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RESUMO - Objetivou-se quantificar a extracdo dos compostos fendlicos e atividade antioxidante variando a
concentragdo do extrato e o tamanho de particula das folhas de Eugenia uniflora. Para tal, foram realizadas
concentragdes de 5, 10, 15 e 20% m/v, e tamanhos de particula de 600, 420 e 250 um. O extrato foi preparado pela
infusdo das folhas a 90+2 °C durante 10 minutos. A quantificacdo dos fendlicos e do potencial antioxidante foram
realizadas pelos métodos espectrofotométricos de Folin-Ciocalteau e redutor férrico FRAP. Para os fendlicos, a maior
concentracdo destes compostos foi obtida na condi¢do de menor tamanho de particula e menor concentracdo de massa
(45,35 mg EAG/g), em contraste com o extrato de 15% e maior tamanho de particula (12,19 mg EAG/g). O potencial
antioxidante apresentou comportamento similiar, com maior resultado na menor concentra¢do e no menor tamanho de
particula (194,53 pumol Trolox/g), enquanto o menor valor foi no ensaio de 15% e 600 pm (50,97 umol Trolox/g). A
extragdo aquosa do extrato € dependente de diversas varidveis, como o tipo de solvente utilizado, tempo e temperatura
de extracgdo, e € atrelado a transferéncia de massa, princialmente na etapa de difusdo do soluto para o solvente. A menor
concentragdo de massa e 0 menor tamanho de particula favorecem a maior extragdo dos compostos de interesse pois
ocorre reducdo na distancia de difusdo entre o soluto e solvente e aumenta o gradiente de concentracdo. Assim, essas
condi¢Bes sdo considerados as melhores para obter a maior concentracdo dos compostos fendlicos e atividade
antioxidante no extrato das folhas de pitanga.
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1 INTRODUCAO

A pitanga ou pitangueira (Eugenia uniflora L.) é uma arvore frutifera nativa do Brasil mas pode ser encontrada
em diversas regies, como Caribe, Estados Unidos, Franga e em alguns paises asiaticos devido a sua alta adaptabilidade
as diferentes condigdes climaticas e de solo. As suas caracteristicas fisico-quimicas podem alterar-se dependendo do
local de cultivo, como tamanho da arvore, frutas e concentracdo de compostos bioativos (FRANZON, 2013; GARMUS
etal., 2014). As frutas possuem diferentes coloraces de acordo com o grau de maturacdo, variando desde o amarelo até
o roxo (RAMALHO et al., 2019). Em raz&o do alto rendimento de polpa, de 66 a 88%, esse fruto desperta interesse da
inddstria de alimentos para producdo de produtos com valor agregado. Por possuir um sabor exético intenso, &cido e
doce, agrada o paladar do consumidor e oferece propriedades funcionais (LIRA et al., 2007).

Tanto a fruta quanto as folhas sdo ricas em carotendides, antocianinas, taninos, flavondides, entre outros
compostos fendlicos que possuem propriedades antioxidantes, antibacterianas, antiflngicas e anti-inflamatorias
(OGUNWANDE et al., 2005; COSTA et al., 2010; SOBEH et al., 2019). Assim, tem atraido pesquisas devido aos
beneficios para a salde humana que essa planta pode promover. Os antioxidantes possuem um papel importante no
corpo ao combater os radicais livres por inibicdo de reagOes oxidativas, como a peroxidagdo lipidica (MARTINEZ-
CORREA et al., 2011; DENARDIN et al., 2015).

A pitanga é uma matéria-prima que possibilita 0 uso no campo medicinal e alimenticio. A infusdo das folhas é
usada para tratamento de febres, inflamacgdes, dores reumaticas e como agente redutor da glicose no sangue na medicina
popular (AMORIM et al., 2009) e ha estudos que a utilizaram como um aditivo antioxidante em carnes (VARGAS et
al., 2016; LORENZO et al., 2018). Os antioxidantes possuem baixa estabilidade, assim, para aplicagdo em matrizes
alimentares, é necessario estudar as melhores condigdes de processamento sem diminuir ou perder 0s compostos
bioativos. Uma das alternativas é otimizar a extra¢do, na qual o tamanho de particula das folhas pode interferir assim
como a concentragdo do extrato.

O objetivo do presente trabalho foi quantificar a extragdo dos compostos fenolicos e atividade antioxidante ao
variar a concentragdo do extrato e o tamanho de particula das folhas de E. uniflora.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Materia-prima

As folhas in natura da pitanga foram secas em estufa a 45+2 °C por 24 horas e moidas em moinho refrigerado.
Apbs, separou-se por peneiras as folhas moidas em trés tamanhos de particula, de 600, 420 e 250 pm (28, 35 e 60
mesh). As amostras foram entdo acondicionadas em embalagens fechadas a vacuo e armazenadas na temperatura de -
18+2 °C.

