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RESUMO

A uvaia, fruta nativa da Mata Atlantica, € rica em compostos fendlicos com
reconhecidas propriedades antioxidantes. Este estudo objetivou valorizar o residuo da
separacao da polpa da uvaia através da extracdo e microencapsulacido desses
compostos. O residuo foi analisado in natura, seco em estufa e liofilizado, com
amostras desidratadas subdivididas em malhas de 14 e 60 mesh. Os compostos
fendlicos totais foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu e o perfil fendlico
realizado por CLAE. A atividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios ABTS™,
DPPH' e FRAP. Para a extragao dos compostos fendlicos, testaram-se solventes:
agua, agua acidificada (1% acido acético) e etanol:agua (20:80; 50:50; 80:20 v/v).
Compararam-se métodos de extragao assistida, como agitagdo magnética, ultrassom
e ultra-homogeneizagédo. Variaram-se a temperatura (30; 40; 50 °C) e a razéo
amostra/solvente (1:5; 1:10; 1:20; 1:30) para maximizar o conteudo fendlico extraido.
O extrato maximizado foi submetido a ensaios de citotoxicidade em células de
fibroblastos HEK293 e cancer de mama MCF-7, com concentragdes de 0,25 a 1 mg
mL'. Posteriormente, foi microencapsulado por liofilizagdo com: (1) 25%
maltodextrina, (2) 12,5% maltodextrina e 12,5% goma arabica, (3) 20% maltodextrina
e 5% inulina e (4) 10% maltodextrina, 10% goma arabica e 5% inulina. Os resultados
indicaram que as sementes sao a principal fonte de compostos fendlicos do fruto. A
granulometria do residuo influenciou a extragdo, com particulas menores associadas
a maiores concentracdes de fendlicos. A liofilizacdo preservou melhor a estrutura do
residuo em comparagdo com a secagem em estufa. A formulagédo hidroetandlica a
50% mostrou-se mais eficaz, e os métodos de ultrassom e ultra-homogeneizagao
superaram a agitagdo magnética. A analise cinética revelou que o tempo de 20 min
proporcionou a eficiéncia maxima. A extragado assistida por ultrassom apresentou
como pontos 6timos: temperatura de 50 °C e razao amostra/solvente de 1:10 g mL-".
O extrato apresentou alta concentragao de compostos fendlicos (6855 mg EAG 100
g' residuo). Concentragdes de até 0,5 mg mL-' ndo afetaram a viabilidade das células
HEK293, enquanto doses mais elevadas mostraram efeitos citotoxicos. Apenas a
concentragdo mais alta (1 mg mL-") reduziu a viabilidade de células MCF-7, indicando
atividade antitumoral. A CLAE mostrou que o extrato de uvaia contém acido galico e
procianidina como principais bioativos. As microparticulas apresentaram umidade
variando de 1,6 a 2,2% e atividade de agua inferior a 0,17, adequadas para inibir
crescimento microbiano. A cor das microparticulas reconstituidas foi mais clara que a
do extrato, atraente para aplicagcdes alimenticias. A densidade aparente variou entre
0,75 e 0,78 g mL"" e todas apresentaram solubilidade > 90% e baixa higroscopicidade
(11,1 a 11,9 g 100 g"), indicando boa estabilidade e manuseio. A andlise FT-IR
confirmou que a microencapsulacao preservou as propriedades quimicas do extrato,
com eficiéncia de encapsulacao de 99%. O extrato e as microparticulas demonstraram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. As técnicas empregadas
mostraram-se eficazes na valorizagdo de residuos agroindustriais, resultando em
produtos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, com potencial aplicacéo
em formulacdes alimenticias, cosméticas e farmacéuticas.

Palavras-chave: compostos bioativos; atividade antioxidante; extracdo assistida por
homogeneizador de alta velocidade; extracdo assistida por
ultrassom; liofilizagao.



ABSTRACT

Uvaia, a fruit native to the Atlantic Forest, is rich in phenolic compounds with
recognized antioxidant properties. This study aimed to valorize the residue from the
separation of uvaia pulp through the extraction and microencapsulation of these
compounds. The residue was analyzed in natura, dried in an oven, and freeze-dried,
with dehydrated samples subdivided into 14 and 60-mesh sizes. Total phenolic
compounds were quantified using the Folin-Ciocalteu method, and the phenolic profile
was assessed by HPLC. Antioxidant activity was evaluated through the ABTS™,
DPPH-, and FRAP assays. For the extraction of phenolic compounds, solvents tested
included water, acidified water (1% acetic acid), and ethanol (20:80; 50:50; 80:20 v/v).
Assisted extraction methods such as magnetic stirring, ultrasonication, and ultra-
homogenization were compared. Temperature (30; 40; 50 °C) and the sample/solvent
ratio (1:5; 1:10; 1:20; 1:30) were varied to maximize the extracted phenolic content.
The maximized extract was subjected to cytotoxicity assays on HEK293 fibroblast cells
and MCF-7 breast cancer cells at concentrations ranging from 0.25 to 1 mg mL™.
Subsequently, it was microencapsulated by freeze-drying with (1) 25% maltodextrin,
(2) 12.5% maltodextrin and 12.5% Arabic gum, (3) 20% maltodextrin and 5% inulin,
and (4) 10% maltodextrin, 10% Arabic gum, and 5% inulin. The results indicated that
seeds are the fruit's primary source of phenolic compounds. The particle size of the
residue influenced the extraction process, with smaller particles associated with higher
concentrations of phenolics. Freeze drying better preserved the structure of the residue
compared to oven drying. The 50% hydroethanolic formulation proved the most
effective, and ultrasonication and ultra-homogenization methods outperformed
magnetic stirring. Kinetic analysis revealed that a time of 20 minutes yielded maximum
efficiency. Ultrasound-assisted extraction demonstrated optimal conditions at a
temperature of 50 °C and a sample/solvent ratio of 1:10 g mL™". The extract exhibited
a high concentration of phenolic compounds (6855 mg GAE 100 g™ residue).
Concentrations of up to 0.5 mg mL™ did not affect the viability of HEK293 cells, while
higher doses exhibited cytotoxic effects. Only the highest concentration (1 mg mL™)
reduced the viability of MCF-7 cells, indicating antitumor activity. HPLC analysis
showed that the uvaia extract contains gallic acid and procyanidin as the main bioactive
compounds. The microparticles exhibited moisture levels ranging from 1.6 to 2.2% and
water activity below 0.17, suitable for inhibiting microbial growth. The color of the
reconstituted microparticles was lighter than that of the extract, making it attractive for
food applications. The apparent density ranged between 0.75 and 0.78 g mL™", and all
exhibited solubility > 90% and low hygroscopicity (11.1 to 11.9 g 100 g™), indicating
good stability and handling properties. FT-IR analysis confirmed that
microencapsulation preserved the chemical properties of the extract, with an
encapsulation efficiency of 99%. The extract and microparticles demonstrated
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus. The techniques employed
proved effective in valorizing agro-industrial waste, resulting in products with
antioxidant and antimicrobial properties, with potential applications in food, cosmetic,
and pharmaceutical formulations.

Keywords: bioactive compounds; antioxidant activity; high-speed homogenizer-
assisted extraction; ultrasound-assisted extraction; freeze-drying.
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1 INTRODUGAO

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) € uma planta frutifera pertencente a
familia Myrtaceae, a qual ocorre naturalmente na regido da Mata Atlantica e tem
distribuicdo geografica no Brasil, Argentina e Paraguai (DACOREGGIO et al., 2023).
O fruto da uvaia é uma fonte rica de acido ascoérbico, carotenoides e compostos
fendlicos, conhecidos por sua expressiva atividade antioxidante (TAVER et al., 2022).
Especificamente, os compostos fendlicos tém demonstrado potencial na prevencao
de varias doengas, incluindo condigdes neurodegenerativas, cardiovasculares,
diabetes, inflamatérias e infecciosas (RUDRAPAL et al., 2022).

Estudos recentes tém mostrado que os residuos resultantes do processo de
separacgao da polpa da uvaia também sao fontes de compostos bioativos (RAMOS et
al., 2017; RODRIGUES et al., 2021). A extragao solido-liquido € uma etapa critica para
recuperar esses compostos de forma eficiente (ABBASI-PARIZAD et al., 2022).
Embora métodos convencionais, como a maceragao, sejam amplamente utilizados,
métodos alternativos como, por exemplo, a extragcédo assistida por ultrassom (EAU) e
por homogeneizador de alta velocidade (EAH) tém sido empregados com sucesso
(ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021; DANIELSKI et al., 2022; PATRA;
ABDULLAH; PRADHAN, 2022).

A aplicacao de ultrassom aumenta a taxa de transferéncia de massa através
da geracgéao de cavitagado acustica no meio contendo a amostra (PATRA; ABDULLAH;
PRADHAN, 2022), enquanto o homogeneizador realiza esse aumento por meio da
aplicacéo de forgas de cisalhamento e empuxo (DANIELSKI et al., 2022). E essencial
realizar estudos comparativos entre diferentes métodos de extracdo e otimizar as
condi¢cdes do processo para maximizar o rendimento dos compostos desejados. No
entanto, compostos fendlicos sdo sensiveis a oxidacao, temperatura e pH, o que pode
ser minimizado por meio da microencapsulagao dos extratos obtidos (BRITO et al.,
2022; JAFARI et al., 2023b).

Dentre os materiais encapsulantes frequentemente utilizados, a maltodextrina
€ a goma arabica se destacam devido a alta solubilidade, biocompatibilidade e
seguranca alimentar (JAFARI et al., 2023b). A inclusdo de inulina pode oferecer
beneficios adicionais, dado que é uma fibra soluvel prebidtica que estimula o
crescimento de bactérias intestinais benéficas (CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019). A técnica de secagem por liofilizagao tem sido reconhecida
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como eficaz e reproduzivel para a encapsulacao (BRITO et al., 2022), conferindo
protecdo a substancias sensiveis ao calor (PAVLOVIC et al., 2023).

Embora haja interesse em quantificar os compostos bioativos da uvaia, ha
poucos estudos que exploram a recuperagao desses compostos como uma forma de
valorizar o residuo (SGANZERLA; DA SILVA, 2022). Rodrigues et al. (2021)
empregaram uma combinagdo de EAU com osmose inversa para concentrar os
compostos fendlicos extraidos da casca e sementes de uvaia, resultando em um
aumento de 6,2 vezes (332,22 mg equivalentes de acido galico (EAG) 100 g' base
umida (BU)) em comparagdo com o extrato aquoso inicial. Farias et al. (2020b)
submeteram amostras de fragcdo comestivel e sementes de uvaia a EAU com solugao
etandlica e encontraram maior concentracdo de compostos fendlicos na semente. De
Avelar et al. (2019) utilizaram o residuo de uvaia como alternativa ao corante caramelo
sintético para colorir confeitos, obtendo cores mais intensas em comparagdo ao
corante sintético.

Apesar desses avangos, ainda ha lacunas expressivas na literatura em
relagdo a extracdo de compostos bioativos do residuo da uvaia. Ha escassez de
informacdes sobre o impacto de diferentes métodos de extracdo, relagdes
soélido/solvente e pré-tratamentos da amostra, como desidratagao e ajuste do tamanho
das particulas. Além disso, ndo foram encontradas pesquisas relacionadas a
microencapsulacdo dos compostos bioativos presentes nos extratos derivados do
residuo da uvaia e estudos sobre as possibilidades de aplicacdo dos extratos sao
limitados.

Diante desse contexto, o propésito deste estudo foi avaliar diferentes
solventes, métodos e condi¢cdes para a extragao de compostos fendlicos do residuo
de uvaia, bem como investigar a microencapsulagao do extrato por liofilizagao,
utilizando como agentes encapsulantes, goma arabica, maltodextrina e/ou inulina. O
intuito foi desenvolver microparticulas que viabilizem o transporte de compostos
bioativos, transformando um recurso subutilizado em uma matéria-prima valiosa para
as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Essas microparticulas possuem
potencial para prolongar a vida util de produtos alimenticios e trazer beneficios para a
saude humana. Em um contexto em que a demanda por produtos saudaveis e naturais
esta em constante crescimento, isso é particularmente relevante. Espera-se que este
estudo fornecga informacgdes valiosas para a produgao de extratos de residuo de uvaia

em po de alta qualidade e estimule pesquisas futuras sobre a extracdo de compostos
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bioativos de outros residuos alimentares, impulsionando assim a produgao de

alimentos saudaveis e sustentaveis.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver um processo integrado de valorizagéo do residuo proveniente da
uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) por meio da extragdo de compostos fendlicos e

subsequente microencapsulagéo.

1.1.2 Objetivos especificos

= Caracterizar o residuo por meio de analises fisicas, quimicas e fisico-quimicas,
incluindo parametros como umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos,
sélidos soluveis, acidez total titulavel, pH, cor, morfologia superficial, conteudo
fendlico total e atividade antioxidante;

= Maximizar a extracdo de compostos fendlicos do residuo, avaliando diferentes
solventes (agua, agua acidificada, etanol aquoso) e métodos assistidos
(ultrassom, agitagdo magnética, homogeneizador de alta velocidade), assim
como as variaveis do processo, como temperatura e razao amostra/solvente;

» Analisar a citotoxicidade e a atividade antitumoral do extrato de residuo de
uvaia em células HEK293 e MCF-7, investigando a dependéncia de dose e o
tempo de exposicao;

= Determinar o perfil de compostos fendlicos presentes no extrato de residuo de
uvaia por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

= Desenvolver e caracterizar microparticulas do extrato de residuo de uvaia
utilizando diferentes agentes encapsulantes, por meio de analises fisico-
quimicas (morfologia, umidade, atividade de agua, densidade, solubilidade e
higroscopicidade), térmicas (termogravimetria) e espectroscopicas (FT-IR);

» Determinar a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos fendlicos nas
microparticulas e avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de residuo de

uvaia e das microparticulas contra cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-
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negativas e a digestdo gastrointestinal in vitro conforme o protocolo
INFOGEST.



ESTADO DA ARTE: MOTIVACAO:

HIPOTESES

DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Desenvolver um processo integrado de valorizagio do residuo proveniente da uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess) por meio da extragdo de compostos fenolicos e
subsequente microencapsulagéo do extrato

Expansado das pesquisas sobre bioativos em residuos da familia Myrtaceae.

Interesse crescente das indUstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética nesses compostos
devido aos beneficios a saude e a demanda por ingredientes naturais e funcionais.
Reconhecimento do potencial bioativo da uvaia, rica em acido ascérbico, carotenoides e
compostos fendlicos.

Caréncia de informagdes sobre impacto de pré-tratamentos, solventes, métodos e condi¢des
na extracao de fendlicos da uvaia.

Escassez de dados sobre citotoxicidade e atividades biolégicas do residuo de uvaia, como
antitumoral e antimicrobiana.

Auséncia de estudos sobre microencapsulagdo do extrato de uvaia e propriedades das
microparticulas.

Transformar um residuo subutilizado em recursos valiosos para as industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmeética.

Dos Santos et al. (2023): Extrairam fendlicos do bagago de uvaia por EAU com etanol 80 %,
obtendo alta concentragdo (181,9 mg EAG g-'), elevada atividade antioxidante (1366,0 umol
Trolox g-') e eficacia antimicrobiana contra L. monocytogenes, L. innocua, B. cereus e S.
aureus.

Farias et al. (2021): Avaliaram a bioacessibilidade de fendlicos em extratos de fragdes
comestiveis e sementes de uvaia apoés digestdo in vitro, mostrando reducdo de fendlicos
(50,08 %) e atividade antioxidante (8,04 % a 27,23 %) nas sementes.

Rodrigues et al. (2021): Utilizaram EAU e osmose inversa para concentrar fendlicos da
casca e sementes de uvaia, aumentando a concentragcao em 6,2 vezes (332,22 mg EAG 100
g~ BU) em relagao ao controle, identificando treze compostos, como acido galico e elagico.
Farias et al. (2020b): Extrairam fendlicos de fragbes comestiveis e sementes de uvaia por
EAU com solugdo de etanol, com sementes apresentando maior concentragio.

De Avelar et al. (2019): Testaram residuos de uvaia como substituto para corante caramelo
sintético em confeitos, obtendo coloragdo mais intensa.

Ramos et al. (2017): Secaram residuos de uvaia a 40, 60 e 80 °C, observando redugao de
fendlicos de 3 % a 21 % e menores perdas a 40 °C.

Pré-tratamentos (secagem e ajuste do tamanho de particulas) impactam a extragdo de
bioativos.

Diferentes solventes e métodos de extragdo geram variagbes na recuperagao de fendlicos,
com melhor desempenho para solugdes de etanol.

Métodos assistidos (ultrassom, ultra-homogeneizagdo) aumentam a recuperagdo de
fendlicos.

Temperatura e razdo amostra/solvente influenciam a extragdo de bioativos.

Extrato de uvaia é citotoxico e antitumoral para células cancerigenas, sem afetar células
normais.

Microencapsulagdo com maltodextrina, goma arabica e/ou inulina gera microparticulas com
baixa umidade e higroscopicidade, alta solubilidade, resisténcia térmica e cor atraente,
ideais para a industria.

Tipo de encapsulante afeta as propriedades fisico-quimicas e funcionais das microparticulas.
Microparticulas tém atividade antioxidante e antimicrobiana, com potencial aplicagdo em
alimentos, cosméticos e farmacéuticos.

Microparticulas resistem a digestao e liberam fenélicos gradualmente.

21
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo € composto por trés tdpicos principais que fornecem suporte
tedrico para o entendimento do trabalho. No primeiro topico, é discutida a composigao
fisico-quimica dos frutos e do residuo resultante da separagao da polpa da uvaia, bem
como 0s mecanismos de agao dos compostos antioxidantes. No segundo topico, sdo
apresentados os métodos de extragao assistidos por ultrassom e homogeneizagéo de
alta velocidade. Por fim, o terceiro topico trata da técnica de microencapsulagao por

liofilizacdo, utilizada para aumentar a estabilidade dos compostos fendlicos.

2.1 UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS)

2.1.1 Aspectos gerais

A uvaieira € uma arvore que possui um tronco ereto e uma copa arredondada,
e pode atingir de 6 a 13 m de altura (MEDEIROS et al., 2019). Seus frutos sdo bagas
de coloragao amarelada, dotadas de sabor acido e aroma peculiar. Apresentam
morfologia piriforme e revestimento viloso, com dimensbées médias de
aproximadamente 2,0 cm de comprimento (FARIAS et al., 2020a). Cada fruto possui
em média uma massa de 8,5 g, sendo que as sementes, variando de 1 a 3 por fruto,
correspondem a aproximadamente 16% da massa total (FARIAS et al., 2020b;
JACOMINO et al., 2018). Na FIGURA 1a-c esta ilustrada a aparéncia da uvaieira (a),
bem como de seus frutos (b) e sementes (c).

Embora os frutos tenham potencial para diversas aplicacbes, como a
producéo de polpas congeladas, sucos, geleias e sorvetes (DE ARAUJO et al., 2019),
a existéncia de pomares comerciais de uvaia é rara. A producdo dos frutos é
predominantemente oriunda de pomares domésticos (JACOMINO et al., 2018). Essa
producao pode variar significativamente de uma planta para outra durante cada safra,
podendo algumas delas apresentar uma producao de até 50 kg de frutos. Além disso,
a época de colheita varia conforme a regido geografica, destacando-se os estados
brasileiros do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sado Paulo como os
maiores produtores (JACOMINO et al., 2018).
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FIGURA 1 — VISAO GERAL DA ESPECIE EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS (a), FRUTOS (b) E
SEMENTES (c)

€

" v .}){
FONTE: A autora (2024).

E relevante destacar que as épocas de colheita, assim como as condicdes
agrondémicas, ambientais e nutricionais das culturas, sdo fatores determinantes que
podem influenciar a composicéo fisico-quimica dos frutos (SCHMIDT et al., 2019).
Além disso, as fracdes dos frutos que frequentemente sdo descartadas, tais como
cascas, sementes e bagacos, também possuem valor nutricional variavel. As
composic¢oes tanto dos frutos quanto do residuo resultante da separacgao da polpa, as

quais podem variar em termos quantitativos e qualitativos, sdo apresentadas a seguir.

2.1.2 Composicgao fisico-quimica

A TABELA 1 compila os resultados de estudos diversos que investigaram a
composicao fisico-quimica tanto da polpa quanto do residuo da uvaia. E pertinente
ressaltar que a literatura identifica distintas cultivares de uvaia, tais como Bolivia,
Comum, Doce de Patos de Minas, Péra, Rugosa, Rugosa Doce e Dura, cada uma
possuindo suas préprias caracteristicas quimicas, perfis de compostos bioativos e
atividades antioxidantes particulares (DA SILVA et al., 2019; JACOMINO et al., 2018).
Adicionalmente, evidencia-se que as propriedades nutricionais dos frutos de uvaia

variam conforme o estagio de maturagao no momento da colheita (DA SILVA et al.,
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2019). Por exemplo, exemplares colhidos precocemente tendem a apresentar
concentragdes elevadas de acidos organicos, ao passo que a colheita tardia favorece

a obtengao de frutas com maior concentragao de agucares (FREITAS et al., 2019).

TABELA 1 — COMPOSIGAO FiSICO-QUIMICA DA POLPA E DO RESIDUO RESULTANTE DA
SEPARACAO DA POLPA DA UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS)

Anilise Polpa Residuo
Conteudo Referéncia Conteudo Referéncia
pH 2,96— Da Silva et al. (2022) 3,93 Rodrigues et al.
3,74 (2021)
Sdélidos soluveis 3,60— Da Silva et al. (2022) 2,70 Rodrigues et al.
(° Brix) 10,50 (2021)
Acidez total titulavel 7,91- Sganzerla et al. NR
(mg AC 100 g'") 26,12 (2021)
Umidade 80,68— Da Silva et al. (2022) 76,0— Ramos et al. (2017)
(g 100 g") 94,50 e Sganzerla et al. 89,20 e Rodrigues et al.
(2021) (2021)
Cinzas 0,23- Da Silva et al. (2022) 0,25- Ramos et al. (2017)
(g 100 g") 0,52 0,31 e Rodrigues et al.
(2021)
Proteinas 0,66— Da Silva et al. (2022) 2,64— Ramos et al. (2017)
(g 100 g") 1,69 2,66 e Rodrigues et al.
(2021)
Lipidios 0,21- Da Silva et al. (2022) 0,35— Ramos et al. (2017)
(g 100 g") 0,61 0,36 e Rodrigues et al.
(2021)
Carboidratos 4,20- Da Silva et al. (2022) 20,99 Rodrigues et al.
(g 100 g") 11,64 (2021)
Agucar total 1,63— Sganzerla et al. NR
(g sacarose 100 g') 4,48 (2021)
Acucar redutor 1,19— Sganzerla et al. NR
(g glicose 100 g) 3,87 (2021)
Acucar nao redutor 0,02—- Sganzerla et al. NR
(g sacarose 100 g™') 1,36 (2021)
Fibra alimentar 3,27— Da Silva et al. (2019) 4,72 Ramos et al. (2017)
(g 100 g") 3,72
Pectina soluvel 0,17- Farias et al. (2020a) NR
(gAG 100 g™ 0,18
Pectina total 0,95 Da Silva et al. (2022) NR
(g AG 100 g™

Valores expressos em base Umida. AC — Acido citrico. AG — Acido galacturénico. NR — N&o relatado.

A avaliagao dos valores de pH tanto da polpa quanto do residuo da uvaia
revelou uma acidez significativa, uma caracteristica tipica de frutas citricas devido a
presenca predominante de acidos orgénicos, como acido citrico e acido malico. Tal
observacao foi corroborada pela determinacao da acidez total titulavel da polpa que
quantifica a concentragéo de acidos na fruta. No entanto, a acidez do residuo nao foi
determinada em nenhum dos estudos disponiveis. Mesmo assim, & plausivel inferir

que a semente, sendo a fracdo predominante do residuo, contenha menos acidos
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organicos em comparagao a polpa, uma vez que o pH do residuo é superior ao da
polpa. Além disso, os resultados da analise dos sdlidos soluveis da polpa indicaram
uma significativa presenga de agucares, conferindo-lhe um perfil gustativo adocicado.
Por outro lado, o residuo apresentou uma concentragdo menor de soélidos soluveis em
comparagao com a polpa.

A analise da umidade tanto da polpa quanto do residuo da uvaia evidenciou a
alta perecibilidade dessa fruta, atribuida ao elevado conteudo de agua presente em
sua composi¢cao. Em relacdo a sua composicao nutricional, a uvaia se destaca por
sua riqueza em carboidratos, acompanhada por quantidades menores de proteinas e
lipidios. Dentre os agucares, a frutose € preponderante, seguida por sacarose e
glicose, encontradas principalmente na porgdo comestivel da fruta, conforme
apontado por Farias et al. (2020b). O residuo da uvaia apresenta uma concentragao
ainda maior de carboidratos, possivelmente devido ao conteudo de amido nas
sementes.

A uvaia também é uma excelente fonte de fibras, as quais podem contribuir
significativamente para a ingestdo diaria recomendada. Estudos mostram que o
consumo de uma porgao de 200 g de uvaia pode fornecer de 15,97% a 25,68% e de
24,28% a 39,03% da ingestao diaria recomendada de fibra para homens e mulheres
adultos, respectivamente (DA SILVA et al., 2019). As cascas, sementes e bagacgo da
fruta também sao ricos em fibras. Além disso, a presenca de pectinas na uvaia,
juntamente com os solidos soluveis e pH, tem um papel importante na textura,
estrutura e preservacao da fruta (DA SILVA et al., 2018b).

Embora a composicao fisico-quimica da polpa e do residuo da uvaia possa
variar, os resultados obtidos até o0 momento indicam um consideravel potencial para
a utilizagcdo das diferentes partes do fruto como matéria-prima na industria de
alimentos. Além dos nutrientes essenciais, as diversas fracdes da uvaia apresentam
compostos bioativos de grande relevancia em sua composigao quimica, os quais séo

discutidos a seguir.

2.1.2.1 Composigao fitoquimica

Na TABELA 2 estdo apresentados os valores das concentragdes de
compostos bioativos e das atividades antioxidantes da polpa e do residuo da uvaia.

Os compostos bioativos derivados de plantas sdo, em sua maioria, gerados por meio
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de vias metabdlicas secundarias, sendo designados como metabdlitos secundarios
(NGUYEN, 2017). Embora esses compostos nao estejam diretamente envolvidos no
metabolismo fotossintético ou respiratorio das plantas, eles sdo essenciais para sua
sobrevivéncia (VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019). Os metabdlitos secundarios séo
produzidos como uma resposta aos mecanismos de defesa das plantas contra
predadores, patdégenos, microrganismos e fatores de estresse abioticos (NGUYEN,
2017).

TABELA 2 — COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA POLPA E DO RESIDUO
RESULTANTE DA SEPARACAO DA POLPA DA UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS)

Anilise Polpa Residuo
Conteudo Referéncia Conteudo Referéncia
Vitamina C 1,37-142 Da Silva et al. (2022), Da 3,36 Rodrigues et al.
(mg AA 100 g™") Silva et al. (2019) e Taver (2021)
et al. (2022)
Carotenoides 1,3- Da Silva et al. (2022) 7,20 Rodrigues et al.
(mg 100 g™") 441,26 (ug 100 g~ (2021)
1
)
Compostos 89,7— Da Silva et al. (2022) e 54,64— Rodrigues et al.
fendlicos 483,25 Taver et al. (2022) 404 (2021) e Ramos et al
(mg EAG 100 g (2017)
)
)
Flavonoides 22,97 Da Silva et al. (2019) 360,74 Rodrigues et al.
(mgEQ100g"') 38,58 (2021)
ABTS™ 0,33— Da Silva et al. (2022) 15,73 Rodrigues et al.
(mmol TEAC g") 9,23 (2021)
DPPH* 0,01- Da Silva et al. (2019) 9,60 Rodrigues et al.
(mmol TEAC g") 0,03 (2021)
FRAP 2,28—- Sganzerla et al. (2019) 22,20 Rodrigues et al.
(mmol TEAC g") 9,34 (2021)

Valores expressos em base Umida. AA — Acido ascérbico. EAG — Equivalentes de acido galico. EQ —
Equivalentes de quercetina. TEAC — Atividade antioxidante equivalente ao Trolox. NR — Nao relatado.

Os valores apresentados indicam a presenca de diferentes compostos
bioativos na uvaia, como vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos, incluindo
os flavonoides. Tais compostos podem ser isolados dos frutos ou seus residuos e
utilizados como suplementos alimentares ou aditivos para melhorar as propriedades
fisico-quimicas, nutritivas e sensoriais dos alimentos (NGUYEN, 2017). Além disso,
possuem propriedades farmacoldgicas potentes e atuam como agentes preventivos
para diversas doencas crénicas (NGUYEN, 2017).

A vitamina C, ou acido ascorbico (AA), € uma molécula hidrofilica essencial
para diversas atividades fisiolégicas e metabdlicas (CARITA et al., 2020). Ela
desempenha funcdes antioxidantes e cofatoras em processos como a sintese de

colageno, a regulagao epigenética, a producado de imunoglobulinas, a produgao de
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interferon e fatores reguladores de tumores (CARITA et al., 2020). A uvaia contém
uma quantidade significativa de vitamina C na polpa, fornecendo 72,04% e 86,45% da
ingestado diaria recomendada para homens e mulheres adultos, respectivamente,
através do consumo de apenas um fruto (DA SILVA et al., 2019). Contudo, a sua
estabilidade é um desafio, visto que a vitamina C é suscetivel a degradagdo em meio
aquoso, altas temperaturas, pH e na presencga de oxigénio e ions metalicos (CARITA
et al., 2020).

Os carotenoides sao compostos lipofilicos que possuem uma estrutura de
polieno com um numero variavel de ligagdes duplas conjugadas (RODRIGUEZ-
CONCEPCION et al.,, 2018). Esses compostos tém sido associados a diversos
beneficios a saude, incluindo a protegc&o ocular, melhoria da fung&o cognitiva, saude
cardiovascular e redugdo do risco de alguns tipos de cancer (EGGERSDORFER,;
WYSS, 2018). Os frutos da uvaia apresentam coloracdo amarelada devido a alta
concentracdo desses compostos, principalmente B-caroteno, criptoxantina e luteina
(DE ARAUJO et al., 2019; FARIAS et al., 2020b; SCHMIDT et al., 2019). Além desses,
outros carotenoides estao presentes na uvaia, como o a-caroteno, zeaxantina, 13-cis-
B-caroteno, 9-cis-B-caroteno e 5,6-epoxido (DE ARAUJO et al., 2019). De acordo com
um estudo realizado por Schmidt et al. (2019), a uvaia apresenta um conteudo
significativo de carotenoides em comparagdo com outras frutas da mesma familia,
como araga, cereja, feijoa, guabiroba, jabuticaba e pitanga. No entanto, é importante
destacar que a quantidade de carotenoides presente no residuo da uvaia é
consideravelmente menor do que na polpa. Além disso, durante o processamento da
fruta, esses compostos podem ser degradados devido a diversos fatores, como
reagdes enzimaticas oxidativas, foto e auto-oxidagédo, exposi¢cado a luz e oxigénio
(CASTELUCCI et al., 2020).

Os compostos fendlicos sao moléculas que apresentam anéis aromaticos
ligados a um ou mais grupos hidroxila e variam em complexidade, desde fendis
simples até polimeros complexos (NGUYEN, 2017). A biossintese desses compostos
geralmente ocorre a partir da fenilalanina ou tirosina, através da via do acido
chiquimico (ZEB, 2020). Os compostos fendlicos podem ser encontrados na forma
livre ou conjugada, ligados a um ou mais residuos de agucar nos grupos hidroxila ou
a acidos carboxilicos, aminas, acidos graxos ou outros fenéis (LOSADA-BARREIRO
et al., 2022). Tais compostos sao conhecidos por suas propriedades antioxidantes e

anti-inflamatérias, as quais contribuem para a prevencdo de diversas doencgas,
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incluindo doengas cardiacas, cancer e diabetes (MARK et al., 2019). Eles sao
classificados em varias categorias, como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos,
taninos, lignanas, cumarinas, curcuminoides e quinonas (MARK et al., 2019). Na
FIGURA 2 estdo apresentadas as principais classes de compostos fendlicos
encontrados em alimentos. Cada classe possui uma estrutura quimica distinta e

apresenta diferentes propriedades biolégicas.

FIGURA 2 — PRINCIPAIS CLASSES DE COMPOSTOS FENOLICOS ENCONTRADOS EM

ALIMENTOS
Compostos
fené\licos
L } | ! |
— Acidos fendlicos  Alcoois fenélicos Curcuminoides Estilbenos Lignanas
- AICidOS“ — Antocianidinas —  Isoflavonas
hidroxibenzoicos
B Acidos — Flavonéis — Flavonas
hidroxicinamicos Flavonoides
—  Flavonondis —  Chalconas
— Flavanadis —  Flavanonas

FONTE: Adaptado de Losada-barreiro et al. (2022).

Os acidos fendlicos e os flavonoides sdo as classes de polifendis mais
comumente encontradas nos alimentos (SANTOS-BUELGA et al., 2019). Os acidos
fendlicos sdo compostos organicos que possuem pelo menos um anel aromatico, no
qual pelo menos um atomo de hidrogénio € substituido por um grupo hidroxila
(VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019). Eles s3o caracterizados por moléculas simples
e dividem-se em duas subclasses principais: acidos hidroxibenzoicos e acidos
hidroxicinAmicos (MIR-CERDA et al., 2023). Os primeiros derivam de moléculas n&o
fendlicas de acido benzdico, enquanto os ultimos derivam de moléculas nao fendlicas
de acido cinamico (VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019). Alguns exemplos s&o o &cido
cafeico (derivado do acido hidroxicinamico) e o acido vanilico (derivado do acido
hidroxibenzéico) (CHRISTODOULOU et al., 2022). A forma usual de acidos fendlicos
€ encontrada nas formas amidas, ésteres e glicosideos, mas raramente na forma livre
(SHI et al., 2022).
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Os flavonoides sdo o grupo mais abundante e possuem uma estrutura com
dois anéis aromaticos ligados por um heterociclo de oxigénio (MIR-CERDA et al.,
2023). Eles sédo encontrados principalmente nas folhas e casca das frutas e,
frequentemente, se associam a agucares (FERREIRA; MARTINS; BARROS, 2017).
Diferentes subfamilias de flavonoides sao definidas de acordo com o grau de oxidagao
e substituicbes do heterociclo, tais como as antocianinas, flavondis, flavanonas,
flavandis, isoflavonas e flavonas (MIR-CERDA et al., 2023).

Os frutos de uvaia sao ricos em compostos fendlicos, especialmente em acido
galico e quercetina (DE ARAUJO et al., 2019). Além desses compostos, outros, como
miricetina, kaempferol, rutina, acido clorogénico e acido cafeico, podem estar
presentes, conforme mencionado por Farias et al. (2020a). Além disso, os residuos
de uvaia também contém quantidades consideraveis de compostos fendlicos. De
acordo com Rodrigues et al. (2021), o residuo de uvaia contém pelo menos 13
compostos bioativos, incluindo acido ascorbico, acido p-cumarico, acido galico, acido
clorogénico, epicatequina, taxifolina, rutina, miricetina, quercetina, isoquercitina,
quercetina-3-o-pentosideo, quercitrina e bellidifolin-8-o-glicosideo. As estruturas
quimicas desses compostos podem ser visualizadas na FIGURA 3.

Outro estudo interessante realizado por Farias et al. (2020b) avaliou o perfil
fitoquimico da fracdo comestivel e das sementes de uvaia, e constatou que a
concentragdo de fendlicos na semente (237,44 mg EAG g' base seca (BS)) era
aproximadamente cinco vezes maior do que na fragcdo comestivel. Além disso, a
concentracdo de flavonoides totais na semente (101,46 mg equivalentes de
catequina g' BS) era cerca de 16 vezes maior do que na fragdo comestivel. Os
autores identificaram nove compostos fendlicos na semente, incluindo acidos
fendlicos, flavonadis, flavan-3-6is monoméricos e flavonas.

Os estudos mencionados revelam que a uvaia € uma fruta rica em compostos
antioxidantes e que o residuo gerado durante a separagao da polpa também possui
uma concentragao significativa desses compostos. Isso indica um grande potencial
para a produgdo de produtos valiosos. A seguir, serdo discutidos com maior

profundidade esses compostos e suas atividades antioxidantes.
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FIGURA 3 - COMPOSTOS BIOATIVOS ENCONTRADOS NO RESIDUO DA SEPARAGCAO DA
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FONTE: A autora (2024). As estruturas quimicas foram desenhadas com o software ChemSketch®.
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2.1.3 Atividade antioxidante

A compreensdo dos antioxidantes € essencial para o entendimento de como
essas substancias podem preservar a qualidade dos alimentos ou promover a saude
humana. Entre os antioxidantes, os compostos fendlicos tém sido amplamente
estudados devido a sua capacidade de neutralizar o estresse oxidativo que esta
associado a disturbios metabdlicos e patologias como obesidade, diabetes e doengas
cardiovasculares (VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019).

O estresse oxidativo ocorre quando o corpo é sobrecarregado pela produgéo
excessiva de radicais livres que sao gerados por diversos processos, incluindo
clivagem homolitica, heterolitica ou reagdes redox (ZEB, 2020). Os radicais livres séo
espécies quimicas que possuem elétrons desemparelhados, sendo os radicais
centrados em oxigénio os mais prevalentes em sistemas biolégicos. Dentre eles, o
radical superéxido (Oz2™) e o radical hidroxila (OH") sao altamente reativos, juntamente
com o peroxido de hidrogénio nao radical (H202), os quais sdo as espécies reativas de
oxigénio mais comuns (RUSKOVSKA; MAKSIMOVA; MILENKOVIC, 2020).

Quando o equilibrio entre radicais livres e antioxidantes é perturbado, os
radicais livres comegcam a oxidar moléculas celulares essenciais, como proteinas,
lipidios, DNA e RNA (MOTA et al., 2023). No entanto, os compostos fendlicos tém a
capacidade de inativar os radicais livres e prevenir os danos oxidativos nas células
(VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019). E importante ressaltar que a oxidacdo também
pode ocorrer nos alimentos quando os radicais livres reagem com as moléculas dos
alimentos, danificando-as.

Embora os antioxidantes sintéticos, como hidroxilanisole butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), propil galato (PG) e tercbutilhidroquinona (TBHQ),
sejam frequentemente utilizados na industria alimenticia, em altas concentragdes,
podem ser toxicos. Como uma alternativa mais segura, os pesquisadores tém se
concentrado em antioxidantes naturais (ZEB, 2020). A seguir, serdo elucidados os

mecanismos de acao desses antioxidantes naturais.

2.1.3.1 Mecanismos de agao dos antioxidantes

Os antioxidantes sao capazes de agir de diferentes formas, incluindo a

transferéncia de um atomo de hidrogénio ou de um elétron para converter o radical
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livre em uma espécie estavel, a transferéncia de elétrons acoplada a prétons ou a
quelacao de metais de transi¢cao (ZEB, 2020).

No primeiro mecanismo, o composto antioxidante neutraliza espécies de
radicais livres doando atomos de hidrogénio (AMAROWICZ; PEGG, 2019). Por
exemplo, quando um radical peroxil (RO2") reage com um fenol (ArOH), o hidrogénio
(H) ligado ao anel arilico do fenol é transferido para o radical peroxil, formando um
radical ariloxila (ArO®). O radical formado é estabilizado por ressonéncia (APAK;
CAPANOGLU; SHAHIDI, 2017). A facilidade com que ocorre essa transferéncia de
hidrogénio pode ser quantificada pela energia de dissociagao da ligagao, sendo que
valores menores indicam maior facilidade (CHRISTODOULQU et al., 2022).

