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RESUMO

O buriti ¢ pertencente a familia Arecaceae, sendo a palmeira mais
abundante no Brasil. Vegeta areas alagadas da Amazoénia e do Cerrado
brasileiro. A fruta possui alto teor de carotenoides e compostos
antioxidantes, sendo sua polpa muito utilizada nas industrias de cosmético
e alimenticia. Sua casca e semente, por sua vez, sdo em geral,
considerados “residuos”. Com o objetivo de encontrar uma finalidade
para estes “residuos”, este trabalho testou diferentes técnicas de extragdo
com diferentes solventes para obter extratos com atividade antioxidante,
para uma possivel aplica¢do. As técnicas utilizadas para extragdo foram
Soxhlet, Extragdo com liquido pressurizado, Extracdo assistida por
micro-ondas e por ultrassom. Os solventes testados foram o hexano, agua,
etanol e misturas de etanol e dgua em diferentes propor¢des. As repostas
analisadas foram rendimento, teor de fenolicos totais, atividade
antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS, além da verificacdo do
perfil de compostos fendlicos por HPLC. No PLE também foi verificado
o conteudo de carotenoides totais. O estudo de otimizagdo no PLE revelou
que para maximizar rendimento, fendlicos totais, carotenoides totais e
atividade antioxidante uma temperatura de 71,21 °C deve ser utilizada
assim como um teor de etanol na mistura etanol-agua de 91,58%. Dentre
as técnicas utilizadas foi no Soxhlet que os maiores valores de rendimento
foram obtidos. A casca de buriti demonstrou ser um residuo que apresenta
maiores qualidades que a semente, no que diz respeito as respostas
testadas, pois maiores valores de rendimento, teor de fenolicos totais e
atividade antioxidante foram obtidos. Os menores valores referentes a
estas analises foram utilizando hexano como solvente. A técnica de
micro-ondas demonstrou ser uma técnica eficiente para a obtencdo de
extratos com alto teor de fendlicos e alta atividade antioxidante. Vinte e
sete compostos fendlicos foram identificados sendo que 7 foram
identificadas pela primeira vez no buriti. Os resultados deste estudo
demonstraram um potencial nos residuos de buriti, principalmente no que
diz respeito a sua casca, apresentando altos valores de atividade
antioxidante, confirmando dessa maneira, a importincia da sua
valorizagao.

Palavras-chave: Mauritia flexuosa; antioxidantes; otimizacdo; extratos;
técnicas de extragdo.






ABSTRACT

The buriti belongs to the family Arecaceae, being the most abundant palm
tree in Brazil. It vegetates flooded areas of the Amazon and the Brazilian
Cerrado. The fruit has high content of carotenoids and antioxidant
compounds, being its pulp much used in the cosmetic and food industries.
Their shell and seed, in turn, are generally considered "residues". With
the objective of finding a purpose for these "residues", this work tested
different extraction techniques with different solvents to obtain extracts
with antioxidant activity, for a possible application. The techniques used
for extraction were Soxhlet, Pressurized Liquid Extraction, Microwave
Assisted Extraction and Ultrasound Assisted Extraction. The solvents
tested were hexane, water, ethanol and mixtures of ethanol and water in
different proportions. The responses analyzed were yield, total phenolic
content, antioxidant activity by the DPPH and ABTS methods, as well as
the profile verification of phenolic compounds by HPLC. In PLE also the
total carotenoids content was verified. The optimization study in PLE
showed that to maximize yield, total phenolics, total carotenoids and
antioxidant activity a temperature of 71.21 © C should be used as well as
an ethanol content in the ethanol-water mixture of 91.58%. Regarding the
techniques used, the Soxhlet technique was the highest values of yield
were obtained. The buriti shell showed to be a residue that presents higher
qualities than the seed, with respect to the tested responses, since higher
values of yield, total phenolic content and antioxidant activity were
obtained. The lowest values for these analyzes were using hexane as the
solvent. The microwave technique proved to be an efficient technique to
obtain extracts with high phenolic content and high antioxidant activity.
Twenty-seven phenolic compounds were identified, and 7 appeared for
the first time in buriti. The results of this study demonstrated a potential
in buriti residues, mainly in relation to its shell, presenting high values of
antioxidant activity, confirming in this way, the importance of its
valorization.

Keywords: Mauritia flexuosa; antioxidants; optimization; extracts;
extraction techniques.
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1 INTRODUCAO

O buriti (Mauritia flexuosa) € a palmeira mais abundante no Brasil
vegetando areas alagadas conhecidas como buritizais. Sua fruta ¢
altamente consumida pela populacdo de dois biomas brasileiros: a
Amazonia e o Cerrado. Sua polpa tem sido usada atualmente para a
produgdo de cosméticos e produtos alimentares como doces, sorvetes,
geleias, compotas, vinhos e para extracao de 6leo. As outras partes deste
fruto (casca, semente e endocarpo), por sua vez, sdo pouco aproveitadas
ou sdo descartadas. Casca e semente, por exemplo, quando utilizadas, tém
seu uso destinado a produgdo de ragdo animal. No entanto, devido aos
efeitos benéficos comprovados que a polpa tem e, devido ao fato de
estudos demonstrarem que compostos antioxidantes podem ser obtidos de
casca e semente de diversas frutas, muitas vezes com altos valores de
antioxidantes. Este estudo verificou a possibilidade da obtencdo de
compostos antioxidantes de casca e semente de buriti.

Diversos fatores interferem na extracdo de compostos bioativos de
matrizes vegetais tais como temperatura, solvente, técnica utilizada,
tamanho, forma e umidade da particula, razdo sélido-liquido, pressao,
poténcia e frequéncia (em alguns equipamentos), dentre outros. Cada
técnica atua de uma determinada maneira, e extrai diferentes tipos de
compostos ou até os mesmos compostos, mas em menor tempo devido a
uma transferéncia de massa melhorada. Desta maneira, faz-se necessario
o estudo de diferentes técnicas de extragdo sobre determinada matéria-
prima para verificar qual técnica que possibilita uma melhor eficiéncia de
extragdo de compostos bioativos, tais como os antioxidantes.

Os antioxidantes sdo moléculas que previnem ou retardam a ago
de radicais livres. Estes radicais causam danos as nossas células e estdo
associados a diversas doengas. Por outro lado, antioxidantes também sdo
usados na industria alimenticia como uma forma de evitar a oxidagdo de
0leos e gorduras. No entanto, os compostos antioxidantes largamente
utilizados nas industrias alimenticias sdo sintéticos e estudos apontam a
toxicidade destes compostos, 0 que por sua vez, trazem maleficios a nossa
saude.

A obtencdo de antioxidantes de fontes naturais, por sua vez, traz
maiores beneficios, pois irdo ajudar a combater os radicais livres
presentes no nosso organismo. A substituicdo dos antioxidantes sintéticos
por naturais ainda ndo ¢ tdo efetiva, talvez pelo custo que se tém em obter
estas moléculas a partir de fontes naturais. Desta maneira, a utilizacdo de
técnicas de extragdo que reduzem este custo, juntamente com a utilizagdo
de solventes verdes que sdo facilmente removidos apos as extragdes, € a
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valorizagdo de subprodutos que seriam destinados ao descarte sdo
interessantes do ponto de vista industrial e académico.

Até o presente momento ndo existem trabalhos que realizaram a
extragdo de casca e semente de buriti por técnicas ndo convencionais
como Extracdo com liquido pressurizado (do inglés Pressurized Liquid
Extraction PLE), Extracdo assistida com micro-ondas (do inglés
Microwave Assisted Extraction MAE) e extracdo assistida por ultrassom
(do inglés Ultrasound Assisted Extraction UAE). Essas técnicas
comparativamente as técnicas convencionais buscam o aumento da
eficiéncia de extracdo concomitante com uma menor utilizagdo de
recursos, sendo um processo mais amigo do ambiente (“green
technology”). Sendo assim, este trabalho tem como principal objetivo a
obtencdo de extratos de semente e de casca de buriti com potencial
antioxidante através de diferentes técnicas de extragao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os extratos dos residuos de buriti (casca e semente) obtidos

por diferentes técnicas de extracao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

g)
h)

Obter extratos por Ultrasound Assisted Extraction (UAE),
Soxhlet, Pressurized Liquid Extraction (PLE) e Microwave
Assisted Extraction (MAE) utilizando um ou mais tipos de
solventes.

Avaliar o rendimento de extragdo obtido pelas diferentes técnicas
e solventes;

Determinar o teor de fendlicos totais dos extratos pelo método de
Folin-Ciocalteau.

Determinar a capacidade antioxidante dos extratos pelos
métodos de ABTS e DPPH.

Determinar o teor de carotenoides totais por espectrofotometria
para os extratos obtidos no PLE.

No PLE estudar a temperatura e o solvente em que as respostas
(rendimento, teor de fendlicos totais, teor de carotenoides totais
¢ a atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTYS)
sejam otimizadas;

Avaliar a composi¢do de compostos fenolicos por HPLC de
extratos selecionados.

Comparar as técnicas e definir qual apresenta maiores vantagens
para a obtencdo de extratos com atividade antioxidante da
semente e da casca do buriti.
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2.3 DIAGRAMA CONCEITUAL

POR QUE?
- A fruta do buriti ¢ muito consumida pelas populagdes de dois grandes biomas
brasileiros: a Amazdnia e o Cerrado. O consumo ocorre na fruta in natura e
também em produtos como polpas, sorvetes, geleias, entre outros.
- Existem muitos beneficios associados ao buriti descritos na literatura.
- A maioria dos processos industriais que envolvem a fruta, casca e semente
sdo considerados residuos e sdo descartados.
- Estudos com cascas e sementes, de diferentes matérias primas, provenientes
de processo que seriam descartados ja foram realizados e demonstraram
potenciais beneficios.

QUEM JA FEZ?

- Na literatura existem trabalhos com extratos de casca e semente de buriti com
técnicas convencionais de extracao.

- Existe um trabalho de tecnologia supercritica envolvendo a extragdo de
compostos antioxidantes da casca do buriti juntamente com a polpa.

HIPOTESES?

- E possivel promover a valorizagio de residuos provenientes do buriti?

- Extratos de casca e semente de buriti podem ser obtidas por diferentes
técnicas de extra¢do?

- Existe uma condi¢do no PLE que maximize diferentes respostas?

- Os residuos de semente e casca de buriti apresentam potencial biologico?

COMO FAZER?

- Calcular quanto de residuo é gerado, causando impacto e instigando a
valorizacao.

- Avaliar como parametros de extra¢ao afetam na obtengdo dos extratos e nas
suas atividades.

- Avaliar moléculas presentes nos extratos que podem promover uma maior
ou menor atividade antioxidante.

O QUE TEM DE NOVO?

- Este trabalho traz como novidade a extracdo de casca e semente de buriti por
técnicas ndo convencionais, que ndo haviam sido registradas na literatura,
nomeadamente, extragdo com liquido pressurizado, extragdo com micro-ondas
e com ultrassom.

- Estudo da influéncia do contetido de etanol e da temperatura nos diferentes
extratos de casca e semente de buriti obtidos com estas técnicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo ira abordar os temas referentes a essa pesquisa, sendo
assim ele ird tratar da matéria-prima, ou seja, o buriti, cujos residuos
(casca e semente) foram utilizados neste trabalho para a extragdo.
Também ira tratar sobre as substincias que sdo capazes de inibir ou
retardar a oxidacdo de determinado substrato. Sobre algumas das técnicas
utilizadas para extragdo de compostos de matrizes vegetais (Extragdo com
liquido pressurizado (PLE), Soxhlet, extracdo assistida por ultrassons e
micro-ondas). Por fim, a 0ltima se¢@o ira tratar sobre a Metodologia de
Superficie de Resposta, uma das técnicas estatistico-matematica
utilizadas para resolu¢do de problemas em que deseja-se analisar a
influéncia da variagdo de mais de uma variavel em uma determinada
resposta minimizando o numero de experimentos, € que nesta pesquisa
foi utilizada para verificar a influéncia da temperatura e do conteudo de
etanol (em misturas de etanol:dgua) no rendimento, teor de fenolicos
totais, teor de carotenoides totais e atividades antioxidantes dos extratos
obtidos por PLE.

3.1 BURITI (MAURITIA FLEXUSOSA L.)

O Buriti (Figura 1b) (Mauritia Flexuosa L.) é considerado uma das
palmeiras mais abundantes no Brasil (RFJ; PIGHINELLI, 2017;
MILANEZ et al., 2018), pertencente a familia Arecaceae, esta palmeira
¢ encontrada principalmente em dois biomas brasileiros: a Floresta
Amazoénica ¢ o Cerrado (CANDIDO; SILVA; AGOSTINI-COSTA,
2015; NERI-NUMA et al., 2018). Além de ser encontrada no Brasil, esta
palmeira também estd presente em outros paises da América do Sul, tais
como, as Guianas, Bolivia, Colémbia, Venezuela, Suriname, Peru e
Equador (Figura 1a) (JUNIOR et al., 2014).

Esta arvore, foi a primeira palmeira amazdnica a ser descrita
cientificamente em 1781 (KOOLEN et al., 2018), cresce em pantanos que
apresentam terrenos organicos acidos com inundagdes permanentes ou
sazonais e que, quando dominados pela M. flexuosa, sdo chamados de
“buritizais” ou “veredas” (BATAGLION et al., 2014; GALEANO et al.,
2015; CARVALHO; ORLANDA, 2017; NERI-NUMA et al., 2018).
Quando adulta a palmeira do buriti pode chegar aos 40 m, e seu tronco
pode apresentar até 55 cm de diametro e conter de 8 a 20 folhas
(BERGMANN et al., 2013; VIRAPONGSE et al., 2017).

Os frutos do buriti sdo produzidos quase todo o ano, com até 10
cachos por espécime, contendo entre 450 a 2000 frutos cada (SAMPAIO;
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CARRAZZA, 2012; CARVALHO; ORLANDA, 2017), sendo que, as
estimativas de produ¢do populacional variam de 6,10 a 9,07 toneladas
métricas/hectare.ano (VIRAPONGSE et al., 2017).

Figura 1 — a) Mapa demonstrando a distribuicdo da Mauritia flexuosa na
América do Sul. b) Foto da Mauritia flexuosa.

b PN

Fonte: a) Adaptado de (RULL; MONTOYA, 2014); b) (SAMPAIO, 2011).

O buriti é conhecido pelos nativos da Amazonia como “arvore da
vida” e é usada ha séculos, apresentando alto valor econdmico, cultural e
ecologico (KOOLEN et al., 2013; CANTU-JUNGLES et al., 2015;
CORDEIRO; ALMEIDA; IACOMINI, 2015). Segundo Virapongse et al.
(2017) mamiferos, peixes, répteis, aves e anfibios se alimentam, ou de
alguma forma dependem da arvore para sobreviver. Desta maneira, a
arvore desempenha um papel importante nas estratégias de conservacao
da fauna (MILANEZ et al., 2016).

3.1.1 A fruta

As frutas sdo largamente consumidas pela populagdo do Norte,
Nordeste e do cerrado brasileiro, onde existe alta produgdo de buriti,
principalmente na forma de doces, geleias, sorvetes, compotas e vinhos,
devido principalmente ao seu sabor e aroma peculiares (CANDIDO;
SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015; CANDIDO; SILVA, 2017).

Os frutos do buriti (Figura 2) possuem uma casca dura, escamosa
e brilhante que vai do amarelo ao castanho-avermelhado, que por sua vez,
cobre uma polpa macia e oleosa; sdo elipticos apresentando de 4 a 7 cm
de comprimento ¢ de 2 a 5 cm de didmetro e possuem uma camada
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celuldsica branca, que fica entre a polpa ¢ uma semente grossa € muito
dura (CUNHA et al., 2012; BERGMANN et al., 2013; CANDIDO;
SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015; LIMA et al., 2017).

O 6leo do buriti ¢ uma fonte alternativa interessante de tocoferois,
carotenoides e acidos graxos monoinsaturados, sendo que, entre os 6leos
vegetais, o obtido da polpa de buriti ¢ o que apresenta a maior
concentrac¢do de carotenos (CUNHA et al., 2012; CANDIDO; SILVA,
2017). Além disso, contém vitaminas A, C, e E, compostos fendlicos,
acidos graxos essenciais e fibras alimentares, sendo desta maneira,
considerado um alimento funcional (CORDEIRO; ALMEIDA;
IACOMINI, 2015). Sua polpa é considerada uma das principais fontes de
pré-vitamina A encontrada na biodiversidade brasileira (CANTU-
JUNGLES et al., 2015; NERI-NUMA et al., 2018).

Figura 2 — Frutos de buriti.

Fonte: (SAMPAIO; CARRAZZA, 2012).

Na regido onde a fruta é largamente produzida o buriti é usado
contra queimaduras e como um potente vermifugo (KOOLEN et al.,
2013). O buriti pode ser utilizado nas industria de alimentos e cosméticos,
principalmente para produtos anti-envelhecimento, para banho e
bloqueador de sol, pois apresenta baixa citotoxicidade nas formulac¢des
de cremes e logdes, além de apresentar propriedades fotoprotetivas contra
a irradiacdo UVA ¢ UVB (CUNHA et al., 2012; BERGMANN et al.,
2013; CORDEIRO; ALMEIDA; IACOMINI, 2015) .

Costa et al. (2010) determinaram o contetido de tocoferdis de
frutos das regides norte e nordeste do Brasil e verificaram que o buriti
apresenta alto conteudo de tocoferol, destacando-se dentre as frutas
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testadas, desta maneira, o resultado sugere que a fruta quando consumida
in natura pode ser considerada fonte de Vitamina E.

3.1.2 A casca

Atualmente, a casca de buriti € usada como ra¢do animal ou em
alguns casos ¢ usada juntamente com a polpa como matéria-prima para
extragdo de 6leo. No entanto, de maneira geral, ela ¢ considerada como
um residuo, sem o descarte adequado (BARBOSA; LIMA; JUNIOR,
2010). Cerca de 2.500 toneladas/ano de casca de buriti sdo geradas na
extragdo industrial do 6leo de buriti (RESENDE; FRANCA; OLIVEIRA,
2019).

Ha uma falta de informagéo relacionada ao uso da casca de buriti
e, pelo que sabemos, apenas dois estudos estdo disponiveis na literatura:
um para a producdo de carvao ativado e outro para a produgdo de farinha
(JUNIOR et al., 2014; RESENDE; FRANCA; OLIVEIRA, 2019).
Estudos envolvendo a extragdo desse residuo também sdo raros na
literatura. Franga et al. (1999) descreveram a extracdo de casca de buriti
juntamente com sua polpa e Tauchen et al. (2016) avaliaram a extrago
Soxhlet de diferentes plantas medicinais da Amazo6nia peruana e entre
elas a casca do buriti. Pereira-Freire et al. (2018) fizeram extrag¢des
metanodlicas de casca, polpa e endocarpo do buriti.

3.1.3 A semente

Com relacdo a essa parte do fruto existem poucos estudos da
tematica de compostos bioativos ou capacidade antioxidante: trés artigos
cientificos (COSTA et al., 2010, 2011; CONTRERAS-CALDERON et
al., 2011) e uma tese de doutorado (LUZIA, 2012). Os trés artigos
avaliaram a capacidade antioxidante tanto da polpa quanto da semente do
buriti e comparam com outros frutos. Por outro lado, a tese tem seu foco
apenas nas sementes dos frutos do cerrado brasileiro e este estudo revelou
que a semente do buriti se destacou perante as outras sementes testadas
apresentando a maior concentragdo de tocoferois, esterdis, compostos
fenolicos e carotenoides totais.

Os autores citados anteriormente que trabalharam com a extragao
de semente e casca de buriti utilizaram técnicas convencionais de
extragdo, nenhum deles obteve estes compostos por técnicas ndo
convencionais, desta maneira, este trabalho tem como um dos objetivos a
obtencdo de extratos da semente e¢ casca de buriti com potencial
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antioxidante por diferentes técnicas de extracdo (convencionais € nao
convencionais).

3.2 ANTIOXIDANTES

A seguir serdo abordados alguns tdpicos importantes sobre os
antioxidantes que sdo necessarios para o entendimento da importancia de
sua extracdo. Estes topicos incluem sua defini¢do e a sua importancia
tanto para a nossa saude como para prote¢do nos alimentos. Serdo citadas
algumas técnicas convencionais e ndo convencionais utilizadas para a
extragdo de antioxidantes naturais, assim como sera abordado quais as
técnicas utilizadas para a sua determinacdo, focando em duas técnicas
fotométricas in vitru o DPPH e o ABTS.

3.2.1 Definicio e sua importincia

As substancias que sdo conhecidas como antioxidantes, podem ser
definidas, de uma maneira simples, como sendo as moléculas que
previnem a oxidagdo de outros compostos (EMBUSCADO, 2015). Uma
definicdo mais completa, proposta por Halliwell & Gutteridge (1995)
trata os antioxidantes como “toda e qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentragdes em comparagao com as de um substrato
oxidavel, atrase ou previna significativamente a oxidacdo desse
substrato”.

Os antioxidantes sdo moléculas muito importantes para a nossa
saide e para a industria alimenticia, na nossa saide essas moléculas
inibem os chamados radicais livres. Na industria alimenticia seu uso ¢é
muito importante para evitar a oxidag@o de 6leos e gorduras que ocorrem
devido a presenca de fatores externos como luz, oxigénio, além de outros
parametros como temperatura e pH (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
RAMALHO; JORGE, 2006).

Os radicais livres sdo definidos como moléculas orgénicas e
inorgénicas e atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados com
existéncia independente. Essa configuragao faz com que essas moléculas
sejam quimicamente muito reativas, e em grande concentragdo nas células
podem provocar danos e morte celular. Os danos provocados nas células
por estes radicais estdo associados a doengas como cancer, doencas
cardiovasculares e aterosclerose (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Os
antioxidantes sdo uma forma de defesa prevenindo ou retardando os danos
oxidativos causados por estes radicais tanto nos alimentos como na nossa
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saude (BIANCHI; ANTUNES, 1999; KARADAG; OZCELIK; SANER,
2009).

