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RESUMO

A Floresta Amazonica é reconhecida por sua rica biodiversidade, incluindo uma variedade de
plantas terapéuticas e alimentares com caracteristicas distintas. Uma espécie com alto potencial
regional € o murici, Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, uma fruta nativa do Brasil, especialmente
das regides norte e nordeste, com uma polpa rica em compostos antioxidantes, tais como
carotenoides, vitamina C, compostos fenolicos e &cidos graxos insaturados. Com o objetivo de
investigar o processo de extracdo de compostos fenolicos do fruto do murici, utilizou-se a
técnica de extracdo assistida por ultrassom. Essa técnica permite uma extracdo mais eficiente e
rapida dos compostos desejados, por meio da aplicacdo de ultrassom para facilitar a
transferéncia de massa entre o solvente e a matriz solida do fruto. Os frutos foram adquiridos
em uma feira em Manaus-AM, higienizados e armazenados a -18°C até o transporte para a
Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, Campus Chapec6-SC. Para avaliar a influéncia
do método de secagem os frutos foram divididos em duas partes, sendo uma parte seca em
estufa com circulacdo de ar e a outra seca em liofilizador. O tempo de extracdo foi avaliado por
meio de estudo cinético, enquanto as variaveis de processo (temperatura, razao solido/liquido
e concentracdo de solvente) foram avaliadas com o auxilio da técnica de Planejamento de
Experimentos — empregando um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Os
extratos obtidos ao longo dos ensaios foram avaliados quanto aos compostos fenolicos totais
(CFT), quantificados pelo método de Folin-Ciocalteu, e quanto a atividade antioxidante total
(AAT), avaliada pelos metodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e FRAP (Poder
Antioxidante de Reducdo do Ferro). Para as melhores condi¢fes experimentais realizou-se o
perfil cromatografico dos extratos, por meio de cromatografia liquida acoplada ao detector de
massa (HPLC-MS). Os resultados mostraram que a biomassa seca no liofilizador, com
temperatura de 80°C, razdo sélido/liquido de 25 mg/mL e concentracdo de etanol de 60%,
resultou em uma quantificacdo de compostos fendlicos totais de 39,84 + 0,31 mg AGE/g
amostra seca e atividade antioxidante total de 229,31 + 2,58 (umol TE/g amostra seca). O
extrato obtido na melhor condicéo experimental foi liofilizado e caracterizado quanto ao seu
perfil fenolico, identificando o é&cido siringico como o composto presente em maior
concentracdo. Posteriormente estudo analisou a viabilidade celular das células saudaveis CCD
1059 Sk e das células cancerigenas SK-Mel-28 expostas ao extrato de murici. Os resultados
mostraram que o extrato de murici ndo teve efeitos prejudiciais nas células saudaveis, com um
aumento proporcional na viabilidade celular observado com o aumento da concentragdo do
extrato. No entanto, nas células cancerigenas, o extrato de murici também aumentou a
viabilidade celular, indicando que o extrato ndo é viavel para o tratamento dessas células
cancerigenas. E importante considerar que o murici contém um alto teor de agtcar, o que pode
influenciar a viabilidade celular das células cancerigenas. Além disso, testes com compostos
concentrados (quercertina e é&cido p-cumarico) do murici ndo apresentaram aumento
significativo na viabilidade celular. Em resumo, o extrato de murici ndo afetou negativamente
as células saudaveis, mas ndo demonstrou eficacia no tratamento das células cancerigenas SK-
Mel-28, indicando a necessidade de buscar outras abordagens para o tratamento do cancer.



Palavras-chave: Compostos bioativos, Amazonia, Byrsonima crassifélia, antioxidantes.

ABSTRACT

The Amazon Rainforest is recognized for its rich biodiversity, including a variety of therapeutic
and edible plants with distinct characteristics. One species with high regional potential is
murici, Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, a native fruit of Brazil, especially from the northern
and northeastern regions, with a pulp rich in antioxidant compounds such as carotenoids,
vitamin C, phenolic compounds, and unsaturated fatty acids. In order to investigate the process
of phenolic compound extraction from murici fruit, the technique of ultrasound-assisted
extraction was used. This technique allows for a more efficient and rapid extraction of the
desired compounds by applying ultrasound to facilitate mass transfer between the solvent and
the solid matrix of the fruit. The fruits were acquired from a market in Manaus-AM, cleaned,
and stored at -18°C until transported to the Federal University of Fronteira Sul - UFFS, Campus
Chapec6-SC. To evaluate the influence of the drying method, the fruits were divided into two
parts, with one part dried in an oven with air circulation and the other part dried in a freeze
dryer. The extraction time was evaluated through a kinetic study, while process variables
(temperature, solid/liquid ratio, and solvent concentration) were assessed using the
experimental design technique of Central Composite Rotatable Design (CCRD). The extracts
obtained during the experiments were evaluated for total phenolic compounds (TPC) quantified
by the Folin-Ciocalteu method, and for total antioxidant activity (TAA) assessed by the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) methods. For
the best experimental conditions, the chromatographic profile of the extracts was obtained using
high-performance liquid chromatography coupled with mass detector (HPLC-MS). The results
showed that the biomass dried in the freeze dryer at a temperature of 80°C, a solid/liquid ratio
of 25 mg/mL, and an ethanol concentration of 60% resulted in a quantification of total phenolic
compounds of 39.84 + 0.31 mg GAE/g dry sample and a total antioxidant activity of 229.31 +
2.58 umol TE/g dry sample. The extract obtained under the best experimental condition was
freeze-dried and characterized for its phenolic profile, identifying syringic acid as the
compound present in the highest concentration. Subsequently, the study analyzed the cell
viability of healthy CCD 1059 Sk cells and cancerous SK-Mel-28 cells exposed to the murici
extract. The results showed that the murici extract had no detrimental effects on healthy cells,
with a proportional increase in cell viability observed with increasing extract concentration.
However, in cancerous cells, the murici extract also increased cell viability, indicating that the
extract is not viable for the treatment of these cancer cells. It is important to consider that murici
contains a high sugar content, which may influence the cell viability of cancer cells.
Additionally, tests with concentrated compounds (quercetin and p-coumaric acid) from murici
did not show a significant increase in cell viability. In summary, the murici extract did not
negatively affect healthy cells but did not demonstrate efficacy in treating SK-Mel-28 cancer
cells, indicating the need to explore other approaches for cancer treatment.

Keywords: Bioactive compounds, Amazonia, Byrsonima crassifolia, antioxidants.
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1 INTRODUCAO

Apresentando uma das maiores biodiversidades do mundo, a floresta amazénica abrange
uma grande variedade de plantas terapéuticas e alimentares, contendo uma vegetacdo com
caracteristicas distintas das quais em sua grande maioria seus principios ativos sdo
desconhecidos (ANUNCIACAO et al., 2019). A floresta amazdnica consiste no maior bioma
brasileiro (representando 49,29% do territorio brasileiro e aproximadamente 40% do continente
sul-americano) e 0 maior ecossistema tropical intacto do mundo, compreende mais de 10.000
espécies de arvores sendo 2.956 espécies endémicas (FARIA et al., 2021; PEIXOTO ARAUJO
etal., 2021; TER STEEGE et al., 2019).

Nos ultimos anos, tem havido uma maior conscientizacdo sobre a importancia da satde
e uma crescente demanda por alimentos nutritivos de alta qualidade. Como resultado disso,
muitos estudos tém se concentrado nas atividades bioldgicas significativas dos alimentos, em
especial, na sua capacidade antioxidante, devido a sua associacdo com a prevencdo de doengas
ocasionadas pelo estresse oxidativo (NEVES et al., 2015a). Devido a isso, as frutas amazonicas
tém despertado interesse cientifico, uma vez que sdo consideradas uma rica fonte de compostos
bioativos com atividade antioxidante, evidenciando a sua importancia para a promocao da satde
humana (DE FREITAS et al., 2018; DE SOUZA et al., 2019). Estudos anteriores mostraram
atividades bioldgicas interessantes de frutas amazonicas conhecidas, bem como de néo
convencionais (DE SOUZA et al., 2019; PAZ et al., 2018). Portanto, dietas com consumo
regular dessas frutas amazonicas podem proporcionar mais do que apenas nutricdo (FARIA et
al., 2021).

Em virtude disso, podemos destacar como espécie com alto potencial regional, o murici,
Byrsonima crassifolia (L.) Kunth. Esta frutifera pertence a familia das Malpighiaceae
(ARAUJO et al., 2018), espécie nativa das regides norte e nordeste do Brasil, possui uma polpa
rica em carotenoides, vitamina C, compostos fendlicos, cidos graxos insaturados, constituindo
uma excelente fonte de compostos antioxidantes (DE SOUZA et al., 2012; FARIA et al., 2021,
MARIUTTI; RODRIGUES; MERCADANTE, 2013; NEVES et al., 2015a). Geralmente sua
polpa é consumida na forma de néctares, doces e sorvetes devido ao seu sabor exdtico e odor
caracteristico de queijo. (PIRES et al., 2019). Esses compostos sdo frequentemente associados
a efeitos beneficos para a salde, o que justifica 0 uso do murici no tratamento e/ou prevencao
de doengas (DE SOUZA et al., 2019; MARTINEZ-VAZQUEZ et al., 1999; PIRES et al., 2019).
Os hébitos alimentares sdo um dos principais fatores que determinam a saude ou a doenca de

um individuo. Nesse contexto, a investigagdo do papel antioxidante do murici pode gerar



17

resultados importantes, contribuindo para incentivar o consumo de alimentos que promovam a
salde humana e reduzam os danos oxidativos. Portanto, compreender o potencial terapéutico
do murici pode ter implicacdes significativas para a prevencdo e tratamento de diversas
doencas, além de estimular a ado¢do de habitos alimentares mais saudaveis (SOUSA; DE
SOUZA BUARQUE, 2020).

A fim de se obter compostos bioativos de matérias-primas vegetais para fins de
isolamento/identificacdo/caracterizacdo, sdo necessarias técnicas de extracdo adequadas e
padronizadas (DIAZ REINOSO; GONZALEZ MUNOZ; DOMINGUEZ GONZALEZ, 2017).
A selecdo de uma metodologia adequada é crucial para obter os compostos desejados de
maneira eficiente e com alta pureza. Existem diversas técnicas de extracdo amplamente
utilizadas, que variam de acordo com as caracteristicas dos compostos a serem extraidos e as
necessidades especificas do processo. Entre essas técnicas, algumas das mais comumente
empregadas incluem a maceragdo, a extracdo por solvente e o Soxhlet, entre outros
(DAWIDOWICZ; WIANOWSKA, 2005; SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012b).

Dentre as diversas tecnologias emergentes, a aplicacdo de ultrassom vem ganhando cada
vez mais espaco, especialmente para a extracdo de compostos naturais, 0s quais, em métodos
convencionais, normalmente requerem dias ou horas para serem extraidos. A técnica de
ultrassom emprega a energia de ondas ultrassonicas, emitidas em uma frequéncia acima da
capacidade auditiva humana (superior a 20 kHz), que eleva as taxas de transferéncia de massa
e permite a ruptura da parede celular por meio da formacédo de microcavidades. Isso resulta em
maior eficiéncia na extragdo, com menor tempo de processo e consumo reduzido de solventes
(BARRALES et al., 2018; IRAKLI; CHATZOPOULOU; EKATERINIADOU, 2018;
SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012b). Isso ocorre devido a eficiéncia do método de
extracdo, que reduz drasticamente o tempo necessario para a obtencdo do extrato, aumentando
o rendimento e, frequentemente, melhorando a qualidade do produto final. Além disso, a técnica
de extracdo por ultrassom apresenta alta estabilidade e um baixo custo energético, o que a torna
ainda mais atrativa (P1CO, 2013; SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012a).
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Para justificar os esforcos investidos na fase de obtengdo dos extratos, é crucial avaliar
0 potencial dessas substancias em relagdo ao objetivo especifico do estudo. Conforme
mencionado anteriormente, esses extratos possuem uma ampla gama de aplicacdes, que
incluem o tratamento de doencgas relevantes para a saude pablica, bem como o seu uso como
suplementos alimentares (PALOS-HERNANDEZ et al., 2022). Uma dessas doencas é o cancer,
uma condicao grave e potencialmente letal que ocorre quando as células do corpo comegam a
crescer de forma descontrolada, invadindo tecidos e 6rgdos vizinhos. O cancer € considerado
um dos maiores desafios de saude publica em todo 0 mundo, sendo a principal causa de morte
por doenga em muitos paises (INCA, 2023).

No Brasil, o cancer de pele é uma das formas mais frequentes de cancer diagnosticadas,
e 0 melanoma cutaneo (MC) é uma forma especialmente agressiva desta doenca. Em 2021, o
Instituto Nacional de Cancer relatou que 0 melanoma cutaneo foi responsavel por cerca de 8%
de todos os tipos de cancer de pele no Brasil, sendo que a estimativa para esse ano é de 8.840
novos casos em homens e 7.330 novos casos em mulheres. E fundamental destacar a
importancia da prevencdo, diagnostico precoce e tratamento adequado do melanoma cutaneo
para minimizar os efeitos negativos na saude publica. O cancer de pele é uma doenca comum
no Brasil e 0 melanoma cutaneo é uma forma particularmente perigosa dessa doenca. Embora
existam diversos tratamentos disponiveis para 0 melanoma cutaneo, a resisténcia aos
medicamentos utilizados tem aumentado, evidenciando a necessidade de novas abordagens no
combate a essa doenga, incluindo o uso de compostos derivados de plantas (CHINEMBIRI et
al., 2014). Diferentes mecanismos de acdo tém sido identificados para os compostos bioativos,
que tém sido associados a vérios beneficios para a saude, incluindo a prevencéao do cancer (DE
SOUZA et al., 2019).

Este estudo teve como objetivo explorar o potencial da matéria-prima por meio da
extracdo de compostos fenolicos utilizando ultrassom. Os extratos resultantes foram
caracterizados quanto a atividade antioxidante e compostos fendlicos totais. O extrato obtido
sob as melhores condi¢cOes de extracdo foi selecionado para avaliacdo da citotoxicidade em
fibroblastos normais de humanos da linhagem celular CCD 1059 Sk e sua atividade contra a

linhagem celular de melanoma cutaneo SK-Mel-28.
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1.1 OBJETIVOS

111

Objetivo geral

Estudar o processo de extracdo e o extrato do fruto Murici (Byrsonima crassifélia)

obtido por meio da técnica de extracdo assistida por ultrassom, além de avaliar a citotoxicidade

em fibroblastos normais humanos e a viabilidade celular em células de melanoma cutaneo SK-
Mel-28.

1.1.2

a)

b)
©)

d)

g)

h)

Obijetivos especificos

Para atender o objetivo geral, pretende-se cumprir as seguintes etapas:

Averiguar a influéncia das técnicas de secagem em estufa com circulagdo de ar e
liofilizag¢ao na qualidade do extrato obtido;

Inferir sobre o de tempo de processo por meio de uma cinética de extragao;

Avaliar a influéncia das variaveis : Temperatura (°C); Razao solido/liquido (g/mL) e;
Concentragao de etanol, na obtengdo do extrato do murici utilizando a técnica de
extracdo por ultrassom;

Estimar os compostos fenolicos totais nas diferentes condi¢des experimentais
avaliadas;

Realizar a avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos obtidos em diferentes
métodos e condigdes experimentais.

Caracterizar os extratos em relagdo aos compostos bioativos individuais por
cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Analisar o extrato quanto a citotoxicidade celular em Fibroblastos normais de humanos
da linhagem celular CCD 1059 Sk.

Selecionar a melhor condi¢do experimental com base na atividade antioxidante total e

investigar o potencial do extrato frente a linhagem celular de melanoma cutaneo SK-

Mel-28;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MURICI

Popularmente conhecidos como murici (Figura 1), as espécies de Byrsonima sdo um dos
géneros mais importantes da familia Malpighiaceae, com mais de 100 espécies descritas no
continente americano, possuem ampla distribuicdo no Brasil, com maior frequéncia e
abundancia nas regides norte, nordeste e centro-oeste (NEVES et al., 2015b; RIBEIRO et al.,
2017). A espécie Byrsonima crassifolia (L.) H.S.K., sindbnimos Byrsonima coriacea (Sw.) DC.;
B. crassifolia var. cinerea (Poir.) Nied.; B. crassifolia var. spruceana (Nied.) Nied.; B. fagifolia
Nied, que também conhecida popularmente como: Douradinha-falsa, murici, murici-assu,
murici-cascudo, entre outros. Em espanhol e inglés é conhecido como nanche. E uma fruta
esférica, que possui centro de origem e dispersao na Amazonia, cresce em arvores pequenas e
pode ser encontrado de dezembro a maio. Quando maduro, possui a cor amarelada, com o
didametro de 1,5 a 2 cm e um sabor Unico e caracteristico devido a presenca de ésteres volateis
(REZENDE; FRAGA, 2003). Podendo ser consumido in natura ou em forma de suco, sorvete,
geleias, entre outros produtos alimenticios, tornando-se um importante recurso alimentar,
principalmente para populages rurais de baixa renda (ALVES; FRANCO, 2003;
GRZYBOWSKI et al., 2017).

Figura 1- O murici (Byrsonima crassifolia).