No segundo mecanismo, o antioxidante doa um elétron para o radical livre,
estabilizando-o em uma forma anidnica (CHRISTODOULOU et al., 2022). O radical
aniénico formado é uma espécie energeticamente estavel que possui um numero par
de elétrons (ZEB, 2020). O radical ariloxila formado & posteriormente oxidado,
formando a quinona correspondente (Ar=0) (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2017).
Nesse mecanismo, a atividade antioxidante € maior quanto menor for o potencial de
ionizagdo, o que significa que a abstracdo de elétrons é mais facil (VUOLO; LIMA,;
MAROSTICA, 2019).

Os compostos fendlicos também podem exercer sua capacidade antioxidante
através da transferéncia de elétrons acoplada a protons e da quelagao de metais de
transicao. A transferéncia de elétrons acoplada a prétons ocorre quando o composto
antioxidante doa um préton para um radical livre e se transforma em um anion, que
posteriormente doa um elétron para se estabilizar. Por outro lado, o mecanismo de
quelagcdo de metais é a capacidade de certos antioxidantes de quelar metais de
transicdo, impedindo-os de catalisar reagcbes que produzem radicais livres
(CHRISTODOULOU et al., 2022).

A estrutura tanto do antioxidante quanto do composto a ser oxidado, a presenca
de pré-oxidantes e a concentracdo dessas substancias afetam a capacidade dos
antioxidantes em inibir a propagacao de radicais livres (CHRISTODOULOU et al.,
2022). Para avaliar a atividade antioxidante, existem diversas técnicas analiticas
disponiveis, como espectromeétricas, cromatograficas e eletroquimicas. No entanto, os
ensaios espectrofotométricos sdo amplamente utilizados devido a rapidez e baixo

custo. Dentre os ensaios espectrofotométricos, ABTS™, FRAP e DPPH' séao
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amplamente utilizados para avaliar a atividade antioxidante in vitro de produtos
alimenticios (MOTA et al., 2023).

2.1.3.2 Avaliagéao in vitro da atividade antioxidante
2.1.3.2.1 Ensaio de captura do radical livre ABTS™

O ensaio ABTS™ € um método amplamente utilizado para avaliar a atividade
antioxidante de frutas e extratos vegetais (SHI et al., 2022). O ensaio consiste em
gerar o radical ABTS™ por meio da reacdo entre ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e persulfato de potassio, resultando em uma cor
verde-azulada (CHRISTODOULOU et al., 2022). Os antioxidantes presentes na
amostra reduzem o radical ABTS™, levando a uma diminuigdo da absorbancia em
734 nm (BENKHAIRA; KORAICHI; FIKRI-BENBRAHIM, 2022).

A reducédo da absorbancia € medida por espectrofotometria para avaliar a
atividade antioxidante. O Trolox (Acido 6—Hidroxi—2,5,7,8—tetrametilcromano—2—
carboxilico), um analogo sintético da vitamina E, é usado como referéncia e os
resultados sdo apresentados como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC), onde valores mais altos indicam maior atividade antioxidante (BENKHAIRA,;
KORAICHI; FIKRI-BENBRAHIM, 2022). Os mecanismos de transferéncia de
hidrogénio e elétron, bem como a transferéncia sequencial de elétrons por perda de
prétons, podem ter diferentes papéis dependendo das condi¢gdes de reagcao, como pH
e solvente (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2017).

O ensaio é amplamente utilizado devido a sua facilidade e reprodutibilidade
(KOTHA et al., 2022), bem como sua versatilidade para amostras hidrossoluveis e
lipossoluveis (SHI et al., 2022). Outra vantagem do ensaio é a avaliagdo de
mecanismos antioxidantes em uma ampla faixa de pH (CHRISTODOULOU et al.,
2022). No entanto, uma critica ao método ABTS'* é o tempo de reagao entre o ABTS™
e os antioxidantes que pode levar a diferentes medidas dependendo do tempo final
(APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2017). Além disso, o ABTS™ é um radical nao
fisiolégico e ndo esta presente no corpo humano em condigdes normais (KOTHA et
al., 2022).
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2.1.3.2.2 Ensaio de captura do radical livre DPPH*

Outro método amplamente utilizado para avaliar a capacidade de moléculas
em eliminar radicais livres por meio da transferéncia de hidrogénio ou elétron é o
método DPPH"* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (MOTA et al., 2023). O DPPH"* é um radical
organico de nitrogénio que contém um elétron de valéncia desemparelhado (VUOLO;
LIMA; MAROSTICA, 2019). Apds aceitar elétrons de antioxidantes, o radical DPPH" é
neutralizado, resultando em uma mudanga de cor (de violeta intensa para amarelo)
que pode ser medida espectrofotometricamente a 515 nm (RUFINO et al., 2007b). A
atividade antioxidante pode ser expressa como TEAC ou ECso que avalia a quantidade
de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical
(VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019).

O ensaio DPPH' tem varias vantagens, como baixo custo, facilidade,
reprodutibilidade, aplicabilidade em temperatura ambiente e possibilidades de
automacao e hifenizagdo (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2017). No entanto,
também tem algumas limitagdes, como a sensibilidade a algumas bases de Lewis e a
necessidade de radicais nao fisioldgicos (BENKHAIRA; KORAICHI; FIKRI-
BENBRAHIM, 2022). Além disso, a precisao pode ser afetada pelos pigmentos e pela
cor das amostras (MOTA et al., 2023). E importante notar que o radical DPPH" ndo
pode ser dissolvido em agua, entdo metanol, etanol ou misturas aquosas desses
compostos sdo comumente utilizados para dissolvé-lo, sendo que a quantidade de

agua nao deve ultrapassar 60% para tornar o radical mais soluvel (SHI et al., 2022).

2.1.3.2.3 Ensaio do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP)

O ensaio do poder antioxidante redutor do ferro € um método comumente
utilizado na determinagao da atividade antioxidante de alimentos e fluidos biolégicos
(APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2017). Ele se baseia na transferéncia de elétrons,
na qual o complexo tripiridiltriazina férrico (Fe3*-TPTZ) (de cor amarela) é reduzido
para o complexo tripiridiltriazina ferroso (Fe?*-TPTZ) (de cor azul) em pH baixo
(AMAROWICZ; PEGG, 2019). A mudanga na absorbancia medida a 593 nm é
diretamente proporcional a atividade antioxidante dos antioxidantes presentes na
amostra (VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019). E importante controlar o pH durante o
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ensaio para manter a solubilidade do ferro e evitar a protonacdo dos compostos
antioxidantes (VUOLO; LIMA; MAROSTICA, 2019).

O meétodo tem algumas vantagens: os reagentes sdo estaveis e nao toxicos,
o teste é altamente sensivel e preciso, os fatores estequiométricos dos antioxidantes
sdo constantes em uma ampla gama de concentragdes e o teste é robusto, resistindo
a pequenas variagées nas condigdes de reagao (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI,
2017). Além disso, a analise é rapida e direta (MOTA et al., 2023). No entanto, &
importante destacar que ele detecta apenas antioxidantes hidrofilicos
(CHRISTODOULOU et al., 2022).

2.1.3.2.4 Método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu (FC) € um ensaio antioxidante comumente
utilizado para estimar o conteudo fendlico total (CFT) em alimentos. Este ensaio é
baseado na oxidacdo de compostos fendlicos em solucao alcalina, utilizando-se um
reagente heteropolidnion molibdotungstofosfato (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI,
2017). Sob essas condi¢des alcalinas, a dissociagao do proton fendlico resulta na
formagao de um ion fenolato, o qual reduz o reagente FC. Os derivados anidnicos dos
acidos fosfotungstico e fosfomolibdico mudam de cor de amarelo para azul, e a
absorbancia € medida em 760-765 nm (CHRISTODOULOU et al., 2022). Os valores
de CFT sao geralmente dados como equivalentes de acido galico (EAG).

Embora seja um método simples e de baixo custo, os resultados podem ser
superestimados, pois 0 reagente de Folin também reage com outros compostos
contendo grupos redutores, como agucares (BESSA et al., 2021). Portanto, quando
comparados com dados obtidos por técnicas de CLAE, os resultados da medicao de
CFT podem ser exagerados (CHRISTODOULOU et al., 2022).

A atividade antioxidante de compostos alimentares pode ser avaliada por meio
de diferentes ensaios, que empregam mecanismos, pH, temperatura e matrizes
distintas. Por essa razdo, ndo ha um unico ensaio universalmente aceito que possa
determinar com precisao a atividade antioxidante (KOTHA et al., 2022). Além disso, a
afinidade de compostos por agua ou lipidios pode influenciar na escolha dos métodos
de avaliagdo, uma vez que alguns métodos funcionam melhor com compostos

hidrofilicos e outros com compostos hidrofébicos. Para uma visao mais abrangente do
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potencial antioxidante de um composto alimentar, recomenda-se a avaliagao por meio
de trés ou mais métodos (MOTA et al., 2023).

2.1.3.3 Atividade antioxidante da uvaia

A atividade antioxidante da wuvaia tem despertado interesse entre
pesquisadores e tem sido objeto de estudos. Essas investigagdes tém revelado que a
uvaia apresenta uma alta atividade antioxidante devido, sobretudo, a presenca de
compostos fendlicos em sua composicao (CASTELUCCI et al., 2020; EGEA;
PEREIRA-NETTO, 2019; FARIAS et al., 2020b; LOPES et al., 2018). Em um estudo
com ratos, foi observado que o consumo de suco de uvaia pode levar a uma redugao
significativa no estresse oxidativo (LOPES et al., 2018).

Além disso, o residuo da uvaia também tem se mostrado uma excelente fonte
de antioxidantes, com atividades avaliadas pelos métodos ABTS™
(15,73 mmol TEAC g' BU), DPPH" (9,60 mmol TEAC g' BU) e FRAP (22,20 mmol
TEAC g BU), conforme relatado em um estudo recente (RODRIGUES et al., 2021).
Outro estudo revelou que a capacidade antioxidante da semente de uvaia foi cerca de
5 vezes maior para os métodos DPPH' (235,02 uM TEAC g*'BS) e ABTS™
(427,86 uM TEAC g~' BS), e 2 vezes maior para o método da capacidade de absorgéo
de radicais livres de oxigénio (ORAC) (98,58 uM TEAC g~' BS) em comparag&do com
a fracdo comestivel (FARIAS et al., 2020a).

2.1.4 Outras Atividades biolégicas da uvaia

Os compostos bioativos de origem vegetal sdo reconhecidos por
apresentarem diversas propriedades além da atividade antioxidante, tais como agao
anti-inflamatéria, antidiabética, antigenotdxica, antimutagénica, anti-hiperglicémica,
gastroprotetora e/ou antinociceptiva (DE ARAUJO et al., 2019). Apesar da presenca
desses fitoquimicos valiosos na uvaia, a literatura sobre seus efeitos bioldgicos é
limitada.

Entre esses efeitos, destaca-se a atividade antimicrobiana das sementes de
uvaia que foi relatada contra multiplas cepas, incluindo E. faecalis, C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa, L. innocua e E. coli (DE
ARAUJO et al., 2019). Além disso, Santos et al. (2023) investigaram o potencial
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antimicrobiano de filmes a base de amido incorporados com extratos derivados de
residuos de uvaia, demonstrando eficacia contra L. monocytogenes, L. innocua, B.
cereus e S. aureus.

Ramirez et al. (2012) investigaram o impacto do extrato etandlico de polpa de
uvaia na resposta inflamatéria em ratos. A administracao oral deste extrato durante
21 dias prévios a inducao da inflamagao resultou em uma redugao significativa na
migracg&o de leucadcitos, culminando em uma diminuigdo dose-dependente do edema
de pata (com inibigdes de 51% e 43% observadas em doses de 1 e 0,5 g kg™,
respectivamente). Além disso, o extrato demonstrou uma capacidade de inibir o
edema uma hora apdés a administracdo, mantendo-se eficaz ao longo do periodo
inflamatario.

Sao0 necessarios mais estudos para elucidar as atividades biolégicas dos
compostos presentes na uvaia. No entanto, os achados relacionados a composicao
fitoquimica e atividades biolégicas indicam um potencial elevado para o
aproveitamento do residuo gerado durante o processamento da polpa da uvaia. A
extracdo de compostos bioativos desse material pode representar uma alternativa
altamente promissora para a formulacdo de alimentos funcionais, nutracéuticos e

produtos farmacéuticos.

2.2 EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS A PARTIR DE RESIDUOS DE
FRUTAS

A extracao de compostos bioativos de residuos de frutas nativas brasileiras,
como a uvaia, pode ser extremamente atraente para a industria de alimentos. Embora
atualmente n&o haja aplicagdo comercial do residuo da uvaia na industria, € possivel
explorar o potencial dos compostos bioativos presentes no residuo como ingredientes
em uma ampla variedade de produtos. Esses compostos podem ser utilizados de
diversas formas, como na forma livre ou encapsulada, além de poderem ser
incorporados em filmes e revestimentos.

O interesse pelo conteudo de antioxidantes naturais em alimentos a base de
plantas pode ser visto sob dois pontos de vista. O primeiro € o da saude humana,
considerando a contribuicdo desses compostos na prevengao de doencas, quando

consumidos na forma de nutracéuticos, ou incorporados nas formulagdes alimenticias.
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O segundo é o do armazenamento, ja que os constituintes antioxidantes endégenos
ajudam a prolongar a vida util dos alimentos (AMAROWICZ; PEGG, 2019).

Antioxidantes sintéticos, como o BHA, BHT, TBHQ e PG, tém sido
empregados para inibir rea¢cdées de oxidagdo em alimentos. No entanto, ha uma clara
preocupacao com os efeitos dessas substancias na saude humana, visto que as
toxicidades in vivo e in vitro dos antioxidantes sintéticos foram demonstradas
(GOUVEA et al., 2023). Assim, a exploracdo do uso de conservantes naturais como
alternativa desponta como uma abordagem de destaque, devido a sua seguranga,
origem natural e ampla disponibilidade.

Ao utilizar compostos bioativos presentes em frutas em alimentos, é possivel
obter diversos beneficios, tais como a inibigdo do crescimento microbiano, a redugao
da oxidacdo lipidica e a preservagcdo dos atributos sensoriais dos alimentos
(MUNEKATA et al., 2023). Na FIGURA 4 é possivel visualizar uma variedade de
alimentos que podem se beneficiar da aplicagdo de compostos bioativos encontrados

em frutas como conservantes naturais.

FIGURA 4 — EXEMPLOS DE ALIMENTOS QUE SE BENEFICIAM DA APLICACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS COMO CONSERVANTES
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FONTE: Adaptado de Munekata et al. (2023). Criado com BioRender.com. Licenga de publicagéo:
AB25977IAW.

A valorizagao dos residuos agricolas por meio da extragdo de compostos
bioativos ndo apenas aumenta seu valor e possibilita a criagdo de novos produtos

alimenticios, mas também ¢é importante para prevenir riscos ambientais decorrentes
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do descarte inadequado de residuos organicos (CASTANEDA-VALBUENA et al.,
2021; MONTENEGRO-LANDIVAR et al., 2021). Essa abordagem esta alinhada com
os principios do desenvolvimento sustentavel, ja que visa reduzir o desperdicio e
promover a utilizagcdo eficiente dos recursos naturais, além de incentivar a
preservacdo da Mata Atlantica e seus recursos.

Além dos beneficios ambientais, a valorizagdo dos residuos agricolas pode
gerar oportunidades de negocios para empresas agroindustriais e a comunidade. Ao
utilizar esses residuos como matéria-prima, € possivel ampliar a oferta de produtos
no mercado e criar fontes de renda, contribuindo para o progresso econémico e social
dessas areas.

A extracao solido-liquido € a técnica mais empregada para extrair compostos
bioativos de matrizes vegetais. Os processos de extragdo por solvente envolvem a
penetracao do solvente na matriz sdlida, dissolugdo dos compostos de interesse no
solvente, difusdo dos compostos para fora da matriz sélida e coleta dos compostos
extraidos (PATRA; ABDULLAH; PRADHAN, 2022). Os métodos convencionais de
extracdo de compostos bioativos, como a maceracao, envolvem a mistura da matriz
com o solvente para permitir a interagdo e liberagdo dos compostos (SANTOS-
BUELGA et al., 2019). Para melhorar a eficiéncia e velocidade do processo, uma
incubadora de agitagdo pode ser usada para agitar a mistura, controlar a temperatura
e aumentar a superficie de contato entre as amostras e o solvente (SHI et al., 2022).
No entanto, essas técnicas apresentam diversas desvantagens que incluem longos
tempos de processo, preocupagdes ambientais em relagao aos residuos de solventes
organicos e necessidade de purificagdo adicional para remover o solvente do produto
(ABBASI-PARIZAD et al., 2022).

Felizmente, novos métodos de extragdo potencialmente verdes tém surgido,
como a extracdo com fluido supercritico, extracao assistida por ultrassom, extracao
assistida por micro-ondas e outros, especialmente quando utilizados com solventes
verdes. Esses métodos tém a capacidade de reduzir o tempo de extracdo, diminuir o
consumo de energia e aumentar a eficiéncia da extragdo do solvente, mantendo a
qualidade do produto (CHANG et al., 2022). Entretanto, o éxito do processo esta
condicionado a escolha apropriada dos solventes, que deve considerar a polaridade
dos compostos desejados (GIL-MARTIN et al., 2022).

Devido aos grupos hidroxila presentes na estrutura do polifenol, esses

compostos sdo mais soluveis em solventes polares, como metanol, acetonitrila e
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acetona (CHANG et al., 2022). Ainda assim, a extragcao verde tem sido mais valorizada
em virtude das questbes relacionadas a toxicologia e ao meio ambiente,
especialmente em aplicagdes em alimentos e nutracéuticos (MIR-CERDA et al.,
2023). As solugdes hidroetandlicas e a agua sédo opgdes comuns na extragcdo de
compostos fendlicos para uso em alimentos (MUNEKATA et al., 2023). Além disso,
para melhorar a eficacia dos métodos de extragao, € comum adicionar uma pequena
porcentagem de acido organico ou mineral, como acido férmico, acético ou cloridrico,
ao solvente de extragédo. Esses acidos podem ajudar a melhorar a solubilidade dos
analitos e a estabilidade dos extratos, resultando em uma maior recuperagao (MIR-
CERDA et al., 2023).

Além da composigdo do solvente, outras variaveis do processo, como pH,
proporcdo de amostra para solvente, tempo e temperatura, podem influenciar
significativamente a recuperacéo de compostos fendlicos (GIL-MARTIN et al., 2022).
Cada uma dessas variaveis pode afetar o rendimento da extragdo de diferentes
maneiras, e, portanto, € importante avaliar a influéncia de cada variavel
independentemente (SANTOS-BUELGA et al., 2019). Além disso, antes da extragao,
€ preciso pré-tratar o material de interesse para obter amostras homogéneas e de
tamanho reduzido, aumentando a area de contato entre a matéria-prima e o solvente.
A amostra é comumente submetida a secagem ou liofilizagdo, moida e peneirada
(MIR-CERDA et al., 2023).

Na TABELA 3 estdo apresentados alguns estudos disponiveis na literatura
sobre extragcdo de compostos fendlicos a partir de residuos de frutas da familia
Myrtaceae, incluindo a uvaia. As amostras estudadas incluiram a casca e semente de
uvaia, semente de camu-camu, semente e casca de jabuticaba, casca de feijoa e
casca do araca-vermelho. Dentre os métodos de extracao utilizados, destacam-se a
extracdo assistida por ultrassom de sonda, a extragdo assistida por ultrassom de
banho, a maceragéao e a extragéo por agitacdo magnética. A proporgao sélido-solvente
variou de 0,5/10 a 1/60 (g mL"), enquanto o tempo de extragdo variou de 2,5 a
180 min. A temperatura maxima de extracao foi de 45 °C, visando preservar a
integridade dos compostos termossensiveis. Verificou-se uma variagao significativa
nas concentracdes de compostos fendlicos dependendo da amostra e do método de

extracdo empregado.
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Destaca-se que os estudos de Rodrigues et al. (2021) e Santos et al. (2023)
sd0 0s unicos até o momento a abordar a recuperagao de compostos fendlicos a partir
do residuo da separagao da polpa da uvaia. No estudo de Rodrigues et al. (2021), a
extragao assistida por ultrassom utilizando agua como solvente do residuo composto
por casca e sementes na proporgdo solido-solvente de 1:4 (g mL-') mostrou-se
eficiente. O extrato obtido nas condigdes ideais de 40 °C, 2,5 min e 40% de amplitude
ultrassénica apresentou um contetdo fendlico total de 54,645 mg EAG 100 g' BU,
além de um conteldo total de flavonoides de 360,741 mg EQ 100 g™ BU. E relevante
ressaltar que a técnica de extragao assistida por ultrassom mostrou-se superior a
extragdo nao assistida, a qual resultou em um conteudo fendlico total de 52,951 mg
EAG 100 g' BU e um conteudo total de flavonoides de 167,267 mg EQ 100 g' BU.

Em outro estudo conduzido por Santos et al. (2023), foi investigada a extragao
de compostos fendlicos da casca, semente e polpa de uvaia liofilizados. Utilizando
uma mistura de solventes composta por etanol e agua (80:20 v/v) e uma proporgao
solido-solvente de 0,2 g mL™", a extragao foi realizada por meio da extragéo assistida
por ultrassom de banho. O processo de extracao foi conduzido a uma temperatura de
30 °C por 60 min. Os resultados revelaram uma concentragido significativa de
compostos fendlicos na amostra, com uma concentracdo de 18190 mg EAG 100 g
BS.

Embora os resultados obtidos pelos autores sejam promissores, pode haver
outras variaveis que nao foram consideradas pelos autores que poderiam maximizar
a extragao de compostos fendlicos. Por exemplo, a propor¢ao de sélido para solvente
e a preparagao da amostra, incluindo secagem e peneiramento, podem ter um impacto
significativo na extracdo de compostos bioativos. Além disso, é necessario realizar
estudos comparativos para avaliar diferentes métodos de extragdo e determinar qual
€ o0 mais eficiente para extrair compostos bioativos valiosos do residuo de uvaia. Essa
abordagem pode ajudar a maximizar a extragcdo de compostos bioativos e aumentar
o potencial de converter o residuo de uvaia em um extrato de valor agregado.

A EAU tem se destacado como uma técnica eficiente na redugado do tempo,
da quantidade de solvente e da temperatura necessarios para extrair compostos
desejados, quando comparada a técnicas convencionais (RODRIGUES et al., 2021).
Existem dois dispositivos ultrassénicos comumente utilizados para a extracdo de
compostos bioativos: os banhos ultrassdnicos e as sondas ultrassénicas. Nos banhos

ultrassoénicos, transdutores localizados na base convertem energia em ultrassom, que
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€ aplicado a amostra. Essa amostra € colocada em banho-maria, com uma poténcia
e tempo especificos. No equipamento que utiliza a sonda, esta € introduzida
diretamente na amostra e, em seguida, aplica-se o ultrassom (SALAZAR et al., 2023).

Esse método €& baseado em fendmenos térmicos e mecéanicos, como a
cavitacado, que podem romper a parede celular das amostras, diminuir o tamanho das
particulas e aumentar a taxa de extragao de compostos bioativos (ABBASI-PARIZAD
et al., 2022; NAIK et al., 2021). Quando se difundem ondas de ultrassom no solvente
de extracdo que contém a amostra, as bolhas de cavitagcdo comegcam a se formar
devido as sucessivas compressoes e expansdes no solvente. Essas bolhas crescem
gradualmente em tamanho e, quando alcangam uma grande pressao, implodem,
quebrando a matriz das paredes celulares e gerando porosidades. Isso permite que o
solvente de extragao tenha acesso as particulas e, posteriormente, ocorra a liberagao
de moléculas bioativas de dentro para fora da matriz. O efeito mecanico dos ultrassons
induz uma grande penetracdo do solvente na matriz celular, intensificando a
transferéncia de massa (BENCHIKH et al., 2023). Durante esse processo, as
microcorrentes e turbuléncias presentes agitam e dispersam as particulas sélidas, o
que pode levar a quebra das particulas em pedacos menores (NAIK et al., 2021;
PATRA; ABDULLAH; PRADHAN, 2022).

Desse modo, a EAU aumenta a eficiéncia da extracdo de compostos
fendlicos, acelerando a extragcdo e reduzindo o tempo necessario. Além disso, é
possivel extrair a mesma quantidade de compostos de interesse usando menos
solvente do que na extracdo sem ultrassom, bem como utilizar temperaturas mais
baixas, reduzindo o risco de degradacdo térmica dos compostos. No entanto, a
reducdo da temperatura pode afetar o rendimento de extracdo, uma vez que pode ser
mais dificil extrair compostos a temperaturas mais baixas. Portanto, € importante
encontrar um equilibrio entre a temperatura e o rendimento de extragdo (ALARA;
ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).

Além da temperatura, varios fatores podem afetar o rendimento da EAU,
incluindo a frequéncia e intensidade, o tempo de extragao e o tamanho das particulas
da amostra. Também é essencial considerar o tipo e a proporgéao do solvente utilizado
em relacdo a amostra (ABBASI-PARIZAD et al., 2022).

Existem ainda alternativas mais simples para a extragdo de compostos
fendlicos. Um exemplo € o homogeneizador de alta velocidade, um dispositivo de

homogeneizagédo que promove cisalhamento de alta velocidade e fornece altas forgas
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de empuxo na matriz da amostra. Essas forgas facilitam a transferéncia de massa,
auxiliando o fluxo dos compostos desejados no solvente de extracdo (DANIELSKI et
al., 2022). Esta técnica é conhecida por sua simplicidade e facil execugao. No entanto,
para maximizar a recuperacao desses compostos, € necessario otimizar as condicdes
de extracdo. Para isso, € importante selecionar cuidadosamente o tipo e concentragao
do solvente, a relagao entre solvente e solido, 0 numero de etapas de extragéo, o pH,
a rotagao do equipamento, o tempo de extragao e a temperatura ideais (CHETRARIU,;
DABIJA, 2021). Na FIGURA 5 esta apresentado um esquema da EAU e da EAH para

uma compreensao mais clara das técnicas de extracao discutidas.

FIGURA 5 — ESQUEMA DAS EXTRAGOES ASSISTIDAS POR ULTRASSOM (a) E POR
HOMOGENEIZADOR DE ALTA VELOCIDADE (b)
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FONTE: A autora (2024). Criado com BioRender.com. Licenga de publicagdo: OW25981Y90.

Entretanto, os compostos fendlicos presentes nos extratos de frutas
frequentemente exibem instabilidade diante de diversos tipos de estresses. Estes
estresses incluem, mas nao se limitam a altas temperaturas, variagbes de pH,
exposicao a luz e a presenca ou auséncia de oxigénio, entre outros fatores. Alguns
desses estresses sao inerentes ao ambiente, enquanto outros sdo gerados durante o
processamento. Isso, por sua vez, impde limitacdes a aplicagcdo desses valiosos
compostos (LAUREANTI et al., 2023).
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Uma estratégia eficaz para enfrentar esse desafio € a microencapsulagao.
Essa abordagem consiste em criar uma camada protetora ao redor dos compostos
sensiveis, minimizando, assim, sua vulnerabilidade a influéncias externas (SILVA et
al., 2024). A producao de microparticulas contendo compostos de alto valor, a partir
de subprodutos agroindustriais, revela-se tanto sustentavel para o ecossistema
natural como economicamente vantajosa do ponto de vista da economia circular
(MARTINS et al., 2022).

2.3 MICROENCAPSULAGCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE FRUTAS

2.3.1 Aspectos gerais dos processos de microencapsulagéo

O processo de encapsulagao consiste na inclusdo de um material desejado,
denominado "nucleo”, em um material de revestimento (HOSSEINI; JAFARI, 2020).
Esse processo resulta na formagao de encapsulados com variagdes de tamanho, e
tais encapsulados tém uma ampla gama de aplicagbes na industria de alimentos
(DIAZ-MONTES, 2023). Os objetivos da utilizacdo dos encapsulados s&do diversos e
incluem a protecdo de bioativos contra a degradagdo, a diminuicdo da taxa de
transferéncia do material do nucleo para o ambiente externo e a possibilidade de
liberacdo controlada, além de funcdes como o mascaramento de sabores ou odores
indesejados e a separagdo de componentes em misturas (MAHALAKSHMI,
MEGHWAL, 2023).

Nesse contexto, encapsulados contendo compostos bioativos tém sido
amplamente empregadas na industria de alimentos para enriquecimento, fortificagao,
coloracéo e aumento da estabilidade contra oxidacédo e proliferagao microbiolégica
(JAFARI et al., 2023a). Aléem do setor alimenticio, o processo de encapsulagao
desempenha um papel relevante em diversas outras industrias. Por exemplo, na
industria farmacéutica, a encapsulacao facilita a administracéo e absorcao rapida de
medicamentos por via oral. Na industria de cosméticos, a encapsulagao é amplamente
utilizada no desenvolvimento de produtos de cuidados pessoais, como cremes
antienvelhecimento, protetores solares, hidratantes e fragrancias, que contém
substancias ativas, tais como antioxidantes, protetores solares e agentes clareadores
(DIAZ-MONTES, 2023).
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No contexto especifico da microencapsulacao, o tamanho das microparticulas
pode variar de alguns décimos de micron a alguns milhares de micrémetros (0,2-5000
pum) (ALU'DATT et al., 2022). Esse processo € valioso para aprimorar a distribuigao
de bioativos nos alimentos e facilitar a entrega desses compostos ao trato
gastrointestinal (JAFARI et al., 2023a).

Para obter microparticulas com propriedades fisicas e quimicas adequadas a
cada aplicagao, € imperativo selecionar criteriosamente os materiais de revestimento,
levando em consideragdao diversos parametros. Esses parametros incluem a
compatibilidade e reatividade do material com o nucleo e o ambiente externo, a
garantia da seguranga alimentar do material utilizado, a avaliagdo do custo-
efetividade, a capacidade de encapsulacao e a conformidade com as especificagdes
do produto (ANANDHARAMAKRISHNAN; PADMA ISHWARYA, 2015).

2.3.2 Materiais de revestimento

A selecéo criteriosa de materiais de parede é um fator critico na eficiéncia da
microencapsulacdo e na estabilidade das microparticulas. Essa escolha esta
intrinsecamente relacionada as propriedades fisico-quimicas dos materiais de parede,
tais como solubilidade, viscosidade, capacidades emulsificantes, estabilidade térmica
e propriedades mecéanicas (HALAHLAH et al., 2023). Além disso, é de suma
importancia que o revestimento seja economicamente eficaz, tanto em termos de
rendimento quanto de eficiéncia no processo de encapsulacdo (DIAZ-MONTES,
2023). Cada classe de compostos bioativos apresenta caracteristicas estruturais
unicas, que podem ser classificadas como hidrofilicas, lipofilicas ou, em alguns casos,
anfifilicas. As propriedades moleculares e fisico-quimicas desses compostos, que
abrangem fatores como peso molecular, conformagdes, propriedades elétricas,
polaridades e estabilidades, desempenham um papel fundamental na orientagao da
escolha de um sistema transportador coloidal adequado para uma aplicacao
especifica (ALU'DATT et al., 2022).

Historicamente, dois materiais de parede convencionais se destacam na
microencapsulagdo na area de alimentos: a maltodextrina e a goma arabica
(HALAHLAH et al., 2023). Ambos apresentam caracteristicas vantajosas, como alta
solubilidade em agua, seguranga para a saude humana, disponibilidade em larga
escala e custo acessivel (HALAHLAH et al., 2023).
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A maltodextrina, um hidrolisado de amido, € obtida por meio da hidrdlise
parcial do amido usando métodos acidos ou enzimaticos (HALAHLAH et al., 2023).
Sua estrutura consiste em multiplas unidades de [(-D-glicose ligadas por ligagbes
glicosidicas a:1—4. A classificagdo da maltodextrina esta associada ao seu valor de
equivalente de dextrose, que indica o numero de residuos de glicose em sua molécula
de dextrina (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2020). Ela é escolhida
amplamente devido a sua alta solubilidade em agua, baixa viscosidade com alto
conteudo de sodlidos e capacidade de criar matrizes de parede densas,
proporcionando protegao contra a oxidagao de materiais encapsulados (KWAK, 2014,
MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023). Além disso, é faciimente digerida devido a sua
estrutura composta por unidades de glicose mais simples
(ANANDHARAMAKRISHNAN; PADMA ISHWARYA, 2015) e ¢é eficaz na
encapsulacdo de materiais hidrofilicos, como antocianidinas e acido galico
(LAUREANTI et al., 2023).

As gomas hidrofilicas, outro grupo relevante de materiais de parede,
apresentam propriedades favoraveis na formacéao de filmes e emulsificagao (LU et al.,
2021). Dentro desse conjunto, destaca-se a goma arabica, também conhecida como
goma acacia, um exsudato vegetal originado das plantas pertencentes a familia
Acacia, especificamente as arvores Acacia senegal e Acacia seyal (BURNSIDE,
2014). A goma arabica é um biopolimero composto por acido D-glucurdénico, L-
ramnose, D-galactose e L-arabinose, com conteudo de proteina associada estimado
em cerca de 2% (CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). Ela é
reconhecida por suas excelentes propriedades emulsificantes, alta solubilidade, baixa
viscosidade em solucdes aquosas e capacidade de retencdo de compostos volateis
(MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023). Além disso, fornece uma barreira
semipermeavel contra oxigénio, didxido de carbono, umidade e movimento de solutos,
reduzindo a perda de agua e a taxa de oxidagdo dos produtos encapsulados
(HALAHLAH et al., 2023).

Uma tendéncia emergente na industria de alimentos € o uso de
polissacarideos inovadores que, além de sua sustentabilidade, apresentam beneficios
a saude. Entre esses polissacarideos, a inulina, um tipo de polissacarideo de fibra
alimentar, se destaca. A inulina é composta de unidades D-frutosil lineares ligadas por
B-(2—1) a porcao frutosil da sacarose, com variacbes no grau de polimerizagao e

ramificagdes ao longo da cadeia (HALAHLAH et al., 2023). A inulina possui beneficios,
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incluindo nutricdo de bactérias intestinais benéficas, reducdo do risco de doencas
gastrointestinais, regulacao da glicemia, promog¢éo da absorgao de minerais, melhoria
do sistema imunolégico, prevencéo da osteoporose e redugao do risco de obesidade
e niveis de colesterol (CORREA-FILHO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). Sua
moderada solubilidade em agua a torna adequada para adigdo a meios aquosos,
embora seja aconselhavel preparar solugdes com agua morna para evitar o aumento
da viscosidade e a hidrolise. A inulina também € reconhecida por suas baixas
propriedades emulsificantes, frequentemente requerendo combinacido com outros
materiais de parede (HALAHLAH et al., 2023).

Na FIGURA 6 séo ilustradas as estruturas tanto da maltodextrina quanto da

goma arabica e da inulina.

FIGURA 6 — ESTRUTURAS QUIMICAS DA MALTODEXTRINA (a), GOMA ARABICA (b) E INULINA
(c)
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FONTE: A autora (2024). As estruturas quimicas foram desenhadas com o software ChemSketch®.

A combinacdo de materiais de parede tem sido explorada em estudos
recentes para otimizar a eficiéncia do processo de encapsulagdo (LAUREANTI et al.,
2023). Polissacarideos desempenham um papel significativo na mistura de materiais
de parede, enquanto a escolha e concentragdo dos agentes encapsulantes afetam a
eficiéncia do processo, bem como a morfologia das capsulas (DIAZ-MONTES, 2023).
Os polissacarideos, caracterizados pela presenca de multiplos grupos -OH em suas

estruturas, proporcionam a capacidade de interagir tanto entre si quanto com outras
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moléculas, incluindo 4gua e os préprios materiais encapsulados (DIAZ-MONTES,
2023).

Juntamente com a sele¢cdo do material de revestimento das microparticulas,
a escolha das técnicas de encapsulagcdo desempenha um papel determinante na
eficiéncia do processo, na estabilidade das microparticulas, na manutencao das
propriedades da matriz e na cinética de liberagdo dos compostos bioativos (MEHTA
et al., 2022). Dentre as diversas técnicas utilizadas na microencapsulagéo de
compostos bioativos, destacam-se a secagem por pulverizagdo, a liofilizagdo, a
precipitacdo de fluido supercritico, a evaporagdao de solvente, a coacervagao
complexa, o aprisionamento lipossomal, a gelificacdo ibnica, a polimerizagcao
interfacial e a complexagéao de inclusdo molecular (OZKAN et al., 2019).

A secagem por pulverizagao e a liofilizagdo sdo os dois métodos mais comuns
para secar produtos alimenticios sensiveis ao calor, incluindo bioativos como
vitaminas, antioxidantes e pigmentos naturais (JAFARI et al., 2023a). Embora a
secagem por pulverizagao seja amplamente adotada, é suscetivel a degradacéo de
compostos termossensiveis devido as elevadas temperaturas empregadas. A seguir,

serao discutidas as particularidades e implicagdes de cada um desses métodos.

2.3.3 Técnicas de microencapsulacao

2.3.3.1 Microencapsulagao por secagem por pulverizagao

A secagem por pulverizagdo € a técnica mais amplamente utilizada na
encapsulacio a nivel industrial (DIAZ-MONTES, 2023). Esta técnica pode ser aplicada
para converter solugdes liquidas contendo agentes de revestimento e compostos
fendlicos em pés de microparticulas secas (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

O processo tem inicio com a dissolucao e emulsificagdo da dispersdo do
composto do nucleo nas solugdes do material carreador (MEHTA et al., 2022).
Posteriormente, o liquido de alimentagdo € atomizado em uma camara de secagem
usando um atomizador, que pode ser do tipo pneumatico, disco giratorio, bico de
fluido, bico de pressdo ou bico sénico (DIAZ-MONTES, 2023). A fragmentacdo do
liguido em goticulas aumenta substancialmente a area superficial do liquido,
acelerando o processo de secagem e reduzindo as resisténcias internas a
transferéncia de umidade (ANANDHARAMAKRISHNAN; PADMA ISHWARYA, 2015).
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O gas aquecido (ar ou nitrogénio) entra em contato com a alimentagéo
atomizada por meio de um dispersor de gas (RAHAIEE et al., 2020). As diferengas de
temperatura facilitam a transferéncia de massa do liquido para o gas, e o liquido sai
do equipamento na forma de vapor (DIAZ-MONTES, 2023). A medida que o liquido
evapora rapidamente das goticulas, as particulas se formam e precipitam no fundo da
camara, sendo coletadas em um ciclone (RAHAIEE et al., 2020). A FIGURA 7 ilustra
0 equipamento utilizado no processo de secagem por pulverizagao.

FIGURA 7 - ESQUEMA DO SPRAY DRYER
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FONTE: A autora (2024). Criado com BioRender.com. Licenca de publicagdo: AH259LLEZN.

A conformacgado, a morfologia, a estabilidade e a capacidade de protegao
conferida ao material encapsulado nessas microparticulas sao influenciadas por uma
variedade de parametros (DIAZ-MONTES, 2023). As caracteristicas das
microparticulas podem ser afetadas por varios fatores incluindo temperatura de
entrada, temperatura de saida, taxa de bomba, taxa de fluxo de ar e concentracédo de
uma solugdo (HUANG; YUAN; BAOJUN, 2023).