O nosso organismo elimina os radicais livres através da agdo de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes
enzimaticos sdo compostos pelas enzimas superoxido dismutase, catalase,
NADPH-quinona oxidoredutase, glutationa peroxidase e enzimas de
reparo. E 0s ndo enzimaticos sdo compostos por a-tocoferol, B-caroteno,
acido ascorbico (vitamina C), vitamina E, flavonoides, proteinas do
plasma, selénio, glutationa, clorofilina, curcumina e L-cisteina
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Com relagao a sua origem os antioxidantes podem ser classificados
como naturais ou sintéticos. Os antioxidantes sintéticos mais utilizados
na industria alimenticia sdo o BHT (butil-hidroxi-tolueno), TBHQ (terc-
butil-hidroquinona, BHA (butil-hidroxi-anisol) e PG (propil galato)
(RAMALHO; JORGE, 2006). No entanto o uso desses antioxidantes sdo
regulados pelos 6rgaos governamentais devido aos seus potenciais efeitos
de toxicidade (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Assim, o uso de
antioxidantes naturais faz-se cada vez mais necessario de maneira a
substituirem os sintéticos ou serem usados concomitantemente com 0s
sintéticos reduzindo a sua concentragio (RAMALHO; JORGE, 2006;
SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Dado o que foi exposto nesta se¢do verifica-se a importancia da
substituicdo dos antioxidantes sintéticos pelos naturais, pois os compostos
sintéticos apresentam toxicidade ao nosso organismo. O consumo de
antioxidantes naturais, por sua vez, aliado a uma vida saudavel podem
prevenir os danos oxidativos nas nossas células e as doencas relatadas
anteriormente.

3.2.2 Obtencao de antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de frutas, sementes,
ervas e especiarias e sdo divididos em diferentes classes de compostos,
tais como, vitaminas (vitamina C e vitamina E), carotenoides (carotenos
e xantofilas) e compostos fenolicos (flavonoides, acidos fendlicos e
ligninas) (ANDREO; JORGE, 2006; OROIAN; ESCRICHE, 2015).

Para facilitar o processo de extragdo ¢ conservar os compostos
antioxidantes algumas etapas preliminares sdo necessarias, como por
exemplo, secagem, moagem ¢ penciramento das matérias-primas. A
secagem ¢ utilizada para inativagdo de enzimas que estdo presentes nos
vegetais. A moagem e o peneiramento sdo importantes para ter um
tamanho de particula uniforme aumentando a superficie de contato e
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permitindo uma melhor transferéncia de massa (ANDREO; JORGE,
2006).

A extragdo € uma etapa que permite a separacdo dos compostos
naturais desejados da matéria prima (ZHANG; LIN; YE, 2018). Ela pode
ocorrer por técnicas convencionais como Soxhlet ou por técnicas nao
convencionais como extragdo assistida por micro-ondas, extracdo
assistida por ultrassom, extra¢do com liquido pressurizado, extragdo com
fluido supercritico, extracdo assistida por enzimas, dentre outras
(BELWAL et al., 2018).

3.2.3 Técnicas de determinacio da atividade antioxidante in vitro

Existem diferentes técnicas para a determinagdo da atividade
antioxidante, sendo que a sele¢do de um ensaio adequado ¢ muito dificil,
pois os antioxidantes atuam por diferentes mecanismos ¢ nenhum dos
ensaios consegue capturar os varios modos de agdo do antioxidante
(BADARINATH et al., 2010). Sendo assim, o que se preconiza
atualmente ¢ a utilizacdo de duas ou mais técnicas, pois uma técnica
empregada isoladamente ndo ird refletir exatamente a ‘“capacidade
antioxidante total” de uma amostra (SUCUPIRA et al., 2012).

A capacidade antioxidante ¢ medida pelos efeitos antioxidantes no
controle da extensdo de uma reacdo de oxidagdo (KARADAG;
OZCELIK; SANER, 2009). Os métodos in vitro para a determinacdo da
atividade antioxidante incluem o DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil),
TEAC (Trolox equivalent antioxidante capacity), FRAP (ferric reducing
antioxidant power) ¢ ORAC (oxygen radical absorbance capacity)
(OROIAN; ESCRICHE, 2015; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).
Estes métodos sdo utilizados para medir a atividade antioxidante
espectrofotometricamente em diferentes comprimentos de onda
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015), e todos eles t€m em comum a
presenga de um oxidante, um substrato adequado e uma estratégia de
medida do ponto final (SUCUPIRA et al., 2012).

Dentre os métodos para determinacdo da atividade antioxidante
dois sdo mais utilizados, sendo eles os radicais DPPH- ¢ 0 ABTS" (2,2-
Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ARNAO, 2000). Estes
métodos apresentam como vantagens o fato de serem rapidos,
apresentarem boa estabilidade, serem de facil replicagdo e serem praticos
(SUCUPIRA et al., 2012). O método do ABTS ainda tém a vantagem de
poder ser aplicado tanto para compostos hidrofilicos como lipofilicos
(KUSKOSKI et al., 2005). Ambos os métodos baseiam-se na mudanca de
cor, no caso do ABTS os antioxidantes capturam o cation ABTS™ e isso
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ocasiona uma reducdo na absorbancia. J4 no DPPH os antioxidantes
reduzem o DPPH que passa de uma cor puarpura para amarela
(KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009).

3.3 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo a classe mais difundida de pigmentos
isoprendides (SAINI; KEUM, 2018). As moléculas sdo lipossoluveis e
compreendem mais de 600 compostos responsaveis pelas cores vermelho,
laranja ¢ amarelo (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009;
BUTNARIU, 2016).

Os carotenoides sdo divididos em duas classes: os carotenos e as
xantofilas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Na primeira classe, estdo
inseridos P-caroteno e licopeno. Este grupo contém uma cadeia de
hidrocarbonetos lineares apresentando em sua estrutura apenas atomos de
carbono e hidrogénio (BUTNARIU, 2016; MEZZOMO; FERREIRA,
2016). As xantofilas (originalmente conhecidas como filoxantinas), por
sua vez, sdo também hidrocarbonetos, porém apresentam pelo menos um
atomo de oxigénio em sua estrutura. Neste grupo estdo incluidas
astaxantina e luteina (BUTNARIU, 2016; SAINI; KEUM, 2018).

A maioria dos pigmentos naturalmente encontrados nos reinos
animal e vegetal sdo designados pelo termo genérico de carotenoides. Os
organismos fotossintéticos e algumas bactérias e fungos ndo-
fotossintéticas  sintetizam  carotenoides  (BUTNARIU, 2016;
MEZZOMO; FERREIRA, 2016; SAINL; KEUM, 2018).

Os carotenoides ndo podem ser sintetizados pelos seres humanos,
sendo assim, estes compostos devem ser ingeridos, seja por alimentos ou
via suplementacdo (EGGERSDORFER; WYSS, 2018). A deficiéncia
deste grupo de moléculas resulta em alteragdes cornéas incluindo
xeroftalmia, cegueira noturna, ulceracdo da cornea entre outras
(SOMMER, 2008). Além disso, a deficiéncia de vitamina A é um
problema de satde publica que afeta muitos paises em desenvolvimento
e leva a incapacidade visual em humanos e aumenta a mortalidade,
principalmente infantil, devido a wuma imunidade enfraquecida
(MEZZOMO; FERREIRA, 2016; EGGERSDORFER; WYSS, 2018).
Por outro lado, seu consumo esta associado a uma série de beneficios
como menor incidéncia de formagdo de catarata, incidéncia de céancer,
degeneracao macular e doencas cardiovasculares (SAINI; NILE; PARK,
2015).

Este grupo de compostos sdo empregados em diferentes industrias
como a alimenticia, farmacéutica, cosmética ¢ de ragdo animal. No uso
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industrial, estas moléculas podem ser empregadas a partir de extratos
naturais ou com a utilizagdo de corantes idénticos aos naturais. Para a sua
utilizacdo na industria, os carotenoides naturais precisam ser extraidos de
alguma fonte, seja ela, vegetal ou a partir de micro-organismos e algas.
No passado a sua extragdo se dava principalmente com a utilizagdo de
solventes organicos, no entanto, com o aumento das restrigdes da
utilizagdo de solventes, por vezes toxicos, outras técnicas e solventes
menos nocivos ao ambiente estdo sendo empregados (MEZZOMO;
FERREIRA, 2016).

A vitamina A como foi citada é um problema de satde publica e o
B-caroteno ¢ o principal precursor da pro-vitamina A (BUTNARIU,
2016). Desta maneira matrizes vegetais que tenham este composto em
grande concentragdo e que possibilitem uma maior obtengdo dessa
molécula sdo de suma importancia. Dentre as matrizes que possuem
grande quantidade de carotenoides pode ser citado: o buriti, com
concentragdo de carotenoides de 513,87 pg.g”! de extrato com uma
concentragdo de B-caroteno de 372,32 pg.g' de extrato (DE ROSSO;
MERCADANTE, 2007), sendo portanto, uma das principais fontes de
pré-vitamina A da biodiversidade brasileira (CANTU-JUNGLES et al.,
2015).

3.4 TECNICAS DE EXTRACAO

Existem diferentes técnicas para obtencdo de extratos que
apresentam atividade antioxidante. Cada técnica contém seu fundamento
de extragdo, sendo assim, cada uma delas pode obter extratos com
diferentes caracteristicas. A seguir, serdo abordadas as técnicas de
extragdo que foram utilizadas neste trabalho. Importante ressaltar que
existem outras técnicas que ndo serdo apresentadas nesta secao.

3.4.1 Extracao por Soxhlet

Esta técnica tradicional de extracdo foi desenvolvida por Franz
Ritter Von Soxhlet em 1879, sendo uma técnica que ocorre em pressao
atmosférica e que faz a extragdo seletiva de compostos, dependendo do
solvente utilizado (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010; CHEN;
URBAN, 2015; SAINI; KEUM, 2018). Fornece, comparativamente aos
outros métodos, uma maior quantidade de 6leo, devido ao fato, da amostra
entrar em contato com o solvente puro por diversas vezes, por isso ¢é
comumente utilizada para avaliar o desempenho de outros métodos de
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extragdo (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010; FORNASARI et al.,
2017; SAINI; KEUM, 2018).

A eficiéncia do método depende principalmente (I) do solvente
utilizado que, por sua vez, deve ser escolhido baseando-se nas
caracteristicas quimicas e fisicas da matriz e (II) da umidade da matriz,
pois esta interfere em como o solvente entrara em contato com os analitos
(FORNASARI et al., 2017).

Esse método apresenta como vantagens o fato da amostra entrar
em contato com o solvente varias vezes, nenhuma filtracdo apos o
processo se faz necessario, baixo custo de processo, apresenta maior
rendimento massico frente a alternativas mais recentes (Extracdo com
fluido supercritico, extragdo assistida por ultrassom e por micro-ondas,
etc), além do fato de ser de facil manipulagao (CRESPO; YUSTY, 2005;
CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Entre as desvantagens do método estdo o grande volume de
solvente utilizada, que implica em custos de descarte e problemas
ambientais, tempo de operacao, necessidade de etapa de evaporacdo, ndo
permite o emprego de agitacdo que aceleraria o processo ¢ emprego de
temperaturas altas que podem degradar compostos termolabeis
(CRESPO; YUSTY, 2005; VIROT et al., 2007; CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010; SAINI; KEUM, 2018)

As técnicas recentes de extragdo utilizam as vantagens e
desvantagens do método para construirem metodologias melhoradas
(CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010), no proprio Soxhlet por exemplo,
Extracdo Soxhlet a alta pressao, extragdo Soxhlet automatizada, extragao
Soxhlet assistida por ultrassom e por micro-ondas, sdo exemplos de
técnicas Soxhlet mais recentes que buscam aumentar a eficiéncia do
método (CHEN; URBAN, 2015).

3.4.2 Extracio assistida por ultrassom

As ondas sonoras sdo divididas em trés categorias que abrangem
diferentes faixas de frequéncia, sdo elas: audiveis, infrasonicas e
ultrassOnicas; Nesta Gltima, as frequéncias de onda estdo entre a faixa
audivel (> 20 kHz) e a faixa de micro-ondas (at¢ 10 MHz) (CHEMAT;
ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; PICO, 2013; TIWARI, 2015). E ¢ na
faixa ultrassOnica que ocorrem as extragdes realizadas no aparelho de
ultrassom (PANJA, 2017).

O ultrassom quando aplicado na extragdo ¢ responsavel por varios
fendmenos fisicos e quimicos, sendo a cavitagdo o principal fendmeno
envolvido (TIWARI, 2015). A cavitagdo ¢ a forca motriz da extracdo por
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ultrassom (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017), sendo ela
responsavel pela formacdo de bolhas de gas microscopicas que colapsam
devido a uma alta agitagcdo. Quando isto ocorre, hd uma alta liberacdo de
energia criando zonas localizadas de alta pressdo (50 a 2000 atm) e
temperatura (aproximadamente 5000K) (CHEMAT; ZILL-E-HUMA;
KHAN, 2011; TIWARI 2015; CHEMAT et al., 2017; PANJA, 2017).
Apesar da alta temperatura local o calor gerado no colapso ¢ dissipado
rapidamente, pois as bolhas sdo pequenas, desta maneira, o aumento da
temperatura do meio pode permanecer inalterado (RENARD, 2018).

Segundo Chemat, Zill-e-Huma & Khan, (2011) ¢ Panja (2017) a
extragdo de compostos em matrizes vegetais pode ser descrito por 4
etapas: (I) bolhas de cavitacdo sdo geradas na superficie da matriz (II) as
bolhas geradas colapsam gerando um microjato em diregdo a superficie
da matriz (III) a parede celular da matriz vegetal ¢ rompida (IV) e, por
fim, com o rompimento da parede, canais sdo abertos, isso permite a
penetracdo do solvente na matriz ampliando, desta maneira, a
transferéncia de massa.

Dois tipos de ultrassom sdo comumente utilizados para extra¢do
em laboratorio: o banho ultrassom e a sonda ultrassonica (CHEMAT;
ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; VINATORU; MASON; CALINESCU,
2017). O banho ¢ a forma mais barata ¢ mais disponivel do ultrassom
(PICO, 2013; VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017), porém
quando comparado com a sonda oferece baixa reprodutibilidade e baixa
poténcia do ultrassom (CHEMAT et al., 2017).

A sonda ultrassénica, que é composta de uma liga de titdnio, apesar
de ser um pouco mais cara oferece maior poder de extracdo, isso porque
a sonda é imersa diretamente na solucdo de extragdo, desta maneira, a
perda de energia ultrassonica ¢ minima e a poténcia aplicada acaba sendo
até 100 vezes maior que no banho, além disso, muitos ultrassons do tipo
sonda permitem o ajuste das vibragdes para um nivel desejado
(CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; PICO, 2013; CHEMAT et
al., 2017). No entanto, deve se tomar certas precaucdes na utilizagdo da
sonda ultrassonica, isso porque amplitudes elevadas podem deteriorar a
sonda (PICO, 2013). Além disso, o uso da sonda implica em um aumento
constante na temperatura do meio (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN,
2011; PICO, 2013).

A capacidade do ultrassom de extrair compostos depende de
caracteristicas do equipamento (design do reator, forma da sonda
poténcia, frequéncia, comprimento e amplitude da onda), propriedades do
meio (viscosidade e tensdo superficial), condigdes do meio (pressdo,
temperatura, solvente utilizado, pressdo externa, presenga de gases
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dissolvidos) e caracteristicas da matriz (grau de moagem, umidade
presente, a razdo da matriz frente ao solvente, a solubilidade dela no
solvente, entre outros) (PICO, 2013; TIWARI, 2015; CHEMAT et al.,
2017).

O ultrassom apresenta algumas vantagens tais como: aumento da
transferéncia de massa de maneira eficiente, menor quantidade de
solvente utilizada, melhor penetracdo de solventes, compativel com
qualquer solvente, os operadores podem operar com mais seguranga,
extragdo a baixas temperaturas, taxas de extracdo mais rapidas, menor
custo de extragdo e em alguns casos maiores rendimentos de extracao
(PICO, 2013; PANJA, 2017; MARIC et al., 2018). O método também
oferece um menor tempo de extracao quando comparado com os métodos
convencionais e, em alguns casos, o ultrassom proporciona maior
seletividade nas extra¢des (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017,
MARIC et al., 2018).

Uma das desvantagens do método € que a aplicagdo do ultrassom
implica em reducdo do tamanho de particula, estas podem ser pequenas a
tal ponto, que a filtragdo pode ser dificultada, isso em uma escala
industrial, aumenta os custos de pos-extragdo e podem tornar o processo
menos viavel economicamente (VINATORU; MASON; CALINESCU,
2017).

3.4.3 Extracio com liquido Pressurizado

A PLE (Pressurized Liquid Extraction) foi descrita primeiramente
em 1995 pela Corporagdo Dionex com o nome de Acelerated Solvent
Extraction Technology (ASE®) (MUSTAFA; TURNER, 2011). Esta
técnica também € conhecida na literatura por outras denominag¢des como
Pressurized Fluid Extraction (PFE), Pressurized Hot-Solvent Extraction
(PHSE), entre outros. Em todos os casos, solventes pressurizados sao
mantidos no estado liquido durante a extracdo que pode empregar desde
temperatura ambiente até altas temperaturas (200 °C) (HERRERO et al.,
2015).

Nesta técnica, a pressurizagdo do sistema permite que o solvente
esteja a temperatura acima do seu ponto de ebulicdo atmosférico, e isso
implica em solubilidade e transferéncia de massa melhoradas
(MUSTAFA; TURNER, 2011). A diminuigdo da viscosidade e da tensao
superficial do solvente auxilia no rompimento das interacdes soluto-
matriz e aumenta os coeficientes de difusdo. De maneira geral, a elevacio
da temperatura aumenta a solubiliza¢do dos compostos no solvente, além
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disso, a pressdo favorece a penetragdo do solvente na matriz facilitando a
transferéncia de massa (CAMEL, 2001; HOSSAIN et al., 2011).

O PLE pode operar no modo estatico, no modo dindmico ou em
uma combinagdo de ambos. No modo dindmico, o solvente é bombeado
continuamente na célula de extra¢do a uma vazio constante (HERRERO
et al.,2013). O fato do solvente ser constantemente bombeado desloca o
equilibrio quimico e a transferéncia de massa ¢ acelerada (VAZQUEZ-
ROIG; PICO, 2015). Por outro lado, a configuracdo estatica consiste em
deixar amostra e o solvente em contato a uma temperatura e pressdo pré-
estabelecidas por um determinado periodo de tempo. Esta configuragao
opera em um ciclo de extragdo ou varios com substituicdo do solvente
entre os ciclos (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; MUSTAFA;
TURNER, 2011).

Segundo Vasquez-Roig & PICO (2015) o modo dindmico tem
eficiéncia de extracdo igual ou até mais alta que o modo estatico. Além
disso, uma das possiveis desvantagens do modo estatico para o modo
dindmico € que a extracdo completa pode ndo ser obtida devido a um
volume limitado do fluido de extracdo (MUSTAFA; TURNER, 2011).

O PLE tem sua capacidade de extracdo afetada por diferentes
variaveis dentre as quais podem ser citadas pressdo, temperatura,
caracteristicas da particula (umidade, tamanho e forma da particula),
modo de operagdo (estatico ou dinamico), vazdo (no modo dindmico),
nimero de ciclos (no modo estatico) tempo e solvente (CARABIAS-
MARTINEZ et al., 2005; HERRERO et al., 2015).

De maneira geral, quando comparado as técnicas convencionais o
PLE apresenta menor consumo de solvente ¢ menor tempo de extracdo
(VAZQUEZ-ROIG; PICO, 2015), sendo reconhecida portanto como uma
tecnologia verde (“green technology”) (MUSTAFA; TURNER, 2011).

3.4.4 Extracio assistida por micro-ondas

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas com comprimentos de
onda variando de 1 mm a 1m com frequéncias de 300 MHz (1m) a 300
GHz (1 mm) (PANJA, 2017; MARIC et al., 2018). No entanto, apesar de
ter essa longa gama de frequéncias a mais utilizada nos aparelhos de
micro-ondas para pesquisa em escala laboratorial ¢ a de 2,45 GHz
(VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017; RENARD, 2018).

Na extracdo assistida por micro-ondas (EAM), ou do inglés
Microwave assisted extraction (MAE), a extragdo dos analitos de
interesse ocorrem devido a exposi¢do direta da matriz as micro-ondas,
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que promovem a rotagdo dipolar das moléculas e estas levam a quebra de
ligagdes de hidrogénio fracas (CIULU et al., 2017).

Nesta técnica, a extragdo pode ser realizada de duas maneiras
distintas: uma que ndo se utiliza solvente, geralmente realizada para
extrair compostos volateis, e a outra, que utiliza solvente para extrair
compostos que ndo sao volateis. (VINATORU; MASON; CALINESCU,
2017; ZHANG:; LIN; YE, 2018). O primeiro método é conhecido como
solvent free microwave extraction (SFME) e ¢ muito utilizado para a
extragao de dleos essenciais, o segundo método, por sua vez, ¢ conhecido
apenas como MAE e ¢ muito utilizado para extragdo de compostos
bioativos (SETYANINGSIH et al., 2015; NABET et al., 2019).

Como existem duas maneiras distintas de realizagdo da técnica o
principio de extragdo em cada uma delas difere um pouco. No primeiro
caso, como o solvente ndo ¢ utilizado a matriz deve apresentar uma
determinada umidade para ocorrer a extracdo, pois a agua presente no
interior das células vegetais ira aquecer sob a irradiagdo de micro-ondas.
A sua agitacdo molecular causada por essa irradiagdo promove um
aumento na pressao interior das células, esse aumento ¢é tdo intenso que
as paredes celulares sdo rompidas liberando entdo as moléculas de
interesse (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017). No segundo
caso, utiliza-se geralmente matrizes secas, ocorrendo, portanto, o
aquecimento do solvente utilizado para a extragdo (VINATORU;
MASON; CALINESCU, 2017). O aquecimento do solvente podera
ocorrer por dois mecanismos distintos o aquecimento dielétrico e a
conduc¢do i6nica. Na condugdo i6nica os ions estdo alinhados com o
campo eletromagnético e o atrito entre o fluxo de ions e o restante do
solvente gera calor, ja no aquecimento dielétrico as moléculas giram de
acordo com o seu momento de dipolo e se randomizam com a frequéncia
do micro-ondas e esse movimento que gera calor e aquecimento do
solvente (GILBERT-LOPEZ etal.,2017; PANJA, 2017).

