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RESUMO
A Campomanesia adamantium também conhecida como guavira, € uma espécie

da familia Myrtaceae, nativa do Cerrado brasileiro que cresce naturalmente em
solos pobres. As partes raiz, caule e folhas da planta sdo empregadas no
tratamento de diversas patologias, algumas com comprovacéo cientifica. Porém
ainda sdo escassos 0s estudos com a casca e a semente do fruto que séo
descartados ap0s o consumo da polpa. Neste contexto se estudou o extrato
vegetal e 0 6leo essencial da casca e da semente do fruto de guavira em relacéo
ao uso de solventes, métodos de extracdo, composicdo quimica, compostos
fendlicos, atividade antioxidante e atividade bioldgica. A producéo dos extratos
vegetais foi realizada com sete solventes: agua destilada, metanol 50%, etanol
70%, metanol 50%:acetona 70%, acetona 70%, n-hexano e acetato de etila. O
etanol 70%, metanol 50% e o n-hexano foram os solventes mais eficientes no
rendimento da extracdo. O extrato vegetal apresentou rendimento maior na
semente (36 a 49%) com excecdo da extracdo com agua, seguido pela fracédo
casca. Entre os métodos de extracdo, hidrodestilacdo e extracdo supercritica, o
processo supercritico foi mais eficaz na obtencdo do extrato global, porém a
separacdo do Oleo volatii foi maior na hidrodestilacdo. Observou-se
predominédncia de componentes apolares na extracdo por solventes, com
excecdo do extrato aquoso. Os componentes majoritarios identificados nos 6leos
essenciais da casca e da semente foram o Limoneno, Thujopseno e
Biciclogermacreno. O método e o tempo de extracdo foram fatores
determinantes na composicdo quimica do Oleo essencial. Os resultados
mostraram que a variagao entre 0s varios solventes para a obtencéo dos extratos
foi amplo, nomeadamente, para os polifendis (156,25 a 3198 mg GAE.100g*
amostra), flavonoides (26,65 a 844 mg QUE. 100g' amostra) e taninos
condensados (184,70 a 4712,63 mg CAT. 100g* amostra). A percentagem de
inibicdo radicalar frente ao DPPH" variou de 20,04 a 86, 54%, e o efeito de
captura radicalar de ABTS"* foi de 15,16 a 178,43 g trolox.g™* extrato. Para os
Oleos essenciais extraidos por hidrodestilacéo pelo periodo de 3 h, a atividade
antioxidante frente ao DPPH foi de 3,13+0,78 mg amostra.mL* de DPPH e
7,12+0,06 mg amostra.mL* de DPPH para a casca e semente, respectivamente.
Ja para o ABTS obteve-se 2,75+0,78 ug trolox.g™* para a casca e 1,52+0,28 ug
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trolox.g! para a semente. Ensaios biolégicos pela técnica de microdiluicdo
mostraram acdo bacteriostatica para Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes dos extratos hexanico da casca e o acetato de etila da semente.
Inibico de Klebsiela sp. foi observada no 6leo essencial da casca extraido por
hidrodestilacao.

Palavras-chave: guavira; hidrodestilagdo; extracdo supercritica; perfil volatil;
atividade antimicrobiana.



ABSTRACT
Campomanesia adamantium, also known as guavira, is a species of the family

Myrtaceae, native to the Brazilian Cerrado that grows naturally in poor soils. The
root, stem and leaf parts of the plant are used in the treatment of several
pathologies, some with scientific proof. However, there are still few studies with
the peel and the seed of the fruit that are discarded after the consumption of the
pulp. In this context the vegetal extract and the essential oil of the bark and seed
of the guavira fruit were studied in relation to the use of solvents, extraction
methods, chemical composition, phenolic compounds, antioxidant activity and
biological activity. The extracts were produced with seven solvents: distilled
water, 50% methanol, 70% ethanol, 50% methanol: 70% acetone, 70% acetone,
n-hexane and ethyl acetate. Ethanol 70%, methanol 50% and n-hexane were the
most efficient solvents in extraction yield. The plant extract presented higher yield
in the seed (36 to 49%), except for the extraction with water, followed by the bark
fraction. Among the methods of extraction, hydrodistillation and supercritical
extraction, the supercritical process was more efficient in obtaining the global
extract, but the separation of the volatile oil was greater in hydrodistillation. Apolar
components predominated in solvent extraction, with the exception of the
agueous extract. The major components identified in the essential oils of bark
and seed were Limonene, Thujopsene and Bicyclogermacrene. The method and
time of extraction were determinant factors in the chemical composition of the
essential oil. The results showed that the variation among the various solvents to
obtain the extracts was broad, namely, for polyphenols (156.25 to 3198 mg
GAE.100g* sample), flavonoids (26.65 to 844 mg QUE. 100g* sample) and
condensed tannins (184.70 to 4712.63 mg CAT.100g* sample). The percentage
of radical inhibition against DPPHe ranged from 20.04 to 86.54%, and the radical
capture effect of ABTS*+ was 15.16 to 178.43 ug trolox.g! extract. For the
essential oils extracted by hydrodistillation for 3 h, the antioxidant activity against
DPPHe+ was 3.13 + 0.78 mg sample.mL* of DPPH and 7.12 + 0.06 mg sample.
mL of DPPH for bark and seed, respectively. For ABTS, 2.75 + 0.78 ug trolox.
g! was obtained for the bark and 1.52 + 0.28 ug trolox.g™ for the seed. Biological
assays by the microdilution technique showed bacteriostatic action for

Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes from the hexane extracts



of the bark and the ethyl acetate of the seed. Inhibition of Klebsiela sp. was
observed in the essential oil of the bark extracted by hydrodistillation.
Keywords: guavira; Hydrodistillation; Supercritical extraction; Volatile profile;

antimicrobian activity.
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1. INTRODUCAO

A Campomanesia sp (Myrtaceae) também conhecida como gabiroba,
guabiroba, guavira ou guariroba € uma planta nativa do Brasil e abundante no
Cerrado e na Mata Atlantica (RAMOS; CARDOSO; YAMAMOTO, 2007). Seus
frutos sdo comestiveis com polpa de sabor e aroma agradaveis e normalmente
consumida na forma de sucos, gelados comestiveis, entre outros. Porém, o
residuo do processamento da polpa atualmente ndo apresenta nenhuma
aplicacéo industrial. Embora véarios estudos mostrem o potencial das partes da
planta para tratar inflamacdes e reumatismo (FERREIRA et al., 2013), Glceras
(MARKMAM; BACCHI; KATO, 2004), hipercolesterolemia (BIAVATTI et al.,
2004), diarreia, doencas renais (PIVA, 2002) e apresentarem atividade
antibacteriana (PAVAN et al., 2009) e antiproliferativa (PASCOAL et al., 2014),
Sao raras as pesquisas realizadas para o aproveitamento da casca e da semente
dos frutos a fim de investigar o uso alimentar, atividades biologicas ou auxiliar na
conservacao de espécies e garantir a viabilidade de producéo.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no inicio da
década de 1990, a utilizacdo de plantas para fins medicinais, para tratamentos,
cura e prevencao de doencas era consumida por 65-80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento. Ao longo dos tempos plantas medicinais vém sendo
estudadas para comprovar esta acdo medicinal (JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005)

As plantas apresentam uma variedade de metabdlitos secundarios como
terpenoides, alcaloides e flavonoides que possuem propriedades funcionais.
Assim, o0s extratos e Oleos essenciais de plantas aroméaticas e medicinais
ganham cada vez mais espaco tanto do ponto de vista industrial quanto
artesanal, favorecidos pelos aromas e principios ativos que permitem a
elaboracdo de novos produtos para uso medicinal, alimenticio ou cosmético. Na
industria alimenticia atuam como antioxidantes e antibacterianos, além de
reproduzir o sabor e odor da planta utilizada.

Os extratos e 0leos volateis podem ser extraidos a partir de caules, flores,

frutos e raizes por diferentes métodos, tais como hidrodestilacdo, destilacdo a
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vapor, extragcao por solventes organicos, extracdo com fluido supercritico, entre
outros (SANTOS et al., 2004; CASSEL et al., 2009).

O método de extracdo e a composicdo natural da planta sdo fatores
determinantes na quantidade de compostos quimicos extraidos. A
hidrodestilacdo € a técnica de extracdo mais empregada em pequena escala,
porém o aquecimento do material pode alterar a composicdo final do 6leo
extraido (SANTOS et al.,, 2004). O uso de solventes organicos também é
empregado para extrair componentes quimicos, principalmente aqueles que
possuem caracteristicas apolares. Atualmente fluidos supercriticos compdem o
método mais eficiente na extracdo de aromas naturais e ndo somente do 6leo
volatil, além de ser considerada como tecnologia limpa por fornecer produtos
totalmente livres de residuos de qualquer natureza. Para a industria de
alimentos, o solvente mais empregado na extracdo supercritica € o dioxido de
carbono por ser atoxico, inerte, ndo ser inflamavel, ter moderada pressao e baixa
temperatura (MEIRELES, 2006).

Os fendis sado divididos em trés grupos: acidos fendlicos, flavonoides e
taninos. Por sua vez, os acidos fendlicos se subdividem em dois grupos: acidos
hidroxibenzoicos (4cido gélico e acido vanilico) e hidroxinAmicos (acido cafeico,
acido ferulico e acido cumarinico). Os flavonoides incluem compostos como
flavondis, flavonas, catequinas, isoflavonas e antocianidinas, e o0s taninos
incluem os ésteres de acido galico (HAIDA et al., 2011).

Muitos estudos realizados com a Campomanesia sp. visam apenas a
andlise do potencial antioxidante das folhas, sendo raros os trabalhos publicados
sobre a semente e a casca (COUTINHO et al., 2010; KATAOKA;CARDOSO,
2013; SILVA;CARSOSO;RA-POPPI, 2009; FERREIRA et al., 2013; COUTINHO
et al., 2009). Recentemente Gida e Marcini Filho (2006) mostraram a presenca
de compostos fendlicos nos frutos da guavira e estes compostos tem recebido
muita atencdo nos ultimos anos.

Portanto, as possibilidades de obtencdo de extratos vegetais e Oleo
essencial (O.E.) a partir das partes ndo comestiveis do fruto podem favorecer ao

aumento do valor agregado e ao uso das plantas de forma sustentavel.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Obter extratos vegetais e 0leos essenciais da casca e da semente de
Campomanesia adamantium, determinar a composi¢cdo quimica e avaliar a

atividade antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter extratos da casca e da semente de guavira com diferentes
solventes;
o Extrair 6leo essencial da casca e da semente do fruto da guavira por

hidrodestilacéo e por extracdo supercritica;

o Determinar os constituintes quimicos dos extratos vegetais e dos 0Oleos
essenciais;
o Determinar compostos fendlicos, flavonoides, taninos e atividade radicalar

dos extratos vegetais e dos 6leos essenciais;
o Realizar ensaios biolégicos para avaliar a atividade antimicrobiana dos

extratos vegetais e dos 0leos essenciais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FAMILIA MYRTACEAE

As Myrtaceaes sao frequentemente reconhecidas como plantas
aromaticas, apresentando casca escamosa, folhas inteiras e puntiformes. Uma
de suas principais caracteristicas é a producdo de Oleos volateis também
chamados de 6leos essenciais, constituidos por uma mistura complexa de
substancias voléateis, lipofilicas e geralmente odoriferas, que possuem
viscosidade semelhante a dos 6leos fixos (SIMOES; SPITZER, 2001).

Muitas espécies sdo exploradas economicamente devido as suas funcées
medicinais, outras sao cultivadas com finalidade de producdo de frutos
comestiveis (Eugenia uniflora L.), fonte de madeira e lenha (Eucalyptus),
extracdo de 6leos essenciais (Eugenia caryophyllata Thumb) e, ornamental pela
aparéncia de algumas espécies (SINGH; BAGHOTIA; GOEL, 2012).

3.2 GUAVIRA (Campomanesia adamantium)

A Campomanesia sp (Myrtaceae) também conhecida como gabiroba,
guabiroba, guabiroba-do-campo ou guariroba (Figura 1), nativa do Brasil &
abundante no Cerrado e na Mata Atlantica (RAMOS; CARDOSO; YAMAMOTO,
2007). A Campomanesia adamantium cresce naturalmente em solos pobres de
nutrientes (VALILLO et al., 2006a).

Trabalhos cientificos mostram que partes da planta (caules, folhas e
raizes) sao utilizadas na medicina popular para tratar inflamacées e reumatismo
et al., 2013; RAMOS; CARDOSO; YAMAMOTO, 2007). O efeito das folhas foi
verificado para o tratamento de diarreia e doencas renais (PIVA, 2002), atividade
antiulcerogénica (MARKMAM; BACCHI; KATO, 2004), anticolesterolémica
(BIAVATTI et al., 2004), antibacteriana (PAVAN et al., 2009) e antiproliferativa
(PASCOAL et al., 2014).
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Figura 1 Campomanesia adamantium.

Fonte: O autor, 2014

O fruto é comestivel e apresenta alto valor nutricional e terapéutico devido
aos teores de ferro, potassio, foésforo, magnésio (VALLILO et al., 2006a),
vitamina C (OLIVEIRA et al., 2014a; BREDA, SANJINEZ-ARGANDONA;
CORREIA, 2012), componentes fendlicos (ALVES et al., 2013), fibras
alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos (a-pineno, limoneno e B-(z)
ocimeno), estes Ultimos presentes em maior quantidade no 6leo essencial dos
frutos sendo responsaveis pelo aroma citrico (VALLILO et al., 2006a). Breda,
Sanjinez-Argandofia e Correia (2012) estudaram o aproveitamento da polpa na
forma de p6 pelo processo foam mat e Oliveira et al. (2014a) por atomizacao,
obtendo retencéo de vitamina C, o que mostra potencial para uso industrial na
forma de suco em pd. Diversos trabalhos cientificos contemporaneos tém
respaldado o uso popular da folha e do fruto da Campomanesia sp. (FERREIRA
et al., 2013; PASCOAL et al., 2014; CARDOSO et al., 2010), por isso o estudo

do 6leo essencial e de extratos da casca e semente mostra-se promissor.

