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RESUMO

A pitomba (Talisia esculenta) ¢ um fruto bastante difundido no Norte-Nordeste do Brasil, cuja
polpa tem sido apreciada pelo sabor agridoce e seu potencial antioxidante. Ha poucos trabalhos
cientificos que avaliem a capacidade antioxidante ou identifiquem o perfil quimico da casca de
pitomba, ndo sendo constatados estudos que quantifiquem os compostos antioxidantes
presentes na casca. Este trabalho objetivou avaliar a capacidade antioxidante e quantificar os
compostos bioativos presentes na casca de pitomba, além de recuperar e concentrar proteina
em extratos da casca e da semente. Planejou-se os experimentos a partir de delineamentos
composto central (DCC), fatoriais e misto, usando como varidveis de entrada a temperatura e a
concentragdo ou o pH do solvente, bem como a metodologia de superficie de resposta (RSM)
para otimizagdo. As principais técnicas empregadas nos experimentos de avaliagdo da
capacidade antioxidante da casca foram a extracdo assistida por micro-ondas (MAE), a extragao
por liquido pressurizado (PLE) e a macera¢do (MAC), associadas a determinago de compostos
fenolicos totais (CFT), da atividade antioxidante (pelos métodos de DPPH e FRAP), prévias a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A recuperag¢do/concentragdo de proteina foi
realizada por extracdo por agua subcritica (SWE) e maceragao (MAC), prévias a determinacdo
do potencial Zeta. As melhores amostras foram caracterizadas por turbidez, teor de sulfidrila
(SH) e colorimetria (CIE). Encontrou-se maior rendimento e capacidade antioxidante dos
extratos da casca na MAE a 142 °C e, mistura dgua/etanol razéo 1:1 como solvente (MAE-8).
Estas condi¢des foram replicadas na PLE e MAC. Os principais compostos quantificados por
HPLC nas amostras de MAE e PLE foram acidos fenélicos, enquanto nas amostras de MAC
foram flavonoides. A MAE foi mais eficiente na recupera¢do dos compostos bioativos,
contendo o 4cido protocatequinico como principal fendlico presente em cascas de pitomba. Para
a extracdo de proteinas, usou-se agua como solvente, sendo que na casca, o maior rendimento
de extracdo (23,00%) foi obtido com SWE a 100 °C e pH 9 (SWE-8), ao passo que o melhor
teor de proteina foi alcangado na MAC a 30 °C e pH 9, seguida de precipitagdo a pH 2,2 (MAC-
6), o qual foi de 24,64%. SWE com agua a 60 °C e pH 9 (SWE-6) e MAC a temperatura
ambiente e pH 11 (MAC-5) resultaram em teores de proteina de 11,82% e 13,70%,
respectivamente. Nas amostras da semente o maior rendimento da MACs (36,55%) foi obtido
a pH 11, alcangando teores de concentragdo e recuperagdo de proteinas de 15,26% e 67,10%,
respectivamente. A avaliacdo da qualidade dos extratos da casca mostrou que SWE-6 é a
amostra com menor turbidez, o ensaio MAC-6 apresentou maior teor de sulfidrila, e quanto aos
parametros de cor, SWE-6 se apresenta como a amostra mais limpida, clara e viva, tornando-se
de aparéncia preferivel.

Palavras-chave: pitomba; extra¢des verdes; atividade antioxidante; concentrac¢do de proteina.



ABSTRACT

Pitomba (Talisia esculenta) is a widespread fruit in the North-Northeast of Brazil, whose pulp
has been appreciated for its sweet and sour flavor and its antioxidant potential. There are few
scientific studies evaluating the antioxidant capacity or identifying the chemical profile of
pitomba peel, and there are no studies quantifying the antioxidant compounds present in the
coproducts (peel and seed) of this fruit. This work aimed to evaluate the antioxidant capacity
and quantify the bioactive compounds present in pitomba peel, as well as to recover and
concentrate protein in extracts from the peel and seed. Experiments were planned using central
composite design (CCD), factorial and mixed designs, using temperature and solvent
concentration or pH as input variables, as well as response surface methodology (RSM) for
optimization. The main techniques used in the experiments to assess the antioxidant capacity
of the peel were microwave-assisted extraction (MAE), pressurized liquid extraction (PLE) and
maceration (MAC), associated with the determination of total phenolic compounds (TPC),
antioxidant activity (using the DPPH and FRAP methods), prior to high-performance liquid
chromatography (HPLC). Protein recovery/concentration was carried out by subcritical water
extraction (SWE) and maceration (MAC), prior to determining the zeta potential. The best
samples were characterized by turbidity, sulthydryl content (SH) and colorimetry (CIE). The
highest yields and antioxidant capacity of the peel extracts were found in the MAE at 142 °C
and the 1:1 ratio of water/ethanol as solvent (MAE-8). These conditions were replicated for
PLE and MAC. The main compounds quantified by HPLC in the MAE and PLE samples were
phenolic acids, while in the MAC samples they were flavonoids. MAE was more efficient in
recovering bioactive compounds, containing protocatechuic acid as the main phenolic present
in pitomba peels. For protein extraction, water was used as the solvent, and the highest
extraction yield (23.00%) from the peel was with SWE at 100 °C and pH 9 (SWE-8), while the
best protein content was achieved with MAC at 30 °C and pH 9, followed by precipitation at
pH 2.2 (MAC-6), which was 24.64%. SWE with water at 60 °C and pH 9 (SWE-6) and MAC
at room temperature and pH 11 (MAC-5) resulted in yields of 11.82% and 13.70%, respectively.
In the seed samples, the highest MACS yield (36.55%) was obtained at pH 11, achieving protein
concentration and recovery levels of 15.26% and 67.10%, respectively. The evaluation of the
quality of the extracts showed that SWE-6 is the sample with the lowest turbidity, the MAC-6
test had the highest sulthydryl content, and in terms of color parameters, SWE-6 is the clearest,
brightest and most vivid sample, making it preferable in appearance.

Keywords: pitomba; green extractions; antioxidant activity; protein concentration.
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1. INTRODUCAO

Ha décadas as pesquisas cientificas alertam sobre a influéncia dos alimentos nas
células do corpo humano, a qual contribui para a longevidade ou envelhecimento precoce. No
metabolismo, moléculas incompletas faltando-lhes elétrons e presentes nos liquidos celulares
perturbam o ambiente das células, causando ao corpo prejuizos funcionais (BIAZZI, 2014). O
termo "radical livre" € aplicado a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), referindo-
se ao elétron desemparelhado em uma destas moléculas, sob um estado de energia instavel. As
espécies absorvem elétrons por meio da interag@o com outras estruturas, seja um acido nucléico,
uma proteina ou um lipidio, promovendo nos tecidos reagdes de estresse oxidativo em cadeia
molecular (PASSWATER, 2023).

Uma forma de combater os radicais livres € o constante uso de fontes alimentares ricas
em minerais, vitaminas e antioxidantes, pois potencializam mecanismos de neutralizac¢do, sendo
capazes de absorver ou tamponar o radical doando-lhe elétrons, a fim de prevenir ou estagnar
a reacdo em cadeia, evitando danos celulares (BIAZZI, 2014; PASSSWATER, 2023). Outro
interesse cientifico tem sido a busca de fontes alternativas de proteinas para alimentag@o
humana. As possibilidades de novas fontes biodisponiveis perpassam pelo estudo da inclusio
de novas variedades de fontes vegetarianas, seja na descoberta de novas matrizes proteicas, ou
pela formulagdo de aditivos complementares (PIRES RIBEIRO; ROBERTA MALACRIDA,
2022).

A pitomba (Talisia esculenta) é um fruto popular muito difundido no Nordeste do
Brasil que possui propriedades relevantes. Estudos apontam que este fruto € rico em vitaminas
C, A e minerais como o potassio; calcio, magnésio, ferro e zinco, além de possuir propriedades
antioxidantes, antiproliferativas e antimutagénicas (QUEIROGA, 2015; NERI-NUMA et al.,
2014). Para além desses aspectos, mesmo sendo uma fruta, a pitomba também ¢é abordada na
literatura como possuindo quantidade consideravel de proteina, da ordem de 6-40%, em base
seca.

A pitomba geralmente tem sido comercializada em feiras livres na forma de pequenos
feixes contendo entre 50-70 unidades, geralmente denominados ‘cachos’, cujo valor unitério
médio ¢ de 2 (dois) reais. Assim, no contexto econdmico a pitomba apresenta vantagem, com
menor custo, quando comparada a outras matérias-primas similares, tais como a lichia e o
rambutan.

A utilizagdo da pitomba para se obter compostos de alto valor agregado apresenta-se

como uma alternativa relevante, em face das vantagens até aqui apresentadas. Neste cendrio,
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operagdes que promovem, individualmente ou de forma combinada, a recuperagdo desses
compostos, como a extragdo por solventes, centrifuga¢io e técnicas cromatograficas, devem ser
estudadas (MARTINS; MARTINS; BRAGA, 2021; SOBERON et al., 2019).Um dos métodos
convencionais de extracdo € a maceragdo, que apresenta vantagens como baixo custo e a
possibilidade de uso de grandes quantidades de amostra e, como desvantagens, o tempo elevado
de extragdo e exposi¢do do analista a solventes (JACQUES, 2005).

Outros métodos tradicionais de extragdo apresentam inconvenientes como alto
consumo de energia e uso em larga escala de solventes téxicos. Devido a este fato, os processos
como extracdo assistida por micro-ondas (MAE), extrag¢do utilizando liquido pressurizado
(PLE) e agua subcritica (SWE) tém sido recomendados como métodos alternativos. Estes
métodos em geral apresentam vantagens, como o baixo consumo de solvente e rapidez do
processo (SORITA, 2021; LIMA, 2015).

Em consulta a literatura, ndo foram encontrados trabalhos que envolvam a pitomba
com extragdo assistida por micro-ondas ou em altas pressdes, 0 que soma mais uma vantagem
a pesquisa, pelo fato deste envolvimento se configurar como inovador. Desta maneira, este
projeto teve como proposta estudar e avaliar os processos de extracdo de compostos bioativos
e de proteina de coprodutos de pitomba (casca e semente), por meio de técnicas de extragdo
alternativas e convencional: micro-ondas, liquido pressurizado, 4gua subcritica e maceragao.

O presente trabalho estd dividido em cinco sec¢des, sendo a presente a Segdo 1,
contendo a introducédo, os objetivos e o diagrama conceitual. A Se¢éo 2 aborda acerca do que a
literatura apresenta sobre a tematica, constituindo-se uma revisao bibliografica sobre o assunto.
A secdo 3, denominada de ‘materiais e métodos’ descreve as metodologias de condugdo dos
experimentos. A quarta secdo expde os resultados do trabalho e discute seus efeitos. Finalmente,

a secdo 5 extrai as conclusdes pontuais sobre a pesquisa e apresenta as perspectivas futuras.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Obter extratos de coprodutos da pitomba (7alisia esculenta) usando técnicas de extracio

alternativas, para avaliar o teor de compostos bioativos e/ou proteina presentes nos extratos.
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1.1.2. Objetivos especificos

Analisar fisico-quimicamente as partes constituintes do fruto da pitombeira: casca,
polpa e semente;

Extrair compostos bioativos da casca, utilizando a técnica de Extra¢do Assistida por
Micro-ondas (MAE) e, avaliar experimental e estatisticamente o efeito das condi¢des
de processo MAE (tipo de solvente e temperatura), no rendimento de extragdo e no
potencial antioxidante dos extratos;

Caracterizar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) o perfil fenolico do
extrato MAE otimizado, comparando com os perfis obtidos da Extrag¢do por Liquido
Pressurizado (PLE) e Maceragdao (MAC) em condi¢des similares;

Extrair proteina da casca de pitomba, utilizando as técnicas de Extra¢do por Agua
Subcritica (SWE) e Maceragdo (MAC) e, avaliar o efeito das condi¢cdes de processo
para a extragdo de proteina da casca pelas técnicas SWE (temperatura e pH do solvente)
e MAC (pH do solvente) e as condi¢des de precipitagdo (potencial Zeta), em termos de
rendimento e teor de proteinas nos extratos recuperados da casca;

Caracterizar os extratos proteicos da casca de pitomba em termos de turbidez, teor de
sulfidrila e pardmetros de cor, comparando os resultados obtidos pelas diferentes
técnicas de extragdo utilizadas;

Extrair a fracdo proteica da semente, utilizando a técnica de extragdo convencional por
Maceragdo (MAC) e, avaliar o efeito das condi¢des de processo (razdo solido-liquido e
pH do solvente) para a extragdo de proteina por maceragio MAC em termos de
rendimento nos extratos recuperados da semente;

Avaliar teor de proteina e parametro de cor do extrato MAC otimizado da semente e,

comparar resultado com o extrato convencional da casca (MAC).
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1.2. DIAGRAMA CONCEITUAL

Obtengdo de compostos bioativos e proteina de coprodutos da pitomba (7alisia esculenta)
usando técnicas de extragdo assistida por micro-ondas, liquido pressurizado, agua subcritica e

maceragio

Por qué?
e Valorizagio de uma planta muito difundida popularmente, mas pouco disseminada para fins de
exploragio comercial,;
e Importancia do estudo de matrizes naturais que tenham potencial para fortalecer a longevidade
humana, ou que oferecam alternativas de biodisponibilidade nutricional;
e A pitomba (7alisia esculenta) ¢ um fruto que apresenta boas propriedades antioxidantes e
contém fragdo proteica significativa;

e Necessidade de fortalecimento do potencial de exploragdo da pitomba em escala industrial.

O que consta na literatura?
e Ha estudos que avaliam alguma das fracdes da pitomba, todavia ainda ndo ha estudos que
caracterizem a pitomba em suas diferentes partes (casca, polpa ou semente);
e O potencial antioxidante da pitomba tem sido moderadamente explorado, entretanto estudos que
identifiquem ou quantifiquem compostos bioativos em alguma parte do fruto séo escassos;
e A fragdo proteica ¢ mencionada na literatura, porém a sua recupera¢do e concentragdo em

coprodutos da pitomba ainda néo foi investigada.

Hipoteses
e A caracterizag@o da casca, polpa ou semente de pitomba pode esclarecer as peculiaridades de
suas diferentes partes, fortalecendo o potencial de exploragdo do fruto em escala industrial;
e A identificacdo e quantificacdo de compostos bioativos e a recuperagdo da fragdo proteica em
coprodutos de pitomba pode despertar o aproveitamento destes em escala alimentar ou farmacéutica;
e O uso de processos de extragdo verdes e tradicional aplicados a coprodutos de pitomba pode

vislumbrar os caminhos mais sustentaveis para a recuperagdo de compostos de alto valor agregado.

Desenvolvimento
e Estudar os processos de extragdo convencional e ndo convencionais e comparar as respostas dos
extratos obtidos, a fim de otimizar as condi¢gdes de operagéo;
e Avaliar a qualidade dos extratos da casca de pitomba por meio de analises in vitro de conteudo
de compostos fendlicos, atividade antioxidante e composigido quimica por cromatografia liquida;
e Avaliar a qualidade dos extratos de coprodutos de pitomba por meio de analises de teor de

proteina soltvel total e pardmetros de caracterizag@o: turbidez, sulfidrila e colorimetria.




23

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta se¢do aborda os temas descritos na literatura sobre a tematica desta pesquisa,
constituindo-se seu referencial tedrico e subsidiando com informagdes pertinentes a preparagao
do arcabouco experimental e a discussdo dos resultados. O presente capitulo explora
basicamente 4 (quatro) eixos: (1) a matéria-prima; (2) as técnicas experimentais; (3) os

compostos de interesse; (4) a analise estatistica.

2.1. PITOMBA

O nome originario da lingua tupi — pi’tomba, no portugués ‘pitomba’ (7Talisia
esculenta) designa o fruto da pitombeira (Figura 1), arvore brasileira da familia das sapindaceas,
de madeira util, casca e folhas que contém tanino, flores brancas ou rosadas e frutos comestiveis
(HOUAISS; VILLAR; FRANCO, 2006). A pitombeira apresenta porte arboreo, altura entre 6
e 12 m e tronco entre 30 e 40 cm de didmetro, produzindo frutos acomodados em pequenos
cachos, cujo periodo de sazonalidade costuma estender-se de fevereiro a maio (VIEIRA;

GUSMAO, 2008).

Figura 1 — Pitombeira em época de frutificagdo
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Fonte: Autor; Local:
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2.1.1. Familia, taxonomia e biodiversidade

As Sapindaceas constituem uma familia importante economicamente, comportando
certa de 1900 espécies, distribuidas em mais de 140 géneros. Neste grupo vegetal, destacam-se
globalmente espécies relevantes pelo uso de seus frutos (Figura 2), a exemplo da lichia [Litchi
chinensis Sonn.] originaria da China, rambutan [ Nephelium lappceum L.] originaria da Malasia,
longan [Dimocarpus longan Lour. ou Euphoria longana] — originaria da China, India, Tailandia
e Sudeste Asiatico, e pitomba [7alisia esculenta Radlk.] originéria do Brasil e Peru (BUERKI
et al., 2021). A despeito de suas origens, estas sapindaceas encontram difundidas atualmente
no Brasil, além do que, em territdrio brasileiro, a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica sdo os
biomas mais ricos na variedade da familia, contabilizando mais de quatro centenas de espécies,
as quais apresentam potencial economico nas industrias de construgdo civil, farmacéutica e
alimenticia (PEREIRA, 2014; SACRAMENTO; ANDRADE, 2014; COUTRIM et al., 2019;
DE JESUS et al., 2008; VERSLYPE; CALDAS; MACHADO, 2016; PANYATHEP et al.,
2013).

Figura 2 — Distribuicdo geografica da origem das principais sapindaceas

Fonte: adaptado de Giovanna [2023]

Regionalmente, verifica-se a presenga de dezenas de espécies das Sapindaceas na Mata
Atlantica em estados do Nordeste do Brasil, dentre os quais Pernambuco evidencia riqueza

taxondmica ligeiramente maior (PEREIRA, 2014).
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2.1.2. Morfologia, cultivo e uso sociocultural

A pitomba (Talisia esculenta) sdo drupas globosas de casca dura amarelada (Figura 3-
¢), possuindo até duas sementes em formato eliptico em coloracdo marrom (Figura 3-d) e polpa
esbranquicada e comestivel (Figura 3-e), de sabor agridoce (HOUAISS; VILLAR; FRANCO,
2006; VIEIRA & GUSMAO, 2008; SOUZA et al., 2016). Embora difundida pela maior parte
do Brasil, € nas regides Norte e Nordeste o que a pitombeira ¢ mais predominante utilizada,
desde as folhas e madeira, até ao fruto propriamente dito (GUARIM NETO; SANTANA;
SILVA, 2003). O estado de Pernambuco provavelmente seja o maior produtor de pitomba, pois
seu cultivo esta bastante enraizado a cultura e a tradi¢do local, envolvendo diversas familias
durante a safra (SILVA et al., 2021; COELHO, 2012).