A etapa de atomizagdo desempenha um papel fundamental durante o
processo de secagem por pulverizagdo, uma vez que exerce um impacto substancial
nas propriedades fisicas e quimicas dos materiais encapsulados. Viscosidade,
tamanho das gotas, densidade, tensao interfacial, tipo de bico atomizador e
velocidade de rotacéo afetam a taxa de aglomeracéao e as propriedades de reidratacao

dos encapsulados. A alta viscosidade prejudica o comportamento do fluxo, pois o
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atomizador ndo pode operar acima da viscosidade maxima adequada para o
processamento, enquanto uma viscosidade excessivamente baixa aumenta o
consumo de energia e o0s custos operacionais da secagem por pulverizagao
(MUHOZA et al., 2023).

A temperatura de entrada excessivamente baixa resulta em uma taxa de
secagem deficiente e propriedades fisico-quimicas inadequadas dos encapsulados,
enquanto uma temperatura de saida elevada pode provocar a degradagdo dos
compostos bioativos. Portanto, a temperatura de entrada deve ser ajustada para
permitir a formacao rapida de uma camada protetora sobre os compostos bioativos,
evitando a degradacgao e promovendo uma alta taxa de retengcdo. O monitoramento
cuidadoso da temperatura de saida € fundamental para a producao de p6é com baixa
umidade, estrutura superficial de particula ideal, alta eficiéncia de encapsulacao e
baixa taxa de aglomeragdo (MUHOZA et al., 2023).

A técnica de secagem por pulverizagao fornece uma série de vantagens
notaveis no contexto da engenharia de alimentos. Entre as suas principais
caracteristicas, destacam-se a rapida evaporagao da agua, a capacidade de operagéo
continua, a flexibilidade em termos de configuragdes de secador, alta taxa de
producao, a producao de produtos com boa qualidade, alta eficiéncia de encapsulacao
e a sua adaptabilidade para diversos tipos de materiais (HUANG; YUAN; BAOJUN,
2023). Além disso, essa técnica é potencialmente viavel para a produgéo em escala
industrial, o que a torna uma opcéo atraente para a industria de alimentos (DIAZ-
MONTES, 2023; KOOP et al., 2022). No entanto, é fundamental salientar que as
elevadas temperaturas exigidas (140-180 °C) para evaporar a fase liquida durante o
processo de secagem podem resultar na degradacgéao térmica dos compostos bioativos
(KOOP et al., 2022).

2.3.3.2 Microencapsulacao por liofilizagao

A técnica de liofilizagao, ilustrada na FIGURA 8, € um processo que
compreende o congelamento de uma solug&o ou suspensao, seguido pela sublimagéo
direta da fase solida (RAHAIEE et al., 2020). Este processo € caracterizado por trés
etapas distintas: congelamento, secagem primaria e secagem secundaria. Durante o
congelamento, a agua é transformada em cristais de gelo a temperaturas inferiores a

zero graus Celsius, dependendo de fatores como a concentragdo inicial do soluto na



52

solugdo, grau de super-resfriamento e ponto de congelamento. Para alcancar esse
estagio, ocorre a remocgao do calor do produto para reduzir sua temperatura, seguida
pela remocé&o do calor latente de cristalizagao, resultando na formagao dos cristais de
gelo (ANANDHARAMAKRISHNAN; PADMA ISHWARYA, 2015).

FIGURA 8 — ESQUEMA DO LIOFILIZADOR

%¥ Congelamento: formagdo Bandejas
dos cristais de gelo para
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FONTE: A autora (2024). Criado com BioRender.com. Licenga de publicagéo: TQ259LLRZK.

A etapa subsequente, conhecida como secagem primaria, € onde ocorre a
sublimagao do gelo formado durante o congelamento. Este processo é endotérmico e
se desenvolve a pressdes inferiores ao ponto triplo da agua. A entalpia de sublimacéo,
neste contexto, € a soma do calor latente de fusao e o calor latente de vaporizagao.
Por outro lado, a secagem secundaria envolve a eliminagado da agua descongelada a
temperaturas mais elevadas em comparagdo com a secagem primaria. Ao término
desse processo, o produto apresenta uma umidade residual de aproximadamente 2 a
10% no caso de alimentos (ANANDHARAMAKRISHNAN; PADMA ISHWARYA,
2015).

As condi¢des de congelamento e secagem exercem um impacto substancial
nas propriedades fisico-quimicas e na estabilidade dos produtos em poé resultantes
(MUHOZA et al., 2023). Para ilustrar, o congelamento rapido promove a formagao
uniforme de cristais de gelo, a preservagao da estrutura original e a melhoria das

propriedades de reidratagao. Por outro lado, o congelamento lento pode resultar na
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formacgao de cristais de gelo maiores, prejudicando a integridade da matriz original e
produzindo um po de reidratacao insatisfatorio (MUHOZA et al., 2023).

A liofilizacdo, devido as suas caracteristicas operacionais, revela-se
particularmente adequada para a preservacao de compostos bioativos sensiveis, uma
vez que opera em condigdes de baixas temperaturas e baixo teor de oxigénio (KOOP
et al.,, 2022). No entanto, a aplicagao desta abordagem enfrenta desafios, como a
limitagcao de controle sobre o tamanho das particulas (OZKAN et al., 2019), seu custo
elevado em comparagdo com a secagem por pulverizagdo, o extenso tempo de
processamento e a consequente alta porosidade, que nao constitui uma barreira muito
eficiente entre o ativo e o seu entorno em geral (MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023).
E importante observar que a estrutura porosa comumente presente nas
microparticulas apds o processo de liofilizacdo pode ter o efeito de acelerar a liberagao
dos compostos bioativos (HUANG; YUAN; BAOJUN, 2023).

2.3.4 Microencapsulagédo por secagem por liofilizagdo de compostos bioativos de

frutas

Na TABELA 4 estao sintetizados estudos que investigaram a aplicagcao da
secagem por liofilizagdo para a microencapsulagdo de compostos bioativos obtidos a
partir de frutas. Os estudos estdo categorizados com base nos materiais
encapsulados, nos materiais de revestimento empregados, nas propor¢des entre o
nucleo e o material de revestimento, nas condi¢gdes operacionais e nos principais
resultados, incluindo aspectos relacionados a morfologia, cor, rendimento, eficiéncia
e preservacao dos compostos bioativos.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos publicados que tenham
investigado a microencapsulagcao do extrato de uvaia utilizando maltodextrina, goma
arabica e inulina, individualmente ou em combinacdo. Contudo, com base na
discusséo anterior, as técnicas de extragao assistida por ultrassom e homogeneizagao
de alta velocidade, juntamente com a microencapsulagao por secagem por liofilizagao,
revelam um significativo potencial para a produgdo de microparticulas ricas em
compostos bioativos a partir dos residuos da uvaia, representando uma promissora

alternativa para valorizar esses residuos.
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3 MATERIAL E METODOS
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Este capitulo descreve a metodologia adotada no presente estudo, composta

por trés fases inter-relacionadas, como demonstrado na Figura 9.

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA GERAL DO ESTUDO
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FONTE: A autora (2024).

Na primeira fase, realizou-se a quantificacdo de compostos fendlicos e a
avaliacdo da atividade antioxidante em diferentes fracbes da uvaia (casca, polpa e
sementes). Posteriormente, foi conduzida uma caracterizagdo abrangente dos
residuos de uvaia (casca e sementes), englobando analises fisico-quimicas, além da
avaliacao da concentracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante. Na etapa
subsequente, procedeu-se a extracdo de compostos fendlicos desses residuos,
incluindo o pré-preparo da matéria-prima, a determinagao do solvente mais eficaz e a
selecao do método de extracdo. Esta fase abrangeu a investigagéo da influéncia da
temperatura de extragcdo e da razdo amostra/solvente na eficiéncia da extragao

fendlica.
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Na segunda fase, avaliou-se a citotoxicidade do extrato de residuo de uvaia
produzido. Para isso, utilizaram-se células de fibroblastos humanos HEK293 e células
de cancer de mama humano MCF-7, mantidas em meios especificos. A viabilidade
celular foi determinada por meio de um ensaio colorimétrico, no qual as células foram
expostas a concentracdes crescentes de extrato de uvaia por 24 e 72 h, sendo a
absorbancia medida para determinar a porcentagem de células viaveis em relagao ao
controle.

Na terceira fase, procedeu-se a microencapsulagao do extrato por meio da
técnica de secagem por liofilizagdo, utilizando goma arabica, maltodextrina e/ou
inulina como agentes encapsulantes. As microparticulas resultantes foram
submetidas a caracterizacao fisico-quimica, analise instrumental e avaliacdo de suas

propriedades funcionais.

3.1 PRODUTOS QUIMICOS, REAGENTES E SOLUGCOES

O acido galico, acido acético glacial, persulfato de potassio e cloreto de ferro
(1) foram obtidos da Exodo Cientifica (Sumaré, Sao Paulo, Brasil). O &cido cloridrico
foi adquirido da Vetec Quimica Fina LTDA (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil),
enquanto o carbonato de sodio foi fornecido pela Dindmica Quimica Contemporanea
LTDA (Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil). A Synth (Diadema, S&do Paulo, Brasil) forneceu
etanol, acetonitrila, acetato de sédio e hexano.

Os reagentes empregados nos ensaios antioxidantes, como Folin-Ciocalteu,
DPPH, ABTS, Trolox e TPTZ, juntamente com os padrbes analiticos dos compostos
fendlicos estudados (com pureza = 98%), foram adquiridos na Sigma Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, Missouri, EUA). As enzimas (a-amilase da saliva humana (A1031,
atividade: 300-1500 unidades mg™' de proteina), pepsina da mucosa gastrica suina
(P7012, atividade: = 2500 unidades mg™' de proteina) e pancreatina suina (P7545,
atividade: 8 x USP) e os sais biliares (B8631) também foram adquiridos na Sigma
Aldrich.

Para os ensaios de viabilidade celular, foram utilizados o meio de cultivo
DMEM alta glicose (11965118), soro fetal bovino (12657029), penicilina-streptomicina
(10.000 U mL-1) (15140122) e anfotericina B (15290026), todos adquiridos da Gibco™
(Waltham, Massachusetts, EUA), além do reagente MTT (M6494) obtido da
Invitrogen™ (Waltham, Massachusetts, EUA). Os agentes encapsulantes,
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maltodextrina (DE 10), goma arabica e inulina, foram obtidos da Ingredion (Sao Paulo,
Sao Paulo, Brasil), Neon (Suzano, Sao Paulo, Brasil) e Sweetmix (Sorocaba, Sao
Paulo, Brasil), respectivamente. Para o0s ensaios de sensibilidade aos
antimicrobianos, foram utilizados caldo Brain Heart Infusion (BHI) e agar Mueller-
Hinton, ambos fornecidos pela Kasvi (Pinhais, Parana, Brasil). A agua ultrapura foi
obtida de um sistema de purificacdo Gehaka (Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil).

Todos os reagentes e solventes utilizados eram de grau analitico ou para

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.2 MATERIA-PRIMA

3.2.1 Preparo da amostra

Os frutos de Eugenia pyriformis Cambess foram coletados em margo de 2023
em uma propriedade rural em Urupema, Santa Catarina, Brasil (latitude 28°04'55,2"S
e longitude 49°56'16,0"0). O residuo de uvaia, composto por cascas e sementes, foi
obtido por meio de uma despolpadeira industrial (Brameitar, Campinas, Sao Paulo,
Brasil). O lote resultante foi dividido em trés partes para processamento subsequente.

A primeira parte foi submetida ao congelamento rapido a -80 °C por 24 h em
um ultrafreezer (CL120-80V, ColdLab, Piracicaba, Séo Paulo, Brasil), seguido de
liofilizagao por 8 h, com a unidade condensadora operando a -55 °C, em um liofilizador
de bancada (LS, Terroni, Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil). A segunda parte foi seca em
uma estufa com circulagéo forgada de ar (SSDcr-54 L, SolidSteel, Piracicaba, Séao
Paulo, Brasil) a 40 °C por 72 h. A terceira parte ndo foi submetida a processos de
secagem, sendo designada como "in natura".

Cada parte supracitada foi triturada e homogeneizada em um
multiprocessador de alimentos (RI7630, Philips Walita, Varginha, Minas Gerais,
Brasil). Para garantir particulas de tamanho uniforme, os residuos secos foram
separados usando peneiras com malhas de 14 e 60 mesh (Bertel Industria Metalurgica
Ltda, Caieiras, Sao Paulo, Brasil). Inicialmente, foi utilizada a peneira de 14 mesh e,
posteriormente, a de 60 mesh. Desta forma, os residuos retidos na peneira de 14
mesh consistem em particulas maiores do que a abertura da peneira de 60 mesh. Por
outro lado, os residuos retidos na peneira de 60 mesh incluem todas as particulas que

passaram por essa peneira. Na FIGURA 10 estao ilustrados os frutos de uvaia inteiros,
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bem como as amostras de residuos em seu estado natural, submetidos a secagem

em estufa e ao processo de liofilizagao.

FIGURA 10 - REPRESENTAGOES VISUAIS DOS FRUTOS DE UVAIA INTEIROS, RESIDUOS IN
NATURA, SECOS EM ESTUFA E LIOFILIZADOS

Residuo seco Residuo seco
emestufa +—— | = em estufa
(14 mesh) (60 mesh)

Frutos de
uvaia

Resid Residuo Residuo
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FONTE: A autora (2024).

Uma porgdo dos frutos de uvaia inteiros foi reservada para analise da
atividade antioxidante e dos compostos fendlicos presentes na casca, polpa e
sementes. Essas fragdes foram separadas manualmente, congeladas rapidamente a
-80 °C por 24 h (CL120-80V, ColdLab, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) e liofilizadas por
8 ha-55°C (LD 3000, Terroni, Sdo Carlos, S&o Paulo, Brasil) antes de serem moidas
em um almofariz com pistilo.

Todas as amostras, incluindo fruto inteiro, polpa, casca, semente e residuos
de uvaia in natura, secos em estufa e liofilizados, foram armazenadas em embalagens
de polietileno seladas a vacuo, protegidas da exposi¢cao a luz e conservadas em um

freezer doméstico a -18 °C até a realizacao das analises.

3.2.2 Caracterizagao fisico-quimica

3.2.2.1 Composigao quimica e analises fisico-quimicas
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Para determinar a composi¢ao quimica do residuo de uvaia in natura, foram
conduzidas analises para avaliagdo dos parametros de umidade, cinzas, proteinas,
lipidios e carboidratos, os quais foram expressos em % (m/m) BU.

A determinagdo da umidade foi realizada por meio do método gravimeétrico,
utilizando uma estufa a vacuo (SL-104, SOLAB, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 70
°C por 24 h, conforme diretrizes do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A diferenca de
massa antes e ap0s a secagem foi empregada para calcular a umidade.

Os solidos totais foram quantificados pela diferenca entre a massa total da
amostra e a umidade obtida anteriormente. As cinzas totais foram determinadas pela
medi¢ao da massa residual apés a incineragao em mufla a 550 °C (M25097, Quimis,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), seguindo as orienta¢des do IAL (2008).

O conteudo proteico foi determinado pelo método de Kjeldahl, o qual
estabelece a concentragao de nitrogénio presente na amostra, utilizando um fator de
conversao de 6,25. A concentragao de lipidios foi obtida pelo método de extragdo com
solvente éter de petrdleo em um aparelho Soxhlet, com prévia hidrolise acida,
conforme protocolos do IAL (2008).

A quantificagdo de carboidratos foi realizada por diferenga, subtraindo-se os
conteudos de proteinas, lipidios, agua e cinzas da composi¢cdo total da amostra
(100%). Os sdlidos soluveis (° Brix) foram determinados por meio de um refratbmetro
digital com compensacgao automatica de temperatura (HI 96801, Hanna Instruments,
Woonsocket, Rhode Island, EUA), seguindo as diretrizes da AOAC (2019).

A acidez total titulavel foi avaliada por titulagdo com indicador, expressando
os resultados em gramas de acido citrico por 100 gramas de amostra na base umida
(g AC 100 g BU), conforme especificagdes do IAL (2008). O pH das amostras foi
medido utilizando um medidor de pH de bancada (K39-1420A, Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, Parana, Brasil).

Por fim, a cor da casca do fruto de uvaia foi analisada por meio de um
colorimetro portatii (Chroma Meter CR400, Konica Minolta, Toquio, Japéo),
empregando iluminante D65 e angulo de observacgao de 2°, utilizando o sistema de
cores CIE L*a*b*. Este sistema € um espaco de cores tridimensional utilizado para a
quantificacdo e comparacao de cores, onde L* indica a luminosidade e a* e b*
representam as coordenadas cromaticas (a* = coordenada vermelho/verde (+a indica

vermelho e —a indica verde) e b* = coordenada amarelo/azul (+b indica amarelo e —b
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indica azul)) (SCHANDA, 2007). As coordenadas L*, a* e b* foram obtidas diretamente

pelo equipamento. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.2 Caracterizagdo morfologica

A caracterizagdo morfologica das amostras foi conduzida por meio de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Inicialmente, as amostras secas foram
submetidas a um processo de fixacdo em fitas de carbono e posteriormente
acomodadas em suportes de aluminio. Em seguida, uma fina camada de ouro foi
aplicada as amostras. A analise morfolégica foi realizada utilizando um microscopio
eletrébnico de varredura (JSM-6390 LV, Jeol USA Inc., Peabody, Massachusetts,
EUA). As micrografias foram capturadas com amplia¢gdes variando entre 500X e

5000X, empregando feixes de elétrons com uma energia de 10 kV.

3.2.2.3 Determinagdo da concentracdo de compostos bioativos e atividade
antioxidante

3.2.2.3.1 Determinagao da concentragdo de compostos fendlicos totais

O extrato para determinacao do CFT foi preparado conforme descrito por
Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Inicialmente, 1 g da amostra foi combinada
com 4 mL de metanol 50% em um tubo Falcon de 50 mL. Ap6s uma hora de repouso
em temperatura ambiente, o extrato foi centrifugado a 4000 rpm (2250 g) por 10 min
(K14-4000, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil). O sobrenadante resultante
foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL.

O residuo remanescente passou por uma segunda extragao utilizando 4 mL
de acetona 70%, repetindo-se o processo de repouso e centrifugacdo nas mesmas
condigdes anteriores. O sobrenadante obtido nesta segunda extragao foi adicionado
ao primeiro sobrenadante no baldo volumétrico e o volume final foi ajustado para 10
mL utilizando agua destilada.

A determinacado dos compostos fendlicos totais nos extratos foi realizada por
meio do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Singleton,
Orthofer, e Lamuela-raventés (1999). Inicialmente, 500 pyL dos extratos foram
adicionados a 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (0,2 N). Apds 5 min, adicionou-se 2

mL de solugdo de Na2COs a 7,5% (m/v). A absorbéancia foi medida a 760 nm em
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relacdo a um branco, apds 120 min no escuro, utilizando um espectrofotémetro (UV
1800, Shimadzu, Quioto, Jap&o). A quantificagcao foi realizada utilizando uma curva
analitica de acido galico (0-200 mg L', R?=0,9973) e comparando a medigdo obtida
com essa curva. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata, e os resultados
foram expressos em mg equivalentes de acido galico por cem gramas de amostra
seca (mg EAG 100 g' BS).

3.2.2.3.2 Determinagéo da atividade antioxidante in vitro

A determinagéo da atividade antioxidante in vitro foi conduzida por meio de
trés ensaios: ABTS™, FRAP e DPPH'. Os extratos foram obtidos previamente,
seguindo o procedimento detalhado na segao 3.2.2.3.1.

O ensaio ABTS' foi realizado seguindo o método descrito por Rufino et al.
(2007a). Trinta microlitros de cada amostra foram misturados com 3 mL da solugao
do radical ABTS™. Apos 6 min, as absorbancias foram registradas em 734 nm
utilizando um espectrofotémetro (UV 1800, Shimadzu, Quioto, Japao). Os resultados
foram comparados com uma curva analitica de Trolox (0-800 umol L', R?=0,9908).

O ensaio FRAP foi conduzido de acordo com o protocolo descrito por Rufino
et al. (2006). Inicialmente, preparou-se a solugdo FRAP adicionando 100 mL de
tampéao acetato (0,3 M) a 10 mL de cloreto férrico (20,0 mM) e 10 mL de TPTZ
(10,0 mM). Em seguida, 90 uL de cada amostra foram adicionados a 0,27 mL de agua
destilada e 2,70 mL do reagente FRAP em tubos de ensaio. Apds 30 min de incubagéo
a 37 °C, as absorbancias foram medidas em 595 nm e os resultados foram
comparados com uma curva analitica de Trolox (0-800 umol L', R?=0,9994).

Por fim, a reducdo do radical DPPH' foi medida através de ensaio
espectrofotomeétrico a 515 nm, seguindo o método descrito por Rufino et al. (2007b).
Cem microlitros de cada amostra foram misturados com 3,9 mL de solucéo etandlica
de DPPH (0,06 mM) e, ap6s 30 min de reagao, as absorbancias foram medidas. Os
resultados foram comparados a uma curva analitica de Trolox (0-800 pmol L™,
R?=0,9986).

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em micromoles de atividade antioxidante equivalente ao Trolox por cem

gramas de amostra na base seca (umol TEAC 100 g~' BS).
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3.3 EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

3.3.1 Impacto do preparo da amostra e sele¢cado do solvente de extragao

Com base nos resultados das andlises de CFT e atividades antioxidantes
(ABTS™*, DPPH* e FRAP) das diferentes formas de matéria-prima (residuos in natura,
seco em estufa (14 e 60 mesh) e liofilizado (14 e 60 mesh)) identificaram-se as
amostras mais apropriadas para a extracdo de compostos fendlicos.
Subsequentemente, procedeu-se com experimentos destinados a determinar o
solvente mais adequado para a extracao desses compostos fendlicos a partir dos
residuos selecionados. Cinco solventes, geralmente reconhecidos como seguros
(GRAS) pela Food And Drug Administration (FDA), foram selecionados, a saber: (i)
agua destilada, (ii) agua destilada acidificada com acido acético (1%), (iii) solucao de
etanol:agua (20:80 v/v), (iv) solugao de etanol:agua (50:50 v/v) e (v) solugdo de
etanol:adgua (80:20 v/v). Procurou-se usar solventes simples, encontrados em
abundancia (agua) ou obtidos a partir de fontes renovaveis (etanol), devido a sua
sustentabilidade e compatibilidade com padrdes de seguranca alimentar.

Todas as extracbes foram conduzidas empregando o método de extragao
assistida por agitagdo magnética (EAAM). No caso dos ensaios com residuo
liofilizado, a proporgéo de 1:10 (g mL™") de sélido para solvente foi adotada, com base
em estudos anteriores (MEREGALLI et al., 2020; RAMOS et al., 2017). Para os
ensaios com residuo in natura, a proporgdo de 3,5:10 (g mL™") foi selecionada para
assegurar quantidades aproximadas de matéria seca em cada amostra. A temperatura
constante de 35 °C foi mantida em todos os ensaios, sendo uma temperatura média
frequentemente utilizada para extracdo de compostos termossensiveis.

A preparagao das amostras envolveu a mistura dos residuos com os solventes
de extracao (10 mL), transferindo-se a solugao resultante para béqueres de 50 mL. A
EAAM foi realizada utilizando um agitador magnético com aquecimento (IKA C-MAG
HS 7, IKA-Works, Staufen, Baden-Wiurttemberg, Alemanha) a uma velocidade de 500
rpm por um periodo de 30 min. Apds os tratamentos, os extratos foram submetidos a
centrifugagéo a 4000 rpm (2250 g) por 10 min (K14-4000, Kasvi, Sao José dos Pinhais,
Parana, Brasil). Posteriormente, as suspensdes foram coletadas e imediatamente

submetidas a analises de CFT, conforme descrito na secdo 3.2.2.3.1. Todas as
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analises foram realizadas em triplicata. A TABELA 5 apresenta as combinagdes

especificas de matéria-prima e solventes empregadas em cada experimento.

TABELA 5 — ESTUDOS DE SELECAO DO SOLVENTE PARA EXTRAGAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS DOS RESIDUOS DE UVAIA

Amostra Peneira Solvente Proporgao Método de T

(mesh) sélido extragao (°C)
(gmL")

Residuo - Agua 3,5/10 Agitagao 35

in natura magnética

Residuo 14 Agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado magnética

Residuo 60 Agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado magnética

Residuo - Agua acidificada 3,5/10 Agitacao 35

in natura (1% acido acético) magnética

Residuo 14 Agua acidificada 1/10 Agitacao 35

liofilizado (1% acido aceético) magnética

Residuo 60 Agua acidificada 1/10 Agitacao 35

liofilizado (1% acido acético) magnética

Residuo - Solugéo etanol:agua 3,5/10 Agitacao 35

in natura (20:80 v/v) magnética

Residuo 14 Solugéo etanol:agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado (20:80 v/v) magnética

Residuo 60 Solugéo etanol:agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado (20:80 v/v) magnética

Residuo - Solugéo etanol:agua 3,5/10 Agitacao 35

in natura (50:50 v/v) magnética

Residuo 14 Solugéo etanol:agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado (50:50 v/v) magnética

Residuo 60 Solugéo etanol:agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado (50:50 v/v) magnética

Residuo - Solugéo etanol:agua 3,5/10 Agitacao 35

in natura (80:20 v/v) magnética

Residuo 14 Solugéo etanol:agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado (80:20 v/v) magnética

Residuo 60 Solugéo etanol:agua 1/10 Agitacao 35

liofilizado (80:20 v/v) magnética

3.3.2 Selecao do método de extracao

Apods a selecao da matéria-prima e do solvente de extracio, procedeu-se a
avaliacao de trés métodos distintos para a recuperagao dos compostos fendlicos
presentes nos residuos de uvaia. Os métodos submetidos a analise foram os
seqguintes: (i) Extracdo Assistida por Agitagdo Magnética (EAAM), (ii) Extracéo
Assistida por Ultrassom em Banho (EAU-B) e (iii) Extragcdo Assistida por
homogeneizador de alta velocidade (EAH). A relagao utilizada para a mistura sélido-
solvente foi de 1:10 (g mL™"). As amostras foram preparadas mediante a combinagdo

dos residuos com 20 mL de solvente de extracéo.



66

No caso da EAU-B, a mistura foi transferida para um recipiente Falcon de 50
mL e submetida a um banho ultrassénico (Q3.0 25A, Eco-sonics Indaiatuba, Séo
Paulo, Brasil) operando a 25 kHz e 120 W. A EAH foi conduzida utilizando um
homogeneizador Ultra-Turrax (725, IKA-Works, Staufen, Baden-Wdurttemberg,
Alemanha) operando a 4000 rpm e 800 W, conectado a um banho de aquecimento. A
velocidade de rotagcdo foi ajustada para assegurar a homogeneizacao eficaz da
mistura dentro do tubo Falcon, prevenindo derramamentos. Para fins de comparacéo,
a EAAM foi realizada sob as mesmas condi¢bes em béqueres de 50 mL, utilizando
um agitador magnético com aquecimento (IKA C-MAG HS 7, IKA-Works, Staufen,
Baden-Wdrttemberg, Alemanha) a 500 rpm.

A cinética de extracdo dos compostos fendlicos foi monitorada em intervalos
de tempo especificos (2, 4, 6, 8, 10, 20, 25, 40 e 60 min). Apds cada periodo, as
amostras foram filtradas a vacuo e os filtrados resultantes foram imediatamente
submetidos a analises para a determinacdo do CTF, conforme detalhado na secéao
3.2.2.3.1. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Ao final do processo de
extragao, os residuos remanescentes das filtragdes foram congelados rapidamente a
-80 °C por 24 h (CL120-80V, ColdLab, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), liofilizados por
8 h, com a unidade condensadora a -55 °C (LD 3000, Terroni, Sao Carlos, Sdo Paulo,
Brasil) e, posteriormente, analisados por MEV, conforme descrito na segéo 3.2.2.2.
Na TABELA 6 é apresentado um compilado das combinagdes especificas de matéria-

prima, solvente de extragdo e método utilizadas em cada experimento.

TABELA 6 — ESTUDOS DE SELECAO DO METODO PARA EXTRAGCAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS DOS RESIDUOS DE UVAIA

Amostra Peneira Solvente Proporcao Método de T

(mesh) sélido extragao (°C)
(g mL")

Residuo 60 Solugdo etanol: agua 1/10 Agitacdo magnética 35

liofilizado (50:50 v/v)

Residuo 60 Solugéo etanol: agua 1/10 Assistida por 35

liofilizado (50:50 v/v) ultrassom de banho

Residuo 60 Solugéo etanol: agua 1/10 Assistida por 35

liofilizado (50:50 v/v) ultra-

homogeneizador
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3.3.3 Influéncia da temperatura de extragao e razdo amostra/solvente

Apos a selecao do método de extragao, procedeu-se a realizacdo de ensaios
semelhantes aos delineados na sec¢do 3.3.2 visando investigar o impacto da
temperatura na extracao de compostos fendlicos do residuo. Diferentes temperaturas
de extracdo (30, 40 e 50 °C) foram avaliadas, mantendo-se constante a razéo
amostra/solvente em 1:10 (g mL') e o tempo de extragdo em 20 min (condigéo
determinada durante os experimentos de cinética de extracdo dos compostos
fendlicos descritos na sec¢ao 3.3.2). Subsequentemente, os extratos resultantes foram
submetidos a filtracdo a vacuo utilizando papel filtro qualitativo. Em seguida, os
filtrados foram coletados e submetidos a analise de CFT, como descrito na se¢ao
3.2.2.3.1.

Uma vez identificada a temperatura que proporcionou a maxima recuperagao
de compostos fendlicos, procedeu-se a variagao da razao entre soélido e solvente,
mantendo constantes a temperatura e o tempo de extracdo em 20 min. Diversas
razdes (1:5, 1:10, 1:20 e 1:30) foram submetidas a investigacdo. Os extratos
resultantes passaram por idéntico processo de filtragdo a vacuo e foram submetidos
as analises de CFT. A razao que conduziu a mais elevada concentragao de compostos
fendlicos foi eleita para prosseguimento dos experimentos.

O extrato selecionado foi entdo submetido a anadlises de CFT e atividade
antioxidante, conforme explicitado na se¢édo 3.2.2.3. A FIGURA 11 apresenta um

resumo da metodologia aplicada nos experimentos de extragao.
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3.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade foi conduzido no Laboratério de Imunologia Clinica,
pertencente ao Departamento de Analises Clinicas, integrante do Setor de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal do Parana.

3.4.1 Linhas e culturas celulares

Células de fibroblastos humanos HEK293 foram gentilmente fornecidas pelo
Dr. Attilio Di Pietro (Institute for the Biology and Chemistry of Proteins (IBCP), Lyon,
Francga). As células de cancer de mama humano MCF-7 foram obtidas por cortesia do
Dr. Suresh Ambudkar (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, EUA). As células
foram cultivadas em frascos de cultivo celular de 25 cm?, com tampas equipadas com
filtros para permitir a troca gasosa durante a incubacédo. Ambas as linhagens celulares
foram mantidas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), sendo a
concentragao de glicose alta para as células HEK293 e baixa para as células MCF-7.
O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de
penicilina/estreptomicina, mantido a 37 °C e 5% de CO2. A umidade foi controlada por
um leito d'agua com agua Milli-Q ultrapura, localizado abaixo da ultima prateleira da
incubadora (CCL-170B-8, Esco, Singapura).

3.4.2 Ensaio de citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada com um ensaio colorimétrico de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo (MTT) com pequenas alteragdes
(MOSMANN, 1983; SHENOQY et al.,, 2017). As células HEK293 e MCF-7 foram
plagueadas em placas de cultura de 96 pocos na densidade de 3,5 x 10* células/pogo
para o tratamento de 24 h, e na densidade de 2 x 10 células/pogo para o tratamento
de 72 h. Importante ressaltar que estas densidades foram determinadas previamente
através de curvas de crescimento, assegurando que a concentragao celular no dia da
analise fosse adequada para alcangar a confluéncia desejada.

Apoés incubagdo por 24 h as células foram tratadas com concentragbes
crescentes de extrato de uvaia (0,25 a 1 mg ml"") por 24 e 72 h a 37 °C sob 5% de
COs2. Apds o tratamento, o meio foi removido por pipetagem e as células foram lavadas
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com solugao salina tamponada com fosfato (PBS). Meio DMEM sem extrato foi
adicionado as células, seguido por 20 yL de uma solugdo de MTT a 0,5 mg mL"' e
incubagao por 4 h a 37 °C sob 5% de COz. Os cristais de formazan foram dissolvidos
com uma solugéo de 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO)/etanol (1:1) e a absorbancia
foi medida a 595 nm usando um leitor de microplacas (iMark™, Bio-Rad, Hercules,
Califérnia, EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem de células
viaveis em relagédo as células controle (0,5% etanol (v/v), tomado como 100%). Na
FIGURA 12 esta apresentado um resumo da metodologia aplicada nos experimentos

de citotoxicidade.
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3.5 MICROENCAPSULAGAO DO EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA

3.5.1 Producgao das microparticulas

Apods a obtencdo do extrato de residuo de uvaia, visando a maximizacao da
concentracao de compostos fendlicos, procedeu-se a remogao do etanol através de
rotaevaporacéo a 50 °C e pressao de aproximadamente 160 mmHg, utilizando um
evaporador rotativo a vacuo (MA120/THV, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). A
microencapsulagcdo do extrato concentrado foi realizada utilizando maltodextrina,
goma arabica e/ou inulina como agentes encapsulantes, conforme delineado nas
proporgdes estabelecidas na TABELA 7. A quantidade de agentes encapsulantes
empregada foi determinada com base em estudos anteriores relatados na literatura
cientifica (BALDIN et al., 2018, 2016). Os agentes encapsulantes foram dissolvidos
diretamente no extrato (25% em massa/volume) e homogeneizados utilizando um
dispersor (modelo PT 3100D, Kinematica, Malters, Suiga) a 6500 rpm por 10 min. As
formulagdes resultantes foram entdo submetidas ao processo de microencapsulagao

por liofilizagao.

TABELA 7 — COMPOSIQ/:\O DAS FORMULAGCOES PARA ESTUDOS DE MICROENCAPSULAGAO
DO EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA (% EM MASSA DOS MATERIAIS ENCAPSULANTES EM
RELACAO AO VOLUME DO EXTRATO)

Formulagao Maltodextrina (%) Goma Arabica (%) Inulina (%)
1 25 0 0
2 12,5 12,5 0
3 20 0 5
4 10 10 5

A microencapsulagao por liofilizacdo seguiu o método delineado por Laureanti
et al. (2023), com adaptagdes especificas. As preparagdes contendo extrato e material
de revestimento foram distribuidas em placas de Petri, previamente cobertas com
filme parafinado, e congeladas a -80 °C por 24 h em um congelador de ultrabaixa
temperatura (U570-86, New Brunswick Scientific, Saint Albans, Inglaterra).
Subsequentemente, essas amostras foram liofilizadas em um liofilizador horizontal de
bancada (L101, Liobras, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil), com a unidade condensadora
operando a -53 °C, por um periodo de 20 h. Apés a liofilizagdo, as amostras foram
trituradas utilizando almofariz e pistilo. Posteriormente, foram acondicionadas em

frascos de vidro ambar para subsequente caracterizagcdo fisico-quimica, analise
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instrumental e avaliagdo das propriedades funcionais das microparticulas. Na FIGURA
13 esta apresentado um resumo da metodologia aplicada nos experimentos de

microencapsulagao.
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3.5.2 Perfil de compostos fendlicos do extrato de residuo de uvaia concentrado

O extrato de residuo de uvaia concentrado foi submetido a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com o objetivo de separar, identificar e
quantificar os compostos fendlicos. A extracdo dos compostos fendlicos das
microparticulas seguiu o protocolo descrito por Faria et al. (2020), com algumas
adaptagdes. Em resumo, 20 mg de cada amostra foram dispersos em 2 mL de uma
solugédo contendo metanol, agua e acido acético na proporgao de 50:42:8 (v/v/v) e
agitados por 1 minuto em um agitador tipo vértex (AP 56, Phoenix, Araraquara, Séao
Paulo, Brasil). Posteriormente, as amostras foram submetidas a um banho
ultrassdnico por 10 min (Q3.0 25A, Eco-sonics Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) e
filtradas através de uma membrana de nylon Acrodisc de 0,45 ym (Merck Life
Science).

As analises foram realizadas em um sistema CLAE Agilent 1200 Series (Santa
Clara, Califérnia, EUA) equipado com bomba quaternaria (G1311B), autoinjetor
(G1329B), compartimento de colunas (G1316A) e detector de arranjo de diodos (DAD,
G4212B). A separagao cromatografica foi conduzida em uma coluna Acclaim 120 C18
(250 mm x 4,6 mm x 5 ym) sob fluxo constante de 1,0 mL min' e temperatura
controlada a 35°C. A fase mével consistiu em uma solugéo de acido fosforico ajustada
a pH 2,15 (fase A) e acetonitrila (fase B). O volume de injecdo foi de 10 L.

Dois métodos de gradiente diferentes foram implementados para otimizar a
separacao dos compostos.

Método 1: Gradiente: 0 min 2% B; 30 min 8% B; 50 min 30% B; 52 min 2% B;
62 min 2% B.

Deteccéo: acido galico (271 nm, tempo de retengao: 10,152 min), acido vanilico
(256/292 nm, 35,4055 min), acido clorogénico (326 nm, 37,280 min), acido cafeico
(323 nm, 37,797 min), acido siringico (274 nm, 39,551 min), acido cumarico (309 nm,
43,656 min), acido ferulico (322 nm, 46,239 min).

Método 2: Gradiente: 0 min 2% B; 50 min 25% B; 70 min 35% B; 72 min 2%
B; 78 min 2% B.

Detecgao: catequina (280 nm, tempo de retengao: 23,608 min), procianidina
(280 nm, 27,186 min), cianidina (516 nm, 28,427 min), rutina (280 nm, 40,548 min),
isoquercetina (280 nm, 41,912 min), quercetina (280 nm, 60,638 min).
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A quantificagao foi realizada utilizando curvas analiticas construidas a partir

dos padrdes correspondentes.

3.5.3 Caracterizagao fisico-quimica, analise instrumental e avaliacdo das

propriedades funcionais das microparticulas

3.5.3.1.1 Morfologia de superficie

A avaliacdo da morfologia superficial das microparticulas foi conduzida

conforme a metodologia delineada na segéo 3.2.2.2.

3.5.3.1.2 Umidade e atividade de agua

A quantificagdo do conteudo de umidade (%) das microparticulas foi
conduzida empregando o método gravimétrico, no qual uma porgcéo de amostra (0,5
g) foi submetida & secagem em estufa (410/3NDR, Nova Etica, Vargem Grande do
Sul, Sdo Paulo, Brasil) a uma temperatura de 105 °C por um periodo de 24 h. Apés a
secagem, a massa da amostra foi medida novamente, e a diferengca de massa foi
utilizada para calcular a umidade, conforme as diretrizes estabelecidas pelo IAL (IAL,
2008). A determinacao da atividade de agua (aw) das microparticulas foi realizada a
temperatura de 25 °C, utilizando um analisador de atividade de agua (Aqualab série
3, Decagon, Pullman, EUA).

3.5.3.1.3 Cor instrumental

A avaliacado da cor das microparticulas, das microparticulas reconstituidas e
do extrato de residuo de uvaia concentrado foi realizada utilizando um colorimetro
portatil (Chroma Meter CR400, Konica Minolta, Téquio, Japao). As amostras de
microparticulas reconstituidas foram preparadas dissolvendo-se 0,5 g de
microparticulas em 2 mL de agua destilada, seguido de agitagdo em agitador de tubos
(AP 56, Phoenix, Araraquara, Sao Paulo, Brasil).