3.3 EXTRATOS VEGETAIS
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Em extratos das folhas de C. adamantium, C. xanthocarpa, C. pubescens
foram identificadas quercetina, miricetina e rutina (PAVAN et al., 2009),
atribuindo-se a estas acéo anti-inflamatoéria (FERREIRA et al., 2013).

Folha de C. xanthocarpa, quando encapsulada em p6, reduz o colesterol
LDL (Low density lipoprotein) no sangue e diminui 0 estresse oxidativo em
processos inflamatdérios em individuos com hipercolesterolemia (VIECILI et al.,
2014).

Em estudo realizado com flavonoide chalcona isolada do extrato etandlico
da folha da C. adamantium, Pascoal et al. (2014) verificaram a ac¢ao de inibicdo
da proliferacdo do cancer de prostata em células humanas cancerigenas PC-3.
Outro estudo com C. adamantium (FERREIRA et al., 2013) mostrou que 0s
extratos da folha obtidos com acetato de etila e &gua tiveram acéo
antinociceptiva e anti-inflamatéria, comprovando a agéo atribuida pelo seu uso

popular.

3.4 OLEO ESSENCIAL

Os Oleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em varias
partes das plantas que apresentam composicao lipofilica quimicamente diferente
da composicao gliceridica dos 6leos fixos e gorduras. Estdo associados a varias
funcdes necessérias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo
papel fundamental na defesa contra micro-organismos e predadores, e também
na atracdo de insetos e outros agentes fecundadores.

Os Oleos essenciais normalmente sao produzidos por estruturas
secretoras especializadas que podem estar localizadas em diversas partes do
vegetal. Assim, a composicdo do 6leo pode variar em funcdo da parte especifica
da planta de onde é extraido, dos fatores genéticos, ambientais e dos métodos
de extracao.

Os oOleos essenciais extraidos das partes aéreas (folhas e ramos finos),
cascas, troncos, raizes, frutos, flores, sementes e resinas das plantas tem amplo
emprego na perfumaria, uso medicinal, cosméticos e alimentos (SANTOS et al.,
2004).
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Quimicamente sdo misturas complexas de diversas moléculas organicas
tais como hidrocarbonetos terpénicos, acidos carboxilicos, acetatos, élcoois
simples e terpénicos, ésteres, aldeidos, cetonas, fenois, furanos, lactonas,
cumarinas, fenilpropanoides, mono e sesquiterpenos, entre outras (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009; COUTINHO et al., 2009; SIANI et al., 2000;
SANTOS et al.,, 2004). Os compostos mono e sesquiterpenos comumente

encontrados em Oleos essenciais sao apresentados na Figura 2.
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Figura 2 Exemplos de estruturas quimicas de mono e sesquiterpenos
presentes no 0leo essencial da casca e/ou semente de Campomanesia
adamantium

Os Oleos essenciais sdo geralmente obtidos por hidrodestilacao,
prensagem, extracdo com solventes organicos ou por extracdo supercritica
(CASSEL et al., 2009; SANTOS et al., 2004).
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O Brasil € um grande exportador de 6leos essenciais, fornecendo
principalmente para os Estados Unidos, Paises Baixos, Alemanha, india e Reino
Unido. No primeiro trimestre de 2016 o Brasil exportou no valor de
U$88.963.864,00 em oOleos essenciais, incluidos os chamados extrato global;
resindides, oleorresinas de extracdo, solucbes concentradas de 6leo essencial
em Oleos fixos, ceras, gorduras ou outros (WORLD TRADE ORGANIZATION,
2016).

Viscardi, et al. (2015) observaram que o Oleo essencial da casca e
semente de guavira extraido por hidrodestilacdo possui acao anti-inflamatoria e
antinociceptiva. Em relacao a composicao do 6leo essencial de casca e semente
de C. adamantium, foram encontrados poucos estudos fito quimicos que
fundamentem sua acdo em alimentos. O 0Oleo essencial na area de alimentos
tem sido eficazmente empregado na producéo de queijos com éleo essencial de
orégano e alho (MALLET, 2011), na substituicdo de compostos sintéticos como
alternativa para inibicdo de micro-organismos em embalagens para pizza pronta
(BOTRE et al., 2010), na prevencao da oxidacéo de carne moida com a utilizacao

de filmes adicionados de 0leo essencial (CARVALHO, 2016), entre outros.

3.4.1 EXTRACAO POR HIDRODESTILACAO

A extracao de 6leos essenciais em condicfes experimentais de bancada
de laboratério € realizada por hidrodestilacdo no aparelho de Clevenger em
funcao da praticidade e do baixo custo (SANTOS et al, 2004). Na hidrodestilacao
0 material vegetal é imerso em agua sob aquecimento, até a fervura, resultando
na formacdo de vapores que arrastam os compostos volateis, os quais apos
condensacao separam-se da fase aquosa por decantacao.

A obtencao de Oleos essenciais de plantas aromaticas e medicinais ganha
cada vez mais espaco, tanto do ponto de vista artesanal quanto industrial,
favorecida pelos aromas e principios ativos que permitem a elaboragéo de novos
produtos para uso medicinal, alimenticio ou cosmético.

O tempo de extracdo pelo processo de hidrodestilagéo varia de acordo
com a matéria-prima. Ehlert et al. (2006), determinou o tempo de extracéo

necessario para obter o teor maximo de 6Oleo essencial de diferentes plantas.
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Para Cymbopogon citratus o tempo de extracédo foi de 130 min, para espécies
de Cymbipogon winterianus, Aristolochia sp, Hyptis pectinata e Hyptis fruticosa
foi de 150 min; para Lippia aldoides 160 min e para Eucalyptus globulus 230 min.
Os diferentes tempos de extracdo demonstram a necessidade de realizar
ensaios experimentais a fim de definir a melhor condicao de extragao para cada

parte da planta e espécie vegetal.

3.4.2 EXTRACAO SUPERCRITICA

A extracao supercritica (sélido-liquido) emprega como solvente um fluido
supercritico sendo o mais comumente utilizado o diéxido de carbono supercritico
(CO2) por ser inerte, atoxico, gasoso em condi¢bes normais, de baixo custo, ndo
ser inflamavel, ter moderada pressao critica (73,4 bar) e baixa temperatura critica
(31,2°C) facilmente separado do produto extraido e recuperado no final do
processo. Essas caracteristicas sdo consideradas ideais de solvente. A extracéo
supercritica de materiais vegetais € hoje muito utilizada na obtencdo de
produtos de alto valor agregado como, por exemplo, extratos de lapulo,
grados de café descafeinado e por fornecer produtos totalmente livres de
residuos de qualquer natureza (MEIRELES, 2006).

O processo de extracdo com gases liquefeitos ou supercriticos
emprega como solvente um fluido a temperatura e pressao préximas ou
acima do ponto critico do gas. Varios gases como o diéxido de carbono,
etano, mondxido de nitrogénio e alguns liquidos como &agua, tolueno, e
outros tém sido usados para diversas aplicacbfes na area de pesquisa.
(MEIRELES, 2006).

De acordo com Sovova (2012), o CO: favorece a dissolucdo de
substancias apolares sendo empregado na extracdo de 6leo essencial e ceras
gue sao compostos apolares e de baixa polaridade.

A extracdo supercritica apresenta varias vantagens em relagdo aos
métodos tradicionais de extragdo, como por exemplo utilizacdo a baixas
temperaturas, alta qualidade do produto e auséncia de solventes no final da
extracdo (MICHIELIN et al., 2005), considerando-se uma tecnologia limpa.

Porém, também apresenta algumas desvantagens como o0 alto custo de
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equipamentos, a periculosidade ao operar com altas pressdes e a necessidade
de adicdo de um co-solvente adequado para extrair compostos muito polares.

3.5 COMPOSTOS FENOLICOS

3.5.1. POLIFENOIS

Os compostos fendlicos sédo definidos como substancias que possuem um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Nas plantas formam-se em condigbes extremas como estresse,
infeccbes, radiacdo ultravioleta, dentre outros e, atuam como agentes
antipatogénicos (ANGELO; JORGE, 2007). Em alimentos influenciam na
qualidade sensorial, na cor, textura, amargor e adstringéncia (ANGELO; JORGE,
2007; ROCHA et al., 2011).

Além disso, os polifendis agem como antioxidantes, inibindo o risco de
doencas cardiovasculares e podem atuar sobre o estresse oxidativo, relacionado
com diversas patologias, como a diabetes, cancer e processos inflamatérios
(ROCHA et al., 2011). A sua acdo antioxidante esta relacionada com sua
habilidade de doar hidrogénio ou elétrons aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e ou reagindo com os radicais livres
formando o complexo lipidio-antioxidante que impede a oxida¢do dos acidos
graxos (HAIDA et al., 2011). Entretanto, em concentracdes muito elevadas ou
em composi¢cdo inadequada, os compostos fendlicos podem conferir
caracteristicas indesejaveis, como 0 escurecimento enzimatico de frutas e a
interacdo com proteinas, carboidratos e minerais.

Os compostos fenolicos sao divididos em trés grupos: acidos fendlicos, os
flavonoides e taninos. Por sua vez, os acidos fenolicos se subdividem em dois
grupos: acidos hidroxibenzoicos (acido galico e acido vanilico) e hidroxinamicos
(acido cafeico, acido ferulico e acido cumarinico). Os flavonoides incluem
compostos como flavonais, flavonas, catequinas, isoflavonas e antocianidinas, e
os taninos incluem os ésteres de acido galico (HAIDA et al., 2011).

Embora varios estudos indiquem a eficacia dos compostos fendlicos como

antioxidantes e a possivel relagdo entre estas substancias e a reducdo de
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oxidacdes envolvidas em determinadas doencas, os niveis fisioldgicos efetivos
encontram-se em torno de 1 pmol.L, assim, nem todos os polifendis ingeridos
serdo antioxidantes (ROSS; KASUM, 2002). Por outro lado, atuam também
como quelantes de nutrientes no trato gastrointestinal, como por exemplo, o
ferro, célcio, aminoacidos e proteinas por isso, por muito tempo foram
denominados compostos antinutricionais (DRESOSTI, 2000). Porém, néao
existem evidéncias de que o consumo de alimentos ricos em antioxidantes ao
longo da vida acarrete efeitos prejudiciais. Muito pelo contrario, ha evidencias
epidemioldgicas de que estdo associados a um envelhecimento saudavel e a
longevidade (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

A extracdo de antioxidantes a partir de fontes naturais € uma alternativa
para substituir antioxidantes sintéticos e tornar os alimentos mais estaveis e

seguros para 0 consumo humano.

3.5.2. FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos presentes em frutas, folhas, sementes e
em outras partes da planta na forma de glicosideos ou agliconas. Séo
constituidos por flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas,
flavanondis e antocianinas (HAIDA et al., 2011), e no geral sdo compostos de
baixo peso molecular, formado por 15 atomos de carbono.

Apesar de serem numerosas as atividades biolégicas informadas na
literatura, existem trés atividades principais pelas quais os flavonoides s&o bem
reconhecidos: (1) atividade antioxidante, (2) atividade anti-proliferativa, (3)
atividade anti-inflamatéria (MUSCHIETTI; MARTINO, 2009). Devido a estas
atividades é importante o incentivo do consumo de alimentos ricos em
flavonoides (amoras, groselha-preta, mirtilo, uva, morangos, cerejas), para que
a populacdo possa se beneficiar dos seus efeitos terapéuticos (ARAUJO et al.,

2005).

3.5.3. TANINOS

No que se refere aos taninos, eles afetam a qualidade dos alimentos de
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diversas formas, como por exemplo, formacao de complexos insolUveis em 4gua
com proteinas, gelatinas e alcaloides. Sao responsaveis pela adstringéncia de
muitos frutos e produtos vegetais, percebida por uma sensacdo de secura e
aspereza. (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Pesquisa sobre a atividade bioldgica sobre os taninos evidenciaram
importante acéo contra determinados microrganismos. A ingestao de cha verde
e dietas ricas de frutas que contem taninos tem sido associada com atividade
carcinogénica (CHUNG; WEI; JOHNSON, 1998). Também podem agir como
anti-inflamatorios e cicatrizantes (MELLO; SANTOS, 2001).

Alguns estudos tém tratado do aspecto antinutricional de espécies
vegetais com altos teores de taninos e sua resisténcia a pragas (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012)

A presenga dos taninos nas plantas pode variar de acordo com as
condigBes climéticas e localizagdo. Os taninos sdo encontrados em diversos
vegetais, sendo mais comuns em Leguminosae, Anacardiaceae, Combretacea,
Myrtaceae, Pinaceae (CANNAS, 1999).

Sao subdivididos em dois grupos: Taninos hidrolisaveis (ap6s hidrélise
produzem carboidratos e acidos fendlicos) e taninos condensaveis ou
protocianidinas (resistem a hidrdlise) (ROCHA et al., 2011; HAIDA et al., 2011).
Os taninos hidrolisaveis sdo encontrados em abundéancia em folhas, frutas,
vagens de dicotiledbnias, e ndo sdo comumente detectados em
monocotiledénias (LEWIS; YAMAMOTO, 1989). Os taninos condensados ou
protocianidinas estdo presentes em maior quantidade nos alimentos que
comumente consumimos (DESHPANDE et al., 1986; SALUNKHE et al., 1990).