O fruto de pitomba é também denominado de ‘olho de boi’, sendo em aparéncia muito
semelhante a longan (‘olho de dragdo’), pelo fato de serem drupas globosas de casca amarelado-
amarronzada e polpa esbranqui¢ada. A similaridade € tal que, em algumas regides do Brasil,
estudos com longan (Dimocarpus longan) taga referéncia a pitomba (7alisia esculenta), o que
pode ser atribuido @ nomenclatura popular local (LIMA, 2019; SOUZA, 2022). Entretanto os
frutos diferem entre si por caracteristicas especificas: (i) a coloragdo da casca (Figura 3-f) de
pitomba ¢ ligeiramente mais amarelada e lisa, enquanto a longan possui a casca amarronzada
(castanha) com um suave ‘desenho’ texturizado; (ii) a semente da pitomba € bastante aderida a
polpa, a medida que a semente da longan se desprende da polpa com facilidade; (iii) a polpa da
longan tem sabor adocicado, todavia a pitomba possui sabor acidulado/adocicado (agridoce);
(iv) a semente da pitomba possui coloragdo marrom opaco, enquanto que o carogo de longan €
escuro e brilhante; (v) a pitomba se adapta a regides tropicais, ao passo que a longan se adequa
mais a regides subtropicais (SOUZA, 2016; HOUAISS; VILLAR; FRANCO, 2006; VIEIRA;
GUSMAO, 2008; DE JESUS et al., 2008; COSTA; 2017).

Em estudo citogenético, observou-se na pitomba caridtipo cromossomico diploide com
2n = 32, constituido por unidades de 1.0 a 2,5 um (EDER-SILVA et al., 2007; EDER-SILVA;
ARAUJO, 2014). Ha estudo que sugere a variagdo de massa como indicativo da possibilidade
de aplicac¢io de melhoramento genético na espécie (VIEIRA; GUSMAO, 2008). De acordo com
Corréa (1974 apud GUARIM NETO et al., 2003), tanino esta presente nas cascas e folhas, cuja
seiva ¢ ictiotoxica.

O fruto comumente ¢ comercializado na forma in natura em feiras livres geralmente
situadas no Norte-Nordeste do Brasil (Figura 3-b), apresentando valor econdomico acessivel,

sendo um cacho (Figura 3-a) com até 70 unidades da ordem de R$ 2,00 (dois reais).
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A expressao do fruto ¢ tdo consideravel no Nordeste brasileiro que em Pernambuco da
nome a uma festa religiosa, a tradicional Festa de Nossa Senhora dos Prazeres, conhecida
nacionalmente como Festa da Pitomba, a qual ¢ uma das manifesta¢des religiosas e tradicionais
mais antigas do Brasil. Esta movimentagdo festiva ¢ realizada anualmente no més de abril, no
patio do Parque Historico Nacional dos Guararapes, considerado o ber¢o da nacionalidade
brasileira, localizado no municipio de Jaboatdo dos Guararapes - PE. A atribuicdo do nome
‘Festa da Pitomba’ decorre da época da safra do fruto, a qual coincide com o periodo da tradi¢ao

religiosa local (FERRAZ, 1998; MARTINS, 2015).

Figura 3 — Pitomba: (a) cachos; (b) feira livre; (¢) fruto; (d) sementes; (e) polpa; (f) casca.

-

Fnte: Autor

A polpa tem sido a parte mais usualmente comestivel do fruto. Apresenta-se também a
forma arredondada preservando a tipologia do fruto, € translicida com cerca de 2,5 a 3,0 cm de
diametro, de sabor agridoce, geralmente consumida ao natural, sendo também utilizada para
sucos, e geleias (SOUZA et al., 2016; RABELO, 2012; NETO; SANTANA; SILVA, 2003;
BEZERRA et al., 2016). Verifica-se na literatura alguns estudos que usam a polpa de pitomba
na obtencdo de extratos para avaliar potencial antioxidante do fruto (SOUZA et al., 2016;
NASCIMENTO FRAGA et al., 2021; NERI-NUMA et al., 2014).

As sementes da pitomba sdo classificadas como recalcitrantes, requerem plantio
imediato, ou, podem ser armazenadas em saco de polietileno por até 25 dias em temperatura
ambiente, de sorte a garantir a manutencdo de sua qualidade fisioldgica, a fim de que se possa
obter emergéncia de plantula acima de 80% (SENA, 2014). Os resultados produzidos por
Ursulino Alves et al. (2009) apontam germinag¢do da ordem de 90%, quando as sementes sdo

previamente submetidas a fermentagdo em agua por 4 dias. A forma de contato com o solo
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influencia na velocidade e crescimento inicial das plantulas, recomendando-se faixa de
profundidade de 2,5 a 3cm e, posicionamento do hilo ascendente ou verticalmente (URSULINO
ALVES et al., 2013).

Constata-se na semente a presenca de glicoproteina lectina com efeito inibitério sobre
fungos Fusarium oxysporumi, Colletotrichumm lindemuthianum e Saccharomyces cerevisae, €
sobre larvas de insetos C. maculatus e Z. subfasciatus, bem como induz resposta inflamatéria
em ratos pelo acumulo de células neutrdfilas, devido a mecanismo relacionado com a parte
ligada ao carboidrato (FREIRE et al., 2002, 2003; MACEDO et al., 2002, 2011; MACEDO;
DE CASTRO; FREIRE, 2004; SANTOS et al., 2008). Ha estudos que comprovam que a
ingestdo de folhas e sementes in natura de T. esculenta por ovinos e gados afetam o seu sistema
nervoso, causando-lhes por vezes intoxica¢do aguda, em que sua recuperacdo depende do
tamanho da dose ingerida. Porém, a infusdo de folhas e sementes por humanos para fins de
medicina popular ndo tém causado intoxicacdo. H4 a possibilidade desta diferenca esta
associada a dose de ingestdo ou a suscetibilidade dos ruminantes a seiva (ALMEIDA et al.,
2021; RIET-CORREA et al., 2014, 2017).

Por outro lado, Castro et al. (2019) avaliaram a extracdo de amido do endocarpo na
utilizacdo em catchup e revestimentos comestiveis. H4 também na literatura alguns estudos
envolvendo extratos da semente de pitomba. Com efeito, Dantas et al. (2020) por meio de
extrato etandlico realizaram testes fitoquimicos, quantificacdo de fenois e flavonoides totais,
atividade antioxidante (DPPH) e atividade de inibi¢do da enzima Acetilcolinesterase. Foram
identificados varios metabolitos secundarios como taninos condensados, catequinas, esteroides
e alcaloides.

A casca da pitomba também tem sido estudada, embora existam poucas pesquisas
abordando este coproduto. Ha estudo da extracdo por percolagdo exaustiva usando hexano e
etanol como solventes, para avaliagdo da capacidade antioxidante, identificagdo de compostos
fenolicos, bem como analise de citotoxicidade in vitro (FRAGA et al., 2018; 2021), e de analise
bromatologica e fitoquimica (SILVA et al., 2021). Quanto a aplicagéo industrial, Santos et al.
(2020) sugere o enriquecimento de outros produtos de alta aceitagdo no mercado através da
possivel incorporacdo de farinhas mistas que pudessem incluir o uso da casca de pitomba,
enquanto Silva et al. (2021), ao constatar boas qualidades nutricionais em farinhas das cascas
de cupuagu e pitomba, sugere a possibilidade da troca total ou parcial da farinha de trigo na

elaboragdo de biscoitos, paes, cookies e outras massas.
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2.1.3. Composicao centesimal

Em consulta a literatura, nota-se que em geral as pesquisas com pitomba relatam a
caracterizagdo fisico-quimica do fruto. Varios autores podem ser citados, a exemplo de Silva et
al. (2008), Marin, Siqueira e Arruda (2009), Fraga (2018), Santos ef al. (2019) e Castro (2019),
os quais determinaram umidade da ordem de 80% na polpa, além da determinacdo intercalada
dos macronutrientes nas partes do fruto, como proteinas, lipideos, carboidratos, fibra alimentar
e residuo mineral fixo (Tabela 1), constatando na polpa um teor de calcio (26, 7 mg/100 g de
fruto), zinco (0,84 mg/100 g de fruto) e ferro (0,60 mg/100 g de fruto).

Os dados apresentados por Queiroga et al. (2018), ao quantificar proteinas nas partes
da pitomba, mostraram um teor de 37,50% na casca e 29.94% na semente, valores
significativamente destacados, que a principio contribuiram para uma expectativa motivacional
de parte do trabalho presente, quanto ao estudo da concentragcdo proteica destas partes

constituintes.

Tabela 1 — Composi¢do centesimal da pitomba expressa em base seca (g/100g de amostra)

A 2Santos et al. ~ ’Fraga (2018) -
utor (ano) - ] s L2 s
Parte do parte do fruto / (20}9) - casca; casca e polpa; ~“Queiroga et
fruto composigio Silva et al. Castro (2019) - al. (2019)
(2008) - polpa semente
Proteinas 10,99 + 0,03 6,45 + 0,38 37,50 £ 2,50
Lipidios 2,39 £ 0,03 0,24 + 0,05
Casca  Fibra. 83,67 = 1,0 8935 = 1,97
Carboidrato n.f.
Cinzas 5,10 £ 0,03 3,92 £ 0,24
Proteinas 6,83 £ 0,12 11,07 £ 0,82 824 + 049
Lipidios 1,13 £ 0,06 3,60 = 0,05
Polpa Fibra‘ 14,25 £ 3,38 81,62 + 0,62
Carboidrato n.f. 7429 + 4,10
Cinzas 3,46 £ 0,06 3,60 = 0,21
Proteinas 8,50 £ 0,04 2994 £ 1,06
Lipidios 0,69 = 0,02
Semente Fibra - - -
Carboidrato n.f. 88,35 + 0,44
Cinzas 2,46 £ 0,05

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n = 3; Resultados obtidos através da
conversdo de base imida para base seca, quando necessaria.

Fonte: Autor
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2.2. EXTRACAO

Os extratos vegetais tém sido vastamente utilizados para a concentracdo de compostos
naturais, com potencial de aplica¢cdes na induastria alimenticia, farmac€utica e cosmética
(ZANDONA, 2021). A técnica de extra¢io é uma operagdo unitaria que consiste na separa¢io
ou purificacdo de um componente da matriz do material, a partir da prensagem (extragdo por
pressdo) ou, dos diferentes graus de solubilidade dos constituintes (extragdo por solventes).
Nesse ultimo caso, a técnica de extragdo requer a escolha apropriada de solventes de acordo
com a polaridade dos compostos de interesse presentes na matriz vegetal (SANTOS, 2018).

O mecanismo da extrag@o solido-liquido envolve diversas etapas. A principio, por
meio do contato com o solvente liquido, o composto de interesse € primeiramente dessorvido
do seu local na matriz; a seguir, difunde-se através da parte organica da matriz até alcangar a
interface matriz-fluido. A partir desta fase, o composto alvo € distribuido no extrato, em seguida
difundindo-se através da fase de extragdo que esta presente no poro, até atingir a fase conduzida
pela convecgao. (WALDEBACK, 2005; CAMEL, 2001; MUSTAFA; TURNER, 2011; ONG;
CHEONG; GOH, 2006).

A extracdo dos compostos bioativos a partir das matrizes vegetais depende do seu
posicionamento no interior da amostra, em que hé cinco possibilidades atualmente conhecidas:
(1) adsorvido na superficie da matriz; (ii) dissolvidos nos poros da matriz e/ou adsorvidos na
superficie do poro; (iii) dissolvidos/adsorvidos em um micro/nano poro; (iv) quimicamente
ligado & matriz; (v) dissolvido na solugdo global. (SANTOS, 2018; WALDEBACK, 2005;
MUSTAFA; TURNER, 2011). A Figura 4 ilustra estas possibilidades.

Figura 4 — Posicionamento do analito na matriz amostral

Agitacdo

Particula amostral |

Camada de liquido |
estagnada S

Solvente de
extragio

Fonte: adaptado de Mustafa & Turner [2011]
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A etapa que limita a velocidade no processo de extracdo depende da natureza da matriz
a ser extraida. Em aplicacdes ambientais, a etapa de dessor¢do ¢ geralmente a etapa que limita
o ritmo, todavia em vegetais, a etapa que limita a velocidade é mais frequentemente a etapa de
solubilizacdo ou a etapa de difusio (CAMEL, 2001; MUSTAFA; TURNER, 2011;
PAWLISZYN, 2003; SMITH, 2002).

A técnica de extracdo ¢ fundamental na recuperacdo de componentes bioldgicos da
biomassa de matérias-primas vegetais, a fim de proporcionar altos rendimentos e purifica¢do
de compostos com alto valor agregado, sendo aplicados nas industrias farmacéuticas,
alimenticias e de cosméticos (MITRA; MISHRA, 2019). A condugdo do processo de extragdo
pode ser efetuada pela aplicagdo de métodos convencionais ou alternativos (BEDIN, 2018;
FELLOWS, 2006). A tipologia do método de extracdo pode influenciar fortemente a
composi¢do do extrato. Consequentemente, ¢ importante obter um método de extragdo 6timo
no processamento de determinado produto natural, a fim de explorar as aplicacdes potenciais

das diferentes técnicas envolvidas no processo (CHENG et al., 2023).

2.2.1. Extracées convencionais

As extrag¢des por solvente convencionais mais usuais t€ém sido os métodos de infuséo
(decocg@o), hidrodestilagdo, Soxhlet e maceracdo. Estes métodos em geral sdo designados
tradicionais por serem realizados a pressdo atmosférica, ndo permitindo alterar as condi¢des da

pressio e temperatura (OLIVEIRA et al., 2018; ZANDONA, 2021).

2.2.1.1.  Maceragdo — (MAC)

A macera¢do é um método convencional no qual o processo de extracdo € realizado
em um recipiente fechado, consistindo basicamente em pdr o material contendo o composto de
interesse em contato com uma quantidade de solvente preestabelecida, em temperatura
ambiente, durante um longo periodo (horas ou dias), sob agita¢do ocasional e sem renovagio
do solvente extrator. Dispde de solventes orgadnicos em func¢do da polaridade e, pela sua
natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja devido a saturagdo do

liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o

interior da célula (BERTOCO JUNIOR et al., 2021; FERRI, 1996). Fatores como tamanho da
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particula do material a ser extraido, umidade, tipo de solvente e a relagdo solido-liquido podem
interferir no rendimento no processo de extragdo (BRUM et al., 2009).

Este processo apresenta vantagens por ser uma técnica padrdo, possuindo poucas
variaveis de controle, tendo baixo custo e permitindo o uso de maiores quantidades de amostra,
além da facilidade de sua operacdo (JACQUES, 2005). A Figura 5 apresenta o desenho

esquematico da configuragdo do sistema.

Figura 5 — Desenho esquematico da extragcdo por maceragéo
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Fonte: adaptado de Jacques [2005]

Contudo, em geral a maceracdo apresenta menor rendimento e maior tempo de
extragdo quando comparada com outros métodos, além de promover a exposi¢ao do analista a
solventes e das possibilidades de saturagdo do solvente e de contaminacdo (CHENG et al., 2023;
PONTES et al., 2018; JACQUES, 2005). Uma das formas de aumentar o rendimento nos
processos de macerag¢do ¢ adicionando agitadores continuos ou ocasionais aos extratores,

tornando o processo dindmico (BERTOCO JUNIOR et al., 2021).

2.2.2. Extracgoes verdes

As extra¢des alternativas sdo aquelas que, aliadas ao conceito de biorrefinaria,
contribuem para redugdo de desperdicios, atenuando a geragdo de residuos. Por vezes
denominadas de extra¢oes verdes ou ambientalmente amigaveis, compdem cinco grupos mais
estudados atualmente: extracdo por fluido supercritico, extragdo assistida por ultrassom,
extragdo por liquido-pressurizado, extragdo com agua subcritica e extracdo assistida por micro-

ondas (BEDIN, 2018; TORRES et al., 2022c¢).
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O conceito de extracdo verde emerge de processos de baixo consumo energético, 0s
quais permitem o uso de solventes alternativos e produtos naturais renovaveis, propiciando alta
qualidade e seguranga dos produtos (RUDKE et al., 2019). Estas técnicas de extracdo ndo
convencionais podem superar os atuais inconvenientes dos métodos convencionais, conduzindo
a processos mais ecoldgicos (SORITA; LEIMANN; FERREIRA, 2023). Ha também a sugestao
de uso destes processos alternativos de forma sequenciada, a fim de fracionar a biomassa pela
recuperagdo de fragdes ricas em compostos fenolicos, proteinas, lipidios, carboidratos e fibras,
as quais possuem sua relevancia no contexto das induastrias de cosméticos, farmacéuticas e

alimenticias (DA SILVA; DE BRITO; FERREIRA, 2022).

2.2.2.1.  Extragdo assistida por micro-ondas — (MAE)

As ondas de radiacdo eletromagnéticas sdo resultado da juncdo de um campo
magnético (H) com um campo elétrico (E) que oscilam a mesma frequéncia (f), e se propagam
transportando energia. Sdo caracterizadas basicamente por trés conceitos: comprimento de onda
(1), amplitude (A) e frequéncia (f), conforme mostrado na Figura 6. O comprimento de onda
pode ser definido como o comprimento entre duas partes que se repetem na onda; a frequéncia
¢ a quantidade de pulsos por segundo que uma onda possui; a amplitude € a altura da onda,

medida do ponto de equilibrio (DAMASCENO; BASSINI, 2021; MARTINS; NEVES, 2015).

Figura 6 — Caracteristicas de uma onda eletromagnética
A

(1T 1 2 / Vi Comprimento
A= Amplitude
F: Frequéncia

1 témpo (:)

F=2Hz
Fonte: Damasceno & Bassini [2021]

As ondas distinguem-se pela sua frequéncia f ou pelo seu comprimento de onda A, que
¢ uma descri¢do equivalente, sendo classificadas como radia¢do ionizante ou ndo ionizante, a
depender dos efeitos de alteracdo estrutural que promovem sobre a matéria incidente. As
radiagdes ionizantes provocam uma ruptura na organizag¢do das estruturas atdOmicas ou

moleculares, enquanto as radiagdes ndo ionizantes promovem alteragdes temporarias € nao
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alteram a organizagdo eletronica da matéria. A parte visivel do conjunto de frequéncia designa-
se por “espectro visivel” e, ocupa uma faixa estreita de comprimentos de onda, A = 400 a 700
nm, desde o violeta até o vermelho (CAMPOS NUNES, 2023; MARTINS; NEVES, 2015;
VILELA; 2015).

As micro-ondas sdo radiagdes eletromagnéticas ndo ionizantes com frequéncia na faixa
de 300 MHz a 300 GHz ou com comprimentos de onda de 1 m a 1 mm, posicionando-se no
espectro eletromagnético entre as ondas de raios de infravermelho e ondas de radio (Figura 7).
A técnica MAE consiste no aquecimento da biomassa através de energia de micro-ondas, a fim
de liberar o composto almejado da matriz para a fase liquida (MANDAL; MOHAN;
HEMALATHA, 2007; BEDIN, 2018; VILELA; 2015).