O sistema de cores CIE L*a*b* foi empregado, utilizando iluminante D65 e
angulo de observacao de 10°. As coordenadas L*, a* e b* foram obtidas diretamente

pelo equipamento, enquanto os parametros de croma (C*) e angulo de matiz (h°)
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foram determinados a partir dos valores de a* e b*, utilizando as equacdes (1) e (2)
(SCHANDA, 2007).

¢ =Jaz bz M

b*) (2)

k" = arctan (—*
a

O angulo de matiz (h°) descreve a tonalidade da cor, enquanto o parametro
de croma (C*) representa a saturagao da cor (SCHANDA, 2007).

3.5.3.1.4 Densidade aparente

A densidade aparente das microparticulas foi avaliada seguindo o protocolo
delineado por Barbosa-Canovas et al. (2005). Neste procedimento, 2 g da amostra
foram inseridos em uma proveta graduada de 10 mL, e o volume ocupado pela
amostra foi registrado. A densidade aparente foi entdo calculada pela razdo entre a

massa do po e o volume ocupado na proveta, como descrito na Equacgao (3).

1rnm:’|::rozsla,rth::.g.!'a,s [:g) (3)
Vocu;aado (?HL)

daparen te (g mi‘_l) =

3.5.3.1.5 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das microparticulas foi avaliada por meio de analise
termogravimétrica (TGA). As curvas termogravimétricas foram obtidas utilizando um
analisador térmico (TGA 4000, PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, EUA),
seguindo o protocolo estabelecido por Laureanti et al. (2023). O ensaio foi conduzido
sob atmosfera inerte de nitrogénio, com fluxo controlado de 50 mL min', na qual as
amostras foram aquecidas de 30 °C a 600 °C a uma taxa de aquecimento constante
de 10 °C min™.
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3.5.3.1.6 Identificagcdo de grupos funcionais e estrutura quimica

A identificagdo dos grupos quimicos e ligagbes presentes nas amostras foi
realizada por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR).
Amostras de microparticulas, materiais encapsulantes ou extrato de residuo de uvaia
liofilizado foram preparadas através da moagem com brometo de potassio (KBr) grau
espectroscopico previamente seco em estufa a 110 °C. As misturas foram preparadas
na propor¢ao de 1,6 mg de amostra para 100 mg de KBr. Apds a pesagem, as misturas
foram pulverizadas e prensadas em moldes de ago inoxidavel submetidos a 10
toneladas-forga por 60 segundos, resultando em pastilhas translucidas com 13 mm de
diametro.

Os espectros vibracionais de absorcdao no infravermelho foram adquiridos
utilizando um espectrometro (Alpha Il, BRUKER, Billerica, Massachusetts, EUA), no
modo de absorbancia, abrangendo a faixa espectral de 4000 a 600 cm™' com
resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras. Os espectros adquiridos foram submetidos aos
tratamentos de correcido da linha de base e decomposi¢cédo das bandas.

A decomposicao matematica dos espectros vibracionais de infravermelho foi
realizada utilizando um algoritmo que minimiza sobreposi¢gdes entre bandas largas,
revelando bandas em frequéncias préximas antes sobrepostas. A sobreposicdo é uma
caracteristica intrinseca dos espectros das amostras analisadas e nao pode ser
resolvida por meio de ajustes nos parametros de analise ou no preparo da amostra.
O algoritmo utilizado para o processamento matematico foi a FFT inversa
(Transformada Rapida de Fourier), com ajuste de distribuicdo de banda lorentziana,
empregando fator de deconvolugédo de 23 e fator de reducéo de ruido espectral de

0,22, utilizando o software OPUS 8.5 da Bruker Corporation.

3.5.4 Solubilidade

A solubilidade das microparticulas foi determinada conforme o procedimento
delineado por Cano-Chauca et al. (2005), com algumas modificagbes. Em resumo,
uma quantidade de 0,1 g de microparticulas foi homogeneizada em 10 mL de agua
destilada, agitada por 5 min (AP 56, Phoenix, Araraquara, Sao Paulo, Brasil) e
posteriormente centrifugada a 1370 x g por 5 min (Z 383 K Hermle, Wehingen, Baden-

Wurttemberg, Alemanha). O sobrenadante resultante (2,5 mL) foi submetido a
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secagem em estufa (410/3NDR, Nova Etica, Vargem Grande do Sul, S&o Paulo,

Brasil) a 105 °C por 5 h. A solubilidade foi entdo calculada conforme a Equacgao (4).

m
Solubilidade (0/’0) _ seca sobrenadante % 100 (4)

seca aliguota retirada

3.5.5 Higroscopicidade

A analise da higroscopicidade das amostras foi conduzida em consonancia
com a metodologia delineada por Tonon, Brabet e Hubinger (2008). Amostras de 1 g
foram dispostas em dessecadores contendo solugdes saturadas de NaCl,
proporcionando uma umidade relativa de 75% a uma temperatura de 25 °C £ 1 °C ao
longo de um periodo de sete dias. Apds este intervalo, procedeu-se a afericao da
massa das amostras, sendo a higroscopicidade quantificada em gramas de umidade

absorvida por 100 g de amostra, conforme definido pela Equacéo (5).

My ticulas inicial ~ Mlmi ticulas (7 dias) 5
microparticulas inicia microparticulas ias % 100 ( )

Higroscopicidade (g 100 g™) =
m

microparticulas inicial

3.5.6 Eficiéncia de encapsulacao

A avaliagao da eficiéncia de encapsulagao [EE (%)] dos compostos fendlicos
no interior das microparticulas foi conduzida seguindo o protocolo descrito por Silva et
al. (2024). A EE foi definida como a relagao entre a concentracdo de compostos
fendlicos ndo encapsulados, localizados na superficie das microparticulas, e o total

de compostos fendlicos microencapsulados, conforme expresso pela Equagéao (6).

Contetdo fenélicamperﬂm-a; 6)

EE (%) =1- x 100

Contetdo fendlico total

Para a extracdo do conteudo fendlico presente na superficie das

microparticulas, 100 mg destas foram homogeneizadas com 1 ml de uma solugéo de
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etanol e metanol (1:1 v/v), submetidas a agitacdo por 1 minuto em vortex (AP 56,
Phoenix, Araraquara, Sao Paulo, Brasil) e filtradas utilizando membranas de nylon
Acrodisc de 0,45 um (Merck Life Science). O conteudo fendlico total foi obtido
dissolvendo 100 mg de microparticulas em 1 ml de uma solugéo de etanol, acido
acético e agua (50:8:42 v/v/v). Apds agitagao por 5 min, a solugao foi centrifugada a
3500 x g por 10 min (5415 C, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), e o sobrenadante foi
filtrado utilizando membranas de nylon Acrodisc de 0,45 ym. A concentragdo dos
compostos fendlicos foi determinada conforme o protocolo descrito na se¢éo 3.2.2.3.1,

expressa em mg EAG 100 g de microparticulas (BS).

3.5.7 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato de residuo de uvaia e das
microparticulas foi avaliada utilizando o método de disco-difusdo para teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (BRCAST-EUCAST, 2024), com algumas
modificagdes. Foram empregadas cepas bacterianas Gram-positiva (Staphylococcus
aureus) e Gram-negativa (Salmonella Typhimurium), obtidas da cole¢ao de culturas
do Laboratdério de Engenharia Biologica da Universidade Federal de Santa Catarina
(LIEB). A escolha dessas cepas foi baseada em sua relevancia para a industria
alimenticia.

As cepas bacterianas foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a
37 °C por 24 h em incubadora com agitacao orbital a 150 rpm (TE-4200, Piracicaba,
Séao Paulo, Brasil). Em seguida, as cepas foram cultivadas em placas de Mueller-
Hinton a 35 °C por 18 h em incubadora (TE-371, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). As
suspensdes bacterianas foram preparadas a partir da suspensao direta das col6nias
em solugao salina estéril (0,85%). A absorbancia das suspensdes foi ajustada para
0,08-0,13 a 625 nm utilizando um espectrofotémetro (SP-220, Biospectro, Sdo Paulo,
Sao Paulo, Brasil), correspondendo a uma densidade optica de 0,5 na escala de
McFarland, equivalente a 1-2 x 108 UFC mL™".

Discos de papel foram cortados de uma folha de filtro utilizando um perfurador
de dois furos e, em seguida, autoclavados. Os discos foram impregnados com 20 uL
do extrato de residuo de uvaia rotaevaporado ou 20 uL das suspensdes de
microparticulas, sendo entdo secos em capela de fluxo laminar por 30 min a
temperatura ambiente (MAVANZA; OMWENGA; NGUGI, 2023). As suspensdes de
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microparticulas foram preparadas pela dissolugao de 0,5 g de microparticulas em 2
mL de agua destilada estéril. Discos impregnados com 30 pg de cloridrato de
cloranfenicol foram utilizados como controle positivo, enquanto discos contendo 20 pL
de agua destilada serviram como controle negativo.

Placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton, preparadas conforme as
especificacdbes do fabricante, foram inoculadas com as suspensdes bacterianas
usando um swab estéril. Os discos impregnados foram entdo colocados sobre a
superficie do agar. As placas foram incubadas a 35 °C por 18 h em posigao invertida
(TE-371, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Apds o periodo de incubagéao, os diametros
dos halos de inibicdo ao redor dos discos foram medidos utilizando uma régua
milimetrada. A atividade antimicrobiana foi expressa como o diametro médio dos halos
de inibicdo (em milimetros), com todas as determinagdes realizadas em triplicata. Na

FIGURA 14 esta apresentado um resumo esquematico da metodologia utilizada.

FIGURA 14 — METODOLOGIA PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO
DE MICROPARTICULAS E EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA
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FONTE: A autora (2024). Criado com BioRender.com. Licenga de publicagao: SL277X3KEP.
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3.5.8 Estabilidade de compostos fendlicos durante a digestdo gastrointestinal

simulada in vitro

A simulagéo da digestao gastrointestinal do extrato de residuo de uvaia e das
microparticulas foi conduzida em conformidade com o protocolo INFOGEST,
delineado por Brodkorb et al. (2019), com adaptagdes. Inicialmente, solugdes
eletroliticas representativas dos fluidos salivar (FSS), gastrico (FGS) e intestinal (FIS)
foram preparadas conforme descrito na literatura. Os movimentos peristalticos foram
simulados em uma incubadora shaker de bancada (430-RDBP, Nova Etica, Vargem
Grande do Sul, Sdo Paulo, Brasil)a37 °C £ 1 °C e 120 rpm.

Na fase oral, a amostra foi diluida na proporg¢ao de 1:1 (m/m) em FSS (pH 7,0)
e incubada por 2 min. Em seguida, FGS contendo pepsina suina (2000 U mL-") foi
adicionado na mesma proporcao a mistura oral, a qual foi entdo incubada por 2 h a
pH 3,0. Posteriormente, o bolo gastrico foi misturado na proporgéao de 1:1 (m/m) com
FIS contendo sais biliares (concentragéo final de 10 mM) e pancreatina (100 U de
tripsina mL™"), e incubado a pH 7,0 por mais 2 h. Apds cada etapa, as amostras
digeridas foram mantidas em banho de gelo por 10 min, centrifugadas a 1370 x g por
10 min (Z 383 K Hermle, Wehingen, Baden-Wirttemberg, Alemanha), e os
sobrenadantes foram armazenados a -18 °C + 1 °C até as analises subsequentes. O
efeito da digestdo foi avaliado por meio de ensaios de atividade antioxidante e CFT,
conforme secdo 3.2.2.3. Para controlar interferéncias dos reagentes, um branco
composto por agua foi submetido ao mesmo procedimento.

Destaca-se que a biodisponibilidade de um composto, sua habilidade de ser
absorvido e disponibilizado em seu sitio de acdo, € dependente da sua prévia
bioacessibilidade. Este conceito se refere a liberagcdo do composto da matriz alimentar
no trato gastrointestinal, tornando-o acessivel para absorcdo (SANTOS-BUELGA et
al., 2019). A quantidade de moléculas bioacessiveis esta diretamente associada a
concentracdo dos compostos fendlicos liberados, sendo mais proeminente em
concentragbes mais elevadas. O calculo da bioacessibilidade (%) foi realizado pela
Equacao (7) (SILVA et al., 2024).

Conteudo fenolico total apods fase especifica da digestido (7)

Bioacessibilidade (%) = ” T
(%) Conteido fendlico total gntes qa aigestio
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises foram submetidos a uma analise de variancia
unidirecional (ANOVA one-way) seguida pelo teste de Tukey, com um nivel de
significancia de p < 0,05, empregando o software estatistico TIBCO Statistica® versao
13.5.0. As curvas foram plotadas utilizando o software OriginPro versao 8.5. Os

resultados foram apresentados como média + desvio padrao (n=3).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM DIFERENTES FRACOES DA UVAIA

Na FIGURA 15 sao apresentados os resultados referentes a concentracao de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante nas diferentes partes da uvaia. Esses
dados sao fundamentais para compreender a distribuicdo de compostos bioativos da
fruta com potencial impacto na saude humana. Observa-se que tanto a casca quanto
a polpa da uvaia apresentaram conteudos significativos de compostos fendlicos,
registrando valores de 1769 + 32 mg EAG 100 g' BS e 1644 + 93 mg EAG 100 g
BS, respectivamente. A semente, por sua vez, apresentou uma concentracio
substancialmente mais elevada, atingindo 57456 + 144 mg EAG 100 g’ BS. Estes
achados corroboram descobertas anteriores que destacam a semente como uma
fonte mais abundante de compostos fendlicos em comparacdo com a fragao
comestivel da uvaia, abrangendo acidos fendlicos, flavondis, flavan-3-6is
monomeéricos e flavonas (FARIAS et al., 2020a). Tais compostos tém sido associados

a propriedades antioxidantes e potenciais beneficios a saude (MARK et al., 2019).

FIGURA 15 - CONCENTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS (a) E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
(b) EM CASCA, POLPA E SEMENTE DE UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS)
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BS — Valores expressos em base seca. EAG — Equivalentes de acido galico. TEAC — Atividade
antioxidante equivalente ao Trolox. Médias seguidas pela mesma letra, em uma mesma linha, ndo
diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Médias seguidas pela mesma letra, em
um mesmo método de avaliagdo da atividade antioxidante, ndo diferem entre si, de acordo com o
teste de Tukey (p < 0,05).
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Apesar das concentracbes expressivas de fendlicos totais obtidas neste
trabalho, é importante salientar que essas foram inferiores as obtidas em estudos
anteriores. Por exemplo, para a polpa liofilizada, concentragdes entre 1930 mg EAG
100 g' BS a 3028,58 mg EAG 100 g' BS foram reportadas (DACOREGGIO et al.,
2023; FREITAS et al., 2019; RUFINO et al., 2010). Adicionalmente, tanto na fragéo
comestivel (casca e polpa) quanto nas sementes, o conteudo fendlico total revelou-se
inferior as quantidades reportadas por Farias et al. (2020b) para essa espécie, as
quais foram de 4936 e 23744 mg EAG 100 g' BS, respectivamente. Essas
discrepancias podem ser atribuidas a variabilidade genética das amostras e as
diferencas nas condigcbes ambientais e climaticas das regides onde os frutos foram
coletados (FARIAS et al., 2020a). Além disso, a diferenga nos valores também pode
ser atribuida a variagbes nos métodos de extragcdo e analise, incluindo o tipo de
solvente utilizado, o tempo de extragao, e outras condicdes experimentais.

Quanto a atividade antioxidante, avaliada pelos métodos ABTS™*, DPPH' e
FRAP, os resultados corroboram a tendéncia observada no conteudo fendlico total. A
semente de uvaia destaca-se novamente, apresentando as maiores atividades
antioxidantes em todos os métodos. Os valores expressos em umol TEAC 100 g' BS
para ABTS™", DPPH* e FRAP foram, respectivamente, 18916, 19027 e 16897 para a
casca, 16952, 18597 e 14852 para a polpa, e 48977, 41040 e 61466 para a semente.
Este padrao de comportamento estda em acordo com os reportados na literatura
cientifica (DA SILVA et al., 2019; FARIAS et al.,, 2020a; TAVER et al., 2022),
destacando a relagao entre o conteudo fendlico e a atividade antioxidante. O valor
encontrado para a atividade antioxidante da semente de uvaia pelo método ABTS
neste estudo foi aproximado ao anteriormente relatado por Farias et al. (2020b)
(42786 umol TEAC 100 g' BS), enquanto o valor obtido para o método DPPH foi
superior ao descrito por este autor (23500 ymol TEAC 100 g' BS). Néo foram
encontradas informacdes acerca do método FRAP para sementes. As discrepancias
observadas entre os estudos podem ser atribuidas aos mesmos fatores discutidos
para o conteudo fendlico, incluindo heterogeneidade nos métodos de extragao,
variagdes nas condicdes de ensaio e caracteristicas intrinsecas das amostras, além
do ambiente em que estdo inseridas. Além disso, houve diferengcas nos valores
obtidos entre os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante neste estudo
(ABTS™*, DPPH" e FRAP). Tais discrepancias evidenciam os distintos mecanismos de

reagao, a natureza especifica do radical livre alvo e os compostos quimicos envolvidos
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em cada uma dessas anadlises espectrofotométricas. No entanto, cada método
destaca aspectos especificos da atividade antioxidante e a convergéncia desses
métodos contribui para uma compreensao abrangente da atividade antioxidante da
uvaia.

Apesar da auséncia de concordancia absoluta nos valores de atividade
antioxidante dentro de cada fragdo analisada, a consisténcia nas tendéncias
observadas entre as fracbes fortalece a validade dos resultados obtidos. Essas
observagbes destacam a importancia da semente de uvaia como uma significativa
fonte de compostos bioativos, ressaltando a urgéncia em explorar potenciais

aplicagdes dessa fragao nos setores alimenticios e farmacéuticos.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICA, QUIMICA E FiSICO-QUIMICA DOS RESIDUOS DE
UVAIA

4.2.1 Composi¢ao quimica e analises fisicas e fisico-quimicas
Os resultados das analises realizadas tanto no fruto inteiro quanto nos

diferentes residuos de uvaia (in natura, secos em estufa e liofilizados), considerando

variagdes na granulometria (14 mesh e 60 mesh), foram condensados na TABELA 8.
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TABELA 8 — COMPOSICAO CENTESIMAL E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA UVAIA
(EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS) E SEUS RESIDUOS (CASCA E SEMENTES)

Amostra
- . Residuo seco em , -
Analise Fruto inteiro iﬁe:;cti:; estufa Residuo liofilizado
14 mesh 60 mesh 14 mesh 60 mesh

Umidade 6,03 £ 7,52 +
(% BU) 72,2+0,1 8,2+0,5 7,3+0,5 0.05 0.06
Solidos totais
(% BU) 27,8+ 0,1
Cinzas 0,52 +
(% BU) 0,01
Proteinas 2,71+
(% BU) 0,09
Lipidios 0,45 +
(% BU) 0,00
Carboidratos
(% BU) 24,16
Solidos soluveis 6,00 +
(° Brix BU) 0,00
Acidez titulavel
(g AC 100 g 065811
BU) ’

3,76 +
pH 0,03

L*=59,6 + 0,5
Cor instrumental a*=10,4+0,8
b*=55 + 1

BU — Valores expressos em base umida. AC — Acido citrico. CV — Coeficiente de variagao (%).

A avaliacdo da umidade desempenha papel fundamental na compreensao da
estabilidade e durabilidade das diversas formas da matéria-prima. A uvaia,
caracterizada por uma elevada porcentagem de agua em sua composi¢ao, exibe alta
perecibilidade (FREITAS et al., 2019; SGANZERLA et al., 2021). Para aumentar a
viabilidade da uvaia como recurso, é essencial investigar métodos adequados de
processamento. Mesmo apo6s o despolpamento, foi constatada uma umidade elevada
no residuo (72,2 £ 0,1%), em consonancia com estudos anteriores que destacam a
elevada umidade na semente de uvaia, a principal fragdo do residuo. Farias et al.
(2020b) registraram uma umidade de 88,54% para a semente. Este valor foi
ligeiramente inferior ao observado na fragdo comestivel (91,75%), a qual também
compde o residuo na forma de casca e remanescentes de polpa. Entretanto, os
processos de secagem e liofilizacdo aplicados neste estudo ao residuo in natura
resultaram em uma significativa redugéo do conteudo de agua, variando entre 6,03 e
8,2%. Embora a redugédo da umidade contribua para a estabilidade microbioldgica, a
atividade de agua deve ser considerada para uma avaliagdo completa. No entanto, o

residuo desidratado de uvaia € um ingrediente potencialmente estavel que pode ser
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investigado para sua inclusdo em diversas formulagbes de produtos, como na
panificagdo e confeitaria, conforme sugerido por Ramos et al. (2017).

A avaliagao da composi¢cado quimica demonstrou que o residuo de uvaia € uma
fonte rica em macronutrientes. As concentragdes médias de cinzas atingiram 0,52 *
0,01%, proteinas totalizaram 2,71 £ 0,09%, lipidios perfizeram 0,45 + 0,00%, e os
carboidratos alcangaram 24,16 g 100 g™' de matéria fresca. A composicgao identificada
assemelha-se ao perfil observado por Rodrigues et al. (2021) em estudo analogo de
residuos de uvaia (casca e sementes) provenientes de outra regido. Nesse estudo, os
conteudos encontrados foram 76,0% de umidade, 0,31% de cinzas, 2,7% de
proteinas, 0,35% de lipidios e 21,0 g de carboidratos por 100 g de matéria fresca. No
entanto, divergéncias mais substanciais emergiram na analise de residuos conduzida
por Ramos et al. (2017), evidenciando umidade de 89,2%, 2,64% de proteinas, 0,36%
de lipidios, 0,25% de cinzas, 4,7% de fibras e 2,8 g de carboidratos por 100 g de
matéria fresca. Essas disparidades podem ser atribuidas a variaveis genéticas,
estagios de maturacdo e condigbes edafoclimaticas, as quais induzem flutuagdes na
composi¢cdo quimica das frutas e, consequentemente, conduzem a variagdes
regionais (FARIAS et al., 2020a).

O conteudo de solidos soluveis totais (SST) identificado neste estudo,
correspondente a 6° Brix BU, foi significativamente superior ao mencionado por
Rodrigues et al. (2021), que indicaram 2,70 + 0,06 °Brix para o residuo de uvaia. Esta
discrepancia pode ser atribuida as diferengas intrinsecas entre diferentes plantas e
seus respectivos estagios de maturacdo, uma vez que ha uma tendéncia de
correlacdo positiva entre a maturagado avancada da uvaia e niveis mais elevados de
sélidos soluveis totais (FREITAS et al., 2019). Vale ressaltar que os sdlidos soluveis
totais apresentam uma correlacdo direta com a dogura da fruta, sendo um dos
principais parametros sensoriais empregados pelos consumidores para avaliar a
qualidade de produtos derivados de frutas (DA SILVA et al., 2018a).

No que diz respeito aos parametros de acidez titulavel (0,50 £ 0,01 g de acido
citrico 100 g' BU) e pH (3,76 + 0,03), estes indicaram que o residuo da uvaia possui
uma acidez moderada. Afericbes desses parametros sdo cruciais na determinacao da
viabilidade de aplicagbes em produtos alimenticios. O valor encontrado para o pH foi
ligeiramente inferior ao previamente relatado (pH = 3,93) por Rodrigues et al. (2021),

sugerindo uma variabilidade potencial entre diferentes amostras.
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Quanto a coloragao da casca do fruto da uvaia, os valores de luminosidade
(L) foram registrados em 59,6 + 0,5, com uma inclinagédo ao matiz vermelho (a*) de
10,4 + 0,8 e uma inclinagao ao amarelo (b*) de 55 + 1. Estes resultados exibem
disparidades em relagdo aos obtidos por Rodrigues et al. (2021), cujos parametros
cromaticos do fruto revelaram um indice de luminosidade (L) de 58,8 £ 0,7, uma
propensao ao matiz vermelho (a*) de 2,8 £ 0,7 e uma inclinagao para o matiz amarelo
(b*) de 39,0 + 0,6. Tais discrepancias eram esperadas, dado que os frutos da uvaia
apresentam consideravel variabilidade em termos de cor, abrangendo desde tons
amarelos até laranjas (DA SILVA et al., 2018b). Além disso, o estagio de maturagao
influencia a coloragao, com frutos maduros apresentando cores mais intensas devido
ao aumento de compostos fendlicos e carotenoides, enquanto frutos menos maduros
exibem caracteristicas cromaticas e composi¢cdo quimica distintas (FREITAS et al.,
2019). A avaliagao instrumental da cor € fundamental para as industrias que buscam
manter a atratividade visual de seus produtos, sendo intimamente associada a
qualidade do fruto (SGANZERLA et al., 2021).

4.2.2 Caracterizagao morfologica

A analise morfoldgica do residuo de uvaia € essencial para compreender suas
propriedades estruturais, as quais desempenham um papel fundamental na extracao
de compostos bioativos. Na FIGURA 16 sao apresentadas as micrografias eletronicas
de varredura do residuo de uvaia seco em estufa e liofilizado, considerando variagdes

na granulometria (14 e 60 mesh).
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FIGURA 16 — MICROGRAFIAS DE SUPERFICIE DOS RESIDUOS DE UVAIA (EUGENIA
PYRIFORMIS CAMBESS) SECOS EM ESTUFA E LIOFILIZADOS

Residuo seco em Residuo seco em Residuo liofilizado Residuo liofilizado
estufa estufa (14 mesh) (60 mesh)

(14 mesh)

(60 mesh)

10kV X500 50pm

10KV % X500 “50fi &

10KV X1,500  10pm 1 X1,500 10pm

10kV 5pm 10kV ~ X5,000 5pm 40kV  XB5,000  Spm

Fonte: A autora (2024).

O componente preponderante, identificado nas micrografias, € o amido, cuja
presenca é significativa nas sementes de uvaia, funcionando como reserva energética
durante a germinacao (FARIAS et al., 2020a). Os grénulos de amido observados
exibem uma diversidade de formas e tamanhos, destacando-se pela irregularidade.
Esta caracterizacdo morfologica estda em consonancia com os achados de Guedes et
al. (2021), os quais descreveram granulos de amido de semente de uvaia como
apresentando formas ovais, esféricas ou reniformes com variagdes dimensionais.

Ao analisar a micrografia dos residuos obtidos através da malha de 14 mesh,
observa-se uma predominancia de particulas maiores e uma estrutura mais
heterogénea, com a presenca de aglomerados. Em contrapartida, a micrografia dos

residuos obtidos através da peneira de malha 60 mesh revelou uma estrutura mais
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homogénea, caracterizada pela predominancia de particulas menores e maior
uniformidade granulométrica.

A FIGURA 16 mostra que o residuo de uvaia seco em estufa apresenta uma
estrutura mais fragmentada em comparac¢ao ao residuo liofilizado. A secagem em
estufa, embora eficaz na eliminagdo da umidade, pode resultar em um encolhimento
da estrutura devido a aplicagao prolongada de calor. Em contrapartida, a liofilizacao,
enquanto método de secagem em baixas temperaturas, pode preservar a estrutura
original, a natureza e a forma da matéria-prima (HUA; LIU; ZHANG, 2010), resultando

em uma estrutura mais intacta com fibras visivelmente preservadas.
4.2.3 Concentragédo de compostos bioativos e atividade antioxidante

Na FIGURA 17 séo apresentados os resultados referentes a concentracado de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante em residuos de uvaia nos estados in
natura, secos em estufa e liofilizados, diferenciados pelas granulometrias de 14 e 60

mesh.

FIGURA 17 — CONCENTRAQ/:\O DE COMPOSTOS FENOLICOS (a) E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
(b) EM RESIDUOS DE UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS)

a) b) Residuo in natura

40000 EEEA Residuo seco (14 mesh)

[ Residuo seco (60 mesh)

1 Residuo liofilizado (14 mesh) a

[] Residuo liofilizado (60 mesh)
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BS — Valores expressos em base seca. EAG — Equivalentes de acido galico. TEAC — Atividade
antioxidante equivalente ao Trolox. Médias seguidas pela mesma letra, em uma mesma linha, nao
diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Médias seguidas pela mesma letra, em
um mesmo método de avaliagdo da atividade antioxidante, néo diferem entre si, de acordo com o
teste de Tukey (p < 0,05).
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As observagdes revelaram variagbes estatisticamente significativas nas
concentragbes de compostos fendlicos entre as diferentes amostras. Os residuos
secos em estufa exibiram os menores conteudos fendlicos totais, correspondendo a
900 mg EAG 100 g' BS para a granulometria 14 mesh e 1523 mg EAG 100 g' BS
para 60 mesh. Em contraste, o residuo liofilizado, com sua estrutura preservada,
manifestou concentragbes mais elevadas, com 3261 mg EAG 100 g' BS para 14
mesh e 4075 mg EAG 100 g-' BS para 60 mesh.

Os resultados obtidos destacam a influéncia significativa do processamento
(método de secagem) e da granulometria na extragdo de compostos fendlicos dos
residuos de uvaia. A granulometria emerge como fator determinante no processo de
extracdo de compostos fendlicos. A ampliacdo da area de contato entre o material
so6lido e o liquido extrator, decorrente das pequenas dimensdes das particulas, resulta
em aumento consideravel na velocidade de transferéncia de massa e,
consequentemente, na eficiéncia da operagao de extracado. Adicionalmente, constata-
se que o método de processamento exerce influéncia substancial na extracdo de
compostos bioativos, sendo a forma liofilizada associada a um conteudo fendlico total
superior em comparagao com o residuo submetido a secagem em estufa. Esse
fendmeno encontra respaldo na literatura, considerando que a liofilizacdo opera em
temperaturas reduzidas e em um ambiente isento de oxigénio, proporcionando uma
eficaz preservacao de compostos bioativos (AKCICEK et al., 2023; KOOP et al., 2022;
RAMOS et al.,, 2017). A liofiizagdo também contribui para a melhoria da
disponibilidade dos compostos fendlicos para a extracao, devido a estrutura porosa
resultante do congelamento e da subsequente sublimagdo do gelo, que facilita a
liberacdo dos compostos desejados. Em contrapartida, a secagem convencional, ao
expor os residuos a temperaturas mais altas na presenga de oxigénio, exerce um
impacto adverso na concentragdo de compostos fenodlicos. Tempos prolongados de
secagem convencional por ar quente podem ocasionar a degradagado desses
compostos, assim como afetar a atividade antioxidante das frutas (GOMES et al.,
2022). Adicionalmente, a redugao na concentragdo dos compostos fendlicos durante
a secagem, mesmo em temperaturas moderadas, como 40 °C, pode ser atribuida a
inativacdo ineficiente de enzimas oxidativas (GOMES et al., 2022). Ramos et al.
(2017) verificaram uma redugdo maxima de aproximadamente 21% no conteudo
fendlico total durante a secagem convectiva do subproduto da uvaia, utilizando

temperaturas entre 40 e 80 °C. A menor perda, em comparagcdo com este estudo,
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pode ser atribuida a diferengas nas caracteristicas iniciais do subproduto da uvaia e a
uma série de variaveis experimentais e condi¢cdes especificas de secagem, tais como
o fluxo de ar e o tempo de exposigao.

Os valores alcangados neste estudo para a concentracdo de compostos
fendlicos no residuo de uvaia revelaram-se maiores ou proximos aos encontrados por
outros pesquisadores para residuos agroindustriais da familia Myrtaceae, tais como
po de casca de jabuticaba liofilizada (3900 mg EAG 100 g' BS) (BARROS et al.,
2019), casca de feijoa seca (3247 mg EAG 100 g' BS) (TUNCEL; YILMAZ, 2015),
semente (3320,79 mg EAG 100 g’ BS) e casca de camu-camu liofilizada (821,81 mg
EAG 100 g' BS) (CUNHA-SANTOS et al., 2022) e casca de araga vermelho (589 mg
EAG 100 g' BS) (MEREGALLI et al., 2020).

E evidente que a sintese endégena de polifendis nas frutas varia qualitativa e
quantitativamente devido a diferentes fatores externos, como condi¢gdes climaticas,
tipo de solo, regiao de cultivo e temperatura (CUNHA-SANTOS et al., 2022), e que os
resultados podem variar conforme as condi¢gdes de extracdo. No entanto, é
incontestavel que o residuo de uvaia pode constituir uma valiosa fonte de compostos
bioativos para consumo humano.

Os valores da atividade antioxidante dos residuos (obtida por meio dos
métodos ABTS™, DPPH" e FRAP) revelaram sdlida correlagdo com os conteudos
significativos de compostos fendlicos totais. Diferengas substanciais foram
observadas entre as amostras, sendo o residuo in natura o que apresentou maior
atividade antioxidante no método DPPH", registrando 29794 umol TEAC 100 g BS,
enquanto o residuo seco em estufa (14 mesh) apresentou a menor atividade, com
7251 ymol TEAC 100 g' BS. Padrao similar foi evidenciado no método FRAP, com o
residuo in natura exibindo a maior atividade antioxidante (31658 umol TEAC 100 g™’
BS) e o residuo seco em estufa (14 mesh) a menor (6160 umol TEAC 100 g' BS). No
método ABTSe<+, mais uma vez, o residuo seco em estufa (14 mesh) apresentou a
menor atividade (3930 umol TEAC 100 g-1 BS), enquanto o residuo liofilizado 60 mesh
demonstrou a atividade antioxidante mais elevada (27082 umol TEAC 100 g' BS).

Com base nos resultados supracitados, a continuidade do estudo foi
direcionada para os residuos in natura e liofilizados, excluindo-se o residuo seco em

estufa devido a sua performance inferior no processo de extracao.
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4.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.3.1 Impacto do preparo da amostra e selegédo do solvente de extragcéo

A selecdo do solvente destinado a extracdo de compostos fendlicos dos
residuos de uvaia foi conduzida com base nos resultados apresentados na FIGURA
18. Evidenciou-se que os solventes exercem influéncia distinta sobre as quantidades
extraidas de compostos fendlicos, sendo essa eficacia fortemente dependente tanto
do tipo de solvente quanto do pré-tratamento do residuo, realizado por meio de

secagem e peneiramento.

FIGURA 18 — CONCENTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE EXTRATOS DE
RESIDUOS DE UVAIA (EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS) OBTIDOS COM O USO DE
DIFERENTES SOLVENTES

5000
i E= Residuo in natura
V22 Residuo liofilizado (14 mesh) i
4500 Residuo liofilizado (60 mesh)

CFT (mg EAG 100 g’ residuo BS)
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Condigbes de extragdo: proporgéo de 3,5:10 g de residuo mL™" de solvente para o residuo in natura e
de 1:10 g de residuo mL™" de solvente para os residuos secos e liofilizados, temperatura de 35 °C,
tempo de 30 min e agitagdo magnética a 500 rpm.

Valores expressos em base seca. EAG — Equivalentes de acido gélico. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Observou-se que tanto a agua quanto a agua acidificada resultaram em
qguantidades relativamente modestas de compostos fendlicos extraidos. A adicdo de
acido ao solvente de extracdo pode intensificar a extracdo de compostos fendlicos,
especialmente antocianinas, por meio de mecanismos como a desnaturagcdo da
membrana celular induzida pelo ambiente acido e a contribuicdo de ions hidrogénio
livres para a estabilizagdo da forma de cation flavilio da antocianina (BARROS et al.,
2019). No entanto, neste estudo, a acidificacdo da agua evidenciou apenas um
discreto aumento em relagdo a agua nao acidificada, possivelmente devido a baixa
concentragdo de antocianinas na uvaia (DA SILVA et al.,, 2022) e ao impacto da
triturac&o prévia das amostras sobre as membranas celulares.

Dentre os solventes avaliados, a solugdo contendo etanol e agua na
proporgao de 50:50 (v/v) demonstrou a mais alta eficacia de extragdo, seguida pelas
solugdes etanol e agua 80:20 e 20:80 (v/v). A significativa (p < 0,05) ampliacéo na
extragcdo de compostos fendlicos pelas solugdes hidroetandlicas 50:50 (v/v) e 80:20
(v/v) em comparagédo a solugao 20:80 (v/v) pode ser explicada pela redugéo da
constante dielétrica do solvente (em fungdo do aumento da concentragdo de etanol).
Esta redugao diminui a solvatacdo das moléculas na solugdo e, por conseguinte,
promove um aumento na solubilidade e difusividade dos compostos fendlicos no
solvente (ISLAM et al., 2023).

Como discutido por Mustafa e Turner (2011), a abordagem de utilizar
combinagdes de solventes no processo de extracdo desempenha um papel
determinante na otimizacao da eficacia dessa etapa. Em uma formulagao de mistura
binaria, um solvente pode aprimorar a solubilidade do analito, enquanto o outro facilita
sua liberacdo. Nesse contexto, a agua desempenha um papel fundamental,
contribuindo para a desestruturagdo da matriz e para a quebra das interagdes matriz-
analito, especialmente as interacdes de hidrogénio. Além disso, tal fendmeno pode
ser elucidado pelo principio "semelhante dissolve semelhante". O solvente, com uma
polaridade especifica, extrai compostos fendlicos caracterizados por polaridades
semelhantes a polaridade do solvente. Dessa forma, o aumento da parte aquosa no
sistema organico-aquoso promove o aumento da polaridade até atingir um nivel
adequado para extrair a maioria dos compostos fendlicos da matriz (BENCHIKH et al.,
2023). Adicionalmente, consideragdes econdmicas e ambientais favorecem a
utilizagdo de misturas hidroalcéolicas em detrimento de solventes alcodlicos puros

(MUSTAFA; TURNER, 2011). Vale ressaltar ainda que a presenga de concentracbes
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elevadas de etanol pode induzir a desidratagdo do tecido vegetal, a desnaturagao de
proteinas e limitar a solubilizagdo dos compostos fendlicos (MALI; KUMAR, 2023).

Quanto a proporgao ideal de agua e etanol na formulagéo dos solventes, esta
€ determinada por uma variedade de fatores, incluindo os compostos alvo da extracao,
as caracteristicas da matriz vegetal, a temperatura de operagdo, a duragdo do
processo extrativo e a metodologia empregada (MALI; KUMAR, 2023).
Consequentemente, a obtengdo maxima de rendimento de compostos fendlicos a
partir de diversas espécies vegetais requer a utilizagdo de solventes com proporgdes
variaveis entre etanol e agua (CUNHA-SANTOS et al., 2022; MALI; KUMAR, 2023;
TUNCEL,; YILMAZ, 2015). Por exemplo, Cunha-Santos et al. (2022) otimizaram a
formulacao de solventes para a extragao de compostos fendlicos de polpas, cascas e
sementes da planta camu-camu, empregando um método de planejamento simplex-
centréide. Para cascas e polpas, etanol aquoso a 80% (v/v) demonstrou eficacia,
enquanto metanol aquoso a 50% (v/v) foi mais eficaz para sementes. Este estudo
destaca a necessidade de adaptar solventes as diferentes partes da fruta, dada a
variagao na matriz, como a distribuicdo espacial dos compostos e possiveis diferencas
na composi¢ao quimica das fragoes.

Tuncel e Yilmaz (2015) otimizaram a extracdo de compostos fendlicos e
antioxidantes da feijoa por meio de um ensaio preliminar com diferentes
concentracbes de etanol em agua (20%, 50% e 80%), tendo selecionado a
combinagao etanol:agua de 80:20 (v/v) como a mais eficaz na extracdo dos
compostos fendlicos totais.