3.6 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias capazes de prevenir os efeitos deletérios
da oxidacdao, inibindo o inicio da lipoperoxidacéo, sequestrando radicais livres
e/ou quelando ions metalicos (RODRIGUES, et al., 2003; SOARES, 2002).

Os radicais livres sdo produzidos continuamente durante os processos
metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em

varias reacdes bioquimicas, desempenhando func¢des importantes no
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metabolismo. O excesso de radicais livres no organismo é combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. Os principais
antioxidantes dietéticos sdo algumas vitaminas, compostos fendlicos e
carotenoides (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT. 2009).

De acordo com Melo et al. (2006), os radicais livres reagem com acido
desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA), proteinas e outras
substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o
envelhecimento e a instalacdo de doencas degenerativas, como cancer,
aterosclerose, artrite reumética, entre outras.

Os antioxidantes podem ser divididos de acordo com suas classes e seu
modo de acdo. Quanto as classes, classificam-se por apresentar atividade
enzimatica e ndo enzimatica, ja no modo de acdo podem ser antioxidantes
primarios e secundarios (SOUSA, et al., 2007).

A atividade enzimética inclui compostos capazes de bloquear a iniciacdo
da oxidacdo. A ndo enzimatica sdo moléculas que interagem com as espécies
radiculares e sdo consumidas durante a reacao, incluem-se os antioxidantes
sintéticos e naturais como os compostos fendlicos. Ja de acordo com sua acao,
0s primarios atuam interrompendo a cadeia da reacdo através da doacdo de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando o
complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre (SOUSA, et
al., 2007).

Os antioxidantes secundarios atuam retardando as etapas de iniciacédo da
autoxidacgao, por diferentes mecanismos que incluem complexagéo de metais,
sequestro de oxigénio, decomposicao de hidroperoxidos para formar espécies
nao radicalares ou desativacéo de oxigénio singlete (SOUSA, et al., 2007)

S&o encontrados na sua maioria nos vegetais, porém nem todos os
compostos que tem sido proposto para inibir a deterioracdo oxidativa das
substancias oxidaveis podem ser empregados para o consumo humano, sendo
desejaveis que tenham eficacia em concentracdes de 0,001% a 0,01%, que néo
sejam toxicos, com auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e

em outras caracteristicas do alimento (Food Ingredients Brasil, 2009)
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Entre os agentes antioxidantes encontrados nos alimentos destacam-se
vitaminas (vitamina C e E), compostos fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos)
e carotenoides (B-caroteno e licopeno) (OLIVEIRA, et al., 2009). Pesquisas
realizadas com frutos do cerrado brasileiro como Annona crassifl ora (araticum),
Solanum lycocarpum (lobeira), Eugenia dysenterica (cagaita) e Caryocar
brasilense (pequi) evidenciaram a alta atividade antioxidante, decorrentes dos
compostos fenolicos (ROESLER, et al., 2007).

Diferentes metodologias tém sido apresentadas para a quantificacao e
qualificacdo da atividade antioxidante, dentre as mais comuns encontramos a
andlise pela captura do radical livre ABTS* (2,2—-AZINO-BIS(3-
etilbenzotiazolina—6—acido sulfénico)), do radical livre DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picryl-hidrazil) e oxidacdo do sistema [(-caroteno/acido linoleico (ALVES et al,
2013; ANDRADE et al, 2012; GUIMARAES et al., 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

Os frutos foram adquiridos na cidade de Ponta Pord/MS (Latitude 22° 32'
09" e Longitude 55° 43' 33"). O material vegetal foi depositado no herbéario da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas da UFGD (DDMS 4602). A selecéo dos frutos
ocorreu de acordo com o estagio de maturacéao verificado pela maciez e a cor da
casca. Posteriormente foram lavados e sanitizados em solucdo de
dicloroisocianurato de sdédio dihidratado 0,66% (marca Sumaveg, Diversey
Lever), por 15 min. Depois foram imersos em agua a 80°C por 15 min para evitar
escurecimento enzimético e facilitar o despolpamento. A casca e a semente,
separadamente, foram desidratadas a 40°C por 36 h em desidratador com vazao
do ar de 0,5 m.s! e armazenadas em embalagens de polietileno de baixa
densidade (espessura 0,010 micras) a temperatura ambiente (25°C). Antes de
proceder as analises e a extracdo de 6leo essencial, a umidade do material

desidratado foi determinada e expressa em base seca (Ubs).

4.2 EXTRATO

4.2.1. PREPARO DOS EXTRATOS

O extrato foi obtido em aparelho Soxhlet (Marconi), utilizando-se 20 g de
amostra (casca ou semente) em 100 mL de solvente (proporcao 1:5). Foram
empregados seis solventes: etanol 70% (v/v), metanol 50% (v/v), acetona 70%
(v/v), agua destilada, n-hexano PA e acetato de etila PA, obtendo-se 12 extratos
(Tabela 1). As extracdes foram conduzidas a temperatura de 100°C por um
periodo de 3 h, seguida de filtracdo a vacuo. Os extratos foram acondicionados
em frascos de vidro recobertos com papel aluminio e armazenados a 7°C até a
sua utilizacao.

Também foi incluido no presente estudo o método de extracao descrito
por Rufino et al. (2007a) com modifica¢des. Os extratos foram obtidos a partir da

mistura de 8 g do material vegetal (casca ou semente) com 40 mL de metanol
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50%, seguida de agitacdo manual até total homogeneizacéo, e repouso por 1 h.
A mistura foi entdo centrifugada a 2000 rpm por 30 min. Apés a centrifugacao o
sobrenadante foi retirado e, ao residuo remanescente da primeira extracao foram
adicionados 40 mL de acetona 70%, repetindo-se a operagao. Os sobrenadantes
das duas extragBes foram misturadas em baldo volumétrico de 100 mL e o
volume ajustado com agua destilada. Os extratos foram armazenados nas

mesmas condi¢cdes descritas anteriormente para os demais extratos.

Tabela 1 Nomenclatura dos extratos obtidos a partir da casca e da semente da
Campomanesia adamantium com diferentes solventes

Extrato Casca Semente
Extrato aquoso EAC EAS
Extrato metanolico EMC EMS
Extrato metanol:acetona EMAC EMAS
Extrato hexanico EHC EHS
Extrato etandlico EEC EES
Extrato acetona EACC EACS
Extrato acetato de etila EAEC EAES

4.2.2. COMPOSICAO DOS EXTRATOS

As amostras foram analisadas utilizando um sistema de High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) (LC - 6AD, Shimadzu), utilizando detector de
diodos (DAD), com varredura entre 200-800 nm, coluna Hypersil ODS C18 ( 150
mm x 4,6 mm, 5 um) (Thermo Fischer Scientific) e sistema binario de solventes.
A separacao dos constituintes dos extratos foi realizada por um sistema de
eluicdo por gradiente, com 5% de metanol e 95% de agua levando 40 min para
atingir 95% de metanol e 5% de agua e 45 min para voltar as condi¢des iniciais.
As injecdes foram realizadas em triplicata com vazéo de 1,0 mL.min! e volume
injetado de 20 yL As andlises foram realizadas na Universidade Estadual de

Mato Grosso do Sul (UEMS) no Centro de Estudos em Recursos Naturais.
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43 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do Oleo essencial da casca e da semente da guavira foi
realizada por hidrodestilacdo e por extracdo supercritica cujas metodologias

estdo descritas a seguir.

4.3.1 HIDRODESTILACAO

No processo de extracdo por hidrodestilacdo utilizou-se aparelho tipo
Clevenger modificado (SANTOS et al., 2004). A amostra (200 g) foi submetida a
extracdo de Oleo essencial com 1000 mL de &gua destilada no aparelho
Clevenger (Figura 3) por dois periodos: 3 h e 5 h atemperatura de 100°C. Iniciou-
se a contagem do tempo de extracdo a partir da condensacao da agua destilada
no Clevenger O 0leo essencial foi retirado com auxilio de pipeta de Pasteur e
transferido para frascos de vidro ambar. Em cada frasco foram adicionados
aproximadamente 1 g de sulfato de sédio anidro para a remocao da umidade
presente no Oleo essencial. Os frascos foram vedados com Parafim® e

armazenados a -18°C até o momento das analises.

Figura 3 Aparelho tipo Clevenger modificado.

Fonte: O autor, 2016

O dleo extraido foi pesado em balanca analitica e a partir da massa obtida



29

e da umidade do material vegetal, o rendimento do 6leo essencial foi calculado
pelo método de BLU (base livre de umidade) e expresso porcentagem de acordo
com a Equacéo 1. (SANTOS et al., 2004)

R = :—Omx% x100 (Equagéo 1)

Bm_( 100 )

Onde R é o rendimento da extracdo de Oleo essencial, Vo 0 volume de
Oleo essencial extraido, Bm a massa utilizada na extracao e Ups a umidade da

amostra em base seca.

4.3.2 EXTRAGCAO SUPERCRITICA

O processo de extracdo supercritica consistiu no contato das cascas e
sementes trituradas, as quais foram acondicionadas no extrator de leito fixo de
300 cm® com o CO: supercritico em condices pré-estabelecidas de pressao
(250 bar) e temperatura (50°C) otimizadas previamente para a obtencédo do
extrato (OLIVEIRA et al., 2014b). O controle da presséo foi feito por uma bomba
de liquido a alta presséo e um controlador de pressao (back pressure) acoplado
ao sistema de extracao TharSCF (Waters). A temperatura foi mantida por manta
térmica no extrator e controlada por termostatos internos, o fluxo de CO2
(Oxinitro Gases e Equipamentos Ltda) foi de 5 g.min. O extrato foi coletado
continuamente em um frasco coletor imerso em um banho de gelo. Ao final de
todas as extracbes os fracos foram pesados e estabeleceu-se a relacdo da
massa do extrato com a massa dos graos secos acondicionados no extrator para

o calculo de rendimento total.

4.3.3. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

As amostras de 6leo essencial foram caracterizadas por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrofotometria de massas (CG-EM) em cromatdgrafo
(Shimadzu P2010) equipado com um auto-injector split/splitless. A separacao

cromatografica foi realizada numa coluna de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com
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fase ligada DB5 (0,25 mm de espessura de filme); He como gés de arraste com
fluxo de 1 mL.min%, temperatura programada para manutencéo de 50°C por 5
min, seguida de um aumento de 3°C.min! até atingir 250°C e a temperatura do
detector (ou interace) de 250°C. O volume da amostra injetada foi de 1 pl de
injecgdo com uma taxa de particdo do volume injetado de 1:20. As condi¢des do
espectrofotometro de massas incluiram a tenséo de ionizacédo de 70 V, intervalo
de varredura de 0,5 s e fragmentos detectados na faixa de 50 a 550 Da. As
amostras (1 mg de 6leo essencial) foram diluidas em 1 mL de n-hexano antes
da injecao.

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparacéo
dos indices de retencdo da literatura (ADAMS, 2007). Para os indices de
retencao foi utilizada a equacédo de Van den Dool e Kratz, 1963, em relacéo a
série homologa de n-alcanos (NC8-nC18) e fazendo extrapolacdes para C19 e
C20. Também foi utilizada a biblioteca do equipamento (MS Wiley 62 Edi¢cdo) que
permitem a comparacdo com os dados do espectro com aqueles existentes na
biblioteca.

A porcentagem da éarea relativa para cada pico cromatografico foi
comparada e aproximada para avaliar cada area composta a area total e depois
comparadas entre as amostras. A soma de todas as areas de pico foi
considerada como 100% e para cada pico foi atribuida uma percentagem

correspondente a sua area.

4.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.4.1 POLIFENOIS

O teor de polifendis foi determinado de acordo com o método
espectrofotométrico (SINGLETON; ROSSI, 1965; SINGLETON; ORTHOFER,;
LAMUELA-RAVENTOR, 1999) adaptado. Para isto, foram empregados 50 pyL do
extrato, 3 mL de agua destilada, 250 pL de reagente Folin-Ciocalteu e 750 pL de
solucéo de carbonato de sodio a 7% (NaCOs), os tubos foram entéo agitados e
incubados ao abrigo de luz e a temperatura ambiente por 8 min. Apos este

periodo adicionou-se 950 pL de agua destilada e deixou-se repousar no escuro



31

por 2 h a temperatura ambiente. Em seguida a leitura da absorbéancia foi
realizada em comprimento de onda de 765 nm em espectrofotometro UV-VIS
(Biochrom, modelo Libra S60PC). O espectrofotbmetro, entre as leituras, foi
calibrado com agua destilada. Uma curva padrdo com diferentes concentracées
de acido galico (220, 170, 150, 130, 110, 90, 70, 50, 20 pug.mL™?) foi plotada e a
partir da regressao linear e da equacéo da reta obtida, calculou-se a quantidade
de polifendis da amostra, expresso em mg equivalente de acido galico (GAE) por

100 g de amostra em base seca. As analises foram feitas em triplicata.

4.4.2 FLAVONOIDES

A quantificacdo de flavonoides foi realizada segundo a metodologia
descrita por Chang et al. (2002), empregando-se 500 pL do extrato sendo
adicionado 1,50 mL de alcool etilico (95%), 100 uL de cloreto de aluminio (10%)
(AICI3.6H20), 100 pL de acetato de sédio (NaC2H302.3H20) (1 mol.L) e 2,80
mL de agua destilada. A mistura foi deixada em repouso a temperatura ambiente
por 40 min. Em seguida a leitura da absorbancia foi realizada em comprimento
de onda de 415 nm em espectrofotometro UV-VIS (Biochrom, modelo Libra
S60PC). Para a calibracdo do espectrofotometro adotou-se o branco (metanol
HPLC), pois a amostra e a quercetina foram preparadas com metanol HPLC.
Uma curva padrao com diferentes concentracdes de quercetina (200, 140, 120,
100, 80, 60, 30, 20 e 10 ug mL™?) foi plotada e, a partir da regresséo linear e da
equacao da reta obtida, calculou-se a quantidade de flavonoides da amostra,
expresso em mg de equivalente quercetina (QUE) por 100g de amostra em base

Seca.