Figura 7 — Espectro de ondas eletromagnéticas: faixa amarelo amarelo-ambar micro-ondas
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Fonte: adaptado de Campos Nunes [2023]

O uso da tecnologia de micro-ondas permite obter um bom desempenho na extragdo
de compostos naturais. Em contraste a algumas desvantagens apresentadas pelas extragcdes
convencionais, em geral apresenta-se como uma alternativa mais eficiente e sustentavel, mais
segura, de facil aplicabilidade, proporcionando economia de energia, menor uso de solventes
organicos e, apresentando maior gama de abrangéncia quando se refere ao tipo de matéria-
prima e solvente que podem ser utilizados (FERREIRA, 2020; TORRES et al., 2022a).
Apresenta em geral melhores rendimentos, sobretudo em matrizes vegetais, devido a ruptura de
células causada pelas micro-ondas, as quais liberam os compostos alvo presentes no substrato
(RODRIGUES et al., 2020a). Outra vantagem singular ¢ que em determinados micro-ondas ha

a possibilidade de realizacdo de varias amostras simultaneamente.



34

E importante ressaltar que o método de extrag¢io por micro-ondas requer um tempo de
resfriamento e uma etapa posterior de filtragdo, além do necessario cuidado com compostos
termo sensiveis, uma vez que neste processo as temperaturas atingidas sdo superiores aos pontos
de ebuli¢do, as quais podem gerar o problema de degradacdo destes compostos. A Figura 8
indica um design basico de um equipamento micro-ondas na assisténcia a extracdo de

componentes de produtos naturais.

Figura 8 — Design do equipamento para Extracdio Assistida por "Micro-ondas (MAE)

| e

|

*[1 — conexdo USB para retirada dos dados do software; 2 — cdmara de recepgdo da amostra (vial);
3 — Painel eletronico com ecr3 tatil para introducéo das varidveis de processo]
Fonte: adaptado de Rodrigues et al. [2020]

A extracdo MAE pode ser influenciada por vérios parametros, tais como o solvente,
poténcia do micro-ondas, temperatura, razdo solido-liquido e tempo. Estas condi¢des devem
ser otimizadas a fim de se obter o mais alto rendimento de processo (GULLON et al., 2020).

Em suma, a extragdo assistida por micro-ondas consiste numa tecnologia inovadora de
extragdo com aplicacdo multiplas (LIMA, 2015; LA NASA et al., 2021), sendo comumente
empregada em extracdes de compostos de diferentes fontes vegetais (FERREIRA, 2020), tais
como folhas (TORRES, 2021; RAFIEE et al., 2011; RODRIGUES et al., 2020b; TORRES et
al., 2022a), graos (BEDIN et al., 2019; PHONGTHAI; LIM; RAWDKUEN, 2016), frutos
(BONDAM et al., 2022; CHENG et al., 2023), cascas (MANDAL; MOHAN; HEMALATHA,
2007), sementes (IBRAHIM; OMILAKIN; BETIKU, 2019), farinhas (OCHOA-RIVAS et al.,
2017) e residuos agroindustriais (WEN et al., 2021).
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2.2.2.2.  Extragdo por liquido pressurizado (PLE)

A extragdo por liquido pressurizado (PLE) € considerada uma tecnologia promissora
para a extragdo de uma ampla variedade de compostos biologicamente ativos de diferentes
fontes naturais. Apresenta-se como uma alternativa vidvel aos métodos convencionais na
extracdo de componentes de alto valor agregado de subprodutos alimentares (MACHADO et
al., 2015; GULLON et al., 2020). Seu mecanismo de agfo ¢ ilustrado na Figura 9, a qual mostra

o design do processo e os parametros de influéncia.

Figura 9 — Principio da Extra¢do por Liquido Pressurizado - PLE
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Fonte: Camel [2001]

A técnica PLE, através da influéncia das condi¢des do binomio temperatura/pressao,
permite alterar as propriedades do solvente, a exemplo da redugdo de viscosidade, tensdo
superficial e polaridade, aumentando a solubilidade do analito no meio (BUBALO etal., 2018).
A escolha conveniente do solvente deve levar em considerag@o a sua afinidade com o soluto da
matriz vegetal, preferencialmente fazendo uso de insumos reconhecidos como seguros, tais
como a agua e o etanol (RUDKE et al., 2019). A dgua por sinal tem sido estudada devido ao
baixo custo e as propriedades especificas para processos de extracdo hidrotermais e oxidativos,
em que pode atuar como um solvente menos tdxico que os solventes organicos (SANTOS,
2018). Com o intuito de se obter maior amplitude de solubilidade, a agua costuma ser

empregada também em solugdo miscivel com etanol, em que a concentragdo deste e a
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temperatura tém sido geralmente varidveis de processo (SORITA, 2021; SILVA; GARCIA;
FRANCISCATO, 2016).

Esta técnica utiliza solventes liquidos em ampla faixa de temperatura (25 a 200 °C) e
pressdo (3 a 200 bar), de modo a garantir que o solvente continue em seu estado liquido, o que
aumenta em geral o rendimento de extragdo, quando comparado com o desempenho de técnicas
tradicionais (MUSTAFA; TURNER, 2011).

A extracdo PLE apresenta quatro vantagens principais, a saber: (i) os solventes mais
utilizados s@o etanol e agua, os quais em geral sdo de baixo custo, ambientalmente amigaveis e
ndo toxicos; (ii) o processo em geral economiza energia, devido ao calor sensivel do liquido ser
menor do que o calor de vaporizago, necessitando menos energia para aumentar a temperatura
do que a geragdo de vapor; (iii) estudos mostram que altas quantidades de polifendis sdo
recuperados quando se usa temperaturas altas; (iv) a condugado do processo € simples e intuitiva,
haja vista a baixa complexidade do equipamento (PANJA, 2018).

Em sintese, a extracdo por liquido pressurizado consiste numa tecnologia alternativa
de extracdo de compostos bioativos e macronutrientes, apresentando multiplas aplicagdes
(JASKI et al., 2019), tendo sido também utilizada ultimamente em extracdes de compostos
provenientes de diversos tipos de fontes vegetais como folhas (TORRES et al., 2021;
ZANDONA, 2021), grios (HERBST et al., 2021), frutos (ALIANO-GONZALEZ et al., 2020;
BALLESTEROS-VIVAS et al., 2019; GARCIA et al., 2021; VIGANO et al., 2022), raizes
(DEBIEN et al., 2015), cascas (GARCIA et al., 2021; RUDKE et al., 2019), sementes
(FUENTES et al., 2021) e residuos agroindustriais (PAVEZ et al., 2019; MACHADO et al.
2015).

2.2.2.3.  Extragdo por dagua subcritica (SWE)

A extragdo por agua subcritica (SWE, do inglés Subcritical Water Extraction) é
considerada um caso especial de Extra¢do por Liquido Pressurizado (PLE), sendo também
denominada de Extragdio por Agua Quente Pressurizada (PHWE - do inglés, Pressurized Hot
Water Extraction). A dgua subcritica ¢ a nomenclatura designada para expressar a 4gua na faixa
de temperatura de 100 a 374 °C, durante operacdes que exploram altas pressdes, porém abaixo
de 22 MPa, o suficiente para manter a agua em estado liquido, conforme indica regido com
hachura colorida pontilhada no diagrama de fase mostrado na Figura 10. Mais comumente a
dgua tem sido utilizada em condi¢des mais restritas, operando na faixa de 2 a 20 atm de pressao

e 80 a 180 °C de temperatura (PANJA, 2018).
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A transferéncia de massa durante este processo de extragdo € potencializada com o
aumento do poder de solubilizagdo da agua, o qual € concretizado pela interferéncia do aumento
de temperatura, provocando o rompimento das ligagdes de aderéncia soluto-matriz, por
intermédio da dissolugdo das intera¢des moleculares, sejam pontes de hidrogénio, forgas de
Van der Waals ou atragdes dipolo-dipolo, possibilitando o arraste do soluto pela 4gua em seu
estado subcritico, separando-o da matriz vegetal (SORITA, 2021; ZHANG et al., 2020).

Neste processo os compostos termicamente instaveis podem ser degradados com o
incremento de temperatura, contudo, o aumento de pressdo juntamente com o tempo curto de
extracdo invalida o inconveniente, além do que, sob temperatura e pressdo elevadas, a dgua
subcritica tem a polaridade e constante dielétrica modificadas, contribuindo para um processo
de extragdo mais eficiente, por meio do aperfeicoamento da transferéncia de massa (TEO et al.,

2010; ZHANG et al., 2020).

Figura 10 — Diagrama de fases da 4gua em funcéo da temperatura e pressao
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A extrag@o por agua subcritica €, portanto, uma tecnologia ambientalmente amigavel,
economicamente viavel, rapida, escalonavel e mais eficiente, quando comparada as técnicas
convencionais em processos de extragdo, notando-se seu uso na exploragdo de fontes vegetais,
principalmente na recuperagéio de proteinas e carboidratos (ALVAREZ-VINAS et al., 2021;
PANJA, 2018; TORRES et al., 2022¢c; VARDANEGA et al., 2017).
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2.3. COMPOSTOS FENOLICOS

O funcionamento das células vegetais envolve dois tipos de metabolismos: o primario
e o secundario (MENEZES, 2020). O primeiro produz os metabolitos primarios essenciais a
vida celular, tais como acidos nucléicos, proteinas, acidos graxos, polissacarideos e clorofila,
0s quais possuem baixa atividade bioldgica e participam dos processos de respiracdo,
fotossintese e transferéncia de massa, sendo responsaveis pelas fungdes plasticas, estruturais e
de armazenamento de energia (FRAGA, 2018). O segundo, € responsavel por produzir os
metabolitos secundérios, os quais embora nd3o sejam considerados indispensaveis a
sobrevivéncia das plantas, sdo ecologicamente eficazes, contribuindo para a diferenciagdo de
espécies sendo restritos a organismos especificos. Apresentam baixo peso molecular, estrutura
complexa, alta atividade bioldgica, baixas concentrac¢des e, conforme indicado e exemplificado
na Figura 11, s8o categorizados de acordo com a rota metabodlica, em terpénicos, fenolicos e

compostos nitrogenados (SILVA; CORDEIRO BIZERRA; FERNANDES, 2018).

Figura 11 — Caminhos da biossintese dos metabolitos secundarios e exemplos tipoldgicos
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Os compostos fendlicos s@o os produtos de metabolismo secundario das plantas que
possuem propriedades antioxidantes, podendo serem adicionados aos alimentos em pequenas
quantidades, com capacidade para retardar a producdo de radicais livres e a oxidacdo de
nutrientes (BONDAM et al., 2022; GUEBOUDIJI et al., 2023), sendo globalmente
quantificados pelo método Folin-Ciocalteu, desenvolvido por Singleton e Rossi em 1965
(SORITA, 2021). Estes compostos sdo categorizados em até seis grupos: acidos fendlicos,
flavonoides, taninos, estilbenos, cumarinas e lignanas (ver Figura 12), sendo conhecidas quase
10 mil estruturas diferentes, desde as mais simples até as mais complexas (FERREIRA, 2022;
GUEBOUDII et al., 2023; SORITA; LEIMANN; FERREIRA, 2023). Alguns autores os
classificam como flavonoides e ndo flavonoides (CANADAS et al., 2020) e, sua extra¢io
efetiva sugere a possibilidade da produgdo de ingredientes funcionais, os quais poderiam ser

introduzidos em matrizes alimentares (OLDONI et al., 2016; ROSSI et al., 2020).

Figura 12 — Estruturas moleculares de exemplos representativos de compostos fendlicos
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Resveratrol (estilbeno); Secoisolariciresinol (lignano); Lactona do &cido o-cumario (cumarina)
Fonte: Adaptado de Oliveira [2016] e Sorita; Leimann; Ferreira [2023]
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2.3.1. Atividade antioxidante

Em consonancia com Shahidi (2005), € possivel classificar os antioxidantes em
primarios, sinergistas, removedores de oxigé€nio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes
mistos. Os primdrios em geral propiciam a remog¢ao ou inativagdo dos radicais livres, formados
durante a iniciagdo ou propagacio da reagdo de oxidagdo, por meio da doagdo de dtomos de
hidrogénio a estas moléculas, estagnando a reag@o em cadeia. Através das equagdes (1) a (6), é
possivel observar o principio deste mecanismo, em que: ROOe e Re representam radicais livres;
AH ¢ uma molécula antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e Ae um radical

antioxidante.

ROO- + AH — ROOH + As (1)
R+ AH — RH + A- )
ROO- + A — ROOA 3)
RO« + AH — ROH + A- (4)
RO« + A* — ROA (5)
As+ Ae — AA (6)

Os radicais antioxidantes sdo capazes de participar em reagdes com perdxido (equagdo
3), alcéxidos (equagdo 4 e 5), ou com os proprios radicais antioxidantes (equacdo 6), eliminando
os radicais livres do sistema celular (SHAHIDI, 2005).

Os compostos fendlicos, classificados como antioxidantes primarios, possuem a acéo
antioxidante como o principal efeito bioativo no corpo humano, a qual contribui para a captura
de radicais livres espalhados pelo organismo por meio do mecanismo demonstrado,
constituindo-se como aceptores de radicais livres, produzindo moléculas mais energicamente
estaveis (FERREIRA, 2022). Como agentes antioxidantes, projetam-se como aditivos naturais
potenciais para serem usados na industria de alimentos, contrastando com os aditivos sintéticos,
tais como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) e propil-galato (PG), cujo uso atual no Brasil é limitado, e até proibido em paises com
legislagdo mais restrita, a exemplo do TBHQ inutilizado no Canadd e na comunidade
econdmica europeia, sobretudo por seus efeitos toxicos e carcinogénicos (CHEKER;
TURELLA, 2019; LIANG; HU; LI, 2020; MESQUITA, 2021; PAN et al., 2008). Os acidos
fenolicos, juntamente com os tocoferdis sdo exemplos de antioxidantes naturais ja utilizados

atualmente (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; FERREIRA, 2022).
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2.3.2. Ensaios de determinacio

Ha métodos que determinam a presenga e quantificagdo de compostos fendlicos ou sua

capacidade antioxidante, tais como os ensaios de Compostos Fendlicos Totais, DPPH e FRAP.

2.3.2.1.  Fendlicos Totais

Os compostos fenodlicos totais podem ser quantificados por métodos
espectrofotométricos ou cromatograficos, contudo, os ensaios em sua maioria sdo realizados
em espectrofotdometros, seguindo os métodos de Folin-Ciocalteu, Folin-Denis ou Azul da
Prussia, baseados em reagdes de oxirredu¢do com ions metalicos (SORITA, 2021; SANTOS,
2018). A determinacdo que usa o reagente de Folin-Ciocalteu foi desenvolvida por Singleton e
Rossi em 1965, e atualmente figura em um dos métodos mais utilizados. O reagente de Folin-
Ciocalteu é composto pelos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, de coloragdo amarelo-
esverdeada, os quais, ao reagirem com os compostos fendlicos, formam em meio basico
tungsténio e molibdénio azul (SILVEIRA, 2013; SANTOS, 2018), conforme indicado na

Figura 13.

Figura 13 — Reagao de redugdo ocorrida durante a quantificacdo de compostos fendlicos
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Analiticamente, salienta-se que a reacdo descrita na Figura 10 ¢ facilitada pela inclusdo
de uma solugdo de carbonato de sddio, basificando o meio (pH~10-12) e gerando um éanion
denominado fenolato. O meio alcalino favorece a reacdo de 6xido-redugdo, promovendo a
reducdo dos acidos fosfotungstico (H3PW12040) e fosfomolibdico (H3PMo12040), presentes no
reagente de Folin-Ciocalteu, pelo ion fenolato, a 6xido de tungsténio (Ws023) e d6xido de
molibdénio (M08023), mudando a coloracdo da solucdo de amarelo-esverdeado para azulada
(complexos de molibdénio-tungsténio), cuja intensidade € proporcional ao numero de
hidroxilas ou grupos potencialmente oxidaveis dos compostos fenolicos, em que a leitura
espectrofotométrica pode ser realizada na absorbancia de 760 nm (SANTOS, 2012;
GRANATO et al., 2016).

2.3.2.2. DPPH

A metodologia de captura do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) foi criada por
Blois em 1958 e modificada pelo grupo de pesquisadores coordenado por Brand-Williams em
1995, tendo seu principio baseado na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante
para um radical livre, levando em consideracdo o sequestro do radical DPPH, estabilizando-o
(FRAGA, 2018), conforme ilustra a Figura 14. Sua estrutura ¢ formada por trés grupos NO; e
uma hidrazina, ligados a dois anéis aromaticos de seis membros, em que o atomo de azoto esta
ligado diretamente ao anel, o qual por sua vez possui um elétron desemparelhado, o que

caracteriza a espécie como um radical livre (BOROSKI et al., 2015).
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A molécula de coloragdo preliminar purpura, ao ser reduzida perde sua tonalidade

violeta, tornando-se amarelada. A partir da quantificacdo desta mudanga de coloracdo, avalia-
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se a capacidade redutora do antioxidante presente em determinado extrato (GHANI et al.,
2017). Dentre os métodos para a quantificacdo da capacidade antioxidante o DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) tem sido o mais frequentemente utilizado e, sua capacidade de
reducdo ¢ geralmente avaliada por método espectrofotométrico, comumente aferida na

absorbancia de 515 nm (FERREIRA, 2022).

2.3.2.3. FRAP
O método FRAP (do inglés, ferric reducing antioxidant power) foi desenvolvido por
Benzie e Strain em 1996 e aperfei¢coado pelo grupo de pesquisa de Pulido em 2000, consistindo

em uma analise baseada na habilidade que os compostos antioxidantes exercem na redugdo do

Fe (3+) a Fe (2+) (FERREIRA, 2022; FRAGA, 2018), conforme detalha a Figura 15.

Figura 15 — Conversdo do complexo Fe*" - TPTZ em Fe?" - TPTZ
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Esta metodologia apresenta como vantagem ser uma técnica simples, rapida e de baixo
custo, ndo requerendo também equipamentos complexos, além de ser uma das técnicas mais
reprodutiveis e apresentar alta correlacdo com os teores de vitamina C e grupos fendlicos.
Entretanto, como desvantagem, verifica-se que alguns compostos ndo sdo determinados por
este método, a exemplo dos antioxidantes que atuam por transferéncia de hidrogénio, tais como
os carotenoides (SHAHIDI; ZHONG, 2015). A reagdo de redugdo desenvolve coloragdo
passivel de ser quantificada por espectrometria UV-Vis, mensurada na absorbancia de 593 nm

(JONES et al., 2017; FRAGA et al., 2021).
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2.4. PROTEINAS

O nome ‘proteina’ é de origem grega e significa “de primeira importancia”. Refere-se
a biomoléculas consideradas compostos organicos complexos por apresentarem natureza
coloidal, formadas essencialmente por carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O) e nitrogénio
(N), podendo também conter enxofre (S), fésforo (P), ferro (Fe), e cobalto (Co). Suas unidades
estruturais basicas, os aminoacidos, estdo unidas por elos designados liga¢des peptidicas

(SOARES; OLIVEIRA, 2019).