Os principais pardmetros que influenciam na extragdo sao poténcia
de micro-ondas, tempo de extragdo, solubilidade, constante dielétrica,
temperatura, agitagdo, solvente, relagdo amostra/solvente e caracteristicas
da particula (umidade, tamanho e forma) (CONG-CONG et al., 2017,
PANJA, 2017; VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017). Na
extracdo com micro-ondas a escolha do solvente é um fator muito
importante. No PLE, por exemplo, os solventes sdo escolhidos baseando-
se na solubilidade dos compostos. No caso do micro-ondas, além da
solubilidade, a capacidade de absorver radiagdo ¢ um fator muito
importante, pois solventes como hexano, diclorometano e tolueno, por
exemplo, ndo podem ser aquecidos com micro-ondas. Além disso,
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existem solventes que tem alta capacidade de absor¢do de micro-ondas
como etanol e metanol, por exemplo, e solventes com capacidade média
de absor¢do como agua e acido acético (PANJA, 2017).

Dentre as vantagens do micro-ondas perante aos métodos
convencionais, podem ser citados maiores rendimentos de extragdo com
menores tempo e volume de solvente, menor consumo de energia e maior
seguranca para os operadores (CIULU er al., 2017; PANJA, 2017,
VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017). Uma das desvantagens do
método € que apos a extracdo uma etapa de filtragdo faz-se necessaria
(GILBERT-LOPEZ et al., 2017).

3.5 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

De maneira tradicional a técnica utilizada para otimiza¢do de um
procedimento analitico ¢é realizada através da observacao da influéncia de
um fator em uma determinada resposta experimental onde faz-se a
variagdo de um parametro enquanto os outros sdo mantidos a um nivel
constante (CALEJA et al, 2017, KARIMIFARD; REZA,;
MOGHADDAM, 2018). Essa técnica de variar apenas uma varidvel de
cada vez é conhecida no inglés como “one variable at a time”. No entanto,
ela apresenta como desvantagem o fato de ndo incluir os efeitos
interativos que ocorrem entre as variaveis estudadas, além do fato, do
numero de experimentos necessarios para conduzir a pesquisa ser maior,
acarretando em maiores custos, mais tempo despendido nas analises, bem
como aumento no consumo de materiais e reagentes (BEZERRA et al.,
2008).

Para superar esta desvantagem as técnicas estatisticas
multivariadas foram criadas. Uma das técnicas estatisticas multivariadas
mais conhecidas ¢ a metodologia de superficie de Resposta (BEZERRA
et al., 2008), que é considerada uma ferramenta poderosa para encontrar
a melhor faixa de condigdes operacionais em sistemas com um grande
numero de variaveis (KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000).

A metodologia de Superficie de Resposta, ou do Inglés “ Response
Surface Methodology” (RSM) € uma colec¢do de técnicas matematicas e
estatisticas que tém por objetivo fazer previsdes estatisticas através de
modelos que descrevam o comportamento de um conjunto de dados
baseando-se no ajuste de uma equagdo polinomial aos dados
experimentais (BEZERRA et al, 2008; KARIMIFARD; REZA;
MOGHADDAM, 2018). A técnica pode ser bem aplicada quando uma
resposta ou um conjunto de respostas de interesse sdo influenciadas por
diversas variaveis (BEZERRA et al., 2008). A técnica fornece uma boa
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descrigdo do espaco estudado com um menor numero de experimentos
(MAIJDI; ESFAHANI; MOHEBBI, 2019).

A simulacdo e otimizacdo de processos utilizando a metodologia
de superficie de resposta consiste em 6 etapas: triagem das variaveis a
serem estudadas, escolha do desenho experimental, execugdo dos
experimentos e obtengao dos resultados, ajuste do modelo matematico aos
dados experimentais, confirmacdo do modelo ajustado através dos
graficos e analise de variancia e, por fim, a determina¢do da condigdo
6tima (KARIMIFARD; REZA; MOGHADDAM, 2018).

Para aproximar a fungéo resposta com os dados experimentais que
ndo podem ser descritos por fungdes lineares, desenhos experimentais
para superficies de respostas quadraticas podem ser utilizadas tais como
um fatorial trés niveis, Box-Behnken, Composto Central e Doehlert
(BEZERRA et al., 2008; TARLEY et al., 2009).

O desenho do composto central que foi utilizado neste trabalho ¢ a
forma mais popular da metodologia de superficie de resposta (HOSSAIN
et al., 2011) e foi apresentado por Box & Wilson (1951). Este desenho
consiste em trés partes: (a) uma parte fatorial fracionario ou fatorial
completo (-1 e 1) (b) uma parte axial que estdo a uma distancia o do
centro (-o. e o) e (¢) o ponto central (0) (BEZERRA et al., 2008). Os
pontos axiais que muitas vezes sdo incluidos ao desenho permitem a
obtencdo de um modelo com termos quadraticos para explicar o efeito da
curvatura (CHEN et al., 2017).

O delineamento do composto central rotacional apresenta as
seguintes caracteristicas: requer um nimero de experimentos de acordo
com a equacdo (1); a distdncia do centro o depende do ntimero de fatores
e € dada pela equacgdo (2) e; todos os fatores sdo estudados nos 5 niveis (-
a,-1,0, +1 e +a) (BEZERRA et al., 2008).

N =K2+2K+Cp (1)
oy )
a=2""a

Onde: N ¢é o nimero de experimento, K é o nimero de fatores e Cp € o
numero de réplicas do ponto central.

Como foi citado anteriormente a Gltima etapa para a otimizacao de
um experimento multi-resposta ¢ encontrar uma combinag@o do nivel dos
fatores, dentro da regido experimental testada, em que as respostas se
conduzem para a resposta buscada (que pode ser um maximo ou um
minimo, dependendo do processo). Para isso, duas abordagens de
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otimizagdo podem ser encontradas na literatura, uma delas se refere a
sobreposicao dos graficos de contorno e a outra baseia-se na funcdo de
desejabilidade. O primeiro método ndo € muito utilizado uma vez que a
sobreposicdo das curvas pode se tornar confuso, especialmente para
grande nimero de fatores envolvidos (CALADO; MONTGOMERY,
2003; MONTGOMERY, 2009). Assim a segunda abordagem ¢é mais
utilizada (FITRIANTO; MIDI, 2011).

A abordagem baseada na func¢do de desejabilidade foi proposta por
Harrington (1965) e modificada por Derringer & Suich (1980) e introduz
uma fungdo de conveniéncia onde valores sdo associados a cada resultado
do experimento, de maneira que ¢ atribuido 0 para um valor de resposta
indesejavel e 1 para um valor de resposta desejavel (GOETHALS; CHO,
2012). Apos atribuir os valores, uma média geométrica dos resultados
desejados ¢ realizada, conferindo um valor de desejabilidade global (D).
Em outras palavras, cada resposta y; ¢ transformada em uma fungio de
desejabilidade d;. Assim as varidveis sdo escolhidas de maneira a
maximizar a desejabilidade global (D) (MONTGOMERY, 2009).

A desejabilidade do chamado “6timo global” sé sera proximo de 1
se todas as respostas estiverem proximas dos seus “6timos individuais”,
pois a desejabilidade global ¢ a média geométrica das desejabilidades
individuais (AKCAY; ANAGUN, 2013).

3.6 ESTADO DA ARTE

Até o presente momento ndo existem muitos estudos de extracao
de compostos com atividade antioxidante utilizando casca e semente de
buriti. Esses dois residuos correspondem a uma grande parte da fruta e
hoje s@o utilizados basicamente apenas para ragao animal.

Com relagdo a casca existem dois trabalhos o de Tauchen ef al.
(2016) e o de Pereira-Freire et al. (2018) que fazem extra¢des com a casca
em separado e existem trabalhos como o de Franga et al. (1999) que
utilizam polpa e a casca como sendo uma matriz de extragao.

Contreras-Calderon et al. (2011) e Luzia, (2012) fizeram extragao
com a semente ¢ testaram suas atividades antioxidantes. Os trabalhos
realizados por Costa et al. (2010) e Costa et al. (2011) determinaram a
quantidade de fitoesterois, tocoferdis e acidos graxos presente na semente
do buriti.

Os autores citados anteriormente ndo obtiveram seus extratos por
diferentes técnicas de extragdo, com excecdo de Franga et al. (1999) todos
os outros autores utilizaram técnicas de extragcdo convencionais. Essas
técnicas por sua vez, em geral, apresentam maior quantidade de residuos
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gerada, e dispendem de maior tempo necessario para a sua execugao.
Técnicas como MAE, PLE e UAE, por sua vez, sdo conhecidas como
“Green Technologies”, pois utilizam menor quantidade de solventes e
necessitam de menor tempo de extracdo. Desta maneira, esse trabalho
utilizou diferentes técnicas de extragdo e diferentes solventes para
obtencdo de extratos de casca ¢ semente de buriti com o intuito de
verificar suas atividades antioxidantes para uma possivel aplicagao.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais utilizados para a
realizagdo deste trabalho, assim como as metodologias necessarias para a
sua execugdo. Assim serdo descritos o local de coleta da matéria-prima,
as etapas de sua preparagdo para a obtencdo de sdlidos de baixa
granulometria e as técnicas utilizadas tanto para a obtencdo dos extratos
como para determinacdo de suas atividades antioxidantes. A Figura 3
resume as técnicas de extragdo utilizadas neste estudo, bem como as
respostas analisadas.

Figura 3 - Fluxograma resumindo o que foi realizado neste trabalho.
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extragdo realizada em Soxhlet, TFT — Teor de Fenodlicos Totais.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1 AQUISICAO E PREPARO DA MATERIA PRIMA
4.1.1 Coleta das amostras

As frutas do buriti foram coletadas no dia 08 de janeiro de 2018 na
cidade de Jaru-RO, mais especificamente a 15 km da cidade sentido a
capital Porto Velho, cujas coordenadas eram 10722°14 S e 6234’18 W
(Figura 4b). As amostras foram trazidas ao Laboratorio de
Termodindmica e Tecnologia Supercritica (LATESC) — UFSC onde as
frutas integras foram separadas e armazenadas sob refrigeragio (4 °C).



52

Figura 4 — a) Mapa do Estado de Rondonia com a cidade onde foi realizada a
coleta em destaque; b) Imagem aérea do Google Earth do local da coleta dos
frutos.

a) Estado de Rondonia (Municipio de Jaru b) Local em que foi realizada a coleta do
em destaque). buriti.
Fonte: IBGE e Google Earth (2018).

4.1.2 Separacio das partes do buriti

Apbs a separagdo dos frutos, os mesmos passaram por etapas de:
lavagem com escova, sanitizagdo (solucdo clorada 100 ppm por 10
minutos) e enxague (solucdo clorada 10 ppm por 10 minutos).
(SAMPAIO; CARRAZZA, 2012)

Figura 5 - Diferentes partes do buriti. A) Fruto do buriti; B) casca; C)
endocarpo; D) polpa; E) semente.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apos o enxague os frutos foram caracterizados de acordo com
Secdo 4.1.3 (caracteristicas fisicas). Os frutos seguiram para o
descascamento onde foram deixados imersos em agua clorada (10 ppm
por 18 horas) para o amolecimento da casca. A casca e o endocarpo,
conhecido popularmente como bucha, foram retirados com o auxilio de
uma faca e a polpa foi raspada com uma colher. Apods a retirada das
sementes uma amostra correspondendo a 10% do valor total, foi utilizada
para verificacdo das caracteristicas fisicas (Sec¢do 4.1.3). Todas as 4 partes
do fruto (Figura 5) foram separadas e colocadas em sacos de polietileno
e reservadas em freezer doméstico a —18 °C.

4.1.3 Caracteristicas Fisicas do fruto e da Semente de Buriti

Avaliou-se as seguintes caracteristicas do fruto e da semente do
buriti: comprimento longitudinal e transversal com o auxilio de um
Paquimetro Starrett 125 MEA e a massa com o auxilio de balanca
analitica Shimadzu AY220. Os resultados foram expressos em média e
desvio padrao.

Figura 6 - Imagens correspondentes as medi¢cdes do comprimento longitudinal e
transversal do fruto e da semente do buriti.

Fruto

Semente

a) Comprimento longitudinal b) Comprimento transversal

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.4 Determinacio do percentual das partes do Buriti

Foram selecionadas ao acaso 5 frutas para a determinagdo do
percentual correspondentes das partes do buriti. As partes separadas do
fruto (casca, semente, endocarpo e polpa) foram colocadas em suas
respectivas placas e, em seguida, pesadas.

O calculo foi realizado a partir da equagéo (3):

m
%PF = —2L x 100% 3)
my

Onde: %PF ¢ o percentual da parte do fruto; mpf é a massa da parte do
fruto, expressa em g; e mf é a massa total do fruto, expressa em g.

A analise foi realizada em 5 frutos e os resultados estdo expressos
em média e desvio padrio.

4.1.5 Preparacio das amostras

As sementes do buriti foram quebradas com o auxilio de um torno
de bancada e, posteriormente, secas em estufa de circulacdo de ar (De
Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) por 60 horas a 30 °C. As cascas foram secas
na mesma estufa por 48 horas a 30 °C.

As sementes e cascas secas foram entdo moidas em moinho de
facas tipo Willey (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) e reservadas em sacos
de polietileno a - 18 °C até a realizagdo das extragdes.

4.1.6 Determinacao do teor de umidade e substiancias volateis

A umidade foi determinada na semente e na casca de buriti antes ¢
apos a etapa de secagem (descrita na se¢do anterior). Foi realizada em
triplicata e os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

A umidade foi determinada de acordo com a metodologia da
(AOAC, 2005), em que 3 g de amostra foram adicionadas em cadinhos
de aluminio previamente secos e pesados, as amostras foram entdo
levadas a estufa de circulagdo de ar (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) a
105 °C. Apds 3 horas retirou-se os cadinhos, estes ficaram resfriando a
temperatura ambiente em dessecador e, logo em seguida, pesados. Estas
operagdes de aquecimento e resfriamento foram realizadas até peso
constante.

O calculo da umidade foi realizado conforme a Equagao (4).
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M, — M
U [%] = (11\4—2) x 100% 4)
1

onde: U ¢ a umidade expressa em porcentagem; M; ¢ a massa de amostra
inicial e M, é a massa da amostra seca, ambas expressas em g.

4.1.7 Determinacio do Didmetro médio superficial

O didmetro médio superficial foi determinado por ensaio em
agitador de peneiras (Bertel Metalurgic Ind. Ltda., Caieiras/SP, Brasil)
durante 30 min com peneiras de 6, 16, 20, 25, 32, 48, 65 e 80 mesh (série
Tyler, W.S. Tyler, Wheeling, EUA). Mediu-se a massa das fragdes retidas
de cada peneira e calculou-se o didmetro médio superficial das particulas
através das equacgdes (5) e (6) propostas por Gomide (1983):

)

(6)

Onde: Dg: ¢ o didmetro médio superficial, expresso em mm; A¢; é a
fragdo retida em cada peneira i; D, é o didmetro da peneira i, expresso em
mm; m; € a massa retida na peneira i, expressa em g; ¢ M € a massa total
de amostra, expressa em g.

A analise foi realizada em triplicata e os resultados estdo expressos
em média e desvio padrio.

4.1.8 Determinacio da massa especifica real de particulas

Determinou-se a massa especifica real utilizando a técnica de
picnometria em gas Hélio (Accu Pyc II 1340 da Micromeritics), onde uma
determinada quantidade de amostra que preenche % de um cadinho de
aluminio de 10 cm?® ¢ colocada no aparelho. O gas Hélio elui sobre a
amostra penetrando nos poros da matriz e o volume da amostra ¢ medido
descontando o volume dos poros. Apds a medigdo do volume do so6lido a
densidade real ¢ determinada e entdo mostrada no aparelho. O
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equipamento fornece os valores médios ¢ o desvio padrio apds 10
medidas realizadas (MOURA; FIGUEIREDO, 2002).

Essa analise foi realizada para as amostras de casca, semente de
buriti e esferas de vidro em duplicata e os resultados foram expressos em
média e desvio padrio.

4.1.9 Porosidade do leito de particulas

A porosidade do leito de particulas (g) formado nos ensaios de PLE
foi calculado a partir da equacdo (7). Onde p, é a massa especifica
aparente do leito, pr. € a massa especifica real da amostra e pr ¢ a massa
especifica real das esferas de vidro.

e=1-[x ] ()

ra p re

Onde: V ¢ o volume do leito, pra ¢ a massa especifica real da amostra, pre
¢ a massa especifica real das esferas de vidro, m, é a massa de amostra
utilizada para compor o leito ¢ me ¢ a massa de esferas utilizada para
compor o leito.

A massa das amostras foi determinada utilizando balanca analitica
sendo que foram pesados 3 g de amostra e 33 g de esferas de vidro. E o
volume foi determinado através das medidas de altura e didmetro do leito
utilizando um paquimetro. Essa analise foi realizada em duplicata ¢ os
resultados foram expressos em média e desvio padrao.

4.2 EXTRACOES
4.2.1 Extracio com Soxhlet

As extragdes foram realizadas segundo o método 920.39C da
AOAC (2005). Para a sua realizacdo 5 g de amostra foram envolvidas em
um cartucho de papel filtro e entdo inseridas no extrator. Foram utilizados
150 mL dos solventes testados (hexano, agua, etanol e etanol:agua 50%
v/v) que ebuliam, condensavam e entravam em contato com a amostra,
eram descarregados no baldo e este ciclo se repetiu por um total de 6
horas. Apos as extragdes a solugdo foi evaporada em evaporador rotativo
(Fisatom, modelo 801, Sao Paulo, Brasil) para a remog¢ao do solvente e
os extratos foram armazenados em frascos ambar e reservados em freezer
doméstico a -18°C.
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As analises foram realizadas tanto para casca como para a semente
do buriti em triplicata e os resultados estdo expressos em média e desvio
padrio.

4.2.2 Extracio assistida por ultrassom

As extragdes assistidas por ultrassom foram realizadas de acordo
com Heleno et al. (2016) com algumas modifica¢des. Para isso, utilizou-
se de um dispositivo ultrassom de ponteira (Eco-Sonics, modelo QR500,
Indaiatuba, SP —BR) que opera na poténcia entre 100 a 500 W, a uma
frequéncia de 20 kHz com temporizador digital. Para a realizagdo da
extragdo 5 g de amostra foram pesadas em um béquer de 250 mL, sob esta
quantidade de amostra foram adicionados 150 mL dos solventes
analisados (hexano, agua, etanol e etanol:dgua em misturas de 20, 50 e
80%), a macroponteira do ultrassom foi submersa no liquido em uma
altura de 0,5 cm, no centro do béquer. As extragcdes foram realizadas
durante 15 minutos em uma poténcia de 500 W. Apos as extragdes a
solugdo foi filtrada em papel filtro qualitativo QUALY (gramatura de 80
g, 15 cm de diametro) e o filtrado obtido foi evaporado para a remocgao
do solvente no evaporador descrito na se¢do 4.2.1.

As analises foram realizadas tanto para casca como para a semente
do buriti em triplicata e os resultados estdo expressos em média e desvio
padrao.

4.2.3 Extracio assistida por micro-ondas

As extragOes assistidas por micro-ondas foram realizadas
baseando-se no trabalho de Mazzutti et al. (2017) com algumas
modifica¢bes. Para isso utilizou-se de um micro-ondas (Monowave™
300, Anton Paar), que opera até uma pressao de 20 bar, poténcia maxima
de 850 W e podendo chegar a uma temperatura maxima de 260 °C. As
temperaturas utilizadas foram medidas com a utilizagdo de um sensor de
infravermelho.

No frasco de reagdo fabricado em vidro borossilicato foram
adicionados 1 g de amostra, juntamente com 20 mL de solugdo etanol-
agua 80% (v/v) e uma barra magnética. Esse frasco era fechado com uma
tampa que continha silicone revestido de Teflon e entdo introduzido no
aparelho, onde as condi¢des de operagdo eram escolhidas. O tempo ¢ a
agitacdo foram fixados em 10 min e 1000 rpm, respectivamente, € as
temperaturas escolhidas foram 70, 100 e 130 °C. As condicdes
previamente estabelecidas eram executadas pelo micro-ondas da seguinte
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maneira: 1) aquecimento até a temperatura desejada, 2) reacdo (10
minutos a 1000 rpm) e 3) resfriamento utilizando ar comprimido até a
temperatura de 55 °C.

Apds as extracdes as solucdes foram filtradas em papel filtro
qualitativo QUALY (gramatura de 80 g, 15 cm de didmetro) e o filtrado
obtido foi evaporado para a remogdo do solvente em equipamento
descrito na sec¢do 4.2.1.

As analises foram realizadas tanto para casca como para a semente
do buriti em triplicata e os resultados estdo expressos em média e desvio
padrao.

4.2.4 Extracao com liquido pressurizado
4.2.4.1 Cinética de Extragdo

Primeiramente realizou-se uma cinética de extragdo com o
equipamento de extragdo com liquido pressurizado para determinar o
tempo de processo para os ensaios de rendimento. O equipamento assim
como o procedimento experimental foram descritos por Andrade,
Trivellin & Ferreira (2017). O leito foi preenchido com 3 g de amostra,
com 33 g de esferas de vidro e algoddo. Etanol foi bombeado para o leito
a uma vazdo de 3 mL.min"! com uma bomba de HPLC (Waters, modelo
515, EUA, taxa de fluxo de volume de 0,001 a 10 mL.min™!) até que o
mesmo atingiu a pressdo de 100 bar. O solvente passou também por um
banho de aquecimento (Microquimica, Brasil) onde era atingida a
temperatura de trabalho (50 °C), sendo o leito também encamisado. A
vazdo utilizada foi 3 mL.min"! e, apds atingida as condigdes de processo
(50 °C e 100 bar) abriu-se a valvula e comegou-se a fazer a coleta das
amostras em tubos de ensaio a cada 3 minutos até atingir 30 minutos e,
apos esse tempo, as amostras foram coletadas a cada 5 minutos em um
tempo total de 90 minutos de extragdo.