4.4.3 TANINOS

A determinagéo de taninos seguiu a metodologia descrita por Maxson e
Rooney (1972) com modificacdes. Uma aliquota de 1 mL da amostra foi
misturada com 4 mL de solucéo de vanilina (10 mg.mL™1). A mistura foi mantida
em banho termostatico a 30°C por 20 min. Em seguida a leitura da absorbancia

foi realizada em comprimento de onda de 500 nm em espectrofotdmetro UV-VIS
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(Biochrom, modelo Libra S60PC). Para a calibragdo do espectrofotometro
utilizou-se como branco a solucdo de vanilina sem amostra. O teor de taninos
condensados foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva padrao construida com diferentes concentracdes de catequina
(200, 180, 160, 140, 120, 100, 80, 60 e 30 pg.mL1), onde uma aliquota de 1 mL
de cada concentragéo reagiu com 4 mL de solugéo de vanilina e procedeu-se a
leitura descrita anteriormente. Os resultados foram expressos em mg
equivalente de catequina (CAT) por 100 g de amostra em base seca. A solucéo

de vanilina foi preparada com acido cloridrico P.A

4.5 DETERMINACAO DE ANTIOXIDANTES

45.1 ABTS

O método consiste em medir a atividade antioxidante através da captura
do radical ABTS™ (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) descrito
por Rufino et al. (2007a) com pequenas modificacbes. O preparo do radical
ABTS™ consiste na reacdo da solucéo estoque de ABTS 7 mM e solucao de
persulfato de potassio 140 mM mantidas ao abrigo de luz e a temperatura
ambiente por 16 h. A curva padréo foi constituida por diferentes concentracfes
da solucéo padrao de trolox 2 mM (100 pM a 1500 uM), onde 30 pL da solugéo
padrao de trolox com 3,0 mL de solucéo estoque do radical ABTS'™. A leitura da
absorbancia foi feita apdés 6 min de reacéo e plotada em gréafico. Utilizou-se o
alcool etilico absoluto como branco para a calibracdo do espectrofotdmetro. A
analise dos extratos, do controle e do 0leo essencial foi realizado com 30 L da
solucéo padréo de trolox com 3,0 mL de solucdo estoque do radical ABTS™*. A
leitura da absorbancia foi feita a 734 nm em espectrofotdmetro UV-VIS
(Biochrom, modelo Libra S60PC) e as analises foram feitas em triplicata. A
atividade antioxidante foi expressa em uM trolox .g* de amostra.

45.2 DPPH

Inicialmente foi preparado 100 mL de solucdo estoque de DPPH" (2,2-
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Diphenyl-1-picryl-hidrazil) a 60 uM em metanol HPLC. Para a curva padréo esta
solucédo foi diluida nas concentra¢des 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM e 50 uM. A
curva (Apéndice C) foi constituida das diluicbes em diferentes concentracdes
versus as absorbancias medidas em triplicatas no comprimento de onda de 517
nm, tendo o metanol HPLC como branco.

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de captura do
radical livre DPPH" seguindo o método descrito por Rufino et al. (2007b) com
pequenas modificacdes. A partir do extrato e do 6leo essencial foram preparadas
em tubos de ensaio quatro diluicdes diferentes em triplicata. Uma aliquota de 0,1
mL de cada diluicdo da amostra (extrato ou 6leo essencial) foi transferida para
um tubo de ensaio com 3,9 mL de radical DPPH" 60 pM e homogeneizado em
ultrassom (protegido da luz). O mesmo processo ocorreu com a solugéo controle
positivo (acido ascérbico, BHT e acido galico). Para a definicdo do tempo de
reacdo, uma curva cinética foi feita com cada amostra e definido um tempo médio
de reacao, o tempo de 10 min foi definido para o extrato e 50 min para o 6leo
essencial. Em seguida a leitura da atividade antioxidante foi realizada em
espectrofotometro UV-VIS (Biochrom, modelo Libra S60PC) em comprimento de
onda de 515 nm. A calibracdo do equipamento foi feita com metanol HPLC. As
leituras foram feitas em triplicata e o resultado expresso em ICsp (Concentracao
inibitéria minima), o que representa a concentracao necessaria de amostra para
sequestrar 50% do radical de DPPH' e, percentual de sequestro do radical

utilizando a equacéo 2.

(Ao _A)

AA(%) = — x100 (Equacéo 2)
0

Onde AA é a atividade antioxidante de sequestro de DPPH (%), Ao a
absorbéancia do controle, A corresponde a absorbancia da amostra.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos e Oleos essenciais
foram submetidos a andlise de regressao linear e expressos em concentracao
minima inibitéria. Os valores de ICsp foram calculados por meio da curva
exponencial de primeira ordem obtidas pela plotagem das diluicbes da amostra

e sua absorbancia.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados sera utilizado o software Statistica versao.
8.0 (StatSoft, 2007). Serao utilizadas a analise de variancia (ANOVA), e teste de
comparacao de médias de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

4.7 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Higiene dos Alimentos do
Departamento de Nutricdo da Universidade de Brasilia (UnB). Empregaram-se
0os métodos de diluicio em caldo e difusdo em disco, conforme as
recomendagdes do Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for
bactéria that grow aerobically (NCCLS, 2003).

4.7.1. PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de extrato foram desidratadas em Liofilizador (Thermo
Scientific) por 48 hs. O extrato liofilizado (80 mg) foi diluido em 10 mL de agua
destilada estéril e adicionado de solugdo aquosa de Tween 20 (10%), quando
necessario, para facilitar a homogeneizacao da amostra. Para o 6leo essencial,
a amostra (20 mg) foi misturada em 10 mL de &gua destilada estéril contendo
solucdo de Tween 80 (10%). Ambas as diluicdes ocorreram em banho

ultrasénico (Elmasonic) até a total diluicdo das amostras ho meio aquoso.
4.7.2. MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizadas linhagens puras de Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiela sp. (ATCC 13833), Salmonella sp. (ATCC 14028), Proteus sp. (ATCC
25933), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pyogenes (ATCC
19615), Pseudomonas sp. (ATCC 29347) e Shigella sp. (ATCC 12022),
provenientes da American Type Culture Collection (Rockville, Maryland, EUA),

cedidas pela Universidade Catodlica de Brasilia.
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4.7.3. PADRONIZACAO DO INOCULO

A padronizacéo dos in6culos foi realizada conforme as recomendacdes
do protocolo M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2003). As linhagens foram
previamente ativadas por meio de repique em caldo BHI (Brain heart infusion) e
incubadas a 35°C por 24 h. Decorrido este periodo, suspensdes bacterianas
foram ajustadas com caldo BHI de modo a obter turbidez 6ptica comparavel a da
solucdo padrao McFarland de 0,5, resultando em uma suspensao contendo
aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC.mL™ de bactérias. Estas suspensdes foram

diluidas na proporg¢do 1:100 obtendo-se assim, uma diluicdo de 108 UFC.mL™2.

4.7.4. TESTE DE DILUICAO EM CALDO

Em tubos de ensaio contendo 3 mL de BHI, foram acrescentados 30 pL
da suspensdo bacteriana contendo 10® UFC.mL* e as amostras previamente
diluidas de modo a obter concentragées de 45 pug.mL? e 2000 pg.mL?* para
extrato e 9 pg.mL! e 450 pg.mL?' para o Oleo essencial obtido por
hidrodestilacdo. Os tubos foram incubados a 35°C por 24 h. O resultado foi
verificado de acordo com o grau de turbidez das solu¢cdes em comparacao com
meio de cultura contendo apenas a suspenséo bacteriana de 10®° UFC.mL™. As
solucdes de Tween 20 e 80 a 10% foram incluidas nos testes visando investigar

a existéncia ou ndo de atividade antimicrobiana.

4.7.5. TESTE DE DIFUSAO EM DISCO

4.7.5.1. PREPARO DAS AMOSTRAS

Extratos liofilizados e 6leos essenciais foram pesados e diluidos em agua
destilada esterilizada com auxilio de ultrassom até a total homogeneizacéo. Para
que isto ocorresse completamente a adicdo de solucdo Tween 20 a 10% foi
necessaria nas amostras de oleo essencial e Tween 80 a 10% nas de extrato.
Para a realizagdo do teste foram feitas 6 diluicbes das amostras obtendo-se
concentragdes finais de 5000, 4000, 3000, 2500, 1500 e 850 p.mL? para os
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extratos e 1650, 1400, 1100, 850, 550 e 275 pu.mL! para o 6leo essencial obtido
por hidrodestilagéo.

4.7.5.2. DIFUSAO EM DISCO

O teste de difusdo em disco seguiu a metodologia preconizada pela
NCCLS (2003) com algumas adaptacdes. O teste permite a determinagdo do
halo de inibicdo de crescimento para os extratos e 6leo essencial em estudo.

Placas de Petri (dimensdo 60x15 mm) contendo Agar Mueller Hinton
foram previamente inoculadas com 30 pyL de micro-organismo (108 UFC.mL™)
em suspensdo em caldo BHI com o auxilio de uma alca de Drigalski. Em seguida
discos de papel filtro estéreis de 6 mm de didmetro embebidos com 20 pL de
amostra (Conforme 4.6.5.1) foram dispostos sobre as placas com o auxilio de
uma pinca estéril. As placas foram entédo incubadas a 35°C por 24 h. Considerou-
se amostra com atividade inibitoria os halos com didmetros =2 6 mm (NCCLS,
2003).

Foram incluidos discos impregnados com o0s antibiéticos Amicacina
(30pg, DME®) e Cloranfenicol (30ug, Laborclin®) como controles positivos para
bactérias Gram-Negativas e Gram-Positivas, respectivamente. Como controle
negativo utilizaram-se discos estéreis de papel filtro embebidos em solucdes de
Tween 20 e 80 a 10%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RENDIMENTO EM EXTRATO E OLEO ESSENCIAL

O rendimento em extrato obtido da casca e da semente de guavira

utilizando diferentes solventes estéo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Rendimento em extrato obtido de casca e semente de guavira em
diferentes solventes

Rendimento (%)*

Solvente
Casca Semente

Agua destilada 29,92 13,99
Metanol 50% 27,46 48,96
Metanol 50%:acetona 70%  N.d N.d

n-Hexano 1,64 36,81
Etanol 70% 40,86 40,02
Acetato de etila 4,16 35,55

*, Calculado considerando-se a massa seca do material vegetal
seco utilizado para o preparo dos extratos. N.d, Nao determinado

Os resultados obtidos para o rendimento em extrato variaram em funcéo
do material vegetal e do solvente utilizado. Para a casca, 0s maiores rendimentos
foram obtidos nos extratos etanol 70%, agua destilada e metanol 50%. Para a
semente foram metanol 50%, etanol 70% e n-hexano. Em fungdo do material
vegetal observou-se maior diferenca entre os rendimentos obtidos para o0s
extratos hexanico e acetato de etila, sendo maior na semente, provavelmente
em funcéo da polaridade dos componentes presentes na casca e ha semente.
Segundo Simdes et al. (2007), o n-hexano é capaz de extrair componentes com
natureza predominantemente apolar, tais como esteroides, acidos graxos,
terpenos e hidrocarbonetos. O acetato de etila, por sua vez, apresenta maior
afinidade com outras classes de metabdlitos secundarios como flavonoides,

taninos, saponinas e componentes fendlicos em geral.
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Breda et al. (2016) obtiveram rendimento de 16,96% e 64,16% em extrato
de casca e semente da guavira, respectivamente, utilizando extragéo a frio e
etanol absoluto P.A. como solvente. Estas variacbes possivelmente estédo
atribuidas ao solvente utilizado, tipo de extracdo e caracteristicas do material
vegetal.

Os resultados do rendimento em O6leos essenciais extraidos por
hidrodestilacao e extracao supercritica sdo mostrados na Tabela 3. Na extracéo
supercritica foram obtidos dois rendimentos, pois este método resulta em uma
Unica fragdo que compreende o extrato global e o 6leo essencial, fazendo-se
necessaria uma extracao secundaria por hidrodestilagdo a fim de separar o 6leo

volatil.

Tabela 3 Rendimento em 6leo essencial da casca e de semente de guavira extraidos
por hidrodestilacdo e extracdo supercritica

. Extrato Global Oleo essencial

Amostra Método Tempo (h) (%) (%)
*

Hidrodestilagéao 3 0,40

Casca > ” 0,56

Extracao 3 1,08 0,05

Supercritica 5 N.d N.d
*

Hidrodestilagéo 3 1,51

Semente > ’ 1,32

Extracao 3 3,48 0,07

Supercritica 5 6,36 0,26

N.d, ndo determinado. *, auséncia.

O rendimento em 6leo essencial foi maior no método extraido por
hidrodestilacdo em relacéo ao da extracéao supercritica com COz2, para ambos 0s
tempos de extracao, sendo diferente ao relatado por Atti-Santos et al. (2005) que
mostraram um rendimendo de 6leo essencial de Limao Tahiti (Citrus latifolia
Tanaka) de 1,98% (v/v) na extragdo supercritica e de 0,97% (v/v) na
hidrodestilacdo. No presente trabalho os rendimento das extragbes decorridas
de 3 h foram de 0,4% e 0,05%, para a hidrodestilacéo e extracdo supercritica,
respectivamente.

Segundo a World Trade Organization (2016) o extrato global € incluido na

categoria “Oleo Essencial” para fins de exportagdo e importagdo. Considerando
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essa definicdo, de fato o rendimento da extracdo supercritica € maior que o da
hidrodestilacao.