2.4.1. Estrutura e classificaciao

Quanto a organizagdo estrutural, as proteinas podem se apresentar em diferentes
conformagdes (Figura 16): (i) estrutura primaria, quando sdo formadas por ligacdes lineares
entre os aminoacidos; (i) estrutura secundaria, referindo-se ao arranjo espacial de radicais de
aminoacidos que estejam proximos na sequéncia linear primaria; (iii) estrutura terciaria, na
ocasido das ligagdes entre os arranjos espacial de radicais de aminoacidos, formando
subunidades; (iv) e estrutura quaternaria, quando do arranjo espacial de subunidades e a

natureza de seus contatos (CORSINO, 2009; VOET, D.; VOET, J., 2013).

Figura 16 — Hierarquia estrutural nas proteinas — exemplo classico da hemoglobina: (a)
estrutura primaria; (b) estrutura secundaria; (¢) estrutura tercidria; (d) estrutura quaternaria
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As proteinas podem ser classificadas quimicamente em dois grupos: as proteinas
simples, também denominadas homoproteinas, que sdo constituidas apenas de polipeptidios; e
as proteinas conjugadas ou heteroproteinas, que contém grupamentos adicionados aos
aminoacidos, tais como carboidratos, lipidios e acidos nucleicos (BEDIN, 2018). As proteinas
conjugadas incluem, portanto, as Nucleoproteinas, Mucoproteinas, Glicoproteinas,
Lipoproteinas, Fosfoproteinas e Metaloproteinas (SOARES; OLIVEIRA, 2019). Estudos
apontam crescente demanda mundial no consumo de produtos a base de proteinas, podendo
atingir 7 milhdes de toneladas até 2025, correspondendo a aproximadamente 50 bilhdes de
ddlares. As fontes biodisponiveis sdo as proteinas de origem animal e as de origem vegetal
(NASCIMENTO; ALVES; BONOMO, 2021).

As proteinas de origem animal s@o em geral consideradas de alto valor nutricional,
incluindo carnes, ovos, derivados do leite e do soro de leite, todavia podem estar associadas a
doengas corondrias, aumento do acido urico na urina, alta pressdo no sangue, alergenicidade,
encefalite espongiforme bovina, além de serem proteinas cuja producdo demanda maior
consumo de 4agua, promovendo perda de biodiversidade e mudancas climaticas (SA;
MORENO; CARCIOFI, 2020; LIN et al., 2017). As proteinas de origem vegetal sdo opgdes
que atendem principalmente aos mercados vegetariano, vegano e flexitariano, sendo
investigadas atualmente como bom potencial para serem exploradas nas industrias de alimentos
e nutri¢do, atendendo as demandas nutricionais da populagdo e reduzindo impactos ambientais.
Estas proteinas estdo presente dentre outras fontes em feijdes, soja, ervilha, grdo-de-bico,
lentilha, trigo, alfafa, nozes e sementes como de abdbora, p€ssego e girassol (NASCIMENTO:;
ALVES; BONOMO, 2021; PIRES RIBEIRO; ROBERTA MALACRIDA, 2022; RUDKE;
ZIELINSKI; FERREIRA, 2023).

O valor nutricional e as propriedades funcionais da alimenta¢do humana recebem
consideravel contribui¢do das proteinas, sobretudo por suas fungdes estruturais, tornando sua
analise de fundamental importancia para a incorporacdo dos extratos proteicos na formulagao
de alimentos, os quais podem ser obtidos por extra¢des convencionais ou alternativas (BEDIN,

2018).

2.4.2. Uso de novas fontes de proteina

A alta procura por dgua e outros recursos naturais para a fabricagdo em massa de
produtos de origem animal tem se mostrado insustentavel, em face do crescimento

populacional, produzindo efeitos ambientais e economicos indesejaveis. Neste contexto, fontes
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alternativas de nutrientes, principalmente de proteinas, plantas, algas, fungos, ou residuos
agroindustriais, podem ser avaliadas para o consumo humano, com potencial de redugdo em
impactos ambientais, no ambito dos sistemas de producdo alimenticios atualmente vigentes
(OLIVEIRA.,2022). Desta maneira, urge a transi¢do de dietas ricas em produtos de origem
animal para dietas ricas em alternativas mais ecoldgicas, proporcionando sustentabilidade
ambiental e contribui¢do para a saude humana, sendo que nesta transi¢do, aumenta-se o nimero
de flexitarianos, com o habito de comer carne somente em algumas refei¢des (CAIADO:;
DUARTE, 2018; SIQUEIRA, 2022).

Durante o periodo da pandemia de COVID-19 no Brasil, estudos avaliaram a evolugdo
dos precos da carne bovina e das principais fontes alternativas de proteina, constatando o ovo
com uma trajetoria mercadoldgica bem diferente da carne bovina. O pre¢o do ovo teve pico em
abril de 2020, seguido de queda, porém com recuperacdo a medida em que o consumo e prego
de carnes em geral voltaram a aumentar, o que deixa evidente ser o ovo uma fonte de proteina
animal que substitui as carnes em geral (DIAS, MEDEIROS E MALAFAIA, 2021).

Neste mesmo periodo, pesquisadores especialistas na area de Nutricdo procuraram
sondar as preferéncias dos consumidores quanto a escolha alimentar, constatando que a
preocupacdo com a saude € um dos fatores preponderantes na intensificacdo e consolidagdo de
novas tendéncias alimentares, nas quais, os consumidores voltam-se para o consumo de
produtos alternativos mais naturais, a base de plantas, vistos como mais saudaveis e sustentaveis
(BIAZZI1, 2014). Com efeito, dados levantados por empresas do ramo mercadolégico mostram
o aumento das vendas globais de carnes feitas de soja, ervilha e outras fontes de proteinas
vegetais, sobretudo no periodo de deflagracdo da pandemia, embora se pondere que nem sempre
os consumidores estiveram preparados para abandonar por completo produtos como carne, leite
e ovos (SIQUEIRA, 2022).

Estudos apontam residuos agroindustriais com potencial para fornecer proteinas a
alimentagcdo humana. Estes residuos apresentam quantidades apreciaveis de cascas, bagagos,
carocos € sementes que representam importante fonte de matéria organica (MARADINI
FILHO; MENDONCA; MENDITI, 2020). Outros trabalhos caracterizam o consumo atual de
leguminosas, algas e insetos pela populagdo, avaliando a possibilidade de inclusdo destas
alternativas alimentares nas matrizes alimentares. Os portugueses, por exemplo, mostram-se
receptivos a necessidade atual de substituicdo de carne e pescado pelas proteinas alternativas
(CAIADO; DUARTE, 2018).

Por outro lado, ha evidéncias da importancia das algas como fonte alternativa de

proteinas. Pesquisas relatam que, além de apresentarem impactos minimos ao meio ambiente,
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as algas se destacam pelos altos teores proteicos (até ~ 70%) e outros compostos bioativos em
sua composi¢do, o que pode impactar positivamente na saude dos consumidores. Microalgas,
por exemplo, requerem cerca de duas vezes menos agua se comparada a cadeia de produgdo da
carne bovina, e quase 1.600 hectares a menos considerando a producdo de 1 tonelada de
proteina de Chlorella, em comparacdo a mesma quantidade de carne (OLIVEIRA, 2022).
Chlorella e Spirulina sdo as espécies de microalgas que mais se destaca, devido aos seus
potenciais nutricionais, bem como a alta digestibilidade da biomassa, portanto, a
biodisponibilidade de tais compostos.

A despeito dos potenciais destacados anteriormente, alguns entraves retardam o
crescimento mercadologico das algas. Os empecilhos consistem em algumas caracteristicas das
macroalgas e microalgas que dificultam sua utilizagdo como alimento, tal qual a rigidez da
parede celular e a inexisténcia de legislagdes especificas para a producdo e comercializagdo de
alimentos a base de algas (OLIVEIRA, 2022).

Uma alternativa tem se mostrado pesquisas que investigam fontes alternativas a carne a
partir de micélios de fungos, bem como o interesse e percepgdo dos consumidores frente a esses
alimentos alternativos. Ha estudo que analisa a aceitacdo dos consumidores brasileiros em
substitutos de carne a base de proteinas fingicas, o que pode estimular o investimento e
comercializa¢do destes produtos no Brasil, promovendo uma transicdo mais sustentavel e
saudavel na alimentacdo dos brasileiros (GONCALVES, 2023). A producdo e consumo de
cogumelos comestiveis é crescente, devido a maiores informag¢des sobre seu potencial no
beneficio a saude. Cogumelos sdo considerados um alimento funcional, rico em substancias
bioativas que apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antibidtica, além de ser
uma das fontes de proteina alternativas a proteina animal. A obten¢@o de novos produtos
processos por meio do aproveitamento da biomassa pds-colheita dos cogumelos integrados ao
cultivo de tomates ou outra cultura olericola tem despertado interesses pela exploragdo destes
bioprodutos em escala industrial MACHADO, 2019).

A busca pela saudabilidade por meio da mudanca dos habitos alimentares ocupa uma
posicdo de destaque atualmente. Pesquisadores buscam estudar alimentos alternativos para a
manuten¢do da saude e até para o tratamento de doengas. Entre os alimentos alternativos surge
0 Ora-Pro-Nobis (Pereskia Aculeata Mill.) e o Gergelim (Sesamum indicum L.) (MARADINI
FILHO; MENDONCA; MENDITI, 2020; TESSARINI; PEREIRA; PEREIRA, 2021).

A Ora-Pro-Nébis ¢ uma planta alimenticia classificada como hortaliga n&o
convencional, que se destaca por possuir teor elevado de proteina, fibras, vitaminas e sais

minerais, além de ser de baixo custo e de facil cultivo (TESSARINI; PEREIRA; PEREIRA,
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2021). Por ser uma planta facilmente encontrada, de baixo custo e de rico valor nutricional, o
ora-pro-nobis ¢ um forte aliado no combate a fome, além de colaborar no enriquecimento da
dieta de vegetarianos e dietas restritas em proteina de origem animal. Entre seus componentes
nutricionais, destaca-se a proteina vegetal, as fibras e o calcio. Esses nutrientes sdo poderosos
para a manuten¢do da saide e sdo fortes aliados no combate as doengas cronicas nao
transmissiveis (TESSARINI; PEREIRA; PEREIRA, 2021). A valorizagdo de proteina de folhas
de ora-pro-nobis por extragdes de Biorretfino com fluidos comprimidos. Os teores de proteinas
totais e de hidratos de carbono foram avaliados a partir de amostras de SWE. A SWE a 150 e
185 °C proporcionou a maior recuperacdo de proteinas (TORRES et al., 2022¢).

O gergelim (Sesamum indicum L.) é uma das dez principais oleaginosas do mundo. No
contexto dos residuos agroindustriais, possui farelo ou torta que, obtidos da prensagem dos
graos para a extracao do 6leo, tém excelente composicdo de aminoacidos importantes, tais como
metionina, cistina, arginina e leucina, podendo constituir excelente fonte de proteinas

(MARADINI FILHO; MENDONCA; MENDITI, 2020).

2.4.3. Precipitacdo por ponto isoelétrico

Em extracdes alcalinas € relevante a consideracdo do estudo da precipitagdo das
proteinas, a qual se da devido a interagdo das moléculas de agua com as moléculas deste
macronutriente, cuja interacdo depende de fatores tais como cargas superficiais, ponto
isoelétrico da biomolécula, forca idnica, temperatura e pH do meio (SILVA, 2022).

O ponto isoelétrico da proteina se dd com o pH de menor solubilidade proteica, em
que as proteinas apresentam carga neutra, com igual nimero de cargas positivas e negativas nas
moléculas, quando o nimero de radicais acidos desprotonados (-COQO-) ¢ igual ao nimero de
radicais basicos protonados (-NH3+), de sorte que as repulsdes entre as moléculas proteicas
diminuem, devido as forgas eletrostaticas moleculares estarem em minimo, permitindo que
menos agua interaja com as moléculas de proteina, formando uma condi¢do favoravel para que
as moléculas de proteina se agreguem e formem precipitados (BIANCONI, 2021; BEDIN;
2018). Quando ha uma exposicdo de uma proteina abaixo do seu ponto isoelétrico, ocorre uma
modifica¢do da densidade das cargas de uma maior protonagdo negativa para neutra e,
posteriormente uma maior concentragdo negativa dos seus grupos laterais (FERNANDES DE

SOUZA, 2015).



49

2.4.4. Caracterizacao de extratos

As caracteristicas morfologicas dos extratos proteicos sdo fundamentais na avaliagéo
de sua qualidade. Alguns estudos avaliam o efeito de tratamentos térmicos na estrutura e
propriedades de espuma das proteinas, usando técnicas dpticas, tais como hidrofobicidade, teor
de sulfidrila e potencial Zeta (CHANG; JIANG; LIU, 2022a).

A presenca de sulfidrila — SH assume um importante papel no melhoramento de
propriedades funcionais de alimentos, devido a sua alta atividade reativa. A transformagao de
grupos -SH em -S-S ¢ relatada na literatura com tendo consideravel contribui¢@o na formacao
de gluten, gelatina e outras proteinas-base de filmes comestiveis, sendo muitas vezes resultado
de tratamentos envolvendo transferéncia de calor ou agentes promovedores de reagdes de
oxirredugdo. O teor de sulfidrila (SH) estd correlacionado inversamente ao dano oxidativo as
proteinas (GHIZI SOUZA et al., 2021), sendo recorrentemente avaliado no estudo das
propriedades de proteinas em alimentos (OU et al., 2004).

Outros pesquisadores apontam a importancia da analise de turbidez e cor dos extratos,
argumentando que s@o parametros de grande impacto na aceita¢do do produto pelos
consumidores no ambito das aplica¢des alimentares (NAIK et al., 2022). H4 estudos que
avaliam a reten¢do das proteinas da clara de ovo em solugdo durante o processamento,
sugerindo potencial aplicacdo na industria, por meio da fortificagdo proteica de bebidas com
clara de ovo, em que a minimiza¢ao da turbidez da solugdo é um parametro relevante de modo
que a proposta seja vantajosa (LACLAIR; ETZEL, 2009; LIU et al., 2017).

Na érea de desenvolvimento de processos industriais de alimentos, o controle de
processos pode ser otimizado também com a utilizacdo da colorimetria (FERREIRA;
SPRICIGO, 2014). O teor de flavonoides em méis se relaciona com a aparéncia, mais
especificamente com a sua coloracdo, portanto, o uso do colorimetro pode ser util como um
indicador do teor de flavonoides (CIAPPINI et al., 2013). Ha estudos que aplicam a colorimetria
na avaliacdo de embalagens e coberturas comestiveis a base de proteinas, evidenciando a
qualidade do produto sem alterar sua visualizagdo inerente (SOBRAL, 2000).

O sistema CIE (Comissdo Internacional de Iluminagdo, do francés Commission
International de I’Eclairage), desenvolvido em 1976, define a sensacdo da cor baseado em trés
elementos: a luminosidade, a tonalidade e a saturagdo. E de consenso que as especificacdes de
padrdes de observagao para uso em colorimetria sdo providas pela CIE em todos os paises (CIE,
2017). O conceito CIE parte do principio de que o ser humano possui trés tipos de cores

receptoras — vermelho, verde e azul, que todas as cores sdo combinagdes destas, e que existem
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trés condi¢des que definem a existéncia da cor: o objeto, o iluminante e o observador
(FERREIRA; SPRICIGO, 2014).

O sistema CIE L*a*b* fornece uma diferenciagdo de cores precisa em relagdo a
percepcdo humana, definindo em trés eixos perpendiculares (Figura 17-a): a luminosidade L*
eixo principal (preto = 0 ao branco = 100); e as duas coordenadas crométicas, a* (verde (-) ao
vermelho (+)) e, b* (azul (-) ao amarelo (+) (MARTINS; MANETTI; NUNES, 2013). O espago
L*C*h° € um espago de coordenadas representado pela luminosidade (L*), cromaticidade (C*)
e angulo hue (h°) (Figura 17-b). As coordenadas polares h® e C* definem o angulo tomado no
espaco L*C*h° e a saturacdo, que se refere a distancia radial do centro do espago até o ponto

da cor (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013).

Figura 17 — Sistema CIE de colorimetria: (a) diagrama Hunter L*a*b*; (b) espago *C*h°
L,a,b Color Solid

(a) L=100

270

Fonte: Adaptacdo de Martins; Manetti; Nunes [2013] e Ferreira e Sprigo [2014]

2.5. ANALISE ESTATISTICA

A estatistica € a ciéncia que coleta, organiza, analisa e interpreta os dados de um grupo,
sejam amostrais ou populacionais, sendo realizada através de linguagem numeérica expressiva
oriunda das teorias probabilisticas, tanto em estudos observacionais quanto em experimento,
com o intuito de explicar a frequéncia da ocorréncia de eventos, de forma a estimar ou
possibilitar a previsao de fenomenos (DANELON; SAMPAIO, 2015; POCINHO, 2014).

A Estatistica Computacional tem crescido rapidamente a partir da segunda metade do
século XX, tendo um forte impacto na pratica da estatistica, tendo em vista que, enquanto os
modelos estatisticos mais antigos eram quase sempre lineares, os computadores modernos junto
com algoritmos numéricos apropriados, causaram um aumento do interesse nos modelos nao
lineares, os quais dependem da concepg¢do do desenho experimental inicial e da metodologia de

condu¢ao dos resultados (POCINHO, 2014).
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2.5.1. Designs experimentais

O planejamento de experimentos ¢ considerado uma das fases mais importantes da
investigacdo cientifica, pelo fato de propiciar uma estrutura bem definida para a etapa de
experimentos, quando bem executado. Planejamentos fatoriais completos e incompletos sdo
bastante utilizados, bem como o delineamento composto central (DCC) ou planejamento
estrela, o qual € um delineamento simétrico de segunda ordem, constituido de duas partes: o
fatorial 2" e a parte axial. Apresenta em geral as vantagens da diminuicdo do niimero de ensaios
sem perder a boa precis@o dos resultados (BARATA MATEUS; BARBIN; CONAGIN, 2001;
PERAZIO, 2010). Haja vista sua adequacfio ao modelo e design de experimentos, o DCC tem
sido aplicado nas areas alimenticia, quimica e bioldgica. Usualmente ¢ composto por um ou
mais pontos centrais, replicados para uma melhor estimativa do erro puro e, pelos pontos axiais
(Figura 18), que se situam a uma distancia a dos pontos centrais e sob projecdo dos pontos

médios de cada nivel (CLIMACO, 2019).

Figura 18 — Planejamento de composi¢do central com a=V2: (a) 2 fatores; (b) 3 fatores

@ A (b)
v2 ] °
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Fonte: Adaptagdo de Climaco [2019] e Oliveira [2017]

2.5.2. Metodologia de superficie de resposta (RSM)

Muitos estudos de extragdo reportados na literatura foram modelados e otimizados
usando a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM). Os planejamentos experimentais mais
comumente utilizados nestes estudos s@o os designs Box Behnken e composto central, os quais
permitem apenas o uso de parametros (métricas) numéricos (IBRAHIM; OMILAKIN;
BETIKU, 2019; KURAM et al., 2013)
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A concegdo experimental fatorial junto a metodologia de superficie de resposta (RSM)
¢ uma alternativa a técnica de ‘uma variavel de cada vez’, que ndo é capaz de avaliar o efeito
interativo de diferentes fatores nos resultados, além de exigir mais tempo e esforco. A RSM ¢
uma ferramenta estatistica capaz de resolver essa complexidade, fornecendo uma estratégia de
investigacdo sistematica e eficiente, no estudo do efeito das varidveis de entrada e suas
interagdes (HONG; HAIYUN, 2010).