O solvente presente nos extratos foi removido em evaporador
rotativo (equipamento descrito na se¢do 4.2.1) ap6s 3 lavagens com 3 mL
de etanol cada. A cinética so foi realizada com a casca do buriti. Apos a
constru¢do da curva foram ajustadas 3 retas com a fungdo linear aos
pontos experimentais da cinética de extragdo. Esta funcdo esta
implementada no sofiware ORIGIN 2016 (Origin, Microcal
software,Inc.; Northampton, Massachusetts USA) como “Piecewise
Linear with three segments (PWL3)”.



59

4.2.4.2 Rendimento

Com base na curva cinética, foi definido o tempo de processo para
os ensaios de PLE. Os ensaios para a determinagdo do rendimento de
extragdo consistiram de um modo dinamico PLE e foram realizados a uma
pressdo constante de 10 MPa, com base na literatura (HERRERO et al.,
2013). O delineamento do Composto Central (DCC) foi selecionado para
a otimiza¢do dos parametros. Com base nos ensaios preliminares, os
limites superior e inferior para as variaveis do processo foram:
temperatura (T) 28,79 °C a 71,21 °C, enquanto o solvente, mistura etanol-
agua (E) 7,57 a 92,43 (o delineamento completo pode ser observado na
Tabela 1). Sendo que para fins praticos e considerando as limitagdes
experimentais os valores foram estabelecidos em temperaturas de 28 a
71 °C e concentra¢do de etanol na solucdo de 7 a 92%. As solugdes
obtidas foram levadas em evaporador rotativo descrito na se¢do 4.2.1 e os
extratos foram armazenados a -18 °C na auséncia de luz. As extragdes
descritas nesta se¢ao foram realizadas apenas para a casca de buriti. Apos
a determinagdo da condi¢do 6tima, houve a extragdo da semente do buriti
nesta condigao.

Do desenho utilizado cinco variaveis dependentes: Xo (rendimento
de extragdo), TCT (teor de carotenoides totais), TFT (teor de fendlicos
totais), DPPH e ABTS, foram avaliadas e codificadas como Y1, Y2, Y3,
Y4 e Ys, respectivamente. Estas respostas foram medidas de acordo com
os seguintes fatores: Temperatura (T) (°C) e etanol (E) (contetido em %)
e codificadas como X e X, respectivamente. Estas variaveis do processo
foram investigadas em cinco niveis, fornecendo 11 combinagdes de
condi¢des de processo, com trés réplicas no ponto central do experimento
(Tabela 1).

A influéncia de (T) e (E) nas respostas foi avaliada usando o
seguinte modelo linear quadratico Equagio (8).

Y = Bo + BiXy + BoXy + 512 Xa Xy + BraXa® + BraXo’ 3

Onde: Y ¢é variavel dependente; fo ¢ o intercepto; Pi e P2 sdo os
coeficientes lineares; Bi1 € P22 sdo os coeficientes quadraticos; P12 € o
coeficiente de interagdo, X ¢ Xz sdo as variaveis independentes.

A qualidade do modelo e a significancia estatistica dos coeficientes
foram avaliadas, e superficies de resposta e diagramas de Pareto foram
plotados para mostrar o efeito da temperatura e teor de etanol nas
respostas analisadas. Para isso, foi utilizado o programa Statistica
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(StatSoft, Inc.; www.statsoft.com, v.13.0, EUA). As condigdes Otimas
individual e global foram calculadas pelo método proposto por (Derringer
& Suich (1980) através da fun¢do de Desejabilidade implementada no
Statistica. A func@o de desejabilidade ¢ uma fung@o definida como a
média geométrica ponderada da conveniéncia individual. Seu valor vai de
0 a1 sendo que 0 indica uma resposta completamente indesejavel e 1 uma
resposta totalmente desejavel. Assim, o processo de otimizacdo
simultanea é utilizado para encontrar os niveis de fatores que demonstram
a maxima desejabilidade geral (BEZERRA et al., 2008).

Tabela 1 - Delineamento experimental utilizado para a obtencao de extratos de
casca de buriti no PLE.

Variavel codificada Variavel Real
Ensaio

T (°C) E (%) T (°C) E (%)
1 -1 -1 35 20
2 1 -1 65 20
3 -1 1 35 80
4 1 1 65 80
5 0 0 50 50
6 0 0 50 50
7 0 0 50 50
8 -0 0 28,79 50
9 o 0 71,21 50
10 0 -0 50 7,57
11 0 o 50 92,43

Fonte: elaborado pelo autor.
4.3 ANALISE DOS EXTRATOS OBTIDOS
4.3.1 Rendimento de extraciao

O rendimento das extragdes foi determinado através da equagdo

9):

ME x 100%
X = — 9
0 — ©)
Onde: Xy ¢ o rendimento de extragdo expresso em porcentagem; ME ¢ a
massa de extrato obtida, expressa em g; ¢ A é a massa da amostra,
expressas em g.
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4.3.2 Teor de Fenolicos Totais

O teor de fendlicos totais foi realizado conforme Kosar, Dorman
& Hiltunen (2005) com algumas modificagdes. Inicialmente construiu-se
uma curva analitica de &cido galico. Para isso 10 mg de acido galico foram
diluidos em agua destilada num baldo volumétrico de 5 mL. Essa solucao
(2 mg.mL! de 4cido gélico) foi diluida sucessivamente (1:1 v/v) até a
obten¢do de uma solugdo com 0,031 mg.mL"! de 4acido gilico. Em
seguida, 10 pL das solugdes de acido galico foram pipetadas para um tubo
Eppendorf de 2 mL que ja continha 0,6 mL de 4gua destilada. 50 uL de
reativo de Folin foram adicionados ao meio e entdo a solugdo foi agitada
em vortex. Apos a agitacdo foram adicionados a este meio 150 pL da
solugdo de carbonato de so6dio 20 % (m/v) e 190 pL de agua destilada. Os
tubos foram agitados, e entdo incubados durante 2 h, a temperatura
ambiente e sob auséncia de luz. Passado o tempo mediu-se a absorbancia
das solu¢des em um espectrofotometro (FEMTO, 800 XI, Sao Paulo, SP,
Brasil) a 760 nm. A curva padréo do acido galico foi construida e estd
representada em absorbancia versus concentragdo do acido galico (Figura
17). Juntamente com a curva esta expressa a equagdo que descreve a
relagdo entre a absorbancia e a concentragdo de acido galico.

Os extratos obtidos utilizando agua, etanol ou suas misturas foram
diluidos em etanol-agua 70% (v/v) enquanto os obtidos com hexano em
uma solugdo de etanol-hexano (70:30 v/v) e o procedimento de reagdo de
oxida¢do foi 0 mesmo descrito anteriormente, somente substituindo as
solugdes de acido galico pelas amostras a serem analisadas. Para o branco
o procedimento foi 0 mesmo somente substituindo a solugdo de acido
galico pelo solvente em que a amostra foi diluida. Os valores obtidos da
absorbancia para cada uma das amostras foram subtraidos do valor do
branco e foram correlacionados com a curva analitica de acido galico
através da equacdo da reta obtida. As analises foram realizadas em
triplicata, e os resultados foram expressos em mg de equivalente em acido
galico por grama de extrato (mg EAG/g de extrato) através da equagdo
(10), e estdo expressos como média e desvio padrio.

mg EAG ~ EAG x 1000
g de extrato’ CA

TFT( (10)

Onde: TFT ¢ o teor de fendlicos totais, expresso em mg EAG por grama
de extrato; EAG ¢ o equivalente em acido galico expresso em mg EAG
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por mL; CA ¢ a concentra¢do da amostra expresso em (mg de extrato por
mL).

4.3.3Teor de Carotenoides Totais

A determinagdo do teor de carotenoides totais (TCT) foi baseado
no método de Kuhnen et al. (2009) com modificagdes. Para a construgéo
da curva de calibragdo, 10 mg de beta caroteno padrio
espectrofotométrico foram pesados e diluidos em 50 mL de solugdo
metanol:hexano:acetona (50:25:25 v/v/v); essa solu¢do mae foi utilizada
para obter 4 mL de solugdes com concentragdes de 6 a 0,3125 pg.mL-!.

Essas solugdes (6 a 0,3125 pg.mL") foram colocadas em
eppendorfs (triplicata) e foram lidas a 450 nm ¢ a curva padréo obtida esta
expressa na Figura 17.

Para determinagdo dos carotenoides nos extratos, 0,15 g de
amostra foram diluidas em 4,5 mL de solu¢do metanol:hexano:acetona
(50:25:25 v/v/v). Esta mistura foi colocada em banho ultrassom (Eco-
Sonics, Ultronique Q3.0/37 A, Indaiatuba, SP, Brasil) durante 2 min, e
em seguida em centrifuga para tubos (Quimis, modelo Q222T, Diadema,
Sdo Paulo, Brasil) em uma velocidade de 3400 rpm durante 10 min. Na
sequéncia recolheu-se o sobrenadante e mediu-se a absorbancia em
comprimento de onda de 450 nm. A anélise foi realizada em triplicata e
os resultados foram expressos como média e desvio padrao.

4.3.4 Atividade antioxidante
4.3.4.1 DPPH

A analise da atividade antioxidante pelo método do 2,2 — Diphenyi-
1-picrylhdrazyl (DPPH) foi realizado com base no método de Mensor et
al. (2001), em que os extratos obtidos utilizando agua, etanol ou suas
misturas foram diluidos em etanol-dgua 70% (v/v), enquanto os obtidos
com hexano foram dissolvidos em uma solugéo de etanol-hexano (70:30
v/v). Esses extratos foram diluidos de maneira a se obter uma
concentragdo de 10 mg.mL!, essa solugdo foi submetida a dilui¢Bes
sucessivas para encontrar a curva em que pode-se observar a redugdo do
radical DPPH em 50%. Para isso, 0,710 uL. das amostras foram pipetadas
em um eppendorf juntamente com 0,290 uL. de uma solucdo estoque de
DPPH 0,3 mM. O branco consistiu em 0,710 puL. de amostra com 0,290
uL do solvente utilizado para a diluigdo das amostras. O controle consistiu
em 0,710 pL de etanol com 0,290 pL da solucdo estoque de DPPH. As
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solugdes repousaram durante 30 min, sob auséncia de luz e, em seguida,
leu-se suas absorbancias em um comprimento de onda de 517 nm no
espectrofotdmetro descrito na se¢do Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.. Apoés as leituras foi realizado o calculo da Atividade
antioxidante pelo método de DPPH que esta expresso na Equacao (11).

(Absamostra - Absbranco) X 100]

AA (%) = 100 — [ (11)

Abscontrole

Onde: AA ¢ a atividade antioxidante expressa em porcentagem, e;
ADbSamostra, AbSbranco € ADScontrole referem-se as absorbancias da amostra,
do branco e do controle, respectivamente. Os resultados foram
posteriormente convertidos em valores de ECso, utilizando as curvas
obtidas para cada uma das amostras e as analises foram realizadas em
triplicata e estdo expressos como média e desvio padrao.

4.3.4.2 ABTS

A capacidade antioxidante dos extratos de casca e de semente de
buriti foram avaliadas pelo método ABTS, segundo metodologia proposta
por Re et al. (1999) com algumas modificagdes. O radical ABTS foi
gerado pela reag@o, na auséncia de luz e a temperatura ambiente, de uma
solugdo de 7 mM de ABTS com uma solugdo de 139,8 mM de persulfato
de potassio em um tempo total de 16 h. A solugdo aquosa de ABTS" foi
diluida com tampao fosfato de sddio 5 mM a pH 7,4 até uma absorbancia
de 0,7 (= 0,05) a 734 nm.

Os extratos obtidos utilizando agua, etanol ou suas misturas como
solventes foram diluidos em etanol-dgua 70% (v/v) enquanto os extratos
obtidos com hexano foram diluidos em uma solugdo de etanol-hexano
(70:30 v/v). Esses extratos foram diluidos de maneira a se obter uma
concentragdo de 10 mg.mL!, essa solugdo foi submetida a dilui¢Bes
sucessivas. 30 uL das diluigdes foram misturados com 970 pL da solugdao
ABTS' * descrita anteriormente. Apos 45 minutos, na auséncia de luz e a
temperatura ambiente a absorbancia foi lida a 734 nm.

O Trolox foi utilizado como padrio de referéncia e os valores
foram calculados a partir da curva padrao (de 0,25 a 2 mM). Os valores
de cada amostra testada no ensaio dao uma resposta linear entre 20 ¢ 80%
da absorbancia do branco. Os resultados foram expressos em mmol de
equivalente em trolox por g de extrato (ET) a partir de medidas em
triplicata.
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4.3.5 Identificaciio e quantificacdo de compostos fenolicos por LC-
ESI-MS/MS

4.3.5.1 Preparacao da amostra

A preparag@o da amostra seguiu o protocolo de Schulz et al. (2015)
com algumas modificagdes. Os extratos da casca e semente de buriti
foram desengordurados com hexano, onde 0,2 a 0,5 g de amostra eram
colocados em tubos falcon juntamente com 25 mL do solvente, essa
solugdo foi colocada no banho ultrassom descrito na se¢do (4.3.3) por 15
minutos e, em seguida, centrifugados a 3400 rpm na centrifuga citada na
secdo 4.3.3 por mais 15 minutos, apds duas lavagens sucessivas com
hexano, os extratos foram submetidos a hidrolise acida com 5 ml de
metanol e 5 ml de 4cido cloridrico a 85 °C durante 30 min. O pH foi entdo
ajustado para 2,0 por uma solugdo de 4cido cloridrico 1 mol.L-!' e, quando
necessario corrigida com solugdo de hidroxido de sodio 6 mol.L-'. As
amostras acidificadas foram particionadas utilizando 10 mL de éter etilico
e centrifugadas a 3400 rpm, na centrifuga descrita anteriormente, durante
10 min. Este processo de particionamento com éter etilico foi realizado
trés vezes para cada amostra. Os sobrenadantes dos ensaios foram
rotaevaporados a 40 °C (equipamento descrito na se¢do 4.2.1) para
remogao do solvente. A amostra seca foi ressuspensa em 1 mL de metanol
grau cromatografico e diluido 10 vezes com solucéo metanol:agua (30:70
v/v) para a inje¢@o no sistema LC-ESI-MS/MS.

4.3.5.2 Anélise no LC-ESI-MS/MS

A identificagdo e quantificagdo dos compostos fenodlicos presentes
nas amostras do extrato foram realizadas pelo sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) (1200 Series, Agilent Technologies,
Waldbronn-BW, Alemanha), conforme metodologia descrita por Schulz
et al. (2015). Uma coluna Synergi (4,0 pum, 2,0 x 150 mm d.i;
Phenomenex, Torrance-CA, EUA) foi utilizada para a separagdo
cromatografica, sob condi¢do de gradiente de eluicdo. As fases moveis
foram compostas por misturas de metanol a 95% e agua a 5% (v/v), canal
A, e agua e acido formico a 0,1% (v/v), canal B. A separagdo foi realizada
a 30 °C utilizando uma elui¢do de gradiente segmentada como se segue:
0-5 min, 10% A; 5 a7 min, 90% A; 7 a 10 min, 90% A; 10—17min, 10%
A. Entre as analises, a coluna foi condicionada por 5 min com a propor¢ao
da fase movel inicial da separacdo. A taxa de fluxo foi ajustada em 150
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puL.min"! com inje¢do de amostras de 10 pL. O sistema de HPLC foi

acoplado a um sistema de espectrometria de massa composto por um
espectrometro de massa hibrido triplo quadrupolo/armadilha de ion linear
(Q Trap 3200 Applied Biosystems / MDS Sciex, Concord-ON, Canada).
O espectrofotdmetro de massa operou em modo de ionizacdo de
eletropulverizacao negativa (TurbolonSpray Applied Biosystems/MDS
Sciex, Concord-ON, Canadd). Os parametros MS/MS foram: agulha
capilar mantida a —4500V; gas de cortina a 10 psi; a temperatura a 400
°C; gas 1 e gas 2 a 45 psi; e gas CAD, médio. O software Analyst versao
1.5.1 foi utilizado para o controle e analise de dados do sistema HPLC-
ESI-MS/MS.

4.4 ANALISE DE DADOS

Os resultados de rendimento, atividade antioxidante (DPPH e
ABTS), teor de fenodlicos totais para as diferentes técnicas de extragéo
foram analisados estatisticamente por analise unidirecional de variancia
(ANOVA) utilizando o software Statistica descrito anteriormente. As
diferencas significativas (p<0,05) foram analisadas pelo teste de Tukey.

O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi calculado para
verificar a dependéncia linear entre o teor de fenodlicos totais e as
atividades antioxidantes pelos métodos de DPPH e ABTS. Para isso,
utilizou-se o programa Statistica descrito anteriormente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERISTICAS FISICAS DO FRUTO E DA SEMENTE DE
BURITI

Na Tabela 2 sdo apresentadas as caracteristicas fisicas médias do
fruto e da semente de buriti. O comprimento longitudinal do buriti variou
de 46 mm até 65 mm, ja para a semente o valor variou de 34 a 41 mm. Da
mesma maneira, 0 comprimento transversal do fruto variou de 38 a 44
mm e da semente de 25 a 29 mm. A massa do fruto varioude 42 a 71 ge
da semente de 16 a 25 g.

Os valores encontrados neste trabalho para o fruto estdo entre os
valores apresentados por Candido & Silva (2017), que verificaram as
caracteristicas fisicas do buriti de dois estados, Goias e Para, onde para o
comprimento longitudinal os valores obtidos por eles foram de 57,39 +
2,31 mm e 44,81 + 2,00 mm para Goias e Para, respectivamente. Para o
comprimento transversal os autores encontraram 51,74 + 1,93 mm e 36,79
+ 2,21 mm para frutos do Goias e do Para, respectivamente. Por fim, a
massa média dos frutos em gramas em Goias foi de 74,85+ 7,81 g e 30,81
+ 3,25 g para o Para. Carneiro & Carneiro (2011) comparou seu trabalho
com diferentes trabalhos e, com isso, constatou que o comprimento
longitudinal do fruto varia de 3 a 7 cm, enquanto que o comprimento
longitudinal varia de 2 a 5 cm. A massa, por sua vez, de 15a 75 g.

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas do fruto e da semente do buriti.

Comprimento Comprimento .
longitudinal* (mm) transversal* (mm) Massa* (g)
Fruto 52,50+ 5,61 41,40+ 1,51 56,20 + 8,88
Semente 38,50 +2,39 27,60 + 1,35 21,90 £2,88

*Valores Expressos em média + desvio padrao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores encontrados neste trabalho s3o superiores ao
encontrado por Matos et al. (2014) para o comprimento longitudinal da
semente do buriti, onde os autores encontraram o comprimento das
sementes variando de 23 a 27 mm. Para o comprimento transversal foram
relativamente proximos 27,60 £ 1,35 mm, neste trabalho, contra 25,80 +
0,15 mm dos autores. Ja a massa da semente encontrada neste trabalho foi
superior a encontrada por estes autores 21,90 + 2,88 g contra 8,82 = 0,13
g dos autores. Os dados morfométricos de frutas e sementes sdo muito
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influenciados por variagdes latitudinais, sazonais e microclimaticas
(MATOS et al., 2014) o que explica a diferenca dos resultados. No
entanto, € muito importante citar que tanto os resultados demonstrados
aqui, assim como, os encontrados pelos autores, demonstram a
importancia da valorizacdo da semente que, como pode ser verificado,
corresponde ha uma grande parte do fruto.

5.2 PERCENTUAIS ENCONTRADOS PARA CADA UMA DAS
PARTES DO BURITI

As diferentes partes da fruta do buriti, como mostradas na Figura
5, foram caracterizadas e os resultados sdo mostrados na Tabela 3, que
apresenta as médias percentuais de casca, polpa, endocarpo e semente
presentes no buriti. Como pode ser verificado, a semente é a parte
majoritaria, correspondendo em média a 39,99% do fruto, sendo seguida
da polpa (23,42%) e da casca (21,70%); desta maneira, o endocarpo ¢ o
componente de menor expressao no fruto correspondendo a 11,99 % do
fruto.

Os valores obtidos neste trabalho estdo dentro dos valores
encontrados por Barbosa, Lima & Junior (2010) que caracterizaram frutos
do buriti na regido de Alto Alegre/Pareddo em Roraima, onde estes
autores caracterizaram 5 grupos distintos e encontraram os percentuais da
casca variando de 19,49 a 25,19%, da polpa variando de 18,56 a 29,18%,
do endocarpo variando de 9,81 a 27,06 % e a semente variando de 28,88
a41,52%. Essa diferenca pode decorrer de diferentes aspectos, tais como,
o solo (pH, teor de nutrientes), a idade da arvore, a espécie e condi¢des
climaticas que acabam por ocasionar com frutos de diferentes
caracteristicas.

Tabela 3 - Médias dos percentuais de casca, polpa, endocarpo e semente
presentes no buriti.

Parte do fruto Parte do fruto relativo ao total (%) *
Casca 21,70+ 1,11
Polpa 23,42+ 1,07
Endocarpo 11,99 + 1,47
Semente 39,99 + 1,94

*Valores Expressos em média + desvio padrao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados da Tabela 3, assim como os apresentados na Tabela 2,
sdo de suma importancia neste estudo, uma vez que este trabalho aborda
o reaproveitamento de residuos, a sua quantificacdo ¢ muito importante.
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E possivel observar que, para um fruto em que praticamente s6 a polpa ¢
aproveitada, a quantidade de “residuo” é bem significativa e casca e
semente correspondem a aproximadamente 62% do peso do fruto.