Sganzerla et al. (2019) conduziram uma avaliagdo do impacto de trés
solugdes (aquosa, etanol e hidroetandlica a 70%) na extracdo de compostos fendlicos
da polpa de uvaia de doze plantas amostradas na regido sul da Mata Atlantica do
Brasil. O conteudo fendlico foi de 0,27 (base umida) e 4,3 g EAG kg™ (base Umida)
para a solugdo aquosa e a hidroetandlica, respectivamente. De forma semelhante,
Rufino et al. (2009) observaram que a extragdo da maioria dos compostos da polpa
foi mais eficaz com hidroetanol, seguido de etanol e agua puros (34,70, 107,14 e
189,41 mg de EAG 100 g™', respectivamente).

No entanto, Haminiuk et al. (2014) investigaram a aplicacdo de diversos
solventes (metanol, etanol, agua destilada, metanol/agua 1:1 e etanol/agua 1:1) para
a extragao de compostos fendlicos da polpa de uvaia. A concentragdo dos compostos

fendlicos variou entre 255,91 e 588,31 mg EAG kg (base umida). O metanol puro
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revelou-se o solvente mais eficaz, resultando nas maiores concentracoes de acidos
fendlicos extraidos (acido galico, acido cafeico e acido ferulico) e flavondis (rutina,
miricetina e kaempferol). Entretanto, é essencial ressaltar que o metanol é
reconhecido como téxico, enquanto o etanol é considerado mais seguro para o meio
ambiente e adequado para consumo alimentar (MUNEKATA et al., 2023).

Com base nos resultados deste estudo, a solugao etanol:agua (50:50, v/v) foi
selecionada para as subsequentes fases da pesquisa, estabelecendo-se como a
razao de solvente mais eficaz na extragao de compostos fendlicos provenientes dos
residuos de uvaia. Adicionalmente, em relacdo a granulometria dos materiais,
verificou-se que ambos os residuos (aqueles que atravessaram a malha de 14 mesh
e 0s que atravessaram a malha de 60 mesh) ostentam potencial como fontes de
compostos bioativos de interesse alimentar, quimico e farmacéutico. De maneira
analoga, o residuo in natura manifestou um elevado conteudo fendlico. No entanto, o
residuo de 60 mesh foi selecionado para estudos adicionais devido ao aumento de
33% na extracdo de compostos fendlicos em comparacdo com o residuo in natura.
Esse aumento pode ser atribuido a maior area superficial para interacdes solvente-
soluto, a porosidade da matriz e a maior disponibilidade dos compostos que estavam
anteriormente associados a estrutura celular, como discutido anteriormente (SHI et
al., 2022). Adicionalmente, esse residuo se distingue pela maior durabilidade
resultante da remocgao de agua, bem como pela homogeneidade, além de apresentar

vantagens no que tange ao manuseio e armazenamento facilitados.

4.3.2 Selegcao do método de extragao

Na FIGURA 19 sédo apresentadas as cinéticas de extracdo de compostos
fendlicos do residuo de uvaia liofilizado (60 mesh) através das técnicas de extracao
assistida por ultrassom de banho, ultra-homogeneizador e agitacdo magnética,
utilizando uma solugao etanol:agua (50:50 v/v) como solvente. Para todas as técnicas
avaliadas, as curvas apresentaram um crescimento logistico da concentragdo dos
compostos fendlicos extraidos. Adicionalmente, as concentra¢gdes observadas
apresentaram flutuacdes inferiores a 5% entre os trés ultimos pontos temporais

analisados, sem evidenciar diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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FIGURA 19 — CURVAS CINETlCAS DA EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO RENSiDUO
DE UVAIA POR EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRA-HOMOGENEIZADOR, EXTRACAO
ASSISTIDA POR ULTRASSOM E EXTRACAO ASSISTIDA POR AGITACAO MAGNETICA
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Condigdes de extragdo: solugdo etanol: agua (50:50 v/v), proporgéo de 1:10 (g de residuo mL™"' de
solvente), temperatura de 35 °C. Ultra-homogeneizador operando a 4000 rpm e 800 W; ultrassom
operando a 25 kHz e 120 W; agitacdo magnética a 500 rpm.

CFT — Conteudo fendlico total. EAG — Equivalentes de acido galico. BS — Valores expressos em base
seca.

A taxa inicial mais elevada de extracdo observada € atribuida a uma diferenca
de concentracdo mais expressiva do soluto entre a fase liquida e a superficie sélida.
Além disso, foi relatado que a extragao de compostos fendlicos é mais eficiente a partir
da matriz externa das particulas sélidas. A medida que o tempo avanca, a forca motriz
diminui, tornando mais desafiadora a extracdo dos compostos das particulas internas
(SHEWALE; KAPADIA; RATHOD, 2022). Assim, no inicio, 0 processo €
predominantemente convectivo, enquanto a difusdo passa a dominar posteriormente.
A taxa de extracao é, portanto, regulada pela difusdo interna na etapa avancada do
processo.

Os resultados obtidos sugerem que a extragao hidroetandlica de compostos
fendlicos do residuo de uvaia aproxima-se da condi¢ao de equilibrio antes do final do

periodo de observacgéo avaliado (60 min). Além disso, destaca-se que um intervalo



99

temporal de 20 min se revela suficiente para a obtengcao de uma extragao eficiente de
compostos bioativos quando se empregam as técnicas de ultrassom e ultra-
homogeneizador. A partir deste momento, a concentragdo de compostos fendlicos nao
exibiu variagdes estatisticamente significativas (p < 0,05).

Ao término do processo de extragdo, constatou-se uma equiparagao nos
rendimentos entre os métodos de extracdo assistida por ultrassom e ultra-
homogeneizador, embora as trajetérias cinéticas exibam nuances distintas.
Adicionalmente, observou-se que as concentracbes de compostos fendlicos
alcangadas por meio dos métodos de ultrassom e ultra-homogeneizador superaram
aquelas obtidas pelo método de agitagcdo magnética durante o mesmo intervalo de
tempo analisado. Em consonancia com essas constatagdes, estudos anteriores de
Santana, Zanini e Macedo (2020) sobre residuos do processamento de guarana
(casca e sementes empobrecidas) corroboraram a eficiéncia comparavel entre
extragdo assistida por ultra-homogeneizador (15500 rpm e 500 W) e extracao
assistida por ultrassom em banho (a 60 Hz, 155 W e 60 °C), superando métodos como
maceracao, infusdo e decocgao.

A aplicagao de altas aceleragdes no ultra-homogeneizador comumente resulta
na formacao de particulas menores e uniformes, otimizando a area de contato entre o
solvente e as particulas do material, potencializando assim o rendimento de
compostos bioativos (PROCOPET; OROIAN, 2022; XU et al., 2016). Esse método é
caracterizado por sua simplicidade de execug¢ao, consumo reduzido de solvente e
tempos de extracado curtos (DANIELSKI et al., 2022; TOAZZA et al., 2022). Este
estudo representa a primeira aplicacdo de altas forcas de cisalhamento na
recuperacao de compostos valiosos do residuo de uvaia. Por outro lado, a aplicacao
de ultrassom demonstrou provocar modificagdbes na matriz alimentar, incluindo a
ruptura de paredes celulares, diminuicdo do tamanho das particulas e aumento da
superficie de contato, resultando em maior taxa de transferéncia de massa comparada
a meétodos convencionais (PATRA; ABDULLAH; PRADHAN, 2022). Além disso, as
ondas ultrassénicas favorecem a expansao da matriz e a penetracédo do solvente,
intensificando o transporte de massa, o que é particularmente benéfico para residuos
secos (TIWARI, 2015).

Para avaliar os efeitos mencionados dos tratamentos na morfologia estrutural
do residuo de uvaia, recorreu-se a microscopia eletrénica de varredura. A analise

evidenciou que a morfologia das células no residuo nado tratado € mais integra e
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suave, contrastando com os danos parciais e deformacdes superficiais induzidos pela
ultrassonicacéo e pelas forgas de cisalhamento do ultra-homogeneizador, conforme
ilustrado nas micrografias obtidas apds as extragdes assistidas por ultrassom em

banho, ultra-homogeneizador e agitacdo magnética (FIGURA 20).

FIGURA 20 — MICROGRAFIAS DE SUPEREiCIE DOS RESiQUOS DE UVAIA APOS EXTRAGCAO
ASSISTIDA POR AGITACAO MAGNETICA, EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRA-
HOMOGENEIZADOR E EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Extragdo assistida por Extragdo assistida por ultra- Extragao assistida por
agitagao magnética homogeneizador ultrassom

10kV X500  50pm

A

Wosy L E
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Condigbes de extragdo: solugéo etanol: agua (50:50 v/v), proporgéo de 1:10 (g de residuo mL™" de
solvente), temperatura de 35 °C. Ultra-homogeneizador operando a 4000 rpm e 800 W; ultrassom
operando a 25 kHz e 120 W; agitacdo magnética a 500 rpm.

Considerando os resultados apresentados e a similaridade no conteudo
fendlico total obtido pelos dois métodos de extragcdo — extracdo assistida por ultra-
homogeneizador e extragdo assistida por ultrassom — optou-se pela utilizagdo da
técnica de ultrassom nas fases subsequentes da pesquisa. A decisao fundamenta-se
nao apenas na eficacia da extracdo de compostos bioativos, mas também em sua
versatilidade. Ao contrario do ultra-homogeneizador, que opera em batelada e com
uma unica amostra por vez, a técnica de ultrassom permite a condugao simultanea da

extragdo de multiplas amostras, podendo proporcionar uma eficiéncia consideravel
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em termos de produtividade. Este aspecto pode ser particularmente relevante em
contextos industriais, nos quais a capacidade de processamento de um volume maior
de produto é essencial para otimizacdo de recursos e reducado de custos. A
escalabilidade do ultra-homogeneizador, projetado para aplicagdes laboratoriais,
apresenta desafios consideraveis em grandes volumes, devido a necessidade de
ajustes na poténcia e tamanho do equipamento. A energia necessaria para manter
eficiéncia e homogeneidade aumenta exponencialmente com a escala, e garantir uma
mistura uniforme € dificultado pela alta turbuléncia e cisalhamento exigidos em
volumes maiores.

Embora exista uma ampla literatura sobre a extracdo assistida por ultrassom de
compostos bioativos a partir de frutas, a relacdo entre cada variavel e a transferéncia
de massa no processo nem sempre se apresenta de maneira evidente. Assim, foi
realizada uma avaliacdo dos parametros temperatura de extracdo e razao
amostra/solvente, os quais podem exercer influéncia sobre o processo de extragao,
buscando identificar os valores que maximizem a extracdo dos compostos fendlicos

do residuo de uvaia.

4.3.3 Influéncia da temperatura de extragao

A FIGURA 21 ilustra os resultados derivados das analises do conteudo
fendlico total nos extratos de residuos de uvaia liofilizados (60 mesh), obtidos por meio
da técnica de extragao assistida por ultrassom, utilizando uma solucédo etanol:agua
(50:50, v/v). As analises foram conduzidas em diferentes temperaturas (30, 40 e 50
°C), enquanto se mantinham constantes o tempo de extragdo (20 min) e a relagéo

solido-solvente (1:10 g de residuo:mL-! de solvente).
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FIGURA 21 — INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA EXTRAQAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM DE
COMPOSTOS FENOLICOS DO RESIDUO DE UVAIA
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Condigbes de extragdo: solugéo etanol: agua (50:50 v/v), proporgéo de 1:10 (g de residuo mL™" de
solvente), tempo de 20 min. Ultrassom operando a 25 kHz e 120 W.
CFT — Conteudo fendlico total. EAG — Equivalentes de acido galico. BS — Valores expressos em base
seca. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey
(p =0,05).

A quantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos variou entre
4570 (CV = 4%) e 6901 (CV = 5%) mg EAG 100 g™' BS. Estes achados destacam a
sensibilidade da extragdo de compostos fendlicos em resposta as diferentes
temperaturas testadas. Observou-se que incrementos nesse parametro conduziram a
um aumento no conteudo fendlico dos extratos, sem, contudo, evidenciar efeitos
adversos de degradagao nos niveis avaliados.

A correlagao entre o aumento da temperatura e o incremento no conteudo
fendlico total, constatada neste estudo, também foi verificada por Rodrigues et al.
(2021) ao abordar o residuo de uvaia (casca e sementes) durante o emprego de
extracdo assistida por ultrassom de sonda. A elevagao controlada da temperatura de
extracdo até um limite determinado pode aumentar a solubilidade dos analitos e o
coeficiente de difusdo, conduzindo, assim, a um processo de extragdo mais eficaz
(TUNCEL; YILMAZ, 2015).

Embora temperaturas superiores a 50 °C nao tenham sido exploradas neste

estudo devido as limitagdes do equipamento utilizado, é importante considerar a
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termolabilidade dos compostos fendlicos. Por essa razao, em estudos relacionados a
frutos da familia Myrtaceae, € comum utilizar temperaturas inferiores a 50 °C durante
os processos de extracao (BARROS et al., 2019; CUNHA-SANTOS et al., 2022;
FARIAS et al., 2020a; FIDELIS et al., 2020a, 2020b; RODRIGUES et al., 2021). Nesse
contexto, a escolha da temperatura de 50 °C é justificavel, garantindo uma extragéo
eficiente de compostos bioativos do residuo de uvaia, ao mesmo tempo em que
minimiza os possiveis efeitos adversos de degradagédo desses compostos. Portanto,

essa temperatura foi selecionada para as proximas etapas desta pesquisa.

4.3.4 Influéncia da razdo amostra/solvente

A FIGURA 22 ilustra os resultados das analises do conteudo fendlico total
presente nos extratos de residuos de uvaia liofilizados (60 mesh), utilizando a técnica
de extragcdo assistida por ultrassom com uma solugédo etanol:agua (50:50 v/v). A
variagao das razdes de amostra-solvente (1:5, 1:10, 1:20 e 1:30 g de residuo:mL-"' de
solvente) foi investigada em relagao aos parametros constantes de tempo (20 min) e
temperatura (50 °C). A analise da propor¢céo entre amostra e solvente no conteudo
fendlico é fundamental para garantir eficiéncia na extragdo de compostos bioativos,
desempenhando um papel significativo na prevencao do uso excessivo de solvente e,
consequentemente, na redugdo dos custos do processo (SHEWALE; KAPADIA;
RATHOD, 2022).
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FIGURA 22 — INFLUENCIA DA RAZAO AMOSTRA/SOLVENTE NA EXTRACAO ASSISTIDA POR
ULTRASSOM DE COMPOSTOS FENOLICOS DO RESIDUO DE UVAIA
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Razao amostra:solvente (g mL'1)

Condicdes de extragao: solugéo etanol: agua (50:50 v/v), temperatura de 50 °C, tempo de 20 min.
Ultrassom operando a 25 kHz e 120 W.
CFT — Conteudo fendlico total. EAG — Equivalentes de acido galico. BS — Valores expressos em base
seca.

Os resultados obtidos revelam que o conteudo fendlico total extraido do residuo
de uvaia atingiu seu valor minimo na proporgao de 1:5 (g de residuo de uvaia:mL de
solvente). Esse fenbmeno pode ser atribuido ao aumento da viscosidade da mistura,
conforme observado visualmente, o que resultou na diminuicdo da taxa de
transferéncia dos compostos fendlicos para o solvente. Além disso, o tempo de
contato entre as fases de 20 min pode néo ter sido o suficiente para se atingir a
condicdo de equilibrio dinamico para a proporgao de 1:5 ou ocorreu a saturagao do
solvente. A saturacdo do solvente implica que a capacidade de dissolucido dos
compostos fendlicos ja foi atingida, e, portanto, um aumento no tempo de contato ndo
resultaria em uma maior extragdo. O incremento no volume de solvente, por sua vez,
resultou em um aumento na concentracdo de fendlicos totais para as demais
condi¢cdes examinadas. A elevagao na proporgcao de solvente promove um aumento

no gradiente de potencial quimico, intensificando as taxas de transferéncia de massa.
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No entanto, para o tempo de contato de 20 min, os valores de conteudo fendlico
total dos extratos foram estatisticamente equivalentes (p < 0,5) entre as propor¢des
de 1:10 e 1:30 g mL", indicando a possibilidade de redugéo da quantidade de solvente
sem comprometer a resposta desejada para as condigdes estudadas. Essa
constatagao esta alinhada com estudos anteriores, como o de Tuncel e Yilmaz (2015),
que corroboram o comportamento semelhante na extragao de compostos fendlicos de
frutas da familia Myrtaceae. No referido estudo, a quantidade de compostos fendlicos
totais extraidos mostrou um aumento quase linear com o incremento da proporcéo de
solvente (1:20, 1:40, 1:60 e 1:80 g mL"). Além disso, ndo houve diferenca estatistica
entre as proporgdes de solvente para amostras de 1:60 e 1:80 (p > 0,05), levando os
autores a selecionarem a proporgéo 1:60 como a mais apropriada para a extragao de
compostos fendlicos da feijoa.

Com base nos resultados obtidos, destaca-se que a proporgédo 1:10 g mL-"
pode ser considerada a mais adequada para a extracado de compostos fendlicos do
residuo de uvaia, dadas as condicbes de processo estudadas, apresentando
rendimento similar as demais propor¢des e resultando em um extrato menos diluido.
Isso ndo apenas otimiza os custos associados a uma eventual concentragao
subsequente do extrato, mas também reduz os gastos com solvente, estabelecendo-

a como uma opc¢ao eficiente e econémica.

4.3.5 Concentracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante do extrato de

residuo de uvaia

Na TABELA 9 sdo apresentados os resultados obtidos nas condicbes
previamente estabelecidas visando maximizar a concentragao de compostos fendlicos
extraidos do residuo de uvaia. As variaveis controladas incluiram a utilizagédo da
solugéo etanol:agua (50:50 v/v) como solvente, temperatura de 50 °C, tempo de 20
min e uma razao amostra:solvente de 1:10 g mL"". Sob essas condigdes, o extrato
resultante revelou um conteudo fendlico total significativo, atingindo 6855,46 mg EAG
100 g' BS.
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TABELA 9 — CONQENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLIQOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA OBTIDO SOB CONDICOES APERFEICOADAS

Analise Concentracao
Conteudo fenodlico total (mg EAG 100 g' BS) 6855 (CV=6)
Atividade antioxidante (ABTS™*) (umol TEAC 100 g BS) 70393 (CV=7)
Atividade antioxidante (DPPH") (umol TEAC 100 g BS) 40786 (CV=5)
Atividade antioxidante (FRAP) (umol TEAC 100 g BS) 69208 (CV=9)

BS — Valores expressos em base seca. CV — Coeficiente de variacédo (%). EAG — Equivalentes de &cido
galico. TEAC — Atividade antioxidante equivalente ao Trolox.

Condigbes de extracado: solugdo etanol: agua (50:50 v/v), temperatura de 50 °C, tempo de 20 min,
Raz&o amostra:solvente de 1:10 g mL™". Ultrassom operando a 25 kHz e 120 W.

Comparativamente, o conteudo fendlico total no extrato obtido superou
significativamente o estudo anterior de Rodrigues et al. (2021). No mencionado
estudo, foi conduzida a extracdo aquosa assistida por ultrassom dos compostos
bioativos presentes no residuo in natura de uvaia (casca e sementes) utilizando a
proporgdo solido-solvente de 1:4 (g mL'). O extrato resultante, obtido sob as
condicdes otimizadas de 40 °C, 2,5 min e 40% de amplitude ultrassénica, apresentou
um CFT de 54,645 mg GAE 100 g~' em base Umida (227,69 mg GAE 100 g~' em base
seca). A disparidade entre os valores pode ser atribuida a variaveis como as
condicbes de extragdo, solventes empregados, preparacdo da amostra
(destacadamente, a trituragdo evidenciou-se como um fator incrementador da
eficiéncia de extracado), divergéncias na composi¢cdo quimica de cada amostra e
outras variaveis pertinentes.

Quando comparado com outros extratos, o extrato de residuo de uvaia exibiu
um conteudo fendlico total semelhante ao do extrato de casca de camu-camu, obtido
por extracdo assistida por ultrassom com etanol e agua (50:50, v/v), que apresentou
6895 mg EAG 100 g' (CUNHA-SANTOS et al., 2022) e ao extrato de semente de
jabuticaba, obtido por agitagdo magnética com etanol, metanol e agua (33,3:33,3:33,3
v/vIv), que apresentou 6551 mg EAG 100 g (FIDELIS et al., 2020b). Em contraste, o
conteudo fendlico do extrato de casca de feijoa, obtido com acetona e agua (80:20
v/v) (TUNCEL; YILMAZ, 2015) e o extrato da casca de araga-vermelho, extraido por
ultrassom com etanol e agua acidificada (90:10, v/v) (MEREGALLI et al., 2020), foram
significativamente inferiores, apresentando 3247 e 589 mg EAG 100 g7,
respectivamente. E importante considerar que a comparagéo entre diferentes extratos
pode ser complexa devido as variagdbes nos métodos e solventes utilizados. No
entanto, os resultados destacam a eficacia do método de extracéo aplicado ao residuo

de uvaia e sua alta concentragao de compostos fendlicos.
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A avaliagcado da atividade antioxidante do extrato de uvaia foi realizada por
meio das técnicas ABTS*, DPPH" e FRAP. Os valores obtidos para ABTS™* (70393
umol TEAC 100 g' BS), DPPH" (40786 umol TEAC 100 g' BS) e FRAP (69208 umol
TEAC 100 g' BS) destacam a expressiva atividade antioxidante do extrato.

Em sintese, a extracdo abordada neste estudo resultou em um produto de
elevado conteudo fendlico e significativa atividade antioxidante. Diante destes
resultados, propde-se que o extrato de uvaia seja considerado para diversas
aplicagdes na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, como aditivo em
alimentos processados, conservante natural, ingrediente funcional em produtos
diversos, suplemento alimentar, nutracéutico ou componente em cosméticos e
protetores solares, além de sua incorporagdo em embalagens alimenticias visando
prolongar a vida util dos produtos. Contudo, no que tange a tais aplicagbes, uma
consideragao fundamental que requer analise é a sensibilidade dos compostos
fendlicos a diversos tipos de estresses ambientais, como elevadas temperaturas,
flutuagdes de pH, exposigao a luz e a presenga ou auséncia de oxigénio, entre outros
fatores (LAUREANTI et al., 2023). Uma das estratégias a ser explorada como resposta
a esta limitacédo é a microencapsulagao, a qual sera objeto de estudo na subsequente

fase desta investigacao.

4.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade sao fundamentais para avaliar a seguranca e a
eficacia de extratos bioativos. Este estudo investigou os efeitos citotoxicos do extrato
de uvaia em diferentes linhas celulares, especificamente HEK293 (derivadas de
células renais embrionarias humanas) e MCF-7 (derivadas de carcinoma de mama
humano), para determinar a margem de seguranga e possiveis propriedades
antitumorais do extrato.

O tratamento de células HEK293 com extrato de uvaia em concentragdes de
até 0,5 mg mL"' ndo manifestou efeitos citotdxicos, sugerindo uma margem de
seguranga para sua aplicagdo. Entretanto, doses mais elevadas (0,75 e 1 mg mL™")
resultaram em uma diminui¢do significativa na viabilidade celular, evidenciando uma
resposta citotéxica que foi tanto dose-dependente quanto tempo-dependente
(FIGURA 23a). Similarmente, a exposi¢cao de células MCF-7 ao extrato de uvaia até

0,75 mg mL™" ndo provocou efeitos citotdxicos, indicando uma auséncia de atividade
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antitumoral em tal concentragdo. Contudo, a concentragdo mais alta testada (1 mg
mL-") resultou em uma redugéo significativa na viabilidade celular, evidenciando uma
atividade antitumoral que também foi dose-dependente, porém independente do
tempo de exposig¢ao (FIGURA 23b).

FIGURA 23 — ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR EM CELULAS DERIVADAS DE TECIDO RENAL
EMBRIONARIO HUMANO (a) E CELULAS DERIVADAS DE CARCINOMA DE MAMA HUMANO (b)
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O efeito citotéxico induzido pelo extrato de uvaia foi avaliado por meio do método MTT. As células
HEK293 (a) e MCF-7 (b) foram expostas a concentragdes crescentes do extrato (0,25 - 1 mg mL™") por
24 e 72 h. Os dados representam a média * desvio-padrdo de, no minimo, trés experimentos
independentes. O grafico foi elaborado utilizando o software GraphPad Prism 6. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) unidirecional seguida pelo pos-teste de Kruskal-Wallis:
Dunns (© 1995-2017 GraphPad Software). p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***).

O valor IGso corresponde a concentragcao necessaria para reduzir a viabilidade
celular em 50%. O ensaio de viabilidade revelou que, apds 24 h de exposigéo, o
extrato de uvaia apresentou um valor 1Gso superior a concentragao mais alta testada
(1 mg mL") para ambas as linhagens celulares, indicando que a viabilidade celular
nao foi reduzida em 50%, mesmo com concentragdées de 1 mg/mL. Aproximadamente
75% das células HEK293 e 90% das células MCF-7 permaneceram viaveis apos 24
horas de exposi¢do a essa concentragdo. Apds 72 h de exposigdo a 1 mg mL™", a
viabilidade das células HEK293 diminuiu para cerca de 48%, e o valor 1Gso alterou
para >0,75 mg mL", denotando uma maior sensibilidade das células HEK293 ao
extrato com o decorrer do tempo. Em contrapartida, nas células MCF-7, observou-se

uma redugao sutil e ndo significativa na viabilidade, a qual permaneceu em torno de
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78% apos 72 h, mantendo o valor de IGso inalterado. Isso sugere uma menor
sensibilidade das células MCF-7 ao extrato de uvaia, especialmente em exposi¢cdes
prolongadas.

A partir das evidéncias apresentadas, o extrato de uvaia demonstrou potencial
antitumoral contra células MCF-7 em concentracbes elevadas, contudo estas
concentracbes mostraram-se toxicas para células normais HEK293. Para que o
extrato de uvaia possa ser considerado um candidato terapéutico viavel, & essencial
explorar modificagdes em sua formulagdo ou método de administracdo visando
aumentar sua seletividade. Uma estratégia promissora seria a combinagdo com
agentes terapéuticos que potencializem sua acao antitumoral enquanto protegem
células normais, potencialmente reduzindo a dose necessaria e minimizando a
toxicidade. Além disso, € fundamental realizar estudos adicionais para elucidar os
mecanismos moleculares e bioquimicos subjacentes aos efeitos do extrato de uvaia
na indugao da morte celular, tanto em células tumorais quanto em células normais. A
identificacdo dos compostos especificos responsaveis pela atividade antitumoral e
toxicidade pode contribuir para otimizar sua eficacia terapéutica. Assim, a investigagéo
de diferentes solventes para extragao pode resultar em extratos com perfis variados
de compostos bioativos, toxicidade e atividades anticancerigenas (ASHRAF et al.,
2016).

Esta abordagem podera conduzir a descoberta de extratos com uma melhor
relacéo entre eficacia antitumoral e seguranga para células normais, potencializando
o valor terapéutico do extrato de uvaia. Nesse sentido, a continuidade dos estudos in
vitro e in vivo é essencial para validar os novos extratos, compreender seus
mecanismos de acao e avaliar seu perfil de seguranga. Adicionalmente, testes em
uma gama mais ampla de linhagens celulares tumorais sao necessarios para

determinar a especificidade e amplitude da atividade antitumoral do extrato de uvaia.

4.5 MICROENCAPSULAGCAO DO EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA

4.5.1 ldentificacéo e quantificacdo de compostos fendlicos do extrato de residuo de

uvaia

A analise realizada por CLAE revelou a presenca de nove compostos fendlicos

no extrato de residuo de uvaia néo encapsulado, conforme detalhado na TABELA 10.
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TABELA 10 - COMPOSTOS FENOLICOS QUANTIFICADOS POR CLAE EM EXTRATO DE RESIDUO
DE UVAIA

Compostos Extrato
(mg L")
Acidos fenélicos
Acido cafeico 1,1£0,0
Acido cumarico ND
Acido fertlico ND
Acido vanilico ND
Acido siringico 40+0,1
Acido galico 48,0+0,0
Acido clorogénico 17,5+ 0,1
Flavondides
Quercetina ND
Isoquercetina 6,1+0,0
Rutina 46+0,9
Procianidina 259+0,9
Cianidina 0,7+ 0,0
Catequina 13,7+ 0,1

ND: n&o detectado.
Condigbes de extracdo: solucdo etanol: agua (50:50 v/v), temperatura de 50 °C, tempo de 20 min,
Raz&o amostra:solvente de 1:10 g mL-1. Ultrassom operando a 25 kHz e 120 W. Remocéo do solvente
por rotaevaporagao.

O acido galico emergiu como o principal composto fendlico, com uma
concentragdo de 48,0 mg L. Este acido é amplamente reconhecido por suas
atividades biologicas diversificadas, incluindo propriedades anticancerigenas,
antimicrobianas e antioxidantes, observadas em uma ampla gama de frutas e vegetais
(MARTINOVIC et al., 2024). Outro composto significativo identificado foi o &cido
clorogénico, valorizado por suas propriedades antioxidantes e seus potenciais
beneficios a saude, particularmente devido as suas acbes anti-inflamatérias,
anticancerigenas e moduladoras da glicose (KIM et al., 2023). O acido siringico,
também identificado, destaca-se por suas propriedades antioxidantes, além de sua
acdo hepatoprotetora, anti-inflamatéria, antidiabética e neuroprotetora (MARTINOVIC
et al., 2024). O acido cafeico também foi detectado, sendo conhecido por sua
capacidade de inibir compostos associados a doengas imunoldgicas e reagdes
alérgicas, além de possuir atividade antitumoral, particularmente no cancer de célon
(HURKUL et al., 2024)

Além dos acidos fendlicos, foram detectados dois flavonoides: a isoquercetina
e a rutina. Estes flavonoides sao reconhecidos por suas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias. A isoquercetina tem sido utilizada em ensaios clinicos que

investigam o tratamento do cancer renal (KIM et al., 2023). A rutina, um rutinosideo
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composto por quercetina ligada aos agucares glicose e ramnose na posigcao C-3, tem
sido utilizada terapeuticamente para reduzir a fragilidade capilar (KIM et al., 2023).

Outros flavonoides identificados incluem a procianidina e a catequina. A
procianidina € particularmente relevante por sua capacidade de protecao celular e
seus efeitos anti-inflamatérios e anticancer (HURKUL et al., 2024). A catequina é
fundamental devido as suas propriedades promotoras da saude, incluindo beneficios
cardiovasculares e atividades antioxidantes (MARTINOVIC et al., 2024). Por fim, a
cianidina, uma antocianina identificada em menor concentragédo (0,7 mg L"), faz parte
de um grupo de pigmentos vegetais com propriedades antioxidantes bem
documentadas (HURKUL et al., 2024). Esses fitoquimicos desempenham um papel
fundamental na promog¢ao da saude e na protegcado contra doencgas, além de serem
valorizados na industria de alimentos por suas propriedades como antioxidantes
naturais, conservantes e agentes de melhoria de sabor, aroma e cor dos produtos
(MUNEKATA et al., 2023).

Rodrigues et al. (2021) identificaram treze compostos fendlicos no residuo de
uvaia (acido ascoérbico, acido p-cumarico, acido galico, acido clorogénico,
epicatequina, taxifolina, rutina, miricetina, quercetina, isoquercetina, quercetina-3-o-
pentosideo, quercitrina e bellidifolina-8-o-glicosideo), destacando os niveis de acido
galico (2,043 mg 100 g’ BU) e acido elagico (1,859 mg 100 g' BU). Por outro lado,
Farias et al. (2020b) identificaram dezessete compostos fendlicos na polpa de uvaia,
enquanto nove compostos foram encontrados nas sementes, englobando acidos
fendlicos, flavonais, flavan-3-6is monomeéricos e flavonas. As variagdes na quantidade
e tipo de compostos fendlicos identificados podem ser atribuidas a fatores genéticos
e ambientais que afetam a composicéo fitoquimica dos frutos, assim como aos
métodos de extracdo e aos solventes utilizados (DA SILVA et al., 2022). E importante
destacar que a identificacdo dos compostos fenodlicos no presente estudo foi limitada
aos padrdes de compostos fendlicos disponiveis para analise. Portanto, outros
compostos fendlicos presentes no extrato podem nao ter sido identificados ou

quantificados.
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4.5.2 Caracterizagao fisico-quimica, analise instrumental e avaliagdo das

propriedades funcionais das microparticulas

4.5.2.1 Morfologia de superficie

A morfologia das microparticulas de extrato de residuo de uvaia produzidas
por liofilizagao, utilizando diferentes propor¢des de maltodextrina, goma arabica e/ou

inulina como agentes encapsulantes, € apresentada na FIGURA 24.

FIGURA 24 — MICROGRAFIAS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS
MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA OBTIDAS POR LIOFILIZAGAO
UTILIZANDO a) 25% MALTODEXTRINA, b) 12,5% MALTODEXTRINA + 12,5% GOMA ARABICA, c)
20% MALTODEXTRINA + 5% INULINA e d) 10% MALTODEXTRINA + 10% GOMA ARABICA + 5%
INULINA
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A analise morfolégica revelou que, independentemente da composicao
utilizada, as microparticulas exibiram uma estrutura caracterizada por formas
irregulares e fragmentadas de varios tamanhos, com bordas agudas e superficie

rugosa. Essas caracteristicas s&o provavelmente atribuidas a redugdo do tamanho
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das particulas durante a homogeneizagado de alta velocidade aplicada durante a
preparagao das formulagdes, bem como a moagem com pistilo apds o processo de
secagem por liofilizagdo. Esse resultado esta alinhado com estudos anteriores, como
os conduzidos por Kuck e Norefia (2016) sobre microparticulas de extrato de casca
de uva bordd, por Fuentes et al. (2023) sobre microparticulas de extrato de residuo
de mamao e por Yamashita et al. (2017) sobre microparticulas de extrato de
subproduto de amora-preta obtidas por liofilizagdo, os quais descreveram as
particulas como tendo formato de vidro quebrado.

A liofilizagao frequentemente resulta na formacao de particulas com tamanhos
e formas nao uniformes, o que representa desafios na manutengao da qualidade das
microparticulas (HUANG; YUAN; BAOJUN, 2023). A morfologia das microparticulas
desempenha um papel importante na microencapsulagado, influenciando diversas
propriedades, tais como a homogeneidade do produto, caracteristicas reoldgicas,
capacidade de protegao dos compostos bioativos e a cinética de liberagao do nucleo
(HUANG; YUAN; BAOJUN, 2023; OXLEY, 2014).

4.5.2.2 Umidade, atividade de agua (aw), cor instrumental, densidade aparente,
solubilidade e higroscopicidade

Na TABELA 11 sao apresentados os dados das propriedades fisico-quimicas,
parametros cromaticos e propriedades de reconstituicdo das microparticulas de
extrato de residuo de uvaia. Tais informag¢des desempenham um papel essencial na
caracterizacdo e avaliagdo da qualidade das microparticulas, influenciando
diretamente sua estabilidade, aceitacdo e aplicabilidade. Observou-se uma relativa

homogeneidade entre as diferentes formulagdes analisadas.
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TABELA 11 - PROPRIEDADES FiSIC’O-QUiMICAS, PARAMETROS DE COR E PROPRIEDADES DE
RECONSTITUICAO DE MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA OBTIDAS POR
LIOFILIZACAO USANDO MALTODEXTRINA, GOMA ARABICA E/OU INULINA

Propriedade Extrato Formulacgao
Liquido 1 2 3 4
Umidade (%) 2,1+0,12 2+0,22 1,6 £ 0,42 2,2+0,6°
Atividade de agua 0,154 + 0,15 0,142 0,162 +
0,008 0,012 0,003 0,005
Parametros de cor i
(microparticulas) e D D D
L* 78,57 £ 75,0 + 77,26 76,8 £ 0,2°
0,082 0,2¢ 0,09°
a* 58+02° 7,5+0,22 521+0,03¢ 7,06+0,04°
b* 20,4 +0,3° 252 + 20,6 £0,1° 24,6 + 0,42
0,32
Croma (C*) 21,2+0,2° 26,3 + 21,2+0,1° 256 % 0,42
0,32
Angulo de matiz (h°) 1,29 £ 0,01° 1,28 + 1,32 £0,002 1,29 +0,00°
0,01°
Parémetros de cor
(reconstituicdo™)
L* 66 + 2° 74 + 32 72 + 43b 70 + 22b 69 + 12°
a* 7,5+0,2° 0,9+0,7° 2+2° 3+2° 2,88 +1,01°
b* 45 + 22 24 + 2° 30 +5° 30 +5° 30 + 5°
_ Croma (C*) 46 + 22 24 +2° 30 +5° 30+5° 29 + 5°
Angulo de matiz (h°) 1,40 £ 1,53 £ 0,032 1,49 + 1,48 + 1,47
0,00° 0,052 0,032 0,02
Densidade aparente (g mL™") 0,77 £ 0,042 0,75 % 0,78 £0,022 0,750,022
0,022
Solubilidade (%) 91+ 22 92,4 + 92 + 2@ 93 + 22
0,82
Higroscopicidade (g 100 g') 11,5+0,7°2 11,9+ 11,1+£0,32 11,6+0,7°
0,22

Formulagées: 1) 25% maltodextrina, 2) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, 3) 20% maltodextrina + 5%
inulina e 4) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina. *As amostras de microparticulas reconstituidas
foram preparadas dissolvendo-se 0,5 g de microparticulas em 2 mL de agua. Média + desvio padrao (trés
repeticdes). Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p
<0,05).

A umidade das microparticulas variou de 1,6 a 2,2%, nao apresentando
diferencas significativas entre as formulagbes (p < 0,05). Em geral, os produtos
encapsulados a base de frutas por liofilizagao, utilizando maltodextrina e goma arabica
como agentes encapsulantes, exibem umidade inferior a 5%, cumprindo os requisitos
estabelecidos para produtos alimenticios em p6 (< 10%) (AMAYA; FUENMAYOR,;
CORDOBA, 2022; KOBO; KASEKE; FAWOLE, 2022; YAMASHITA et al., 2017). A
presenca de umidade nos pds impacta significativamente a fluidez, viscosidade e
estabilidade durante o armazenamento, devido aos efeitos diretos na transigao vitrea
e no processo de cristalizagdo (MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023). Um conteudo de
agua inferior a 5% fornece vantagens significativas ao prevenir a aglomeragéo das

particulas e melhorar a disperséo do po, fatores cruciais para a estabilidade e vida util
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dos produtos encapsulados (TANGARIFE; ARIAS; ZAPATA, 2021). Destaca-se que a
coalescéncia de particulas e a aglomeragao de pos podem comprometer a retengao
dos componentes ativos nas microparticulas (SAAH et al., 2024). Portanto, os
resultados sugerem que todas as amostras de microparticulas podem apresentar
estabilidade sob condigdes adequadas de armazenamento.

Quanto a atividade de agua, todas as microparticulas apresentaram valores
de aw < 0,17. A atividade de agua € um parametro critico para a estabilidade de
produtos desidratados, pois esta diretamente relacionada a disponibilidade de agua
para reagcdes quimicas e o crescimento microbiano (RODRIGUES et al., 2018b). Os
valores ficaram abaixo do limiar necessario para evitar o crescimento e proliferacéo
de microrganismos (< 0,6), bem como para prevenir a geragao de sabores indesejados
e a perda significativa de compostos relacionados a aroma, sabor e cor (GARCIA-
CHACON et al., 2024). Estes resultados estdo em conformidade com estudos
anteriores que avaliaram a atividade de agua de microparticulas a base de frutas
obtidas por liofilizagdo (AMAYA; FUENMAYOR; CORDOBA, 2022; FUENTES et al.,
2023). Dessa forma, as formulag¢des avaliadas forneceram microparticulas com baixa
atividade de agua, o que contribui para a preservagao das caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais dos produtos.

