvas de inibicdo foram plotadas usando o software OriginPro

8.5.
As enzimas a-amilase e a-glicosidase sao responsaveis pela hidrélise de
carboidratos e absorgao de glicose. A atividade antidiabética concentra-se na inibigao

dessas enzimas, desacelerando o metabolismo dos carboidratos e diminuindo a
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hiperglicemia poés-prandial (DOMiNGUEZ-PERLES; GARCIA-VIGUERA; MEDINA,
2023). Portanto, produtos com capacidade de inibir essas enzimas podem ser
atrativos para o tratamento da hiperglicemia (ARCARI et al., 2020). O efeito
antidiabetes tipo 2 é uma propriedade conhecida de extratos aquosos e alcodlicos de
folhas, sementes e frutos de C. xanthocarpa (ARCARI et al., 2020; BIAVATTI et al.,
2004; REGGINATO et al., 2021; VINAGRE et al., 2010).

A TABELA 21 traz os percentuais de inibicao e valores de 1Cs0. Quanto maior
a concentracao testada, maior o percentual de inibicdo das enzimas (p<0,05). A
inibicdo da a-amilase a 25 mg.mL"" foi de 82% para o 6leo SE-H, chegando a 95%
para o 6leo UAE-H. Um resultado 2 vezes menor foi observado para o 6leo SE-EP
que inibiu cerca 44% da atividade enzimatica na maior concentracao testada. Para
esse mesmo o6leo, o aumento da concentragdo de 10 para 15 mg.mL n&o foi
significativo, apresentando uma média de inibi¢ao de 26%. O 6leo SE-EP apresentou
10,8% de inibigdo na concentragdo de 1 mg.mL-", valor 2 vezes maior ao apresentado
pelos 6leos SE-H (5,7%) e UAE-H (4,7%), no entanto, seu valor de ICso foi superior as
concentragdes testadas (> 625 ug.mL™"). O ICso obtido pelo 6leo UAE-H foi de 316
ug.mL' de reagdo comparado a 400 pg.mL’' do odleo SE-H, indicando que
concentragdes menores do 6leo obtido por ultrassom sé&o necessarias para obter 50%

de inibicao da enzima.

TABELA 21 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MEDIA (ICs0) E VALORES PERCENTUAIS DE
INIBICAO DAS ENZIMAS a-AMILASE E a-GLICOSIDASE PELOS OLEOS DO RESIDUO DA

GABIROBA.
Inibigao da a-amilase (%)
ICso
Amostra 25 15 10 1
(ng/mL de reagao)
(mg.mL-") (mg.mL-1) (mg.mL-") (mg.mL-")
SE-H 82,1+0,7°4 49,6+24°8 17,9+ 0,5 5,7 £ 0,80 400
SE-PE 443+ 114 248+25%8 277 +21%8 10,8 £ 0,72C > 625
UAE-H 954 +284A 67,4+0,98 34,0+25C 4,7 £ 0,50 316
Inibicao da a-glicosidase (%) I
Amostra 1000 500 250 125 *
(ng/mL de reagao)
(ug-mL"") (ug.mL") (ug.mL") (g-mL")
SE-H 102,2+0,54 51,0+3,7°8 355+2,8°C 30,7 + 3,7 122
SE-PE 102,2+1,22A 744 +25% 60,5+ 4,0 44,3 +1,8%0 41
UAE-H 99,5+2,12A  77,7+1,5%® 66,2+3,6%¢  37,7+1,5°0 45

SE-H, Extracao por Soxhlet — Hexano; SE-EP, Extracdo por Soxhlet — Eter de petréeo; UAE-H, Extracdo
assistida por ultrassom — Hexano. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n= 3).
Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma coluna e maiusculas iguais nha mesma linha
nao diferem significativamente pelo teste de Tuckey (p>0,05).



121

Capitulo IV — Resultados e Discussao

Na maior concentracédo testada, o efeito inibitério da a-glicosidase atingiu 100%
para todos os métodos de extracdo dos dOleos. Os resultados de inibicdo dos 6leos
SE-EP e UAE-H nas concentragdes de 500 e 250 upg.mL-1 foram semelhantes
(p>0,05) e cerca de 50% maior ao resultado apresentado pelo 6leo SE-H, nas mesmas
concentragdes. Na concentragdo de 125 ug.mL', os ORG apresentaram maior
potencial de inibicdo da a-glicosidase quando comparado a algumas concentracdes
da enzima a-amilase, chegando a 44% com o 6leo SE-EP na menor concentragéo
testada. Os valores de ICso corroboram esta informacao uma vez que concentragcoes
menores dos 6leos sao necessarias para inibir 50% da atividade da a-glicosidase (122
ug.mL" de reagédo para SE-H, 41 ug.mL" para SE-EP e 45 ug.mL™" de reagéo para
UAE-H).