5.3 CARACTERISTICAS DAS PARTICULAS

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas das amostras de particulas.
Os didmetros médios foram 0,39 e 0,40 mm para semente ¢ casca de
buriti, respectivamente. Estes valores estdo dentro da faixa citada por
Belwal et al. (2018) que aborda que as particulas devem ser pequenas com
tamanho variando de 100 pum a 2 mm para que haja uma maior area de
superficie de contato entre amostra e solvente. Uma maior area de
superficie de contato facilita a penetragdo do solvente aumentando a
transferéncia de massa, implicando, desta maneira, em um maior
rendimento (HERRERO et al., 2013; BELWAL et al., 2018; RENARD,
2018).

Tabela 4 - Caracteristicas das particulas utilizadas para a obtengao dos extratos
de semente e casca de buriti.

Caracteristica da Particula Semente Casca
Diametro médio (mm) 0,39+ 0,04 0,40 £0,04
Massa especifica real (g/cm?) 1,39+ 0,05 1,14+ 0,00
Porosidade do leito* 0,40 + 0,00 0,38 +0,00
Umidade antes da secagem (%) 50,11 £0,09 68,12+ 0,65
Umidade apés a secagem (%) 7,86 £ 0,05 7,92 +£0,08

*Porosidade do leito calculado para o PLE.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A secagem da particula também ¢ um pardmetro muito importante
uma vez que a presenca de dgua pode diminuir a eficiéncia de extragao,
principalmente quando solventes apolares, como o hexano, sdo utilizados
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005). Além do fato, de que a sua
presenga pode acelerar reagdes quimicas na matriz estudada. Os valores
de umidade encontradas neste trabalho ap6s a secagem foram 7,86 e 7,92
%, para semente e casca, respectivamente.

Pérez et al. (2018) avaliaram o rendimento de extragdo com hexano
de “sunflower collets” em diferentes umidades, mais precisamente 5,65,
12 e 18% e identificaram que o menor rendimento de 6leo foi obtido com
5,65% de umidade, ¢ o maior, por sua vez, foi em 12%. Adejumo; Inaede
& Adamu, (2013) fizeram extracdo com Soxhlet utilizando hexano como
solvente e também verificaram a influéncia da umidade no rendimento de
extragdo, os autores testaram as seguintes umidades 7,28, 10, 15 ¢ 20% ¢
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encontraram o maior valor de rendimento em 10%. Kim et al. (2015)
testaram o efeito da umidade no rendimento de extragdo utilizando
etanol:agua (70:30 v/v) de raizes de Platycodon grandiflorum onde eles
testaram as umidades de 4, 6 e 8% e encontraram o maior valor de
rendimento para esta ultima. Como pode-se perceber a umidade interfere
nos rendimentos de extragdo e, de maneira geral, a presenca de dgua livre
em determinada concentragdo € necessdria para garantir um maior
rendimento. Estes resultados também ddo um indicativo de que valores
de umidade proximos a 10% sdo os que conduzem a um maior rendimento
de extragdo, justificando a secagem da casca e da semente para valores
proximos a 10%.

A altura do leito composto por amostra e esferas de vidro foi de
20,5 cm, tanto para a casca como para a semente de buriti, ocupando uma
coluna com raio de 0,625 cm. Estes valores representaram um volume
ocupado de 25,16 cm®.

A porosidade do leito foi determinada considerando-se os valores
de massa especifica real das amostras (Tabela 4) e das esferas de vidro
(2,54 g/cm?), resultando em ¢ de 0,38 e de 0,40 para a casca ¢ para a
semente de buriti, respectivamente. A porosidade do leito afeta o
escoamento do solvente e, consequentemente o rendimento de extragdo.
A observacdo das caracteristicas geométricas do leito é importante para
garantir a reprodutibilidade e comparagido dos resultados de extragdo.
Além disto, para futuros estudos de modelagem dos processos de
extragdo, a porosidade representa um importante parametro para
descrever o processo de transferéncia de massa no sistema.

5.4 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO

Os resultados obtidos nesta se¢do foram realizados somente para a
casca, devido ao fato, de estudos preliminares indicarem que esta
apresentava maiores rendimentos de extragdo e maiores valores de
atividade antioxidante. Somente a condig@o 6tima global citada na segao
5.4.4 foi utilizada para extragdo da semente utilizando PLE e os seus
resultados serdo apresentados a partir da se¢do 5.5.

5.4.1 Cinética de Extracio obtido para a casca de buriti

O método PLE foi realizado considerando o tempo de extrago
definido pelo ensaio cinético (seg¢do 4.2.4.1), que fornece a curva de
extragao representada na Figura 7. Sendo o ensaio experimental realizado
a 50 °C, com vazdo de 3 mL.min"!, pressdo de 100 bar e utilizando etanol
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como solvente. Na Figura 7 ¢ apresentada a massa de extrato acumulado
em fung¢do do tempo de extracdo (os dados sdo apresentados na Tabela 16
do Apéndice).

Trés retas foram ajustadas a curva da cinética de extragdo, como
mostrado na parte A da Figura 7. A parte inferior da figura (parte B)
representa a cor dos extratos recuperados em cada intervalo de tempo.

Figura 7 -A) Cinética de extragdo da casca de buriti utilizando o PLE*. B)
Decaimento da coloragao do extrato com o tempo.

500 —

400 -

300

Massa acumulada (mg)
S
o
1

100

Tempo (min)

*Parametros da Cinética T= 50°C, P=100 bar; Vazio = 3 mL.min"' Solvente= Etanol.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma regressdo linear simultanea foi realizada para os dados
experimentais e auxiliam nas defini¢des das diferentes etapas da curva
(FERREIRA et al., 1999). A curva comeca com o periodo de taxa de
extragdo constante (CER), seguido pela taxa de extracdo decrescente
(FER) e pelo periodo difusional (DIF). Segundo Brunner (1994), as etapas
CER e FER normalmente recuperam cerca de 70% do material extraivel.
Por outro lado, a etapa difusional ¢ a mais lenta e tem a difusdo com
mecanismo de transferéncia de massa dominante. E possivel observar, a
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partir da curva de extragdo, uma reducdo da massa do extrato em cada
intervalo de tempo, que ¢ acompanhado pela descoloragdo do extrato
recuperado Figura 7-parte B). Isso ocorre porque no inicio da extragdo,
controlada por convecgdo, ha soluto disponivel na superficie da particula
e o soluto facilmente recuperavel € extraido em até 12 min, representando
o periodo de CER (dessorg¢do rapida) e o produto apresentando uma cor
amarela intensa. Entdo, na etapa FER, inicia-se a recuperacdo dos
compostos dentro das particulas, combinando convec¢do e difusdo. A
partir deste estagio, a cor do extrato muda significativamente do amarelo
intenso para um amarelo mais claro (de 12 a 40 min). Observando a
figura, detectamos que o periodo difusional (apds 40 min de extragdo) é
combinado com a diminui¢@o de cor no extrato recuperado.

E importante enfatizar que, em um intervalo de tempo
estabelecido, o tempo tem um efeito positivo no rendimento da extragao.
Por outro lado, em um dado momento, um equilibrio quimico ¢
estabelecido. Neste momento, a concentragdo de soluto ¢ igual dentro e
fora do material s6lido. Desta forma cessando a transferéncia de massa e,
consequentemente, o tempo ndo tem influéncia significativa na extracao
(ZHANG; LIN; YE, 2018). Com base nas informagdes acima, o tempo de
extragdo foi estabelecido em 40 min, pois apos esse tempo a massa do
extrato recuperado era insignificante.

5.4.2 Influéncia da temperatura e do contetido de etanol nos
extratos de casca de buriti

5.4.2.1 Influéncia no rendimento de extragdo por PLE da casca de buriti

Os extratos de casca de buriti obtidos com a técnica de liquido
pressurizado tiveram seu rendimento variando de 16,82 a 25,16 % (Tabela
5) e estes resultados foram comparados ao extrato obtido por Soxhlet com
etanol (e estes resultados sdo discutidos na secdo 5.4.5).

A influéncia das variaveis de processo: Temperatura (T) e do teor
de etanol (E) misturas etanol:dgua (v/v) no rendimento do PLE foram
avaliadas pela aplicacdo da Equacdo (8), sendo que foi considerado duas
abordagens: (a) um modelo de primeira ordem desprezando os parametros
quadraticos P11 e B22; e (b) o modelo de segunda ordem considerando
todos os coeficientes descritos na Equac¢ao (8). Para o modelo de primeira
ordem foram aplicados os ensaios de 1-7 (que incluem somente 3 niveis
-1, 0 e 1), e para os de segunda ordem os niveis -a e +a foram
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considerados ¢ a adigdo destes permite a obten¢do de efeitos de curvatura
quadratica (CHEN ez al., 2017).

Os coeficientes obtidos para o modelo, os coeficientes de
determinacdo R?, de determinag@o ajustado R%justado, € 0 Valor de p para a
falta de ajuste sdo apresentados na Tabela 6. O valor da falta de ajuste
indica se o modelo estatistico se ajusta bem aos dados experimentais. Se
o valor de p para a falta de ajuste for menor ou igual a 0,05 (marcados em
negrito na Tabela 6) pode-se concluir que o modelo ndo apresenta
corretamente uma relacdo do modelo com os dados experimentais,
indicando que o modelo precisa ser melhorado. Por outro lado, se p>0,05
pode-se afirmar que o teste ndo indica falta de ajuste, ou seja, o modelo
se ajustou bem aos dados experimentais.

Os resultados demonstram que para o rendimento o modelo de
segunda ordem descreveu melhor a influéncia de T e E, com R? € R%justado
de 0,911 e 0,821, respectivamente. O modelo esta descrito na equagao

(12).



Tabela 5 — Delineamento do composto central com as variaveis reais T ¢ E e sua influéncia nos extratos de casca
de buriti obtidos no PLE quanto a seu rendimento (Xo), teor de carotenoides totais (TCT), teor de fendlicos totais
(TFT) e na atividade antioxidante pelo método DPPH e ABTS.

VARIAVEIS VARIAVEIS DEPENDENTES
INDEPENDENTES Y, Y, Y, Y, Ys
ENSAIOS
Xy TCT TFT DPPH ABTS
(oTC) E (%) 0/ E C 1 EAG 1 EC;Q# mmol
(%) ng EpC.g mg EAG.g (ng.mL) ET.g'
1 35 20 20,61 29,52 163,88 44,60 2,51
2 65 20 23,24 23,38 169,26 31,09 2,66
3 35 80 16,82 678,77 164,73 48,62 2,69
4 65 80 20,83 615,90 170,05 38,14 2,70
5 50 50 23,76 93,60 151,68 44,93 2,01
6 50 50 20,65 73,56 147,88 41,42 2,33
7 50 50 22,39 69,27 145,05 45,05 2,03
8 28,79 50 19,85 60,12 162,32 44,05 2,44
9 71,21 50 25,16 128,21 172,02 47,01 2,11
10 50 7,57 22,27 104,56 143,37 42,29 1,87
11 50 92,43 17,00 1056,59 154,34 43,12 2,25
Sox-EtOH - - 21,20+1,58  1132,15+23,93  16236+9,55 4236+022 3,51+0,30
BHT - - - - - 3052+330 7,70+0,12

*Atividade antioxidante para uma concentragdo de 50 pg.mL". “Concentragio efetiva para uma inibigio de 50%.
Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 6 — Coeficientes de Regressao, coeficientes de determinacdo e os valores de p para o teste da falta de ajuste dos modelos

de primeira e segunda ordem.

COEFICIENTES DE REGRESSAO

MODELO DE PRIMEIRA ORDEM

Falta de ajuste (p-
Bo B1 B2 Bu B2z P12 R* RZ;jus alta lez]e‘;s e
Xo (Y1) 20,155 0,072 -0,090 - - 7,7x10* 0,658 0,315 0,252
TCT (Y>2) -312,406 0,426 11,924 - - -0,032 0,772 0,544 0,001
TFT (Y3) 149,230 0,180 0,016 - - -0,000 0,045 0,000 0,018
DPPH (Y4) ECs5 47,119* 0,100 -0,284 - - 0,002 0,839 0,677 0,209
ABTS (Ys) 2,000 0,007 0,006 - - -8,0x107° 0,043 0,000 0,063
MODELO DE SEGUNDA ORDEM
Xo (Y1) 16,370* 0,105 0,070 -2,5x10* -0,002* 7,7x10* 0,911 0,821 0,906
TCT (Y2) 230,055 -1,561 -15,500* 0,034 0,279* -0,032 0,996 0,992 0,097
TFT (Y3) 271,777* -5,006* -0,212 0,052* 0,003 -0,000 0,811 0,622 0,155
DPPH (Y4) ECs 35,038 0,542 -0,123 -0,006 -6,7x 10* 0,002 0,429 0,000 0,143
ABTS (Ys) 4,295 -0,085 -0,002 8,7x10* 9,6 x 10° -8,0x107 0,350 0,000 0,163

Valores de p para a falta de ajuste <0,05 estdo marcados em negrito e indicam que o modelo ndo se ajusta bem os dados experimentais.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Y1 = 16,370 + 0,105 X1 + 0,070X2 + 7,7 10_4X1X2

—2,5.107*X,% — 0,002X,> (12)
A superficie de resposta gerada (Figura 8 a — Parte 1) pelo modelo

de segunda ordem mostra que os maiores valores de rendimento sdo

obtidos para as temperaturas mais altas e teor de etanol entre 30 e 40%.

O diagrama de Pareto (Figura 8 a - parte 2) mostra os efeitos da
temperatura e do etanol nesta resposta. A variavel de maior influéncia no
rendimento ¢ a temperatura, que apresenta um efeito positivo, ou seja, o
aumento na temperatura amplia os rendimentos de extragdo. A segunda
variavel de maior influéncia foi o teor de etanol, com efeito negativo, ou
seja, o aumento do teor de etanol (nas misturas etanol:agua) reduz o
rendimento do processo.

Nesta pesquisa, o etanol tem uma resposta inversamente
proporcional ao rendimento de extragdo. Em todos os casos, quando o T
foi mantido constante e o teor de etanol aumentou, o rendimento diminuiu
(Tabela 5). Estes resultados estdo de acordo com Syahariza et al. (2017)
e Tripodo et al. (2018) que estudaram Momordica charantia e Lycium
barbarum L., respectivamente. O uso de misturas de solventes aumenta a
variedade de compostos solubilizados, diminuindo a seletividade, mas
também aumentando a intera¢do do analito alvo com a mistura, uma vez
que um solvente melhora a solubilidade do analito, o outro aumenta sua
dessorc¢do. Desta forma, a mistura de solventes promove maiores valores
de rendimento (MUSTAFA; TURNER, 2011). O fato do rendimento ter
diminuido com a concentragdo de etanol pode estar ligado também ao
indice de polaridade da mistura enquanto a agua tem indice de polaridade
9,00, o etanol tem indice de polaridade de 5,20 (Tabela 10). Desta
maneira, podemos inferir que os extratos de buriti apresentam maior
quantidade de compostos com polaridades proximas a da agua.

Por outro lado, na concentragdo constante de etanol, o rendimento
aumenta com o aumento da temperatura do processo, dentro da faixa de
variaveis estudadas. Em temperaturas mais altas, a taxa de difus@o e a
solubilidade do analito (soluto) aumentam, favorecendo o rendimento do
processo (SYAHARIZA et al., 2017). Além disso, as fortes interagdes
entre matriz e soluto devido as forgas de Van der Waals, pontes de
hidrogénio e atrativos dipolares sdo mais facilmente rompidas com o
aumento da temperatura (RICHTER et al., 1996), que também afetam a
reducdo da viscosidade do solvente, permitindo maior penetragdo de
solvente na matriz sélida (TRIPODO et al., 2018).
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Figura 8 — Superficies de Resposta (PARTE 1) e Diagramas de Pareto (PARTE

2) para as respostas analisadas. a) Rendimento; b) Carotendides Totais; ¢c) Teor
de Fenodlicos Totais; d) DPPH expresso em ECsg;e) ABTS.
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5.4.2 2Influéncia no teor de carotenoides totais dos extratos de casca de
buriti

Os resultados do contetido de carotenoides foram expressos em g
de equivalente em betacaroteno (EBC) por g de extrato (Tabela 5). Para
tanto, os resultados obtidos estdo correlacionados com uma curva padréo
de betacaroteno (disponivel no Apéndice) (R? = 0,997). Os resultados
deste experimento variaram de 23,38 a 1056,59 ug EBC.g"! de extrato. O
modelo de segunda ordem (R? = 0,996) foi utilizado para descrever a
relacdo entre o contetido de carotenoides e as variaveis independentes. Os
coeficientes do modelo estdo descritos na Tabela 6.

As temperaturas avaliadas ndo demonstraram efeito significativo
sobre o conteudo de carotenoides (Figura 8b — Parte 2) (valor de p <0,05).
Por outro lado, etanol e etanol quadratico, ambos influenciaram
positivamente no teor de carotenoides. A superficie de resposta gerada
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(Figura 8 b -Parte 1) demonstra claramente que o etanol foi quem mais
influenciou nesta resposta. Para a temperatura, a influéncia é minima (ha
um leve declive negativo quando a temperatura é aumentada).

O efeito da concentracdo de etanol no TCT estd associado a
solubilidade dos carotenoides na mistura de solventes. Estas moléculas
sdo principalmente apolares e pouco soluveis em agua (BUTNARIU,
2016), portanto, o aumento na concentracdo de etanol nas misturas de
solventes aumenta a solubilidade dos carotendides. A 20 bar e com
concentracdo de etanol variando de 0 a 10% (v/v), a solubilidade do f3-
caroteno, principal carotendide presente no buriti (CANDIDO; SILVA;
AGOSTINI-COSTA, 2015), aumentou de 93,254 para 200,32 ppm a 70
°Cede 10,96 a 107,25 a 100 °C (MOTTAHEDIN; ASL; LOTFOLLAH]I,
2017).

Mustafa, Trevino & Turner (2012) realizaram extragdo com
liquido pressurizado na cenoura, estudando este sistema com uma faixa
de temperatura de 60-180 ° C, diferentes ciclos de extragdo (1-5) e tempo
de processo (2-10 min.). Os autores verificaram que as quantidades de [3-
caroteno e a-caroteno extraidos foram maiores a 60 °C, indicando
degradacdo dos carotenodides com aumento da temperatura. Além disso,
Calvo, Dado & Santa-Maria (2007) demonstraram que uma faixa de
temperatura entre 25 a 60 °C ¢ suficiente para degradar carotendides como
B-caroteno, fitoflueno e fitoeno em até 1/3. Portanto, a baixa influéncia
da temperatura no TCT pode estar relacionada a solubilidade dos
carotendides e sua degradabilidade, em relacdo as condi¢des de
temperatura e solvente. Em geral, a temperatura aumenta a solubilidade
dos compostos, no entanto, 0 aumento da temperatura, acima de certo
ponto, ndo influencia mais a solubilidade e inicia a degradagéo
(MOTTAHEDIN; ASL; LOTFOLLAHI, 2017).

Os maiores valores de teor de carotenoides obtidos para os extratos
de casca de buriti foram das amostras 3, 4 e 11 apresentadas na Tabela 5
com valores de 678,77; 615,90 ¢ 1056,59 pg EBC por g de extrato,
respectivamente. Pereira-Freire ef al. (2018) encontraram 883 pug EBC por
g de extrato em extrato de casca de buriti extraidos com metanol.

Comparando os valores de carotenoides da casca de buriti com
valores encontrados para a polpa por diferentes autores Candido, Silva &
Agostini-costa (2015) e Franga et al. (1999), detectaram 528,6 ¢ 777 ug
de carotenoides totais por g de polpa de buriti, respectivamente. As
diferengas com o presente trabalho sdo principalmente devido a parte da
fruta, ou seja, a literatura mostrou dados para a polpa de buriti, enquanto
que neste trabalho os dados s@o para a casca. Outro aspecto ¢ a forma de
apresentagdo dos resultados, neste trabalho sfo expressos em
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equivalente em [-caroteno, enquanto alguns autores quantificaram os
carotenoides em HPLC ou por espectrofotometria, e usaram o coeficiente
de absortividade molar para obter seus resultados. A origem da matéria-
prima também afeta o conteudo de carotenoides, que sdo metabolitos
secundarios e dependem da interacdo da planta com o meio ambiente.
Esses metabolitos fazem com que as plantas se adaptem a seus habitats,
protegendo-os contra fatores fisicos e climaticos e contra predadores e
patégenos (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). Regides onde a
incidéncia de luz solar é mais alta, como a Amazonia (onde esta fruta foi
coletada) sdo mais propensas a apresentar maiores quantidades de
carotenoides, como demonstrado por Candido, Silva & Agostini-Costa
(2015). Esses autores, por exemplo, encontraram 311,3 e 528,6 ug de
carotenoides totais por g da amostra no bioma Cerrado ¢ Amazonia,
respectivamente.

5.4.2.3 Influéncia no Teor de Fenolicos Totais

O teor de fenolicos totais (TFT) estd expresso em mg de
equivalente de acido galico (EAG) por g de extrato e variou de 143,37 a
172,02 (Tabela 5). Para isso, os resultados obtidos estdo correlacionados
com uma curva padrdo de acido galico (apresentada no apéndice e cujo
R2 ¢ 0,980). Os coeficientes do modelo estdo descritos na Tabela 6 ¢
utilizou-se 0 modelo de segunda ordem (R? = 0,811) para descrever a
relacdo entre o TFT e as varidveis independentes.

A relagdo positiva entre a temperatura ¢ o TFT encontrado neste
trabalho também foi observada por Ciulu et al. (2017) em Stevia
rebaudiana. A superficie de resposta gerada por Tripodo et al. (2018)
também mostrou que a concentracdo maxima de fendlicos totais foi obtida
na maior temperatura ¢ com o maior teor de etanol (mistura etanol-agua)
avaliadas.

A superficie de resposta gerada para TFT em funcdo das varidveis
do processo ¢ mostrada na Figura 8c- Partel, onde o maior teor de
fenolicos totais é detectado na temperatura mais alta e maior concentragao
de etanol no solvente. Além disso, observando o grafico de Pareto para
TFT (Figura 8c-Parte 2), a variavel quadratica de temperatura foi a unica
que influenciou o TFT, com nivel de confianga de 95% (p-valor <0,05).