Fonte: DoDesign-s
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Devido a maioria de suas plantas derivarem de arvores de quintal, é considerado um
fruto selvagem nativo, por ndo ser totalmente domesticado (AGREDANO-DE LA GARZA et
al., 2021). Parametros fisico-quimicos, sabor, tamanho e cor da fruta séo as principais variaveis
de qualidade para selecionar os gendétipos do murici. Embora seu fruto possua excelentes
propriedades (Tabela 1), o seu uso ainda é limitado e muitas vezes artesanal, com pouca
producdo. A comercializagdo normalmente tende a ser restrita aos mercados locais de sua
producdo (AGREDANO-DE LA GARZA et al., 2021; DE SOUZA et al., 2012).

Tabela 1 — Composicéo centesimal do murici (Byrsonima crassifolia)

Nutriente Unidade Valor (100 g)
Energia kcal 91
Proteina g 0,88
Lipidios g 2,47
Carboidratos g 19,37
Fibra total g 6,8
Acucares g 1,83
Calcio mg 40
Ferro mg 0,29
Magnésio mg 22
Fosforo mg 21
-caroteno mcg 106
Vitamina C mg 38,54

Fonte: Sistema de Informagao sobre a Biodiversidade Brasileira (2018).

Diversos estudos tém evidenciado a ampla gama de atividades bioldgicas dos extratos
que contdtm compostos bioativos, incluindo atividade antimicrobiana (MARTINEZ-
VAZQUEZ et al, 1999), anti-inflamatéria (MALDINI et al., 2009), antidepressiva
(HERRERA-RUIZ et al., 2011), bom potencial como agente antidiabetes (PEREZ-
GUTIERREZ et al., 2010), foram encontrados nas folhas e cascas; os frutos tambem
apresentaram capacidade antioxidante (Tabela 2), com a presenca de compostos fendlicos e
carotenoides (ALMEIDA et al., 2011; IRIAS-MATA et al., 2018; MARIUTTI; RODRIGUES;
MERCADANTE, 2013). Identificada como uma boa fonte de luteina, a qual esta associada a
uma reducdo do risco do desenvolvimento de degeneracdo muscular (MARIUTTI;
RODRIGUES; MERCADANTE, 2013) e também zeaxantina, podendo ser atribuida na
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eficacia do tratamento de diabetes mellitus (PIRES et al., 2019). Também foram analisados a
presenca de compostos fenolicos derivados de quercetina e &cido galico, além de compostos
como catequina, epicatequina, rutina e kaempferol no extrato hidrofilico de murici (MARIUTTI
et al., 2014; SOUSA; DE SOUZA BUARQUE, 2020). Estudos recentes evidenciam que 0s
extratos celulares presentes no murici, apresentaram forte bioatividade, inibindo a viabilidade

celular contra linhagens celulares carcinoma do ovéario humano (DE SOUZA et al., 2019).

Tabela 2 - Principais compostos antioxidantes no murici [Byrsonima crassifolia (L.) Kunth]

Compostos Antioxidantes Concentracéao Autor

Vitamina C 58,88mg 100 g Fruta DE SOUZA et al., 2020
Fenolicos Totais 2,54mgGAE™* g Extrato GORDON et al., 2011

Acido Galico 0,22mg g* Extrato SOUSA et al., 2018
Quercetina 2,72pgmL* Extrato MARIUTTI et al., 2014

Carotenoides Totais 0,57mg g Extrato SOUSA et al., 2018
Luteina 17,3pg ¢! Extrato MARIUTTI et al., 2013
Zeaxantina 3,5ug gt Extrato MARIUTTI et al., 2013

*GAE, equivalente de acido galico.

Em um estudo realizado por Pires et al. (2019), foi analisado o potencial antioxidante
dos extratos da polpa de murici obtidos por meio de CO? supercritico. Os resultados obtidos
por esse meio de extracdo demostraram uma alta concentracdo de compostos fendlicos e
antioxidantes nos extratos, sugerindo seu potencial como alternativa no tratamento e/ou
prevencdo de condi¢cBes como hipercolesterolemia, aterosclerose e trombogénese. No entanto,
poucos estudos tém investigado os efeitos in vivo dos frutos de B. crassofolia aplicados a satde
(SOUSA; DE SOUZA BUARQUE, 2020).

Mariutti et al. (2014) demostraram que os extratos hidrofilicos de murici atuam
efetivamente contra o acido hipocloroso, radical hidroxila, &nion de peroxinitrito e superéxido
e inibe a oxidacdo da hemoglobina, peroxidacao lipidica e deplegéo de glutationa em eritrocitos
humanos. Além disso os extratos dos carotenoides do murici também demostraram, in vitro,
serem um potente eliminador do radical peroxil, sendo quase 13 vezes mais potente do que o
a-tocoferol (MARIUTTI; RODRIGUES; MERCADANTE, 2013).
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2.2 METODOS DE EXTRACAO

Os métodos de extracao utilizando solventes sdo amplamente utilizados na industria e
em centros de pesquisa devido a sua simplicidade e baixo custo (JIANG; GHOSH;
CHARCOSSET, 2021). Entretanto, a utilizacdo desses métodos podem acarretar em algumas
desvantagens, tais como a demanda por grandes volumes de solvente e a necessidade de
empregar altas temperaturas, o que pode resultar na degradacdo de compostos termolabeis
presentes na amostra (PLAZZOTTA et al., 2021).

Com o intuito de minimizar os impactos negativos dos métodos convencionais, novas
técnicas de extragdo estdo sendo desenvolvidas. Entre elas, destacam-se a extracao assistida por
ultrassom, a extracao assistida por micro-ondas, a extracdo assistida por liquidos pressurizados
e a extracdo assistida por CO? supercritico.

Essas técnicas utilizam mecanismos diferentes para extrair compostos da amostra, mas
todas tém em comum a reducdo do uso de solventes e temperaturas mais baixas de extragéo, o
gue pode levar a um maior rendimento de compostos de interesse e preservacdo das
propriedades quimicas e bioldgicas da amostra. Além disso, essas técnicas tém um impacto
ambiental reduzido, uma vez que geram menos residuos e utilizam menos energia (LUQUE DE
CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

2.2.1 Extracdo assistida por ultrassom

Uma alternativa de extracdo com impacto ambiental reduzido tem sido a técnica de
ultrassom. Essa técnica pode ser empregada como pré-tratamento de amostras ou acoplada a
outros métodos de extracdo, com o intuito de aumentar a eficiéncia e reduzir o tempo dos
processos extrativos. Ao utilizar o ultrassom, é possivel diminuir a quantidade de solvente
utilizada na extracdo e mitigar a degradacdo de compostos termolabeis presentes na amostra
(HEDAYATI et al., 2021).

Durante a extragdo assistida por ultrassom, as ondas mecanicas oscilantes ajudam a
aumentar a taxa de difusdo, gerando altas tens6es por meio do colapso das bolhas de cavitagéo.
Esse processo de cavitacdo (Figura 2) é capaz de romper as paredes celulares e aumentar as
interaces entre o solvente e o substrato, resultando em uma melhoria significativa do
coeficiente de transferéncia de massa. Isso pode levar a um aumento da eficiéncia da extrag&o,
com tempos de processo reduzidos em comparagdo aos métodos convencionais. Além disso, a

extragdo assistida por ultrassom é uma técnica ambientalmente amigavel, pois ndo produz
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residuos quimicos ou téxicos (MAJZOOBI; HEDAYATI; FARAHNAKY, 2015; WANG et
al., 2015).

Figura 2— Representacdo de ruptura da parede celular devido a cavitacdo (a). Difusao do
solvente dentro da estrutura celular (b).

Parede Celular

Rompimento formado pela -
Cavitagao

Entrada de solvente | 1 Saida do extrato
(@ ®)

Fonte: Adaptado de Shirsath et al. (2012a).

De acordo com a Figura 2, durante a propagacdo da onda ultrassdnica, ocorrem
alteracdes de pressdo e compressdes nas moléculas, gerando microbolhas que se expandem e,
posteriormente, colapsam no meio liquido. Essas compressdes intensas contribuem para a
quebra das células e a liberacdo de compostos bioativos, o que torna 0 método de extracdo por
ultrassom eficiente para a obtencéo desses compostos. Além disso, essa técnica apresenta uma
vantagem significativa por ser de baixo custo e ndo exigir a utilizacdo de equipamentos
complexos, podendo ser empregada tanto em pequena como em larga escala (DAI; MUMPER,
2010; TIWARI, 2015; CARNIEL et al., 2018; CONTE et al., 2016).

A etapa de extracdo € crucial para obter uma eficiente extracdo de compostos bioativos.
No entanto, 0s mecanismos subjacentes a este processo ainda ndo sdo completamente
compreendidos, uma vez que a estrutura e composicdo da matriz podem ser alteradas durante a
extracdo. Varios fatores tém sido investigados como influenciadores da extracdo, como a
cultivar utilizada, o tamanho das particulas da amostra, a temperatura, a proporcao
agua/solvente, o tempo de extracdo e a razdo solido-liquido. E importante estudar e otimizar
esses fatores a fim de melhorar a eficiéncia da extracdo e garantir a obtencdo dos compostos
bioativos desejados (TUNCEL; YILMAZ, 2015).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS
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Os compostos bioativos sdo uma classe de substancias quimicas encontradas em
alimentos de origem vegetal, que possuem a capacidade de afetar positivamente a salde
humana. Esses compostos incluem ndo apenas os compostos fendlicos, mas também outras
classes de compostos como carotenoides, vitaminas, minerais e fibras alimentares. Nos ultimos
anos, houve um crescente interesse na extracdo de compostos bioativos de materiais vegetais,
devido as suas possiveis propriedades terapéuticas (DE LA ROSA et al., 2018).

Os compostos fendlicos sdao uma classe de compostos bioativos presentes em alimentos
de origem vegetal que tém despertado grande interesse. Eles sdo metabdlitos secundarios
sintetizados pelas plantas, que podem se desenvolver tanto como parte do desenvolvimento
normal quanto em resposta a condicdes de estresse (MORALES-SOTO et al., 2013). Pesquisas
tém mostrado que esses compostos podem ter acdo antioxidante, anti-inflamatoria e
anticancerigena, além de ajudar a reduzir o risco de doencas crénicas. Por isso, ha um interesse
crescente em explorar o potencial terapéutico na prevencéo e tratamento de diferentes condic¢oes
de salde (BORGES et al., 2013b; XIANG et al., 2022).

Os compostos fenolicos sdo compostos quimicos que possuem uma estrutura formada
por anel aromatico e grupos hidroxila (Figura 3a), podendo ser encontrados na forma simples
(Figura 3b), ou de polimero (Figura 3c), além de poderem estar livres ou complexados a
acucares e proteinas (GARCIA-SALAS et al., 2010). Os compostos fendlicos possuem
propriedades que podem ser influenciadas pelo nimero e pela posi¢do dos grupos hidroxila
presentes no anel aromatico, assim como pela conformacao desses grupos. Essas caracteristicas
podem provocar modifica¢fes nas propriedades dos compostos fendlicos, o que pode afetar sua
atividade bioldgica (ANGELO; JORGE, 2007a; BORGES et al., 2013a). Existem duas classes
principais de compostos fenolicos: flavonoides (CsCsCe) (flavonas, flavononas, flavonois,
antocianinas e isoflavonas) e ndo-flavonoides (CeC1) (alcoois fendlicos, &cidos fendlicos,
estilbenos e lignanas) a partir de rotas metabdlicas complexas, esses compostos podem originar
outros grupos fendlicos (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).



26

Figura 3 — Estrutura compostos fendlicos: (a) Estrutura basica; (b) forma simples; (c) forma

de polimero.
OH
HO = O
(b) OH
(©)

Fonte: Adaptado de Taiz et al. (2017)

Tais compostos tém atraido interesse cientifico pdr suas atividades biologicas
significativas, particularmente como antioxidantes, que inibem os danos oxidativos nas células
humanas, podemos assim, destacar a importancia do murici, principalmente pelas suas
caracteristicas como: boa fonte de luteina e zeaxantina (MARIUTTI; RODRIGUES;
MERCADANTE, 2013), e sua composi¢do com os principais compostos fenolicos sendo o

acido galico, acido quinino, antocianinas e derivados de quercetina (MARIUTTI et al., 2014).

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe diversa de compostos bioativos, com mais de 6.000
diferentes tipos ja identificados na natureza. Eles sdo encontrados em uma ampla variedade de
plantas, incluindo frutas, verduras, legumes, ervas e chas, representando quase dois ter¢os dos
compostos fenolicos na dieta (DE LA ROSA et al., 2018). Os flavonoides possuem uma
estrutura basica composta por um nucleo de 15 atomos de carbono, dispostos em dois anéis
aromaticos (denominados A e B), conectados por uma ponte de trés carbonos contendo um
atomo de oxigénio (anel C), como ilustrado na Figura 4 (LIMA; BEZERRA, 2012). As
diferengas estruturais nos flavonoides resultam em uma grande diversidade de classes conforme
mostra a Figura 5, que incluem flavonas, flavonois, flavondis, diidroflavonois, antocianidinas
e isoflavonoides (HUI et al., 2013).
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Figura 4 — Estrutura basica dos flavonoides.

3'

Fonte: Adaptado de Lima et al. (2012)

Figura 5 — Estrutura de seis subclasses de flavonoides
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Fonte: Adaptado de Hui et al. (2013).

Os taninos sdo compostos fendlicos poliméricos encontrados em plantas, com

propriedades de defesa contra predadores e patdgenos, assim como as ligninas. Existem duas

principais categorias de taninos: os condensados e os hidrolisaveis. Os taninos hidrolisaveis

representam uma classe de compostos fendlicos que apresentam em sua estrutura uma
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combinacgdo complexa e variada de &cidos fendlicos, sendo o acido galico um dos mais comuns,
e acUcares simples. Ao contrério dos taninos condensados, que sdo formados pela polimerizacdo
de unidades de flavonoides, os taninos hidrolisaveis sdo menores e mais solGveis em agua, 0
que lhes confere a capacidade de serem hidrolisados com maior facilidade. Os taninos
condensados, também conhecidos como taninos catequicos ou proantocianidinas, sdo
compostos oligoméricos e poliméricos formados pela policondensagdo de duas ou mais
unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (Figura 6). Diferentemente dos taninos hidrolisaveis,
o0s taninos condensados nao sao hidrolisados e ndo sdo heterosideos. Eles sdo compostos por
oligbmeros e polimeros que resultam da policondensacéo de duas ou mais unidades de flavanol
e flavandiol. (ANGELO; JORGE, 2007b; MORI et al., 2001)

Figura 6 — Estrutura quimica de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol

Flavan-3-ol Flavan-3,4-diol

Fonte: National Center for Biotechnology Information — PubChem (2023)

2.3.3 Acidos fenélicos

Os acidos fenolicos sdo compostos caracterizados pela presenca de um anel benzénico,
um grupo carboxilico e um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila em sua estrutura molecular.
Esses compostos podem ser classificados em dois grupos principais: derivados do acido
hidroxibenzdico e derivados do &cido hidroxicindmico (Figura 7). Os acidos hidroxibenzoicos,
como o &cido galico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico, possuem uma
estrutura comum de seis carbonos interligados. Por outro lado, os acidos hidroxicindmicos,

como os acidos caféico, feralico, p-cumarico e sinaptico, sdo compostos aromaticos com uma
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cadeia lateral de trés carbonos (C6-C3) e sdo os mais abundantes nessa classe (ANGELO;
JORGE, 2007b).

Figura 7— Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicinamicos (b)

(a) (b)
Ry R,
OH OH
R COCH
2 R; " COOH

Acido p-hidroxibenzoico: R1 =R, =H Ac!do p-Cu.mérico: Ri=R:=H
Acido protocatecuico: Ry =OH, R, = H Acido caféico: Ry = OH, Rz =H
Acido vanilico: Ry = OCHs, R, =H Acido fertlico; R1 = OCHs, R, = H

Acido siringico: R; = R, = OCHs

Fonte: Adaptado de Angelo et al. (2007) e De La Rosa et al. (2018)

E de suma importancia compreender a composicio e fun¢do dos compostos fenélicos
devido a influéncia da natureza dos compostos, métodos de extracdo e tamanho da amostra na
sua determinacao. Esses compostos apresentam alta polaridade, reatividade e sdo suscetiveis a
acao de enzimas, o que os torna de grande relevancia em diversas aplicacdes, como alimentos,
nutracéuticos, produtos farmacéuticos e cosmeticos. Portanto, € crucial possuir um
conhecimento aprofundado sobre as propriedades e caracteristicas dos compostos fendlicos
para garantir sua utilizacdo adequada e eficaz (ANGELO; JORGE, 2007b).

2.3.4 Compostos Bioativos presentes no Murici

O murici (Byrsonima crassifolia) € uma planta encontrada na Ameérica Latina, incluindo
no Brasil, e apresenta compostos fenolicos em sua composi¢do. A presenca desses compostos
pode variar de acordo com a espécie de murici, sua maturidade e condi¢6es de cultivo. Alguns
dos compostos fenolicos presentes no murici incluem:

2.3.4.1 Acido Galico

O acido galico (Figura 8) é um composto fenolico natural, quimicamente, é o acido 3,

4, 5-trihidroxibenzoico que pode ser encontrado em uma ampla variedade de vegetais, frutas,
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ché, café e vinho. Possui uma formula molecular de CeH2(OH)3CO2H e um peso molecular de
170,12 g/mol. Sua presenca em plantas ocorre em diferentes formas, incluindo &cidos livres,
derivados de catequina, ésteres e taninos hidrolisaveis. Os derivados do acido galico sdo
naturalmente produzidos em plantas e podem ser sintetizados a partir de plantas naturais. O
acido géalico é mais comumente encontrado em espécies da familia Myrtaceae, como o murici,
e é conhecido por sua forte agdo antioxidante. Alimentos como chés, vinho tinto, café, frutas e
vegetais podem ser fontes de acido galico (AL ZAHRANI; EL-SHISHTAWY; ASIRI, 2020;
OBOH et al., 2016; SHUKLA et al., 2022).