Acarbose é o composto frequentemente usado para retardar a digestao de
carboidratos por meio da inibicdo de enzimas digestivas (DOMINGUEZ-PERLES;
GARCIA-VIGUERA; MEDINA, 2023), e possui valores de ICso de 24 e 58 yg.mL"" para
a-amilase e a-glicosidase, respectivamente (MAHINDRAKAR; RATHOD, 2022).
Extratos metandlicos de frutos de gabiroba ricos em compostos fendlicos
apresentaram inibicdo da atividade da a-amilase com ICso de 26 yg.mL™" de reacgao
(ARCARI et al., 2020). Assim sendo, os efeitos antidiabéticos foram mais significativos
guando comparados ao presente trabalho, uma vez que os valores de ICso das fragdes
lipidicas do residuo da gabiroba foram superiores a 300 ug.mL" de reagdo. Além
disso, o potencial dos 6leos na inibigdo das enzimas foi mais significativo quando
comparado ao resultado apresentado pelo EORG na secéo Il (ICso a-amilase: 1471,5
ug.mL-"; ICso0 a-glicosidade: 46,6 ug.mL-"), devido aos valores de ICso mais baixos.

Extratos obtidos com solvente pressurizado de sementes de C. xanthocarpa
reduziram os niveis de glicemia em ratos. Os principais compostos encontrados aos
quais foram atribuidos esse efeito foram os terpenos, como cariofileno, eudesmol,
guaiol, a-Selineno e B-cadineno, muitos deles também identificados nos o6leos do
residuo da gabiroba (REGGINATO et al., 2021).

O efeito hipoglicémico resultante da inibicdo enzimatica tem sido associado a
presenca de grupos hidroxila de polifendis, alcaloides e terpenos (DOMINGUEZ-
PERLES; GARCIA-VIGUERA; MEDINA, 2023). Além disso, acidos graxos ja foram
citados na literatura pela capacidade de inibir enzimas hidrolisadoras de carboidratos,
como a-glicosidase e a-amilase, retardando assim a absorgao de glicose (TENG;

CHEN, 2017). Em extratos do azeite de oliva virgem, intera¢des lipidico-fendlicas
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foram responsaveis pelas atividades antioxidantes e de inibicdo da enzima a-amilase
in vitro (ALU'DATT et al., 2014).

Diversos autores relacionam atividade antidiabética de plantas com a presencga
de fitoquimicos que podem exibir atividades antioxidantes e de eliminagao de radicais
livres. Esses compostos incluem antocianinas, flavonoides, acidos fendlicos,
saponinas, carotenoides, terpenos, acucares, proteinas, capsaicinoides, acidos
graxos e alcaloides (PAPOUTSIS et al., 2021). Portanto, a inibicdo enzimatica
apresentada pelas amostras pode ser resultado de uma interagao sinérgica entre os
diferentes compostos encontrados nos oleos, conferindo potencial antidiabético. Essa
e outras propriedades demostradas pela espécie C. xanthocarpa, justificam sua
utilizagcado no tratamento de doengas na medicina popular (SANT'ANNA et al., 2017;
VIECILI et al., 2014).

4.10.3. Citotoxicidade in vitro do 6leo UAE-H

O efeito citotoxico do 6leo UAE-H em linhagem celular de fibroblasto humano
(HEK293 WT) e linhagem celular de cancer de pulméo (H460 WT) é mostrado na
FIGURA 20 e TABELA 22. As células foram expostas a concentragdes crescentes de
oleo (3,125 -1600 ug mL-1) por 24 e 72 horas. Os resultados mostram que o aumento
da concentragao e do tempo de exposicdo diminuiu o numero de células viaveis,
indicando um efeito citotéxico dependente do tempo e da dose.