De acordo com Mayer (2017), a metodologia de superficie de resposta é aplicada
consoante condigdes, diretrizes e etapas pré-estabelecidas. Ha duas condigdes basicas: (i)
quando o interesse € otimizar uma resposta influenciada por diversos fatores; (ii) quando a
forma da relagdo da resposta com os fatores € desconhecida. A MSR ¢ um procedimento
sequencial, cuja primeira etapa € encontrar uma aproximacao adequada para a rela¢do resposta-
fator, geralmente através de polindmios de baixo grau. Esta andlise pode ser vislumbrada como
“subindo o morro” de uma superficie, onde o topo representa a resposta maxima, sendo que
geralmente o caminho ascendente de maior inclinacgdo € a linha que passa pelo centro da regido
de interesse e é perpendicular aos contornos da superficie ajustada. Os experimentos sdo
conduzidos entdo ao longo do caminho ascendente de maior inclinagédo até que mais nenhum
aumento seja observado na resposta, gerando o modelo, o qual ¢ exemplificado graficamente

na Figura 19.

Figura 19 — Modelagem RSM: (a) grafico de contorno; (b) superficie de resposta
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Fonte: Adaptado de Mayer [2017]
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Esta se¢do descreve os insumos e as metodologias empregadas durante os

experimentos realizados com o material de estudo, a fim de exibir os procedimentos necessarios

para a reproducdo dos resultados. Na Figura 20 é apresentado um diagrama esquematico dos

ensaios realizados no processamento. Na sequéncia s@o descritos os procedimentos empregados

para o desenvolvimento desta pesquisa.

Figura 20 — Diagrama dos ensaios realizados no processamento da matéria-prima
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3.1. OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

Os frutos da pitombeira (7alisia esculenta) in natura foram adquiridos em feira livre,
situada na cidade de Garanhuns — PE, mais precisamente aos 8°53°01” de latitude Sul e
36°28°43” de longitude Oeste, entre os meses de abril e maio de 2022. Os frutos eram
procedentes do sitio Estrela, localizado na comunidade quilombola que envolve a triade Estrela-
Estivas-Castanhinho, pertencente a zona rural do municipio. A matéria-prima foi acondicionada
em saco plastico rafia verde em polipropileno, préprio para frutas e legumes e, entdo
transportada até ao Centro Laboratorial de Apoio a Pesquisa (CENLAG) da Universidade
Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE), onde se deu a imediata etapa de pré-

processamento.

3.2. PRE-PROCESSAMENTO

O pré-processamento das amostras de pitomba foi realizado na Universidade Federal
do Agreste de Pernambuco (UFAPE), incluindo o Laboratéorio de Ensino (LABENS), o
Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (LACTAL) e o CENLAG, no segundo
trimestre de 2022.

Os frutos (1.000 unidades) foram selecionados seguindo a metodologia de Queiroga
(2015) com adaptacdes. Parte dos frutos (300 unidades) foram pesados em balanga
semianalitica (Bematech modelo AS-110), descascados manualmente com auxilio de chave
torqués e em seguida, foram despolpados manualmente com auxilio peneira inox de malha 35
mesh da série Tyler. As por¢des separadas (casca, polpa e semente) foram novamente pesadas
e destinadas as etapas de secagem e moagem, separadamente para cada parte do fruto (casca,
polpa e semente). Alternativamente ao trabalho manual, utilizou-se uma despolpadora de frutas
(Linha Nobre, modelo DES-60) para separar semente da polpa da quantidade restante dos frutos
(700 unidades), acelerando o processo de obtengdo de material da semente.

A secagem, a baixa temperatura, foi conduzida em estufa (Biopar modelo GM-11) com
controle de temperatura (40 °C). A moagem foi conduzida em moinhos tipo faca (Marconi,
modelo MA340; SOLAB, modelo SL-30), utilizando-se crivo de 1 ou 2 mm, exceto a primeira
etapa de moagem da polpa, que se deu em almofariz com pistilo.

A casca foi submetida & primeira secagem por 24 h; seguida de moagem em moinho,
com crivo de 2 mm; depois conduzida a segunda etapa de secagem por mais 24 h e, segunda

etapa de moagem com crivo de 1 mm.
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A polpa foi conduzida a primeira etapa de secagem por 72 h, seguida de moagem em
almofariz com pistilo; partindo para a segunda etapa de secagem por 24 h e, segunda moagem
em moinho tipo faca com crivo de 2 mm.

A semente foi submetida a etapa de secagem (48 h) entre as moagens em moinho com
crivos de 2 e 1 mm, respectivamente. A Figura 21 mostra o diagrama esquematico do pré-

processamento.

Figura 21 — Diagrama do pré-processamento da matéria-prima
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Fonte: Elaborado pelo autor

Apds redugdo de tamanho e de umidade, as amostras (casca, polpa e semente) foram
acondicionadas em embalagens fechadas de polietileno transparentes e armazenadas em freezer

(Brastemp modelo BRM44) a -18 °C, seguindo para etapa de caracterizagao.

3.3. CARACTERIZACAO DO MATERIAL

A etapa de caracterizag@o foi realizada no Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos (EQA), situado no Centro Tecnologico (CTC) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), a partir do més de outubro de 2022. Com exce¢do das

analises de fibras, granulometria e colorimetria, os ensaios foram realizados no Laboratdrio de
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Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC). As partes do fruto em pd foram

caracterizadas fisica e quimicamente.

3.3.1. Caracterizacao fisica

A caracterizacdo fisica explorou a distribui¢do granulométrica, incluindo o calculo do
diametro médio das particulas, as massas especificas aparente e real e, consequentemente sua

porosidade.

3.3.1.1.  Distribui¢do granulométrica

A distribui¢do de tamanho de particula das amostras (casca, polpa e semente) moidas
foi determinada no LASIPO, através de sistema de agita¢do mecanico Dist, por 1 hora, com
massa de amostra inicial de 17 g, pesada em balanca analitica (Shimadzu, classe I, modelo
AY220), utilizando um conjunto de peneiras (Bronzinox, da série Richards. 16, 20, 40, 60, 100,
140 e 200 mesh).

3.3.1.1.1. Diametro médio das particulas
Ao serem obtidas as frag¢des retidas em cada peneira, utilizou-se as equagdes (7) e (8)

para calculo do diametro médio das particulas, as quais foram empregadas por Pessoa et al.

(2015), levando em consideracdo o didmetro médio superficial.

7 A=— (8

Em que d, equivale ao didmetro médio superficial da particula (mm), n o nimero de
fragdes (adm), d; a abertura da peneira i (mm), m; a massa retida na peneira i (g), m; a massa

total da amostra (g).

3.3.1.2. Massa especifica aparente

A massa especifica aparente p, foi calculada diretamente pela razdo m/V da amostra,

seguindo a metodologia de Cremasco (2012). As amostras foram postas em cadinhos de volume
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conhecido (10,5 cm?®) e pesadas em balanca analitica, precisdo 0,0001 g (Shimadzu, classe I,

modelo AY?220).

3.3.1.3.  Massa especifica real

A massa especifica real p, foi determinada no LATESC utilizando-se um picnémetro
a gas hélio (Micrometrics, AccuPyc II 1340), o qual segue o principio de Arquimedes de
deslocamento de fluidos. O picndmetro € composto por duas camaras: uma ¢ utilizada para a
insercdo da amostra (massa m e volume Vc); outra é uma camara de referéncia (volume V¢)
conectada a um transdutor de pressdo. A camara da amostra € preenchida com gas hélio até uma
dada pressdo (Pc), a qual ¢ salva e a valvula que conecta as duas cdmaras € aberta, permitindo
obter uma pressdo de equilibrio entre as duas camaras (Pr), também registrada. A massa
especifica real p, € obtida pela equacdo (9), apds n repeticdes do procedimento no software

acoplado ao equipamento.

9

- - €))

ic1 | Ve + ﬂ
Pr

Uma vantagem deste método estd na sua capacidade para aferir somente o volume da

amostra desprezando o volume de todos os poros (MARKL et al., 2018; SORITA, 2021).

3.3.1.4.  Porosidade

A partir da relagdo entra as massas especificas aparente e real obtém-se o valor da
porosidade do material, &, seguindo a equagéo (10), proposta por Cremasco (2012).

£, = 1-22 (o

r
3.3.2. Composi¢ao centesimal

A caracterizagdo fisico-quimica das amostras (casca, polpa e semente), apresentando
sua composicdo centesimal, foi conduzida por ensaios em triplicata segundo as normas
elaboradas pela Association of Official Agricultural Chemists — AOAC (2000), para

determinagdo de umidade, lipidio, cinzas, proteina e fibra bruta.
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3.3.2.1.  Umidade

As cépsulas vazias devidamente limpas foram secas a 105 °C em estufa de circulagdo
de ar (Deleo, Brasil) e, taradas em balanga analitica (Shimadzu, classe I, modelo AY220).
Pesou-se nas capsulas my,,, = 3 g de amostra homogeneizada, a qual foi seca a 105°C em estufa
por 5 horas até peso constante. O teor de umidade U (%) foi calculado de acordo com a equagéo
(11), a qual descreve o percentual de agua evaporado, apds a secagem em relagdo ao peso da

amostra umida.

m -m
U%) = % (11)
U.

Em que m,,, representa a massa da amostra em base umida e m,, ¢ equivale a massa

da amostra em base seca.

3.3.2.2.  Lipidios

A determinacdo do teor de lipidios das amostras (casca, polpa e semente) foi realizada
por extragdo em Soxhlet com 150 mL de hexano e 5 g de amostra, apds a determinagdo de
umidade (razéo 1:30 m/v). O aparato conta com mantas aquecedoras (Fizatom 05A) e banho
termostatizado (Microquimica, modelo MQBTZ 99-20).

Neste ensaio, a amostra € posta em um cartucho poroso, o qual € colocado na camara
de extracdo, que € suspensa acima do baldo que contém o solvente e abaixo de um condensador.
O balédo ¢ aquecido e o calor evapora o solvente que se move na fase gasosa em dire¢do ao
condensador, o qual é convertido em um liquido que goteja no cartucho que contém a amostra.
A camara de extrag¢do ¢ projetada de modo que quando o solvente em torno da amostra for
superior a altura maxima do sifdo, o liquido transborda para o baldo onde ¢ aquecido, e evapora,
completando um ciclo (DOS SANTOS et al., 2015).

Apds 6 h de extragdo, o baldo contendo o liquido foi conduzido a evaporadores
rotativos a vacuo (Fizatom, modelos 802 e 802D), acoplados a banho termostatico
(Microquimica, modelo MQBMP) para remocéo do solvente e, consequentemente, separagio

da fracdo lipidica no baldo de origem.
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3.3.2.3.  Cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a metodologia oficial n® 923.02 e
943,05 (AOAC, 2000). Foram pesados 5 g de amostra em um cadinho previamente seco em
mufla (CALLMEX modelo Lavoisier 400) a 250 °C por 60 minutos. Inicialmente, a amostra
foi queimada em chama até toda a fumaga colorida ser eliminada, com o intuito de evitar
combustdo no interior da mufla. O aquecimento da mufla foi realizado em fungdo degrau, a
cada 50 °C, até atingir a temperatura de incineragdo. A amostra foi entdo incinerada em mufla
a 550 °C por um periodo 24 horas. Apos a incineragdo, a mufla foi desligada e quando a
temperatura atingiu 250 °C, o cadinho foi transferido para um dessecador até atingir temperatura
ambiente. Em seguida, o cadinho com a amostra foi pesado e o teor de cinzas determinado, de

acordo com a equagdo (12):

Cinzas (% ) — mpos_incineragéo

(12)

amostra_inicial

3.3.2.4.  Proteina

O teor de proteinas foi determinado através do método de Kjeldahl AOAC (2000), com
adaptacdes para micro-Kjeldahl. Foi analisado o conteido de nitrogénio total da amostra,
utilizando o fator de conversao nitrogénio-proteina geral de 6,25 conforme convencionado, uma
vez que ndo ha relatos na literatura sobre o fator de conversdo nitrogénio-proteina para a
pitomba.

A andlise foi dividida em trés etapas, sendo elas digestdo, destilacdo e titulacdo.
Inicialmente foram pesadas 20 a 50 mg de amostra em papel manteiga, que foram transferidas
juntamente com o papel para o tubo de Kjeldahl. Foram adicionados a mesma massa de mistura
catalitica (K2SO4 e CuSO4) e 3 mL de 4cido sulfurico concentrado.

A digestdo da amostra foi realizada no bloco digestor com controlador de temperatura
(TECNAL modelo TE-04025). O processo foi iniciado a 50 °C, tendo aumento na temperatura,
em fungdo degrau, a cada 25 °C, até que a temperatura atingisse 375 °C. A digestao foi mantida
até que fosse obtido um liquido limpido transparente de tonalidade azul-esverdeada, fato que
aconteceu em torno de 5 horas.

O processo de destilagdo foi iniciado apds a amostra atingir a temperatura ambiente.
Foram adicionados ao tubo de Kjeldahl contendo a amostra digerida: 3 mL de dgua destilada e

4 gotas de fenolftaleina. Acoplou-se ao destilador de nitrogénio (TECNAL, modelo TE-0364)
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um erlenmeyer contendo 5 mL de 4cido bdrico a 4%, adicionado de indicador misto. O tubo
Kjeldahl foi entio acoplado ao destilador e adicionado de uma solugdo de NaOH 40%, até que
solugéo se tornasse rosa (aproximadamente 20 mL).

Para a etapa de titulag@o, foram coletados 75 mL do destilado em 5 mL da solugéo
saturada de 4cido borico contendo indicador misto. O destilado foi titulado em bureta
volumétrica com solugdo HCI 0,1 N padronizada até viragem (mudancga da coloragdo verde para
rosa), anotando-se o volume gasto de HCI. Em seguida, foi calculada a porcentagem de proteina

bruta através da equagdo (13).

g )_ (Vg—Vp):n-f-0,14

= 1
100g dry matter (13

%proteina (
m

Em que: V, € o volume gasto de HCI na titulagdo da amostra (mL); V}, o volume gasto
de HCI na titulagdo do branco (mL); n o fator de correspondéncia de proteina-nitrogénio (geral

6,25); f o fator de corre¢do do acido cloridrico; e m a massa da amostra em base seca (g).

3.3.2.5. Fibras

Os ensaios de fibra bruta foram realizados pela metodologia AOAC 962,09 (2000) em
determinador de fibras (TECNAL, modelo TE-146 — 5/50) situado no Laboratorio de
Propriedades Fisicas de Alimentos (PROFI) do EQA/CTC/UFSC. Pesou-se 2 g de amostra seca
desengordurada e, transferiu-se para o tubo digestor. Adicionou-se 150 mL de H>SO4, adaptou-
se o tubo no equipamento com refluxo e mante-se a solu¢édo em ebuli¢do por 30 minutos para a
digestdo acida. Em seguida, filtrou-se a solug¢@o em funil Buchner, e lavou-se o tubo e o residuo
com agua destilada para retirada do acido. Transferiu-se o papel para o funil e, com o auxilio
de 150 mL de NaOH 1,25%, retornou-se o residuo para o frasco de digestdo, deixando por mais
30 minutos sob digestdo basica. A solugdo foi filtrada em papel filtro previamente pesado.
Retirou-se todo residuo do tubo com é4gua destilada quente. Lavou-se o material do filtro com
20 mL de alcool etilico e, em seguida, com 20 mL de éter etilico. Os papéis contendo os residuos
foram secos em estufa com circulagdo de ar (Deleo, Brasil) a 105 °C. O teor de fibra foi entao

calculado por gravimetria.
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3.3.2.6.  Carboidratos ndo fibrosos

A quantificacdo dos carboidratos ndo fibrosos foi realizada através de calculos de
diferenga entre a porcentagem total da amostra (100%) e as porcentagens de proteina, fibra,

umidade, lipidios e cinzas.

3.4. PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

Os ensaios de determinagdo de rendimento de extracdo pelas principais técnicas nio
convencionais foram precedidos da avaliagdo da cinética de extracdo para defini¢do do tempo
de processo. As curvas cinéticas foram realizadas para as técnicas MAE e SWE considerando
a massa de extrato coletada em tempos pré-definidos de processo. Os procedimentos seguidos

para a realizagdo dos ensaios de extrac¢do e para a coleta de extratos sdo descritos na sequéncia.

3.4.1. Cinética da extracio MAE

Os ensaios foram desenvolvidos no LATESC por meio da utilizagdo de equipamento
propagador de micro-ondas (em inglés, Microwave Reactor for Synthesis) da marca Anton Paar,
modelo Monowave 200, de acordo com a primeira etapa da metodologia de Mazzutti et al.
(2017) com modificacdes.

Pesou-se 1 g de amostra (casca), a qual foi dissolvida em 20 mL de solucdo etanol-
dgua em tubo préprio para o micro-ondas com capacidade para 30 mL. Definiu-se
preliminarmente os seguintes parametros para conducdo do processo: temperatura de 100 °C;
agitagdo de 1.000 rpm; e a razio etanol:dgua de 1:1 como solvente. Os ensaios foram
conduzidos em duplicata para os tempos de 1 a 60 minutos, intercalados na seguinte sequéncia:
t(min) = {(1,0); (2,5); (5,0); (10,0); (12,5); (60,0)}. Os extratos obtidos foram resfriados a
55 °C e, filtrados para remocao do solvente em evaporador rotativo a vacuo. Apds o calculo de

rendimento, os extratos foram armazenados em frascos ambar a -18 °C.

3.4.2. Cinética da extracio SWE

Os experimentos iniciais da extracdo SWE foram desenvolvidos no empregando-se

uma unidade de extragdo com liquido pressurizado (self-assembled), conforme diagrama
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mostrado na Figura 22. Os procedimentos foram conduzidos seguindo a metodologia de
Rodrigues et al. (2020) e Battistella Lasta et al. (2019) com algumas adaptag¢des. Pesou-se 5 g
de amostra, a qual foi introduzida no interior da cadmara de extragdo (aco inoxidavel AISI 316),
respeitando a ordem de camadas: algoddo, esferas de vidro (~20 mL), algod&o, amostra (5 g) e
por fim algoddo. As esferas de vidro foram utilizadas a fim de evitar a formagdo de caminhos
preferenciais. Em seguida, através de uma bomba de alta eficiéncia, o solvente (dgua destilada
sonicada) foi bombeado para a cdmara de extragdo em fluxo de 4,0 mL/min, a qual foi mantida
na temperatura de extrag¢do (100 °C) pela célula de aquecimento, até a pressdo desejada (100
bar). Ao atingir a pressdo de operacdo, procedeu-se lentamente a abertura das valvulas, a fim
de manter a pressdo constante. O tempo de extragdo foi iniciado quando a primeira gota de
extrato alcancou o recipiente de coleta. A passagem continua do solvente pela camara de
extragdo, solubilizando os compostos da amostra e, arrastando-os através do fluxo do sistema,
caracterizou o processo dindmico de extracdo. O extrato obtido foi conduzido ao liofilizador
(Liotop, modelo L.101) para completa remocdo do solvente. Apods o calculo do rendimento de
cada amostra coletada para a constru¢do da cinética de extrac¢do, os extratos foram armazenados

em frascos ambar a -18 °C para analises subsequentes.