Contudo, esses resultados de rendimento obtidos neste trabalho pelo
método de hidrodestilacdo foram maiores que 0s obtidos em um estudo
conduzido por Coutinho et al. (2009), que apresentaram rendimento do 6leo
essencial das folhas de C. adamantium de 0,32%, 0,39% e 0,19% nos estadios
de desenvolvimento e maturacao. Vallilo et al. (2006a e 2006b) na extracdo do
Oleo essencial do fruto in natura por hidrodestilacdo obtiveram 0,06% de
rendimento e Marin et al. (2008) para frutos da mesma espécie apresentaram
0,2%. Estes dados corroboram com Prins, Lemos e Freitas (2006) no rendimento
da extracao de Oleo essencial de alecrim, os autores observaram que a extracéo

com maior tempo e temperatura apresentou maior rendimento de éleo essencial

5.2.  ANALISE DA COMPOSICAO DOS EXTRATOS

Os resultados obtidos foram apresentados por picos que possuem
similaridade entre os parametros monitorados para os extratos como tempo de
retencdo e espectro de absor¢cdo molecular, na regido de 290 nm, obtidos
através do detector de arranjo de diodos. Nao foram atribuidos aos picos o
composto relativo, pois em cada pico pode haver mais de uma substancia. Os

resultados da casca e da semente estdo expostos, a seguir.

5.2.1. CASCA

Os perfis cromatograficos dos extratos de casca de guavira sao
apresentados qualitativamente e comparados com extratos de mesma
polaridade através da Figura 4. Cada perfil apresenta quantidades e observou-
se a intensidades de picos distintos. E observa-se também que a polaridade de
cada solvente mostrou picos com diferentes tempos de retencéo.

A amostra EAC (Figura 4.a) mostrou presenca das substancias 1-5
exclusivas neste solvente. As substancias 2-3 foram detectadas nos extratos
EMC, EMAC, EEC e EACC (Figuras 4.a; 4.b, 4.e e 4.f). Observa-se que a
substancia 4 esta presente na amostra EACC (Figura 4.f) apresenta a mesma
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intensidade (MAU) que a substancia 2. Devido a estas caracteristicas pode-se

inferir que estas amostras apresentam as mesmas substancias.
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Figura 4 Perfis cromatograficos dos extratos das cascas desidratadas de C.
adamantium. Extrato aquoso-EAC (a); Extrato metandlico-EMC (b); Extrato
metanol:acetona-EMAC (c); Extrato hexanico-EHC (d); Extrato etandlico-EEC
(e); Extrato acetona 70%-EACC (f); Extrato acetato de etila-EAEC (g)

Os picos mais intensos mostrados nos cromatogramas dos extratos EMC
(Figura 4.b), EEC (Figura 4.e) e EACC (Figura 4.f) ocorreram no tempo de
retengéo (Tr) entre 2,0 e 4,8 min equivalentes aos picos 2, 3 e 4. E o pico 5, nos

extratos EAC (Figura 4.a) e EAEC (Figura 4.g) apesar de ter sido o de menor

intensidade mostrou-se em destaque. Justificam-se estes picos com analise
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conjunta dos espectros de absor¢cao no UV (290nm) (Apéndice A). A partir dos
picos em destaques com seus Tr correspondentes pode-se inferir que se tratam
de substancias semelhantes por apresentarem picos maximos de absorcdo em

torno de 290 nm com tempo de retencéo proximos (Figura 5).

Retension Time 13475 [ EI] Retension Time - 4,346 [h]
300 %g_'
200 - %gj Uﬂ\"h/\\
100 1 1%3 k
O : e o et
200 300 400 nm 200 300 400 nm

Figura 5 Espectros da casca de guavira no comprimento de onda Ultra Violeta
Visivel (UV) correspondentes aos picos predominantes obtidos nos
cromatogramas CG/MS dos extratos metandlicos, etandlicos e acetdnicos.

5.2.2. SEMENTE

Os perfis cromatogréficos dos diferentes extratos da semente de guavira
sdo apresentados qualitativamente através da Figura 6. Os picos 2,5, 7, 8,9 e
24 estdo presentes apenas no EAS (Figura 6.a) e, o pico 13 apenas no EMS
(Figura 6.b). No extrato aquoso notaram-se dois picos com caracteristicas
apolares, provavelmente em funcdo da extracdo a quente, onde componentes
volateis com caracteristicas apolares foram extraidos.

Os perfis cromatograficos dos extratos da semente desidratada em
diferentes solventes mostraram a variacdo e melhor extracdo de cada solvente.
O nuamero de picos foi maior que os extratos da casca.

Pode-se constatar que o pico 10 esta presente em todos o0s extratos da
semente, delimitando os picos de natureza predominantemente polares dos
apolares. As fases dos picos apolares foram semelhantes entre os EMS (Figura
6.b), EHS (Figura 6.d), EES (Figura 6.e), EACS (Figura 6.f) e EAES (Figura 6.9),

variando na intensidade.
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Figura 6 Perfis cromatograficos dos extratos das sementes desidratadas de C.
adamantium. Extrato aquoso-EAS (a); Extrato metanodlico-SEM (b); Extrato
metanol:acetona-EMAS (c); Extrato hexanico-EHS (d); Extrato etandlico-EES
(e); Extrato acetona-EACS (f); Extrato acetato de etila-EAES (Q)

5.3. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Os componentes quimicos majoritarios presentes nos 6leos essenciais da
casca e da semente de guavira extraidos por hidrodestilacdo e extragdo
supercritica em diferentes periodos, seguidos pelos indices de retencéo
tabelados e 0s seus teores, expressos em porcentagem, encontram-se na

Tabela 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4 Componentes majoritarios do 6leo essencial extraido da casca de

guavira por hidrodestilacdo (tempo de 3 h e 5 h) e por extracao

supercritica (tempo de 3 h)

Concentragéao (%)

N° Compostos IRT Hidrodestilacdo Supercritica
3 horas 5 horas 3 horas

1 a-Pineno 932 4,13+0,56 - 2,12
2 B-Pineno 974 394+0,84 2,78+0,19 2,43
3 Myrceno 988 - 3,04 £1,83 -

4 Limoneno 1024 14,19+1,11 - 11,53
5 Z-B-Ocimeno 1032 - 20,48 + 0,87 -

6 E-B-Ocimeno 1044 3,48+0,28 2,54+0,03 -

7 Linalool 1095 3,02+0,17 4,77 +0,05 -

8 a-Terpineol 1186 2,20+ 0,19 2,50 + 0,02 -

9 Isoledeno 1374 - - 2,34
10 B-cedreno 1419 - 461+4,61 -
11 Thujopseno 1429 6,76 £0,18 - 12,15
12 Aromadendreno 1439 2,88+0,14 - 3,04
13 Allo-Aromadendreno 1458 - - 6,53
14 Germacreno D 1484 3,70+1,40 - 4,14
15 Bicyclogermacreno 1500 6,90+ 2,00 - 19,38
16 6-Cadineno 1521 2,57+1,01 6,62+250 4,59
17  Trans-Cadina-1,4-dieno 1533 - - 3,85
18 Spathulenol 1577 1,22+0,69 3,31+0,28 3,55
19 Globulol 1590 3,68 +0,39 - 3,68
20 Cubeban-11-ol 1595 - 5,90 +3,41 -
21 Junenol 1619 - 2,51+1,49 -
22 a-muurolol 1644 - - 2,68

IRT, indice de retencéo tabelado. Tr, porcentagem < 0,1%

No d6leo essencial da casca de guavira extraido por hidrodestilagéo

durante 3 h foram identificados 104 componentes, dentre 0s quais 0S
Thujopseno (6,76%) e

Bicyclogermacreno (6,90%). JA& em um periodo maior de extracdo (5 h)

componentes majoritarios Limoneno (14,19%),

empregando o mesmo método foram identificados 68 componentes no Oleo
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essencial tendo como constituintes majoritarios o zZ-g-Ocimeno (20,48%) e 6-
Cadineno (6,62%). A menor disponibilidade de componentes apresentada na
extracdo de periodo prolongado (5 h) pode ser atribuida em funcéo do tempo e
temperatura, promovendo a degradacgéo de alguns componentes. Por outro lado,
maiores periodos de extracdo podem colaborar com o rompimento da parede
celular tornando alguns componentes mais disponiveis. Em estudo semelhante,
Prins, Lemos e Freitas (2006) verificaram que extracdes de 90 e 120 min
favoreceram significativamente a concentracdo de componentes a-pineno e [3-
mirceno, em 6leo essencial de alecrim.

A extracdo supercritica realizada durante 3 h para a casca resultou em
um 6leo essencial composto por 97 constituintes quimicos, cujos componentes
majoritarios foram Bicyclogermacreno (19,38%), Thujopseno (12,15%) e
Limoneno (11,53%). Notou-se que houve semelhanca nos componentes
majoritarios identificados em ambas as extracdes realizadas por 3 h na
hidrodestilacdo, variando apenas a concentracdo. Esses resultados sugerem
gue a escolha do método e do tempo de extracdo séo fatores determinantes na
extracdo e composicao quimica do 6leo essencial da casca de C. adamantium.

O limoneno, presente nos Oleos esséncias em grande quantidade ja vem
sendo amplamente estudado aliando o interesse da insercdo na industria de
alimentos como aroma natural substituindo os sintéticos (JUNIOR; PASTORE,
2007). A extracdo supercritica da casca por 5 h ndo foi realizada devido a
indisponibilidade do material vegetal e bem como do equipamento.

No 6leo essencial da semente extraido por hidrodestilacdo durante 3 h
(Tabela 5), identificaram-se 103 componentes, sendo majoritarios o Limoneno
(17,76%), o B-Pineno (10,32%) e o a-Pineno (9,93%). No extraido durante 5 h
foram identificados 52 componentes quimicos tendo como majoritarios o Z-3-
ocimeno (25,25%), a-Pineno (10,67%) e B-Pineno (8,51%). Os componentes
qguimicos identificados como majoritarios no 6leo essencial da casca e da
semente, foram semelhantes.

Coutinho et al. (2009) relataram a identificacdo de 95 componentes nos

diferentes estadios de coleta das folhas da C. adamantium, sendo que na
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floracdo os componentes majoritarios foram limoneno (22,24%), a-pineno
(13,23%) e B-pineno (8,99%).

Tabela 5 Componentes majoritarios dos 6leos essenciais extraidos da semente
de guavira por hidrodestilacdo (tempo de 3 h e 5 h) e por extracédo
supercritica (tempo de 3 h e 5 h)

Concentracgéo (%)

N° Componentes IRT Hidrodestilacdo Supercritica

3 horas 5 horas 3 horas 5 horas
1 a-Pineno 932 9,93+1,18 10,67 +£0,58 3,59 2,43
2 B-Pineno 974 10,32+0,92 8,51+0,38 5,59 4,41
3 a-Phellandreno 1002 2,89+1,08 3,15+ 0,04 - -
4 Limoneno 1024 17,76 = 3,03 - 10,90 13,40
5 Z-B-Ocimeno 1032 - 25,25+ 0,32 - -
6 E-B-Ocimeno 1044 3,24 +0,77 6,37 £ 0,18 - -
7 Linalool 1095 2,37 £ 0,06 3,30 £ 0,05 - -
8 a-Terpineol 1186  2,42+0,19 2,39+ 0,03 - -
9 Isoledeno 1374 - - 3,02 2,11
10 B-cedreno 1419 - 6,45 + 0,07 - -
11 Thujopseno 1429 6,13 £ 0,65 - 11,55 12,01
12 Nerono 1438 - 2,01+ 0,02 - -
13 Aromadendreno 1439 2,41+ 0,30 - 5,54 3,41
» Trans-muurola-3,5- 1451 ] 252 +0.04 ] ]

dieno

15 Allo-Aromadendreno 1458 - - 5,09 5,23
16 Germacreno D 1484 2,27 £0,82 - 4,24 2,33
17 Capilleno 1493 - 5,61+ 0,03 - -
18 Biciclogermacreno 1500 3,72+0,13 - 7,02 8,10
19 0-Cadineno 1521 3,17 +0,68 2,92+ 0,17 4,49 3,19
20 Spathulenol 1577 - 2,30 £ 0,02 - -
21 Globulol 1590 - - 3,91 2,10
22 a-muurolol 1644 - - 2,78 -

IRT, Indice de retencéo tabelado. Tr, porcentagem < 0,1%

O Oleo essencial obtido por extracdo supercritica no

periodo de 3 h
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apresentou 101 componentes quimicos sendo majoritarios o Thujopseno
(11,55%), o Limoneno (10,90%) e o Biciclogermacreno (7,02%). O 6leo essencial
extraido apos 5 h pelo mesmo método identificou 107 componentes quimicos e
seus componentes majoritarios foram semelhantes ao da extracdo por 3 h
variando apenas a concentragao (Tabela 5).

Ledo (2012) relatou que no Oleo essencial das folhas de C. phaea extraido
por hidrodestilacdo foram identificados 29 componentes quimicos que
representam 92,61% do total dos quais 7 sdo da classe de monoterpenos e 22
de sesquiterpenos. Vallilo et al. (2006a), identificaram 40 componentes quimicos
no oOleo essencial do fruto de C. adamantium onde destacaram-se como
componentes majoritarios o a-pinene (10,6%), limoneno (10,1%) e o B-(2)-
ocimeno (9,2%). No mesmo ano, Vallilo et al (2006b) identificaram apenas 30
componentes no 6leo essencial do fruto de C. adamantium entre monoterpenos
e sesquiterpenos. Os referidos trabalhos extrairam o 6leo essencial pelo método
de hidrodestilagdo. A quantidade de componentes quimicos identificados no
presente trabalho foi superior a encontrada nos 6leos essenciais extraidos do
fruto inteiro e das folhas de guavira

A composi¢cdo quimica do Oleo essencial extraido pelo método de
extracdo supercritica da C. xanthocarpa apresentou como componentes
majoritarios os constituintes a-eudesmol e B-eudesmol (24,81%), E-cariofileno
(10,61%) e y-eudesmol (9,70%) (CZAIKOSKI et al. 2015).