Comparado com os resultados de TFT obtidos por Tauchen et al.
(2016) para a casca de buriti (461,5 mg EAG. g de extrato), os resultados
encontrados neste trabalho foram menores, variando de 143,37 a 172,02
mg EAG por g de extrato. Os menores valores encontrados neste trabalho,
podem ser devido a diferentes fatores: a) metodologias utilizadas para
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extragdo (enquanto este trabalho utilizou PLE os autores utilizaram a
Soxhlet) b) matéria-prima de diferentes localidades (que passaram por
condi¢des climaticas e condi¢des de solo diferentes) ¢) metodologia de
fendlicos utilizada (os autores usam uma solugdo de carbonato de sodio
de 12,5% para reagir na solugao final enquanto deste trabalho ¢ 20%). Por
outro lado, os resultados encontrados neste trabalho sdo superiores aos
encontrados por Pereira-Freire ef al. (2018) que obtiveram 13 mg de EAG
por g de casca de buriti. Assim como, sdo superiores aos encontrados em
outros estudos para a polpa de buriti (KOOLEN et al., 2013; CANDIDO);
SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015; SCHIASSI et al., 2018).

O efeito positivo da temperatura no TFT é provavelmente devido
ao aumento da solubilidade com o aumento da temperatura, que também
promove maiores taxas de transferéncia de massa (CIULU et al., 2017).

5.4.2 4Influéncia na atividade antioxidante

A fim de avaliar as propriedades funcionais dos extratos de casca
de buriti, a atividade antioxidante foi obtida pelos métodos ABTS e
DPPH. Considerando a diversidade de mecanismos desempenhados pelo
composto antioxidante, ensaios combinados para detectar essa atividade
sd0 necessarios. O ensaio ABTS ¢ expresso em mmol de equivalente em
Trolox (ET) por g de extrato e 0 DPPH ¢é expresso em ECsp (ug.mL") (e
os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5). O modelo de
primeira ordem foi utilizado para descrever o DPPH (R? = 0,872) ¢ o
modelo de segunda ordem para representar o ABTS (R? = 0,350).

As superficies de resposta geradas (Figura 8 d-e - Parte 1) para os
dois métodos demonstram que os valores maximos foram obtidos para
baixa temperatura e alto teor de etanol. Os diagramas de Pareto Figura 8
d-e — Parte 2) mostram uma influéncia positiva significativa (p> 0,05) do
etanol em Y4 (DPPH) embora nenhuma influéncia tenha sido detectada
para analise de ABTS.

Os resultados do ABTS variaram de 1,87 a 2,70 mmol ET por g de
extrato, o que representa um valor de 283,45 a 382,90 umol ET por g de
casca fresca. Nao foram encontrados dados de ABTS para a casca de
buriti para comparagdo por essa metodologia. Para a polpa por outro lado,
Candido, Silva & Agostini-Costa (2015) encontraram 46,63 umol ET por
g de polpa de buriti e Schiassi et al. (2018) encontraram 6,03 pmol ET
por g de polpa fresca de buriti.

Com relagdo ao DPPH Koolen et al. (2013) obtiveram ECso de
19,58 mg.mL"! para polpa de buriti enquanto os resultados do presente
estudo variaram de 31,09 a 47,01 pg.mL' (Tabela 5). Os outros dois
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trabalhos que trabalham com casca de buriti e apresentam dados para
DPPH a comparag@o ndo € possivel, isso porque Tauchen et al. (2016)
expressaram seus resultados em equivalente em Trolox e Pereira-Freire
et al. (2018) encontraram um valor de ECs 0,1 + 0,1 mg.mL"!, este Gltimo
resultado com um desvio igual ao valor da média, o que pde em duvida o
valor encontrado pelos autores.

Nao foi possivel a comparagio dos resultados obtidos de atividade
antioxidante de casca de buriti com a mesma matéria-prima, mas sabe-se
que diferencas entre as atividades podem ser decorrentes da técnica de
extragdo utilizada, fonte das matérias-primas que podem ser afetadas
pelas condi¢des do solo, condigdes climaticas, entre outros fatores
(SCHIASSI et al., 2018). Além disso, em geral, as cascas apresentam
maior atividade antioxidante que as polpas, pois protegem os frutos contra
agentes externos, como microrganismos e insetos (RESENDE;
FRANCA; OLIVEIRA, 2019).

A atividade antioxidante do antioxidante sintético Butil-
Hidroxitolueno (BHT) apresentado na Tabela 5, foi menor que a obtida
para os extratos de casca de buriti recuperados por PLE. Esse
comportamento deve-se provavelmente a presenga de compostos
fenolicos do extrato de casca de buriti (Tabela 7), como acido cafeico e
acido protocatecuico, que possuem um poder antirradical superior ao
BHT, sendo 9,1 e 7,14, respectivamente, em comparagdo com 4,20 do
BHT (WILLIAM; CUVELIER; BERSET, 1995). Isto indica que a taxa
em que estes extratos sequestram o radical DPPH ¢é maior do que a taxa
que o BHT sequestra dentro de 30 minutos.

Como mencionado anteriormente, ndo ha muitos estudos sobre a
extracdo da casca do buriti, os dados da literatura sdo mais focados na
polpa da fruta. Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o
PLE ¢é uma alternativa viavel para a recuperagdo de compostos fenolicos
e carotenoides da casca de buriti, mostrando em valores gerais de
atividade antioxidante maior que a polpa de buriti.

5.4.3 Perfil de fenolicos dos extratos de casca de buriti obtidos no
PLE

Devido ao fato do conteudo de fendlicos ser muito mais afetado
pela temperatura do que pelo teor de etanol (Figura 8c-Parte 2) o perfil
fenolico foi realizado para amostras de extrato recuperadas com
concentracdo de etanol constante (50%) e variando a temperatura (28,79
°C;50°Ce71,21 ° C). Os ensaios selecionados para avaliagdo do perfil
de compostos fendlicos foram: 8, 5 e 9 (Tabela 5).
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Entre os 46 compostos fenodlicos testados como padrdo, um total
de 27 foram detectados em todas as 3 amostras de extratos de casca de
buriti analisadas, e os resultados sdo apresentados na Tabela 7. Os
parametros para a identificagdo e quantificacdo de compostos fenodlicos
foram tempo de retencdo, ion quantitativo e limites de identificacdo
(LOD) e quantificagdo (LOQ) que sdo apresentados no apéndice Tabela
17. Os compostos extraidos foram predominantemente acidos fenolicos e
flavonodides, embora outras classes fenolicas também tenham sido
detectadas.

Os compostos fenodlicos quantificados com maior concentragido
nos extratos de casca de buriti a 28,79 °C foram: Isoquercetina> Acido
feralico> Acido vanilico> Acido protocatecuico> Acido cafeico; ja a
50°C foram Acido feralico> Acido protocatecuico> Isoquercetina> Acido
vanilico> Quercetina e; por fim a 71,21 °C Epicatequina> Quercetina>
Acido feralico> Catequina> Acido Protocatecuico. Deve-se notar que
sete compostos foram identificados pela primeira vez em associagdo com
o buriti, neste caso a partir de extratos de casca de buriti (compostos da
Tabela 7 marcados com asterisco).

Como pode ser verificado alguns compostos tiveram sua
concentra¢do reduzida com o aumento de temperatura (acido caféico,
acido ferrulico e acido galico sdo exemplos) enquanto outros tiveram um
aumento na sua concentra¢do (catequina, hispidulina, taxifolina e
Kaempferol, sdo exemplos). Estas respostas podem estar associadas com
a degradabilidade dos compostos com o aumento de temperatura ou a
maneira como esse pardmetro influencia a capacidade de solubilidade dos
compostos, de maneira que alguns feno6licos podem ter solubilidade 6tima
em determinada temperatura (como € o caso do acido siringico e acido
sinapico que tiveram maiores concentragdes na temperatura
intermedidria).

Até onde se sabe, apenas dois estudos da literatura quantificaram
compostos fenolicos de amostras de buriti, isto €, da casca (TAUCHEN
etal.,2016) e dapolpa (BATAGLION et al., 2014) (note que no trabalho
realizado por Koolen et al. (2013) houve apenas identificacdo dos
compostos). Esses autores encontraram acido clorogénico, acido
protocatecuico e isoquercetina como 0S principais compostos.
Diferentemente desses autores, o acido clorogénico foi encontrado no
presente trabalho em menor concentragio e, de longe, superado pelo teor
de acido ferulico de todas as trés amostras citadas acima. Portanto, a alta
atividade antioxidante detectada por esses extratos, obtidos pelo PLE,
pode ser devido a presenga de tais compostos (acido fertlico,
isoquercetina e dacido protocatecuico), que tém suas atividades
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antioxidantes citadas na literatura (KANKI et al., 2002; KAKKAR;
BAIS, 2014; CRUZ-ZUNIGA et al., 2016).

Tabela 7 - Perfil fenolico do extrato de casca de buriti extraidos por
PLE (ug.g’! de extrato).

ENSAIOS
8 5 9
COMPOSTOS FENOLICOS (“TC) 28.79 50.00 71.21
E

(%) 50.00 50.00 50.00
Acidos fenélicos
1 écido Caféico 11! 158,88 112,14 79,74
2 Acido Clorogénico® - 52,77 11,60 12,42
3 Acido Elagico* <LOQ <LOQ <LOQ
4 écido Ferulico" " 1352,19 679,52 403,81
5 écido Galico' 34,20 6,69 <LOQ
6 Acido Protocatecuico 367,97 403,48 302,02
7 Acido Salicilico’ <LOQ nd nd
8 écido Sinapico' 3,21 3,71 2,00
9 écido Siringico' 101,24 120,56 116,85
10 écido Vanilico' 469,40 376,22 283,95
11 Acido p-cumiarico* " 4,46 <LOQ <LOQ
Flavonoides
12 Apigenina 1! 2,00 1,56 2,10
13 Aromadendrina* 6,78 4,87 nd
14  Catequina'™™ 14,15 137,89 355,78
15  Crisina* <LOQ  <LOQ <LOQ
16 Epicatequina "" <LOQ 14,01 559,20
17 Hispidulina* 2,74 2,63 3,49
18 Isoquercetina' 1560,72 382,62 462,52
19 Kaempferol " " nd <LOQ 21,63
20 Miricetina 1M1 11,53 10,46 11,27
21  Quercetina M1 146,15 139,99 125,78
22 Rutina "™ <LOQ nd nd
23  Taxifolina* 5,53 19,75 29,54
24  Vitexina ! 1,99 <LOQ 1,14
Aldeidos Fenélicos
25 Vanilina* <LOQ 3,25 3,74
Cumarina
26 Umbeliferona* 11,74 6,55 6,43
Estilbeno
27 Resveratrol' nd <LOQ nd

nd ndo detectado. < LOQ — identificado, mas ndo quantificado. *Reportado pela primeira vez. 'Reportado por
(TAUCHEN et al., 2016) em polpa ou casca de buriti; "Reportado por (BATAGLION et al., 2014) em polpa de
buriti; "' Reportado por (KOOLEN et al., 2013) em polpa de buriti.

Fonte: elaborado pelo autor.
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O 4cido ferulico, encontrado nas amostras de casca de buriti em
concentragdes acima de 400 pg.g' de extrato, estd associado com
diferentes atividades bioldgicas, como atividade antioxidante e pro-
oxidante (MAURYA; DEVASAGAYAM, 2010) atividade antibacteriana
(IBITOYE; AJIBOYE, 2019), anti-ulcera (UMRE et al., 2018), entre
outras.

O acido protocatecuico (encontrado nos extratos de casca de buriti
em concentragdes > 300 pg.g!' de extrato) apresenta alta atividade
antioxidante em sistemas in vitro (LI et al., 2011). Além disso, apresenta
outras atividades como atividade antibacteriana, antidiabético, anticancer,
anti-inflamatoria, analgésica entre outras (KAKKAR; BAIS, 2014).

Em concentragdes maiores do que 280 ug.g!' de extrato o acido
vanilico apresenta atividades como inibi¢do da agdo do veneno de cobra,
anticancer, anti-inflamatoria e evitando a apoptose, sendo muito popular
por seu odor agradavel (GITZINGER et al., 2011).

A isoquercetina (encontrado em concentragdes > 380 pg.g”!' de
extrato) ¢ um flavonoide com atividade antioxidante (CRUZ-ZUNIGA et
al., 2016), inibi¢do frente ao virus influenza A (KIM; NARAYANAN;
CHANG, 2010), além de ter propriedades anti-inflamatorias,
antidiabéticas, neuroprotetivas e antidepressivas (JAYACHANDRAN et
al., 2019).

A catequina é um flavonoide com diferentes atividades associadas
como antibacteriana, anticancer, antifiingica, efeito anti-inflamatorio,
entre outras (GADKARI; BALARAMAN, 2015). Conforme
Albuquerque et al., (2016), que identificou este composto em extratos de
Arbutus unedo L., a temperatura de processo afeta o rendimento de
catequina, cuja maior concentracao foi obtida em 137 + 8 °C empregando
solucdo etandlica e micro-ondas. Essa influéncia positiva da temperatura
na extragdo da catequina também foi percebida no presente trabalho, cuja
concentragdo variou de 14,15 até 355,78 pg.g™!' de extrato com a elevagdo
da temperatura de 28,79 a 71,21°C. Analogamente, o efeito positivo da
temperatura também foi observado para a epicatequina, que alcangou a
maior concentragdo, de 559,20 pg.g' de extrato na temperatura de
71,21°C.

5.4.4 Condicgoes 6timas obtidas para o PLE

A Tabela 8 mostra as condi¢des 6timas individuais e globais das
variaveis de processo em relagdo ao conjunto de respostas avaliadas neste
estudo. A fungo de desejabilidade (desirability) foi usada para definir
este propoésito. A otimizacdo de multiplas respostas foi utilizada
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considerando apenas as respostas maximas desejadas (exceto ECso, onde
um valor minimo ¢ desejado). A condicao 6tima global obtida através dos
modelos foi de 71,21 °C e 91,58% de etanol (mistura etanol-dgua) e os
valores previstos sdo apresentados na Tabela 8. O nivel de desejabilidade
obtido na maximizacdo de todas as respostas foi de 0,762. Esse valor ja
era esperado, pois as respostas 6timas individuas tém valores de T ¢ E
diferentes da global. Por exemplo, para temperatura, enquanto o TFT e o
rendimento exigem valores altos para atingir a resposta maxima,
antioxidantes e carotenoides necessitam de temperaturas mais brandas
para que este o6timo seja alcancado. Em um estudo similar realizado por
(GILBERT-LOPEZ et al., 2017) com Phaeodactylum tricornutum, eles
obtiveram um valor de desejabilidade de 0,699 e supuseram que esse
resultado devia-se ao fato de o rendimento ter tido um valor de resposta
individual totalmente diferente da condi¢do global. Desta forma, eles
retiraram essa variavel e obtiveram novas condi¢des 6timas e um valor de
desejabilidade de 0,905.

Tabela 8 — Respostas otimas individuais e global para os extratos de casca de
buriti obtidos por PLE.

OTIMO INDIVIDUAL
Resposta Resposta
0, 0,
TCO E (%) Predita Experimental
Rendimento (Y;) 71,21 38,12 24,91 -
Carotenoides (Y>) 37,70 92,43 1056,65 -
Fenolicos Totais (Y3) 71,21 92,43 184,10 -
DPPH -ECs(Y4) 28,79 92,43 28,21 -
ABTS (Ys) 35,15 92,43 2,71 -
OTIMO GLOBAL
Rendimento (Y;) 20,11 19,29 £ 0,45
Carotenoides (Y>) 1010,50 978,42 +£52,45
Fenolicos Totais (Y3) 71,21 91,58 183,84 167,33 £ 6,38
ECs)(Yy) 39,21 42,28 +0,42
ABTS (Ys) 2,69 3,44 +0,10

Fonte: Elaborado pelo autor.

A condicdo 6tima global foi testada em triplicata para verificar se
0 modelo gerado tinha uma boa previsdo. A partir dos valores obtidos na
condi¢do 6tima, o Unico que esta dentro do intervalo previsto foi o TCT.
Os valores obtidos para as outras respostas nao estdo dentro do intervalo
previsto. Os erros foram calculados pela razdo da diferenga entre o valor
previsto e o calculado pelo previsto (expresso em porcentagem). Para
rendimento esses valores variaram de 1,84 a 6,32%; 5,51-12,45% para o
TFT; 6,76 a 8,90 para o DPPH e para o ABTS variaram de 24,16 a
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31,60%. Os maiores erros obtidos foram para o ABTS ¢ o contetido de
fenolico total, isto ja era esperado, uma vez que seus valores de R? eram
baixos (0,811 e 0,350, respectivamente). Estes resultados implicam, com
excegdo dos valores para ABTS e TFT, em uma boa concordancia entre
os resultados previstos pelo modelo e aqueles obtidos experimentalmente.

Importante salientar que, para a otimizagdo global do processo,
considerando todas as respostas avaliadas (rendimento, teor de fenolicos,
teor de carotenoides e atividade antioxidante), foi conferido o mesmo
peso para cada uma. Por outro lado, caso a otimizacdo busque maior
rendimento em carotenoides, por exemplo, maior peso deve ser dado a
esta resposta, em detrimento das demais. Com isto, a condi¢do Otima
global resultara proxima da condigdo 6tima individual para esta resposta
(teor de carotenoides).

5.4.5 Comparacio entre PLE e Soxhlet

Como forma de comparagdo, a extragdo da casca de buriti foi
realizada por Soxhlet utilizando etanol como solvente (Tabela 5), e os
valores foram comparados com os dados do PLE apds otimizagéo (Tabela
8). Como pode ser observado, os resultados de ambas as técnicas foram
muito semelhantes. No entanto, o uso de PLE oferece as vantagens de
menor gasto com solventes e menor tempo de extracdo. Por exemplo, o
método Soxhlet foi realizado em 6 horas de extra¢do, enquanto o PLE foi
realizado em apenas 40 minutos. Além disso, para o Soxhlet utilizou-se
150 mL de etanol contra contra 120 mL de solvente (~ 110 mL de etanol
e 10 mL de agua) no PLE. Entdo, comparado ao Soxhlet, o PLE ¢ uma
alternativa mais verde para extrair compostos fenolicos e carotenoides da
casca do buriti.

5.5 RENDIMENTO DAS EXTRACOES OBTIDAS POR
DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO

A Tabela 9 apresenta o rendimento médio das extragdes realizadas
para a semente e para a casca de buriti com diferentes técnicas de extracio
(ultrassom, Soxhlet, micro-ondas e comparadas com a condi¢do 6tima
global obtida no PLE) e com diferentes solventes (hexano, etanol, agua e
misturas etanol-agua). As extragdes da semente com teor de etanol de 20
e 80% no ultrassom ndo foram realizadas devido as outras extragdes neste
equipamento ja indicarem um baixo rendimento para estes extratos.
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Tabela 9 — Rendimento médio das extragdes realizadas para a semente e casca

de buriti.
SEMENTE CASCA
Técnica de Extracio Solvente Xo (Y%)**
Hexano 0,46 £ 0,07 1,50 0,16
Soxhlet Etanol 2,46 +£0,45¢ 21,26 +1,12F
© Etanol 50% 9,66 + 0,89¢ 25,89 +0,026
Agua 12,30 + 0,328 18,04 + 0,52PF
Hexano 0,49 £ 0,04* 0,94 £ 0,024
Etanol 0,63 +£0,01* 1,99 £ 0,074
Ultrassom Etanol 20% - 14,28 £ 0,458
Etanol 50% 10,30 + 0,20°f 19,73 £ 0,60%F
Etanol 80% - 17,78 £ 1,05
Agua 11,38 +£0,39% 16,10 + 0,505
MAE 70°C Etanol 80% 4,94 +0,23° 14,88 £1,515¢
MAE 100°C Etanol 80% 6,21 £0,28% 15,69 + 0,745
MAE 130°C Etanol 80% 7,07 £0,61¢ 16,88 + 0,39
PLE* Etanol 91,58% 5,51£0,27° 19,29 + 0,45%F

* Condigdo Otima global obtida no PLE (T=71,21 °C e teor de etanol na mistura etanol-dgua 91,58%).
** Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser verificado, o maior rendimento para a semente de
buriti foi obtido com a técnica do Soxhlet utilizando 4gua como solvente
(12,30%), seguida da técnica de ultrassom também utilizando dgua como
solvente (11,38%), valores sem diferenca significativa ao nivel de 5%.
Por outro lado, os menores valores de rendimento foram com hexano
como solvente no Soxhlet e no Ultrassom (0,46 e 0,49, respectivamente),
resultados estes sem diferenca significativa.

Para a casca de buriti, o maior rendimento foi obtido utilizando a
mistura etanol-agua (50%) com a técnica do Soxhlet (25,89%) que foi
seguida também pela mesma técnica utilizando etanol como solvente
(21,26%), estes resultados diferem ao nivel de 5% de significancia. Os
menores valores de rendimento da casca também foram obtidos utilizando
hexano como solvente, de 0,94 e 1,50% para ultrassom e Soxhlet,
respectivamente (valores sem diferenca estatistica ao nivel de 5%).

A técnica em que obteve-se os maiores valores de rendimento para
a semente ¢ para a casca foi a Soxhlet. Os altos valores de rendimento
encontrados nesta técnica devem-se ao refluxo e as altas temperaturas
envolvidas. No Soxhlet o solvente evapora, condensa e entra em contato
com a matriz por varias vezes (CHEN; URBAN, 2015). Esse reciclo faz
com que o solvente sempre entre em contato com a matriz puro, isso



&9

permite interagdes mais fortes entre soluto e solvente o que contribui para
a maior solubilizagcdo dos componentes das matérias-primas. Além disso,
o fato de a técnica do Soxhlet empregar temperaturas muito proximas a
temperatura de ebuli¢do dos solventes faz com que a tensdo superficial e
a viscosidade sejam reduzidas, o que promove uma maior acessibilidade
dos compostos (MAZZUTTI et al., 2012).