FIGURA 20 — CURVAS DE VIABILIDADE IG50 E PERFIL CITOTOXICO DO OLEO DO RESIDUO DA

GABIROBA OBTIDO POR UAE-H. (A) LINHAGEM DE FIBROBLASTO HUMANO (HEK293 WT), (B)
LINHAGEM DE CANCER DE PULMAO (H460 WT).
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Células HEK293 tipo selvagem (A) e H460 tipo selvagem (B) foram submetidas a tratamentos de médio
e longo prazo (24 e 72 horas, respectivamente) com concentragdes crescentes dos compostos (3,125
- 1600 yg.mL"). Dados expressos como média + desvio padrdo de, pelo menos, trés experimentos
independentes. As curvas de viabilidade foram ajustadas utilizando o software GraphPad Prism 6.
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As células H460 responderam de forma diferente ao periodo de incubacao.
Menor viabilidade celular foi observada apds 72 horas de exposi¢cao ao ORG até a
concentragdo de 200 ug.mL-'. Nesta concentragéo, a viabilidade celular ainda era
superior a 75% com 24 horas e inferior a 25% com 72 horas de tratamento. Em
concentragdes mais elevadas do ORG (400 — 1600 ug.mL"), a percentagem de
células H460 metabolicamente ativas foi igualmente reduzida, apresentando
viabilidade celular inferior a 25% em ambos os periodos de incubacao.

Um comportamento semelhante foi observado para as células HEK293, em que
o tratamento por 72 horas foi mais severo. Na concentracdo de 100 uyg.mL"', a
viabilidade celular permaneceu acima de 75% apos 24 horas de exposi¢ao e foi inferior
a 50% com 72 horas. A partir dessa concentracao e independente do tempo, o dleo
UAE-H reduziu a viabilidade das células para menos de 25%.

Um composto pode ser considerado citotoxico quando a viabilidade celular &
inferior a 70% (MOURA et al., 2021). ORG na concentragdo de 50 uyg.mL-" reduziu a
viabilidade celular da célula tumoral H460 WT para menos de 70% apos 72 horas de
exposicao. Os resultados apresentados pelo 6leo UAE-H foram mais expressivos aos
apresentados pelas pectinas extraidas da polpa da gabiroba que reduziram a
atividade metabdlica de células de glioblastoma humano para 80% na concentragao
de 25 ug.mL'(AMARAL et al., 2019). Em outro estudo, flavonas (5-hidroxi-7-metoxi-
8-metil) isoladas de extratos dos frutos inteiros da gabiroba inibiram o crescimento de
células H460 em 27% e em 46% de células tumorais renais (SALMAZZO et al., 2019).

A concentragdo necessaria para reduzir a viabilidade celular para 50% (1Gso)
das células H460 foi de 190,7 ug.mL"" apds 24 horas, valor 3 vezes maior ao 1Gso
apresentado apos 72 horas de incubagéo (60,4 ug.mL-") (TABELA 22). Isto significa
que a exposicao das células ao ORG por 72 horas, resulta numa concentracdo mais

baixa para inibicao de 50% da viabilidade celular.

TABELA 22 — IGso DO OLEO DO RESIDUO DA GABIROBA OBTIDO POR UAE-H.

Linhagem Celular 1Gso (ug.mL")
24h 72h
HEK293 WT 103.7 42.4
H460 WT 190.7 60.4

Células HEK293 WT, linhagem de fibroblasto humano; Células H460 WT, linhagem
de cancer de pulméao.
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Oleos com valores de ICso entre 125 e 5.000 pg.mL™" pode ser considerado
como agente terapéutico contra o cancer (YAZAN et al., 2011). Do ponto de vista
farmacolégico, é importante destacar que a citotoxicidade de um composto em
concentracdes mais baixas € uma das caracteristicas mais valiosas para aplicacoes
clinicas (AMARAL et al., 2019). Apesar do potencial citotoxico do ORG frente a células
tumorais de pulméo, o IGso das células de fibroblastos humano (HEK293 WT) foi de
103,7 e 42,4 uyg.mL-" para os tratamentos de 24 e 72 horas, respectivamente. Quando
esses valores sdo comparados aos encontrados para as células H460, observa-se
que concentragdes menores do ORG sao necessarias para diminuir a viabilidade das
células HEK293 WT em 50% em ambos os periodos de incubagao. Outro ponto
importante € que ORG apresentou maior potencial citotoxico para ambas linhagens
celulares quando se compara os valores de 1Gso descritos nesta se¢cao aos obtidos
para o extrato otimizado do residuo da gabiroba apresentados na Secéao Il para o
EORG.