O 4cido galico tem sido estudado por suas propriedades farmacoldgicas e terapéuticas
potenciais, incluindo atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitumoral e antidiabética.
Também tem sido estudado em relacéo a sua capacidade de prevenir doencas cardiacas, pois
pode ajudar a reduzir o nivel de colesterol no sangue e a pressao arterial. Pode ajudar a proteger
a pele contra os danos causados pelos radicais livres, retardar o envelhecimento da pele e reduzir
a inflamacdo (KANG et al., 2018; OBOH et al., 2016; SUN et al., 2016).

Figura 8 — Estrutura basica do acido gélico.

Fonte: National Center for Biotechnology Information — PubChem (2023)

2.3.4.2 Quercetina

A quercetina € um flavonoide pertencente a classe dos flavondis com nomenclatura 2-
(3',4'-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidrocromo-4-ona (Figura 9), é encontrada em diversas plantas,
como cebola, maca, brocolis, cha verde, uvas e outros alimentos de origem vegetal (ALMEIDA

etal., 2018). E um dos compostos fendlicos mais estudados e comprovadamente benéficos para
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a saude. Apresentando uma potente agdo antioxidante, ajudando a neutralizar os radicais livres
e prevenir danos oxidativos as células. Além disso, ela apresenta propriedades anti-
inflamatdrias, imunomodulatorias e anticancerigenas, podendo ser eficaz no tratamento de
diversas doencas (SUGANTHY et al., 2016; UDAYA RAJESH; SANGEETHA, 2023; YANG
etal., 2018).

A quercetina é geralmente bem tolerada e segura quando consumida em quantidades
encontradas naturalmente em alimentos. No entanto, doses elevadas podem causar efeitos
colaterais, como dor de cabeca e problemas gastrointestinais (UDAYA RAJESH;
SANGEETHA, 2023).

Figura 9 — Estrutura basica da Quercetina.

H_
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Fonte: National Center for Biotechnology Information — PubChem (2023)

2.3.4.3 Acido Siringico

O é&cido siringico (Figura 10) (CoH100s) é um composto fendlico pertencente ao grupo
dos &cidos hidroxibenzdicos, assim como o acido galico, o &cido p-hidroxibenzéico e o acido
vanilico. E encontrado em diversas plantas, como trigo, arroz, centeio, milho, cevada, soja e
outras leguminosas. Apresenta atividade antioxidante e anti-inflamatéria, podendo ser benéfico
na prevencdo de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e inflamacdo crbnica, como
doencas cardiovasculares, diabetes e cancer (ABD-ALLAH; RAGAIE; ELMOWAFY, 2023;
SRINIVASULU et al., 2018).
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Figura 10 — Estrutura bésica do Acido Siringico.
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H

Fonte: National Center for Biotechnology Information — PubChem (2023)

Diversos estudos apontaram que o &cido siringico possui propriedades que podem ser
eficazes no tratamento de doencgas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e a doenga
de Parkinson. Isso se deve ao fato de que o acido siringico possui a capacidade de proteger as
células nervosas do dano oxidativo e reduzir a inflamacéo no cérebro (SOMADE et al., 2022).
Além disso, esse composto também pode trazer beneficios para a salde do sistema
gastrointestinal, prevenindo inflamacdes e doencas no trato digestivo. Algumas pesquisas
sugerem que o &cido siringico pode até mesmo ter propriedades prebiéticas, favorecendo o
crescimento de bactérias benéficas no intestino (ABD-ALLAH; RAGAIE; ELMOWAFY,
2023; MUTHUKUMARAN et al., 2013; SRINIVASULU et al., 2018).

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Em baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidado, os antioxidantes podem
retardar ou inibir efetivamente o processo de oxidacdo. Na industria de alimentos, a busca por
antioxidantes naturais e seguros tem se tornado cada vez mais importante. Apesar dos
antioxidantes sintéticos serem altamente eficazes e estaveis, seu uso € limitado em muitos paises
devido aos possiveis efeitos adversos na satide humana (TIVERON et al., 2012).

O uso de compostos antioxidantes tem despertado grande interesse em diversas areas
devido aos seus potenciais beneficios a saude. Na nutricdo, por exemplo, esses compostos
podem ajudar a prevenir ou controlar doengas cronicas, melhorar a fungdo cardiovascular e

fortalecer o sistema imunoldgico. Na medicina, os antioxidantes sdo estudados como uma
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possivel forma de prevenir ou tratar doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson,
bem como certos tipos de cancer (KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).

Segundo estudo realizado por Huang, D.; Ou, B.; Prior, R.L, (2005) existem duas
categorias principais de ensaios de capacidade antioxidante: (1) ensaios baseados na reacao de
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) e (2) ensaios baseados na reacao de transferéncia
de elétrons unicos (ET). Os ensaios baseados em ET envolvem uma reacdo redox na qual o
oxidante (que também age como uma sonda para monitorar a rea¢do) € um indicador do ponto
final da reacdo. Por outro lado, a maioria dos ensaios baseados em HAT monitora a cinética da
reagdo competitiva, e a quantificacdo é derivada das curvas cinéticas obtidas.

Os ensaios baseados na reacéo de transferéncia de &tomos de hidrogénio (HAT) incluem
0 ensaio do radical 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), o ensaio do radical
2,2'-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e o ensaio do radical peroxila (ORAC). Ja os ensaios
baseados na reacdo de transferéncia de elétrons unicos (ET) incluem o ensaio do poder redutor
férrico (FRAP), o ensaio do ion cuprico (CUPRAC) e o ensaio do poder antioxidante do ferro
(FCA).

Tanto os ensaios baseados em transferéncia de &tomos de hidrogénio (HAT) quanto em
transferéncia de elétrons (ET) tém como objetivo mensurar a capacidade de remocéo de radicais

(ou oxidantes), em vez da capacidade antioxidante preventiva de uma amostra.

241 Método DPPH

O ensaio DPPH é amplamente adotado devido a sua popularidade, facilidade de uso,
custo acessivel e eficiéncia. Foi desenvolvido por Blois em 1958 (KEDARE; SINGH, 2011),
utiliza o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), reconhecido como um radical livre estavel
e um dos poucos radicais de nitrogénio disponiveis (conforme ilustrado na Figura 11). Esse
ensaio € amplamente empregado para avaliar a atividade antioxidante de compostos naturais.
Os antioxidantes presentes na amostra interagem com o radical livre DPPH, realizando a
transferéncia de um elétron e neutralizando o radical (KANDI; CHARLES, 2019).
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Figura 11 — O radical DPPH

NO,
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Fonte: Adaptado de Kedare et al. (2011)

Esse ensaio a medicdo da capacidade dos compostos em neutralizar radicais livres ou
doar hidrogénio, e pode ser aplicado em amostras sélidas ou liquidas, incluindo sistemas
biolégicos complexos. Além disso, o DPPH pode ser usado para medir a capacidade
antioxidante global de uma amostra, bem como a atividade de eliminacédo de radicais livres em
sucos de frutas e vegetais. Em resumo, o ensaio DPPH é uma ferramenta importante na
avaliacdo da atividade antioxidante de compostos e na determinacgéo do potencial de prevengéo
de doencas associado a esses compostos (KEDARE; SINGH, 2011).

242 Método FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de
Reducdo do Ferro (Figura 12) é uma técnica desenvolvida para avaliar a capacidade
antioxidante de compostos puros em solucdes aquosas e fluidos bioldgicos, medindo a reducéo
do ferro. Além de ser aplicavel para estudar a atividade antioxidante de extratos de alimentos e
bebidas, esse método também é eficiente na avaliacdo da eficacia antioxidante de substancias
puras, fornecendo resultados comparaveis a outros métodos mais complexos. Durante o ensaio,
o complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido a complexo ferroso (Fell-TPZ) na
presenca de um antioxidante e em condicGes &cidas. Esse processo resulta em um complexo de

coloracgéo azul intensa, cuja absor¢cdo méaxima ocorre em 593 Nm (RUFINO et al., 2006).
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Figura 12 — Reducéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3+
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Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2006)

2.5 CANCER

O cancer é uma condicdo complexa que se refere a um conjunto de mais de 100 doengas
malignas distintas. Todas elas sdo caracterizadas pelo crescimento desordenado e incontrolavel
de células anormais que podem invadir e danificar tecidos e 6rgdos saudaveis proximos ou
mesmo em outras partes do corpo. Essas células cancerosas tém a capacidade de se dividir e se
reproduzir rapidamente, muitas vezes de forma agressiva e invasiva, e sdo capazes de se adaptar
e resistir a tratamentos convencionais.

O desenvolvimento do cancer € um processo complexo que ocorre a partir de mutacoes
genéticas em células normais (Figura 13). Essas mutacBes podem ser causadas por uma
variedade de fatores externos, como o tabagismo, a exposicao a radia¢ao ionizante ou a produtos
quimicos cancerigenos, ou por fatores internos, como erros na replicacdo do DNA ou
predisposicdo genética. As células com mutacdes genéticas comecam a se dividir e crescer
descontroladamente, formando um tumor que pode invadir tecidos proximos e se espalhar para
outras partes do corpo, através do sistema linfatico ou da corrente sanguinea, num processo
conhecido como metastase. O cancer pode afetar qualquer 6rgdo ou tecido do corpo e é

classificado de acordo com o tipo de célula que o origina (TEIXEIRA, 2007).
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Figura 13 — Como surge o cancer.
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Fonte: Adaptado de Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2023.

A formacéo de cancer envolve um processo complexo denominado de carcinogénese ou
oncogénese, que ocorre em trés estagios principais (Figura 14). O primeiro estagio é a iniciagdo,
no qual agentes cancerigenos agem modificando o material genético das células normais,
deixando-as suscetiveis a mutagdes adicionais no estagio seguinte, conhecido como promogéo.
Na etapa de promocéo, as células "iniciadas" passam a ser transformadas em células cancerosas
pela acdo de agentes cancerigenos conhecidos como oncopromotores. E importante destacar
que, para que isso aconteca, as células iniciadas precisam ser expostas a esses agentes por
periodos prolongados. Uma vez que as células tenham ultrapassado as etapas iniciais, a
carcinogénese inicia-se a fase progressao, na qual as células cancerosas se multiplicam de forma
descontrolada, formando um tumor que pode se espalhar para outras partes do corpo. Esse
estagio é acompanhado por manifestacoes clinicas da doenca, que podem incluir dor, perda de

peso, fadiga e outros sintomas, dependendo do tipo e da localizacdo do tumor (INCA, 2023).
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Figura 14 — Trés etapas principais da formagdo do cancer: iniciagdo, promogéo e propagacao.
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Fonte: Adaptado de Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2023.

No Brasil, o cancer de pele é o tipo mais comum e representa cerca de 30% de todos 0s
tumores malignos registrados no pais (INCA, 2022). Ele é dividido em cancer de pele do tipo
melanoma e ndo melanoma. Embora o melanoma corresponda a apenas 3% das neoplasias
malignas do érgdo, € considerado o tipo mais grave e preocupante de cancer cutaneo devido a
sua natureza altamente invasiva e capacidade de formar metastases. De fato, o melanoma é
responsavel por mais de 79% das mortes relacionadas a cancer de pele, resultando em baixa
sobrevida e alta mortalidade. (ANTONIO ACCIOLI DE VASCONCELLOS; BINS ELY,
2009; PELINSON et al., 2019).

A viabilidade celular em células cancerigenas é crucial tanto para a pesquisa quanto para
o0 desenvolvimento de novos tratamentos contra o cancer. Ela se refere a capacidade dessas
células de se manterem integras e sobreviverem em ambientes in vitro ou in vivo (RISS;
MORAVEC; NILES, 2013). Diversos fatores podem influenciar a viabilidade, como a presenca
de compostos toxicos, alteracbes no microambiente celular, deficiéncias nutricionais e fatores
intrinsecos a célula, incluindo alteracdes genéticas e mutagdes. Os ensaios de viabilidade celular
sdo amplamente utilizados para avaliar a toxicidade de compostos em células cancerigenas,
bem como identificar novos compostos com atividade anticancerigena. Além disso, a
viabilidade celular € uma medida importante da resposta aos tratamentos, como quimioterapia

e radioterapia, uma vez que a morte celular é um dos principais objetivos dessas terapias. A
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avaliacdo da viabilidade celular pode indicar a eficacia do tratamento e ajudar na escolha de
abordagens terapéuticas mais efetivas. E crucial considerar as caracteristicas distintas das
células cancerigenas em relacao as células normais, o que pode afetar a viabilidade celular e a
resposta aos tratamentos, demandando estudos especificos nesse contexto (AHMAD et al.,
2018; KAMILOGLU et al., 2020; RISS; MORAVEC; NILES, 2013).

Os compostos bioativos sdo poderosas ferramentas para estudar sistemas biolégicos,
uma vez que sao capazes de modular de maneira rapida, condicional, muitas vezes reversivel e
dependente da dose, as fungdes biologicas das células vivas. Por esta razdo, os inibidores da
migracdo celular tém sido amplamente utilizados como ferramentas Uteis para investigar os
mecanismos fundamentais por tras da migracdo celular (TASHIRO; IMOTO, 2016). Uma das
vantagens do uso de compostos bioativos obtidos de plantas é a alta eficiéncia que eles
apresentam, com poucos efeitos colaterais e a um baixo custo. Por isso, tais compostos podem
ser uma alternativa promissora para o tratamento de diversas doencas (KARADAG; OZCELIK;
SANER, 2009).



3 MATERIAL E METODOS

A seguir, serdo descritas as tecnicas utilizadas para desenvolver a pesquisa com 0
objetivo de extracdo de compostos bioativos do Murici. As principais etapas envolvidas no
processo incluem: secagem, moagem, analise de umidade e granulometria, cinética de extracéo,
além do planejamento experimental. Também serdo apresentados os métodos analiticos
empregados para determinar os compostos fendlicos totais (CFT), avaliar a atividade
antioxidante total (AAT), perfilar os compostos bioativos quantificados por cromatografia
liquida e verificar a citotoxicidade em fibroblastos normais de humanos e a viabilidade celular
do extrato em celulas de melanoma cutaneo. O fluxograma das metodologias a serem
desenvolvidas é mostrado na Figura 15. Todos os experimentos e procedimentos analiticos

foram realizados nos laboratérios da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus

Chapecod.

Figura 15 — Fluxograma de atividades
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Matéria-prima

Os frutos do Murici (Byrsonima crassifélia) foram obtidos na feira da SEPROR
localizada na Coldnia Terra Nova, Manaus — AM (latitude -2.9953332072022874, longitude -
0.02238795997073), foram obtidos no més de marco de 2022. Os frutos foram transportados
em garrafas armazenados com agua (Figura 16) da forma como séo vendidos nas feiras, e ao
chegar no local de destino, foram submetidos a higienizacdo. Os frutos foram retirados das
garrafas e lavados em agua corrente, higienizados com solugéo de hipoclorito de sédio (NaClO)
a 200 ppm, para que pudessem ser despolpados. A polpa foi congelada a uma temperatura de -
18 °C até o transporte para o laboratorio da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) —
Campus Chapec6. As amostras foram transportadas por avido pela autora, mantendo-as
armazenadas e congeladas em caixa de isopor. Ao chegarem a universidade foram armazenadas

no freezer (-18 °C) até o momento da utilizacéo.

Figura 16 — Frutos do Murici armazenados em garrafas, vendido nas feiras de Manaus-AM

Fonte: Acervo da autora, 2023.
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Reagentes

DPPH -2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Alfa Aesar, 95%);

Trolox &cido (+)-6-hidroxi-2,5,6,7,9-tetrametilcromano-2-carboxilico (Sigma-Aldrich,
97%);

Alcool etilico P.A (Neon, 95%);

Reagente Folin-Ciocalteau (Exodo Cientifica, 99%);

Carbonato de sodio (Dinamica; 99%)

Acido galico (Exodo Cientifica, 99%);

Metanol (Tedia®, grau HPLC);

Acetato de sodio trihidratado (PM = 136,08);

Acido acético glacial P.A.;

Acido cloridrico P.A. (PM = 36,5; d = 1,19);

Cloreto férrico hexahidratado (PM = 270,3);

Sulfato ferroso heptahidratado (PM = 278,02);

TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (PM = 312,34);

Acido formico;

DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium);

Soro fetal bovino;

Tripsina/EDTA,;

MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio);
DMSO (dimethyl sulfoxide).

Equipamentos

Peneirador eletromagnético (Contenco);
Balanca (Shimadzu, AUX 320);
Multiprocessador (Arno 420W)

Centrifuga (Sigma, 3-15KL);

Cromatdgrafo (Shimadzu HPLC-MS 2020);

Coluna Shim-pack GISS.
Estufa de secagem e esterilizagdo com circulagdo e renovacéo de ar (American Lab,

AL-102/480);



42

e Liofilizador de bancada (Solab, SL-404);
e Ultrassom (Ultronique, Q5.9/404)

e Evaporador rotativo (Technal, TE 211);
e Microscopio Invertido de fluorescéncia (Nikon, Eclipse Ts2; cdmera Nikon DS-Fi3 127

m);
e Estufa Incubadora (Thermo Scientific™);
e Centrifuga de placas (Thermo Scientific™);

e Leitor de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan FC).