Na Tabela 9 também podemos verificar diferentes valores de
rendimento para os diferentes solventes, o que nos leva crer que as
matrizes utilizadas apresentam compostos de diferentes polaridades.
Solutos polares sdo solubilizados em compostos polares como, por
exemplo, metanol, etanol e agua. Solutos apolares, por sua vez, sdo
solubilizados em solventes apolares como hexano, benzeno e tolueno
(JADHAV et al., 2009). Desta maneira, os baixos rendimentos
alcangados com o uso de hexano como solvente podem ser atribuidos ao
fato das matrizes vegetais estudadas apresentarem menores quantidades
de compostos apolares, ou ricas em compostos polares.

Para a casca quando comparamos o uso do mesmo solvente nas
diferentes técnicas o que percebemos é que s6 houveram diferencas
significativas quando observamos a extracdo com Soxhlet contra o
ultrassom utilizando Etanol e etanol 50% como solventes. Isso pode estar
ligado a maneira como o Soxhlet opera como discutido anteriormente.

Na Figura 9 sdo apresentados os rendimentos médios obtidos com
a técnica de micro-ondas para a casca ¢ a semente do buriti e como estes
rendimentos sdo afetados pela temperatura. Em ambos os casos, tanto
para a casca como para a semente esta variavel teve um efeito positivo no
rendimento, apesar de em geral, ndo apresentarem diferenca significativa
ao nivel de 5%. Este efeito proporcional entre T e Xo deve-se ao fato da
dessorcdo dos analitos em sitios ativos alvos aumentar, isso
concomitantemente ao fato de que o aumento da temperatura reduzem a
tensdo superficial e a viscosidade dos solventes, permitindo uma melhor
solubilizagdo dos compostos devido uma penetragdo mais intensa na
matriz ¢ uma melhor molhabilidade (ESKILSSON; BJORKLUND,
2000). No entanto, deve ser levado em consideragdo que uma maior
atividade biologica podera nio ser alcancada, uma vez que alguns
compostos podem ser termolébeis.

Importante ressaltar também os valores de rendimento obtidos com
a técnica de micro-ondas, pois estes valores foram em geral
intermediarios e com um tempo inferior as demais técnicas, enquanto no
micro-ondas o tempo de extra¢do utilizado foi de 10 min., Soxhlet,
ultrassom e PLE, foram realizados em 6 h, 15 min e 40 min,
respectivamente.
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Figura 9 — Rendimentos médios obtidos com a técnica de micro-ondas para a
casca e semente do buriti em diferentes temperaturas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 10 ¢ apresentado o rendimento médio obtido para
semente e casca de buriti utilizando a técnica de ultrassom e sua rela¢do
com o teor de etanol. Nela podemos observar que para a semente o
aumento do contetdo de etanol reduz o rendimento de extracdo. Por outro
lado, para a casca a relagdo entre o contetido de etanol e o rendimento néo
¢ linear. Isso aliado aos valores de indice de polaridade apresentados na
Tabela 10 revelam que os extratos de semente de buriti sdo altamente
polares, pois a agua foi o solvente com o qual obteve-se 0s maiores
valores de rendimento. Para a casca os extratos apresentam polaridade de
intermedidria a alta.

Figura 10 — Rendimentos médios obtidos com a técnica de ultrassom para a
casca e a semente do buriti em diferentes teores de etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.



91

Tabela 10 — Indice de polaridade dos solventes utilizados para a extragio de
casca e semente de buriti.

Solvente Indice de Polaridade *
Hexano 0,00
Etanol 5,20
Etanol 80 % 5,96
Etanol 50 % 7,10
Etaqol 20 % 8,24
Agua 9,00

20Os indices de mistura de solventes aquosos foram calculados a partir da equagdo ((IA / 100) x PA)) + ((IB / 100)x PB)
onde: TA ¢ o indice de polaridade do solvente A e IB ¢ o indice de polaridade do solvente B, respectivamente, ¢ PA ¢ PB
530 os percentuais dos solventes A e B, respectivamente, na mistura (MARKOM ez al., 2007).

Fonte: elaborado pelo autor.

Nao foram encontrados valores de rendimentos para extratos
obtidos de semente e casca de buriti para fins de comparag@o. No entanto
outros trabalhos do grupo com sementes de butia, umbu, ¢ maracuja
(OLIVEIRA et al., 2016a; CRUZ et al., 2017; DIAS et al., 2019)
revelaram maiores valores de rendimento, se comparados com a semente
de buriti encontradas neste trabalho, quando utilizaram hexano como
solvente, isto sugere que para a semente de buriti provavelmente os
compostos de baixa polaridade estdo presentes em menor quantidade.

5.6 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DOS EXTRATOS OBTIDOS
POR DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO

Os valores obtidos para o Teor de fenolicos totais (TFT) dos
extratos de casca e semente de buriti s3o apresentados na Tabela 11. Cabe
ressaltar que a quantidade de extrato obtido com hexano para a semente
do buriti foi muito baixo (Tabela 9) e, por isso, ndo foram realizadas
analises de TFT e de atividade antioxidante para estes extratos.

A curva padrido de acido galico utilizada para correlacionar os
dados do extrato ¢ apresentado no apéndice e os resultados estdo
expressos em equivalente de acido galico por g de extrato (mg EAG/g
extrato).

O maior valor de TFT obtido para a semente de buriti ocorreu
utilizando a técnica de micro-ondas com etanol 80% como solvente e
temperatura de 130°C (72,67 mg EAG/g de extrato), o segundo maior
valor, foi obtido com ultrassom com etanol como solvente (54,69 mg
EAG/g de extrato), sendo que os dois valores diferiram estatisticamente
ao nivel de 5%. Por outro lado, o menor valor de TFT para a semente
ocorreu utilizando a técnica de ultrassom e com etanol 50%. O segundo
menor valor foi obtido utilizando as condigdes oOtimas do PLE
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encontradas para a casca e nao houve diferenca significativa entre estes

valores.

Tabela 11 — Teor de Fenolicos totais (TFT) dos extratos de casca e semente de
buriti obtidos com as diferentes técnicas e diferentes solventes.

SEMENTE CASCA
Técnica de Solvente TFT** (mg EAG/g de extrato)
Extracao g g
Hexano - 5,02 £0,35%
Soxhlet Etanol 18,76 £1,66%* 162,36 £9,55°
Etanol 50% 29,33 +2,90¢ 137,33 £1,73¢
Agua 24,79 + 2,235 159,18 + 4,80PF
Hexano - 8,53+0,71*
Etanol 54,69 + 4,32¢ 86,10 = 1,46°
Ultrassom Etanol 20% - 144,25 £0,67¢
Etanol 50% 12,71 £ 1,09¢ 148,35 +£2,97°P
Etanol 80% - 148,62 + 3,14
Agua 21,07 £ 1,14 83,39 £2,298
MAE 70°C Etanol 80% 20,04 + 1,06 287,10 + 4,90"
MAE 100°C Etanol 80% 30,74 +2,87¢ 278,13 +2,55"
MAE 130°C Etanol 80% 72,67 +1,80" 317,55 +4,78¢
PLE* Etanol 91,58% 15,54 £ 0,94* 167,33 + 6,38F

* Condigdo 6tima global obtida no PLE (T=71,21 °C ¢ teor de etanol na mistura etanol-agua 91,58%).
** Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relacdo a casca do buriti os maiores valores de TFT ocorreram
com a técnica de micro-ondas, sendo o maior valor obtido a 130 °C. Por
outro lado, os menores valores ocorreram utilizando o hexano como
solvente nas técnicas de ultrassom e de Soxhlet, cujos resultados foram
8,53 ¢ 5,02 mg EAG/g de extrato, respectivamente.

O fato do hexano ter sido o solvente cujos resultados de TFT foram
0s menores representa que os extratos de casca e semente de buriti
apresentam poucos compostos fenolicos de baixa polaridade. Os
resultados encontrados para semente ¢ casca de buriti estdo em acordo
com os encontrados por Dias et al. (2019) e Oliveira et al. (2016) com
semente de umbu e torta e semente de maracuja que também obtiveram
baixos valores de TFT para extratos obtidos com hexano, e maiores
valores de TFT quando utilizaram mistura etanol/agua.

Na Figura 11 pode ser observado um efeito positivo entre a
temperatura ¢ a resposta de TFT para a semente de buriti, esta situacdo
também foi encontrada por Pettinato et al. (2018) e Mazzutti et al. (2017),
que trabalharam com “spent coffee grounds” e tipos de Plantago o Major
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e lanceolata, onde o aumento da temperatura também promoveu um
aumento no valor de TFT. Para a casca esse efeito ndo ¢ observado, o que
se percebe ¢ que o valor a 100 °C é menor do que a 70 e 130°C, no entanto,
ndo houve diferenga significativa entre as temperaturas de 70 ¢ 100 °C. O
aumento dos fendlicos com a temperatura pode estar associado com a
constante dielétrica da mistura de solvente, isso pois a 4gua tem uma alta
constante dielétrica, e a adigdo desta permite aumentar os indices de
polaridade. Isso reflete em maior absor¢ao da energia de micro-ondas o
que implica em grande agitacdo molecular causando ruptura das células e
uma liberacdo facilitada de fenolicos (MOREIRA et al., 2017).

A Figura 12 apresenta a relagdo do TFT dos extratos de casca e de
semente de buriti com o contetido de etanol no solvente. Nesta podemos
perceber que TFT aumenta para valores intermediarios de etanol na casca,
enquanto que para a casca diminui. A figura s6 vem reforgar o fato de que
diferentes matrizes apresentam varios compostos fendlicos, com
diferentes polaridades, dai a importancia de estudar o efeito do tipo de
solventes para a sua extragao.

Figura 11 — Teor de Fenolicos Totais dos extratos de casca e semente de buriti
obtidos com micro-ondas em diferentes temperaturas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Resultados semelhantes para o TFT para o extrato de casca de
semente de buriti foram encontrados por Moreira et al. (2017) para
residuos de madeira de macieira onde valores intermediarios de mistura
etanol/agua ofereceram maiores valores de TFT do que os solventes
puros. Segundo os autores o maior rendimento na mistura deve-se as
propriedades que a mistura proporciona. No caso dessa mistura a agua
age como um agente de intumescimento, permitindo que o etanol penetre
mais facilmente na matriz rompendo a liga¢ao soluto-solvente.
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Figura 12 - Teor de Fendlicos Totais dos extratos de casca e semente de buriti
obtidos com ultrassom em diferentes teores de etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Comparando os resultados obtidos de TFT da semente de buriti
com os encontradas na literatura para a mesma matriz Contreras-Calderon
et al. (2011) encontraram 67,5 + 4,70 mg EAG/ 100 g de fruta fresca, ja
Luzia (2012) encontrou um valor de 4,59 mg EAG/g de dleo. Os
resultados deste estudo, por sua vez, variaram de 12,71 a 72,67 mg EAG/g
de extrato, sendo estes superiores aos encontrados por Luzia (2012), as
diferencas nos valores obtidos, pode ser em decorréncia da técnica de
extragdo utilizada. A autora utilizou uma extragdo a frio que contém uma
maior fragdo lipidica (apolar) e, como foi verificado neste trabalho, as
extragdes com maior fragdo apolar tiveram menores valores de TFT.

Resultados para a casca de buriti obtidos por Tauchen ez al. (2016)
foram superiores aos encontrados neste trabalho os autores encontraram
um valor de 461,5 mg EAG/g de extrato, sendo que os resultados deste
estudo variaram de 5,02 até 317,55 mg EAG/g de extrato. A diferenca nos
resultados obtidos neste trabalho com os resultados da literatura pode ser
devido a metodologia utilizada de TFT, condi¢des de extragdo, matrizes
provenientes de diferentes localidades, condigdes climaticas, além de
diferentes condi¢des de solo o que acaba afetando os teores de fenolicos
dos frutos.

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS OBTIDOS
POR DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO

5.7.1 Atividade antioxidante pelo método de DPPH

Na Tabela 12 s@o apresentados os resultados obtidos para a
capacidade antioxidante dos extratos de casca e semente de buriti
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utilizando o método de DPPH, assim como ¢ apresentado a atividade
antioxidante do hidroxitolueno butilado (BHT), um antioxidante sintético
altamente empregado na industria alimenticia (RAMALHO; JORGE,
2006). Os valores estdo expressos em ECso (effective concentration) que
¢ definido como a quantidade de antioxidante necessaria (expressa em
unidades de concentragdo) para diminuir a concentracdo inicial de
radicais em 50% (SRIDHAR; LINTON, 2019).

Tabela 12 — Capacidade antioxidante pelo método de DPPH dos extratos de
semente ¢ casca de buriti obtidos com diferentes solventes e técnicas de
extracao.

SEMENTE CASCA
Técnica de Solvente DPPH** ECs) (ng.mL")
Extragio so0 (ng-
Hexano - 1557,09 + 32,12F
Soxhlet Etanol 713,54 + 18,39t 4236 + 0,224BC
oxhie Etanol 50% 785,31 % 6,63 24,07 + 0,254
Agua 771,79 5,23 60,51 + 1,17°P
Hexano - 577,48 £2,71F
Etanol 328,50 + 2,674 75,04 + 0,05P
Ultrassom Etanol 20% - 69,98 + 4,017
Etanol 50% 1187,17 + 2,00 29,73 0,258
Etanol 80% y 51,13 £ 0,675CP
Agua 906,84 + 44,11" 66,54+ 1,76P
MAE 70°C Etanol 80% 546,12 + 10,43 21,72+ 0,424
MAE 100°C Etanol 80% 423,26 + 6,52° 20,19 + 0,374
MAE 130°C Etanol 80% 132,34 £ 1,07 20,75+ 026"
PLE* Etanol 91,58% 274,85 + 3,46° 4228 + 0,424BC
BHT - 305,2 43,30 305,2 43,30

* Condigdo 6tima global obtida no PLE (T=71,21 °C ¢ teor de etanol na mistura etanol-agua 91,58%).
** Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Importante ressaltar que, diferente das respostas anteriores, em que
o maior valor era o melhor resultado, para a analise de atividade
antioxidante pelo método de DPPH apresentado aqui, os menores valores
¢ que sdo desejados, ja que isso implica menor quantidade de extrato
necessaria para obter aquela atividade antioxidante. Sendo assim, os
extratos da semente de buriti que tiveram a maior atividade antioxidante
foram os obtidos com micro-ondas a 130 °C e com PLE na condi¢do 6tima
(132,34 € 274,85 pg.mL"!, respectivamente), sendo que houve diferenga
significativa entre estes extratos. Por outro lado, os menores valores
foram encontrados para a técnica de ultrassom utilizando a mistura etanol-
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agua 50% e agua, respectivamente, que também foram estatisticamente
diferentes entre si.

Com relagdo aos extratos da casca, os maiores valores encontrados
foram utilizando a técnica do micro-ondas, que ndo demonstraram
diferenca significativa entre si. Por outro lado, os menores valores foram
obtidos utilizando hexano como solvente, também ndo diferindo
estatisticamente.

Comparando os valores obtidos com o BHT o que pode-se
perceber € que para a semente somente duas amostras tiveram maior
atividade que o BHT, enquanto para a casca somente duas amostras foram
maiores que o BHT indicando uma alta atividade antioxidante dos
extratos de casca de buriti.

Phongpaichit et al. (2007) propuseram uma classificagdo da
atividade antioxidante com relagdo ao valor de ECso. Para este autor,
valores de ECso >250 pg.mL-!' sdo considerados inativos; valores entre
100 — 250 pg.mL! sdo fracos antioxidantes; entre 50-100 pg.mL"' sdo
antioxidantes moderados; entre 10-50 pg.mL’! antioxidantes fortes; e
menores que 10 pg.mL"!' sdo considerados antioxidantes muito fortes.
Apesar de ndo ser a maneira mais correta, (devido ao fato de que existem
diferentes metodologias de DPPH, algumas com solugdes de DPPH mais
ou menos concentradas, leituras a diferentes absorbancias (515-523),
relacdes amostras:DPPH diferentes, além de diferentes tempos de reagao,
sob condig¢des de temperatura distintas) essa classificagdo sera utilizada
aqui neste trabalho para fins de organizacdo com relagdo a atividade.
Assim, segundo esta classificacdo, somente um extrato de semente de
buriti (EAM 80% 130 °C) ndo ¢ considerado inativo, apresentando-se
como um fraco antioxidante. Por outro lado, para a casca de buriti duas
amostras sdo classificadas como inativas (Soxhlet com Hexano e
Ultrassom com Hexano), 5 amostras sdo classificadas como antioxidantes
moderados e 7 amostras como antioxidantes fortes.

A Figura 13 apresenta como a capacidade antioxidante dos extratos
de casca e semente do buriti variaram com a temperatura na técnica de
micro-ondas. Na imagem podemos verificar um efeito positivo da
temperatura na atividade antioxidante do extrato de semente, uma vez que
menores valores de ECso representam maiores valores de atividade
antioxidante. Na casca, por sua vez, essa diferenca ndo foi detectada e
inclusive nao houve diferenga significativa entre estes valores.

Na Figura 14 ¢ apresentado como o conteudo de etanol interferiu
na atividade antioxidante dos extratos de semente e casca de buriti pelo
método de DPPH. A situagdo aqui se repetiu como no TFT discutido na
secdo anterior, ou seja, enquanto que para a semente o menor valor foi
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encontrado para a condig¢@o intermediaria (50% de etanol na mistura
etanol dgua) para a casca a melhor condi¢do foi encontrada na condi¢ao
intermedidria.

Figura 13 — Capacidade antioxidante pelo método de DPPH dos extratos de
casca e semente de buriti obtidos com micro-ondas em diferentes
temperaturas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Comparando os resultados aqui obtidos com a literatura para a
semente de buriti foi verificado que Contreras-Calderon et al. (2011) nao
realizaram atividade antioxidante pelo método de DPPH e que Luzia,
(2012) encontrou um valor de ECso de 5,16 mg.mL"! valor este bem acima
dos reportados aqui. No entanto, ¢ importante salientar que o método de
extragdo utilizada por essa autora foi a frio com cloroférmio, metanol e
agua na proporgdo (2:1:0,8 v/v), obtendo um extrato de baixa polaridade
e como vimos na Tabela 12 extratos com baixa polaridade (obtidos com
hexano) apresentaram maiores valores de ECso, € portanto, menores
valores de atividade antioxidante.

Para a casca de buriti Tauchen et al. (2016) encontrou um valor de
atividade antioxidante de 1062,9 pg de ET por mg de extrato, unidade
esta, diferente deste trabalho onde aqui os valores estdo expressos em
ECso. Comparando os resultados com a casca de feijoa, neste caso,
utilizando a mesma metodologia, (SANTOS et al., 2019) encontrou um
valor de ECs de 23 pg.mL! quanto utilizou a técnica de Soxhlet e etanol-
agua como solvente (50:50 v/v) valor este muito proximo aos 24,07
pg.mL! encontrado neste trabalho para a mesma técnica € mesmo
solvente.
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Figura 14 — Capacidade antioxidante pelo método de DPPH dos extratos de
casca ¢ semente de buriti obtidos com ultrassom em diferentes teores de etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.
5.7.2 Atividade antioxidante pelo método de ABTS

Na Tabela 13 podem ser verificadas as atividades antioxidantes dos
extratos de casca e de semente de buriti determinadas pelo método de
ABTS. Os valores sdo comparados com os obtidos pelo antioxidante
padrdo BHT e estdo expressos em mmol de equivalente em Trolox (ET)
por g de extrato. A curva padréo do Trolox utilizada para esta conversao
esta disponivel na Figura 17 no apéndice. Pode-se perceber que os dois
maiores valores de atividade antioxidante apresentados pelos extratos de
semente de buriti foram obtidos com micro-ondas a 130 °C, e¢ com
ultrassom usando etanol como solvente. Ja os menores valores ocorreram
no ultrassom utilizando 4gua e etanol 50%.

Para a casca, no entanto, o que se percebe € que os extratos com a
maior atividade antioxidante foram os obtidos em micro-ondas (80%
solugdo etanolica como solvente). Também os extratos obtidos com
hexano foram os que apresentaram os menores valores de atividade de
antioxidante.

Os menores valores encontrados para os extratos obtidos com
hexano deve-se ao fato dos compostos fenolicos apresentarem indice de
polaridade de alta a intermediaria, enquanto os extratos obtidos com esse
solvente sdo de baixa polaridade (DIAS et al., 2019). Por outro lado, o
fato da técnica de micro-ondas ser a técnica onde obteve-se a maior
atividade antioxidante pode-se estar ligada a diferentes fatores como
temperatura utilizada. No caso da temperatura, foi verificado neste
trabalho que quanto maior a temperatura maior a atividade antioxidante
tanto para semente como para a casca de buriti (Figura 15) extraidos por
esse método de extracdo e foi comprovado por Liazid et al. (2007) que
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muitos compostos fenolicos nao sdo degradados até a temperatura de 125
°C, em 20 min nesta técnica.

Tabela 13 — Capacidade antioxidante pelo método de ABTS dos extratos de
semente ¢ casca de buriti obtidos com diferentes solventes e técnicas de

extracao.
SEMENTE CASCA
Técnica de ABTS (mmol de ET. g de
< Solvente
Extracao extrato)

Hexano - 0,04 + 0,004
Soxhlet Etanol 0,37 +0,01* 3,51 +£0,03F
Etanol 50% 0,29 +0,01¢ 2,86 + 0,06
Agua 0,37 £0,022 1,77 £ 0,05
Hexano - 0,05 + 0,004
Etanol 0,63 £0,03° 1,04 £ 0,038
Ultrassom Etanol 20% - 1,65 + 0,06
Etanol 50% 0,17 £0,01% 5,03+0,17¢
Etanol 80% - 3,63 + 0,00%F
Agua 0,14 +0,01° 1,43 +0,09¢
MAE 70°C Etanol 80% 0,25 +0,02¢ 3,93 +0,10"
MAE 100°C Etanol 80% 0,370,012 3,77 £ 0,095F
MAE 130°C Etanol 80% 0,83 +0,01° 5,30 +0,21¢
PLE* Etanol 91,58% 0,20 £ 0,00° 3,44+ 0,108
BHT - 7,70 £0,12 7,70 £0,12

* Condigdo 6tima global obtida no PLE (T=71,21 °C e teor de etanol na mistura etanol-dgua 91,58%).
** Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparando os valores obtidos com o0 BHT o que se pode perceber
¢ que nenhuma amostra obteve maior atividade antioxidante que o
composto sintético, diferindo dos resultados anteriores obtidos para o
DPPH, onde muitas amostras tiveram atividade superiores ao BHT. Desta
maneira ou os extratos ndo apresentaram atividade antioxidante
detectavel com esta técnica, ou a maneira como o BHT reage com o
ABTS ¢ diferente de como ele reage com o DPPH. De repente os 15
minutos de diferenca entre DPPH e ABTS, permitem uma maior captura
de radicais pelo BHT.