Em relagao a cor, as microparticulas foram avaliadas utilizando os parametros
L*, a* b*, croma e angulo de matiz. Os resultados indicaram variagdes significantes
na coloragao das microparticulas conforme a composicao da formulagdo empregada.
O parametro L*, associado a luminosidade ou brilho da cor, oscilou entre 75,0 e 78,57.
Os valores mais elevados de L* foram registrados nas formulagbes contendo
maltodextrina, enquanto formulagdes contendo goma arabica apresentaram valores
inferiores. Essa disparidade pode ser atribuida a cor naturalmente marrom claro da
goma arabica, contrastando com a tonalidade branca da maltodextrina, devido as
diferentes composicdes de agucares e ao complexo arabinogalactano-proteina (SAAH
et al., 2024).

Os parametros a* e b* forneceram insights sobre a tonalidade da cor, com o
eixo a* variando de verde (-) a vermelho (+) e o eixo b* de azul (-) a amarelo (+).
Valores positivos em a* indicaram tonalidades avermelhadas, enquanto valores
negativos indicaram tonalidades esverdeadas. Da mesma forma, valores positivos em
b* denotaram tonalidades amareladas, enquanto valores negativos representaram

tonalidades azuladas. Os valores de a* variaram entre 5,21 e 7,5, enquanto os valores
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de b* variaram entre 20,4 e 25,2. Destaca-se que a formulagado 2 apresentou os
maiores valores em a* e b* sugerindo uma tonalidade mais avermelhada e
amarelada. Além disso, o croma, uma medida da saturagao da cor, variou entre 21,2
e 26,3. A formulagdo 2 demonstrou o maior valor de croma, indicando uma coloragéo
mais saturada em comparagdo com as demais formulagdes. O angulo de matiz, que
reflete a tonalidade dominante da cor em um espaco cromatico, manteve-se
consistente em torno de 1,28 e 1,32.

Um padrdao semelhante foi observado em microparticulas de extrato de
residuo de maméao obtidas por liofilizagdo (FUENTES et al., 2023). A cor das
microparticulas com menor concentracdo de maltodextrina apresentou menor
luminosidade, enquanto a cor das microparticulas com maior concentragdo de
maltodextrina demonstrou maior luminosidade, sugerindo que microparticulas com
menor conteudo de maltodextrina exibiram cor mais intensa (expressa pelas
coordenadas a* e b*) (FUENTES et al., 2023). Similarmente, a luminosidade das
microparticulas de suco de mirtilo contendo maltodextrina obtidas por liofilizagao foi
superior aquela das amostras preparadas apenas com goma arabica (AMAYA;
FUENMAYOR; CORDOBA, 2022).

Com o intuito de avaliar a cor das microparticulas apés reconstituicdo em meio
liquido, preservando a propor¢ao original de liquido antes da secagem, procedeu-se
a dissolugao das microparticulas em agua e a medi¢cado dos parametros de cor L*, a*,
b*, croma e angulo de matiz. A formulagdo 1, constituida exclusivamente de
maltodextrina, destacou-se pela maior luminosidade, resultando em uma tonalidade
mais clara em comparacao com as demais formulagdes. Os valores de a* variaram de
0,9 a 2,88 para todas as formulagdes, ndo apresentando diferengas significativas entre
elas (p < 0,05), indicando tonalidades avermelhadas. Quanto aos valores de b*,
oscilando entre 24 e 30, todos foram positivos, denotando tonalidades amareladas e
sem diferengas significativas entre as formulagdes (p < 0,05). Os valores de croma
variaram de 24 a 30, sugerindo uma saturagdo similar entre as formulagdes.
Observou-se que os valores do angulo de matiz foram semelhantes entre as
formulagdes, indicando uma tonalidade de cor similar.

A cor do produto é uma caracteristica fisica essencial, influenciada pelas
condi¢des de processamento, e tem um impacto direto na percepc¢ao da qualidade
pelo consumidor (TANGARIFE; ARIAS; ZAPATA, 2021). Portanto, a consideracgao da

cor é fundamental na selecdo dos parametros operacionais e dos agentes
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encapsulantes durante o processo de microencapsulagdo (TANGARIFE; ARIAS;
ZAPATA, 2021). Em comparagdo ao extrato liquido ndo encapsulado, as
microparticulas reconstituidas apresentaram uma cor mais clara, menos avermelhada,
menos amarelada e menos saturada. Contudo, conforme ilustrado na FIGURA 25, as
microparticulas reconstituidas exibiram uma coloragdo particularmente atraente,
sugerindo que o processo de microencapsulagao com os agentes selecionados foi
eficaz na protecdo dos compostos corantes durante a secagem. Esses resultados
indicam que as microparticulas derivadas do residuo de uvaia possuem um grande

potencial para aplicagdo como corantes naturais na industria alimenticia.

FIGURA 25 — IMAGENS DIGITAIS PARA COMPARAGCAO DAS CORES ENTRE O EXTRATO DE
RESIDUO DE UVAIA E AS MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA
LIOFILIZADAS COM DIFERENTES ENCAPSULANTES ANTES E APOS A RECONSTITUICAO

Formulagdes: a) 25% maltodextrina, b) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, c) 20%
maltodextrina + 5% inulina e d) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina. As amostras de
microparticulas reconstituidas foram preparadas dissolvendo-se 0,5 g de microparticulas em 2 mL de

agua.
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Pesquisas anteriores corroboram o potencial de microparticulas provenientes
de extratos de frutos e residuos da familia Myrtaceae como corantes naturais. Por
exemplo, Baldin et al. (2016) demonstraram que o extrato de residuo de jabuticaba
microencapsulado pode substituir eficientemente o corante carmim de cochonilla em
linguicas frescas, reduzindo a oxidagao lipidica do produto. A mesma abordagem
mostrou-se promissora para a producdo de mortadela, contribuindo para o
desenvolvimento de produtos enriquecidos com antioxidantes (BALDIN et al., 2018).

Com base nesses resultados, sugere-se que microparticulas de residuo de
uvaia possam ser integradas em uma ampla variedade de produtos, incluindo carnes,
bebidas lacteas, sucos, refrigerantes, sorvetes, doces, balas e produtos de
panificagdo, como bolos, pées e biscoitos. Além de conferir atributos cromaticos,
essas microparticulas tém o potencial de adicionar caracteristicas adicionais, como
sabor, odor e propriedades antioxidantes. Dessa forma, essas microparticulas podem
oferecer uma alternativa mais versatil e pratica em comparagao com o extrato liquido,
apresentando possiveis vantagens em termos de dispersdo, manuseio,
armazenamento e transporte (FIGUEIREDO et al., 2020).

No que diz respeito a densidade aparente das microparticulas, os valores
variaram entre 0,75 e 0,78 g mL-', ndo evidenciando diferencas estatisticamente
significativas entre as formulagdes (p < 0,05). Estes resultados foram ligeiramente
inferiores aos relatados para microparticulas de extrato da casca do maracuja obtidos
por liofilizacdo, utilizando goma arabica e maltodextrina como materiais de
revestimento, os quais foram de 0,82 e 0,81 g mL"', respectivamente (KOBO;
KASEKE; FAWOLE, 2022). A densidade aparente das microparticulas € diretamente
afetada por sua densidade intrinseca, tamanho, formato e umidade, caracteristicas
intimamente ligadas ao material de revestimento e a técnica de encapsulacgéao utilizada
(CHOUDHURY; MEGHWAL,; DAS, 2021). A analise da densidade é fundamental,
fornecendo informagdes essenciais sobre embalagem, armazenamento e
comportamento durante a distribuicdo (CHOUDHURY; MEGHWAL; DAS, 2021).
Particulas menos densas podem demandar embalagens de menor volume, resultando
em custos reduzidos de embalagem, transporte e armazenamento (KOBO; KASEKE;
FAWOLE, 2022).

Quanto a solubilidade, todas as formulagdes apresentaram valores elevados
(> 90%), indicando uma boa capacidade de dissolugéo. Este resultado era previsivel,

considerando que tanto a maltodextrina quanto a goma arabica s&o altamente soluveis
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em agua (SAAH et al.,, 2024). Resultados similares foram observados em
microparticulas de suco de mirtilo produzidas por liofilizagdo, empregando
maltodextrina e goma arabica como agentes encapsulantes (> 91,9%) (AMAYA;
FUENMAYOR; CORDOBA, 2022), assim como em p6s encapsulados com extrato da
casca do maracuja, obtidos por liofilizagdo e utilizando goma arabica como material
de revestimento (91,33%) (KOBO; KASEKE; FAWOLE, 2022). Essa propriedade &
inerente as microparticulas e é influenciada pelo material do revestimento e pela
técnica de produgéo utilizada (CHOUDHURY; MEGHWAL; DAS, 2021).

Destaca-se que a solubilidade é uma caracteristica essencial para a aplicagao
pratica dos poés em diversas formulagdes de alimentos e bebidas, determinando a
velocidade com que as particulas de po se dissolvem, se dispersam e se umedecem
completamente (TANGARIFE; ARIAS; ZAPATA, 2021). Este aspecto desempenha um
papel fundamental na reconstituicio do pd e na disponibilidade dos compostos
encapsulados (TANGARIFE; ARIAS; ZAPATA, 2021). Quanto menor a solubilidade
do pd, mais desafiador é seu processamento na industria de alimentos, podendo
resultar em possiveis perdas econdmicas (KONARE et al., 2023).

Por fim, a higroscopicidade das microparticulas, referente a capacidade de
absorgcao de umidade em ambientes de alta umidade relativa, desempenha um papel
critico na estabilidade do material encapsulado (MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023).
Este fenbmeno afeta a estabilidade, funcionalidade e aplicacdo de uma amostra
encapsulada (FUENTES et al.,, 2023). Tal caracteristica esta intrinsecamente
relacionada ao material do revestimento empregado nas microparticulas
(CHOUDHURY; MEGHWAL; DAS, 2021).

Os valores de higroscopicidade (11,1 a 11,9 g 100 g') ndo apresentaram
variagdes significativas entre as formulagdes (p < 0,05), sugerindo que a presenga de
goma arabica e inulina nao influenciou de maneira expressiva a capacidade dos pos
de absorver agua. Valores de higroscopicidade semelhantes foram relatados para o
extrato de casca de mamao encapsulado (11,8 a 13,9 g 100 g') (FUENTES et al,,
2023) e para o extrato do subproduto da amora-preta encapsulado (11,27 g 100 g™')
(YAMASHITA et al., 2017), empregando maltodextrina como material de parede e
liofilizacdo como método de microencapsulacdo, devido a natureza pouco
higroscopica da maltodextrina.

Considerando que a higroscopicidade do pdé pode ser classificada como

higroscopica (15,1-20%), levemente higroscopica (10-15%) e nao higroscépica (<
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10%) (KOBO; KASEKE; FAWOLE, 2022), a baixa higroscopicidade das
microparticulas de extrato de residuo de uvaia fornece uma vantagem consideravel.
Isso se traduz em maior estabilidade para o material encapsulado, mitigando a
aglomeracdo de particulas e retardando o processo de deterioragdo. Tais
caracteristicas também facilitam o armazenamento e transporte dos produtos,

especialmente em ambientes de alta umidade relativa.

4.5.2.3 Estabilidade térmica

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o objetivo de investigar
as variagcoes de massa das microparticulas contendo extrato de residuo de uvaia,
submetidas a um regime de aquecimento na faixa de temperatura de 30 a 600 °C. Os
resultados, apresentados na FIGURA 26, revelaram trés estagios principais de perda

de massa.

FIGURA 26 — ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DE MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE
RESIDUO DE UVAIA LIOFILIZADAS COM DIFERENTES ENCAPSULANTES
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Formulagdes: 1) 25% maltodextrina, 2) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, 3) 20%
maltodextrina + 5% inulina e 4) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina.

O primeiro estagio, ocorrendo até cerca de 150 °C, demonstrou uma perda de

massa leve (< 8%) em todas as formulagdes. Essa perda pode ser atribuida a
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evaporagao de compostos volateis nao encapsulados e a eliminacédo de agua nao
ligada nas amostras (LAUREANTI et al., 2023). O segundo estagio, observado entre
225-280 °C (variando conforme a formulagao) e em torno de 360 °C, foi marcado por
uma degradagdo térmica mais pronunciada, principalmente associada a
decomposicdo dos materiais encapsulantes. Durante essa fase, a despolimerizagao
dos polissacarideos em mondmeros, como sacarose e glicose, e a desnaturagao das
proteinas, resultante da ruptura das ligagdes peptidicas, contribuiram para a perda de
massa (DA ROCHA; NORENA, 2021). Esse processo também pode ter promovido a
degradagcdo dos compostos fendlicos dispersos na matriz dos pés (DA ROCHA,;
NORENA, 2021). Nas formulacdes contendo inulina (3 e 4), a degradacdo comecou
mais cedo em comparagdo com as demais, sugerindo que a inulina comprometeu a
estabilidade térmica dos pds. Esse comportamento € consistente com observagoes
anteriores em pos de extrato de Hibiscus acetosella encapsulado com goma arabica
e inulina (MAR et al., 2020). Todas as formulagdes apresentaram um pico de
degradacéao principal em torno de 325 °C, indicando o estagio de degradagdo mais
acentuada dos agentes encapsulantes.

O terceiro estagio, compreendido entre 360 e 600 °C, foi caracterizado por
uma decomposicao mais lenta e uniforme, associada a degradacao final dos materiais
de parede e a carbonizagdo dos residuos (LAUREANTI et al., 2023). Esses resultados
indicam que as microparticulas de extrato de residuo de uvaia podem resistir aos
processos térmicos tipicos das industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, sem

comprometer suas propriedades funcionais devido a decomposigao térmica.

4.5.2.4 Identificagdo de grupos funcionais e estrutura quimica

A eficacia do carregamento do extrato de residuo de uvaia em microparticulas
e as interacdes potenciais entre os materiais de revestimento e o extrato foram
avaliadas por meio de analise de espectroscopia de absorgao de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR). Na FIGURA 27 estao representados os espectros de
FT-IR dos materiais encapsulantes puros, do extrato de residuo de uvaia (nucleo) e

das microparticulas resultantes.



122

FIGURA 27 — ESPECTROS DE FT-IR DE MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE
UVAIA LIOFILIZADAS COM DIFERENTES ENCAPSULANTES
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Formulagbes: a) 25% maltodextrina, b) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, c) 20%
maltodextrina + 5% inulina e d) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina.

Os materiais encapsulantes puros maltodextrina e inulina apresentaram
espectros vibracionais no infravermelho caracteristicos de moléculas de carboidratos.
A banda de absorgao alargada entre 3600 e 3000 cm-' foi atribuida a vibragédo de
estiramento de grupos hidroxilas (n O-H) e de agua residual. Vibragdes de
estiramentos do grupo metila (n -CHs) e metileno (n -CHz) foram observados entre
2938 e 2885 cm™', associadas as suas vibragbes de deformacao (d) entre 1371 e 1464
cm' para a maltodextrina. A regido entre 1100 e 900 cm™' evidenciou os modos
vibracionais de estiramento C-O de grupos acetais e hemiacetais de carboidratos
como a maltodextrina e inulina, com cinco bandas intensas em 1158, 1084, 1020, 990
e 925 cm™ no espectro da maltodextrina (SAAH et al., 2024; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005). A banda em 850 cm™' pode ser atribuida aos carbonos

anomeéricos das ligagdes a-D-1,4 da estrutura da maltodextrose. No espectro da
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inulina, as bandas em 820 e 867 cm™' foram atribuidas aos carbonos anoméricos da
a-D-glucose e B-D-frutose presentes nesse carboidrato (YANG; ZHANG, 2009). O
espectro da maltodextrina pura apresentou uma banda em 1655 cm™' atribuida aos
grupos carboxila livres (AMAYA; FUENMAYOR; CORDOBA, 2022).

O espectro vibracional da goma arabica exibiu as bandas caracteristicas de
carboidratos, bastante similar aos espectros da inulina e maltodextrose. A banda de
deformagéo em 1606 e o ombro em 1645 cm™' indicam a presenca de grupos amino
(d N-H), provavelmente originarios de aminoacidos na estrutura da goma arabica.
Além disso, o espectro da goma arabica pura revelou uma banda de absor¢cao em
1729 cm™', essa banda associada ao estiramento observado em cerca de 3400 cm-'
do grupo OH confirmam a presencga do grupo funcional acido carboxilico na amostra
analisada (BARBOSA, 2007). A vibragdo de estiramento em 3262 cm™ (ombro) e
deformagdes do grupo N-H de amina primaria, em conjunto com as bandas do grupo
acido carboxilico, além das vibragdes caracteristicas de carboidratos confirmam a
presencga de uma glucoproteina (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Por fim,
a banda em 841 cm' pode ser atribuida ao carbono anomérico da B-D-
galactopiranose (YANG; ZHANG, 2009).

Os espectros vibracionais do extrato de residuo de uvaia evidenciaram a
vibragdo de estiramento do grupo carbonila (n -C=0), a qual em conjunto com o
estiramento da hidroxila em 3412 cm™! caracterizam a fungao acido carboxilico, grupo
funcional presente na estrutura quimica da hemicelulose e lignina. Vibragdes
caracteristicas de grupos aromaticos, presentes na estrutura da lignina, sao
evidenciadas nas bandas de estiramento em 1624 e 1447 cm™ (n -C=C), e séo
corroborados pela presenga da banda de estiramento do grupo metila em 3110 cm™’
(n -CH) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). A banda em 1232 cm™ é
caracteristica do estiramento C-O de fendis, grupo funcional presente na unidade base
de fenil propano formador da macromolécula tridimensional e amorfa da lignina
(SUOTA et al.,, 2021). Além da lignina e hemicelulose, bandas de carboidratos
compativeis com a celulose seguem o padrdo dos espectros de maltodextrina e
inulina. As bandas vibracionais em 1148, 1103, 1077, 1035 e 981 cm™! apontam para
a presenca de funcgdes éteres e alcoois dos carboidratos, enquanto o pico em 868 cm-
" revela a presenga de carbono anomérico, caracteristico de agucares (PRABHU;
VAIDEKI; ANITHA, 2017).
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Os espectros das microparticulas exibiram as faixas caracteristicas dos
encapsulantes correspondentes e do extrato de residuo de uvaia, sem a identificacéo
de novas bandas ou mudangas significativas nos picos. Isso sugere que o0 processo
de microencapsulagéo ndao promoveu a formacao de novas ligagdes entre o material
de revestimento e o extrato, indicando a auséncia de interagdes significativas entre
eles. A auséncia de novas bandas ou alteragdes significativas nos espectros indica
que o extrato de residuo de uvaia foi encapsulado de maneira eficaz nas
microparticulas, preservando suas propriedades quimicas. Esses resultados
corroboram estudos anteriores que utilizaram materiais semelhantes para a
microencapsulacdo de compostos bioativos por liofilizagdo (ESTUPINAN-AMAYA;
FUENMAYOR; LOPEZ-CORDOBA, 2022; MAZUCO et al., 2018; SAAH et al., 2024).

4.5.2.5 Eficiéncia de encapsulacgao

A eficiéncia de encapsulacao de compostos fendlicos em microparticulas
constitui uma variavel critica, refletindo a capacidade de incorporacdo desses
compostos bioativos. Tal eficiéncia é influenciada por uma interagdo complexa de
fendmenos, incluindo interagdes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio, interagdes
eletrostaticas e forgcas de Van der Waals (MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023).
Diversos fatores, como a composicao e concentragdao do material de revestimento, as
interacdes entre o material do nucleo e os encapsulantes, e os métodos de preparacao
das microparticulas, desempenham papéis significativos na eficiéncia de
encapsulacdo (HUANG; YUAN; BAOJUN, 2023).

Os resultados obtidos revelaram uma elevada eficiéncia de encapsulagdo em
todas as formulagdes testadas, com valores préximos de 99%, o que destaca a
eficacia da liofiizacdo e a selecdo adequada das matrizes encapsulantes.
Especificamente, a formulagéo 1 apresentou uma eficiéncia de 99,1 + 0,1%, enquanto
a formulacgao 2 registrou 99,11 £ 0,05%. A formulagao 3 obteve uma eficiéncia de 99,1
1 0,1%, e a formulagao 4 apresentou o valor mais elevado, atingindo 99,2 + 0,1%.

Foi relatado anteriormente que a eficiéncia esta diretamente relacionada a
concentracdo do material do nucleo utilizado no processo de encapsulagdo, com a
eficiéncia diminuindo a medida que os niveis do material do nucleo aumentam
(CHOUDHURY; MEGHWAL; DAS, 2021). Portanto, conclui-se que a quantidade de

extrato de residuo de uvaia utilizada na microencapsulagao foi apropriada para evitar
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o desperdicio de compostos bioativos durante o processo. Valores similares foram
observados para a eficiéncia de encapsulacédo do extrato de bagago de cereja acida
(Prunus cerasus L.) (PAVLOVIC et al., 2023) e do extrato de casca de cebola roxa,
ambos microencapsulados com maltodextrina por liofilizacdo, que apresentaram
eficiéncia de 91,62% e 91,50%, respectivamente (ELSEBAIE; ESSA, 2018).

4.5.2.6 Atividade antimicrobiana

A utilizacdo de extratos vegetais como agentes antimicrobianos tem sido
amplamente investigada devido ao seu potencial em controlar microrganismos
patogénicos responsaveis por doengas alimentares e deterioragcdo de alimentos
(ALDAVE et al., 2019; HALL et al., 2023; ISSURIYA et al., 2024; MACHADO et al.,
2018). O mecanismo de atividade antimicrobiana de muitos extratos vegetais é
frequentemente atribuido a compostos fendlicos, os quais podem interagir com a
membrana celular, inativar enzimas essenciais e/ou formar complexos com ions
metalicos, limitando sua disponibilidade para o metabolismo microbiano (DOS
SANTOS et al., 2023). Tradicionalmente, a industria utiliza conservantes quimicos
para prevenir a proliferagdo de patdgenos, mas essa pratica apresenta desvantagens,
como a formacédo de residuos nos alimentos, o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana e potenciais riscos a saude humana (ISSURIYA et al., 2024). Portanto, ha
uma necessidade urgente de alternativas mais seguras e eficazes.

Neste contexto, avaliou-se a atividade antimicrobiana do extrato e das
microparticulas de extrato de residuo de uvaia contra duas cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus e Salmonella Typhimurium. As imagens das placas de Petri

utilizadas no ensaio de difusao em disco sao apresentadas na FIGURA 28.
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FIGURA 28 — TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS PELO METQDO DE DISCO-
DIFUSAO UTILIZANDO EXTRATO E MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA
LIOFILIZADAS COM DIFERENTES AGENTES ENCAPSULANTES

Staphylococcus Salmonella
aureus : N Typhimurium

¥

4
ot ’
o

Condigbes de extragao: solugéo etanol: agua (50:50 v/v), temperatura de 50 °C, tempo de 20 min,
Razao amostra:solvente de 1:10 g mL™. Ultrassom operando a 25 kHz e 120 W. Rotaevaporagéo do
etanol.

Formulagdes: 1) 25% maltodextrina, 2) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, 3) 20%
maltodextrina + 5% inulina e 4) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina. Antibidtico:
Cloranfenicol 30 ug.

A Figura 28a revela halos de inibigdo ao redor dos discos impregnados com o
extrato e as microparticulas de extrato de residuo de uvaia, indicando uma clara
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Em contraste, a Figura 28b
mostra que, para Salmonella Typhimurium, os halos de inibicdo ndo séo claramente
definidos. Observa-se apenas um leve sombreado ao redor dos discos de filtro,
sugerindo uma atividade antimicrobiana incipiente, insuficiente para causar uma
inibicao visivel e mensuravel do crescimento bacteriano.

A maior susceptibilidade de Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-
positiva, em comparagao com Salmonella Typhimurium, uma bactéria Gram-negativa,
pode ser atribuida as diferengas estruturais de suas paredes celulares (LOBIUC et al.,
2023). Esse comportamento é consistente com resultados observados em um estudo
anterior com extratos de sementes de Syzygium jambolanum, da familia Myrtaceae,
que também demonstraram maior eficacia antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas como Staphylococcus aureus (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU,
2004). Nesse estudo, os extratos foram testados contra seis cepas bacterianas:
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. As zonas de inibigao variaram
de 2 a 20 mm, com menor atividade para E. coli (2-7 mm) e Salmonella (4-9 mm) e

maior para S. aureus (4-10 mm).
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As bactérias Gram-positivas apresentam maior vulnerabilidade a compostos
fendlicos devido a alta concentracdo de peptidoglicanos em sua superficie e a
auséncia de uma membrana externa (LOBIUC et al., 2023). Os grupos funcionais na
parede celular dessas bactérias facilitam a interacdo com os fendlicos, que podem
danificar a parede celular por meio dos grupos hidroxilicos, que interagem com os
peptidoglicanos (LOBIUC et al., 2023). Em contraste, a parede celular das bactérias
Gram-negativas, composta por uma membrana externa, uma camada de
peptidoglicano e uma membrana interna, proporciona maior resisténcia aos fendlicos
devido aos altos niveis de fosfolipidios na membrana externa lipofilica (LOBIUC et al.,
2023). O mecanismo antimicrobiano envolve a interagao dos grupos hidroxilicos com
as bicamadas lipidicas, resultando em alteragcdes nas lipoproteinas e aumento da
permeabilidade da membrana celular (LOBIUC et al., 2023).

Os diametros dos halos de inibicado, mensurados para representar a area onde
o crescimento bacteriano foi suprimido pela agao antimicrobiana das amostras, estao
apresentados na TABELA 12.

TABELA 12 — DIAMETROS DOS HALOS DE INIBIQAO PARA DIFERENTES CEPAS BACTERIANAS
TESTADAS COM EXTRATO E MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA
OBTIDAS POR LIOFILIZACAO USANDO MALTODEXTRINA, GOMA ARABICA E/OU INULINA

Amostra Diametro do halo (mm)
Staphylococcus aureus Salmonella Typhimurium

Extrato 10,7+ 0,1° -
Microparticula 1 9,7+0,1° -
Microparticula 2 97+0,1° -
Microparticula 3 10,0 £ 0,0° -
Microparticula 4 10,3+0,1° -

Cloranfenicol 21,3+0,12 21,7+0,1
(controle positivo)
Agua 0%0 0+0

(controle negativo)

Condigdes de extragdo: solugdo etanol: agua (50:50 v/v), temperatura de 50 °C, tempo de 20 min, Razao
amostra:solvente de 1:10 g mL™". Ultrassom operando a 25 kHz e 120 W. Rotaevaporagdo do etanol. Formulagdes
microparticulas: 1) 25% maltodextrina, 2) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, 3) 20% maltodextrina + 5%
inulina e 4) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina. Média + desvio padrao (trés repeticdes). Médias
seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p <
0,05).
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Os halos observados para Staphylococcus aureus variaram de 9,7 a 10,7 mm.
Os controles empregados validaram os resultados obtidos, visto que o cloranfenicol,
um antibiético de amplo espectro, exibiu halos de inibicdo conforme esperado
(BRCAST-EUCAST, 2024), enquanto a agua nao apresentou nenhum halo. Além
disso, microencapsulacédo do extrato utilizando diferentes agentes encapsulantes
preservou a eficacia antimicrobiana contra S. aureus em comparagdo com o extrato
nao encapsulado. A similaridade nos diametros dos halos de inibicdo entre as varias
formulagcdées de microparticulas sugere que a escolha especifica dos encapsulantes
nao impactou significativamente a eficacia antimicrobiana dos compostos. Isso
evidencia a flexibilidade na selecdo de formulagdes, que pode ser orientada por
fatores como custo, disponibilidade e propriedades tecnologicas desejadas para o
produto.

A literatura cientifica ainda carece de um critério padronizado para a avaliacéo
da eficiéncia antimicrobiana de extratos vegetais. Contudo, ao aplicar extratos
vegetais em alimentos, halos de inibigdo entre 8 e 13 mm podem ser classificados
como moderadamente inibitérios, enquanto halos superiores a 14 mm sao
considerados altamente inibitérios (DE SOUZA et al.,, 2023). Com base nesses
parametros, os resultados obtidos com o extrato e as microparticulas do extrato de
residuo de uvaia sdo encorajadores e sugerem um potencial consideravel para sua
utilizacdo como conservantes naturais na industria alimenticia.

Pesquisas anteriores demonstram uma variagdo consideravel na atividade
antimicrobiana de extratos vegetais obtidos de diferentes frutos da familia Myrtaceae
(ALDAVE et al., 2019; CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004; MAVANZA;
OMWENGA; NGUGI, 2023). Essa variacdo pode ser atribuida a varios fatores,
incluindo a concentragao e a interacdo complexa entre os componentes presentes nos
extratos (ETGETON et al., 2024). Entretanto, discrepancias nos métodos de extracao,
na concentragdo dos extratos e nas condigbes dos ensaios de atividade
antimicrobiana, como a padronizagao do indculo bacteriano e a quantidade de extrato
aplicada nos discos, dificultam comparacdes diretas entre diferentes estudos. Por
exemplo, o extrato de bagaco liofilizado de uvaia (casca, sementes e polpa) (1:5 g mL"
'), obtido por extragdo assistida por ultrassom com etanol a 80%, seguido de
rotaevaporacéo, demonstrou uma atividade antimicrobiana significativa. Este extrato
apresentou zonas de inibicdo de 21 mm para Listeria monocytogenes, 22 mm para

Listeria innocua, 20 mm para Bacillus cereus e 25 mm para Staphylococcus aureus,
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utilizando 40 uL do extrato—o dobro do volume utilizado no presente estudo (DOS
SANTOS et al., 2023). Em contraste, o extrato da semente de uvaia (1:10 g mL™"),
obtido por imersdo em etanol a 70% por 7 dias, inibiu o crescimento de diversos
microrganismos, incluindo Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Salmonella Typhimurium e Enterobacter cloacae. Os halos de inibigao foram
de 13,7 mm para Staphylococcus aureus e 12 mm para Salmonella Typhimurium,
impregnando apenas a metade do volume utilizado no presente estudo nos discos (10
ML de extrato) (CHAVASCO et al., 2014). As discrepancias observadas podem ser
atribuidas a variaveis como diferencas nas metodologias de extracdo e composi¢cao
quimica dos extratos, aléem de fatores como a origem geografica das plantas,
condicdes de cultivo, maturidade dos frutos na colheita e condi¢cdes especificas dos
ensaios antimicrobianos.

Além da capacidade de estender a vida util dos produtos alimenticios, a
incorporagdo de compostos fendlicos provenientes de extratos ou microparticulas
oferece beneficios adicionais a saude do consumidor, devido as suas propriedades
antioxidantes naturais. Esses compostos apresentam um potencial significativo para
o desenvolvimento de conservantes naturais com aplicagdes relevantes nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética. Na industria alimenticia, especificamente,
extratos antimicrobianos e microparticulas podem ser empregados como aditivos para
prolongar a vida util de produtos como carnes (BALDIN et al., 2016; MITSAGGA;
PETROTOS; GIAVASIS, 2021), laticinios (CONCEICAO et al., 2019) e frutas (DE
SOUZA et al., 2023). Além disso, extratos naturais podem ser integrados em
formulagdes de filmes ou embalagens, contribuindo para a preservagao dos alimentos
e ainibigcdo do crescimento de patégenos (DILUCIA et al., 2020; SANTOS et al., 2020).

4.5.2.7 Estabilidade de compostos fendlicos durante a digestao gastrointestinal
simulada in vitro

A simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro do extrato e das
microparticulas contendo extrato de residuo de uvaia foi conduzida para reproduzir os
fluidos gastricos e intestinais, com o propdsito de mimetizar as condigdes fisioldgicas
humanas. Este estudo teve como objetivo avaliar a bioacessibilidade e a estabilidade

dos compostos fendlicos ao longo das diferentes fases da digestdo, proporcionando
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informacdes detalhadas sobre sua disponibilidade potencial para absorg¢do pelo
organismo humano.

Os dados apresentados na FIGURA 29 ilustram as variagbes na concentracao
média de compostos fendlicos totais nas fases inicial (ndo digerida), gastrica e

intestinal.

FIGURA 29 — SIMULACAO DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL /N VITRO DO EXTRATO E DAS
MICROPARTICULAS DE EXTRATO DE RESIDUO DE UVAIA LIOFILIZADAS COM DIFERENTES
AGENTES ENCAPSULANTES
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Formulagdes: 1) 25% maltodextrina, 2) 12,5% maltodextrina + 12,5% goma arabica, 3) 20%
maltodextrina + 5% inulina e 4) 10% maltodextrina + 10% goma arabica + 5% inulina.
Os valores foram expressos em base seca (BS) de microparticulas ou de residuo de uvaia, no caso
do extrato. Média + desvio padrao (irés repeticbes). Médias seguidas pela mesma letra néo diferem
entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Letras minusculas distinguem entre amostras de
microparticulas e letras mailsculas distinguem entre fases da digestdo gastrointestinal da mesma
amostra.

Na fase inicial, as microparticulas apresentaram concentra¢gdes de compostos
fendlicos variando de 2179 + 30 (formulagdo 2) a 2428 + 11 mg EAG 100 g’ de
microparticulas (formulacdo 4). A formulagédo 4, que contém 10% de maltodextrina,
10% de goma arabica e 5% de inulina, exibiu o maior conteudo de compostos fendlicos

totais, sugerindo que a combinacéo sinérgica desses agentes encapsulantes pode
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oferecer uma protecdo aprimorada aos compostos bioativos durante a liofilizagao,
reduzindo perdas potenciais associadas a processos oxidativos.

Na fase gastrica, as microparticulas apresentaram concentragdes de
compostos fendlicos variando de 2273 + 5 (formulagéo 1) a 2500 £ 18 mg EAG 100 g
' de microparticulas (formulagdo 4), com pouca variagdo em relagdo a fase inicial.
Algumas formulagdées demonstraram um leve aumento no conteudo total de fendlicos.
Esse fenbmeno durante a fase gastrica pode ser atribuido ao baixo pH e a agao da
pepsina, que facilitam a liberacdo dos compostos fendlicos (DAMIAN et al., 2022).
Além disso, as condi¢gdes do meio gastrico podem promover modificagdes nos
compostos fendlicos, facilitando a liberagcao de isbmeros ou formas livres, resultando,
em alguns casos, em uma maior concentragdo de fendlicos detectados durante a
digestéo (SILVA et al., 2024).

Na fase intestinal, por outro lado, observou-se uma reducdo acentuada no
conteudo fendlico em todas as formulagdes de microparticulas e no extrato de residuo
de uvaia ndo microencapsulado, atribuida a degradagédo enzimatica pelas enzimas
pancreaticas, a agao dos sais biliares e a alteracéo do pH (SILVA et al., 2024). Durante
o processo digestivo, a hidrélise dos compostos fendlicos em moléculas menores
resulta em uma menor estabilidade dessas substancias em ambientes de pH elevado
(FARIAS et al.,, 2021). A formulagdo 1 (maltodextrina 25%) apresentou a maior
reducdo, com compostos fendlicos reduzidos para 909 + 7 mg EAG 100 g de
microparticulas enquanto a formulagdo 4 manteve o maior conteudo residual de 1287
+ 25 mg EAG 100 g de microparticulas. O extrato ndo encapsulado apresentou uma
reducao de 7596 + 15 para 3974 + 60 mg EAG 100 g™ de residuo liofilizado apds a
digestéo intestinal. Esse comportamento esta alinhado com um estudo anterior que
investigou extratos de semente e da fragdo comestivel de uvaia (FARIAS et al., 2021).
Os autores relataram uma reducéo de 50% no conteudo fendlico da semente e de
41% na fracdo comestivel apos a digestéo intestinal. A analise por mapa de calor
realizada indicou uma diminuicdo na intensidade relativa de todos os acidos fendlicos
em ambas as fragdes apods a digestéo.

A bioacessibilidade dos compostos fendlicos foi calculada como a proporgéo
dos compostos fendlicos liberados na fase intestinal em relagdo ao conteudo inicial
nas amostras nao digeridas. A bioacessibilidade das microparticulas variou de 40,02
(formulacéo 1) a 53,02% (formulac&o 4). A elevada solubilidade dos materiais de

revestimento das microparticulas provavelmente contribuiu para a rapida adsorcao do
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solvente, intumescimento e ruptura das microparticulas, facilitando a liberagao dos
compostos de interesse ja nas fases oral e gastrica (COELHO et al., 2024).
Consequentemente, os compostos fendlicos liberados estariam expostos as
condigdes gastricas e intestinais, resultando em uma fragao bioacessivel reduzida no
intestino. Um comportamento similar foi observado na digestdo simulada de
microencapsulados da casca de jabuticaba incorporados a uma bebida lactea
(COELHO et al., 2024).

E relevante considerar as limitacdes deste estudo, como o uso do método de
Folin-Ciocalteu para a quantificagdo dos compostos fendlicos, que pode ser suscetivel
a interferéncias de outras substancias redutoras presentes nas formulagdes.
Compostos como proteinas, aminoacidos e acucares redutores presentes nos
agentes encapsulantes podem reagir com o reagente de Folin-Ciocalteu, sendo
erroneamente contabilizados como fendis totais, 0 que pode impactar a precisdo dos
resultados (KOTHA et al., 2022). Portanto, a comparacéo entre os indices de
bioacessibilidade das microparticulas pode ser complexa. Além disso, a matriz
alimentar na qual os compostos bioativos encapsulados sao incorporados
desempenha um papel fundamental no sucesso da bioacessibilidade, influenciando
diretamente a quantidade de compostos disponiveis para absor¢ao, e, por extensao,
sua eficacia no organismo (AYAR-SUMER et al., 2024). A complexidade nutricional
de uma matriz alimentar pode induzir interagdes sinérgicas, aditivas ou de
neutralizagdo com compostos bioativos, complicando ainda mais a interpretacao dos
dados e a avaliagao da bioacessibilidade (FARIAS et al., 2021).

No que diz respeito a atividade antioxidante (FIGURA 29b-c), os resultados
mostraram que as microparticulas apresentaram atividade antioxidante variando de
7145 + 149 a 8432 + 32 umol TEAC 100 g™ pelo método DPPH* e de 19116 + 210 a
20622 + 483 pymol TEAC 100 g™ pelo ensaio FRAP. Observa-se que a relagéo entre
os valores de atividade antioxidante obtidos pelos diferentes ensaios nao é direta, uma
vez que a contribuicdo especifica de cada composto fendlico para as alteragdes
espectrais é dependente do tipo de ensaio utilizado (MIR-CERDA et al., 2023). No
entanto, todas as formulacbes de microparticulas, bem como o extrato ndo
encapsulado, sofreram uma redugao significativa na atividade antioxidante apds a
digestao intestinal, alinhando-se a degradagdo dos compostos fendlicos observada

durante a digestdo gastrointestinal. Esses dados indicam que os materiais de



133

revestimento utilizados n&o proporcionaram uma protecao suficientemente eficaz dos
compostos bioativos ao longo da digestao.

Para elucidar melhor esses achados, recomenda-se que estudos futuros
incluam a analise dos compostos bioativos apds cada fase da digestdo, empregando
técnicas analiticas mais avancadas, como CLAE. Esta técnica permite uma
quantificacdo mais precisa e especifica dos compostos bioativos, reduzindo as
interferéncias associadas ao método de Folin-Ciocalteu e proporcionando uma
avaliacao mais detalhada da bioacessibilidade.