3.1.4 Padrdes cromatograficos

e Quercetina (Sigma-Aldrich, 99%);

e Mirecetina (Sigma-Aldrich, 99%);

e Caempferol (Sigma-Aldrich, 99%);

e Acido cafeico (Sigma-Aldrich, 99%);

e Epicatechina (Sigma-Aldrich, 99%);

e Flavona (Sigma-Aldrich, 99%);

e Acido P-cumarico (Sigma-Aldrich, 99%);
e Acido siringico (Sigma-Aldrich, 99%);
e Pirocatecol (Sigma-Aldrich, 99%);

e Acido galico (Sigma-Aldrich, 99%);

e Epigalocatequina (Sigma-Aldrich, 99%)
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3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Secagem dos frutos

Para dar continuidade ao processo, a polpa e a casca dos frutos foram separadas para a
realizacdo da secagem, tendo sido retirada a semente para evitar interferéncias indesejaveis no
resultado final. Foram conduzidos dois tipos de secagem: a primeira em estufa com circulacéo
de ar e a segunda no liofilizador, com 0 objetivo de comparar qual método resultaria em

menores perdas e maior eficiéncia na extracdo de compostos bioativos.
3.2.1.1 Secagem em Estufa com circulacdo de ar
Para realizar a secagem em estufa, a polpa foi colocada em bacias de aluminio e levadas

a uma estufa com circulagdo de ar a 50°C por 120 horas, até que a massa (g) atingisse um valor

constante conforme mostrado na Figura 17.

Figura 17 — Murici apds secagem em estufa.
,*-

Fonte: Acervo da autora, 2023.
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3.2.1.2 Secagem no Liofilizador

Para preparar as amostras do liofilizador, a polpa dos frutos foi separada em frascos de vidro
adequados para o equipamento. As amostras foram entdo levadas ao liofilizador de bancada
(Solab, SL-404) com temperatura de -22°C e pressao de - 705mmHg, por um periodo de 48
horas, até que a massa (g) atingisse um valor constante (Figura 18).

Figura 18 — Secagem do murici no liofilizador.

Fonte: Acervo da autora, 2023.

3.2.2 Determinacao de umidade

Para determinar a umidade, foi realizada uma analise em estufa com circulacéo de ar,
conforme a metodologia 012/1V descrita por Adolfo Lutz (2008), até que a massa se tornasse
constante. As andlises foram feitas em triplicata, e o teor de umidade das amostras foi calculado
de acordo com a Equacgdo 1, expressando o resultado como percentual de umidade (%).

Mi_Mf X

Umidade (%) = —

100 (Equagéo 1)
Onde:

M; = massa inicial da placa (g);

M, = massa final da amostra mais a placa (g);

M, = massa inicial da amostra (g).
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3.2.3 Anadlise granulométrica para determinacdo do tamanho das particulas

ApoGs a etapa de secagem, as amostras foram trituradas em um multiprocessador da
marca Arno®, a fim de reduzir e padronizar o tamanho das particulas da amostra. Em seguida,
0 pé resultante foi submetido a peneiracdo utilizando um peneirador eletromagnético da marca
Conteco®, com peneiras da série Tyler 10, 16, 30, 40, 60, 100 e fundo, empilhadas em ordem
decrescente de tamanho de mesh (Figura 19).

Aproximadamente 100 g da fruta seca triturada foram adicionadas a primeira peneira e,
em seguida, as peneiras foram agitadas por 15 minutos. Ao final do tempo, as peneiras foram

pesadas para determinar a massa retida em cada uma delas.

Figura 19 — Peneirador eletromagnético

aonained

Fonte: Acervo da autora, 2023.

Apds a andlise dos resultados, optou-se por selecionar as particulas retidas na peneira
de 60 mesh, onde se obteve o maior volume de biomassa, juntamente com o material do fundo,
para a realizacdo dos ensaios. Em seguida, 0 p6 do murici foi armazenado em potes de vidro

envoltos em papel aluminio e acondicionados no freezer (-18 °C) até 0 momento da utilizag&o.
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3.2.4 Cinética dos ensaios para determinacao de tempo de extracdo

Para a determinacdo do tempo ideal de extracéo foi realizada uma cinética de extracao,
conforme a Tabela 3, com variacbes de tempo entre 0 e 120 minutos. Os ensaios foram
realizados a uma temperatura de 50°C, com razdo sélido-liquido de 40 mg/mL e concentragdo
de etanol de 70%, condigdo que apresentou bons resultados na obtencdo de atividade
antioxidante, conforme descrito por Gambin e Bender (2020). O tempo ideal de extracdo foi
determinado com base nos resultados obtidos para os compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante, utilizando os testes de Tukey e de HSU (Multiple Comparisons with the Best-
MCB)."

Tabela 3 — Cinética de extracdo

Ensaio 2 3 4 5 6 7 8
Tempo 15 45 60 75 90 105 120
(min)

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

3.2.5 Planejamento experimental para otimizacédo da obtencao do extrato

Conduzido por meio da aplicacdo da técnica de planejamento de experimentos foi
realizado o estudo para obtencdo do extrato do murici. A fim de avaliar a influéncia das
variaveis estudadas e encontrar a melhor condicdo para a obtencdo do extrato do murici, foi
realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) completo conforme a
Tabela 4, utilizando pontos axiais para avaliar o efeito quadratico das variaveis investigadas. O
delineamento foi composto por trés variaveis, dois niveis, pontos axiais e centrais, em um
fatorial completo 23. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e em ordem randémica,
para os dois tipos de secagem (Estufa e Liofilizador), a fim de comparar qual o melhor método
de secagem. Apds a cinética de extracdo descrita no item anterior, um tempo de extracdo foi

fixado com base nos resultados obtidos.
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Tabela 4 — Variaveis e niveis do planejamento DCCR

Variaveis Niveis
-a -1 0 +1 +a
Temperatura (°C) 30 40 55 70 80
Razdo solido/liquido (mg/mL) 15 25 40 55 65
Concentracdo de etanol (%) 6 20 40 60 74

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A partir da analise do comportamento das variaveis, foi selecionada a melhor condicéo

de extracdo para obtencdo de um extrato com alta atividade antioxidante.

3.2.6 Métodos de extracdo

3.2.6.1 Banho de ultrassom

Os experimentos foram conduzidos em banho de ultrassom por um periodo fixo de 105
minutos, seguindo a determinacdo do tempo de extracdo obtido na cinética experimental. O po
de murici foi pesado em tubos de ensaio com rosca, de acordo com as condigdes definidas no
delineamento experimental, e em seguida, adicionou-se uma solucdo de extragcdo contendo
etanol nas concentracdes também definidas no planejamento experimental. Os tubos de ensaio
foram devidamente fechados e submetidos ao banho de ultrassom, sendo a temperatura ajustada
conforme as condicdes de cada experimento.

Apos o término do tempo determinado de extracdo, as amostras foram transferidas para
tubos Falcon e centrifugadas a 5000 rpm, 5 °C por 5 minutos. O residuo foi descartado e o
extrato (sobrenadante) foi filtrado utilizando filtros nylon (0,45 pm) e armazenado em tubos de
Falcon previamente envoltos em papel aluminio e mantidos em freezer a -18 °C até o momento

das analises.
3.2.6.2 Soxhlet
Para fins de comparagdes dos resultados obtidos pelo planejamento experimental,

utilizou-se a melhor condicéo (Tabela 6) encontrada pelo método de ultrassom para comparar

com o método de Soxhlet.
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Foram utilizados cartuchos extrativos contendo trés (3) gramas de biomassa para a
realizacdo da analise em triplicata por meio do método de Soxhlet. A solucéo de extragdo (150
mL), contendo 60% de etanol, juntamente com as perolas de vidro, foi adicionada em cada
baldo e os mesmos foram colocados no extrator (Figura 20). Em seguida, 0 aquecimento foi
ligado para que ocorresse o0 processo de sifonacéo, que se estendeu por mais de 6 horas até que
o0 solvente em torno do cartucho se tornasse incolor. Ao término do processo, as aliquotas foram

armazenadas para analises posteriores.

Figura 20 — Extragdo de compostos fenolicos com o método de Soxhlet

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2.7 Métodos analiticos

Ao término de cada planejamento experimental, procedeu-se a analise dos compostos
fendlicos totais e a avaliagdo da atividade antioxidante total, utilizando os ensaios DPPH e

FRAP. A seguir, serdo descritas as metodologias utilizadas para a realizacdo dessas analises.
3.2.7.1 Determinacdo dos compostos fendlicos totais
A quantificacdo dos compostos fenolicos totais nos extratos foi realizada por meio de

um método espectrofotométrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, seguindo a
metodologia descrita por Pires et al. (2019) e Singleton et al. (1999). Para garantir a preservacao
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dos compostos reativos presentes nos extratos e reagentes, os ensaios foram realizados em um
ambiente escuro.

Inicialmente elaborou-se uma curva padréo para a realizacdo da leitura das amostras.
Essa curva foi preparada a partir da solucdo mae de acido galico (0,5 mg/mL — 500 ug/mL) em
dilui¢des de metanol (10, 25, 50, 75, 100, 125 pg/mL) todas preparadas em triplicata nos
eppendorf, conforme a Tabela 5.

Tabela 5 — Concentrac6es das solucdes de acido galico para curva padréo.

Pontos [1 finais da Volume final sol\llj?;:?llf)mrr?ae Volume de
solucgéo (pg/mL) (mL) (mL) metanol (mL)

1 0 1,5 0 1,5

2 10 1,5 0,03 1,47
3 25 1,5 0,075 1,425
4 50 1,5 0,15 1,35
5 75 1,5 0,225 1,275
6 100 1,5 0,3 1,2

7 125 1,5 0,375 1,125

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As amostras foram diluidas em metanol (proporcéo 1:20 v/v) e foram preparadas em
triplicata para cada ponto da curva, branco e amostras, seguindo a ordem de adicdo dos
reagentes. Aos tubos, foram adicionados uma aliquota de 100 puL das amostras, aliquotas de
500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (10%, v/v) e 400 pL de carbonato de sodio (7,5% v/v).
Como controle foi utilizado metanol (100 puL de metanol, 500 pL de Folin-Ciocalteau e 400
uL de carbonato de sédio).

Os tubos de ensaio contendo as amostras foram submetidos a um banho-maria a 50°C
por 5 minutos, seguido de um periodo no banho de gelo pelo mesmo tempo. Em seguida, foram
pipetados 300 pL de amostra e transferidos para uma microplaca organizada para facilitar a
leitura dos dados. A absorbancia das amostras foi medida em um espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 760 Nm. Os resultados foram expressos em miligramas de acido galico

equivalente por grama de biomassa seca (mg AGE/qg fruta seca).
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3.2.7.2 Atividade antioxidante total pelo método DPPH

Foi empregada a metodologia de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) para avaliar a atividade antioxidante dos extratos, seguindo o procedimento
descrito por Brand-Williams et al. (1995) e Roesler et al. (2007), com algumas modificagdes.
Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata e em ambiente escuro para preservar 0s
compostos reativos presentes nos extratos e reagentes.

Para a realizacdo do procedimento experimental, primeiramente foram realizadas as
preparacOes dos reagentes, o0 DPPH foi diluido em metanol a fim de obter uma solucéo 0,004%
(m/v (g/mL)), apos o preparo do reagente foi mantido em frasco ambar a temperatura de 4 °C
até o momento do ensaio. Em seguida, foi realizado o preparo da solucdo padrédo de Trolox

(1500uM) a partir desta solucdo as amostras foram diluidas conforme a Tabela 6.

Tabela 6 — Concentrac6es das solucdes de Trolox para curva padrao

Pontos Concentragéo Volgg:zg(goL) B Volume solvente
(hmoliL) padréo (mae) Etanol (uL)
! 10 10 1490
2 25 25 1475
3 50 50 1450
4 £ 75 1425
5 100 100 1400
6 125 125 1375
7 150 150 1350
8 175 175 1325
9 200 200 1300
10 225 225 1275

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As diluicOes realizadas para a curva padréo, foram acondicionadas em eppendorf e
levadas a banho ultrassonico a 10°C durante 30 minutos. Passado o tempo, foram pipetados 40
pL das diluicdes para as microplacas, tanto da curva, quanto das amostras diluidas 1:40 (v/v).
Em ambas as situacoes, adicionou-se 200 pL da solugdo de DPPH 0,004% para o preparo. Para

controle negativo, usou-se 40 pL de metanol e 200 pL da solucdo de DPPH 0,004%, além disso
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240 pL de metanol foram adicopmados para corrigir a curva base. Decorrido o tempo de 30
minutos, as amostras foram submetidas a leitura em espectrofotémetro, no comprimento de
onda de 517 Nm. Os resultados foram expressos com micromol de Trolox equivalente por

grama de amostra seca (umol TE/g seca).

3.2.7.3 Célculo do potencial ativo (PA)

O objetivo deste estudo € obter um extrato que apresente ndo apenas elevada
concentracdo de compostos fendlicos, mas também uma forte atividade antioxidante. Para
avaliar os resultados alcancados, foi utilizado um indice que considera ambos os fatores. O

indice de Potencial Ativo (PA) foi calculado conforme a Equacéo 2.

_ CFTx , DPPHx
" CFTy ' DPPHy

(Equacéo 2)

Onde:

CTFx= resultado para o ponto analisado;

CTFy = maior resultado encontrado para CTF no ensaio analisado;
AAT= resultado para o ponto analisado;

AATy = maior resultado encontrado para AAT no ensaio analisado.

A fim de avaliar a relacdo entre o resultado analisado e o melhor resultado obtido no
experimento em relacdo aos compostos fenolicos e atividade antioxidante, é importante ter em
mente que o valor do indice PA ndo pode exceder 2,00. Assim, o calculo do indice PA fornece
uma indicacdo do desempenho superior em termos de compostos fendlicos e atividade

antioxidante.

3.2.7.4 Avaliagdo da atividade antioxidante total pelo método FRAP

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), utilizou-se o procedimento descrito por Rufino et al. (2006). Com o
objetivo de explorar outras analises de atividade antioxidante do extrato obtido e permitir a
comparagdo com resultados anteriores relatados na literatura, visando avaliar as melhores
condi¢cBes dos extratos em relacdo a atividade antioxidante. O método FRAP avalia a

capacidade de reducéo do ferro como indicador de atividade antioxidante.
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Para a realizacdo do procedimento experimental, foram preparados 0s reagentes
utilizados ao longo de todo o processo. Primeiramente uma solugdo padréo de sulfato ferroso
2.000 uM foi preparada. A partir dessa solucdo, as amostras foram diluidas de acordo com a
Tabela 7. Além disso, preparou-se a solucdo do reagente FRAP (a qual deve ser usada
imediatamente apds sua preparacdo, ndo podendo ser armazenada) a partir da combinagao de
25 mL de tampéo acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solugdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de uma
solucéo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Também foi preparada uma solucao padrao de sulfato
ferroso 2.000 uM

Tabela 7 — ConcentracOes das solucdes de sulfato ferroso para curva padréo.

Concentracéao Volume (PL) - Volume solvente
Ponto (umol) Solucéo Agua (uL)
H padréo (mée) gua i
1 500 250 750
2 1.000 500 500
3 1.500 750 250
4 2.000 1000 0

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para a determinacdo da curva padréo, foram adicionados uma aliquota de 30 pL de cada
concentracdo de sulfato ferroso para cada eppendorf, juntamente com 90 pL de &gua destilada
e 900 pL do reagente FRAP. Ap6s homogeneizados as amostras foram mantidas em banho
maria a 37°C durante 30 minutos. Ap6s esse periodo, as leituras foram realizadas em um
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 595 nm, tendo o reagente FRAP como branco
para calibracdo do equipamento, todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Com base nos resultados obtidos, foram plotados os valores de concentracédo de sulfato
ferroso (em mM) no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y em uma planilha. A equacgéo
da reta foi calculada a partir desses dados. Utilizando essa equagdo, foi possivel calcular a

absorbancia correspondente a uma concentracdo de 1000 uM de sulfato ferroso
3.2.7.4.1 Determinagdo da atividade antioxidante total dos extratos
A partir do extrato da melhor condicdo definida pelas andlises anteriores, foram

preparadas trés diluicbes diferentes (1:5, 1:10 e 1:20) em triplicata. Para cada diluicao,
transferiu-se 30 pL da amostra para cada eppendorf, adicionando 90 uL de dgua destilada e 900
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ML do reagente FRAP. As amostras foram homogeneizadas e mantidas em banho-maria a 37°C
por 30 minutos. Apos esse periodo, as leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 595 nm, utilizando o reagente FRAP como branco para calibracdo do
equipamento.