Na Figura 15 estdo apresentados a atividade antioxidante pelo
método ABTS dos extratos de casca e semente de buriti utilizando o
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micro-ondas como técnica de extragdo e como eles variaram em fungio
do aumento de temperatura. Pode-se perceber que para a semente houve
um efeito positivo do aumento de temperatura na atividade antioxidante
pelo método de ABTS, fato este que também ocorreu para o método do
DPPH.

Figura 15 - Capacidade antioxidante pelo método de ABTS dos extratos de
casca e¢ semente de buriti obtidos com micro-ondas em diferentes
temperaturas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 16 ¢ demonstrada a relacdo da atividade antioxidante
dos extratos de semente e casca de buriti com o aumento do contetudo de
etanol, o que pode-se perceber para a casca ¢ que a condi¢do intermediaria
com conteudo de etanol 50% resultou na maior atividade antioxidante.
Para a semente, o valor do ABTS aumentou com o contetido de etanol
diferindo um pouco das analises anteriores de TFT ¢ DPPH.

Contreras-calderon et al. (2011) encontraram um valor de 20 umol
de ET por g de fruta fresca em semente de buriti e Luzia (2012) também
com semente de buriti encontrou um valor de 85,71 umol de ET/100 g,
enquanto que neste trabalho os resultados para a semente de buriti
variaram de 0,14 a 0,83 mmol de ET/g de extrato. Convertendo os
resultados para comparar com Luzia teriamos 83000 umol de ET/100 g
de extrato resultado este muito superior ao encontrado pela autora.

Em estudo feito por Mazzutti et al. (2017), que avaliaram a
atividade antioxidante de extratos de Plantago major ¢ lancelota obtidos
por micro-ondas, apresentaram resultados de 0,42 a 0,99 ¢ 0,29 a 0,81
mmol de ET/g de extrato, respectivamente, muito semelhantes ao
encontrados no presente trabalho para a semente de buriti. .
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Figura 16 - Capacidade antioxidante pelo método de ABTS dos extratos de
casca ¢ semente de buriti obtidos com ultrassom em diferentes teores de etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para a casca de buriti, ndo foi possivel a compara¢do com a mesma
matéria-prima, pois Tauchen et al. (2016) ndo analisaram a atividade
antioxidante pelo método de ABTS desta matéria-prima e Pereira-Freire
et al. (2018) obtiveram um resultado de 0,1 £ 0,1 expresso em ECsg para
seu extrato de casca de buriti. Assim comparando com outras matrizes
Arruda et al. (2019) em estudo com casca de Araticum encontraram
valores de atividade antioxidante pelo método de ABTS variando de
467,33 a 613,47 pmol de ET/g e Andrade et al. (2012) em estudos com
casca de café verificaram uma atividade antioxidante por ABTS variando
de 38 a 381 umol de ET/g. Estes resultados sdo inferiores aos obtidos
neste trabalho com casca de buriti que, por sua vez, variaram de 40 a 5300
umol de ET/g.

5.8 CORRELACAO ENTRE OS FENOLICOS TOTAIS E A
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados de teor de fenolicos obtidos para todos os extratos de
semente e de casca de buriti, obtidos pelas diferentes técnicas e solventes
de extragdo, foram considerados na avaliacdo da correlagdo entre TFT e
atividade antioxidante. Os resultados estdo apresentados na Tabela 14
onde sdao mostrados os coeficientes de correlagdo de Pearson (1).

Akoglu, (2018) fez uma revisdo para coeficientes de correlacao e,
em geral, estes coeficientes podem ser interpretados da seguinte maneira:
|1] indica uma perfeita correlacdo entre duas variaveis, |0,70 a 0,90 muito
forte, 10,4 a 0,60| forte, |0,3| moderada, |0,2]| fraca, |0,1| insignificante e
|0,0] ndo existe correlagdo. Estes valores podem ser positivos ou
negativos. Valores positivos indicam uma relagdo proporcional entre as
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variaveis, enquanto valores negativos indicam uma relagio inversamente
proporcional.

Tabela 14 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) para o Teor de Fenolicos
totais e as atividades antioxidantes pelo método de DPPH e ABTS.

Semente (n=10) Casca (n=14)
TFT DPPH ABTS TFT DPPH ABTS
TFT 1,00 - - 1,00 - -
DPPH -0,66* 1,00 - -0,62* 1,00 -
ABTS 0,95* -0,68%* 1,00 0,83* -0,61* 1,00

* correlagdes significativas a p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 14 podemos notar que o TFT teve uma correlagdo
positiva muito forte com o ABTS para os extratos de semente e de casca
de buriti. Verifica-se também uma correlagdo negativa forte entre TFT e
DPPH, também para as amostras oriundas da semente ¢ da casca de buriti.
Esta correlagdo foi negativa com relagdo ao ECso, mas positiva em relagao
a atividade antioxidante determinada pela técnica DPPH, pois menores
valores de ECso representam maior atividade. Demonstrando que o teor
de fenolicos contribui significativamente para o potencial antioxidante
dos extratos obtidos.

Contreras-Calderén et al. (2011) também verificaram a correlagédo
entre TFT e ABTS para sementes, entre elas a semente de buriti, e
obtiveram um coeficiente de correlagdo de 0,906. Candido; Silva &
Agostini-Costa, (2015) obtiveram valores de (r) maiores que 0,9
correlacionando fendlicos, carotenoides, DPPH, FRAP, ABTS e ORAC
de extratos de polpa de buriti obtidos de duas diferentes regides do Brasil.
O presente estudo apresentou maior correlagdo de TFT com ABTS do que
o obtido por Contreras-Calderén et al. (2011) o que pode ter ocorrido
devido o autor ter utilizado 12 sementes diferentes para o mesmo
coeficiente de correlacdo e cada semente tem diferentes compostos
fenolicos que reagem diferentemente com esse radical. Por outro lado, os
resultados foram inferiores aos obtidos por Candido; Silva & Agostini-
Costa, (2015) com a polpa de buriti o que pode ser devido ao fato da polpa
de buriti apresentar compostos fendlicos que influenciam mais na
atividade antioxidante que a casca e semente de buriti.

Pereira-Freire et al. (2018) testou diferentes classes de compostos
fenolicos e sua influéncia na atividade antioxidante da polpa, casca e
endocarpo do buriti. Os autores verificaram que para a polpa a classe de
compostos que tinha maior correlagdo com a atividade antioxidante pelo
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método de DPPH e ABTS eram os flavonoides. Ja para a casca, os taninos
hidrolisaveis foram a classe de compostos que tiveram a maior correlagdo
com as atividades antioxidantes citadas anteriormente.

Mazzutti et al. (2017) que trabalharam com Plantago major e
Plantago Lanceolata testando as mesmas relagdes tiveram resultados
similares aos encontrados neste trabalho, onde também encontraram
maior correlagdo entre TFT ¢ ABTS do que DPPH e TFT.

5.9 PERFIL DE FENOLICO DO EXTRATO DE CASCA DE BURITI
OBTIDO POR ULTRASSOM

O perfil de fendlicos do extrato de casca de buriti obtido com
ultrassom utilizando etanol 50% como solvente é apresentado na Tabela
15 onde podemos verificar que os 5 compostos que estdo em maior
concentracdo neste extrato sdo: acido ferulico > Isoquercetina > acido
protocatecuico > acido vanilico > catequina. Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados em PLE a 50 °C (Se¢do 5.4.3). Apesar dos
compostos majoritarios serem muito préximos aos do PLE a 50°C as
atividades antioxidantes por esta técnica foram inferiores aos da técnica
de ultrassom utilizando etanol 50% como solvente.

O fato dos extratos terem composi¢do tdo proxima, mas exibirem
resultados de atividade antioxidantes tdo diferentes pode estar relacionado
a como cada extrato (matriz complexa) reage com estes radicais isso
porque os compostos fendlicos podem agir sinergicamente, aditivamente
ou de maneira antagonica (JACOBO-VELASQUEZ; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2009). Desta maneira a atividade antioxidante pode nio
depender da concentragdo fenolica, mas também de suas estruturas ¢ da
interagdo entre estas moléculas (DIAS ez al., 2019).

Para o extrato obtido por ultrassom, os compostos fendlicos
presentes com concentragdo maior que 100 pg.g! de extrato foram: 4cido
ferulico, 4acido protocatecuico, acido vanilico, isoquercetina, acido
siringico e catequina, que apresentam importantes atividades biologicas
como relatado no item 5.4.3. O &cido siringico também apresenta
atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, anticancer e
antidiabética (CHEEMANAPALLI et al., 2018).

Comparando o resultado da Tabela 15 com a literatura, Tauchen et
al., (2016) encontraram teores de 0,2778; 0,1773 ¢ 0,3905 pg.g”! de
extrato para acido feralico, 4cido siringico e 4cido vanilico,
respectivamente para extrato etanolico de casca de buriti. Bataglion et al.,
(2014) encontraram 184,66; 2175,93 € 961,21 pg.g"! de extrato para acido
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fertlico, acido protocatecuico e catequina, respectivamente, para extrato
metanodlico de polpa de buriti.

Tabela 15 - Perfil fendlico do extrato de casca de buriti utilizando a técnica de
ultrassom e etanol 50% (ug.g"! de extrato).

COMPOSTOS FENOLICOS Ultrassom
Etanol 50%

Acidos fenglicos

1 Acido Caféico®™™ 64,73 £2,02

2 Acido Clorogénico" ™™ 15,86 £1,50

3 Acido Elagico* nd

4 Acido Feriilico®" 594,04 + 25,02

5  Acido Gilico' 15,38 + 4,62

6 Acido Protocatecuico" 405,05 + 99,98

7 Acido Salicilico' nd

8  Acido Sinapico' 3,27+0,32

9 Acido Siringico' 146,90 + 11,84

10 Acido Vanilico' 293,05 £ 4,60

11 Acido p-cumarico"" <LOQ

Flavonoides

12 Apigenina *! 1,13+0,10

13  Aromadendrina* 13,60 +0,53

14  Catequina™™ 169,97 +£2,37

15  Crisina* <LOQ

16  Epicatequina "" 7,85+9,19

17  Hispidulina* 1,71 +£0,30

18  Isoquercetina’ 448,67 + 16,05

19  Kaempferol " " <LOQ

20  Miricetina -1 10,71 £ 0,00

21  Quercetina b1 97,56 + 6,64

22 Rutina "™ nd

23 Taxifolina* 14,05 + 0,00

24 Vitexina ! 1,08 £0,26

Aldeidos Fenélicos

25  Vanilina* 2,57+ 0,09

Cumarina

26  Umbeliferona* 6,85 +0,13

Estilbeno

27  Resveratrol' nd

nd ndo detectado. < LOQ — identificado, mas ndo quantificado. *Reportado pela primeira vez. 'Reportado por (TAUCHEN
et al., 2016) em polpa ou casca de buriti; "Reportado por (BATAGLION et al., 2014) em polpa de buriti; "' Reportado por
(KOOLEN et al., 2013) em polpa de buriti.

Fonte: elaborado pelo autor.
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6 CONCLUSAO

O residuo de casca e semente de buriti, proveniente da obtengao de
produtos de buriti, como bebidas, geléias, sorvetes, sobremesas, vinho e
as vezes Oleo, pode ser uma boa fonte de compostos antioxidantes e alto
teor de B-caroteno. Desta forma, os extratos deste residuo podem ser
obtidos e utilizados nas industrias farmacéutica, cosmética e alimentar.

O uso desse residuo promoveria menos impacto ao meio ambiente
e também poderia gerar renda para os produtores de buriti que dependem
do fruto para sua subsisténcia. A técnica de PLE utilizada em conjunto
com solugdes etanol:agua também reduzem o impacto ambiental e sob as
condi¢des de pressdo e temperatura utilizadas tiveram uma influéncia
significativa nas respostas.

O teor de etanol juntamente com a temperatura tiveram influéncias
positivas e negativas nos extratos obtidos com PLE, dependendo da
resposta analisada. No entanto, com exce¢do do rendimento, todas as
respostas foram maximizadas quando o maior volume de etanol foi
utilizado. Por outro lado, a alta temperatura foi importante para obter
rendimentos e fendlicos totais, mas influenciou negativamente na
obtencdo de compostos antioxidantes e carotenoides.

Assim, obteve-se uma resposta global 6tima (maximizando todas
as respostas) a uma temperatura de 71,21 ° C e um teor de etanol de
91,58%. Embora os valores previstos ndo tenham sido observados
experimentalmente, houve uma aproximagdo relativamente boa dos
resultados previstos com os resultados experimentais e os resultados
obtidos com esta técnica sdo bastante promissores.

Os extratos de casca e semente de buriti foram obtidos por
diferentes técnicas de extragdo, comparadas em termos de rendimento de
processo e qualidade dos extratos obtidos. Os menores valores de
Rendimento, TFT e atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e
ABTS foram obtidos quando o hexano foi utilizado como solvente. Os
extratos obtidos com micro-ondas foram os que apresentaram maior TFT
e atividade antioxidante. Por outro lado, os maiores valores de rendimento
foram obtidos com a técnica de Soxhlet.

Ao menos 27 compostos fendlicos foram identificados nas
amostras testadas, dentre eles, 8 foram encontrados em maiores
concentracdes dependendo da amostra e s@o: o acido ferulico, 4cido
protocatecuico, 4acido vanilico, isoquercetina, quercetina, catequina,
cafeico e epicatequina. Podendo ser estes compostos os responsaveis pela
alta atividade antioxidante dos extratos de casca de buriti.
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Os resultados sugerem ainda que a técnica de micro-ondas €
técnica muito promissora para obtengao de extratos de semente e casca de
buriti, pois emprega menores tempos ¢ volumes de solvente para obter
rendimentos proximos aos encontrados pelas outras técnicas, por outro
lado, contendo valores de atividade antioxidante e teor de fenolicos, em
geral, maiores que as demais técnicas.

O presente estudo contribuiu para ampliar os conhecimentos
referentes a casca e semente de buriti que até entdo sdo pouco
aproveitadas e, principalmente os extratos da casca parecem ser muito
promissores, sendo estes fonte de compostos fenolicos com alta atividade
antioxidante, que por sua vez, apds estudo, pode ser utilizada para
fabricagdo de produtos na industria alimenticia, farmacéutica e quimica.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar a influéncia de outros pardmetros como solvente, tamanho de
particula, razdo amostra:solvente em extratos de semente e casca de buriti
obtidos com micro-ondas.

- Com a condi¢do 6tima obtida no PLE avaliar a influéncia de outros
parametros, como tempo, relacdo solido-liquido, tamanho de particula,
tipo do método de extragdo (estatico ou dinamico), entre outros, nas
mesmas respostas.

- Verificagdo de outras atividades como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatodria e antitumoral dos extratos de semente e casca de buriti.

- Avaliag@o do potencial antioxidante in vivo empregando culturas de
células endoteliais.

- Aplicacdo do extrato em uma matriz alimentar, 6leo por exemplo, para
verificagdo da sua atividade antioxidante neste sistema.

- Utilizar técnicas de extracdo maximizando-as para a extragdo de um
composto especifico como, por exemplo, o acido ferulico.
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APENDICE

Figura 17 — Curva analitica dos padrdes. a) Curva padrao do acido galico; b) Curva padrao do beta-caroteno; c) Curva padrao
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Tabela 16 - Dados da cinética de extra¢do de casca de buriti utilizando o PLE.

Massa de Massa de extrato Rendimento Volume de

Tempo extrato acumulada Rendimento acumulado solvente* Concentrago™*
(min.) (mg) (mg) (%) (%) (mL) (mg.mL™")
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 139.00 139.00 4.62 4.62 9.00 15.44
6 67.20 206.20 2.24 6.86 9.00 7.47
9 41.40 247.60 1.38 8.24 9.00 4.60
12 29.90 277.50 0.99 9.23 9.00 3.32
15 23.70 301.20 0.79 10.02 9.00 2.63
18 18.90 320.10 0.63 10.65 9.00 2.10
21 14.60 334.70 0.49 11.13 9.00 1.62
24 13.20 347.90 0.44 11.57 9.00 1.47
27 11.60 359.50 0.39 11.96 9.00 1.29
30 9.80 369.30 0.33 12.29 9.00 1.09
35 15.40 384.70 0.51 12.80 15.00 1.03
40 13.00 397.70 0.43 13.23 15.00 0.87
45 12.00 409.70 0.40 13.63 15.00 0.80
50 9.60 419.30 0.32 13.95 15.00 0.64
55 9.60 428.90 0.32 14.27 15.00 0.64
60 8.80 437.70 0.29 14.56 15.00 0.59
65 7.40 445.10 0.25 14.81 15.00 0.49
70 6.70 451.80 0.22 15.03 15.00 0.45
75 5.90 457.70 0.20 15.23 15.00 0.39
80 5.30 463.00 0.18 15.40 15.00 0.35
85 4.40 467.40 0.15 15.55 15.00 0.29
90 4.40 471.80 0.15 15.70 15.00 0.29

Fonte: elaborado pelo autor.



Tabela 17 — Pardmetros para identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos no LC-ESI-MS/MS.

Compostos fendlicos [M-H] fon Quantitativo Tempo de LOD* LOQ*
(m/z) (m/z) retengdo (min) (mgL™') (mgL™")
1 3,4 dihydroxybenzoic acid 152,921 109 6,3429 0,0216 0,0654
2 4- aminobenzoic acid 135,995 91,9 10,7456 1,8667 5,6566
3 4-hydroxymethylbenzoic acid 150,967 107 8,4493 0,0796 0,2411
4 p-Anisic acid 150,832 105,2 11,34 0,1966 0,5957
5 p-Coumaric acid 162,926 119,1 10,2837 0,0242 0,0734
6 Apeginin 268,794 114,8 12,62 0,0032 0,0097
7 Aromadendrin 286,824 123,9 11,29 0,0182 0,0552
8 Caffeic acid 178,927 135 9,2349 0,0385 0,1166
9 Carnosol 329,008 284 14,32 0,0094 0,0285
10 Catechin 288,853 120,3 8,82 0,0273 0,0828
11 Cinnamic acid 146,886 100,7 11,8 4,3421 13,1579
12 Chlorogenic acid 353,155 191 9,047 0,0130 0,0394
13 Chrysin 252,87 62,2 13,88 0,0078 0,0236
14 Coniferaldehyde 177,015 162 11,18 0,0089 0,0271
15 Ellagic acid 300,959 145 11,7219 0,5280 1,6000
16 Epicatequin 288,954 123 9,15 0,0275 0,0835
17 Eriodictyol 286,823 132,1 11,85 0,0025 0,0075
18 Ferulic acid 192,957 134 10,6612 0,0119 0,0362
19 Fustin 286,835 105,6 10,32 0,0151 0,0457
20 Galangin 268,811 59,9 13,44 0,0187 0,0566
21 Gallic acid 168,908 125 3,6016 0,0428 0,1296
22 Hispidulin 298,957 284 12,6341 0,0028 0,0083
23 Isoquercetin 463,155 300 10,8104 1,7023 5,1586
24 Isorientin 446,86 326,9 10,1182 0,1552 0,4703
25 Kaempferol 284,995 65 12,2327 0,0903 0,2735
26 Mandelic acid 150,875 106,8 7,86 1,1034 3,3437
27 Methoxyphenylacetic acid 164,976 121,1 10,2249 0,4135 1,2530
28 Myricetin 316,995 151 11,1622 0,0633 0,1917
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29 Naringenin 270,985 151 12,2637 0,0036 0,0108
30 Naringin 579,91 150 11,18 1,7103 5,1829
31 Pinocembrin 254,954 151 13,59 0,0193 0,0586
32 Quercetin 300,968 151 11,6893 0,1498 0,4541
33 Resveratrol 226,875 181,6 11,14 0,0499 0,1513
34 Rosmarinic acid 358,995 159,8 10,83 0,0123 0,0373
35 Rutin 609,242 301 10,6121 0,0113 0,0343
36 Salicylic acid 136,942 93 10,7456 0,0135 0,0409
37 Scopoletin 190,972 176 10,9342 0,0059 0,0178
38 Sinapaldehyde 180,94 166 10,6684 0,0588 0,1781
39 Sinapic acid 223,011 164 10,7456 0,0121 0,0367
40 Syringaldehyde 207,04 177 11,3399 0,0183 0,0553
41 Syringic acid 196,939 121,1 9,8828 0,0150 0,0455
42 Taxifolin 303,019 125,1 10,5516 0,0227 0,0689
43 Umbelliferone 160,941 133,1 10,7938 0,0037 0,0112
44 Vanillic acid 166,923 152 9,8828 0,0440 0,1335
45 Vanillin 150,958 136 10,2838 0,0157 0,0477
46 Vitexin 430,882 310,9 10,5029 0,0059 0,0179

*LOD = limit of identification; LOQ = limit of quantification
Fonte: elaborado pelo autor.
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ANEXO A - Tabela de condicdes climaticas do local de coleta das amostras

Tabela 18 - Condi¢des climaticas do més referente a coleta de amostras*.
Altitude (m) 124
Més de Coleta janeiro
minimo média maximo
Temperatura (°C) 21,00 25,20 33,30
Precipita¢io (mm) 0,00 0,42 37,20
Umidade (%) 47,00 86,73 97,00
Radiacéo (KJ/m?) -3,54 667,11 7865,00
*Dados obtidos no INMET para o més de janeiro, na estagao espacial mais proxima da coleta das amostras.
Fonte: INMET, (2018)