Embora a microencapsulagdo nao tenha garantido protecdo total dos
compostos bioativos do extrato de residuo de uvaia durante a digestdo, observou-se
uma entrega significativa desses compostos ao intestino, onde ocorre a maior
absorcao, possibilitando a expressao de suas propriedades benéficas para a saude
(CASTRO et al., 2024). Além disso, mesmo sem protecao total durante a digestéo, a
microencapsulagcdo demonstra um elevado potencial para preservar esses compostos
durante as etapas de processamento e armazenamento dos produtos. Esta técnica se
destaca pela sua eficacia em melhorar a estabilidade dos compostos bioativos,
protegendo-os contra condi¢des ambientais adversas, como oxidagao, variagdes de
temperatura, umidade e exposicao a luz, resultando em uma extensao significativa da
vida util do produto (MAHALAKSHMI; MEGHWAL, 2023).

Além de oferecer protecdo e estabilidade, a microencapsulacdo facilita a
incorporagcao dos compostos bioativos em diversas matrizes alimentares, ampliando
seu potencial de aplicagao em diferentes tipos de produtos. Essa abordagem também
contribui para a otimizacao dos processos de manuseio, armazenamento e transporte
de extratos bioativos. Recomenda-se que estudos futuros explorem esses aspectos

com maior profundidade.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo fornece uma analise abrangente da caracterizagao e do
aproveitamento do residuo de uvaia, com énfase nas técnicas de extragcdo e
microencapsulacdo de compostos bioativos. A pesquisa confirma que o residuo de
uvaia € uma fonte significativa de compostos fendlicos, destacando a semente como
um alvo promissor para a extracdo desses bioativos.

Neste contexto, a granulometria € identificada como um fator critico para a
eficacia da extracdo. Particulas de menor tamanho resultam em maiores
concentragbes de compostos fendlicos. A liofilizagdo emerge como o método de
secagem que melhor preserva a estrutura dos residuos, o que € fundamental para
garantir a qualidade dos extratos obtidos. A formulacdo hidroetandlica na proporgéo
50:50 (v/v) demonstra ser o solvente mais eficiente. Comparando os métodos de
extracdo, observa-se que tanto a extragao assistida por ultrassom quanto a assistida
por ultra-homogeneizador superam a agitacdo magnética em termos de eficacia. A
extragao assistida por ultrassom, realizada por 20 min a 50 °C e na proporgéo 1:10 (g
mL"), alcangou um conteudo fendlico de 6855 mg EAG 100 g' BS. Esse resultado
representa um avanco significativo em relacdo aos estudos anteriores. Os testes de
citotoxicidade indicam que o extrato de uvaia possui uma margem de seguranga
promissora e atividade antitumoral em concentragcées mais elevadas. No entanto, séo
necessarios estudos adicionais para validar essas observagdes preliminares em
diferentes contextos bioldgicos e modelos celulares.

O extrato de residuo de uvaia contém acidos fendlicos e flavonoides, como
acido galico, acido clorogénico, procianidina e catequina, que apresentam potenciais
beneficios para a saude. Os sistemas de encapsulagdo com maltodextrina, goma
arabica e/ou inulina produzem microparticulas com caracteristicas desejaveis, como
umidade controlada, alta solubilidade, baixa higroscopicidade e resisténcia térmica.
Essas microparticulas também se destacam como corantes naturais atraentes para
alimentos e revelam atividade antimicrobiana contra a cepa bacteriana
Staphylococcus aureus, evidenciando o potencial dos extratos e microparticulas como
conservantes naturais eficazes e sustentaveis.

Em sintese, a pesquisa estabelece uma base sdlida para a exploracdo dos
residuos de uvaia como ingredientes inovadores e sustentaveis na industria

alimenticia. Recomenda-se que futuras pesquisas se concentrem na aplicagao pratica
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desses compostos em produtos alimenticios, avaliando aspectos como conservagao,
caracteristicas sensoriais e toxicidade, para consolidar seu potencial e promover
praticas mais sustentaveis e saudaveis na produgao de alimentos.

A valorizacédo do residuo da uvaia pode contribuir para a economia circular,
reduzindo o impacto ambiental e gerando oportunidades de negdcios para pequenos
produtores. Este estudo pode impulsionar a formacao de novas cadeias produtivas,
fortalecer a economia local e fomentar o desenvolvimento de produtos de alto valor
agregado, com potencial de aplicagdo em diversos setores, incluindo a industria

alimenticia, cosmética e farmacéutica.

5.1 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando as limitacdes e possibilidades de aprimoramento do presente
estudo, sugere-se o0s seguintes topicos para trabalhos futuros:

I.  Explorar metodologias alternativas de extracdo de compostos fendlicos a
partir do residuo de uvaia, como a extragcdo assistida por micro-ondas,
extragao com fluidos supercriticos, extragao enzimatica e extragao assistida
por alta presséo;

II.  Avaliar os efeitos da elevagao da temperatura além de 50 °C na extragao
de compostos fendlicos do residuo, determinando a temperatura maxima
viavel antes da degradacédo dos compostos;

lll.  Realizar uma analise econdmica e energética da extragao assistida por
ultrassom do residuo, conforme apresentada neste estudo;

IV. Desenvolver formulacbes para a incorporagdo do extrato de uvaia em
produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos;

V. Investigar a absorc¢ao, distribuicdo e metabolismo dos compostos bioativos
presentes no extrato de uvaia no organismo humano.

VI. Isolar e identificar os compostos bioativos presentes no extrato de uvaia
responsaveis pelos efeitos citotdxicos observados;
VII.  Avaliar outras linhagens celulares de cancer para determinar se o extrato
de uvaia exerce efeitos citotdoxicos semelhantes;
VIIl.  Investigar os mecanismos pelos quais o extrato de residuo de uvaia exerce

seus efeitos citotdxicos;



XI.

XIlI.

X1

XIV.

XV.

XVI.
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Explorar outras potenciais atividades para o extrato de residuo de uvaia, tais
como anti-inflamatéria, neuroprotetora e cardioprotetora;

Comparar a eficiéncia de microencapsulagéo por spray drying e liofilizagéo,
analisando as propriedades das microparticulas de extrato de residuo de
uvaia;

Avaliar a viabilidade das microparticulas como corantes em produtos
alimenticios;

Testar a atividade antimicrobiana das microparticulas e do extrato contra
uma gama maior de microrganismos, incluindo fungos e outras cepas
bacterianas;

Investigar diferentes combinagbes e concentracbes de agentes
encapsulantes que possam melhorar a protecdo dos compostos fendlicos
durante a digestao gastrointestinal,

Analisar o impacto das microparticulas em produtos alimenticios quanto a
conservagao, qualidade sensorial e segurancga;

Investigar a estabilidade das microparticulas e do extrato ao longo do tempo
em diferentes condi¢des de armazenamento, como temperatura, luz e
umidade;

Avaliar a seguranga e toxicidade das microparticulas e extratos em

alimentos, assegurando a seguranga para consumo humano.
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ABSTRACT: Eugenia pyriformis Cambess (uvaia), a native species of the Atlantic
Forest ecosystem, has received limited attention in scientific investigations.
Renowned for its distinctive organoleptic characteristics, this fruit is suitable for
immediate consumption and industrial processing. Additionally, it is rich in vitamins
and bioactive compounds, which offer potential health benefits. These bioactive
compounds, such as ascorbic acid, carotenoids, and phenolic compounds, have
demonstrated antioxidant and antimicrobial properties in both in vitro and in vivo
studies. This review consolidates recent research on uvaia, focusing on its chemical
composition, biological activities, and potential applications within the food industry. It
aims to lay the groundwork for future research and promote its recognition and
utilisation in food production.
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1. Introduction

Eugenia pyriformis Cambess, commonly known as uvaia, is a distinctive fruit
belonging to the Myrtaceae family and endemic to the Atlantic Forest, predominantly
found between S&o Paulo and Rio Grande do Sul, Brazil (Rodrigues et al., 2021a).
Uvaia stands out for its diverse shapes and colours, ranging from round to pear-
shaped varieties (Spricigo et al., 2023) and a spectrum of hues from light yellow to
deep orange (Sganzerla and da Silva, 2022). These fruits not only offer unique
flavours and aromas but also possess a beneficial chemical composition, making
them highly promising for the food industry (Castelucci et al., 2020). Despite their
nutritional and sensory attributes, their seasonal availability and limited shelf-life
constrain their commercial utilisation, primarily limiting consumption to their native
regions (Freitas et al., 2019). However, uvaia shows promise for commercialisation in
various products, including juices, jams, ice creams, liqueurs, yoghurts, and candies
(Freitas et al., 2019).

The rich content of bioactive compounds found in fruits of the Myrtaceae family,
especially those belonging to the Eugenia species, further underscores their potential
health benefits (Egea and Pereira-Netto, 2019; Schmidt et al., 2019; Bianchini et al.,
2020; Castelucci et al., 2020). These compounds have been linked to the prevention
and management of chronic conditions such as cancer, diabetes, obesity, and
cardiovascular diseases (Farias et al., 2020b).

This review explores uvaia, covering its origin, botanical characteristics, harvest
times, chemical composition, and the biological activities of its bioactive compounds.
Recent advancements in the conservation and processing of the fruit and the
formulation of derived products are discussed. This comprehensive examination
provides valuable support for future research and offers insights for food
manufacturers and stakeholders interested in exploring and promoting this

indigenous Brazilian species.

2. Origin, botanical aspects, and harvest season

Uvaia, also known as "uvalha," "ubaia," "uvaia do mato," "uvaieira," "uvalheira," or
"azedinha" (Sganzerla and da Silva, 2022), derives its name from the Tupi language,
meaning "sour fruit" (Lopes et al., 2018). Originating from the Atlantic Forest, the
uvaia is widely distributed throughout the south, southeast, and northeast of Brazil,

with occurrences also recorded in the central west (Jacomino et al., 2018), as well as
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being found in neighbouring countries such as Argentina and Paraguay (Dacoreggio
et al., 2021). Its primary adaptation occurs in high-altitude areas (Sganzerla and da
Silva, 2022). Uvaia is commonly found in gardens and home orchards, particularly in
the country's southeast region of Brazil (Jacomino et al., 2018).

The uvaia tree typically reaches 6 to 12 meters and is characterised by an upright
trunk and a distinct canopy (Jacomino et al., 2018). Its leaves, arranged in an
opposite phyllotaxis pattern, measure 4 to 7 cm long and lack trichomes (Jacomino et
al., 2018; Medeiros et al., 2019). Uvaia flowers are white, solitary, hermaphroditic,
and exhibit tetramer symmetry with numerous stamens (Farias et al., 2020b). The
fruits have an average height ranging from 16.21 to 32.62 mm, a diameter between
19.51 and 41.17 mm, and the pulp-to-skin and seed yield varies from 61.95 to
89.95% (Spricigo et al., 2023). The fruit possesses a delicate peel, necessitating
careful handling, especially during transportation and storage (Jacomino et al., 2018).
Each uvaia fruit contains one to four seeds with high germination capacity (da Silva
et al., 2022). Fig. S1a-c illustrates the morphology of the uvaia tree (a), its fruits (b),

and seeds (c).

Fig. S1 Overview of Eugenia pyriformis Cambess species (A), mature fruits collected (B), and seeds
(C).

Considerable variability exists among native uvaia populations regarding flowering

onset and fruit maturation (Sganzerla et al., 2021). In Brazil, flowering of the uvaia
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tree occurs from August to September in Sdo Paulo, extending until February in the
southern region and observed until November in the Pantanal region (Sganzerla et
al., 2021). Furthermore, various uvaia accessions, including "Comum," "Bolivia,"
"Rugosa," "Doce de Patos de Minas," "Péra," "Rugosa Doce," and "Doce," showcase
unique chemical compositions, bioactive compounds, and antioxidant capacities in
their fruits (Jacomino et al., 2018). These differences are influenced by factors such
as harvest season, agronomic practices, environmental conditions, and genetic
variations, which significantly impact the qualitative and quantitative concentrations of
vitamins, bioactive compounds, and antioxidant capacity in uvaia fruits (Schmidt et
al., 2019).

3. Composition

3.1 Chemical composition

Table 1 summarises studies on uvaia fruit pulp and its residue, emphasising their
nutritional significance. The fruit's acidity, primarily from malic and citric acids, is
evident from pH values (2.96-3.74 for pulp) (da Silva et al., 2022) and total titratable
acidity (0.83-3.70% citric acid equivalent on a wet matter basis of the sample
(WMB)) (Spricigo et al., 2023). The residue, mainly seeds, is less acidic, indicated by
a higher pH (Rodrigues et al., 2021a). Uvaia pulp is high in sugar content (3.60—
15.30 °Brix), contributing to its sweetness (da Silva et al., 2022; Spricigo et al., 2023).
In contrast, fruit residue has fewer soluble solids (Rodrigues et al., 2021a). Among
accessions, "Rugosa Doce" and "Doce de Patos de Minas" are the sweetest, while
"Rugosa" and "Péra" have lower acidity (da Silva et al., 2019).

Both uvaia pulp and residue are water-rich and perishable. Carbohydrates are
abundant in the fruit pulp (4.20-11.64 g 100 g on a dry matter basis of the sample
(DMB)), with lower protein (0.66—1.69 g 100 g”' DMB) and lipid levels (0.21-0.61 g
100 g' DMB) (da Silva et al., 2022). Fructose is the primary sugar, followed by
sucrose and glucose, mainly in the edible part of the fruit (Farias et al., 2020a). The
residue contains even more carbohydrates (20.99 g 100 g' DMB), likely due to
starch in the seeds (Rodrigues et al., 2021a). Uvaia pulp is a significant dietary fibre
source, supplying 15.97% to 25.68% and 24.28% to 39.03% of daily fibre needs for
adult men and women, respectively, when consuming 200 g (da Silva et al., 2019).
The fruit's peels and seeds also contain a high fibre content (Ramos et al., 2017).

Pectin, alongside soluble solids and pH, influences uvaia's texture, structure, and
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preservation (da Silva et al., 2018b). Despite potential physicochemical composition

differences between uvaia pulp and residue, both portions show promise as raw

materials in the food sector. Uvaia also contains bioactive compounds with significant

chemical properties, which will be further discussed.

Table 1 — Physico-chemical composition of uvaia pulp and residue after separation of uvaia pulp

Analysis Pulp Residue
Content Reference Content Reference
Ph 2.96— (da Silva et al., 2022) 3.93 (Rodrigues et al.,
3.74 2021a)
Soluble solids 3.60- (da Silva et al., 2022; 2.70 (Rodrigues et al.,
(° Brix) 15.30 Spricigo et al., 2023) 2021a)
Total titratable 0.83- (Spricigo et al., 2023) NRP
acidity 3.70
(% citric acid eq. in
fresh weight)
Moisture 80.68— (Sganzerla et al., 76.0— (Ramos et al., 2017;
(g 100 g") 94.50 2021; da Silva et al., 89.20 Rodrigues et al.,
2022) 2021a)
Ash 0.23- (da Silva et al., 2022) 0.25- (Ramos et al., 2017,
(g 100 g") 0.52 0.31 Rodrigues et al.,
2021a)
Proteins 0.66— (da Silva et al., 2022) 2.64— (Ramos et al., 2017,
(g 100 g 1.69 2.66 Rodrigues et al.,
2021a)
Lipids 0.21- (da Silva et al., 2022) 0.35— (Ramos et al., 2017;
(g 100 g") 0.61 0.36 Rodrigues et al.,
2021a)
Carbohydrates 4.20- (da Silva et al., 2022) 20.99 (Rodrigues et al.,
(g 100 g") 11.64 2021a)
Total sugar 1.63— (Sganzerla et al., NRP
(g sucrose 100 g™ 4.48 2021)
Reducing sugar 1.19— (Sganzerla et al., NR®
(g glucose 100 g) 3.87 2021)
Non-reducing sugar 0.02—- (Sganzerla et al., NR®
(g sucrose 100 g') 1.36 2021)
Dietary fiber 3.27- (da Silva et al., 2019) 4.72 (Ramos et al., 2017)
(g 100 g") 3.72
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Soluble pectin 0.17- (Farias et al., 2020b) NRP
(g GA2 100 g™") 0.18

Total pectin 0.95 (da Silva et al., 2022) NR®
(g GA 100 g™

Values expressed on a wet basis. 2Galacturonic acid. °Not reported.

3.2 Phytochemical composition

3.2.1 Ascorbic acid

The absence of the L-gulono-1,4 lactone oxidase enzyme in humans necessitates
the consumption of ascorbic acid (vitamin C) for essential physiological and
metabolic functions (Carita et al., 2020). As a potent antioxidant, it protects cell
membranes and enhances iron absorption from plant-based sources (Dacoreggio et
al., 2021).

Research has documented varying levels of vitamin C in uvaia, ranging from 1.37 to
142 mg AA 100 g' WMB (Jacomino et al., 2018; da Silva et al., 2019, 2022; Schmidt
et al., 2019; Taver et al., 2022). "Doce de Patos de Minas" is a promising vitamin C
source among different accessions (da Silva et al., 2019). Moreover, uvaia fruits
grown in southeastern Brazil generally exhibit higher vitamin C levels than those from
the southern region (Sganzerla et al., 2021).

Tomaz et al. (2019) found that the ascorbic acid content in uvaia pulp surpasses
orange juice by 40%, underscoring uvaia's potential as an alternative vitamin C
source. Consuming 100 g of uvaia fruit can exceed the recommended daily intake of
vitamin C for adults (75 mg for women and 90 mg for men) (Institute of Medicine,
2000). However, only a tiny fraction of this vitamin is present in the residue from
uvaia pulp separation (3.36 mg AA 100 g-' WMB) (Rodrigues et al., 2021a).

Vitamin C is susceptible to degradation in aqueous media, especially under elevated
pH levels and in the presence of oxygen and metallic ions (Carita et al., 2020). They
observed an average 63% decrease in vitamin C content over storage, regardless of
the freezing method employed. Hence, while uvaia shows promise as an alternative
vitamin C source with potential health benefits, preserving its stability is crucial for

optimal consumption.
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3.2.2 Carotenoids

Carotenoids, characterised by a polyene structure with varying conjugated double
bonds, are plant compounds responsible for hues spanning from yellow to red
(Rodriguez-Concepcion et al., 2018). Industrially, carotenoids serve as colourants in
food, beverages, and pharmaceuticals (Eggersdorfer and Wyss, 2018), offering
diverse health benefits primarily due to their antioxidant properties, contributing to
enhanced cognitive function, eye health, cardiovascular health, and reduced risk of
certain cancers (Eggersdorfer and Wyss, 2018). Animals rely on dietary intake due to
their inability to synthesise carotenoids (Egea and Pereira-Netto, 2019).

Uvaia fruits derive their colouration from carotenoids such as (3-carotene, B-
cryptoxanthin, a-carotene, lutein, and zeaxanthin, some of which are vitamin A
precursors (Spricigo et al., 2023). Additional carotenoids, including 13-cis-3-carotene,
9-cis-B-carotene, and 5,6-epoxide, are also present (de Araujo et al., 2019). Uvaia
pulp contains carotenoid concentrations ranging from 1.3 to 441.26 mg 100 g*' WMB
(da Silva et al., 2022), with lower amounts found in the fruit residue (7.20 ug 100 g™
WMB) (Rodrigues et al., 2021a).

Uvaia fruits have notably higher carotenoid content than other Myrtaceae family
members. In a study of various fruits including araga, cherry, feijoa, guabiroba,
jabuticaba, pitanga, and uvaia, it was found that uvaia exhibited the highest levels of
B-carotene (0.1021 g kg™), lutein (0.0511 g kg™'), zeaxanthin (0.0370 g kg''), and a-
carotene (0.0112 g kg-1) (Schmidt et al., 2019). The “Péra” variety was identified as
the primary source of these compounds (da Silva et al., 2019). However, during fruit
processing, carotenoids may degrade due to oxidative enzymatic reactions, photo-
and auto-oxidation, and other factors, including light exposure, oxygen, food matrix,

enzyme presence, water availability, and antioxidants (Castelucci et al., 2020).

3.2.3 Phenolic compounds

Phenolic compounds, synthesised via pathways such as pentose phosphate,
shikimate, and phenylpropanoid, comprise phenolic acids, flavonoids, stilbenes,
tannins, lignans, coumarins, curcuminoids, and quinones (Mark et al., 2019).
Flavonoids, a subset of phenolics, encompass anthocyanins, flavanones,
isoflavones, and flavanols, deriving from aromatic amino acids like phenylalanine,
tyrosine, and malonate (Farias et al., 2020b). Typically glycosylated in plants, these

compounds contribute to the vibrant hues of fruits (Egea and Pereira-Netto, 2019).
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Renowned for their antioxidant, anticancer, anti-inflammatory, and antimicrobial
properties, phenolic compounds offer potential as natural food preservatives and
disease preventatives, including cancer, diabetes, heart diseases, and
neurodegenerative conditions, while also retarding ageing (Mark et al., 2019).

Uvaia fruits exhibit high phenolic compound content, predominantly gallic acid,
alongside flavanols such as quercetin, myricetin, kaempferol, and rutin, galotannins
like galloyl-bis-hexahydroxydiphenoyl hexoside, trigalloyl acid lactonised, and galloyl
hexoside, and phenolic acids such as chlorogenic acid and caffeic acid (Farias et al.,
2020b; Spricigo et al., 2023). Pulp concentrations range from 89.7 to 483.25 mg
gallic acid 100 g WMB, with higher levels in “Rugosa” and “Rugosa Doce”
accessions (da Silva et al., 2019, 2022; Taver et al., 2022).

The phenolic content in uvaia seeds significantly surpasses that of the edible portion,
approximately fivefold, with flavonoid concentration about 16 times higher (Farias et
al., 2020a), representing an overlooked yet valuable resource. Uvaia residues (peel
and seeds) also contain substantial phenolic amounts, ranging from 54.64 to 404 mg
gallic acid 100 g”' WMB, with at least 13 bioactive compounds identified, including
ascorbic acid, p-coumaric acid, gallic acid, chlorogenic acid, epicatechin, taxifolin,
rutin, myricetin, quercetin, isoquercitin, quercetin-3-o-pentoside, quercetrin, and
bellidifolin-8-o-glucoside (Ramos et al., 2017; Rodrigues et al., 2021a). Studies
indicate that uvaia fruit maintains nutritional quality post-processing, with similar
antioxidant content between fresh, frozen, and pasteurised forms, highlighting its

suitability for fresh or processed consumption (Jacomino et al., 2018).

3.2.4 Volatile compounds

Fruits release various volatile compounds, contributing to their distinctive flavour and
aroma. These compounds, including esters, alcohols, aldehydes, ketones, lactones,
terpenoids, and apocarotenoids, are synthesised through various metabolic
pathways utilising lipids, amino acids, terpenoids, and carotenoids (El Hadi et al.,
2013). These compounds undergo further modification reactions, such as acylation,
methylation, oxidation/reduction, and cyclic ring closure (El Hadi et al., 2013).

da Silva et al. (2019) identified 77 volatile compounds, with terpenes, monoterpenes,
and sesquiterpenes comprising 46.75% of the total, followed by esters (29.87%),
aliphatic alcohols (9.09%), aldehydes (5.19%), aromatic hydrocarbons (2.59%),
alkenes (2.59%), and ketones (1.29%). Among these compounds, only three
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sesquiterpenes (o-elemene, a-cubebene, and (-)-6-cadinene), three esters (ethyl
butyrate, hexyl hexanoate, and 3-hexenyl hexanoate), and three aliphatic alcohols
and aldehydes (hexanal, 1-hexanol, and nonanal) were consistently found in all uvaia
accessions. Terpenes are known for their anticancer properties, targeting cancer-
specific processes and inducing tumour cell death (da Silva et al., 2019).

Freitas et al. (2019) identified 59 aroma-associated compounds in uvaia. Advanced
ripening stages exhibited compounds with pleasant odours, including octyl butyrate,
1-octanol, and isoamyl acetate (fruity), as well as B-ocimene and nonanal (floral).
Compounds indicative of quality deterioration and senescence onset, such as
isoamyl alcohol, pentanal, ethanol, and neryl acetone, were also identified. This
diversity in volatile composition can be attributed to factors such as plant genetic
diversity, extraction methods, and harvesting timing and location (Durazzini et al.,
2019).

4. Biological activities

4.1 Antioxidant activity

The scientific community has displayed significant interest in natural antioxidants'
safety, nutritional potential, and therapeutic effects (Schmidt et al., 2019). In contrast,
synthetic antioxidants fail to replicate fruits' synergistic phytochemical composition,
leading to a lack of desired health benefits (Egea and Pereira-Netto, 2019).

Uvaia's antioxidant activity has been assessed using various methods, including
DPPH, ABTS, and FRAP. Results varied across methods: DPPH values ranged from
923 to 7387.8 mg Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 100 g' WMB, ABTS
values ranged from 33 to 923.50 mg TEAC 100 g”' WMB, and FRAP values ranged
from 227 to 933 mg TEAC 100 g”' WMB (Lopes et al., 2018; Egea and Pereira-Netto,
2019; Castelucci et al., 2020; Farias et al., 2020b).

Additionally, uvaia's antioxidant capacity was evaluated using the hypochlorous acid
(HOCI) elimination method for the first time. Uvaia exhibited significantly higher
antioxidant activity than cambuci (Campomanesia phaea), with an ECso value of 7.82
ug mL™!, approximately six times lower than cambuci. Other Eugenia genus species,
including grumixama, Rio-Grande cherry, araga-Piranga, and péssego-do-mato,
showed significantly lower antioxidant capacities than uvaia, ranging from

approximately five to seventeen times less (Taver et al., 2022).
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The "Rugosa Doce" variety showed the highest antioxidant activity in its pulp,
potentially due to its elevated concentration of phenolic compounds and other
secondary metabolites (da Silva et al., 2019). Harvesting uvaia fruits before maturity
does not compromise their antioxidant capacity; as Freitas et al. (2019) suggested,
harvesting at the green stage maintains antioxidant potential comparable to that of
more mature fruits.

Lopes et al. (2018) examined uvaia's in vivo bioactivity by studying its effect on
oxidative stress and antioxidant defences in rats fed a high-fat diet. Uvaia juice
exhibited high antioxidant activity (approximately 135 mg GAE 100 g'), significantly
reducing carbonylated protein levels by 47.4% and increasing catalase enzyme
activity by 29%, suggesting potential benefits in preventing and treating chronic
diseases associated with oxidative stress.

Uvaia seeds demonstrate significantly higher antioxidant capacity than the edible
portion, with a fivefold increase in DPPH and ABTS assays and a twofold increase in
the ORAC assay (Farias et al., 2020a), highlighting the potential utilisation of this
fraction.

The health-promoting effects of fruits primarily stem from compounds such as
ascorbic acid, carotenoids, and phenolic compounds, possessing antioxidant
capacity, scavenging free radicals, peroxides, and singlet oxygen, and acting as
enzyme inhibitors and synergists, enhancing their antioxidant effects (Castelucci et
al., 2020).

4.2 Antimicrobial activity

Numerous studies have investigated Eugenia species' antimicrobial properties
against gram-positive and gram-negative bacteria and yeast fungi, attributed to
compounds like alkaloids, lignins, phenolics, and terpenoids (De Souza et al., 2018).
Uvaia essential oil demonstrated promising activity against methicillin-resistant S.
aureus (MRSA) with a MIC value of 125 ug mL™", a significant finding given MRSA's
antibiotic resistance (de Souza et al., 2021). Additionally, uvaia seeds exhibited
antimicrobial activity against various strains, including E. faecalis, C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa, L. innocua, and E. coli
(de Araujo et al., 2019).

In a recent study, dos Santos et al. (2023) investigated the antimicrobial potential of

extracts derived from Brazilian fruit residues (araga, uvaia, guabiroba, and butia) and
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starch-based films incorporating these extracts. The extracts and films exhibited
antimicrobial activity against Listeria monocytogenes, L. innocua, B. cereus, and S.
aureus, with uvaia extracts showing a 2 cm inhibition zone, while films ranged from
1.23 to 1.4 cm. The films demonstrated a release profile within the first hour under
refrigeration, suggesting potential for food preservation, particularly against

pathogenic bacteria at low temperatures.

5. Approaches for extraction of bioactive compounds from uvaia

The growing interest in uvaia bioactive compounds presents significant opportunities
for the food industry, driven by their potential health benefits and food preservation
properties (Amarowicz and Pegg, 2019). Incorporating these compounds into food
products offers advantages such as microbial inhibition, lipid oxidation-reduction, and
preservation of sensory characteristics (Munekata et al., 2023).

Table 2 summarises studies on phenolic compound extraction from uvaia, employing
varied methods, solvents, ratios, temperatures, and times, resulting in notable
extraction variations attributed to sample composition, solvent choice, and

experimental conditions.



(eozoz alnjesadwa) (s8j0h0 omy) yieq yym (AN “Z:8) [9ad pue dind

“le jo seled) e9E 6V ol wooy uoloeIIXd palsSISSe-punosel)n 10 Jajem—|joueylg palp-9zaal4
(M 021 ‘ZHY 62)
(eozoz alnjesadwa) (se0ho omy) yieq yym paas
“le 1o seled) AN ol wooy uoljoel}xa pajsisse-punoselyn 10 (/A “Z:Q) Jorem—|oueylg palp-azaai
(%0 - epnyiidwe
(erzoz ‘e ‘M 0SZ ‘ZHM 0Z) @qo.d ypm
Jo sanbupoy) qvG°0 Gz (0174 uonoeIIXd PajsISSe-punosed)|n GZ0 191 A paas pue |98d
(%0t - apnyjdwe
(arzoz “1e ‘M 0SZ ‘ZHM 02) @qoid ypum
] mm:m_.:uow_v nN@.o Ol (0)4 uoljoel)xa pajsisse-punoseld]n Gz o0 J2]epN Q_:n_
AQNNON ..\m w‘_sﬁm._OQEm: uoljoelixs
] >®_._®Ucm>>v nrN.O 0¢ wo0oy pajsisse-ialllls o_umcmm_\/_ 10 |oueyiaw %001 Q_Dn_
dind
(agzoz “1e (zZH 0%) Yreq yum pue ‘pass ‘|oad
}o sojueg sop) 6’181 09 0 uonoelIxe pajsisse-punosesin 20 loueyya (M/m) %08 paLp-9z99.4
(%G29
— J9yem payIpIoe pue ‘%G,z
(vzoz — |ouey}d ‘%G - ploe DI0UE}0)
..\m ]o NUGDV QN.V.O.V g (*rd uoljoel}xe pajlsisse-Xallo/) 00 SJUBA|OS ._m_joo_oEm._Q:w o__jn_
@,
(,-6 ,.3vo Bw) A B)
spunodwod (urw) (9,) onel
9IUB.I3}J9Yy Jljousyd awl | w.._:wﬁ._wngw._. poyjaw uoljoex3y pijos JUBA|OS m_QEmw

eleAn woJj spunodwod oljouayd jJo uonoesixe ay) bunebiisaAul SaIpnis U0 MaIASI 8Injela)i — g dlgel

19l



"JusjeAlinba pioe 2lje9), "siseq }om & UO passaldxe ale sanjej, ‘siseq AIp e uo passaidxs aie sanjep.

(vioz “re
}9 MniuIWen)
(6L0Z ‘1€
Jo ellozuebg)
(6L0Z ‘18

Jo eazuebg)

(6L0Z ‘1B
Jo ellozuebsg)

29l

q6G°0

q/9°0

q0€°¢

q€EY

09
sAep

uanas
shep

usnesg
sAep

usneg

aineladwa)

wooy

pajesabliay

pajelabuay

pajesabloy

uoljoelxa
pajsisse-laxiw Aiejoy
uonoesxa
pinbi|-pijos pajesablijey
uolnoenxs
pInbil-pijos pajessbiyey
uoloelxa
pinbi|-pijos pajesabljey
(M 0zl ZHY §2)

GZ0 |oueyjlaw anjosqy eleAn Jo 8aind
10 Jojen dind
1’0 |oueyl3 dind
10 loueyle (WM) %0. dind



163

Some studies achieved high phenolic content. For instance, dos Santos et al. (2023)
obtained 181.9 mg GAE g' DMB from lyophilised uvaia residue using ultrasound-
assisted extraction, while Farias et al. (2020a) attained 237.44 mg GAE g"' DMB from
lyophilised seeds. These findings inform the optimisation of extraction processes for
uvaia residues, enhancing the value of this raw material through incorporation into
unbound or encapsulated forms, films, and coatings.

The process of extracting bioactive compounds from uvaia is depicted in Fig. 1.

Plant material
s Ascorbic acid D | s Peel
. — ' ity © 5
o Carotenoids ([-caratene, [3- - 5 A
cryptoxanthin, a-carotene, lutein, B'OdCt'VEd ; separation. [\ e Pulp
zeaxanthin...) SOl % =
» Phenolic compounds (gallic acid, ; ,x - — - Seed
quercetin, myricetin, kaempferol, Timiatruit - [;_j :
rutin, chlorogenic acid, caffeic acid...) i Purée (whole fruit)

Extraction of phenolic
compounds from uvaia

/il i
-y # Ry H R . ﬁ
Vortex-assisted Ultrasound-assisted Ultrasound-assisted i~ Ethanol (variable concentrations)
extraction extraction with bath extraction with probe | |

g -+ Methanol

i Supramolecular solvents ‘u 'l M

pu IR "I

Magnetic stirrer- Refrigerated Rotary mixer-
assisted extraction solid-liquid extraction assisted extraction

Health Microbial Lipid oxidation- Preservation of
benefits inhibition reduction sensory characteristics

Fig. 1 Extraction of bioactive compounds from uvaia: plant material, extraction methods, and solvents
(Agreement number: FQ26YTK6D1).

6. Conservation and processing methods of uvaia: opportunities in the food
industry

The revelation of the nutritional composition and phytochemical content of uvaia fruit
fractions has aroused researchers' interest in fruit preservation and processing (Fig.
2).
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6.1 Uvaia fruit conservation and processing

Scalon et al. (2004) carried out initial efforts to extend the shelf life of the fruits,
evaluating different packaging and storage temperatures. Laminated polyvinyl
chloride packaging and plastic packaging with an ethylene absorber mitigated mass
loss, thus preserving marketable quality for up to 4 days at 30 °C and 12 days under
refrigeration.

In another study, Gomes et al. (2022) investigated the impact of ethanol pre-
treatment during convective drying of uvaia (seedless fruit pieces). Samples were
pre-treated with 99.8% v/v ethanol for 10 and 20 minutes, followed by drying at 40
and 60 °C with an air velocity of 1 m/s. They observed reductions in phenolic
compounds (16% to 34%) and antioxidant capacity (13% to 45%) attributed to
compound degradation and potential extraction by ethanol. The resulting dehydrated
uvaia can be directly consumed or utilised in food products, such as cereal bars,

granola, and cookies (Gomes et al., 2022).

6.2 Uvaia pulp conservation and processing

Branco et al. (2016) studied the influence of different formulations on the drying
characteristics and quality of uvaia pulp powder obtained via foam drying at 60 and
70 °C. Higher temperatures reduced drying time and increased effective diffusivity,
although uvaia powder obtained at 70 °C exhibited diminished bioactive compounds
compared to fresh pulp.

In an attempt to preserve fruits through cold storage, Macedo et al. (2022) compared
the stability of uvaia pulp under two freezing methods—static air and forced air—over
12 months. Forced air freezing demonstrated superior preservation of pulp colour,
pH, carotenoids, phenolics, and antioxidant capacity—however, prolonged frozen
storage led to alterations in phenolic and volatile compound composition.

Beyond its proven benefits in fresh consumption and juices, uvaia incorporation in
foods offers promising results. In the early stages of this investigation, Giarola et al.
(2015) developed a light uvaia sherbet fortified with iron (9 to 15 mg 100 g*).
Sucrose was replaced by sucralose (66-94%), reducing the caloric value by more
than 25%. The sherbets showed high acceptability, stability, and resistance to
thawing. Following this line, Giarola et al. (2019) developed iron-fortified uvaia diet

sherbet by incorporating golden flaxseed meals, reducing glycemic load and ice
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crystal sizes. Moreover, adding flaxseed meal at 1-2% (w/w) improved rheological,
thermal, and microstructural properties.

Bianchini et al. (2020) observed that adding pasteurised uvaia pulp to lactose-free
yoghurt elevated fructose content and enhanced total phenolic compounds,
carotenoids, and antioxidant activity, enhancing sensory acceptance. Similarly,
Tomaz et al. (2019) found that incorporating 20-30% uvaia pulp into orange nectar
significantly increased levels of ascorbic acid and phenolic compounds, with a
notable improvement in microbiological stability observed with a 30% pulp addition.
Justino et al. (2021) formulated uvaia-based nectars exclusively, with 30-50% pulp.
As the concentration increased, the acidity and ascorbic acid content increased
proportionally. Formulations containing 40% and 50% pulp showed higher
concentrations of bioactive compounds. Leveraging the fruit's acidic nature,
Wanderley et al. (2023) surveyed consumer interest in fruit vinegar, including uvaia,
indicating potential beyond traditional varieties.

Ferreira et al. (2024) developed low-alcohol uvaia wine using enzyme and ultrasound
treatments pre-fermentation. The wine treated with pectinase and ultrasound showed
high levels of malic acid, phenolic compounds, and antioxidant activity. Further within
the realm of beverages, Wanderley et al. (2022a) investigated the addition of uvaia
pulp on the profile of organic acids during mead fermentation, observing increases in
malic, lactic, and succinic acids. The meads reached peak yeast activity within three

days, whereas the control took seven days.

6.3 Uvaia residue conservation and processing

Valorising uvaia residues has become a significant focus of research. Studies on
uvaia residues for hard sugar-coated confections aim to substitute synthetic dyes
with the yellowish-brown colour of dried by-products. de Avelar et al. (2019)
emphasised the sustainability and cost-effectiveness of using these by-products as
natural colourants, enriching products with antioxidants, vitamins, and minerals while
enhancing texture. Guedes et al. (2021) identified uvaia seeds as a novel starch
source, suggesting applications in various food products, including puddings, soups,
cakes, sauces, sausages, candies, films, and medicine capsules. The starch of uvaia
and other Brazilian fruits was used to create hydrogels, three-dimensional networks
that absorb and retain water (dos Santos et al., 2023a). These hydrogels have

properties influenced by starch gelatinisation and retrogradation behaviours,
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impacting potential food industry applications, such as fat substitutes, delivery
systems and encapsulants (Nath et al., 2023).

Ramos et al. (2017) investigated the drying process of uvaia by-products, noting a 3-
21% reduction in total phenolic content in the dried products. However, the authors
propose that these by-products can serve as stable ingredients in formulations,
particularly in bakery and confectionery products. dos Santos et al. (2023)
investigated the antimicrobial potential of uvaia bagasse extracts and their effects on
the physicochemical and mechanical properties of starch-based films derived from
bean residues. The mechanical properties of the films remained largely unaffected by
the uvaia extract. Antioxidant release from the films was observed after 1 hour, with a
further increase after 24 hours, sustained for up to 48 hours. Films with antimicrobial
and antioxidant properties are crucial for extending the shelf life of ready-to-eat foods
and meeting the growing demand for sustainable food packaging materials. Fig. 3

illustrates the potential applications of uvaia in food.

Yoghurts
Beverages (juices, i Uvaia powders (cereal bars,
meads, wines, beers, ‘f’ o granolas, cookies, bakery
liqueurs...) N A products...)