Para determinar a atividade antioxidante total (AAT), utilizou-se a equacgéo da reta,
substituindo a absorbancia correspondente a 1.000 uM do padrao sulfato ferroso. O valor obtido
para o termo "X" (Equacgdo 3) correspondeu a diluicdo da amostra (em mg/L) equivalente a
1.000 uM de sulfato ferroso.

y=ax+b (Equacéo 3)

Onde,
y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso

x = Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso

Para obter o valor em gramas (g), o valor de x obtido na Equacdo 3 foi dividido por
1.000. Em seguida, para calcular o resultado (Equacéao 4), 1.000 (uM) foi dividido pelo valor
de x (em g) e multiplicado por 1 (g) para obter o valor final (Z) (Equacéo 5), expresso em uM

de sulfato ferroso por grama de biomassa.

X

X(9) = 555 (Equacéo 4)
__ 1000 x
= i (Equacéo 5)

3.2.8 Liofilizacdo do extrato

Com base na condicdo de extracao 6tima determinada pelo planejamento experimental
e nos resultados obtidos para CFT e ATT, foram realizadas extracfes sucessivas para obter um
volume adequado de extrato. Em seguida, o extrato foi liofilizado com os seguintes parametros:
temperatura de -22°C e pressdo de -705mmHg, por um periodo de 48 horas, até que a massa
(g) atingisse um valor constante.

A extracdo foi conduzida de acordo com as condigdes descritas na Tabela 8, visando o

congelamento das amostras. Para remover o etanol presente no extrato, utilizou-se um
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evaporador rotativo. O processo foi realizado até que a proporcao inicial de etanol adicionado
fosse recuperada. Em seguida, as amostras foram transferidas para frascos de vidro e congeladas
completamente. Apds o congelamento, as amostras foram submetidas a liofilizacdo e

armazenadas em um ultrafreezer até o momento da analise de viabilidade celular.

Tabela 8 — Condic¢oes utilizadas na extracdo para a liofilizagdo do extrato

Variaveis Condicéo
Temperatura (°C) 80
Raz&o solido/liquido (mg/mL) 25
Concentracéo de etanol (%) 60
Poténcia de ultrassom (%) 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

3.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS

3.3.1 Cultivo celular

Para a realizacdo do cultivo celular, foram utilizadas células de linhagem de melanoma
cutaneo da linhagem SK-MEL-28 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), com
cédigo ATCC (Do inglés, American Type Culture Collection) HTB-72 e Fibroblastos normais
de humanos da linhagem celular CCD 1059 Sk.

As células foram mantidas em incubadora umidificada a 37 °C com saturacdo de 5% de
CO2 (Thermo Scientific™), e cultivadas utilizando o meio de cultivo DMEM (Do inglés,
Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino, acrescido
de 1% de antibidtico e antifingico (penicilina/estreptomicina 10 mg/mL e anfotericina B 0,25
pg/mL, respectivamente). As células foram avaliadas diariamente, sendo 0 meio de cultivo
trocado a cada dois dias, até atingir a confluéncia necessaria para realizagdo dos protocolos
experimentais. Ao atingirem a quantidade de células necessarias, com confluéncia de 80-95%,
estas foram destacadas das garrafas de cultivo utilizando Tripsina/EDTA e, de acordo com cada
protocolo, semeadas em placas de 96 ou 6 pocos para que assim pudessem atingir 100% de

confluéncia celular.
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3.3.2 Tratamento das células

Para realizacdo dos ensaios as células foram tratadas por 24 horas com o extrato do
murici (Byrsonima crassifolia). Para isso, o extrato foi diluido em meio de cultivo DMEM. As
concentragOes de tratamento dos extratos SK-Mel-28 e CCD 1059 Sk foram 250, 500, 1.000,
5.000 e 10.000 pg/mL. Os compostos isolados quercetina e &cido p-Cumérico foram
selecionados com base em suas concentracGes no extrato. Eles foram diluidos em DMSO
(0,2%) e meio DMEM. Para o tratamento das células com quercetina, foram utilizadas as
concentracOes de 20, 50 e 80 pg/mL, enquanto para o acido p-Cumarico foram utilizadas as
concentragdes de 0,5, 2,5 e 4,5 pg/mL. O controle da reacdo foi realizado utilizando apenas o

meio DMEM. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) em relacao ao controle.

3.3.3 Anélise da viabilidade Celular (MTT)

Para a avaliacdo da viabilidade celular nas células da linhagem CCD 1059 Sk e SK-
MEL-28, utilizou-se o reagente de ensaio MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio). O reagente MTT foi utilizado na concentracdo de 5 mg/mL e quantificado
colorimétricamente a 560 nm. Ao ser facilmente incorporado as células viaveis, 0 MTT é
reduzido, pela atuacédo de enzimas desidrogenases formando o sal formazan, de coloracéo roxo-
purpura quando solubilizado com a adi¢cdo de DMSO, sendo a intensidade de cor proporcional
a quantidade de células viaveis. (FUKUI; YAMABE; ZHU, 2010).

3.4 PERFIL DOS COMPOSTOS BIOATIVOS POR HPLC-MS

Os compostos bioativos foram identificados utilizando um cromatédgrafo liquido
Shimadzu acoplado a um detector de massa (HPLC-MS) com fonte de ionizacéo por eletrospray
(ESI (-)), seguindo a metodologia descrita por Arruda et al. (2018) com adaptacOes. Para a
separacdo, utilizou-se a coluna Shim-pack VP-ODS fase reversa (150mm x 2,0 mm (i.d) x 4,6
um), fase mével A contendo acido formico 0,3% e fase mdvel B contendo metanol 50%. O
modo gradiente foi aplicado de acordo com a Tabela 9, a um fluxo de 0,4 mL/min e a
temperatura do forno foi mantida a 40°C. A construcdo da curva padrao foi realizada diluindo-
se 0s padroes em metanol para obter uma concentragcdo de 1000 ppm. A partir dessa solucéo,

uma mistura de padrdes foi preparada, contendo concentragdes de 1,5; 3,12; 6,25; e 12,5 ppm.
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A curva padrdo foi construida diluindo-se os padr6es em metanol a uma concentracéo
de 1000 ppm, a partir dos quais foi preparada uma mistura de padrées com concentragdes de
1,5; 3,12; 6,25; e 12,5 ppm. Foram avaliados onze padrdes, incluindo quercetina, mirecetina,
caempferol, &cido cafeico, epicatequina, flavona, &cido p-cumarico, &cido siringico,
pirocatecol, acido gélico e epigalocatequina. A identificacdo dos compostos foi realizada com
base no tempo de retencdo dos padrdes injetados e a concentragdo dos compostos foi expressa

em mg/L e posteriormente convertida para mg/gbiomassa-

Tabela 9 — Utilizacdo de gradiente de concentragdo da fase mével B ao longo do tempo na
determinacdo de compostos bioativos

Tempo* Concentracdo de B em ppm
0,01 5%
1,00 5%
4,00 60%
7,00 70%
10,00 100%
11,5 100%
12,5 5%
15,0 5%
15,0 Stop

Fonte: elaborado pela autora.
*: tempo em minutos; ppm: parte por milhdo.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 Anadlise estatistica da cinética e da viabilidade celular

Os dados cinéticos e da viabilidade celular foram avaliados pela normalidade conforme
Shapiro-Wilk, e posteriormente os valores discrepantes foram excluidos pelo teste de outliers
denominado teste de Grubbs. Os dados paramétricos foram analisados por meio da analise de
variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey (p <0,05). Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. A citotoxicidade foi expressa como
porcentagem de viabilidade em relagédo a pocos de controle nédo tratados, usando média + desvio
padréo de dois experimentos independentes.
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3.5.2 Andlise estatistica do planejamento experimental

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Protimiza, executando

analise de variancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICA

4.1.1 Secagem dos frutos

Ap0s o processo de higienizacdo, as amostras foram submetidas ao congelamento. A
primeira etapa do processo de preparacéo consistiu na secagem dos frutos, uma etapa essencial
para garantir a estabilidade das amostras durante o armazenamento, prevenir o crescimento de
microrganismos e evitar a perda de compostos bioativos. Para atingir esse objetivo, foram
empregados dois métodos de secagem. O primeiro método consistiu em utilizar uma estufa a
uma temperatura de 50 °C, com o intuito de evitar uma exposi¢do prolongada da matéria-prima
a temperaturas mais elevadas. Esse procedimento foi adotado para preservar as propriedades
dos frutos, evitando danos térmicos excessivos que poderiam comprometer a qualidade dos
compostos presentes nas amostras. O segundo método de secagem foi realizado por meio de
liofilizacdo, utilizando um liofilizador sob as condi¢des de temperatura de -22°C e presséo de -
705 mmHg ao longo de 48 horas, até atingir a massa constante. Ambos os métodos foram
comparados para avaliar qual resultaria na menor perda de compostos bioativos. Apés a
concluséo do processo de secagem, verificou-se que os frutos apresentavam um teor de umidade
de 80,34%, valor este préximo ao estudo de Araujo et al. (2018) onde o teor de umidade foi de
79,5%.

4.1.2 Granulometria

Apobs a etapa de secagem, foi realizado o processo para determinacdo do tamanho
desejado das particulas para o processo de extracdo. Essa etapa tornou-se crucial, pois 0
tamanho das particulas pode influenciar a composicao do extrato e afetar a transferéncia de
massa durante a extracdo. A anlise granulométrica do material vegetal desempenhou um papel
fundamental na padronizacao do processo extrativo. A uniformidade do tamanho das particulas
é essencial, pois ela aumenta a area de contato entre o material e o liquido extrator, o que, por
sua vez, pode aumentar a eficiéncia da extracdo. Particulas menores possuem uma area

superficial maior, o que facilita o processo de extragdo (COSTA; BUCEK, 2017).
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Foi realizada a separacdo das particulas do material vegetal triturado por meio de uma
série de peneiras Tyler com diferentes aberturas: 10 (2mm), 16 (Imm), 30 (0,6mm), 60
(0,297mm) e 100 (0,15mm) mesh. Em seguida, 0 pd resultante passou por uma analise
granulométrica para determinar a fracdo massica retida em cada peneira. Os resultados dessa

analise estdo apresentados na Figura 21.

Figura 21 — Porcentagem de particulas retidas em funcao da abertura da peneira pela série

Tyler.
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Fonte: Elaborado pela autora. 2023 *0: fundo das peneiras.

Ao analisar os dados apresentados na Figura 16, é possivel notar que a maior parte das
particulas, cerca de 78%, ficou retida na malha de 0,297 mm (mesh 60), indicando assim, que
as maiores particulas ficaram retidas nessa malha.

Para a realizacdo dos ensaios experimentais, a biomassa com particulas menores que 0,6
mm, retidas nas peneiras de 60 mesh (0,297mm) e 100 mesh (0,15mm), juntamente com o
material de fundo, correspondente a 85,17% da biomassa, foi selecionada. Essa fracdo da
biomassa foi escolhida por apresentar um material mais homogéneo e com tamanho de particula
menor em relagédo a biomassa inicialmente obtida.

A Figura 22 ilustra a amostra seca triturada ap6s a remocdo da biomassa retida nas
peneiras de 30 mesh (0,6 mm). O pé resultante foi armazenado em potes de vidro envoltos em
papel aluminio, protegendo-o da luz, e mantido a uma temperatura de -18°C até 0 momento das

analises.
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Figura 22 — Biomassa do Murici seco apds passar nas peneiras pela série Tyler

\

Fonte: Acervo da autora, 2023.

4.2 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.2.1 Cinética de extracdo

Muitos fatores influenciam significativamente no rendimento de uma extragéo, dentre
eles a influéncia do tempo é variavel crucial para processos extrativos, principalmente na
obtencéo de extratos para compostos bioativos, onde tempos reduzidos ou muito longos podem
prejudicar a extracdo dos compostos desejados (GONG et al., 2012; YINGNGAM; SUPAKA,
RUNGSEEVIJITPRAPA, 2015 LIMA et al., 2018). Dado isso, inicialmente foi realizado uma
cinética para a definicdo do tempo de extracdo. As condicBes de extracdo foram com variacGes
de tempo entre 0 e 120 min. Os ensaios decorreram a temperatura de 50 °C, razdo sélido liquido
de 40 mg. mL™ e concentracdo de etanol de 70%. A cinética foi realizada para ambos os tipos
de secagem, estufa e liofilizador.

Ao analisarmos a Tabela 10, podemos observar que para compostos fenolicos totais, 0s
resultados variaram entre 5,81 e 18,20 mg AGE/g amostra seca, onde o maior resultado refere-
se ao ensaio 9 (120 min). Enquanto para a atividade antioxidante total temos valores entre 28,18
e 93,84 umol TE/g amostra seca, diferentemente dos compostos fendlicos totais, o maior
resultado foi obtido no ensaio 8 (105 min).



Tabela 10 — Cinética compostos fenélicos (Murici seco em estufa)®
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Ensaio Tempo CFT2(mg AGE/g AAT? (umol TE /g Potgncial
amostra seca)? amostra seca)’ Ativo*
1 0 581+0,1° 28,18 + 2,0 0,65+ 0,1f
2 15 9,53 + 0,51 38,24 + 2,9° 1,00 +0,1°f
3 30 11,21 +0,6° 55,04 + 1,2¢ 1,28 +0,1%
4 45 12,52 + 0,2 58,81 + 2,7¢ 1,46 + 0,20
5 60 12,75 + 0,3 59,13 + 1,5¢ 1,34 + 0,04°%
6 75 12,80 +0,6° 67,53+ 1,7° 1,40 + 0,06
7 90 14,01 £0,7° 77,19 £1,3 1,68 + 0,23
8 105 16,44 +0,1° 93,84 + 3,6 1,90 + 0,032
9 120 18,20 + 0,9° 76,40 £ 2,4 1,81 £0,1%

Fonte: Elaborado pela autora, (2023).

10s resultados sdo expressos como média das triplicatas + desvio padrdo; 2CFT (mg AGE/ g amostra seca):
Compostos fendlicos totais em miligrama de acido galico equivalente por grama de amostra seca; SAAT (umol
TE/g amostra seca): Atividade antioxidante total em micro mol de Trolox equivalente por grama de amostra seca.
4Potencial ativo se da pelo calculo: valor analisado do composto fendlico total, dividido pelo seu maior resultado
somado ao valor analisado da atividade antioxidante total dividido pelo seu maior resultado. Médias seguidas da

mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p>0,05).

Quando aplicado o teste de Tukey com 95% de confianca obteve-se uma diferenca
significativa entre os ensaios onde podemos definir a melhor condi¢do no ensaio 8 com 105
minutos de extracdo, resultado que também pode ser observado analisando o potencial ativo,
sendo o ensaio que obteve o maior valor.

Na tabela 11 observa-se que o ensaio 8 (105 min) também € o que apresenta melhores e
maiores resultados para os compostos fenolicos totais, com valores variando entre 8,34 e 30,45
mg AGE/g amostra seca; e para atividade antioxidante total, a qual variou entre 11,68 e 62,97
pumol TE/g amostra seca.
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Tabela 11— Cinética compostos fendlicos (Murici seco em liofilizador)*

Ensaio Tempo CFT2(mg AGE/g AAT? (umol TE /g Potencial
amostra seca)? amostra seca)’ Ativo*
1 0 8,34 +0,9° 11,68 +0,5' 0,46 + 0,02f
2 15 12,99 +0,1¢ 26,19 +1,1° 0,84 +0,01°f
3 30 15,69 + 0,8° 33,78 +1,3¢ 1,05 £ 0,02%
4 45 15,95 + 1,1°¢ 40,64 +0,8¢ 1,16 + 0,04
5 60 19,31 #1,3% 40,75 +0,2¢ 1,27 + 0,05
6 75 19,42 +0,9° 45,89 + 1,0° 1,34 + 0,040
7 90 19,51 0,3 4591 +1,1° 1,36 + 0,013
8 105 30,45 + 0,4 62,97 £0,7° 2,00 + 0,012
9 120 23,42 +0,5% 49,93 +0,1° 1,56 + 0,022

Fonte: Elaborado pela autora, (2023).

10s resultados sdo expressos como média das triplicatas + desvio padrdo; 2CFT (mg AGE/ g amostra seca):
Compostos fendlicos totais em miligrama de acido galico equivalente por grama de amostra seca; SAAT (umol
TE/g amostra seca): Atividade antioxidante total em micro mol de Trolox equivalente por grama de amostra seca.
“4Potencial ativo se da pelo calculo: valor analisado do composto fendlico total, dividido pelo seu maior resultado
somado ao valor analisado da atividade antioxidante total dividido pelo seu maior resultado. Médias seguidas da

mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p>0,05).

Apos aplicacdo do teste de Tukey com 95% de confianca, foi observada diferenca
significativa entre os ensaios. O melhor resultado foi obtido no ensaio 8 com 105 minutos de
extracdo, tanto para os compostos fendlicos totais quanto para a atividade antioxidante total.
Esse resultado indica que essa € a condi¢cdo mais eficiente para a extracdo dos compostos de
interesse.

Ao analisarmos as Tabelas 10 e 11, é possivel observar que os melhores resultados em
termos de indice foram obtidos em um tempo de 105 minutos. Tanto na estufa quanto no
liofilizador, 0 ensaio nUmero 8 com esse tempo apresentou 0 maior rendimento de compostos

fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante total (AAT), como evidenciado na Figura 23.
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Figura 23 — Cinética de extracdo com base no indicie do Potencial Ativo
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023

Dessa forma, decidiu-se realizar os ensaios do planejamento experimental para

otimizacdo da extragdo com o tempo de 105 minutos fixado como referéncia.