Figura 22 — Diagrama esquematico da unidade de PLE/SWE do LATESC/UFSC
5

A
Ll/

6 7 8
= :7 e N
P | VoA PRIV
B\
I%/

9

1

1 — Reservatorio de solvente; 2 — Bomba para solvente; 3 — Painel termostatico, 4 — Célula de aquecimento; 5 —

Mandmetro; 6 — Camara de extragdo; 7 — Valvula de bloqueio; 8 — Valvula back pressure; 9 — Coleta do extrato
Fonte: elaborado pelo autor em software BricsCad 2020, adaptado de Sorita [2021]

O ensaio de cinética foi conduzido continuamente até 3 horas de extracdo. A analise
da cinética de extragdo se deu em tempos intercalados na seguinte sequéncia: t(min) =

(2,5;5;10;15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60; 70; 80; 90; 105; 120; 135; 150; 165; 180),
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através da obtengdo da curva cumulativa de rendimento e da taxa massica de migrag@o da matriz

extraivel para o solvente.

3.4.3. Extracio Assistida por Micro-ondas (MAE)

A extrag@o assistida por micro-ondas (MAE) foi conduzida com o intuito de ser a
principal técnica para extrair compostos bioativos da casca de pitomba e para avaliar os efeitos
de pardmetros de processo na qualidade final dos extratos.

As condigdes da extragdo realizadas no micro-ondas foram as mesmas descritas no
item 3.4.1, exceto o tempo de processo, que foi definido com base na cinética de extra¢do. O
estudo consistiu na avaliagdo do efeito das varidveis de processo (variaveis de entrada):
temperatura de extragdo e tipo de solvente (concentragdo da mistura etanol/agua).

Um delineamento experimental composto central rotacional (DCCR) 22 contendo 3
pontos centrais e 4 pontos axiais (@ = v/2), foi realizado para determinacio das influéncias da
concentracgdo etanol/agua e da temperatura na qualidade dos extratos (Tabela 2). Os valores das
variaveis de entrada (independentes) foram escolhidos considerando os limites de concentragdo

e temperatura do processo.

Tabela 2 — Faixas de valores das variaveis utilizadas na MAE

Variaveis Independentes Niveis codificados e reais das variaveis independentes
- -1 0 +1 +x
C (concentracdo de etanol em %) 0 15 50 85 100
T (temperatura em °C) 58 70 100 130 142

Fonte: elaborado pelo autor

O design completo consistiu em 11 combinagdes (Tabela 3), cuja implementagao foi
realizada em triplicata, resultando, portanto, em 33 experimentos.

O rendimento de extracdo e o potencial antioxidante dos extratos, aferida pelas
respostas de teor de fendlicos totais, pelo método Folin-Ciocalteu, e atividade antioxidante,
pelos métodos DPPH e FRAP, constituiram as variaveis resposta (dependentes) a este
planejamento, em que as andlises realizadas seguiram os passos de 3.5 e 3.6.1 a 3.6.3,

respectivamente. O tratamento inicial dos dados foi realizado utilizando-se o software
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Microsoft Excel® 2023 (Microsoft Co., USA) e a andlise estatistica foi conduzida no
Statistica© 1984-2018 versao 13.5.0.17 (TIBCO Software, Inc) com intervalo de confianga de
95%.

Tabela 3 — Relacdo de ensaios do planejamento DCCR - MAE

Ensaio X1 (Concentragdo de etanol %) X2 (Temperatura °C)
1 (-1) 15 (-1) 70
2 (-1 15 (+1) 130
3 (+1) 85 (-1) 70
4 +1) 85 (+1) 130
5 (=) 0 0) 100
6 (400 100 0) 100
7 0) 50 (=) 58
8 0) 50 (+) 142
9 0) 50 0) 100
10 (0) 50 O] 100
11 (0) 50 (V) 100

Fonte: elaborado pelo autor

3.4.3.1.  Otimiza¢do - RSM

A otimizag¢do numérica das superficies de resposta segue a proposta desenvolvida por
Derringer e Suich, que utiliza a fun¢@o desejabilidade (Equacdo 14), de acordo com a

metodologia de Martins, Manetti e Nunes (2013):

n
T
i=1

Onde: n é o nimero de respostas, i é cada resposta, »; ¢ 0 nimero correspondente ao

D =

1/Zri
] (14)

grau de importancia de cada resposta e d; é obtido pela equagéo 15.

4, = [ kowi ] 15
" |High; — Low; (15)
Em que: Y; é o valor obtido para cada resposta e High; e Low,; sdo seus respectivos

limites superior e inferior.
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3.4.4. Extracio por Liquido Pressurizado (PLE)

A extrag¢do por liquido pressurizado (PLE) foi realizada com o intuito de ser uma
alternativa a extra¢do MAE para obtengdo de compostos bioativos da casca de pitomba.
Realizou-se 1 (um) experimento e sua replicata. O procedimento adotado foi similar ao descrito
em 3.4.2, levando em consideracgdo, entretanto, as modifica¢cdes nos pardmetros de processo:
(1) solvente etanol/agua na razdo otimizada do processo MAE (em 3.4.3.1); (ii) temperatura
otima obtida em 3.4.3.1; (iii) fluxo de solvente e massa de amostra adaptados de acordo a

similaridade da condi¢@o 6tima obtida na extracdo por micro-ondas (3.4.3).

3.4.5. Extracio por Agua Subcritica (SWE)

A extragdo por agua subcritica (SWE) foi realizada com o intuito de ser a principal
técnica para extrair proteina da casca de pitomba e para avaliar os efeitos de parametros de
processo na qualidade final destes extratos. As condi¢des da extragdo foram as mesmas
descritas em 3.4.2, exceto o tempo de processo, que foi definido com base na cinética de
extragcdo. O estudo consistiu na avaliagdo do efeito das varidveis de processo (varidveis de
entrada): temperatura de extragdo e pH do solvente (dgua).

Um planejamento fatorial completo com design misto 4x2 foi desenvolvido para
avaliar o efeito das condi¢des de extracdo (Tabela 4) no rendimento de recuperacdo da fragdo
proteica e na sua qualidade. A temperatura foi variada em quatro niveis, em faixas de 20 °C,
desde a temperatura amena de 40 °C, com o intuito de evitar a desnaturagdo proteica da matriz
extraivel, até¢ 100 °C, a fim de explorar as condi¢gdes de agua subcritica. O pH do solvente (dgua)
foi variado em dois niveis: uso da 4gua sonicada sem adi¢do hidroxido de sdédio (pH 7.5) e,

ajuste do pH da agua para 9,0.

Tabela 4 — Faixas dos fatores na extrag@o de proteina SWE

Niveis codificados e reais das variaveis

Fatores independentes
_1 -1/3 +1/3 +1
T C0) 40 60 80 100
. ’s ] i 9,0

Fonte: elaborado pelo autor
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O design completo consistiu em 8 combinagdes (Tabela 5), cuja realizag@o se deu em

duplicata, resultando, portanto, em 16 experimentos.

Tabela 5 — Relacdo de ensaios do planejamento fatorial 4x2 — SWE

Ensaio X1 (Temperatura °C) X2 (POt}%lCial de
1 -1 40 -1 7.5
2 (=1/3) 60 (-1 7.5
3 (+1/3) 80 (-1) 7.5
4 (+1) 100 -1 7,5
5 (-1 40 (+1) 9,0
6 (=13 60 (+1) 9.0
7 (+1/3) 80 (+1) 9.0
8 (+1) 100 (+1) 9,0

Fonte: elaborado pelo autor

O rendimento de extracdo e o teor de proteina do extrato, determinado pelo método de
Kjeldah constituiram as varidveis resposta (dependentes) a este planejamento, em que as
analises realizadas seguiram os passos descritos nos itens 3.5 e 3.3.2.4. O tratamento inicial dos
dados foi realizado utilizando-se o sofiware Microsoft Excel® 2023 (Microsoft Co., USA) e a
analise estatistica foi conduzida no Statistica© 1984-2018 versdo 13.5.0.17 (TIBCO Software,
Inc), utilizando-se, para a diferenca de médias, o teste T de Tukey com intervalo de confianca
de 95%.

3.4.6. Maceracao (MAC)

A extragdo convencional por maceragdo (MAC) foi realizada alternativamente ao
método MAE na obten¢@o de compostos fendlicos da casca de pitomba (solvente etanol/agua
na razdo otimizada do processo MAE) e, ao SWE para a obten¢do de proteina da casca de
pitomba (solvente dgua). Também foram realizados ensaios de maceragdo para a recuperagdo
de proteina da semente (solvente 4gua), com a finalidade de comparar o seu rendimento com o
dos extratos proteicos da casca. Os ensaios da maceracdo foram conduzidos a temperatura
ambiente (30 °C).

O procedimento de operagdo padrdo dessa técnica consistiu em submeter as amostras,
com seus respectivos solventes, em Erlenmeyer parcialmente imerso em banho com

temperatura controlada e movimento mecanico de agitacdo. Em geral, pesou-se 2 g de amostra
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em balanca analitica (Shimadzu, classe I, modelo AY220) com precisdo de 0,0001 g e aferiu-
se volume de 100 mL do solvente em proveta graduada. A amostra foi depositada no respectivo
solvente em béquer de 150 mL para ajuste de pH, quando pertinente. Apds a padronizagdo do
pH, a solugdo do béquer foi transferida para erlenmeyer de 250 mL e fechada com plastico
filme, a qual foi transferida para o banho com temperatura controlada (30 °C) e agitacdo
continua por no minimo 1 hora em equipamento proprio para maceracdo (Banho Dubnoff,
Ethirktechnology).

Posteriormente, a solugdo contendo o extrato foi transferida para tubos Falcon de 50
mL e seguiu para etapa de centrifugacdo em centrifuga de tubos (Quimis, modelo Q222T) em
rotagdo de 3.400 rpm, por 15 minutos. A seguir, retirou-se a por¢do sobrenadante contendo o
extrato, descartando-se a fase ndo solubilizada. O extrato recuperado seguiu para etapa de
remocdo do solvente, em evaporadores rotativos ou liofilizador, ja referenciados. Apds calculo
de rendimento global por gravimetria, o extrato sélido foi armazenamento sob temperatura de

congelamento (-18 °C) em freezer (Consul, modelo CVU26F) para andlises posteriores.

3.4.6.1. Macera¢do com amostras da casca (MACc)

As condig¢des de processo da maceragdo com amostras da casca de pitomba foram
adaptadas para cada fim: (i) alternativa ao método MAE na obtencdo de compostos fendlicos
da casca; (ii) alternativa ao método SWE para a obtengéo de proteina da casca; (iii) comparagao
com a maceragdo de amostras da semente. A Tabela 6 mostra uma sintese das condi¢des destes

Processos.

Tabela 6 — Condi¢des de processo na maceragdo com amostras da casca de pitomba (MACc)

N° Foco Solvente Razao do P Raz?o solido - Tempo
solvente liquido (g/mL) (h)

- alternativo a MAE Etanol/Agua (6tima MAE) - 3/60 3
MAC-1 alternativo a SWE Agua - 7 2/96 2
MAC-2 alternativo a SWE Agua - 8 2/96 2
MAC-3 alternativo a SWE Agua - 9 2/96 2
MAC-4  alternativo a SWE Agua - 10 2/96 2
MAC-5 alternativo a SWE Agua - 11 2/96 2
MACc  comparativo 8 MACs! Agua - 11 2/100 17

' MACs: uma forma de identificar a maceragfio com amostras da semente (MACs), em contraste com a maceragéo das
amostras da casca (MAC ou MACc).
Fonte: elaborado pelo autor
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3.4.6.2.  Macerag¢do com amostras da semente (MACs)

Quanto ao delineamento experimental das extra¢des com a semente, um planejamento
fatorial completo com design 32 foi desenvolvido para avaliar a melhor condigdo de extracdo.
Fixou-se a temperatura em 30 °C e o tempo de extracdo em 17 h. Os fatores escolhidos foram
a razdo solido-liquido e o pH, variando em trés niveis. O design completo consistiu em 9
combinagdes (Tabela 7), cuja realizacdo se deu em duplicata, resultando, portanto, em 18

experimentos.

Tabela 7 — Relacdo de ensaios do planejamento fatorial 3> — MACs

Razio solido-liquido

Ensaio (2/100mL) pH
MACs-1 0,5 8
MACs-2 0,5 9,5
MACs-3 0,5 11
MACs-4 1,0 8
MACs-5 1,0 9,5
MACs-6 1,0 11
MACs-7 2,0 8
MACs-8 2,0 9,5
MACs-9 2,0 11

Fonte: elaborado pelo autor

3.5. RENDIMENTO GLOBAL

O célculo do rendimento global de extragdo (Xo) levou em considerag@o o percentual
de migragdo da matriz sélida para a fase liquida, em determinadas condi¢ées de extracdo. Nos
experimentos, tomou-se o cuidado de manter a razdo sélido-liquido obtida nos ensaios de
cinética de extracdo. Os procedimentos em geral foram realizados em duplicata e, o rendimento
global (Xo) foi calculado pela razdo da massa de extrato (me) em fun¢do da massa de amostra

em base imida (ver Equacdo 16).

me
Xo=—x100  (16)

a
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A massa de extrato obtida no final do processo foi aferida em balanga analitica

(Shimadzu, Classe I, modelo AY220) e acondicionada em freezer a -18 °C (Consul, modelo

CVU26F) até a realizag@o dos ensaios seguintes.

O rendimento de processo foi determinado para as diferentes técnicas de extracdo, em

funcdo da parte da matéria-prima avaliada (casca ou semente), e das varidveis de processo

estudadas (temperatura, pressdo, tipo de solvente, razio s6lido-liquido, pH), conforme descrito

na Figura 23, que representa um diagrama experimental.

Figura 23 — Diagrama experimental: p = pressdo; r = razdo so6lido-liquido; £ = fluxo do

solvente
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3.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos da casca de pitomba recuperados por meio de extracdo assistida por micro-

ondas (MAE) foram avaliados em termos de teor de compostos fenolicos totais (CFT) e

capacidade antioxidante (captura do radical DPPH, poder de reducéo do ion férrico - FRAP).

Os resultados constituiram variaveis resposta ao planejamento delineado em 3.4.3.1. Para a

condi¢do otimizada da MAE, avaliou-se ainda os teores de carotenoides e flavonoides totais.
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3.6.1. Determinacido dos Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Obteve-se a quantidade de compostos fenolicos totais dos extratos por meio do método
Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). A fim de se obter uma curva analitica de acido
galico, preparou-se uma solugio padrio de 4cido gélico (Dinamica, Brasil, 99% pureza) com
concentracdo de 2 mg mL™! (10 mg de 4acido galico em 5 mL de 4gua). Em tubo eppendorf de
2,0 mL, diluiu-se aliquotas da solucéo de 4cido galico (2 mg mL™) para a obtencéo de fracdes
finais entre 2,0 — 0,031 mg mL..

A seguir, preparou-se uma solug@o padrao 20% (m/v) de carbonato de soédio (20 g de
carbonato de sodio em 100 mL de agua). Em seguida, diluiu-se as amostras em 1 mL dos seus
respectivos solventes, formando assim a solu¢do mae do extrato. A reacdo de oxidacgéo foi
realizada em tubos eppendorfs de 2,0 mL, nos quais foram adicionados sequencialmente: (i)
600 pL de 4gua destilada; (i1) 10 puL. da solucdo de extrato, ou 10 pL das solugdes de acido
galico na constru¢do da curva analitica, ou 10 pL do respectivo solvente utilizado em cada
extragdo para o branco: (iii) 50 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, USA, 99%
pureza), aguardando-se 1 minuto de reagdo; (iv) 150 pL. da solucdo de carbonato de so6dio (20%
m/v); (v) 190 uL de agua.

Apds homogeneizagdo em agitador de tubo vortex (Fizatom, modelo 772), os tubos
eppendorfs foram deixados em repouso por 2 horas, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Decorrido o tempo devido, pipetou-se 300 uLL de cada amostra em microplacas (em triplicata),
submetendo-as a leitura em espectrofotometro (Epochh Biotek, Santa Clara, modelo CA-
95051), em comprimento de onda de 760 nm, localizado no LATESC. Representou-se a curva
analitica de acido galico por um grafico de absorbancia versus concentracdo de acido galico
(mg mL™7), que se tornou a curva analitica padriio para detec¢io da equivaléncia em
concentragdo de acido galico nas amostras, e esta apresentada no Apéndice A. Os valores de
absorbancia média para cada tipo de extrato foram correlacionados com a curva analitica
padréo, através da substitui¢do dos valores de absorbancia média obtidos para cada amostra na
equacdo da curva analitica. Logo, o teor de compostos fenolicos totais (CFT) € expresso em mg

GAE g! de extrato e mg GAE g™! de sélido seco conforme as Equagéo 17 e 18.

] -1
mgGAE) _ mgGAE'mL % 1000 (mg) (17)

Cextrato (mg-mL'l) g

CFT(

Yextrato

mgGAE mgGAE

CFT( )=CFT( )xx0 (18)

Isélido seco YJextrato
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Em que GAE representa o equivalente em acido galico, obtido pela curva analitica
padrio, Cexirato representa a concentra¢io do extrato (mg extrato mL™) e Xo o rendimento de

extragdo (%), definido em 3.4.3.

3.6.2. Determinacio de AA pelo método de captura do radical DPPH

A avaliag¢do da capacidade antioxidante (AA) pelo método do radical 1,1-difenil-2-
picrilidrazina (DPPH) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por (MENSOR et
al.,2001; TORRES et al., 2022). Usou-se o reagente Trolox (Sigma Aldrich, USA, 97% pureza)
como padrdo para a curva de calibragdo, produzida com 6 dilui¢gdes diferentes (50 - 300 pmol
L-1) em etanol, gerando coeficiente de determinacdo de (R?) = 0,9946, cujos resultados foram
expressos em umolrg + g~ 1(TE — Equivalente em Trolox).

Em principio os extratos liofilizados foram diluidos em tubos eppendorfs de 2,0 mL
nos seus respectivos solventes de extragdo em concentragdes de 0,5 mg mL™!. Na sequéncia,
uma solugio estoque de DPPH (125 pmol L) foi preparada, adicionando-se 5,2 mL de DPPH
(Sigma Aldrich, USA, 99,5% pureza) em 19,8 mL de etanol e, armazenada em frasco ambar. O
meio reacional se compos pela adi¢gdo em microplacas de: 50 pul. de cada extrato com 250 uL.
da solug¢do de DPPH (amostras); ou 50 pL. do extrato e 250 do respectivo solvente (branco); ou
50 uL do solvente e 250 da solu¢do de DPPH (controle).