Nectars and Sherbets and ice
jams creams
Hydr%ge_ls (fat Uvaia starches
sul dsnﬁutes, (soups, cakes,
. t?a m\;&r}; sauces, sausages,

Candies ‘a J‘ St Vinegars

Natural dyes

Fig. 3 Potential applications of uvaia in food. Created with BioRender.com (Agreement number:
KD26RPXBOD).
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7. Future perspectives and challenges

Research primarily focuses on analysing uvaia to understand its sensory attributes,
nutrition, phytochemicals, and potential health benefits. However, its short shelf life of
1 to 4 days and limited availability due to seasonal harvests hinder widespread
consumption (da Silva et al., 2018a; Freitas et al., 2019). Thus, exploring
preservation methods is vital. Alternative techniques such as freeze-drying and spray
drying may minimise bioactive compound loss, while further research on foam layer
drying and formulation improvement is recommended to preserve these compounds
better. Long-term storage effects need examination to ensure food quality.

Limited information exists on uvaia processing techniques, underscoring the need for
method development and new product exploration beyond traditional items like
yoghurt and nectar. Incorporating uvaia into various formulations presents a
challenge in preserving its bioactive compounds. Research is required to understand
the physiological impact of consuming uvaia and explore its other functional
properties beyond antioxidants.

Studying stability, sensory acceptability, and consumer preferences is essential for
large-scale commercialisation. Exploring the utilisation of uvaia residues, including
peel and seeds, in various applications, such as natural dyes, functional ingredients,
or sources of bioactive compounds, can reduce waste and enhance sustainability in
the food chain. While some research exists on bioactive compound extraction using
ultrasound, alternative techniques warrant exploration, considering economic and
safety factors. Establishing safe dosages is needed for food applications.
Disseminating uvaia's potential in the food industry is crucial for its commercial
viability. Building bridges between the scientific community and the industry can

promote its incorporation into various food products, enhancing market presence.

8. Conclusion

This review offers a comprehensive overview of uvaia, covering its chemical
composition, biological activities, and recent advancements in food science
applications. Uvaia, known for its rich nutritional profile and diverse bioactive
compounds such as ascorbic acid, carotenoids, and phenolics, delivers antioxidant
and antimicrobial benefits. Research has shown that incorporating uvaia pulp into

products like yoghurt, nectar, and ice cream enhances their nutritional value, sensory
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appeal, and shelf life. Furthermore, exploring uvaia by-products presents
opportunities to reduce waste and promote sustainability.

Despite the remarkable findings, there are still limitations in exploring the resources
of uvaia. It is crucial to foster collaboration between the scientific community and food
manufacturers to achieve commercial viability and establish uvaia's presence in the
market. Persisting in research in these domains is essential to unlock the full

potential of uvaia as a valuable fruit for the food industry.
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Abstract: This study investigated the structure, dynamics, and research trends in
extracting phenolic compounds from the genera Eugenia, Myrciaria, and Plinia.
Descriptive analyses and scientific mapping were conducted. A temporal distribution
analysis of scientific articles from Scopus and Web of Science revealed a publication
growth from 2010 to 2024. This growth can be attributed to the increasing demand
for natural products and the recognized health benefits of phenolic compounds. The
unequal distribution of author productivity, according to Lotka's Law, highlighted
some prolific authors. Brazil leads in scientific production, emphasizing species such
as Eugenia uniflora and Plinia cauliflora. Non-traditional extraction methods, such as
supercritical and ultrasound-assisted extraction, gained prominence, promoting
sustainable practices. Keyword co-occurrence analysis revealed eight thematic
clusters, covering antioxidant and antimicrobial properties to process optimization
and chemical characterization. Key authors and institutions were identified,
emphasizing the importance of collaboration for advancing research.

Keywords: Trend analysis; Network analysis; Bioactive compounds; Myrtaceae;
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1. Introduction

The Myrtaceae family, encompassing approximately 121 genera and 5800 species of
perennial trees and shrubs (D. d P. Farias et al., 2020), is a significant source of
phenolic compounds renowned for their bioactive properties (Antonelo et al., 2023;
Pereira et al., 2022; Soares et al., 2024; Taver et al., 2022). These secondary
metabolites, found in fruits and various plant parts, act as defense mechanisms
against environmental stresses (Donado-Pestana et al., 2018). ¢ exhibiting diverse
phytochemical roles associated with aliphatic or aromatic rings (Lama-Muhoz &
Contreras, 2022).

Among the Myrtaceae genera, Eugenia, Myrciaria, and Plinia stand out for their
diverse phenolic compounds with significant biological potential (D. d P. Farias et al.,
2020; Gasparotto Junior et al., 2019; Pereira et al., 2022). Eugenia, with over 1200
species in tropical and subtropical regions (WFO, 2024), holds particular economic
and pharmaceutical importance, providing natural antioxidants highly valued in the
food, cosmetic, and pharmaceutical industries (A. P. G. da Silva et al., 2022; de
Araujo et al., 2019; Sardi et al., 2017). These species exhibit a spectrum of
pharmacological activities including antioxidant (A. P. G. da Silva et al., 2019;
Dacoreggio et al., 2024; Noguera et al., 2024), antihypertensive (Figueira et al.,
2021), anti-inflammatory (Noguera et al., 2024), hypothermic (Amorim et al., 2009),
antimicrobial (Dalmagro et al., 2023; A. M. de Souza et al., 2018; Raphaelli et al.,
2024), and antifungal effects (D. d P. Farias et al., 2020; Sardi et al., 2017).
Myrciaria comprises approximately 34 species (WFO, 2024), with an extensive
occurrence throughout the South and Central Americas, especially in Brazil (Pereira
et al., 2022). These species are notable for their phenolic compounds, such as
tannins, phenolic acids, and flavonoids (Pereira et al., 2022), which demonstrate
various metabolic activities. These activities include antioxidant (Antonelo et al.,
2023), anti-inflammatory (dos Santos de Moraes et al., 2023; Fidelis et al., 2020),
antimicrobial (Fidelis et al., 2020), antihyperglycemic (Noguera et al., 2024),
anticancer (Noguera et al., 2024), antitumor (Ferreira et al., 2024), antiparasitic (do
Carmo et al., 2020), and insecticidal properties (Tietbohl et al., 2020).

Plinia encompasses around 80 species, with Plinia cauliflora being one of the most
prominent (WFO, 2024). This species, found in alluvial areas and open forests
across Brazil, Argentina, and Paraguay (Gasparotto Junior et al., 2019), has

garnered global attention for its significant phytochemical composition and potential
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in food product innovation (l. de A. A. Fernandes et al., 2022; Inada et al., 2021; I. de
M. Silva et al., 2023). Its main chemical constituents, including depsides, flavonoids,
and tannins, contribute to its antioxidant properties and other beneficial health effects
(Gasparotto Junior et al., 2019). Recent research has increasingly focused on the
extraction of phenolic compounds from natural sources like Plinia cauliflora, exploring
alternative extraction methods and solvents (Bueno et al., 2024; F. A. N. Fernandes
et al., 2020; Klein, Johann, et al., 2021; Peixoto Araujo et al., 2021; L. M. Rodrigues
et al., 2020). These studies aim to incorporate phenolic compounds in various food
products, including meat, fish, and vegetables (Saber et al., 2023), leveraging their
health benefits and roles in food technology (Amarowicz & Pegg, 2019). These
compounds are particularly valued for their antimicrobial and antioxidant properties,
inhibiting pathogenic microorganisms' growth and lipid oxidation and function as
natural pigments (Saber et al., 2023). For instance, Souza et al. (2023) developed
hydroalcoholic extracts from Eugenia brasiliensis leaves to preserve fresh tomatoes.
Lorenzo et al. (2018) researched Eugenia uniflora leaf extracts' effect on pork burger
quality and shelf life in modified atmospheres, proposing it as a natural substitute for
synthetic antioxidants. Additionally, Dallabona et al. (2020) encapsulated jabuticaba
and propolis extracts in alginate spheres as natural colorants for food and beverages.
Despite these advancements, comprehensive reviews on phenolic compound
extraction from Eugenia, Myrciaria, and Plinia species are scarce. Saber et al. (2023)
underscored the significance of the Myrtaceae family in extracting bioactive
compounds using advanced technologies for application in food, pharmaceutical, and
related industries. Moreover, da Rosa et al. (2022) conducted a bibliometric analysis
on Plinia cauliflora, identifying sustainable production opportunities for bioactive
compounds from its byproducts. Nevertheless, these reviews do not quantitatively
assess the scientific production related to phenolic compounds in the Eugenia,
Myrciaria, and Plinia genera. Recognizing this gap, the use of scientometric analysis,
which uses quantitative and statistical methods (Y. Liu & He, 2023), can offer
researchers a comprehensive overview of the science production, identifying
opportunities for research and collaboration. This approach is essential for guiding
strategic decisions in Research and Development, identifying emerging technological
trends, evaluating scientific and technological performance, and efficiently allocating

resources in the industry (X. Liu et al., 2016).
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In this context, this study aimed to analyze the structure, dynamics, and research
trends from scientific publications with the extraction of phenolic compounds from the
genera Eugenia, Myrciaria, and Plinia species. The research investigated the
temporal evolution of scientific production in this area, identifying periods of higher
and lower research activity, the most prolific authors, and their temporal production
dynamics. Additionally, it sought to identify the studies with the most significant
impact on the scientific community, map the relationships between authors,
keywords, and journals, and highlight areas of research concentration and relevant
scientific sources. Analyses of recurring keywords and co-occurrence networks were
conducted to reveal emerging themes, topics of interest, and promising research
directions. Finally, the study aimed to elucidate researchers' interactions, identify
collaboration networks, and recognize institutions and countries contributing

significantly to advancing knowledge in this field.

2. Material and Methods

2.1 Database Search and Scientific Article Selection

Scientific articles were collected on April 21, 2024, from the multidisciplinary
databases Scopus (https://www.scopus.com/) and Web of Science Core Collection
(https://www.webofscience.com/). The search strategy employed was: "extraction
AND (phenolic OR polyphenols OR bioactive) AND (Eugenia OR Myrciaria OR
Plinia)," limited to the field of "title, abstract, and keywords," without temporal
constraints. Only peer-reviewed scientific journals were considered, while technical
reports, conference abstracts, reviews, books, and book chapters were excluded to
ensure the inclusion of complete, peer-reviewed studies without redundancy.
Initially, a preliminary screening was conducted by manually assessing article titles
and abstracts to remove duplicates and papers outside the research scope. This
involved excluding studies involving species not belonging to the genera Eugenia,
Myrciaria, or Plinia, such as Eugenia aromatica from the genus Syzygium.
Subsequently, articles were evaluated against specific criteria. Studies on solvent
efficacy, extraction methods, conditions, variables, equipment parameters,
optimization, modeling, and in silico solvent selection were included. Exclusion
criteria comprised studies focusing on other compound classes, such as carotenoids,

pectin, DNA, and seed oil. Articles primarily addressing biological activities or



compound quantification using high-performance liquid chromatography were

omitted.

The final dataset consisted of 69 publications, exported as complete database

records. The entire process of article identification, screening, and inclusion is

illustrated in the flowchart from Fig. 01.
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Fig. 1 Flow diagram adapted from PRISMA (2020) (Page et al., 2022) for identification, screening, and

inclusion of articles for scientometric analysis.

2.2 Scientometric Analysis

Descriptive analyses and scientific mapping were conducted using the Bibliometrix

4.1.3 package (Aria & Cuccurullo, 2017) within the R software environment version

3.4.1 (R Development Core Team, 2023). The analysis included determining annual

growth rates of publications, temporal distribution (2010-2024), author count, single-

authored publications, average co-authors per document, and international

collaborations. The authors' productivity congruence with Lotka's Law was assessed

(Lotka, 1926). The top 10 authors' productivity dynamics (2010-2024) and the ten
most cited documents were examined. A Sankey Diagram visually elucidated the

scientific community's structure, integrating top authors, keywords, and journals
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(Schmidt, 2008). The top 10 journals with the highest publication frequency were also
determined, alongside evaluating journal productivity data compliance with Bradford's
Law of Scatter (Bradford, 1934). A word cloud showcased the 20 most recurrent
keywords (appearing at least twice in the documents). Before analysis, a list of
synonyms was incorporated into the software to group similar terms under a single
concept, such as "jabuticaba skin" and "jabuticaba peel," and "anthocyanins" and
"anthocyanin.". Finally, the most relevant affiliations and countries responsible for
scientific production were identified. The classification of research areas related to
the extraction of phenolic compounds from species of the genera Eugenia, Myrciaria,
and Plinia was conducted using analytical methods available within the Scopus
database.

The VOSViewer software was employed to generate two types of maps: one
depicting keyword co-occurrence and another illustrating co-authorship networks. To
enhance semantic clarity, a predefined list of synonyms was integrated into the
software, consolidating similar terms into unified concepts. Default settings were
applied for both analyses, with a minimum threshold of two occurrences required for
keywords. Additionally, the software utilized the synonym list to ensure consistent
identification of authors across publications, employing default parameters and

including authors with at least one publication in the analyses.

3. Results and Discussion

3.1 Temporal Trends in Publication and Authorship

This study aimed to map scientific production regarding phenolic compound
extraction from genera Eugenia, Myrciaria, and Plinia plants. Out of 266 studies
screened, 69 met the inclusion criteria (Appendix A). The research in the field dates
back to 2010 with the first publication being: "Extraction of antioxidant compounds
from jabuticaba (Myrciaria cauliflora) skins: yield, composition, and economic
evaluation" in the Journal of Food Engineering (Santos et al., 2010). This study
investigated ultrasonic pretreatment before solvent extraction for phenolic compound
retrieval. Recent studies emphasize eco-friendly alternatives to conventional solvents
and methods (Albuquerque et al., 2023; Bueno et al., 2024; Ueda et al., 2024).

The temporal distribution analysis (Fig. 2a) reveals significant fluctuations, with an
annual growth rate of 5.08%. Particularly, 2020 and 2023 had the highest publication

counts, each with 12 articles, while no publications were recorded in 2013. These
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fluctuations may be attributed to diverse factors, including financial resource
variations, advances in related fields, discovery of new applications, and research
methodology improvements. It should be noted that the lowest production value
observed in 2024 cannot be directly compared due to data representing only four

months of the year.
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Fig. 2 a) Annual number of publications from 2010 to 2024 (until 04/21/2024). b) Author's productivity
through Lotka’s Law.

The recent increase in publications can be attributed to several factors. For instance,
the growing global demand for natural products is driving research into phenolic
compounds from nature. Consumers are changing their dietary habits, preferring
natural ingredients over synthetic additives to enhance food attributes like shelf life,
color, and flavor (Phytochemicals Market, 2023). The global phytochemicals market
saw significant growth, with an Annual Compound Growth Rate of approximately
8.5% in 2023, reaching a commercial value of around US$ 7 million (Phytochemicals
Market, 2023). Another factor is the growing amount of evidence demonstrating the
beneficial properties of phenolic compounds, leading to renewed interest in their
extraction and analysis. Both in vitro and in vivo studies have highlighted the health
benefits associated with diets rich in phenolic compounds, which are strongly linked
to reducing the risk of chronic diseases (Li et al., 2023). Particularly within the
Myrtaceae family, there has been a notable increase in the number of articles
indexed in the Scopus database documenting the biological activities of species
belonging to this family in recent years, with a significant peak observed in the graph

from 2019 onwards (Fig.1a). This suddenly increasing in publications is also
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attributable to a growing consciousness surrounding biodiversity conservation,
propelled by the sustainable utilization of plant resources. Researchers in Food
Engineering have developed innovative methods for efficiently extracting phenolic
compounds from plant sources (da Rosa et al., 2022; F. O. Farias et al., 2023; L. M.
Rodrigues et al., 2021; Sezer Okur & Okur, 2024; Ueda et al., 2022). These methods
not only enhance compound yield and purity but also prioritize environmentally
friendly extraction processes, such as employing green solvents and minimizing
energy consumption. Concurrently, there is a growing focus on recovering phenolic
compounds from food waste to alleviate both environmental and economic impacts,
thereby recognizing these wastes as valuable sources of bioactive compounds
(Albuquerque et al., 2023; Chang et al., 2022; Nirmal et al., 2023; Paludo et al.,
2019; L. M. Rodrigues et al., 2021).

Identifying key authors in these studies is crucial for understanding the primary
contributors in the field. Among the 338 authors analyzed, none had a single
authorship on a document. On average, each document featured six co-authors, with
roughly 23.19% of collaborations being international. Evaluating authors' productivity
(Fig. 2b) reveals an uneven distribution, consistent with Lotka's Law (Lotka, 1926),
which indicates that a small number of authors produce the maijority of publications
while most contribute minimally.

The majority of authors (275, or 81.8%) authored only one document. A smaller
group (33) contributed to two papers, about 9.8%. Additionally, 18 authors
contributed to three documents, comprising approximately 5.4% of the cohort. A
minority subset contributed to four (9 authors, roughly 2.7%) and five (1 author, about
0.3%) documents.

The researchers Santos D.T., Veggi P.C., and Meireles M.A.A. were pioneers in
investigating the extraction of phenolic compounds from the Plinia genus. Meireles
M.A.A''s current scientific production remains prominent in this area. Among the ten
most prolific authors identified (Fig. 3), Madroga G.S. published five articles between
2020 and 2023. The average citations per year indicate the ongoing relevance of the
authors' work. For instance, Meireles M.A.A., Granato D., and Furtado M. have

higher average citations per year (13.8, 19.2, and 19.2, respectively).
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Fig. 3 10 top authors' production (number of publications) over time (2010-2024). The line represents
the author's timeline production, and the circle size is proportional to the number of articles. The color
intensity is proportional to the average number of citations in the corresponding year (the sum of the
average of each article).

Assessing the author’s relevance, productivity, and impact is essential as it provides
insights into their contributions, guides decisions on collaboration and funding, and
evaluates their position in the scientific community. Table 1 lists the most globally
cited documents on phenolic compound extraction from the mentioned species. The
article by Santos et al. (2012) leads with 180 citations, followed by Rodrigues et al.
(2015) with 155, both with consistent citations over the years. Considering the time
since publication, Benvenutti et al. (2020) has the highest index (14.40
citations/year), followed by Machado et al. (2017) with 13.75 citations/year, indicating
a significant initial impact of these articles. Journal of Food Engineering (impact
factor 5.5) and The Journal of Supercritical Fluids (impact factor 3.9) have the most
publications, indicating their relevance to the field. This suggests that both journals
are more adherent to research on compound extraction from the Myrtaceae family
and, therefore, could be a good choice for authors in the field. The analysis of the
most cited articles underscores the importance of research and development in
extracting bioactive compounds from agro-industrial residues through efficient and

economically viable methods.
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Table 1 — Most globally cited documents.

Authors Journal DOI Total TC
Citations  per
Year*

(Santos et J. Food 10.1016/j.jfoodeng.2011.08.022 180 13,85
al., 2012) Eng.

(S. Ind. Crop. 10.1016/j.indcrop.2015.02.059 155 15,50
Rodrigues et Prod.
al., 2015)

(Santos et J. Food 10.1016/j.jfoodeng.2010.06.005 123 8,20
al., 2010) Eng.

(Machado et Food 10.1016/j.foodchem.2017.03.060 110 13,75
al., 2017) Chem.

(Haminiuk et J. Food 10.1007/s13197-012-0759-z 108 9,82
al., 2014) Sci.
Technol.
(Martinez- J. 10.1016/j.supflu.2010.09.001 88 6,29
Correaetal.,, Supercrit.
2011) Fluids
(Vieitez et J. 10.1016/j.supflu.2017.09.025 82 11,71
al., 2018) Supercrit.
Fluids
(Benvenutti  J. Mol. Liq. 10.1016/j.molliq.2020.113761 72 14,40
et al., 2020)
(Garmus et J. 10.1016/j.supflu.2013.11.014 71 6,45
al., 2014) Supercrit.
Fluids
(Rocha et al.,, Rev. Bras. 10.1590/S0100- 65 4,64
2011) Frutic. 29452011000400021

* Indicates how many citations, on average, documents have received each year since their
publication.

3.2 Trends in Journals and Researches

Fig. 4 illustrates the connections among the top 10 authors, keywords, and journals
in the study of phenolic compound extraction from species of the genera Eugenia,
Myrciaria, and Plinia (Fig. 4). This visualization helps one understand the field's
structure and trends and identify collaborations and experts (Schmidt, 2008).
Analyzing interactions between keywords and journals reveals leading dissemination
platforms within each subfield, aiding researchers in selecting where to conduct and
publish their research. For instance, keyword analysis can indicate specific areas of
interest and specialization. As expected, leading authors commonly focus on

keywords such as "phenolic compounds," "antioxidants," "antioxidant activity," and
"bioactive compounds," indicating the intrinsic relationship between phenolic

compounds and their antioxidant and bioactive properties.
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(DE), and journals (SO) fromthe papers dataset.

The broader term "bioactive compounds" associated with authors Ferreira M., Farias
F.O., Igarash-Mafra L., Mafra M.R., Da Costa S.C., Madrona G.S., and Meireles
M.A.A., encompasses not only phenolic compounds, but also several other
biologically active compounds, including carotenoids. This may suggest that these
authors address extracting a broader range of compounds beyond phenolic. Articles
with this approach have been published in journals such as the Journal of
Supercritical Fluids, Food Research International, Food Science and Technology,
and Foods.

The term "anthocyanins," referring to a specific subset of phenolic compounds known
for their antioxidative properties (Machado et al., 2017), has sparked increasing
interest in research (Fig. 4 ). Researches in this area are mainly associated with
Meireles M.A.A. and it has been documented in the journals Food Engineering, Food
Research International, Food Science and Technology, Journal of Food Science and
Technology, Foods, and Food Chemistry.

Two species were identified as the most studied and explored within the dataset. The
first one, "Plinia cauliflora", suggests a growing interest in this fruit rich in
anthocyanins, with studies also associated with the researcher Meireles M.A.A. and
published in the Journal of Food Engineering, Food Science and Technology, Journal

of Food Science and Technology, and Foods. The second one, "Eugenia uniflora"



186

attracts attention, particularly associated with Oliveira A.L.D. and Ferreira M., whose

research is published in the Journal of Supercritical Fluids, Food Analytical Methods,

and Food Chemistry.

Extraction techniques are represented by "Supercritical extraction" and "ultrasound-

assisted extraction" keywords (Fig. 4). Novel methods have emerged to diminish

organic solvents and operational time and enhance extract yield and quality (Klein,

Carvalho, et al., 2021). Ultrasonic extraction is effective for unstable compounds like

phenolics (L. M. Rodrigues et al., 2021), utilizing cavitation to disrupt cells and

improve extraction efficiency compounds (Abbasi-Parizad et al., 2022; Naik et al.,

2021). Food Science and Technology, Foods, and Food Chemistry are key resources

on this topic, linked to author Madrona G.S. Supercritical fluid extraction is safe due

to its non-flammable, non-toxic solvents (Klein, Carvalho, et al., 2021). Its efficacy is

due to solvent properties: nearly liquid density, high solubility, low viscosity, and high

diffusivity (Klein et al., 2018). The Journal of Supercritical Extraction is a key
publication in this field. Among the top 10 authors, only Oliveira A.L.D and Ferreira
M. stand out in the supercritical extraction.

Bradford's Law of Scattering (Bradford, 1934) was employed to examine the

distribution of scientific literature among journals. This method guides identifying key

journals, aiding research focus and literature acquisition for comprehensive
coverage. This law posits that a small group of scientific journals contains the
majority of relevant articles on a topic, followed by a more significant number of
secondary journals with a proportional amount of articles (Patra et al., 2006). By
categorizing journals into three groups, each representing roughly one-third of all
articles, the number of journals in each group will be proportional to 1:n:n2.

Three journal zones emerged: Zone 1, with nine journals and 24 articles; Zone 2,
with 20 journals and 23 articles; and Zone 3, with 22 journals and 22 articles
(Appendix B). Although a significant concentration in a small group of journals in
Zone 1 was observed, the data did not precisely conform to Bradford's law, as the
distribution of journals among these zones was less uneven than predicted by the
law. Non-conformity with Bradford's law may be attributed to the interdisciplinary
nature of research on phenolic compounds, with different subfields finding
prominence in specific journals. An analysis of the Scopus database revealed the

involvement of multiple areas in studies on the extraction of phenolic compounds

from species of the genera Eugenia, Myrciaria, and Plinia, including Agricultural and
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Biological Sciences (30.8%), Chemistry (19.6%), Chemical Engineering (10.5%),
Biochemistry (6.3%), Pharmacology (4.9%), Engineering (4.2%), Physics and
Astronomy (4.2%), Environmental Sciences (3.5%), Immunology and Microbiology
(3.5%), Multidisciplinary (2.8%), and others (9.8%). Additionally, a relatively restricted
number of journals (51) was considered. A broader sample could result in a
distribution more congruent with Bradford's Law. Despite the deviation, Bradford's
Law is a valuable tool for identifying relevant journals. Zone 1, with its high
concentration of articles, is a good starting point for research and publications on the
topic. The journals that are part of this zone are Food Chemistry (5 articles), Journal
of Supercritical Fluids (4 articles), Journal of Food Science and Technology (3
articles), Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (2 articles), Food Analytical
Methods (2 articles), Food Research International (2 articles), Food Science and
Technology (2 articles), Foods (2 articles), Journal of Food Engineering (2 articles)

and Journal of Food Science (2 articles).

3.3 Scientific Field Structure

The scientific structure of the field was revealed throughout the word cloud and
keyword network (Fig. 5).

The word cloud revealed the 20 most common keywords in phenolic compound
extraction from Eugenia, Myrciaria, and Plinia species (Fig. 5a). This visual
representation forms a conceptual map, highlighting the main themes in the field and
offering insights for future research. Some terms highlight specific focuses, while the
absence of others suggests a lack of research and scientific areas for further studies.
Studies primarily focus on extracting "bioactive compounds" (11 occurrences) and
"phenolic compounds" (24 occurrences) from these genera. Keywords like
"antioxidants" (11 occurrences) and "antioxidant activity" (8 occurrences) underscore
the significance of these terms, indicating the potential of these compounds in food,
nutraceutical, and pharmaceutical applications due to their antioxidant properties.
Additionally, the prominent presence of "Eugenia pyriformis" (uvaia) (4 occurrences),
"Eugenia uniflora" (pitanga) (8 occurrences), "Myrciaria dubia" (camu-camu) (3
occurrences), and “Plinia cauliflora” (jabuticaba) (10 occurrences) indicates the focus
on these species as promising sources of phenolic compounds. This may be
attributed to several factors, such as the availability of plant material, prior knowledge

of the compounds present in these four species, and promising results from previous
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studies. However, the absence of other species in the word analysis suggests the
need to explore the broader diversity of these genera. Each species may offer a
unique profile of phenolic compounds with distinct biological activities. Furthermore,
sustainable exploration of plant biodiversity plays a fundamental role in promoting

socioeconomic development and environmental conservation.
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Fig. 5 a) Word cloud of 20 most frequent keywords appearing at least twice in documents, using
Bibliometrix. b) The co-occurrence network of the 43 most frequent keywords. Each node represents a
keyword, and the thickness between nodes represents the strength of the relationship between
keywords, determined by the frequency they appeared together in publications.

Regarding phenolic compounds, the emphasis on "anthocyanins" (9 occurrences),
"cyanidin-3-glucoside" (3 occurrences), and "ellagic acid" (4 occurrences) highlights a

focus on these bioactive compounds or their prevalence in the extracts.
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Anthocyanins are valued for food coloring and potential health benefits (Bueno et al.,
2024), with diverse biological activities, including anti-inflammatory, anticancer,
antimutagenic, and antiviral properties (Paludo et al., 2019). Cyanidin-3-glucoside, an
abundant anthocyanin, exhibits antimicrobial, cardioprotective, and hepatoprotective
effects (Zhao et al., 2020) and is often used as a reference standard to measure a
sample's total anthocyanins. Ellagic acid shows promise in treating chronic
inflammatory diseases (Resende et al., 2023). Studies demonstrate its effectiveness
in protecting against diabetic nephropathy (AlTamimi et al., 2021), preventing
arrhythmias, and regulating post-myocardial infarction lipid profile in rats (Kannan &
Quine, 2013), as well as antiviral activity in HPV cervical intraepithelial neoplasia (Le
Donne et al., 2017). This suggests a significant interest in the therapeutic potential of
these compounds.

Interest in the antimicrobial applications of phenolic compounds is evidenced by
terms such as "antimicrobial activity" (5 occurrences) and "antibacterial activity" (3
occurrences). Exploring phytochemicals with antimicrobial activity opens new
perspectives for developing functional foods, natural preservatives, and new
packaging. The prevalence of techniques such as "supercritical extraction" (6
occurrences) and "ultrasound-assisted extraction" (6 occurrences), already
mentioned, denotes a leaning towards non-traditional methods in the extraction of
phenolic compounds. Adopting these more ecological approaches assists in
mitigating the environmental impact in the food, pharmaceutical, and nutraceutical
industries.

In the realm of sustainable extraction practices, "jabuticaba peel" (3 occurrences)
(jabuticaba - the common name of P. cauliflora) and "natural deep eutectic solvents"
(3 occurrences) stand out. Utilizing jabuticaba peel as a phenolic source suggests
efforts to minimize food industry waste disposal and loss. Meanwhile, natural deep
eutectic solvents offer eco-friendly alternatives to conventional solvents, promising
biodegradability, renewability, and biocompatibility (O. A. Souza et al., 2022). These
solvents consist of a hydrogen bond acceptor (HBA) associated with a hydrogen
bond donor (HBD) (Benvenutti et al., 2020).

In addition, the identification of the terms "optimization" (5 occurrences) and
"mixture design" (3 occurrences) indicates the application of statistical methods to
improve extraction efficiency. Optimization is the key to refining knowledge and

optimizing the process of extracting phenolic compounds, adjusting various variables
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such as time, temperature, and material concentrations to maximize extraction
efficiency (Bezerra et al., 2020). Different plant materials may necessitate specific
processing parameters for optimal yields (Albuquerque et al., 2023). Mixture design
planning is essential to maximize the extractive efficiency of solvent systems (de
Almeida et al., 2023).

Moreover, the VOSviewer software was used to generate a co-occurrence network
map of author keywords to better understand and highlight the areas of research
concentration in the field. A total of 186 author keywords were identified, composing
the network in which each node in the map represents a keyword, sized by its
frequency in the documents. Edges between nodes denote relationships, with
thickness indicating co-occurrence frequency. Keywords are grouped into eight
clusters based on interconnection and co-occurrence patterns Fig. 5b. This analysis
offered insights into the thematic structure of phenolic compound extraction from
plant parts of genera Eugenia, Myrciaria, and Plinia, showcasing diverse themes and
approaches.

Cluster 1 (pink) includes nine nodes with 32 occurrences. It focuses on the
antibacterial, antimicrobial, and antioxidant properties of phenolic compounds
extracted from Brazilian fruits. Research in this cluster is concentrated on green
solvents, such as natural deep eutectic solvents, which enable more sustainable
extractions.

Cluster 2 (dark yellow) consists of 7 nodes, totaling 21 occurrences, and is
predominantly associated with the genus Myrciaria, particularly Myrciaria dubia. Also
noteworthy is the inclusion of "jabuticaba peel" (previously classified as belonging to
the genus Myrciaria and updated into the Plinia), highlighting the interest in valorizing
agro-industrial residues for obtaining relevant compounds. This grouping emphasizes
optimizing extraction processes, employing ultrasound-assisted and response
surface methodology methods to recover phenolic compounds and their potential
application in functional foods.

Cluster 3 (dark green) consists of 6 nodes and 20 occurrences. This grouping is
dedicated to extracting, quantifying, and evaluating the antioxidant activity of phenolic
compounds, such as flavonoids, focusing on Eugenia pyriformis. Analytical
techniques such as High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Ultra-
High-Performance Liquid Chromatography (UHPLC) characterize the phenolic

compounds obtained.
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Cluster 4 (bright green) consists of five nodes and 17 occurrences. This group
addresses plant biomass as a source of phenolic compounds. Agro-industrial by-
products are employed as biomass in fermentation for the production of biofuels and
bioenergy, with biomass hydrolysis into sugars being an essential process to
promote microbial degradation during fermentation and increase product yield
(Barroso, da Rosa, et al., 2022; Barroso, Sganzerla, et al., 2022). In this context,
techniques are employed to simultaneously carry out hydrolysis and biomass
extraction, aiming to recover sugars, organic acids, and anthocyanins from fruit by-
products in a circular economy model (Barroso, da Rosa, et al., 2022; Barroso,
Sganzerla, et al., 2022).

Cluster 5 (dark blue) consists of five nodes, totaling 42 occurrences, and is centered
on optimizing the extraction of phenolic compounds from the Eugenia uniflora. For
this purpose, experimental design and mixture planning methods are employed to
maximize the efficiency of the extraction process. This strategic approach allows for
the systematic evaluation of various factors and their interactions, ultimately leading
to improved yield and quality of the extracted phenolic compounds.

Cluster 6 (dark plum) encompasses five nodes and 26 occurrences. It emphasizes
sustainable extraction techniques like ultrasound and pressurized liquid extraction
and economic considerations in extract production, particularly anthocyanins in Plinia
cauliflora.

Cluster 7 (orange), characterized by fewer connections, includes only three nodes
and nine occurrences, focusing on the chemical profile of species, particularly ellagic
acid and other phenolic compounds like delphinidin-3-glucoside and cyanidin-3-
glucoside. Finally, cluster 8 (red) consists of 3 nodes and records 19 occurrences.
Supercritical extraction is addressed as a technique for obtaining bioactive

compounds, emphasizing studying their chemical profiles.

3.3 Collaboration Networks

The scientific community and the relationship between authors revealed them
grouped into eight clusters based on collaborative interactions, each representing
authors who frequently collaborate, possibly in specific and similar research areas
(Fig. 6a). It is recognized that co-authorship networks are relevant for understanding
and mapping scientific production (Jaramillo et al., 2023). Some of the initially

considered 338 authors showed limited connections and were excluded, focusing on
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81 representative authors, forming the largest collaborative network. Nodes
represent authors, sized by their publication count, and edge thickness indicates

collaboration frequency.
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Fig. 6 a) The structure map of the authors” collaboration network. b) Mapping of Collaboration
Network between Authors and Isolated Research Communities.

Cluster 1 (pink) is the largest in terms of authors, composed of 14 authors with
moderate connections (average of 5.6 per author). Most of these authors have
recently published around 2020-2021. Meireles M.A.A. is the most prominent author,
with four articles and 352 citations, standing out in the research field. Santos D.T.
has the highest average citations per article (115), indicating the quality of their
research. Authors from this Cluster produced the most cited document in the area
(Santos et al., 2012). Authors in Cluster 2 (burnt yellow) have considerable
connections (average of 17.3 per author) and published on average in 2020,
demonstrating high collaboration among them. Cluster 3 (dark green) has fewer
connections (an average of 4.8 per author) and was published in 2014-2015. Oliveira
A.L.D. stands out with four articles, 198 citations, and 16 connections, evidencing its
prominence.

Authors in Cluster 4 (bright green) have moderate to high connections (average of
6.6) and considerable citations. Cabral F.A. stands out with three articles and 167
citations.

Cluster 5 (blue) also shows high collaboration (average of 14.7 per author), with
Sant'ana A.S. and Granato D. standing out with four articles and 127 citations. This

cluster's average publication period is from 2016 to 2019. Cluster 6 (dark plum)
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consists mainly of authors with moderate connections (average of 5 per author) and
recent publications (2019-2021), with relatively low citations.

In Cluster 7 (orange), authors have moderate connections, with exceptions having
more connections. They published, on average, in 2019-2020. Eberlin M.N. has more
works (3) and connections (22).

Cluster 8 (red), with the smallest number of authors, has many connections and
publications on average in 2020. Azevedo L. and Furtado M.M. have three articles,
21 connections, and 96 citations.

Some authors, such as Eberlin M.N., Granato D., and Sant'ana A.S., promote
interdisciplinary collaboration and knowledge transfer between clusters, essential for
high-quality, innovative research. Despite the challenges, the benefits of this
collaboration are clear and should be encouraged by academic and research
institutions.

A second analysis considered authors outside the central collaboration axis,
encompassing 338 authors in documents and considering temporality (Fig. 6b).
Smaller communities of isolated researchers and solo authors were identified,
highlighting the challenge of intergroup collaboration in the area. Additionally, some
smaller collaboration networks were observed, producing more recent research
compared to the central collaboration axis, detaching as prominent authors in the
area the author's Madrona G.S., da Costa S.C., and Farias F.O. These smaller
communities tend to be more active and produce recent research in comparion to
others authors, in part due to less bureaucracy and more efficient communication
among their members, which facilitates decision-making and accelerates both
research and publication processes. Moreover, it is important to highlight that the first
publication in the field was in 2010, therefore the area is being explored and arising
recently. This also can justify the high number of isolated small research groups (Fig.
6b). Integrating these groups into an expanded collaborative network can enrich
research quality with diverse expertise and perspectives. A broader network would
also facilitate sharing resources, including specialized equipment, databases, and
funding, empowering researchers' joint efforts to generate significant discoveries and
increase research visibility.

Analysis of most relevant affiliations reveals that research on phenolic compound
extraction from Eugenia, Myrciaria, and Plinia genera is primarily led by the following

institutions: State University of Campinas (Brazil), followed by the State University of
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Maringa (Brazil), University of Sdo Paulo (Brazil), State University of Ponta Grossa
(Brazil), and Sao Paulo State University (Brazil), with other institutions contributing on
a smaller scale.

Brazil stands out as a leader in scientific production regarding the extraction of
phenolic compounds from Eugenia, Myrciaria, and Plinia genera, with approximately
75% of all publications. This leadership aligns with the vast biodiversity of these
species in its territory. In contrast, countries such as France, Finland, Portugal,
Spain, and Colombia have a more modest scientific production in this domain,
possibly attributable to the lower diversity of these species in their habitats, more
restricted investment in research in this specific field, and prioritization of other areas
of study. Countries like India, Indonesia, Ireland, and Malaysia also report at least
one scientific contribution, suggesting a global interest in extracting phenolic
compounds from these plant genera. This interest may be explained by the
increasing awareness of the health benefits associated with such compounds and

the growing interest in natural sources of them.

8. Conclusion

The study sought to investigate the temporal evolution of scientific production in this
area, identifying periods of higher and lower research activity, the most prolific
authors, and their temporal production dynamics. Additionally, efforts were made to
identify the studies with the most significant impact on the scientific community, map
the relationships between authors, keywords, and journals, and highlight areas of
research concentration and relevant scientific sources

The study provided the structure, dynamics, and research trends in extracting
phenolic compounds from the genera Eugenia, Myrciaria, and Plinia through a
scientometric approach. The growth of publications, particularly in recent years, was
attributed to the increasing global demand for natural products and the health
benefits of phenolic compounds. The research in the field focused on specific
species such as Eugenia pyriformis, Eugenia uniflora, Myrciaria dubia, and Plinia
cauliflora, as well as non-traditional extraction methods like supercritical and
ultrasound-assisted extraction, with an emphasis on sustainability and the use of
eco-friendly solvents.

The scientometric analysis highlighted Brazil as a leader in scientific production in

this field, underscoring the importance of collaboration among authors to enhance
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the quality and impact of research. Despite the recent emergence of studies on
phenolic compound extraction from these genera, the exploration of species within
each genus remains limited, considering the diverse range of species available in the
Myrtaceae family. It is recommended that future studies broaden their scope to
encompass a greater variety of species within this botanical family.

These insights provide a solid foundation for future investigations and practical

applications in extracting phenolic compounds from these plant genera.
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