5.4. ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS

5.4.1. POLIFENOIS

A acetona 70% favoreceu a maior extracdo de compostos fendlicos da
casca e semente (Tabela 6), seguido pela mistura metanol 50%:acetona 70%.
Os solventes menos eficientes foram o0 acetato de etila e o n-hexano. Esses
resultados mostram a influéncia da polaridade dos solventes na extracdo. De
acordo com Simdes et al. (2007), o n-hexano extrai compostos
predominantemente apolares, tais como, acidos graxos, terpenos e
hidrocarbonetos, como o0s compostos fendlicos sdo predominantemente

hidrossoluveis, € esperado que o n-hexano seja menos eficaz.



47

Tabela 6 Teor de compostos fendlicos da casca e da semente de
Campomanesia adamantium obtidos por diferentes sistemas

extrativos
Solvente Fendlicos totais *
Casca Semente
Agua 1081,92 + 8,02¢ 865,88 + 22,55d
Metanol 50% 1575,69 + 37,16° 1827,80 + 7,50
Metanol 50%:acetona 70% 1939,93 + 25,41° 2773,22 + 76,662
n-hexano N.d 228,95 + 11,868
Etanol 70% 1533,36 + 56,04¢d 1675,90 + 27,950
Acetona 70% 3197,91 £ 176,762 2840,28 + 51,442
Acetato de etila 156,25 + 20,75f 297,28 £ 6,67¢

N.d., Ndo determinado; *, (mg GAE.100g! amostra ms); ms, massa seca; Letras iguais
na mesma coluna nao diferem significativamente 0,05 ou 5%;

Campos et al. (2012), na extracdo de compostos fendlicos da polpa de
Campomanesia sp com metanol P.A. obtiveram 249,49 mg GAE.100 g de
polpa. Entretanto, Alves et al. (2013), na extragdo com metanol 70%, para a
mesma espécie, obtiveram 1.222,59 mg GAE.100 g de polpa. J4 Rocha et al.
(2011), utilizando acetona 70% na extragcao, apresentaram valores de 270 mg de
GAE.100 g de polpa. Outro estudo avaliou os compostos fendlicos de extratos
metandlicos da folha de C. adamantium de diferentes regiées de Mato Grosso
do Sul e obtiveram valores de 720 a 2120 mg GAE.100 g*' de amostra
(COUTINHO et al., 2008).

No presente estudo o teor de fendlicos totais foi superior aos relatados na
literatura considerando solventes acetona 70% e metanol (Tabela 6). Contudo
deve-se ressaltar que os estudos referenciados (CAMPOS et al., 2012; ALVES
et al., 2013; ROCHA et al., 2011 realizaram a extracao de polifendis a partir da
polpa e, neste estudo foi da casca e da semente. A casca protege a polpa de
ataques de patdégenos, injdrias, entre outros, e quando a planta é submetida a
condi¢cdes ambientais extremas ativam-se as rotas de sintese dos metabdlitos
secundarios, resultando em maior producéo de compostos fendlicos o que pode
justificar os maiores valores obtidos.

De acordo com Rufino et al. (2010), os compostos fendlicos em amostra
em massa seca podem ser classificados em compostos de teor baixo (< 1000
mg GAE.100 g!), médio (1000 - 5000 mg GAE.100 g*) e teor elevado (> 5000
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mg GAE.100 g?). Dessa forma, neste estudo a casca apresentou valores
classificados como teor médio de fendlicos independente dos solventes
empregados na extracdo, com excecdo do acetato de etila. JA a semente
apresentou teor médio de compostos fendlicos para os solventes metanol 50%,

metanol 50%:acetona 70%, etanol 70% e acetona 70%.

5.4.2. FLAVONOIDES

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados dos teores de flavonoides da
casca e semente de guavira por diferentes sistemas extrativos. As extracdes com
acetona 70% e etanol 70% foram mais eficientes para a casca, porém ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre esses solventes. Para a semente 0s
resultados da analise de variancia mostraram nao haver diferenca significativa
(p>0,05) nas extragcBes com n-hexano, etanol 70%, acetona 70% e acetato de
etila, concluindo-se que estes solventes foram os mais eficientes na extracéo

dos flavonoides.

Tabela 7 Teores de flavonoides da casca e da semente de C. adamantium
obtidos por diferentes sistemas extrativos

Flavonoides (mg QUE.100 g amostra ms)

Solvente

Casca Semente

Agua 26,65 +5,21¢ 223,61 + 22,93
Metanol 50% 55,01 £ 0,03°¢ 263,32 +18,18°
Metanol 50%:acetona 70% 144,15 + 4,06 311,67 +3,29°

n-hexano N.d 678,67 + 109,352
Etanol 70% 198,98 + 1,192b 655,61 + 17,802
Acetona 70% 203,03 + 24,292 808,98 + 37,812
Acetato de etila 55,70 + 3,50¢ 844,19 + 39,552

N.d., Nao determinado; ms, amostra em massa seca; Letras iguais na mesma
coluna nao diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey

Kataoka e Cardoso (2013), analisando os extratos hidroetandlicos das
folhas de C. xanthocarpa e C. sessiliflora obtiveram 22,81+0 e 35,60+0,69 ug de
QUE.100 g fruto, e Malta et al. (2013), quantificaram no extrato do fruto inteiro
de C. cambessedeana extraido com acetona 80%:metanol 70% obtendo 171,0
+ 40,7 mg de CAT.100 g'! de fruto. Esses valores foram préximos aos

encontrados para a casca (Tabela 7).



49

N&o é tarefa facil encontrar um método Unico que seja adequado para a
andlise de um grupo diverso de fendlicos devido a diversidade das estruturas
quimicas e variacao de sensibilidade dos compostos as condi¢fes de extracao
(ANTOLOVICH et al., 2000)

Como os flavonoides sdo substancias polares, geralmente sao
empregados para sua extracdo solvente polares (dgua) e intermediarios
(metanol, etanol, acetona e acetato de etila) (SIMOES et al., 2007). Contudo a
extracdo empregando um solvente apolar (n-hexano) apresentou teores
consideraveis de flavonoides (Tabela 7). Godoy et al. (s.d), relatam que os
flavonoides possuem polaridades variadas, apresentando substancias ionicas,
como as antocianinas, substancias polares como os flavonoides glicosilados e
substancias apolares como os flavonoides estereficados. Essas bases tedricas

justificam os resultados obtidos no presente estudo.

5.4.3. TANINOS

O conteudo de taninos dos diferentes sistemas extrativos da casca e da
semente encontram-se na Tabela 8. O teor de taninos na casca foi menor que
na semente provavelmente devido a dificuldade de extracdo dos taninos
presentes nos tecidos vegetais da casca por estarem ligados a carboidratos,
proteinas, parede celular ou por serem insoluveis nos solventes utilizados
(Salunkhe et al., 1990).

Tabela 8 Teores de taninos da casca e da semente de Campomanesia.
adamantium obtidos por diferentes sistemas extrativos

Taninos (mg CAT.100 g! amostra ms)

Solvente

Casca Semente
Agua 316,07 + 19,41°¢ 1205,37 + 92,67¢
Metanol 50% 322,84 + 2,94°¢ 1705,56 + 67,91°¢
Metanol 50%:acetona 70% 265,93 + 2,05¢ 527,11 +10,87¢
n-hexano N.d N.d
Etanol 70% 453,14 + 18,77 899,01 + 63,06¢
Acetona 70% 642,32 + 18,772 4712,63 + 119,512
Acetato de etila 184,70 + 16,66¢ 2689,91P

N.d., Nao determinado; ms. Massa seca; Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey
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A acetona 70% foi o solvente com maior eficiéncia na extracdo de taninos
para a casca e semente (Tabela 8), diferindo significativamente (p<0,05) dos
demais sistemas extrativos. Rocha et al. (2011), na extracdo de taninos
condensados do fruto de Campomanesia sp (casca+polpa) empregando acetona
70%, etanol 95% e metanol 99,8%, obtiveram de 93+10 mg CAT.100g! a 159413
mg CAT.100g™* de fruto, sendo mais eficiente a acetona 70%, o que corrobora

com o presente trabalho.

5.5. ANTIOXIDANTES

5.5.1. EXTRATOS

A atividade antioxidante dos extratos avaliada pelo sequestro radicalar do
DPPH® e ABTS"* séo apresentados na Tabela 9. O extrato aguoso da casca foi
menos eficiente no sequestro radicalar do DPPH em relagdo aos outros
solventes. No sequestro do radical ABTS™ os solventes metanol 50%, etanol
70% e acetona 70% apresentaram maior atividade antioxidante.

No que se refere & semente os menores resultados obtidos para o I1Cso
foram para as amostras extraidas com o n-hexano e acetato de etila. As menores
atividades antioxidantes frente ao ABTS™ foram observadas na agua e no
acetato de etila. A polaridade e o solvente escolhido podem afetar a transferéncia
de elétrons e atomos de hidrogénio, influenciando na atividade antioxidante
(MENSOR et al., 2001). A atividade antioxidante frente ao DPPH™ apresenta
correlacdo ao teor de compostos fendlicos (Tabela 6) nos extratos obtidos com
acetona 70%.

Na Figura 7 sé&o apresentados os valores do percentual de inibicdo do
radical DPPH'-dos extratos de casca e semente obtidos em diferentes solventes.
O extrato que apresentou maior porcentagem de inibicdo foi o metanol 50%
(86,54 + 0,40) seguido do etanol 70% (75,63 £ 1,09) ambos na semente. Ja para
a casca foi 0 acetona 70% (66,29 + 0,00) seguido do metanol 50%:acetona 70%
(72,51 + 1,61). Nao foram encontrados estudos da atividade antioxidante da

casca e semente de C. adamantium, porém Kataoka e Cardoso et al. (2013)
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analisaram extratos aquosos e etandlicos das folhas de C. xanthocarpa e C.

sessiliflora e obtiveram um percentual de inibicdo de 81,37 £ 3,93 a 91,23 £ 0,07.

Os extratos da casca obtidos com o0 n-hexano e acetato de etila e os
extratos da semente com a mistura metanol 50%:acetona 70% para a semente
ndo apresentaram inibicdo de DPPH na concentragdo de 500 pg.mL™.

O controle positivo (BHT) na concentracéo de 34 pug.mL?! apresentou uma
inibicdo de 77%. Na concentracdo de 500 pg.mL* a maioria dos extratos
apresentaram percentagem de inibicdo préxima ao do BHT, sendo muito menor
nos extratos aquoso da casca e, n-hexano e acetato de etila da semente.

100
86,54 + 0,40 68,58 + 2120 72’79 + 5’21
090 T
_ 080 68,89£1,94 L 7251:1,61 75,63f 1,09 | 66,29+ 0.00
S 1 67,70 + 0,59 1
o - : T ==
5 070 ! % = E I
v 060 = =
© = =
g 050 = =
39,2314l = = -
3 = 35,73+ 0,0 = Casca
o = = et = Semente
co0 BH=HB =
g = = = 20,04 + 3,75
020 = = = I
w0 —E=— B =
000 —= = = = =
Aquoso Metanol Metanol n-hexano Etanol Acetona Acetato
50% 50%: 70% 70% de etila
Acetona

70%

Figura 7 Percentual de inibicdo do radical DPPH obtido nas analises da casca e
semente de C. adamantium por diferentes sistemas extrativos com concentragcéo
de 500 pg.mL™.



Tabela 9 Atividade antioxidante dos diferentes solventes extrativos na casca e semente de Campomanesia adamantium e

BHT pelos métodos de sequestro de radicais DPPH (ICso) e ABTS (UM trolox.g* de amostra)

DPPH ABTS
Solvente ICs0 (mg amostra.mL* DPPH) UM trolox.g™* de amostra
Casca Semente Casca Semente
Agua 0,723 £ 0,006°¢ 0,362 + 0,025 39,60 + 9,31b¢ 62,61 £ 5,86°¢

Metanol 50%
Metanol 50%:acetona

0,340 + 0,004°
0,285 + 0,021°

0,168 + 0,008°
0,144 + 0,001°

134,09 + 12,512

94,74 + 18,83°

126,31 + 4,36°

136,12 + 10,642

70%

n-hexano N.d. 0,837 + 0,000° 3,35+ 0,05° 173,62 + 13,962
Etanol 70% 0,310 + 0,081° 0,222 + 0,002° 163,70 + 14,272 155,52 + 6,48%P
Acetona 70% 0,249 + 0,085° 0,326 + 0,000° 212,882 178,43 + 9,887
Acetato de etila N.d. 1,179 + 0,149¢ 15,16 + 3,56° 18,25 + 2,69¢
BHT 0,020 + 0,000 0,020 + 0,0002 N.d. N.d.

N.d., Ndo determinado; Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente 0,05 ou 5%
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5.5.2. OLEO ESSENCIAL

Os dleos essenciais da casca e da semente de guavira apresentaram um
baixo potencial antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH (Tabela 10), esses
resultados podem ser relacionados aos constituintes majoritarios, pois o
Limoneno, a e B-pineno, Z-B-ocimeno, biciclogermacreno e &-cadineno possuem
baixo potencial antioxidante. Ruberto e Baratta (2000) relatam que o0s
constituintes monoterpenos nao-oxigenados e 0s sesquiterpenos dos 6leos
essenciais, representados por compostos aciclicos, mono e biciclicos possuem
escasso potencial antioxidante.