4.2.2 Planejamento experimental para otimizacdo da extracdo dos compostos fenolicos
totais e atividade antioxidante total dos extratos obtidos

4.2.2.1 Planejamento de experimentos para a biomassa seca em estufa

A técnica de planejamento de experimentos emprega conceitos matematicos e
estatisticos para aprimorar, desenvolver e otimizar processos. Na industria, € amplamente
utilizada para melhorar projetos e produtos que sao influenciados por diversas variaveis,
impactando diretamente na qualidade e desempenho do produto ou processo final
(COMPARINI et al., 2012). Para a biomassa seca em estufa, foi executado o primeiro
planejamento de experimentos utilizando a matriz DCCR 23, com dois niveis e trés variaveis,

conforme apresentado na Tabela 12.
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Tabela 12 — Matriz do Delineamento Composto Centraal Rotacional 23 contendo as variveis
independentes - Temperatura; Razéo sélido/liquido e; Concentracgéo ([]) de Etanol - e
dependentes - Compostos fendlicos totais (CFT); Atividade antioxidante total (AAT) e
indice PA - murici seco em estufa.

Razéo CFT (mg AAT
Ensaios Temperat solido/liqu []1de AGE/g (umol indice
ura (°C) ido etanol (%) frutaseca) TE/gfruta PA**
(mg/mL) * seca) *
1 40 (-1) 25 (-1) 20 (-1)  544+01 47,21+05 1,03
2 70 (1) 25 (-1) 20(-1)  8,99+05 4839+0,6 1,27
3 40 (-1) 55 (1) 20 (-1)  4,49+01 2628+24 0,73
4 70 (1) 55 (1) 20 (-1)  4,96+07 2896+2,0 0,84
5 40 (-1) 25 (-1) 60 (1) 544+06 519331 1,11
6 70 (1) 25 (-1) 60 (1) 6,47+0,3 70,79+3,0 1,45
7 40 (-1) 55 (1) 60 (1) 456+03 38,07+1,3 0,84
8 70 (1) 55 (1) 60 (1) 6,04+0,2 46,93+12 1,07
9 30 (-1,68) 40 (0) 40 (0) 33+£0,3 29,99+0,8 0,63
10 80 (1,68) 40 (0) 40 (0) 14,78+ 0,6 70,39+0,5 1,97
11 55 (0) 15 (-1,68) 40 (0) 7,09+0,7 60,02+29 1,35
12 55 (0) 65 (1,68) 40 (0) 346+03 2519+0,6 0,56
13 55 (0) 40 (0) 6(-1,68) 2,75+04 34,09+0,7 0,69
14 55 (0) 40 (0) 74(1,68) 488+0,2 32,73+1,0 0,79
15 55(0) 40 (0) 40 (0) 3,4+0,19 30,98+11 0,71

Fonte: elaborado pela autora.
*valores da média das triplicatas + desvio padrdo; mg AGE/g fruta seca: miligramas de &cido galico equivalente
por grama de fruta seca; umolTE/g amostra: micro mol de Trolox equivalente por grama de amostra seca. [] de
etanol (%): concentragdo de etanol.**Para o calculo do indice PA utilizou-se 14,78 como CFT maior € 70,39 como

AATmaior-

Ao analisar a Tabela 12, é possivel observar uma variacdo nos resultados para

compostos fendlicos totais, que variaram de 3,3 a 14,78 mg de equivalente de acido galico por

grama de fruta seca (AGE/g fruta seca). Quanto a atividade antioxidante total, os valores da
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resposta variaram de 25,19 a 70,79 umol TE/g fruta seca. Verificou-se que o ensaio 10
apresentou a maior efetividade para os compostos fenolicos totais, enquanto o ensaio 6 mostrou-
se mais efetivo para a atividade antioxidante total. No que diz respeito ao indice PA, os
melhores resultados foram obtidos nos ensaios 10 e 6, com valores de 1,97 e 1,45,
respectivamente. Por outro lado, os ensaios 12 e 9 apresentaram 0os menores valores de indice
PA, com 0,56 e 0,63, respectivamente. Utilizando o gréafico de Pareto (Figura 24), foram
identificadas as variaveis que apresentaram um efeito significativo (linear e quadratico), com
um nivel de confianca (p<0,05) de 95%.

Figura 24 — Grafico de Pareto referente ao DCCR 23 para a variavel resposta: A) Compostos
fenolicos totais; B) Atividade antioxidante e; C) Indice PA — murici seco em estufa
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Fonte: elaborado pela autora.
Variaveis: Xi: Temperatura (°C); Xz: razdo solido/liquido (mg/mL); Xs: concentracdo de etanol (%).

Ao analisar a Figura 19-A, é possivel constatar que a temperatura foi a variavel de maior
significancia, com um efeito positivo na extracdo dos compostos fenolicos totais. Alem disso,
a temperatura quadratica também apresentou um efeito positivo, indicando que um aumento na

temperatura resultard em uma maior extracdo desses compostos. A segunda varidvel mais
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significativa foi a razdo sélido/liquido, a qual demonstrou um efeito negativo, sugerindo que
uma menor quantidade de biomassa em relacdo ao volume de solvente favorece a extragéo.

Ao analisar a Figura 19-B, fica evidente que a razdo solido/liquido exerceu um impacto
significativo, com efeito negativo, indicando que uma menor quantidade de biomassa em
relacdo ao volume de solvente favorece a extracdo. Além disso, a temperatura demonstrou um
efeito positivo e robusto na atividade antioxidante total do extrato, ou seja, quanto maior a
temperatura empregada, maior sera a atividade antioxidante. A interacdo entre as variaveis
temperatura e concentracdo de etanol também se mostrou significativa, exibindo um efeito
positivo. Isso indica que 0 aumento da temperatura e da concentracdo de etanol resultaram em
um incremento na atividade antioxidante total do extrato. Em comparagdo com os resultados
obtidos para compostos fendlicos, a temperatura também se mostrou uma variavel de extrema
relevancia nesse estudo.

A variabilidade observada nos resultados das analises da atividade antioxidante pode
ser atribuida & escolha do metodo utilizado. O método amplamente utilizado na literatura para
medir a atividade antioxidante de extratos vegetais é o sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; HAMINIUK et al.,
2011; MACHADO et al., 2015). A fim de realizar a avaliagcdo da atividade antioxidante
utilizando o método do DPPH, é essencial mensurar a reducdo da concentracdo do radical
DPPH por meio de um espectrofotdbmetro, quando ocorre a interagdo com um antioxidante. No
entanto, mesmo em sistemas de andlise simplificados, esse método enfrenta diversos desafios
que podem impactar os resultados obtidos. Dentre as dificuldades encontradas, destaca-se a
influéncia da quantidade e do tipo de solvente empregado para dissolver o antioxidante, bem
como o teor de agua e as concentracdes de ions metélicos presentes no sistema, que podem
exercer uma interferéncia direta na quantidade de DPPH nao reagido. Além disso, é importante
ressaltar que, apesar da reputacdo de estabilidade do reagente DPPH, a literatura cientifica relata
uma decomposicdo gradual ao longo do tempo (DAWIDOWICZ; WIANOWSKA,;
OLSZOWY, 2012).

Os resultados obtidos para a variavel resposta indice PA (Figura 19-C) também foram
submetidos a andlises estatisticas, evidenciando a extrema importancia da variavel temperatura
no aumento do indice. Ao analisar os ensaios apresentados na Tabela 14, é possivel verificar a
relevancia da temperatura e a influéncia negativa da variavel significativa razéo sélido-liquido.
Em ensaios nos quais uma maior quantidade de amostra foi utilizada, mesmo com uma
temperatura elevada, o indice PA apresentou valores inferiores a 1, como também evidenciado

no gréafico de Pareto.
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Com base nos resultados obtidos, foi possivel validar, com 95% de confianga, 0s
modelos matematicos de segunda ordem para a extragdo de compostos fendlicos! (Equacéo 6)
e atividade antioxidante total?> (Equagdo 7) que descrevem todos os parametros dos modelos.
Pela analise de variancia, o valor de Feac (11,5) e Feac® (30,9) foi cinco vezes e treze vezes
maior que o Fnb, respectivamente, possibilitando a obtencdo de uma superficie de resposta R2
= 74,80% para compostos fendlicos totais e Rz = 88,81% para atividade antioxidante. No

entanto, para o indice P.A, 0 modelo ndo foi validado pela anélise de variancia.

Y =3,60 + 1,78%x1 + 1,75%x:? - 0,80*x2 + 0,47*x2* + 0,15*x3 + 0,14*x5? - 0,05*x:1X -

0,34*x:1x3 + 0,25%x2X3 (Equacéo 6)

Y1 =32,78+ 7,65%x1 + 6,70*x:% - 10,28*x2 + 4,31*x2? + 3,47*x3 + 0,52*x3% - 2,03*x1 X2 +

3,78%x1 X3 - 0,63*x2 X3 (Equacéo 7)
Onde:

X1 = Temperatura (°C);
X2 = Razdo solido/liquido

Xz = Concentracao de etanol (%);

Apo6s a validacdo do modelo matemético de segunda ordem, foram geradas as
superficies de resposta correspondentes aos compostos fendlicos totais (Figura 25) e a atividade

antioxidante total (Figura 26), conforme mostrado.
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Figura 25 — Superficies de resposta para compostos fendlicos totais — murici seco em estufa.
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Fonte: elaborado pela autora.
*mgAGE/qg fruta seca: miligrama de &cido gélico equivalente por grama de fruta seca. Sup. resp. relacionando as
varidveis: Figura A: temperatura (X1) e razdo sélido/liquido (X»); Figura B: temperatura (X1) e concentracéo de
etanol (Xs); Figura C: razdo sélido/liquido (X>) e concentracdo de etanol (Xs)

Ao examinar a Figura 25-A, é possivel observar que a extracdo de compostos fenolicos
aumenta com o diminui¢do da razdo sélido/liquido. A Figura 25-B mostra uma correlagéo entre
a temperatura e a concentracdo de etanol, demonstrando que, para compostos fendlicos totais,
0 aumento da temperatura e a diminuicdo da concentracdo de etanol podem ser interessantes

para 0 aumento dos compostos fendlicos totais.



69

Figura 26 — Superficies de resposta para atividade antioxidante total — murici seco em estufa.
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Fonte: elaborado pela autora.
mgAGE/g fruta seca: miligrama de &cido galico equivalente por grama de fruta seca. Sup. resp. relacionando as
varidveis: Figura A: temperatura (X1) e razdo sélido/liquido (X»); Figura B: temperatura (X1) e concentragdo de
etanol (Xs); Figura C: razdo sélido/liquido (X>) e concentracdo de etanol (Xs)

Ao examinar a Figura 26, é possivel observar que as superficies de resposta, Figuras 26-
A e 26-C, indicam um aumento na atividade antioxidante do extrato a medida que a razéo
s6lido/liquido diminui. E importante destacar que uma razio maior nio conduz a resultados
melhores, pois, ao adicionar uma grande quantidade de amostra em um volume fixo de solvente,
pode ocorrer a saturacdo do solvente, o que impede a extracao eficiente de compostos fenolicos.
Em relacdo a temperatura, que também foi significativa, a Figura 26-B mostra o efeito da
temperatura na concentracao de etanol, onde quanto maior a concentracdo de etanol combinada
com a temperatura, maiores sdo os resultados da atividade antioxidante.

Em suma, a analise estatistica dos resultados para as amostras secas em estufa permitiu
concluir que a temperatura é a variavel mais significativa e com efeito positivo na extracao de

compostos fendlicos totais e na atividade antioxidante total do extrato. A raz&o solido/liquido
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também é uma varidvel crucial, com um efeito negativo na extracdo desses compostos, o que
sugere que uma menor quantidade de amostra pode levar a resultados melhores. A validagéo
dos resultados com 95% de confianga permitiu a obtencdo de superficies de resposta para
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. As melhores condi¢Ges para a extracao de
compostos fendlicos totais foram encontradas com uma temperatura superior a 80°C. No
entanto, € importante notar que o método utilizado para avaliar a atividade antioxidante pode
ter limitacGes. De maneira geral, os resultados indicam que a temperatura € um fator crucial na
extracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, e podem ser (teis para otimizar

futuros processos de extragdo dos compostos do murici.
4.2.2.2 Planejamento de experimentos para a biomassa seca em liofilizador
O segundo planejamento de experimentos para a biomassa seca no liofilizador foi

executado utilizando também a matriz DCCR 23. Na Tabela 13, é possivel observar a

quantidade de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total do extrato.
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Tabela 13 — Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 23 contendo as variaveis
independentes - Temperatura; Razéo sélido/liquido e; Concentracgéo ([]) de Etanol - e
dependentes - Compostos fendlicos totais (CFT); Atividade antioxidante total (AAT) e
indice PA - murici seco em liofilizador.

Ensaios Temperatu séIFizda;JZ/?%ui [1de C:;E(;;g i’g/; (fk:_zqtzl indice

ra (°C) do etanol (%) fruta seca) seca) * PA**
(mg/mL) *

1 40 (-1) 25 (-1) 20 (-1) 30204 4163412 0,36
2 70 (1) 25 (-1) 20 (-1)  1052+03 97,22+0,4 0,96
3 40 (-1) 55 (1) 20 (-1) 449+05 39,04+05 0,39
4 70 (1) 55 (1) 20(-1)  11,73+0,6 61,20+0,8 0,77
5 40 (-1) 25 (-1) 60 (1)  11,36+0,2 89,66 2,0 0,93
6 70 (1) 25 (-1) 60 (1)  31,04+0,3 134,45+1,3 1,85
7 40 (-1) 55 (1) 60 (1) 11,67+0,3 53,02+18 0,71
8 70 (1) 55 (1) 60 (1)  29,25+0,2 143,21+0,3 1,85
9 30 (-1,68) 40 (0) 40 (0) 432+04 40,19+14 0,39
10 80 (1,68) 40 (0) 40(0)  28,13+1,0 157,79+15 1,91
11 55 (0) 15 (-1,68) 40 (0) 544+0,1 103,56+2.2 0,83
12 55 (0) 65 (1,68) 40 (0) 488+03 2383+12 0,31
13 55 (0) 40 (0) 6(-1,68) 204+03 37,71+0,6 0,30
14 55 (0) 40 (0) 74 168) 759+04 60.20%0,7 0,63
15 55(0) 40 (0) 40 (0) 3,98+03 47,04+0,9 0,43

Fonte: elaborado pela autora.

*valores da média das triplicatas * desvio padrdao; mg AGE/g fruta seca: miligramas de acido galico equivalente
por grama de fruta seca; pmolTE/g amostra: micro mol de Trolox equivalente por grama de amostra seca. [] de
etanol (%): concentracdo de etanol.

A Tabela 13 apresentou resultados variando de 2,04 a 31,04 mg AGE/g fruta seca para

compostos fendlicos totais, demonstrando uma diferenga significativa na quantidade extraida

em relacéo a secagem pela estufa (Tabela 12), o que indica uma maior retencdo de compostos
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fendlicos no processo de liofilizagdo. Além disso, os valores da atividade antioxidante total
foram aproximadamente duas vezes maiores (23,83 a 157,79 umol TE/g fruta seca) nos frutos
secos pelo liofilizador em comparagdo com os frutos secos na estufa, o que reforca a eficacia
da liofilizacdo na preservacdo desses compostos. Os ensaios 10, 8 e 6 apresentaram os melhores
resultados para o indice PA, com valores de 1,91, 1,85 e 1,85, respectivamente, enquanto 0s
ensaios 12 e 13 apresentaram os menores valores (0,31 e 0,30, respectivamente).

Os resultados indicam a eficacia da liofilizacdo na preservacdo dos compostos
antioxidantes dos frutos do murici, sendo que a utilizacdo do liofilizador permite a remocéo da
agua dos frutos sem comprometer a estrutura quimica dos compostos antioxidantes devido a
baixa temperatura empregada, evitando a perda de compostos sensiveis ao calor e preservando
a integridade dos compostos antioxidantes presentes nos frutos. A técnica de liofilizacdo
mostrou-se mais eficiente que a secagem convencional na estufa, com uma diferenca
significativa na quantidade de compostos fendlicos extraidos e valores mais altos de atividade
antioxidante total. Estudos anteriores indicam que essa técnica de preservacao pode aumentar
significativamente a concentracdo de compostos antioxidantes em frutos e plantas. Em um
desses estudos, a liofilizacdo dos frutos do murici preservou mais de 90% dos compostos
antioxidantes, enquanto a secagem convencional reduziu a concentragao desses compostos em
até 70% (ARLINDO et al., 2017; GIRALDO-ZUNIGA et al., 2006). Utilizando o gréfico de
Pareto (Figura 27), foram identificadas as variaveis que apresentaram efeito (linear e

quadratico) significativos (p<0,05) com um nivel de confianca de 95%.
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Figura 27 — Grafico de Pareto referente ao DCCR 23 para a variavel resposta: A) Compostos
fenolicos totais; B) Atividade antioxidante e; C) Indice P.A — murici seco em liofilizador.
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Fonte: elaborado pela autora.
Variaveis: Xi: Temperatura (°C); Xz: razdo solido/liquido (mg/mL); Xs: concentracdo de etanol (%).