2.2 Preparo do extrato aquoso

A partir das folhas trituradas foi realizada infusdo com agua a 90+2 °C por 10 minutos de acordo com Dos
Santos (2019), com modifica¢des. Foram produzidos extratos aquosos em diferentes concentragfes, onde pesou-se 5,
10, 15 e 20 g de folhas de cada tamanho de particula para 100 mL de agua e entdo realizada infusdo com as folhas. O
extrato foi filtrado em filtro de nylon com auxilio de uma bomba de vacuo.

2.3 Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado utilizando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
segundo metodologia de Correia et al. (2004), com modificacBes de Sousa e Correia (2012). Em tubos de ensaio foram
adicionados 1 mL de amostra, 1 mL de etanol 95%, 5 mL de &gua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 50%
(v/v). Os tubos foram agitados em vortex por 30 segundos e apés adicionado 1 mL da solugdo de carbonato de sodio
(Na,CO3) 5% e agitados por mais 3 segundos. Os tubos foram deixados em repouso na auséncia de luz por 60 minutos.
A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 765 nm. Os resultados estdo
apresentados em mg equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg EAG/g) de acordo com uma curva padrao
de Trolox previamente construida.

2.4 Atividade antioxidante

Para quantificacdo da atividade antioxidante dos extratos, foi utilizado o potencial antioxidante redutor férrico
(FRAP) realizado de acordo com Benzie e Strain (1996) com modificacGes de Arnous et. al (2002). Uma aliquota de
200 pL de amostra foi adicionada ao tubo juntamente com 200 pL de solucéo de cloreto férrico 3 mM. Os tubos foram
deixados em repouso durante 30 min em banho-maria a 37+2 °C. Em seguida, foi adicionado 3600 pL da solugdo TPTZ
e deixado em ambiente escuro durante 10 min. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 620 nm. A
quantificagcdo foi feita com base em uma curva padrdo de Trolox e os resultados expressos em pmol Trolox/g de
amostra.

2.5 Tratamento dos dados

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdo de médias de Tukey, a 95% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela | apresenta a quantificagdo dos compostos fendlicos dos extratos.

Tabela I. Teor de compostos fendlicos totais do extrato de pitanga em diferentes tamanhos de particula e concentragGes
Concentracéo (%)

Tamanho de
particula (um) S 10 15 20
600 24,38+2,86*™ 17,91+2,40% 12,19+1,43? 13,43+1,80°
420 25,28+4,66 38,18+0,74" 12,64+2,33? 28,64+0,56
250 45,35+5 414 45,63+1,24¢ 22,682 71 34,22+0,93°

Valores seguidos de letras iguais na linha ndo apresentam diferenca significativa entre si num intervalo de confianca de 95% pelo
teste de Tukey. (médiatdesvio padrdo). *Resultados expressos em mg EAG/g.

A extracdo mais eficaz observa-se na concentracdo de 5% (45,35 mg EAG/g) e 10% (45,63 mg EAG/g) no
menor tamanho de particula. De acordo com a analise estatistica, as duas amostras ndo possuem diferenca significativa
entre si (p>0,05), sendo favoravel utilizar a amostra de 5% devido a utilizagdo de uma menor quantidade de matéria-
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prima. Ja no tamanho de particula de 600 um, o extrato com 5% obteve a maior quantificacdo de fenolicos (245
EAG/g) e, no tamanho intermediario, o extrato com concentragdo de 10% possuiu 0 melhor resultado (38,18™
EAG/g).

A eficiéncia na extracdo dos fendlicos depende de muitos fatores, como temperatura, polaridade do solvente,
tempo, entre outras (MURAKAMI et al., 2011). Nesse estudo, a extracdo aquosa foi utilizada para extracdo dos
compostos bioativos, a qual é baseada na difusdo da dgua na matriz sélida e os compostos fenolicos sdo extraidos de
dentro das células para a dgua disponivel por solubilizacdo (BALLARD et al., 2010; BALYAN et al., 2019). Isso pode
ser explicado porque a concentracdo dos compostos presentes nos tecidos vegetais mantém um equilibrio com a
concentragdo dissolvida na agua e esse equilibrio é determinado por um coeficiente de parti¢do, ou seja, quanto maior
for seu valor, maior sera a solubilizagdo do componente no solvente utlizado. Ademais, sdo diferentes varidveis que
influenciam na extracdo, como o tipo de solvente utilizado, o componente de interesse a ser extraido e a temperatura. A
extracdo também depende da rapidez com que o composto atingira o equilibrio no liquido, contudo, um fator limitante
de taxa é atrelado a transferéncia de massa, princialmente na etapa de difusdo do soluto para o solvente
(GERTENBACH, 2002; PINELO et al., 2006).