Decorridos 30 minutos de reagdo ao abrigo da luz, aferiu-se as absorbancias em
espectrofotometro (Epochh Biotek, Santa Clara, modelo CA-95051), no comprimento de 517
nm. Correlacionou-se os valores de absorbancia encontrados com a curva padrio de Trolox de
concentracdes entre 50 e 300 pmol L', a qual se encontra no Apéndice A. Ao passo que se
obteve o percentual de reducdo do radical DPPH através da Equagdo 19, para cada extrato (em
triplicata), determinou se a atividade antioxidante em umol TE g extrato usando a curva de

calibragao.

% Inlbl(;éo — [Abscontrole_(Absamostra_Absbrunco)] % 100 (19)
AbScontrole

3.6.3. Determinacido de AA pelo método de reducio do ion férrico (FRAP)

Determinou-se a atividade antioxidante (AA) expressa pela capacidade de redugéo do

fon férrico pela metodologia de Benzie e Strain (1996). Necessitou-se previamente de quatro
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solucdes: (i) tampdo acetato de sodio 0,3 molar (pH 3,6); (ii) 4cido cloridrico 40 mmol L™ ; (iii)
cloreto férrico 20 mmol L!; (iv) TPTZ.

A composi¢ao de cada solugdo € descrita a seguir: (i) tampao acetato de sodio 0,3 mol
L' (pH 3.6) formada por 1.87 g de acetato de sodio anidro (Exodo, Brasil, 99,8% pureza), 16
mL de 4cido acético glacial (Sigma Aldrich, USA, 99,7% pureza) e agua; (ii) acido cloridrico
P.A.-A.C.S. (Synth , Brasil) 40 mmol L! (3,31 mL de HCl em 1 L de agua); (iii) solucdo de
cloreto férrico P.A (Synth, Brasil) (FeCl13.6H20, 20 mmol L) - 0,135 g de FeCl3.6H20 em
25 mL de agua e; (iv) solugdo TPTZ (Sigma Aldrich, USA, 99% pureza) - 2.,4,6 — trifidril-s-
tiazina 10 mmol L' - 0,01927 g de TPTZ e 6 mL da solugdo ii (4cido cloridrico — 40 mmol L-
b,

A solug@o FRAP foi formada com a adigdo de 60 mL da solucdo tampao de acetato de
sodio (solugdo i) com 6 mL da solucdo de TPTZ (solugdo iv) e 6 ml da solucdo de cloreto férrico
- FeCl3.6H20, 20 mmol L-1 (solugdo iii). A reagdo se deu com a adi¢do de 10 uL de cada
amostra diluida em seu respectivo solvente e 290 pl. da solugdo FRAP. Considerou-se um
branco para cada solvente (10 uL de cada solvente + 290 uL da solugdo FRAP). A reagdo
completa ocorreu ao final de 30 minutos, ao abrigo da luz. A seguir, leu-se as microplacas em
espectrofotometro (Epochh Biotek, Santa Clara, modelo CA-95051) no comprimento de onda
de 593 nm. Construiu-se a curva padrio (Apéndice A), utilizando-se do Trolox (Sigma Aldrich,

USA, 97% pureza) como referéncia. Os resultados sio expressos em pmol TE.g™! extrato.

3.6.4. Teor de Carotenoides Totais (TCC)

O teor de carotenoides totais (do inglés Total Carotenoid Content - TCC) foi
determinado a partir da metodologia de Kuhnen et al. (2009), com modifica¢des. Diluiu-se o
extrato em uma solu¢do de metanol, hexano e acetona na proporg¢do 2:1:1 (v/v/v), a seguir
colocados em banho ultrassom (Ultronique, modelo Q3.0/37A) por 2 minutos e, em seguida,
foram centrifugados por 15 minutos a 3.400 rpm (Quimis, modelo Q222T). O sobrenadante
coletado constituiu o material de andlise nas microplacas, por meio da leitura em
espectrofotometro (Epochh Biotek, Santa Clara, modelo CA-95051), no comprimento de onda
de 450 nm. Obteve-se o teor de carotenoides totais do extrato através da curva padréo de p-
caroteno (Sigma Aldrich, USA, 97% pureza), preparada com 10 mg de B-caroteno diluido em
50 mL da mistura metanol/hexano/acetona 2:1:1 (v/v/v), formando concentragdes de 2 a 55 pg

mL! (presente no Apéndice A). A absorbancia foi lida a 450 nm. Os resultados estio expressos
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em miligramas equivalentes em [-caroteno por grama de extrato (mgP-CE/gextrao). Os
experimentos foram conduzidos em triplicata e os valores numéricos estdo expressos em termos

de média + desvio padrido amostral.

3.6.5. Teor de Flavonoides Totais (TFT)

A determinag@o do teor de flavonoides totais (do inglés Total Flavonoid Content -
TFC) foi realizada de acordo com Zhishen et al. (1999) com modifica¢des. Preparou-se uma
solugdo de NaNOz (0,5 mol L), AICI; (0,3 mol L") e NaNO (1 mol L!). O meio reacional foi
conduzido em eppendorf da seguinte maneira: adicionou-se 125 pL. do extrato diluido em 1 mL
de dgua e 60 uL. de NaNO». Apos a incubacdo da reagdo em banho maria (ALB, modelo 250C)
a 37 °C por 5 minutos, procedeu-se com a adi¢do de 60 pl. de AICIl; em que se constatou
mudanga de cor. Apds agitagdo em agitador de tubo vortex (Fizatom, modelo 772), armazenou-
se a solugdo sob o abrigo de luz. Apds 6 minutos, adicionou-se 400 uL. de NaNO, seguindo-se
de agita¢do. Finalmente, retirou-se aliquota de 300 upl. para leitura em placa em
espectrofotometro (Epochh Biotek, Santa Clara, modelo CA-95051) no comprimento de onda
de 510 nm.

O teor de flavonoides foi calculado com base em curva padrio de catequina com

concentragdes de 0,025 a 0, Smg mL™! (constante no Anexo II). Os resultados estdo expressos

em MYcaer/ Gextrato-

3.7. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS DE INTERESSE

Os extratos obtidos nas diferentes técnicas aplicadas constituiram os materiais de
analise da presenga de compostos bioativos na casca de pitomba e, da possivel concentragdo do

teor de proteina na casca e semente de pitomba.

3.7.1. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos (bioativos) foram identificados e quantificados por técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography).
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3.7.1.1.  Preparagdo das amostras

As amostras para analise foram preparadas no LATESC, conforme a metodologia
usada por Schulz (2015), com modificagdes. Transferiu-se os extratos liofilizados (0,2 g) para
tubos de Falcon de 50 mL, adicionados de 25 mL de hexano e, desengordurados com auxilio
de banho ultrassom (Ultronique, modelo Q3.0/37A) por 15 minutos a 25 °C, seguindo-se de
centrifugacdo a 3.400 rpm por 15 minutos (Quimis, modelo Q222T). Removeu-se o
sobrenadante e, submeteu-se o residuo a uma segunda extra¢do com hexano. Na sequéncia, as
amostras foram acondicionadas em capela de exaustdo (modelo OR) por 10 minutos, para
remocdo completa do solvente.

Adicionou-se as amostras previamente desengorduradas 5 mL de metanol e 5 mL de
HCI1 6 mol L e, as quais foram submetidas a hidrélise acida a 85 °C por 30 minutos, em estufa
com circulagdo de ar (Deleo, Brasil). Em seguida, ajustou-se a solucéo para pH 2 com NaOH 6
mol L e, submetendo-a a extracio por particio com 10 mL de éter etilico e a centrifugacio a
3.400 rpm por 15 minutos (Quimis, modelo Q222T). O residuo foi submetido a mais dois ciclos
de particdo com éter etilico e, os sobrenadantes combinados foram rotaecvaporados até completa
secagem (Fisatom, modelo 802). Suspendeu-se por fim o extrato residual em metanol com
volume aferido para 1 mL, centrifuga¢do a 3.400 rpm por 20 minutos e, dilui¢do decimal em

metanol:dgua (70:30), antes da injecdo em sistema HPLC-ESI-MS/MS.

3.7.1.2.  Andlise HPLC-ESI-MS/M

A identificagdo e quantificagdo dos compostos fenolicos por HPLC foram realizadas
na Central de Andlises do Departamento de Quimica da Centro de Ciéncias Fisicas e
Matematicas — CFM da UFSC, no més de dezembro de 2022, utilizando cromatdgrafo HPLC
(Tecnologia Agilent ®, Modelo 1,200, Alemanha).

A separagdo dos compostos foi realizada em coluna cromatografica (tamanho de
particula 4.6 pm, 150 mm, 2,0 mm). Efetuou-se a analise cromatografica usando-se de gradiente
de fase movel composto de metanol em dgua (95%) e de acido formico em agua (0,1%). A taxa
de fluxo foi de 250 pL min. A separacio se deu a 30 °C através de elugo em gradiente
fragmentado, como a seguir: 0-5 min, 10% A; 5-7 min, 90% A; 7-10 min, 90% A; 10-17 min,
10% A. Acoplou-se o sistema HPLC ao sistema de espectrometria de massa, de quadrupolo
simples, Q Trap 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada). Realizou-se a
analise dos dados e o controle do sistema HPLC-ESI-MS/M em software versdo 1.5.1. Os
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experimentos foram conduzidos usando ionizacdo por electrospray (TurbolonSpray™ —
eletrospray — ESI) em modo de ion negativo, mantendo a capilaridade em 4500 V. Utilizou-se
como parametros MS/MS: gas em cortina, 10 psi; temperatura de 400 °C; gas 1, 45 psi; gas 2,
45 psi.

O tratamento dos resultados dados foi realizado utilizando-se o sofiware Microsoft
Excel® 2023 (Microsoft Co., USA) e a andlise estatistica posterior foi conduzida no Statistica©
1984-2018 versao 13.5.0.17 (TIBCO Software, Inc), utilizando-se, para a diferenca de médias,

o teste T de Tukey com intervalo de confianga de 95%.
3.7.2. Proteina

A quantificagdo do percentual de proteinas dos extratos foi feita pelo método de
Kjeldahl (AOAC, 2000) enquanto o estudo identificacdo de ponto isoelétrico foi realizado pelos

ensaios de Potencial Zeta.

3.7.2.1.  Potencial Zeta

Os ensaios de Potencial Zeta (ZP x pH) foram realizados no Laboratdrio
Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas — LINDEN da UFSC, seguindo
metodologia prescrita em literatura (ANASTACIO et al., 2019).

O potencial das particulas dos diferentes diluidores foram obtidos usando dispersdo de
luz, através do Zetasizer Nano ZS Malvern. As andlises foram realizadas em ftriplicata. As
medidas do PZ foram obtidas através da equag@o de Smoluchowski (20) como valores médios

da mobilidade eletroforética.
D = # (20)

Em que: D € o coeficiente de difuséo; p, € amobilidade elétrica da particula carregada;

kg € a constante de Boltzmann; e q € a carga elétrica da particula.

3.7.2.2.  Kjeldahl

A quantificacdo de proteinas nos extratos obtidos foi efetuada de acordo com as
diretrizes descritas no item 3.3.2.4, com o intuito de avaliar a concentragdo do macronutriente

promovidas pela extragdo.



76

3.7.2.1.  Recuperagdo de proteina

O percentual de recuperacdo de proteina na matriz vegetal foi calculado de acordo com
a metodologia de Ahluwalia et al. (2020), relativo ao teor de proteina extraida da matéria-prima

(por¢do recuperavel pelo solvente), e expressa pela equagéo 21.
Mq-Py
My P;

Rec.de proteina (%) = x 100 21

Em que M; ¢ a massa do extrato, M é a massa da amostra inicial, Pré o teor de proteina

do extrato e P; € o teor de proteina da amostra inicial.

3.8. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS

A qualidade dos extratos proteicos foi avaliada por trés caracteristicas: turbidez, teor

de sulfidrila e parametro de cor.

3.8.1. Turbidez

A determinacdo da turbidez foi realizada consoante a metodologia de Chang, Jiang e
Liu (2022b). Preparou-se os extratos em solucdo de 1 mg/mL (massa do extrato liofilizado /
volume de respectivo solvente) em tubos eppendorfs de 2,0 mL. Transferiu-se as amostras para
cubetas de quartzo de 3 mL. A leitura se deu em espectrofotdometro UV-VIS (PG Instruments,
modelo T90) em comprimento de onda de 500 nm. Como controle, usou-se o fosfato de bufter.

Os resultados de turbidez foram expressos por meio da absorbancia.

3.8.2. Teor de Sulfidrila

O teor do grupo sulfidrila livre (SH livre) foi determinado de acordo com o método de
Wang et al. (2023). Dissolveu-se 20 mg acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) em 5 mL
de Tris-glicina de buffer, composto de 5,2 g de Tris, 3,45 g de glicina e 0,6 g de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) em 500 mL de dgua deionizada, pH 8,0. Como reagente
de Ellman, usou-se o Tris-glicina de buffer.

Diluiu-se o extrato proteico até uma concentragdo de 5 mg/mL pela adi¢do de Tris-
glicina de buffer. O mesmo reagente buffer contendo 8 mols ureia e 2,5% SDS foi explorado

para determinar o total de grupos SH. Adicionou-se em 4 mL das amostras diluidas uma
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aliquota de 40uL. do reagente de Ellman. Posteriormente, incubou-se a mistura ao abrigo da luz,
por 30 minutos, aferindo-se ao final a absorbancia em espectrofotdmetro UV-Vis (Perkin
Elmer, modelo Lambda 45) em comprimento de onda de 412 nm. O total do teor de sulfidrila

(grupos SH) esta expresso em absorbancia de 412 nm.

3.8.3. Parametros de Cor

Os parametros de cor dos extratos proteicos liofilizados recuperados da maceragdo
(MAC) ou da extragdo por liquido pressurizado (PLE) foram avaliados em colorimetro (Delta
Vista, model 450 G SN 7012003357, Sédo Leopoldo-RS, Brasil), localizado no Laboratério de
Propriedades Fisicas de Alimentos (PROFI) do EQA/CTC/UFSC. Calcularam-se os valores dos
angulos de tonalidade (H*), do indice de brancura (Wi) e do croma (C), levando em
consideragdo os parametros L*, a*, e b*, seguindo as equagdes 22-25, em consonancia com
metodologia adotada em literatura (NAIK et al., 2022) com adaptagdes, bem como a diferenga

total de cor (AE) com base na equacdo 17 (FERREIRA; SPRICIGO, 2014).
* -1 b_*
H* = tan (a) 22)

W, =L —3b" (23)

¢ = /(@) + (b)2 (24)

AE = [((AL) -2+ (Aa™) -2 + (Ab™) - 2) - 0,5] (25)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta se¢do apresenta e discute os resultados obtidos por meio da pesquisa
experimental. Estd organizada em trés subsegdes: (1) caracterizacdo da pitomba em suas
diferentes partes; (2) extragdo de compostos bioativos da casca de pitomba; (3) extracdo de

proteina da casca e da semente de pitomba.

4.1. CARACTERIZACAO DA PITOMBA EM SUAS DIFERENTES PARTES

A principio obteve-se a propor¢do da massa fresca em relagdo as partes da pitomba
(casca, polpa e semente). Logo apos, seguiu-se com a distribui¢do gravimétrica das fragdes
obtidas durante o pré-processamento dos frutos, seguida da caracterizacdo fisico-quimica do

material pré-processado.

4.1.1. Pré-processamento

Ao ser avaliada a propor¢do da massa fresca das partes da pitomba, utilizou-se uma
amostra de 50 frutos, quantidade referente a 1 (um) cacho apos sele¢do. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 8, em comparag¢do com dados da literatura. Verifica-se que a amostra
dos frutos in natura apresenta 36,43% de casca, 38,74% de polpa e 24,83% na semente. O
percentual de cada parte do fruto evidencia a importancia da valorizacdo dos coprodutos da
pitomba (casca e semente), além da polpa do fruto, com o intuito de agregar valor a matéria
vegetal, pelo potencial uso integral de sua matriz em escala produtiva. Com efeito, embora
exista variagdo da propor¢do da massa, cada parte do fruto contribui, em geral, com um terg¢o

da massa global do fruto.

Tabela 8 — Dados da literatura quanto ao percentual das partes do fruto de pitomba

Vieira e Queiroga et al.  Fragaet al. Trabalho
Parte do fruto / Autor (ano) 5 20 0008)  (2018) (2018) atual
Tamanho amostral (n) 50 20 3 50
Casca 47,80+ 3,53 23,24+9,61  44,60+222 36,43 +1,81
Polpa 22,30+ 0,70 39,16 £12,89 15,40+ 1,27 38,74+1,74
Semente 29,89+ 1,00 37,60+ 10,94 40,00+ 13,00 24,83+ 1,49

Fonte: elaborado pelo autor
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O rendimento em polpa encontrado no presente trabalho (38,74%) ¢ substancialmente
maior do que os 15,40% encontrado por Fraga (2018), embora tenha similaridade com os dados
obtidos por Queiroga et al. (2018), que foi de 39,16%. O percentual da casca (36,43%) supera
os 23.,24% alcancado por Queiroga et al. (2018) e, aproxima-se dos valores publicados por
Vieira e Gusmao (2008) e Fraga (2018), 47,80% e 44,60%, respectivamente. A proporcdo da
semente apresenta valor levemente abaixo do apresentado por Vieira e Gusmao (2008) que foi
de 29.89%. E importante salientar que, conforme pontua Sviech (2021), os dados de autores
diferentes para um mesmo fruto dificilmente se harmonizam, pois, a composi¢do dos frutos
depende da sazonalidade, condi¢des do solo, clima, variedade e grau de maturidade. Além
disso, os desvios padrdo amostrais apresentados pelos diferentes autores sdo variados.

A distribui¢@o gravimétrica durante o pré-processamento avaliou a variagdo em massa,
provocada pelas perdas durante o pré-processamento manual dos frutos de pitomba, envolvendo

as etapas de separagdo, moagem e secagem. O balango de massa € mostrado na Figura 24.

Figura 24 — Fluxograma do balango de massa no pré-processamento manual dos frutos
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Fonte: elaborado pelo autor
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A quantidade de frutos usada para fins de célculo do balango de massa foi de 5 (cinco)
cachos de pitomba (300 frutos), relativa as unidades que foram submetidas a etapa de separagao
integralmente manual das partes do fruto. Os dados completos do balango de massa constam
no Apéndice B. Durante o pré-processamento, as maiores perdas em massa da matriz vegetal
se deram pela redugdo do teor de umidade, seguida da manipulacdo da polpa, incluindo o
manuseio com a separacdo, prensagem e evaporagao.

Os valores massicos apresentados no fluxograma (Figura 24) permitiram o célculo do
teor de umidade do fruto in natura, o que possibilitou a comparagdo com os resultados presentes

em literatura (Tabela 9).