De fato, de acordo com o grafico de Pareto na Figura 27-A, a temperatura e a
concentracdo de etanol foram as varidaveis mais significativas na extragdo de compostos
fendlicos em amostras liofilizadas de murici, com um nivel de confianca (p<0,05) a 95%. Este
resultado € consistente com o que foi observado para amostras de biomassa seca na estufa. A
temperatura afeta diretamente a cinética de transferéncia de massa e a solubilidade dos
compostos, 0 que pode levar a um aumento na taxa de extracdo dos compostos fendlicos.

Quando a temperatura aumenta, 0s compostos fendlicos tornam-se mais sollveis e sua
taxa de transferéncia de massa para 0 solvente aumenta. No entanto, temperaturas muito
elevadas podem danificar as moléculas sensiveis ao calor, incluindo vitaminas, antioxidantes e
proteinas. Por isso, é necessario encontrar uma temperatura 6tima que maximize a extracao dos
compostos fenolicos desejados sem afetar negativamente outras moléculas importantes. Essa

temperatura ideal pode variar dependendo do tipo de matriz, do solvente utilizado e das



74

condicBes experimentais especificas. Em resumo, a temperatura € um parametro crucial na
extracdo de compostos fendlicos, e seu efeito deve ser cuidadosamente considerado em
experimentos de extracéao.

Estudos como o de Gordon et al. (2011) e Neves et al., (2015a) realizaram analises com
amostras de murici liofilizada, utilizando o método espectrofotométrico com o reagente de
Folin-Ciocalteau obtendo resultados de 2,54 e 31,99 (mg AGE/qg fruta seca) respectivamente.
Indicando assim que os resultados obtidos para compostos fendlicos totais estdo em
concordancia com o que foi descrito nesses estudos.

Ao comparar com as metodologias de extragdo convencionais, como descrito por Sousa
et al. (2018b) que utilizou o método de extracdo por maceracdo, podemos verificar que o
resultado obtido de 8,36 mg AGE/g fruta seca é significativamente menor do que o resultado
obtido em nosso estudo. I1sso demonstra a eficiéncia da realizacdo da extracdo por ultrassom,
que intensifica os resultados e aumenta a extragdo de compostos fendlicos totais.

Ao analisar a Figura 27-B, é possivel identificar que os trés parametros principais
demonstraram ser significativos quanto a atividade antioxidante total do extrato. A temperatura
exerceu forte efeito positivo sobre a atividade antioxidante, no sentido de que quanto maior a
temperatura utilizada, maior serd a atividade antioxidante do extrato.

A variavel concentracdo de etanol também se mostrou significativa, demonstrando que
quanto maior a quantidade de etanol, maior seria a atividade antioxidante do extrato. Por sua
vez, a variavel razdo soélido/liquido foi significativa, mas com efeito negativo, ou seja, uma
menor quantidade de biomassa para 0 mesmo volume de solvente favorece a extracdo dos
compostos antioxidantes presentes no murici.

A interacdo entre as variaveis temperatura e concentracdo de etanol na extracdo de
compostos antioxidantes do murici foi significativa e apresentou um efeito positivo. Esse
resultado indica que o aumento da temperatura e da concentracdo de etanol contribuiram para
um aumento da atividade antioxidante total do extrato, 0 que pode ser uma estratégia
interessante para maximizar a extragao desses compostos bioativos.

A sinergia entre temperatura e concentracdo de etanol pode ser explicada pelo efeito
combinado desses fatores na solubilizagdo dos compostos presentes na matriz. A temperatura
influencia diretamente na solubilidade dos compostos, permitindo uma maior difusédo dos
mesmos para o solvente e reduzindo a viscosidade da matriz. Ja a concentracédo de etanol pode
alterar a polaridade do solvente e influenciar na solubilidade dos compostos.

No entanto, é importante ressaltar que a interacdo entre temperatura e concentracao de

etanol pode variar de acordo com a matriz de interesse e o0 tipo de compostos bioativos
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presentes. Assim, é fundamental realizar estudos experimentais especificos para determinar as
melhores condigOes de extracdo para cada caso.

Comparando com os resultados obtidos para compostos fendlicos totais, novamente
observa-se que a temperatura também foi muito significativa neste planejamento experimental,
reforcando a importancia desse parametro para a extracdo de compostos bioativos do murici.

Stafussa et al. (2018) demostrou em seu estudo, também realizado por métodos
convencionais, que para a determinacéo de DPPH foram obtidos 29 umol TE/g fruta seca. Deste
modo € possivel concluir que o murici € uma fruta com altos niveis de atividade antioxidante
(ALMEIDA et al., 2011)

Apos realizar analises estatisticas dos resultados obtidos para o indice PA, verificou-se
a influéncia das variaveis temperatura, concentracdo de etanol e razdo solido/liquido na
determinacdo dos melhores resultados do extrato. A partir do grafico de Pareto (Figura 27-C),
pode-se observar a grande influéncia da temperatura e da concentracdo de etanol, assim como
a influéncia negativa da razdo solido/liquido no resultado das amostras. Quando a razéo
solido/liquido é muito alta, pode ocorrer um impacto negativo na eficiéncia da extracdo, uma
vez que o solvente ndo consegue penetrar completamente na matriz sélida e alcancar os
compostos bioativos presentes em seu interior. Além disso, a area de contato entre a amostra
solida e o solvente € reduzida, limitando a transferéncia de massa dos compostos para o
solvente. Portanto, é importante escolher uma razéo sélido/liquido adequada para garantir uma
extracdo eficiente e obter melhores resultados.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel validar, com 95% de confianca, 0s
modelos matematicos de segunda ordem para a extracdo de compostos fendlicos! (Equacéo 8)
e atividade antioxidante total?> (Equagdo 9) que descrevem todos os parametros dos modelos.
Pela andlise de variancia, o valor de Feac! (27,7) e Feac® (29,9) foi maior que 0 Fu,
respectivamente, possibilitando a obtencdo de uma superficie de resposta Rz = 87,68% para
compostos fendlicos totais e R2 = 88,38% para atividade antioxidante. No entanto, para o indice
P.A, 0o modelo ndo foi validado pela anélise de variancia.

Y =3+ 6,74*x1 + 5,69*%x:2 + 0,02*%x2 + 1,77*%x2% + 4,61*x3 + 1,65*x3% - 0,29%x1 X2 + 2,82*x4
x3 - 0,52*x: X3 (Equacéo 8)

Y =45,04 + 30,06*x: + 21,14*x,2 - 14,69*x2 + 8,66*x22 + 16,04*x3 + 3,45*x32 + 1,50*x1 X2 +
7,15%x:1 x5 + 1,34%x2 X3 (Equacéo 9)

Onde:
X1 = Temperatura (°C);
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X2 = Razdo solido/liquido (g/mL)
X3 = Concentracdo de etanol (%);

Com a validacdo do modelo matematico de segunda ordem, foi possivel reproduzir as
superficies de resposta do planejamento para os compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante. Na Figura 28, pode-se observar que as variaveis que apresentaram influéncia
significativa foram a temperatura e a concentragdo de etanol. Ja na Figura 29, as variaveis que
tiveram influéncia significativa foram a temperatura, a raz&o sélido/liquido e a concentragéo de

etanol na solugéo de extragdo.

Figura 28 — Superficies de resposta para compostos fendlicos totais — murici seco em
liofilizador.

w
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Fonte: elaborado pela autora.
mgAGE/g fruta seca: miligrama de acido galico equivalente por grama de fruta seca. Sup. resp. relacionando as
varidveis: Figura A: temperatura (X1) e razdo sélido/liquido (X>); Figura B: temperatura (X1) e concentragéo de
etanol (Xs); Figura C: razéo solido/liquido (X2) e concentragdo de etanol (X3)
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Ao analisar a superficie de resposta na Figura 28-A, é possivel observar que a razéo
solido/liquido juntamente da temperatura influenciam no resultado das amostras de compostos
fenolicos totais. 1sso ocorre porque a baixa razédo sélido/liquido permite que o solvente penetre
melhor na amostra solida, aumentando a area de contato e facilitando a transferéncia dos
compostos bioativos para o solvente.

J& na Figura 28-B, é possivel verificar que o aumento da temperatura influencia
positivamente na extracdo de compostos fenolicos totais. Isso ocorre porque 0 aumento da
temperatura aumenta a solubilidade dos compostos na solucdo de extracdo, favorecendo a
extracdo dos compostos bioativos.

Tabart et al. (2007) observaram que a presenca de acetona na mistura de solventes de
extracdo resultou em melhores resultados para a extracdo de compostos fenolicos totais e
atividade antioxidante total, ao analisar a composicdo do solvente. O estudo também
demonstrou que a composicdo da solucdo de extracdo afeta mais a extragdo dos compostos
fendlicos do que a atividade antioxidante. Sousa et al. (2018b) também realizou analises com o
uso de acetona na extracdo de compostos bioativos do murici, obtendo resultados equivalentes
aos deste estudo. Demostrando assim que ndo houve tantas mudancas ao utilizar o etanol, além
extracdo com etanol ser amplamente aceita pela industria alimenticia por ser menos toxica
quando comparado com outros solventes.

No estudo conduzido por Weremfo et al. (2022), que avaliou a cinética de extracao da
baga de peru, foi observado que a temperatura teve uma influéncia direta nos extrativos, e 0s
maiores indices de extracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante foram obtidos a
uma temperatura maxima de 80 °C. A partir desses resultados, pode-se inferir que o perfil dos
compostos fendlicos contidos no murici, bem como 0s compostos que exercem a atividade
antioxidante total, também toleram temperaturas acima de 80 °C de extracdo, apresentando

bons resultados.
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Figura 29 — Superficies de resposta para atividade antioxidante total — murici seco em
Liofilizador
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Fonte: elaborado pela autora.
mgAGE/g fruta seca: miligrama de acido galico equivalente por grama de fruta seca. Sup. resp. relacionando as
variaveis: Figura A: temperatura (X1) e razdo sélido/liquido (X»); Figura B: temperatura (X1) e concentracéo de
etanol (Xs); Figura C: razéo solido/liquido (X2) e concentracéo de etanol (X3)

Ao analisar a superficie de resposta na Figura 29-A, podemos observar que a diminuicao
da razdo sélido/liquido aumenta a atividade antioxidante do extrato. Isso pode ser explicado
pelo fato de que, com uma menor razdo solido/liquido, hd uma maior disponibilidade de
solvente para extrair os compostos antioxidantes da amostra sélida. Além disso, a Figura 29-B
demonstra que a temperatura também teve um efeito significativo na atividade antioxidante,
uma vez que o aumento da temperatura pode facilitar a extracdo de compostos antioxidantes da
amostra sélida. Finalmente, a Figura 29-C mostra que a concentracdo de etanol teve um efeito
positivo na atividade antioxidante, indicando que quanto maior a concentracdo de etanol e

menor a razdo solido/liquido, maior é a atividade antioxidante obtida. 1sso ocorre porque o
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etanol é um solvente polar capaz de extrair compostos antioxidantes da amostra sélida, e uma
maior concentragdo de etanol pode aumentar a solubilidade desses compostos.

Sendo assim, podemos observar que a temperatura e a concentracdo de etanol foram as
variaveis mais significativas na extracdo de compostos fenolicos em amostras liofilizadas de
murici, com a temperatura afetando diretamente a cinética de transferéncia de massa e a
solubilidade dos compostos. E importante encontrar uma temperatura 6tima que maximize a
extracdo dos compostos fenolicos sem afetar negativamente outras moléculas importantes. A
realizacdo da extracdo por ultrassom também se mostrou eficiente na intensificacdo dos
resultados e na extracdo de compostos fenolicos totais. Portanto, os resultados deste estudo
indicam que a liofilizagdo é uma técnica de preservacdo promissora para frutos do murici.

Por fim, neste trabalho, a condicdo escolhida como ideal para a extracao dos compostos
fenolicos e atividade antioxidante total por ultrassom foi: temperatura 80 °C, razdo

solido/liquido 25 mg/mL, concentracao de etanol 60%.

4.2.3 Validacédo do meétodo estatistico

Apo6s obter um modelo matematico validado estatisticamente, foi realizada uma
condicdo experimental diferente das anteriores para verificar experimentalmente o resultado
proposto pelo modelo matematico. As condi¢cBes experimentais utilizadas incluiram
temperatura de 80 °C, razdo sélido/liquido de 25 mg/mL e concentracdo de etanol de 60%. As
variaveis codificadas para essas condi¢cdes foram inseridas nas equacdes 6 e 7 para as amostras
secas na estufa e 8, 9 e para as amostras secas no liofilizador; para calcular os resultados para
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante preditos pelos respectivos modelos
matematicos. Os resultados experimentais para a condi¢cdo estudada, bem como os resultados

obtidos pelos modelos matematicos, estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Resultados obtidos para compostos fendlicos totais e atividade antioxidante total
para ambas as amostras de murici. Obtidos tanto estatisticamente quanto experimentalmente.

] CFT2(mg AGE/g AAT:(umolTE /g
Melhor condicéo

amostra seca)* amostra seca)**
Modelo Estufa 12,35 93,51
Experimental Estufa 18,48 + 0,57 116,76 + 1,38
Erro (%) 33,17 19,91
Modelo Liofilizado 44,13 206,19
Experimental
Liofilizado 39,84 £ 0,31 229,31+ 2,58
Erro (%) 9,72 10,08

Fonte: Elaborado pela autora, (2023).
*CFT (mg AGE/ g amostra seca): Compostos fendlicos totais em miligrama de acido gélico equivalente por grama

de amostra seca; **AAT (umol TE/g amostra seca): Atividade antioxidante total em micro mol de Trolox

ek

equivalente por grama de amostra seca. = Potencial ativo se da pelo calculo: valor analisado do composto fendlico

total, dividido pelo seu maior resultado somado ao valor analisado da atividade antioxidante total dividido pelo

seu maior resultado.

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que o modelo utilizado para
calcular os compostos fenolicos, atividade antioxidante total foi eficiente na previsdo dos
resultados experimentais. Portanto, pode-se afirmar que o modelo foi validado
experimentalmente.

Além disso, € importante destacar que este planejamento experimental mostrou que as
condicdes aplicadas nas analises podem afetar significativamente a correlacdo entre o0s
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total. Em alguns casos, foi observado que
a temperatura utilizada afetou a extracdo de forma significativa. E valido salientar que, ao
analisar os resultados obtidos para cada condigdo experimental, observou-se que nem sempre
um aumento na quantidade de compostos fendlicos totais resultou em um aumento proporcional
na atividade antioxidante total. Para avaliar a correlacdo entre essas duas analises, foi realizada
a correlacdo de Pearson (r) entre CFT e AAT. Esta correlagéo foi realizada para ambos os tipos

de secagem, tanto em estufa, quanto em liofilizador.



Figura 30 — A correlacdo de Pearson (r) calculada entre os compostos fenolicos totais e a
atividade antioxidante total para as amostras secas em estufa.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Figura 31 — A correlacdo de Pearson (r) calculada entre os compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante total para as amostras secas em liofilizador.
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A correlacdo de Pearson (r) € utilizada para estimar a linearidade entre duas variaveis,
podendo variar de 1 a -1, onde 1 indica uma forte correlacdo direta e -1 indica uma forte
correlacdo inversa. No presente estudo, os valores da correlagdo de Pearson foram de 0,7275 e
0,8814 para as amostras secas em estufa e liofilizador, respectivamente. Foi observado que as
amostras secas em liofilizador apresentaram uma correlagdo alta, enquanto as amostras secas
em estufa apresentaram uma correlagdo moderada.

Na literatura, € comum encontrar estudos que reportam a falta de correlacdo entre o0s
compostos fendlicos totais (CFT) e a atividade antioxidante total (AAT) em alimentos e plantas.
Isso pode ocorrer devido a uma série de fatores, tais como o estagio de maturacao da fruta, o
genotipo, as condi¢es ambientais, o sistema de plantio e a fertilidade do solo. Além disso, o
método de extracdo, o tamanho da amostra, o tempo e o tipo de armazenamento, bem como a
escolha dos reagentes e a presenca de interferentes na amostra, como gorduras, agucares e ceras,
também podem afetar a correlacio entre CFT e AAT (SUN et al. 2007). E importante ressaltar
que o método de avaliacéo da atividade antioxidante total utilizando o DPPH pode apresentar
limitacGes, pois o radical DPPH pode reagir ndo apenas com os compostos fenolicos, mas
também com outros compostos presentes no extrato, como a vitamina C, que possui alta
atividade antioxidante. Dessa forma, é possivel que a atividade antioxidante total medida pelo
método DPPH ndo reflita completamente a capacidade antioxidante dos compostos fenélicos
presentes na amostra.

Considerando que os modelos matematicos foram validados apo6s a analise dos dois
planejamentos realizados, foi possivel definir a concentracdo ideal para a extracdo e a amostra
que serd utilizada. Levando em consideracdo que as amostras secas em liofilizador
apresentaram os maiores resultados, sera utilizada a amostra liofilizada nas condic6es de 80°C,
25 g/mL e 60% de etanol, conforme analisado na Tabela 17. O extrato obtido por meio deste
ensaio também passou por avaliacdo de atividade antioxidante pelo método FRAP,

demonstrando um resultado de 700,16 + 3,06 uM sulfato ferroso/g de biomassa.
4.2.4 Teste complementar para extragdo de compostos fenolicos
Neste estudo, realizou-se uma extracdo por Soxhlet sob uma condicdo especifica para

efeitos comparativos com o metodo de extrag@o por ultrassom. Os resultados para CFT e AAT

sdo apresentados na Tabela 15.
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Observa-se que, neste método, o valor obtido para CFT total foi proximo ao valor da
condic&o avaliada no planejamento experimental. No entanto, para AAT, o resultado obtido foi

inferior em 39% a condicéo avaliada pelo planejamento experimental.