Coutinho et al. (2009) em analise do Oleo essencial da folha de C.
adamantium extraido por hidrodestilacao apresentaram percentagem de inibicdo
dos radicais DPPH" de 9,91% (2,270 ug.mL?) no estadio de florescimento, 7,47%
(2,390 pg.mL?Y) no estadio reprodutivo e 6,89% (2,320 ug.mL?) na fase
vegetativa.

Tabela 10 Atividade antioxidante do 6leo essencial extraido por hidrodestilacéo
pelo periodo de 3 h da casca e semente de Campomanesia.
adamantium e BHT pelos métodos de sequestro de radicais DPPH
(ICs0) e ABTS (UM trolox.g* de extrato)

Oleo essencial DPPH ABTS
ICso (mg.mL?) pM trolox.g?
Casca 3,131 +£0,05° 2,75+0,782
Semente 7,122 +0,06¢ 1,52 +£0,282
BHT 0,020 + 0,000 N.d

N.d., Ndo determinado; Letras iguais na mesma
coluna nao diferem significativamente 0,05 ou 5%

No presente estudo o O6leo essencial da casca e semente de C.
adamantium extraidos por hidrodestilagédo no periodo reprodutivo, o percentual
de inibicdo foi de 32% (2210 yg.mL?) da casca e 16,59% (2153 ug.mL?) da
semente, sendo superior aos encontrados no 6leo essencial da folha relatado
por Coutinho et al. (2009).
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5.6. ATIVIDADE BIOLOGICA

5.6.1. TESTE DE DILUICAO EM CALDO

A Tabela 11 mostra as concentracdes inibitorias dos extratos e 6leos
essenciais (hidrodestilacdo) avaliados frente a bactérias no teste de

microdiluicéo.

A atividade antimicrobiana foi observada no extrato hexanico da casca e
do acetato de etila da semente com concentracado de inibicdo de 2000 pg.mL™.
O EHC inibiu as bactérias S. aureus e S. pyogenes e, o EAES inibiu o S.
pyogenes. O 6leo essencial da casca extraido por hidrodestilacdo durante 3 h
apresentou inibicdo microbiana, a concentracdo de 450 pg.mL? inibindo a
bactéria Klebsiella sp.

A acédo antimicrobiana desses extratos pode ser justificada pela presenca
de um numero maior de componentes apolares, o que favorece a ruptura da
parede da membrana celular das bactérias S. aureus e S. pyogenes, ambas
Gram-Positivas.

Segundo Bajpai et al. (2007) alguns 6leos essenciais possuem maior
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, pois as Gram-
negativas possuem uma bicamada fosfolipidica na parede celular, tornando-a
mais resistente. Porém no trabalho apresentado o 6leo essencial inibiu uma
bactéria Gran-negativa (Klebisiella sp) e, apresentou acao bacteriostatica em
Gran-positivas (S. pyogenes e S. aureus) e Gran-negativa (Pseudomonas sp)

Os micro-organismos Salmonella sp, Proteus sp e Shigella sp., ndo

apresentaram sensibilidade frente aos extratos e 6leos essenciais estudados.



Tabela 11 Atividade antimicrobiana em meio liquido dos extratos e 6leos essenciais (hidrodestilacdo) da casca e semente de
guavira

Amostra Extrato MIC (ug.mL1)
E.coli Klebsiellasp S. aureus S. pyogenes  Pseudomonas sp
EEC * * m n _
EMC * * 4 " .
EAEC * x . i .
Casca EAC * % . . ,
ERC * * 2000 2000 "
O.E. 3h * 450 4 4 )
O.E. 5h * * 4 . )
EES * * m ” .
EMS * * N . .
EAES * * # 2000 ]}
Semente EAS * * . 4 .
EHS # * # 4 ]}
O.E. 3h * x . . .
O.E. 5h * x . . .

* Extratos que ndo apresentaram atividade nas concentracoes avaliadas. # Extratos que apresentaram
atividade bacteriostatica na concentragdo de 2000 pg.mL™.
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5.6.2. TESTE DE DIFUSAO EM DISCO

Foram testadas 6 diluicGes do extrato vegetal e do 6leo essencial, porém
nenhuma apresentou formacao de halo de inibigdo (= 6 mm). Este resultado pode
ser atribuido a dificuldade de amostras oleosas se difundirem em meio solido.
Bona et al. (2014), em estudo comparativo da atividade antimicrobiana com
diferentes métodos de avaliacdo, observaram que o método de microdiluicdo em
caldo foi a melhor opc¢éo, apresentando resultado quantitativo mais confiavel que
a difusdo em disco e é mais econ6mica que a difusédo em disco e em poco.

Utilizando a mesma metodologia de difusdo em disco, Coutinho et al.
(2009) avaliaram a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais das folhas de
C. adamantium extraidos em diferentes estadios de maturacdo. Os autores
verificaram alta atividade contra C. albicans (ATCC 10231), S. aureus (ATCC
25923) e P. aeruginosa (ATCC 27853) e atividade moderada contra E. Coli
(ATCC 25922). Em outro estudo com frutos, Cardoso et al. (2010) verificaram a
existéncia de atividade antimicrobiana de extratos e fragdes hexanicas de C.
adamantium e C. pubescens frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus e P.
aeruginosa), Gram-negativas (E. coli e S. setubal) e leveduras (C. albicans e S.
cerevisiae) utilizando o método de microdiluicdo com concentracdo minima
inibitério (MIC) variando de 5,0 a 20,0 ug.mL™*. Kataoka et al., (2008) observaram
gue o extrato etandlico (1:50) da casca de C. adamantium inibiu S. aureus, P.

aeruginosa, S. pyogenes e C. albicans.



57

Figura 8 Difusdo em disco da Streptococcus pyogenes com o antibiético
cloranfenicol (30ug)
Fonte: O autor, 2015

Figura 9 Difusdo em disco da Pseudomonas com antibiético amicacina (30ug)
Fonte: O autor, 2015

Estes resultados mostram que ha necessidade de realizar novos estudos
sobre a difusdo em agar dos extratos vegetais e Oleos essenciais e

principalmente aumentar as concentracoes testadas.
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CONCLUSOES

O rendimento do extrato de guavira foi influenciado pela escolha do
material vegetal e do solvente sendo maior na semente. Os solventes
etanol 70% e metanol 50% foram os mais eficientes na extragao.

A composigdo quimica do 6leo variou com o método e tempo de extracao.
O processo supercritico foi mais eficaz na obtencdo do extrato global,
porém a separacao do 6leo volatil foi maior na hidrodestilagéo.

O a-pineno e B-pineno, Limoneno e Cis-B-Ocimeno foram os
componentes majoritarios dos 0leos essenciais da casca e da semente
de guavira extraidos por hidrodestilacdo. O Limoneno, Thujopseno e
Biciclogermacreno foram os majoritarios na extracao supercritica.

A acetona 70% foi o solvente mais eficaz na extracdo de polifendis,
flavonoides e taninos em ambas as amostras (casca e semente).

A semente apresentou maior teor de flavonoides, taninos condensados e
atividade antioxidante frente ao sequestro radicalar de DPPH" e ABTS™.
A casca apresentou maior teor de polifendis.

O solvente acetato de etila foi 0 menos eficaz na extragdo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante, portanto o0 menos viavel.

O extrato hexanico da casca de guavira apresentou inibicdo microbiana
para S. aureus e S. pyogenes. O extrato de acetato de etila da semente
inibiu S. pyogenes. O 6leo essencial da casca de guavira obtido por
hidrodestilacao apresentou inibicdo para Klebsiella sp.
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ESPECTROS ULTRA VIOLETAS DA CASCA E SEMENTE DE GUAVIRA
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Figura 10 Espectro ultra violeta da casca de guavira a 290 nm
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Figura 11 Espectros UV da semente de guavira a 290 nm
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COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAI DA CASCA DE C. adamantium

Tabela 12 Composicdo quimica de 6leo essencial da casca da Campomanesia
adamantium extraido por 3 e 5 h pelos métodos de hidrodestilacdo e extragédo
supercritica

. N Extracdo

N Componentes IRT Hidrodestilagao supercritica

3 horas 5 horas 3 horas
1 Salvene 858 0,11+0,01 0,28+0,05 0,32
2 methyl tiglate 863 0,21+0,29 - 0,37
3 Santene 884 Tr Tr 0,27
4 Cumene 924 0,45+0,08 0,21+0,00 0,31
5 a-Pinene 932 4,13+0,78 3,56+0,16 2,12
6 Camphene 946 0,12 + 0,00 - 0,20
7 verbenene 961 Tr - Tr
8 B-Pinene 974 394+119 2,78+0,19 2,43
9 Myrcene 988 1,36+£0,35 3,04+1,83 0,34
10 a-Phellandrene 1002 2,01+0,16 0,94 +0,02 0,78
11 0-Carene 1008 0,23+0,04 0,20%x0,01 0,31
12 a-Terpinene 1014 0,36+0,05 0,11+0,01 0,26
13 0-Cymene 1022 0,74+1,05 Tr 0,88
14 Limonene 1024 14,19+ 1,57 - 11,53
15 1,8-Cineole 1026 1,782,552 - -
16 Z-3-Ocimene 1032 0,11+0,01 20,48+0,87 0,14
17 Heptyl acetate 1038 Tr - 0,11
18 E-B-Ocimene 1044 3,48+0,39 2,54+0,03 0,34
19 Y-Terpinene 1054 0,83+0,30 0,42+0,02 0,29
20 Terpinolene 1086 1,55+0,38 1,10+0,01 0,83
21 Linalool 1095 3,02+0,23 4,77 £ 005 0,52
22 endo-Fenchol 1114 0,11+£0,01 Tr 0,12
23 Stemone 1124 Tr - 0,12
24 trans pinocarveol 1134 Tr - 0,13
25 Geijerene 1138 - - -
26 isopulegol 1145 - - -
27 Menthone 1148 - - -
28 Borneol 1165 0,26+0,11 0,11+£0,06 0,15
29 Menthol 1167 - - -
30 Santolinyl acetate 1171 Tr 0,73+0,01 -
31 Terpinen-4-ol 1174 0,71 +0,15 - Tr
32 a-Terpineol 1186 2,20+0,26 2,50+ 0,02 0,19
33 Myrtenal 1195 Tr - -
34 verbenone 1204 Tr 0,38 + 0,09 0,12
35 trans-Piperitol 1207 0,13+0,01 - Tr
36 trans-Carveol 1215 Tr - -
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. N Extracdo

N Componentes IRT Hidrodestilagao supercritica

3 horas 5 horas 3 horas
37 Nerol 1227 0,12 +0,02 - Tr
38 Carvone 1239 0,12+0,01 - Tr
39 Geraniol 1249 0,13+0,02 - 0,12
40 Carvenone 1255 Tr - Tr
41 Perilla aldehyde 1269 0,17+0,06 0,22+0,01 Tr
42 Bornyl acetate 1287 - - -
43 Carvacrol 1298 0,15+0,04 0,36 £0,08 0,11
44 Methyl geranate 1322 0,13+0,01 - 0,11
45 O0-Elemene 1335 0,11+0,01 0,15+0,04 Tr
46 0-Cubebene 1345 0,11+0,00 0,16 +0,03 0,12
47 Dihydro eugenol 1366 - 0,28 + 0,07 -
48 a-Ylangene 1373 0,14+0,04 1,38%+0,25 0,18
49 Isoledene 1374 0,61+0,71 - 2,34
50 a-Copaene 1374 0,98 + 0,02 - 0,33
51 B-Damascenone 1383 Tr Tr -
52 B-Cubebene 1387 0,12+0,01 0,33+0,04 0,11
53 B-Elemene 1389 0,33+0,27 - Tr
54 Sibirene 1400 0,11 +0,00 - 0,13
55 a-Gurjunene 1409 0,46 £0,15 - 0,34
56 B-cedrene 1419 - 4,61 +4,61 -
57 Thujopsene 1429 6,76 +£0,25 0,60%0,03 12,15
58 B-Copaene 1430 0,51+0,16 0,16 +0,02 0,56
59 Nerone 1438 Tr 3,19+£0,60 -
60 Aromadendrene 1439 2,88+0,20 - 3,04
61 Cedrane 1441 0,27+0,06 0,16 +£0,08 0,17
62 Epi cedrane 1447 0,15+0,21 - 0,18
63 trans-muurola-3,5-diene 1451 Tr - -
64 a-Humulene 1452 1,35+191 3,46+1,73 -
65 allo-Aromadendrene 1458 1,99+161 1,22+0,61 6,53
66 a-Acoradiene 1464 0,82+ 1,16 - 1,01
67 tra”S'ngz‘é"l@)"" 1475 032+0,02 099+0,14 032
68 Y-Muurolene 1478 0,78 +1,10 - -
69 Widdra-2,4(14)-diene 1481 0,36+050 2,11+1,06 0,34
70 a-Amorphene 1483 0,12+0,27 0,34%0,17 0,14
71 Germacrene D 1484 3,70+ 1,97 - 4,14
72 B-Guaiene 1492 0,23+0,18 - Tr
73 Capillene 1493 0,57 +0,80 - 1,70
74 Bicyclogermacrene 1500 6,90+282 9,32+2,66 19,38
75 a-Muurolene 1500 Tr 0,46 + 0,08 0,13
76 Farenal 1508 0,62 + 0,87 - 0,17
77 0-Amorphene 1511 0,60+0,14 1,94 +0,97 0,22
78 Y-Cadinene 1513 1,16 +0,21 - 1,28
79 0-Cadinene 1521 257+143 6,62+2,50 4,59
80 Lilial 1527 - 0,34 +0,21 -
81 Trans-Cadina-1,4-diene 1533 0,85+0,89 0,28+0,10 3,85