J& foi muito explorado a influéncia de diferentes tipos de solventes para extragdo dos fendlicos e a dgua é
observada como um bom solvente por possuir afinidade com esses compostos (KUMAR et al., 2012; SOUSA et al.,
2016; BALYAN et al., 2019). Ainda, quando se objetiva estudar a disponibilidade dos bioativos para consumo humano,
é imprensindivel de que se utilize um solvente ndo quimico e seguro para ingestdo. No presente trabalho, seguiu-se a
metodologia aplicada por Dos Santos (2019), que estudou as variaveis de tempo e temperatura na extracdo de
compostos fenolicos das folhas da erva-mate (llex paraguariensis). A autora obteve altos valores de concentracdo de
compostos fendlicos utilizando a &gua como solvente extrator.

Pode-se considerar que a taxa de extracdo aumenta com o aumento do coeficiente de difusdo ou pela reducédo
do tamanho de particula. Menores tamanhos de particula reduzem a distancia de difusdo entre o soluto e solvente e
aumentam o gradiente de concentracdo, que consequentemente aumenta a taxa de extracdo (CACACE; MAZZA, 2003).
Rajha et al. (2014) obtiveram maior extra¢do de fendlicos de subprodutros oriundos da uva com menores tamanhos de
particula, assim como os resultados encontrados nesse trabalho.

Além do menor tamanho de particula, deve-se observar que as amostras com a menor concentragdo possuiram
a maior quantificacio de compostos fendlicos. E possivel que, como havia uma menor quantidade de massa, 0s
compostos fendlicos ficaram mais disponiveis para serem lixiviados para 0 meio aquoso €, como consequéncia, foram
mais extraidos. Outra hipotese é de que pode ter ocorrido a saturagdo da amostra nos outros ensaios, ndo ocorrendo mais
a extracdo dos fendlicos. Em estudo de Cacace e Mazza (2003), os autores verificaram que ocorreu maior extracdo dos
compostos fendlicos na amostra com maior propor¢do de solvente para soluto, ou seja, com a menor concentracdo de
soluto. Esse resultado corrobora com os encontrados nesse trabalho, onde a maior extragdo foi observada nas menores
concentracdes de amostra (5% e 10%). Dos Santos et al. (2020) utlizaram uma concentra¢do de 3% na preparacao do
extrato de llex paraguariensis e obtiveram em torno de 200 mg EAG/g de compostos fendlicos.

O potencial antioxidante dos extratos esta apresentado na Tabela I1.

Tabela Il. Potencial antioxidante do extrato de pitanga em diferentes tamanhos de particula e concentra¢Ges
Concentracéo (%)

Tamanho de
particula (um) 5 10 15 20
600 101,94+4 43*% 84,52+2 97¢ 50,97+2,22° 63,39+2,22°
420 157,50+2,03" 139,53+3,02¢ 78,75+1,01° 104,65+2,27¢
250 194,53+2,32! 165,57+2,24! 97,27+1,68° 124,17+1,68"

Valores seguidos de letras iguais na linha ndo apresentam diferenga significativa entre si num intervalo de confianga de 95% pelo
teste de Tukey. (média + desvio padrdo). *Resultados expressos em pmol Trolox/g.

A concentracdo de 5% obteve os maiores resultados para todos os tamanhos de particula, sendo que o de 250
pum apresentou a maior quantificacdo (194,53 umol Trolox/g), seguindo 0 mesmo comportamento dos compostos
fendlicos. A relacdo entre fendlicos e atividade antioxidante em matrizes vegetais ja foi explorada por outros autores
(BARBI, 2016; VARGAS, 2019). E importante ressaltar que o potencial antioxidante de extratos fen6licos dependem
da estrutura quimica dos compostos presentes, 0s quais podem apresentar interagdes sinergéticas que tem influéncia no
perfil antioxidante (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Da mesma forma que os compostos fendlicos, a extragio
dos antioxidantes também dependem das condi¢es do processo na extracdo liquido-solido, como o solvente utlizado,
temperatura e tempo (PINELO et al., 2006). Em estudo de Garmus et al. (2014), no qual foi comparado a extracdo de
antioxidantes da pitanga por trés solventes diferentes (agua, etanol e CO, supercritico), o solvente que possiblitou a
maior extracdo de antioxidantes foi o etanol. Entretanto, como objetiva-se utilizar posteriormente esse extrato para
enriquecimento de produtos alimenticios, o uso de etanol como solvente ndo é recomendado pois ndo representa a
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extracdo real dos antioxidantes quando forem aplicados. Wang et al. (2019) aplicaram o extrato de alecrim
produto de carne fortificado com 6mega 3 e verificaram que o uso dos antioxidantes e polifenois dessa matriz po
reduzir a peroxidacdo lipidica e prolongar a vida Util no armazenamento.

4 CONCLUSAO

A condicdo experimental que possuiu maior quantificacdo tanto de compostos fendlicos quanto de potencial
antioxidante foi a concentracdo de 5% e tamanho de particula de 250 pm. Esse resultado demonstra que uma maior
concentragdo nem sempre representa uma maior extracdo de bioativos. Aumentar a area de contato da amostra com o
solvente promoveu, como esperado, a maior quantificacdo dos compostos de interesse, sendo esta a condicdo eficiente
para otimizar a extracdo dos compostos antioxidantes das folhas da pitanga.
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