Tabela 15 — Extracdo por Soxhlet em comparacao a ultrassom

Razédo Concentr CFT2(mg  AAT? (umol

Melhor Temper solido/li  acdo de AGE/g TE/g Indic

Condicao a(tlg; quido etanol amostra amostra e PA
(g/mL) (%,v:v) seca)? seca)?

Soxhlet 80 25 60 38,06+0,15 89,69+0,08 1,36

Liofilizado 80 25 60 39,84+0,31 229,31+258 2,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os resultados obtidos para AAT demonstram que a exposicdo prolongada a altas
temperaturas durante a extracdo por Soxhlet podem degradar os compostos bioativos presentes
na amostra, reduzindo assim a sua capacidade antioxidante. Nao foram encontrados na literatura
estudos de extracdo por Soxhlet de compostos bioativos do murici, apenas estudos para extracdo
de pigmentos, como o realizado por Miranda et al. (2021) e para extracdo lipidica da polpa do
murici por Silva (2016). Apesar de ser um método convencional amplamente utilizado, a
exposicdo prolongada a altas temperaturas ndo € recomendada para a extracdo de compostos
bioativos do murici. Na literatura, sdo encontrados mais estudos utilizando o método de
maceracdo para analises antioxidantes em amostras de murici (DE SOUZA et al., 2019;
GORDON et al., 2011; PIRES et al., 2021; SOUSA; DE SOUZA BUARQUE, 2020). De posse

desses resultados, a etapa seguinte foi determinar o perfil dos compostos fenolicos dos extratos.

4.2.5 Extracdo em larga escala

Com o objetivo de aumentar o volume de extrato, foram realizadas diversas extragdes
seguindo a melhor condicédo definida para a extracdo de compostos fenolicos. Para isso, foram
usados 150 mL de solugdo extratora com 60% de etanol e razdo solido/liquido de 25 g/mL,
submetidos a uma temperatura de 80°C por 105 minutos. Durante o processo, foi acoplado um
condensador ao equipamento para evitar perdas de amostra (conforme ilustrado na Figura 32-
A). Essa estratégia permitiu obter um volume significativamente maior de extrato em relagdo

ao processo otimizado, mantendo a qualidade do extrato em termos de compostos fendlicos.
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Os extratos obtidos foram submetidos a andlise de compostos fendlicos totais,
apresentando um rendimento médio de 40,50 £ 0,06 mgAGE/g. Além disso, o extrato foi
avaliado quanto a atividade antioxidante total, apresentando 255,76 + 2,83 umol TE/g pelo
método DPPH e 720,82 + 3,65 uM sulfato ferroso/g de biomassa pelo método FRAP. Em
comparacao & melhor condicédo definida na otimizagao do processo, todos os resultados obtidos
foram superiores ao esperado.

Apds a extracao, os extratos foram evaporados em um evaporador rotativo (Figura 32-
B) para retirar o etanol contido nas amostras, 0 que correspondeu a uma reducao de 60% do
volume inicial. Em seguida, as amostras foram congeladas e liofilizadas até restar apenas o
material sélido. Esse material foi armazenado protegido da luz para posterior analise de

compostos fenolicos.

Figura 32 — Extracdo em larga escala: A) Aparelho experimental utilizado para a extracéo de
grandes volumes de amostra e; B) Etapa de evaporacao do solvente apds a extracdo em
_Erlenmeyer

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.3 PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS DOS EXTRATOS DO MURICI HPLC-MS

Existem varias técnicas disponiveis para deteccdo de compostos fendlicos, tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia liquida acoplada ao detector de
arranjo de diodos (DAD), e cromatografia de fase reversa. No entanto, muitos compostos
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fendlicos possuem estruturas semelhantes, o que torna dificil a identificacdo por meio de
espectros de UV. Nesse sentido, a cromatografia liquida acoplada ao detector de massas (LC-
MS) pode ser util para a identificacdo de compostos de interesse, permitindo diferenciar as
diferencas nas estruturas moleculares dos compostos (SUN et al. 2007).

Utilizando as condigdes analiticas adequadas para os compostos padrdes, realizou-se a
andlise das amostras do extrato do murici. Os resultados da quantificacdo dos compostos
individuais, relacionando-os com todas as condi¢fes experimentais avaliadas, CFT e AAT,
foram apresentados na Tabela 16. Dos onze compostos individuais analisados por HPLC-MS,
quatro foram identificados nos extratos do murici: quercetina, acido p-Cumérico, acido

siringico e acido gélico.

Tabela 16 — Diferentes condi¢Ges experimentais avaliadas e os resultados obtidos para CFT,
AAT e compostos fendlicos individuais por HPLC-MS

CFT2(mg AAT? (umol _Acido p- . .
_ AGE/g TE/g  QUErcetl o g Acido Acido
Ensaio na siringico galico
amostra amostra (mg/L) co (mg/L) (mg/L)
seca)* seca)* g (mg/L) g g
E10 1404+06 70,7605 15+0.2 04+0.0 550+44 1.3+0.2
EMC 18,48+05 116,76 +1,3 50+01 04+0.0 50.0+x1.3 20+0.2
L8 29,25+0,2 143,21+03 55+02 04+00 30.0+0.2 15+0.0
L10 28,13+10 157,79+15 +0.2 04+£00 21.0+x01 1.2+0.0
LMC 3984+0,3 22931+25 3600 04+00 340+15 0.9+0.0
LMCLE 4050+0,1 255,76+28 38+00 04+00 320+28 1.0+£0.0
SOX 38,06+0,1 89,69+0,1 n.d.2 04+00 1150+11 6.0+£0.2

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

*CFT (mg AGE/ g amostra seca): Compostos fenélicos totais em miligrama de acido galico equivalente
por grama de amostra seca; **AAT (umol TE/g amostra seca): Atividade antioxidante total em micro mol de
Trolox equivalente por grama de amostra seca. E10 — Estufa ensaio 10; EMC — estufa melhor condicéo; L8 e L10
— Liofilizador ensaios 8 e 10; LMC — Liofilizado melhor condigdo; LMCLS — Liofilizado melhor condi¢&o larga

escala; SOX — extracdo Soxhlet;
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A analise quantitativa dos compostos fendlicos no extrato revelou que o &cido siringico
foi o composto mais abundante, sendo detectado em todas as condi¢Oes experimentais
avaliadas. Em segundo lugar, em termos de quantidade, encontra-se a quercetina, cuja
concentracdo variou de acordo com o método de extracdo utilizado. Observou-se que quanto
maior a temperatura empregada no processo de extragcdo, menor foi a concentracédo de
quercetina. Notavelmente, a quercetina ndo foi detectada na analise por Soxhlet, enquanto a
quantidade de &cido siringico aumentou consideravelmente. Os compostos acidos p-Cumarico
e acido galico também foram identificados em todos 0s ensaios, porém em menor quantidade
em relacgdo ao &cido siringico.

Mariutti et al. (2014) encontra uma concentracdo de compostos fendélicos para o murici
liofilizado, sendo eles quercetina 0.23 + 0.01 mg/g; acido galico 0,17 mg/g. Ja Sousa et al.
(2018a) traz resultados 1.29 + 0.23mg/g e 0.22 + 0.04 mg/g para quercetina e acido galico
respectivamente, estudo realizado com extragdes em acetona e com a técnica de maceracao.
Utilizando a polpa de fruta in natura o estudo de Faria et al. (2021) demonstra que dentre 0s
compostos fenolicos analisados, o que apareceu em maior quantidade foi o acido siringico com
um resultado de 89 + 7 ng/g, abaixo dele estd o &cido p-Cumarico com 64+ 1 ng/g ja a
concentragéo de quercetina foi a mais baixa encontrada quando comparada com os demais nesse
estudo 7,42 + 1 ng/g, na anélise realizada, também foram encontrados outros compostos dentre
eles: acido galico, acido cafeico e luteina.

O éacido siringico, junto com outros polifendis, apresenta diversos efeitos benéficos para
a salde humana, de acordo com estudos cientificos ele possui propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias que ajudam a reduzir doencas crénicas. Além disso, o &cido siringico atua como
antiperoxidativo lipidico, protegendo as membranas celulares de danos oxidativos, e também
pode prevenir a formacdo de mutacbes genéticas que levam ao desenvolvimento de tumores
(MUTHUKUMARAN et al., 2013; SHI et al., 2016; SOMADE et al., 2022).

Além do perfil fendlico, o extrato obtido a partir do murici também foi analisado quanto
a concentracdo de carboidratos. Essa analise foi realizada uma vez que a presenca de agucares
pode interferir na aplicacdo do extrato. Como o murici € uma fruta, é possivel que o extrato
contenha aglcares. Compreender a concentracdo de carboidratos € importante para determinar
a melhor forma de utilizar o extrato em aplicacGes especificas.

Foi realizada a analise de carboidratos no extrato obtido, onde identificou-se uma
concentracdo de 1,675 g/L de glicose e 2,75 g/L de xilose, resultando em uma média de 4,00

g/L de acgucares totais. A presenca desses carboidratos na amostra pode interferir na aplicacdo
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do extrato, porém, uma vez recuperados, eles também apresentam potencial de aplicagdo em

diferentes areas.

4.4 VIABILIDADES DOS EXTRATOS

4.4.1 Viabilidade celular Fibroblastos normais de humanos da linhagem celular CCD
1059 Sk

Avaliando a citotoxicidade celular em células saudaveis da linhagem CCD 1059 Sk
(Figura 33), procedeu-se a exposigdo a cinco concentragdes do extrato de murici (250, 500,
1000, 5000 e 10000 ug/mL)conforme protocolo empregado para as células cancerigenas SK-
Mel-28.

Os resultados indicaram que, conforme as concentragdes do extrato aumentaram, houve
um aumento proporcional da viabilidade celular, sem apresentar citotoxicidade nas
concentragdes testadas. Foi possivel verificar que as concentracdes de 5.000 ug/mL e 10.000

ug/mL foram as que apresentaram os maiores resultados de viabilidade celular.

Figura 33 — Viabilidade celular de células CCD 1059 Sk expostas a crescente concentracao de
extrato do murici em 24 h.
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Fonte: Elaborado pela autora
CT: Controle; Tratamento de células CCD 1059 Sk de extrato. Os dados sdo expressos como média * desvio
padréo, e foram analisados pelo teste de variancia ANOVA de uma via, seguido de pos-teste de Tukey; * (p<
0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001); ns (p >0,005).
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4.4.2 Viabilidade celular (SK-Mel-28)

Para avaliacdo de viabilidade celular (Figura 34), realizou-se uma andlise estatistica dos
resultados obtidos com o teste MTT a partir das células SK-Mel-28 expostas a cinco niveis de
concentragéo de extrato (250, 500, 1.000, 5.000 e 10.000 ug/mL).

Os resultados indicaram um aumento proporcional na viabilidade celular a medida que
as concentracbes do extrato aumentaram. Entretanto, a concentracdo de 10.000 ug/mL
apresentou um aumento de mais de 50% na viabilidade celular, indicando um enorme
crescimento celular. Como resultado, os dados sugerem que o extrato de murici ndo € viavel
para o tratamento de células SK-Mel-28.

Apesar disso, um estudo anterior de Souza et al. (2019) extrato de murici foi capaz de
inibir o crescimento da viabilidade celular em células do cancer de ovério da linha A2780,
sugerindo um potencial uso no tratamento desse tipo de células. Vale ressaltar que o murici é
uma fruta com alto teor de agucar naturalmente presente em sua composi¢do, com uma media
de 13% de acucares solUveis totais. Embora o consumo excessivo de acucar possa ter efeitos
negativos na satde em geral, o consumo moderado de frutas com alto teor de agucar, como o
murici, pode ser benéfico devido a presenca de compostos antioxidantes e outros nutrientes
importantes.

No entanto, é importante lembrar que a utilizagdo de extratos de murici em estudos de
viabilidade celular em células cancerigenas envolve a extracdo dos compostos bioativos
presentes na fruta. Portanto, a concentracdo de agucares no extrato pode ser maior do que na
fruta inteira, o que pode influenciar a viabilidade celular das células cancerigenas.

Ademais, € relevante destacar que a resposta das células cancerigenas a exposicéo a
extratos de murici ou outros extratos ricos em agucares pode depender de diversos fatores, como
o tipo de célula cancerigena e as condicdes especificas do estudo. Portanto, sdo necessarias mais
pesquisas para entender completamente os efeitos dos extratos de murici e outros extratos ricos

em agucares na viabilidade celular de células cancerigenas.
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Figura 34 — Viabilidade celular de células SK-Mel-28 expostas a concentragdes do extrato do
murici pelo periodo de 24 horas.
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CT: Controle; Tratamento de células SK-MEL-28 de extrato. Os dados sdo expressos como média = desvio
padrdo,e foram analisados pelo teste de varidncia ANOVA de uma via, seguido de pés-teste de Tukey; * (p< 0,05);
** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001); ns (p >0,005).

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nas Figuras 35, foram investigadas a viabilidade celular utilizando apenas os compostos
concentrados encontrados no murici, em uma proporcao equivalente ao encontrado nos extratos
do murici liofilizado. Entretanto, ao analisar os testes de MTT, ndo foi observado diferencas
significativas no parametro de viabilidade celular, o que sugere que a utilizacdo de apenas um

composto fendlico ndo teria uma grande interferéncia na diminuicéo das células de SK-Mel-28.
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Figura 35 — Viabilidade celular de células SK-Mel-28 expostas a concentracdes de (A) Acido
p-Cumarico e (B) Quercetina pelo periodo de 24 horas.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
CT: Controle. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo, e foram analisados pelo teste de variancia
ANOVA de uma via, seguido de pos-teste de Tukey.
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5 CONCLUSAO

Por meio da utilizacdo da cinética e planejamento experimental, foi possivel identificar
as diferencas de cada condicdo de extracdo, considerando os dois tipos de extratos: seco na
estufa e seco no liofilizador. Observou-se que, para ambos os extratos, o tempo definido foi de
105 minutos. As melhores condigOes para CFT e ATT foram praticamente as mesmas, levando
em consideracao ambos os extratos, o que indica uma correlacdo entre elas.

Foi constatado que a temperatura é o maior influenciador da extragdo, mostrando uma
diferenca significativa (p<0,05) para ambos os extratos. Entretanto, também foi observado que
0 excesso de temperatura pode prejudicar os compostos bioativos na extragdo via Soxhlet. A
partir do planejamento experimental, foi possivel chegar a condicdo ideal de extracdo e a
biomassa ideal para este estudo. Utilizando o murici seco no liofilizador, a condicéo ideal se
deu por meio da validacdo do modelo estatistico, sendo de 80 °C, razdo sélido/liquido 25
mg/mL, e 60% de da concentracdo de etanol, com CFT de 39,84 + 0,31 mg AGE/g amostra
seca e AAT de 229,31 £2,58 (umol TE / g amostra seca), além do indice PA.

Quanto aos compostos individuais, a quantificacdo por HPLC mostrou que o &cido
siringico foi o composto identificado em 100% das condi¢Bes avaliadas, mesmo em baixas
concentragdes. Os demais compostos ndo foram identificados em todas as condicdes, indicando
que as condicdes de extracdo podem ser moduladas para a obtencao de um composto especifico.

Avaliando a viabilidade celular em células saudaveis e cancerigenas, pode-se observar
gue extrato nao foi vidvel para o tratamento das células cancerigenas, mas apresentou resultados
positivos em células saudaveis. Os compostos fenolicos presentes no extrato demonstraram
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, sugerindo beneficios na prevencdo e
tratamento de doencas relacionadas a esses processos. Para expandir o conhecimento sobre o
extrato, futuras pesquisas podem explorar 0os mecanismos de acdo envolvidos, realizar testes
adicionais de citotoxicidade para avaliar sua seguranca em diferentes linhagens de células
cancerigenas, investigar mais a fundo sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria, e
considerar a formulagdo do extrato em diferentes formas farmacéuticas, como capsulas, extratos
liquidos ou pomadas, para explorar suas aplicacGes em terapias topicas ou sistemas de liberacéo
controlada. Essas abordagens tém o objetivo de ampliar o conhecimento sobre o extrato de
Byrsonima crassifolia e suas possiveis aplicacOes terapéuticas, proporcionando alternativas

promissoras para o desenvolvimento de terapias complementares e mais eficazes.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista o potencial do extrato do murici e dos compostos fenolicos obtidos nesse

estudo, sugerem-se as seguintes etapas para complementar e avangar na pesquisa com esse

residuo.

Verificar o armazenamento do material e a estabilidade dos compostos ao longo do
tempo;

Investigar a separa¢do dos compostos e outras substancias do extrato, como proteinas e
lipidios;

Realizar analises de atividade antioxidante por métodos diferentes do DPPH, como o
ensaio ORAC,;

Avaliar a viabilidade econdmica do processo de extracdo em larga escala;

Investigar a possibilidade de utilizar solventes menos toxicos na extracdo, visando a
aplicacdo em industrias alimenticias;

Realizar testes com outras linhagens de células cancerigenas para avaliar o potencial do
extrato em outras aplicacoes;

Realizar testes de toxicidade para avaliar a seguranca do extrato em diferentes

concentracgdes e condigdes de uso.
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