70

. N Extracdo
N Componentes IRT Hidrodestilagdo supercritica
3 horas 5 horas 3 horas
82 a-Cadinene 1537 0,26+0,11 3,11+0,49 0,22
83 0-Cuprenene 1542 0,51+0,18 0,13 +0,07 0,23
84 Selina-3,7(11)-diene 1545 0,29+0,10 0,22+0,10 0,25
85 Elemicin 1555 0,14+0,02 3,27+1,36 0,11
86 Germacrene B 1559 0,69 + 0,29 1,18 £ 0,09 0,49
87 Nerolidol 1561 0,20+0,14 - Tr
88 Davanone B 1564 0,86 £ 0,09 1,58 + 0,07 1,03
89 Maaliol 1566 - - Tr
90 Palustrol 1567 0,55+0,11 - 0,47
91 Spathulenol 1577 1,22+0,97 3,31+0,28 3,55
92 Globulol 1590 3,68%+0,54 242+1,21 3,68
93 Cubeban-11-ol 1595 0,75+0,60 5,90+ 3,41 0,39
94 Cedrol 1600 1,65+105 0,87+0,31 0,55
95 Guaiol 1600 0,45+0,23 - 0,29
96 a-Atlantol 1608 0,68+0,52 1,11+0,76 0,45
97 Isomyristicin 1616 0,32+0,11 0,12+0,03 Tr
98 10-di-epi-Cubenol 1618 0,21+£0,15 - 0,26
99 junenol 1619 0,22+0,03 2,51+1,49 0,18
100 1-epi-Cubenol 1627 1,14+0,19 0,18 +0,07 1,22
101 Y-Eudesmol 1630 - 0,27 +0,12 0,41
102 a-acorenol 1632 054+0,16 0,41+0,20 0,54
103 epi-a-Cadinol 1638 0,61+0,12 0,29+0,18 1,22
104 a-muurolol 1644 0,50+0,56 0,27 +0,09 2,68
105 B-Eudesmol 1649 0,68+0,01 0,21+0,02 0,44
106 a-Cadinol 1652 0,36+0,06 1,00+0,42 0,21
107 Valerianol 1656 0,40+ 0,16 - 0,29
108 Allohimachalol 1661 0,39 +0,55 - 1,51
109 7-epi-a-Eudesmol 1662 0,97+1,16 1,53+0,22 0,12
110 Lyral 1665 0,24+0,08 0,20+£0,10 Tr
111 Bulnesol 1670 0,22 +0,01 - 0,19
112 Apioli 1677 0,32+0,01 3,55+0,08 0,19
113 Eudesm-7(11)-em-4-ol 1700 0,21+0,11 Tr 0,22
114 Nuciferal 1727 Tr 0,55+ 0,05 0,18
Total 99,33% 99,70% 99,94%

As concentragbes com desvio padrdo foram feitas em triplicata, as demais devido a
pequena quantidade de amostra, foram feitas apenas uma vez. IRT, indice de retencéo

tabelado; Tr, porcentagem < 0,1%
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COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAI DA SEMENTE DE C.

adamantium

Tabela 13 Composicdo quimica de O6leo essencial

da semente da

Campomanesia adamantium extraido por 3 e 5 h pelos métodos de
hidrodestilacdo e extracdo supercritica

Concentragao (%)

N Componentes IRT Hidrodestilagao Extragg_o
supercritica
3 horas 5 horas 3 horas 5 horas

1 Salvene 858 0,15+ 0,06 0,14 + 0,14 0,29 0,19
2 methyl tiglate 863 0,17 £ 0,24 - 1,34 0,29
3 Santene 884 0,22 + 0,07 - 0,32 0,33
4 Cumene 924 0,60 £ 0,37 0,32+0,01 0,31 0,29
5 a-Pinene 932 9,93+ 1,66 10,67 £ 0,58 3,59 2,43
6 Camphene 946 0,30 +0,01 - 0,28 0,16
7 verbenene 961 Tr - Tr 0,11
8 B-Pinene 974 10,32 £+ 1,29 8,51 +0,38 5,59 4,41
9 Myrcene 988 1,69+0,21 1,56 = 0,06 0,21 0,43
10 a-Phellandrene 1002 2,89+1,53 3,15+0,04 0,9 0,82
11 0-Carene 1008 0,22 +0,16 0,11+0,01 0,32 0,33
12 a-Terpinene 1014 0,58 £ 0,33 0,23+0,23 0,29 0,27
13 0-Cymene 1022 1,67 £0,89 - 0,9 0,85
14 Limonene 1024 17,76 £ 4,28 - 10,9 13,4
15 1,8-Cineole 1026 1,64 +2,06 - Nd Nd
16 Z-B-Ocimene 1032 Tr 25,25+ 0,32 0,11 0,13
17 Heptyl acetate 1038 Tr - Tr 0,11
18 E-B-Ocimene 1044 3,24 + 1,09 6,37 £ 0,18 0,58 1,63
19 Y-Terpinene 1054 1,36 £0,42 1,31 +0,04 0,45 0,97
20 Terpinolene 1086 1,77 £0,48 1,88 + 0,01 0,79 1,12
21 Linalool 1095 2,37 £ 0,08 3,30 £ 0,05 0,43 1,59
22 endo-Fenchol 1114 0,15+ 0,06 0,17 £ 0,00 0,11 0,15
23 Stemone 1124 0,12 + 0,02 - 0,11 0,12
24 trans pinocarveol 1134 Tr - 0,11 Tr
25 Geijerene 1138 - - - Tr
26 isopulegol 1145 - - - 0,23
27 Menthone 1148 - - - 0,25
28 Borneol 1165 0,37 £ 0,05 Tr 0,21 0,23
29 Menthol 1167 - - - 0,32
30 Santolinyl acetate 1171 - 0,83+0,01 Tr Tr
31 Terpinen-4-ol 1174 0,45 0,64 0,13 0,12
32 a-Terpineol 1186 2,42 + 0,26 2,39 +0,03 0,53 0,23
33 Myrtenal 1195 Tr - - 0,21
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Concentracao (%)

Componentes IRT Hidrodestilagao sfg(érr?:(r;%za
3 horas 5 horas 3 horas 5 horas

34 verbenone 1204 Tr - 0,14 0,14
35 trans-Piperitol 1207 0,14 £ 0,01 0,11 0,13
36 trans-Carveol 1215 Tr - - -

37 Nerol 1227 Tr - 0,11 0,12
38 Carvone 1239 Tr - 0,11 0,14
39 Geraniol 1249 Tr - Tr Tr

40 Carvenone 1255 Tr - 0,11 Tr

41 Perilla aldehyde 1269 Tr - Tr 0,14
42 Bornyl acetate 1287 - - - 0,21
43 Carvacrol 1298 Tr - Tr 0,12
44 Methyl geranate 1322 0,14 + 0,01 - Tr 0,11
45 0-Elemene 1335 0,12 + 0,00 - 0,13 0,14
46 0-Cubebene 1345 0,12 + 0,00 0,11 +0,01 0,14 0,13
47 Dihydro eugenol 1366 - 0,17 £ 0,07 - 0,21
48 a-Ylangene 1373 0,16 £ 0,01 0,76 £ 0,01 1,3 0,19
49 Isoledene 1374 0,62 £ 0,87 - 3,02 2,11
50 a-Copaene 1374 0,80 +0,18 - 0,34 0,38
51 B-Damascenone 1383 - - Tr -

52 B-Cubebene 1387 0,05 + 0,07 0,14 £ 0,00 0,11 0,12
53 B-Elemene 1389 0,11+ 0,01 - Tr 0,12
54 Sibirene 1400 0,11 +0,01 0,24 £0,01 Tr 0,15
55 a-Gurjunene 1409 0,39 £ 0,09 - 0,39 0,35
56 B-cedrene 1419 - 6,45 = 0,07 0,23 -

57 Thujopsene 1429 6,13 + 0,92 0,35+0,01 11,55 12,01
58 B-Copaene 1430 0,49 £ 0,10 - 0,91 0,67
59 Nerone 1438 - 2,01 +0,02 - 0,34
60 Aromadendrene 1439 2,41+0,42 - 5,54 3,41
61 Cedrane 1441 0,25+0,11 - 0,22 0,22
62 Epi cedrane 1447 Tr - 0,11 0,11
g3 Uansmuurold-35- g g Tr 2,52 + 0,04 : :

diene

64 a-Humulene 1452 1,19+ 1,68 - - -

65 allo-Aromadendrene 1458 1,64 +1,58 0,70 £ 0,02 5,09 5,23
66 a-Acoradiene 1464 0,56 £ 0,79 - 1,23 1,04
67 onsCAINalOA 1475 020:007 086£002 026 0,12
68 Y-Muurolene 1478 0,67 £ 0,94 1,58 £+ 0,01 - -

69 W'dd(rj"’i‘:]’:(l“)' 1481  052+006 021+021 048 0,21
70 a-Amorphene 1483 0,13+ 0,04 0,22 £ 0,22 0,11 Tr
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Concentracao (%)

N Componentes IRT Hidrodestilacao Slljzgért‘i?%?:a
3 horas 5 horas 3 horas 5 horas

71 Germacrene D 1484 2,27 +1,16 - 4,24 2,33
72 B-Guaiene 1492 0,14 £ 0,02 - Tr 0,11
73 Capillene 1493 Tr 5,61 +£0,03 0,23 1,14
74  Bicyclogermacrene 1500 3,72+0,18 - 7,02 8,1
75 a-Muurolene 1500 0,25+0,21 0,42 £ 0,01 0,11 0,15
76 Farenal 1508 Tr - 0,13 Tr

77 0-Amorphene 1511 0,22 +£0,11 1,40 £ 0,02 0,3 Tr

78 Y-Cadinene 1513 1,52+0,42 - 1,23 1,03
79 0-Cadinene 1521 3,17 £ 0,95 2,92 +0,17 4,49 3,19
80 Lilial 1527 0,17 £ 0,23 0,19+0,01 - -

81 Trans‘;ggg‘a‘l"“ 1533 0314005 020£000 0,39 6,0
82 a-Cadinene 1537 0,28 £ 0,01 0,19 £ 0,00 0,31 0,13
83 0-Cuprenene 1542 0,33 £ 0,07 - 0,4 0,11
84 Selina-3,7(11)-diene 1545 0,19 £ 0,03 - 0,22 1,43
85 Elemicin 1555 Tr 0,25+ 0,00 0,12 0,11
86 Germacrene B 1559 0,30 £ 0,22 0,38 £ 0,00 0,56 0,38
87 Nerolidol 1561 Tr 0,17 +£0,01 0,11 Tr

88 Davanone B 1564 0,69 +0,16 - 0,39 1,66
89 Maaliol 1566 - - 0,12 Tr

90 Palustrol 1567 0,30 £ 0,26 - 0,58 0,23
91 Spathulenol 1577 0,52 + 0,53 2,30 +£0,02 1,58 1,21
92 Globulol 1590 1,00+ 1,41 0,56 + 0,26 3,91 2,1
93 Cubeban-11-ol 1595 0,21 +0,16 0,21 + 0,02 0,33 0,23
94 Cedrol 1600 0,39+ 0,40 0,35+ 0,02 0,58 0,42
95 Guaiol 1600 0,27 £ 0,01 - 0,38 0,16
96 a-Atlantol 1608 0,22 +0,16 - 0,45 0,12
97 Isomyristicin 1616 Tr - 0,15 Tr

98 10-di-epi-Cubenol 1618 0,21 +0,16 0,20+ 0,20 0,32 0,13
99 junenol 1619 0,11 £ 0,16 0,15+ 0,00 0,21 0,12
100 1-epi-Cubenol 1627 0,28 + 0,06 0,19+ 0,01 0,94 1,29
101 Y-Eudesmol 1630 0,15+0,21 - 0,32 0,39
102 a-acorenol 1632 0,25+0,17 - 0,45 0,57
103 epi-a-Cadinol 1638 0,33+0,22 0,87 +0,01 1,04 0,89
104 a-muurolol 1644 0,49 + 0,69 0,11+£0,01 2,78 1,29
105 B-Eudesmol 1649 0,40 £ 0,24 Tr 0,45 0,45
106 a-Cadinol 1652 0,14 + 006 0,60 = 0,05 0,21 0,18
107 Valerianol 1656 0,24 +0,11 - 0,33 0,31
108 Allohimachalol 1661 0,46 + 0,09 - 0,38 0,77
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Concentracao (%)

. - Extracéo
N Componentes IRT Hidrodestilacao supercritica
3 horas 5 horas 3 horas 5 horas
109  7-epi-a-Eudesmol 1662 Tr - 0,11 0,11
110 Lyral 1665 Tr - 0,11 0,12
111 Bulnesol 1670 0,19 +£0,10 - 0,23 0,25
112 Apioli 1677 0,15+0,21 - 0,23 0,22
113 E“desm'z(lll)'em"" 1700 014 +0,19 - 0.29 0.27
114 Nuciferal 1727 0,13+ 0,04 - 0,57 Tr
Total 98,75% 99,80% 98,94% 99,08%

As concentra¢cdes com desvio padrédo foram feitas em triplicata, as demais devido a
pequena quantidade de amostra, foram feitas apenas uma vez. IRT, indice de retencéo
tabelado; Tr, porcentagem < 0,1%



APENDICE C;:

CURVAS DE CALIBRACAO
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Figura 12 Curva de calibracdo acido galico
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Figura 13 Curva de calibracdo quercetina
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Figura 14 Curva de calibracdo catequina
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Figura 15 Curva de calibragédo do Trolox
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Figura 16 Curva de calibracdo DPPH
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Figura 17 Curva do controle positivo BHT