Os resultados apresentados na FIGURA 20 e TABELA 22 sugerem maior
suscetibilidade dos fibroblastos ao ORG, indicando que o efeito citotoxico do 6leo
UAE-H nao foi seletivo e é independente das caracteristicas especificas da linhagem
celular. Esses resultados enfatizam a necessidade de avaliar a seletividade da
interacdo com células cancerigenas na triagem de candidatos a medicamentos
anticancer. A maioria dos quimioterapicos padrdes induzem efeitos toxicos em células
saudaveis, desencadeando diversos efeitos secundarios debilitantes para os
individuos. Nesse sentido, uma investigagdo mais aprofundada acerca da composigao
quimica do ORG e seu perfil citotdxico € importante antes de indica-lo como potencial
agente na terapia anticancer.

O efeito citotdéxico nas células HEK293 ndo excluem o ORG de outras
aplicagbes. Resultados semelhantes foram encontrados para produtos
frequentemente consumidos pelo ser humano, como o efeito citotéxico que o proprio
mel apresenta quando testado in vitro em células normais L929. Sadeghi-Aliabadi;
Hamzeh; Mirian (2015) investigaram a citotoxicidade do mel de Astragalus e extratos
de prépolis em linhagens celulares de cancer de bexiga 5637, de cancer hepatico
HepG2, e em células de fibroblastos L929. Os autores relataram que o mel era duas
vezes mais citotoxico para as células cancerigenas do que as células L929 normais.
Outro estudo demonstrou que o propolis ndo possui efeito citotoxico seletivo em

linhagens celulares leucémicas e de osteossarcoma, verificando maior toxicidade em
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células L929 (CAMPOCCIA et al., 2021). Diante disso € possivel prospectar outras
aplicagdes para o ORG na industria quimica e farmacéutica, como antioxidante e
antimicrobiano em tintas e esmaltes.

Este é o primeiro trabalho que verifica a atividade citotoxica de fragdes lipidicas
de C. xanthocarpa. Essa propriedade do ORG esta relacionada com sua composi¢cao
quimica diversificada. Dentre os compostos identificados no ORG, os terpenos e os
terpenoides tém um papel significativo na preveng¢ao do cancer (MASYITA et al.,
2022). Extratos fendlicos livres e ligados a triacilglicerol de azeite virgem mostraram
efeitos antiproliferativos em células de cancer colorretal (ALU'DATT et al., 2014). Além
disso, um estudo de docking molecular revelou que os acidos graxos oleico e palmitico
tém boa afinidade para inibir a proteina Mcl-1, proteina superexpressa em varias
células cancerigenas, apontando para o potencial anticancerigeno dos acidos graxos
(ALLAH et al., 2023). Os mecanismos de acao variam desde de indug¢ao da apoptose
promovendo aumento na geracgao de radicais livres e peroxidacgao lipidica, como ja foi
observado para os acidos graxos (DAS, 2011), até a fosforilagdo da proteina p53
supressora de tumor, como ja demonstrado para os terpenos (MASYITA et al., 2022).
Os compostos antioxidantes, como os compostos fendlicos e carotenoides também
podem atuar como pro-oxidantes, induzindo a producéao de radicais livres, mecanismo
pelo qual a proliferacdo de células tumorais pode ser combatida (LIU et al., 2018;
REBOREDO-RODRIGUEZ et al., 2018).
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4.11. CONCLUSAO

Esta Secdo destacou a influéncia das técnicas de Soxhlet e Ultrassom e dos
solventes hexano e éter de petrdleo na extragdo de oleo do residuo de gabiroba. A
UAE-H produziu um d6leo de qualidade considerando o menor indice de acidez. O
emprego do hexano foi mais significativo no rendimento do que a técnica de extragao,
sendo um fator positivo para essa variavel. Ja a técnica de extragao influenciou a
densidade e indice de refracao.

O perfil quimico dos 6leos indicou a presenga de acidos graxos, principalmente
oleico e palmitico, e compostos pertencentes a classe dos terpenos, como o [3-
cadineno. As técnicas e solventes empregados foram eficientes para extrair
compostos bioativos e preservar propriedades funcionais, porém, o 6leo obtido por
UAE-H aumentou a obtengédo de acidos graxos insaturados, compostos fendlicos,
carotenoides e capacidade antioxidante.

A analise no espectro infravermelho revelou os picos de impressodes digitais
dos oOleos do residuo da gabiroba com sobreposicbes e de intensidade muito
semelhante indicando a presenga dos mesmos grupos funcionais. Os espectros
mostram que o solvente ou método de extracao utilizados na obtengdo dos ORG né&o
interferiu nos componentes estruturais das amostras. Os picos encontrados com a
espectroscopia no infravermelho confirmam as ligagdes e grupos funcionais
caracteristicos dos compostos que compdem os 6leos. Todos os 6leos apresentaram
um unico pico de cristalizagao e fusdo em faixas de temperatura préximas. O teste de
estabilidade térmica mostrou que a temperatura de decomposigao variou de 338 °C a
350 °C entre os 6leos.

Os ORG apresentaram potencial antimicrobiano, antidiabético e
anticancerigeno. Os 6leos nao foram efetivos contra bactérias Gram-negativas, mas
podem ser considerados potenciais agentes antimicrobianos, uma vez que
apresentaram atividade contra S. aureus, B. cereus e C. albicans. A atividade
antidiabética e anticancer mostraram comportamento dependente da dose. A enzima
a-glicosidase foi mais susceptivel aos 6leos. O 6leo UAE-H apresentou citotoxicidade
contra linhagens celulares de cancer de pulmao ao mesmo tempo que foi citotdxico
contra linhagens de fibroblastos, indicando a necessidade de mais estudos sobre a

seguranca e o perfil toxicologico de cada componente do dleo.
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A técnica de extragao ou solvente utilizado ndo tiveram efeito nas propriedades
térmicas e caracteristicas estruturais dos 6leos. No entanto, em termos tecnoldgicos,
a extracao por UAE-H foi considerada mais eficiente devido ao menor tempo de
extragcdo e ao rendimento obtido. A avaliacdo das propriedades biolégicas também
revelou o melhor desempenho da UAE-H, que requer menor tempo de extracao
resultando em um 6leo de alta qualidade. Os resultados apresentados sao essenciais
para avaliar o potencial do residuo de gabiroba para ser explorado como uma nova
fonte de 6leo com valor nutricional e fornecem evidéncias para o uso do ORG como

ingrediente funcional ou como agente conferente de cor.
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Os residuos agroindustriais podem ser vistos como um grande problema ou
como estratégia para obtenc&o de produtos de alto valor agregado. O potencial dos
subprodutos de frutas esta relacionado a variedade de compostos quimicos presentes
em sua composi¢ao. Para o aproveitamento dessas matérias-primas, investigagdes
sistematicas acerca da composi¢cao quimica, formas de extragao, potencial bioldgico,
seguranga toxicoldgica e mecanismo de acéo, sdo necessarias.

O residuo da gabiroba apresentou resultados promissores para atuar como
novo ingrediente funcional no desenvolvimento de produtos nutricionalmente
enriquecidos, devido a sua composicdo nutricional e a biodisponibilidade de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais com atividade antioxidante. Além disso,
a coloragao da farinha indica sua aplicagdo em uma variedade de formulagdes de
alimentos que exigem cor como atributo sensorial.

Os extratos obtidos do residuo da gabiroba por diferentes solventes,
apresentaram uma variedade de compostos com valor biolégico interessante. Esse
potencial foi demonstrado através dos ensaios de capacidade antioxidante,
antimicrobiana, antiglicémico e citotoxica. Os 6leos do residuo da gabiroba podem ser
considerados materiais versateis como ingredientes em formulagées cosméticas e
alimenticias e também proporcionam beneficios a saude por incorporarem inumeras
substancias em sua composicao. Este trabalho fornece evidéncias para uso industrial
como ingrediente funcional ou agente para conferir cor.

Os resultados apresentados oferecem solugdes potenciais para mitigar o
volume de residuos gerados no processamento da gabiroba. Além disso, contribui
para o desenvolvimento cientifico e valorizacdo da espécie e de seus produtos,
favorecendo a movimentacdo econdmica, produtiva e sustentavel. Mais estudos
acerca do potencial tecnolégico e industrial do residuo da gabiroba e seus extratos,
bem como sua segurancga alimentar, sdo necessarios para viabilizar sua aplicagdo em

modelos alimentares e farmacéuticos.
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