Tabela 9 — Dados de teor de umidade para a casca, polpa e semente de pitomba

Silva et al. Santos (2019)

(2008) - polpa; . — casca;
PAa l;::‘;i(:?rou)té Cardoso et al. %‘;eérz%glagit Frgg leé‘)al. Castro et al. Trabalho atual
(2015) - ' (2019) -
semente semente
Casca - - 58,42+0,64 66,50+0,36 64,46+ 1,42
Polpa 83,16+0,73 80,73+ 1,23 80,58=+10,10 - 80,47+ 1,78
Semente 43,67 +£2,52 - 43,20+ 0,15 44,43 £1,03

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n > 3.
Fonte: elaborado pelo autor

A umidade das cascas de pitomba in natura (66,46%) muito se aproximou aos dados
obtidos por Fraga et al. (2018) e Santos (2019), 58,42% e 66,50%, respectivamente.
Analogamente, os teores de umidade da polpa (80,47%) e da semente (44,43%) foram similares
aos valores encontrados em literatura (QUEIROGA et al., 2018; SILVA, 2008; FRAGA, 2018;
CARDOSO etal., 2015; CASTRO et al., 2019; EDER—SILVA; ARAUJO, 2014), apresentando
coeréncia com os dados cientificos pré-existentes. A umidade do material pré-processado
(casca, polpa e semente moidas e secas) se deu na caracterizagdo fisico-quimica mostrada a

seguir.

4.1.2. Caracterizacao fisica

As amostras secas de casca, polpa e semente de pitomba foram caracterizadas

fisicamente como segue.
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4.1.2.1.  Distribui¢do granulométrica e didmetro médio

A distribui¢do granulométrica das particulas das amostras de (a) casca; (b) polpa; (¢)
semente, apos moagem e separa¢do em peneiras ¢ apresentada na Figura 25. A partir da

distribuicdo granulométrica foi determinado o tamanho médio de particulas para cada amostra.

Figura 25 — Distribui¢ao granulométrica - partes do fruto: (a) casca; (b) polpa; (c) semente
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Fonte: elaborado pelo autor

A Tabela 10 apresenta os didmetros médios supertficiais das fragdes diferentes partes

do fruto, considerando os dados de granulometria.

Tabela 10 — Diametro médio superficial do material

M4
Fragdo do fruto D(lﬁln;f)tm
Casca 0,12+ 0,02
Polpa 0,30+ 0,03
Semente 0,17+ 0,02

'Resultados expressos como média + desvio padrdo, n = 3.
Fonte: elaborado pelo autor

De acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizagdo, os sélidos sdo
categorizados como so6lidos grosseiros, finos e ultrafinos, a depender do tamanho da particula

(TANNOUS; ROCHA, 2011). A partir da moagem realizada, os dados da Tabela 10 indicam
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que a amostra de polpa se classifica como sélido fino (0,30 < didmetro <4,7 mm), ao passo que
as amostras de casca ¢ de semente se caracterizam como sélidos ultrafinos (diametro < 0,30
mm). Além disso, conforme a classificacdo de Cremasco et al. (2012), os materiais analisados
categorizam-se como po, pelo fato de seus diametros se situarem na faixa de 1 a 500 um.

Estudos apontam que a caracterizagdo do didmetro da particula € importante na
definicdo de parametros de processo para a recuperacdo de compostos de interesse, como
compostos fendlicos e proteina, pois a formacao do leito de particulas para a extragdo interfere
nos mecanismos de transferéncia de massa. Bedin (2018) avaliou a influéncia do didmetro
médio do pd de arroz em extragdes de proteina, esperando que sua diminui¢do aumentasse o
rendimento de extragdo, embora ndo tenha obtido confirmagao significativa. Por outro lado,
Arias et al. (2020) consideraram a importancia do diametro de particula no estudo de extragdes
supercriticas de flavonoides de orégano mexicano, onde o tamanho das particulas foi
considerado como varidvel independente (em dois niveis) no design fatorial utilizado, sendo
que o fato de o tamanho de particula ndo ter desempenhado efeito significativo na extragdo foi
atribuido a proximidade numérica dos niveis dos didmetros das particulas no design
experimental.

Em ambos os estudos — Bedin (2018) e Arias et al. (2020), as etapas subsequentes do

processo utilizaram os lotes originais de granulometria, o que se seguiu também neste trabalho.

4.1.2.2.  Massas especificas e porosidade
Por meio dos ensaios picnométricos das amostras secas das trés partes do fruto, obteve-
se a massa especifica aparente (p,), a massa especifica real (p,) e o indice de vazios ou

porosidade (&), cujos valores estéo registrados na Tabela 11.

Tabela 11 — Massas especificas e porosidade do material

fragdodo 1y (g em™) lp, (g+em™) le
Casca 0,43 +0,02 1,52+ 0,01 71,63 £1,43
Polpa 0,57 £0,02 1,50 £ 0,01 62,30+ 1,25
Semente 0,73 +£0,03 1,48 £ 0,01 50,80 £ 1,02

'Resultados expressos como média + desvio padrio, n = 3.
Fonte: elaborado pelo autor

Os materiais apresentam massas especificas distintas, como valores entre 0,43 e 0,73

de densidade aparente, indicando menor densidade para a casca e maior para a semente de
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pitomba. Esses dados de densidade e porosidade sdo importantes para a caracterizacdo dos leitos
fixos de particulas quando da avaliacdo dos mecanismos de transferéncia de massa envolvidos

nos processos de extragdo.

4.1.3. Teor de umidade

O teor de umidade presente nas amostras foi quantificado, conforme metodologia

descrita no item 3.3.2.1 e estd registrado na Tabela 12.

Tabela 12 — Teores de umidade de agua no fruto e efetividade da secagem

Fragio 2 Umidade in natura 2 Umidade do

do fruto (%) p6 (%)
Casca 64,46 £ 1,42 8,93 +0,11
Polpa 80,47+1,78 22,68 £0.75

Semente 44,43 + 1,03 10,59 + 0,09

Resultados extraidos da Tabela 9; 2Resultados expressos
como média + desvio padrdo, n = 3.

Verifica-se que a casca ¢ a semente foram secas com maior efetividade, tendo seus
teores de umidade reduzidos na ordem de 10%, a qual esta dentro da recomendagdo feita por
Martinez e Vance (2008 apud ALVES etal., 2019), os quais estipulam a faixa de 3 a 10% como
margem segura, sem impacto na degradag¢do do produto. A umidade obtida do pd da casca
(8,93%) neste trabalho foi semelhante ao encontrado por Silva et al. (2021), que foi de 9,69%.

As etapas de secagem neste trabalho foram, portanto, eficazes no objetivo de eliminar
a maior parte da d4gua presente na matéria-prima (casca, polpa e semente), visando seu emprego
na sequéncia dos estudos (a partir do item 4.2) para valorizagdo do fruto (especialmente da

casca de pitomba).

4.1.4. Composiciao centesimal

De posse dos teores de umidade descritos em 4.1.3, foi possivel avaliar a composi¢ao
centesimal das amostras em base seca, cujas fra¢cdes constam quantificadas na Tabela 13. O
termo ‘carboidrato ndo fibroso’ utilizado refere-se ao teor de carboidratos obtido por diferenga,

subtraindo-se inclusive a fibra bruta.
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Tabela 13 — Composi¢éo centesimal do material em base seca (g / 100g de amostra b.s.)

Composi¢do Casca "Polpa 'Semente Fruto inteiro
Proteina 7,14 + 0,45 10,78 = 0,13 8,31 =+ 0,78 8,05 = 046
Lipidios 0,82 £ 0,02 0,53 £ 0,01 0,27 £ 0,02 0,51 = 0,02
Fibra bruta 41,29 + 0,28 328 + 0,14 1,40 = 0,20 17,18 £ 0,21

Carboidratos nio fibrosos 45,60 + 0,80 83,15 + 0,33 87,48 + 1,06 70,73 £+ 0,74
Cinzas 5,15 + 0,05 3,08 £ 0,05 2,54 £ 0,06 3,61 £ 0,06

Resultados expressos como média + desvio padréo, n = 3.
Fonte: elaborado pelo autor

Constata-se que a pitomba em geral possui minerais (3,61%), é rica em carboidratos
(70,73% da composicdo em base seca) e tem baixo teor de gorduras (0,51%). Sua casca é rica
em fibras (41,29%). A polpa desidratada possui maior concentragdo de proteina, a qual também
esta presente significativamente na casca e semente (7,14 - 8,31%), tornando-lhes matrizes
vegetais com teor proteico similar ao do arroz integral cruz, que é de 8,31% b.s., de acordo com
a tabela TACO (DAG et al., 2011).

Em consulta a literatura, nota-se que a maioria dos autores obteve composicdes
semelhantes para pitomba, como constam na Tabela 14. Neste contexto, Fraga (2018),
avaliando as fra¢des da casca e da polpa, encontrou elevado teor de carboidratos, baixa fra¢do
lipidica e quantidades de proteina similares ao demonstrado neste trabalho. No que diz respeito
a semente, os dados aqui apresentados sdo praticamente idénticos aos de Castro (2019), que
também avaliou a composi¢cdo do endocarpo da pitomba. Outros pesquisadores também
sinalizaram constituicdo similar (SILVA, 2008; SANTOS et al., 2020). A composi¢ao
centesimal apontada neste trabalho, portanto, corrobora o perfil quimico caracteristico do fruto
estudado.

Por outro lado, verifica-se alguns dados em obra cientifica que divergem da concepgéo
até aqui apresentada. Queiroga et al. (2018), ao quantificar proteinas nas partes da pitomba,
mostrou teor de 37,50% na casca e 29,94% na semente, valores destacadamente superiores ao
restante dos resultados encontrados na cole¢@o de obras sobre o fruto. A principio, a consulta
aos dados publicados por este autor tinha contribuido na motivagdo de parte do trabalho

presente, quanto do estudo da concentragdo proteica, entretanto, estes parecem superestimados.
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Tabela 14 — Composi¢do centesimal do material expressa em base seca (g / 100g de amostra):
dados do autor para a pitomba em comparag¢do com a literatura

1, :
L2Santos et al.  “*Fraga (2018) 2Silva et al. ) L3Trabalho
Autor (ano) - (2021) — casca;
Parte do (2020) - casca; - casca e polpa; . atual - casca,
parte do fruto / . Queiroga et al.
fruto - Silva et al. Castro (2019) - polpae
composi¢ao (2019) —polpa e
(2008) - polpa semente semente semente
Proteinas 10,99 = 0,03 645 £ 038 17,62 = 0,12 7,14 = 045
Lipidios 2,39 £ 0,03 0,24 + 0,05 424 £ 0,21 0,82 + 0,02
Casea  ibra bruta 5837 + 2,02 4129 + 028
Carboidrato T. 83,67 + 1,10 89,35 + 1,97 75,11 + 0,44 86,89 + 1,08
Cinzas 510 £ 0,03 392 + 0,24 3,03 £ 0,11 5,15 £ 0,05
Proteinas 6,83 £ 0,12 11,07 + 0,82 824 + 0,49 10,78 + 0,13
Lipidios 1,13 £ 0,06 3,60 = 0,05 0,53 + 0,01
Polpa  gjpra 14,25 + 3,38 3,28 + 0,14
Carboidrato T. 88,58 £ 3,62 81,62 + 0,62 85,60 + 0,19
Cinzas 3,46 = 0,06 3,60 £ 0,21 3,08 + 0,05
Proteinas 8,50 + 0,04 29,94 = 1,06 831 = 0,78
Lipidios 0,69 + 0,02 0,27 + 0,02
Semente piprq 1,40 £ 0,20
Carboidrato T. 8835 + 0,44 88,88 + 0,86
Cinzas 2,46 + 0,05 2,54 + 0,06

Resultados expressos como média = desvio padréo, n = 3; 2Resultados obtidos através da conversio de base
umida para base seca, quando necessaria; *Dados do autor.

Fonte: elaborado pelo autor

A caracterizacdo fisico-quimica realizada nesta pesquisa estd, em suma, alinhada com
os dados cientificos existentes, salvo poucas excecdes em literatura que apresentam perfil
divergente. A exploracdo subsequente da pesquisa atual se dara através do estudo da presenga
e quantificacdo de compostos bioativos na casca, bem como a abordagem paralela da tentativa

de concentragéo do teor proteico nos dois coprodutos (casca e semente) da pitomba.

4.2. EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DA CASCA DE PITOMBA

Esta etapa experimental ¢ constituida pela extra¢do e quantificagdo de compostos
bioativos na casca. Os extratos principais foram obtidos através da extrac¢ao assistida por micro-

ondas (MAE).
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4.2.1. Extracao assistida por micro-ondas - MAE

Definiu-se preliminarmente os seguintes parametros para conducdo do processo:
temperatura de 100 °C; agitagdo de 1.000 rpm; e como solvente foi empregada a mistura de
etanol/agua com 50% v/v. O objetivo da cinética de extracdo foi a determinag@o do tempo de
processo, adequado para o estudo de determinagdo do rendimento de extragdo considerando
diferentes parametros de operagio.

A cinética de extragdo, construida com coletas de amostra (extrato recuperado) em
tempos pré-definidos até¢ 60 minutos de extragdo, é apresentada na Figura 26, que mostra a

massa de extrato recuperado em fung¢do do tempo de processo.

Figura 26 — Curva de cinética de extracdo da casca de pitomba em micro-ondas empregando a

mistura etanol/agua 50% v/v como solvente
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Fonte: elaborado pelo autor

E perceptivel o aumento da recuperagio de extrato em funcgio do tempo de extragio.
Uma linha de tendéncia com modelo de poténcia foi ajustada aos dados para avaliar a disposi¢édo
natural dos pontos. Nota-se que o resultado obtido no tempo de 12,5 minutos é similar (96%)
ao conseguido por 1 hora de extrag@o. Isto indica que no tempo de 12,5 minutos o processo se
encontra na etapa difusional de extragdo. Por conseguinte, o processo da extra¢do de compostos
da casca de pitomba em micro-ondas, usando como solvente a mistura de etanol/agua, teve o
tempo de processo estabelecido em 12,5 minutos, para ser aplicado nos ensaios de rendimentos

(apresentado a seguir). Este resultado ¢ similar ao encontrado por Torres et al. (2022b) em que,
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usando solvente etanol/dgua, obteve tempo de processo de 15 minutos, quando avaliou a
extragdo assistida por micro-ondas de compostos bioativos presentes em folhas de ora-pro-

nodbis.

4.2.1.1.  Rendimento global de extragdo e capacidade antioxidante dos extratos

de casca de pitomba

A partir da defini¢cdo do tempo de processo em 12,5 minutos, os ensaios de MAE com
a casca de pitomba foram conduzidos seguindo as condi¢des apresentadas no delineamento
experimental de 3.4.3. Os resultados dos ensaios sdo apontados na Tabela 15, a qual retine os
valores de rendimento de extragdo, conteudo de fenolicos totais (CFT), e capacidade
antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP. Com estes resultados, € possivel vislumbrar as

influéncias da concentracdo de etanol e da temperatura na qualidade dos extratos.

Tabela 15 — Matriz de planejamento MAE incrementada com valores de varidveis resposta

in(lizﬁzziftes Variaveis dependentes
Ne % ! i 'DPPH 'FRAP
Ensaio  Etanol T Reng;)n;ento 'CFT (mgaa/gex) (pmoltE/gext) (pmolte/gext)
1 15 70 16,80 +0,72 49,27 +0,37 163,26 + 4,12 190,79 + 12,14
2 15 130 2029 +032 73,68 +2,11 338,53 +23.87 334,82 1541
3 85 70 9,63 0,55 88,53 +2.69 266,31 +£305 207,42 113,65
4 85 130 10,96 +0,37 91,01 +2.58 451,37 +5,98 345,71 + 15,15
5 0 100 15,63 £0,28 30,39 +0,14 90,66 + 16,45 198,60 +2 54
6 100 100 8,08 +0,02 6196 1,78 41427 116,93 21524 12541
7 50 58 16,18 +0,50 103,27 +0,58 512,16 +£3596 340,06 12,66
8 50 142 22,86 +0,44 160,69 + 10,27 601,57 + 15,14 497,38 + 14,06
9 50 100 18,52 10,30 93,04 +0,71 509,54 +41,84 433,49 1926
10 50 100 18,49 +0,55 93,12 + 324 49590 +2.,74 431,24 16,19
1 50 100 18,54 +0,67 9333 =512 49324 12520 42535 414,24

'Resultados expressos como média + desvio padrio, n = 3.
Fonte: elaborado pelo autor

Analisando-se os valores contidos na Tabela 17, verifica-se em geral boa
reprodutibilidade no ponto central (ensaios 9,10 e 11). Os rendimentos de extracdo variaram na
faixa de 8,08 a 22,86%, o teor de fenodlicos totais de 30,39 a 160,69 (mgca/gex), € a atividade
antioxidante aferida pelos métodos DPPH e FRAP de 90,66 a 601,57 umolre/gex:.

A andlise estatistica relativa as duas primeiras respostas (rendimento de extragdo e

conteido de fendlicos totais) esta ilustrada nos diagramas de Pareto da Figura 27, de forma
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padronizada. Considerou-se os efeitos principais das variaveis independentes (1-concentracio
de etanol e 2-temperatura) e de sua interacdo, para um limite de confianca minimo de 95% (p

<0,05).

Figura 27 — Diagramas de Pareto relativos a MAE da casca de pitomba para: (a) rendimento
da extrag@o (R%); (b) conteudo de fenodlicos totais (CFT)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rendimento %
(a) 2 factors, 1 Blocks, 33 Runs: MS Pure Error= 2027083
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Fendlicos Totais
(b) 2 factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Pure Error=13,72612
DV: Fendlicos Totais

% Etanol(Q) 1—29:83?6 1
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I p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: elaborado pelo autor em sofiware Statistic

As influéncias significativas sdo aquelas que aparecem a direita da linha vertical em
vermelho, indicativa do limite de rejei¢do da hipotese nula. Os termos (L), (Q) e ‘by’ referem-
se a indicacdo do tipo de influéncia na andlise, podendo ser linear, quadratica ou por interagao

entre os fatores, respectivamente.
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Deste modo, para o rendimento de extragdo (Figura 27-a), observa-se que a os fatores
(1-concentragdo de etanol e 2-temperatura) em termos lineares e a interacdo entre eles
(‘1Lby2L") apresentam influéncia significativa (p < 0,05). O mesmo ndo ocorre, contudo, com
a influéncia quadratica da temperatura, que aparece graficamente a esquerda da linha vertical.
Quanto ao conteudo de fenoélicos totais (Figura 27-b), verifica-se que ambos os fatores em suas
formas linear e quadratica, bem como a interacdo entre eles, apresentaram significancia
estatistica.

Em particular, ao se avaliar a influéncia da concentragdo de etanol no rendimento de
extragdo, nota-se que os efeitos obtidos sdo negativos (Figura 27-a), pressupondo que maiores
rendimentos serdo alcangados ao serem evitadas altas concentragdes de etanol no solvente. Por
outro lado, concentragdes muito baixas de etanol (préximas ou iguais a zero) reduziria o
impacto do efeito no rendimento, em face da concentracéo ser pequena. Sendo assim, maiores
rendimentos de extra¢do serdo encontrados em concentra¢des intermediarias de etanol no
solvente. Por sua vez, a analise da influéncia da concentragdo de etanol sobre o conteudo de
fenolicos totais mostra um efeito quadratico negativo e um efeito linear positivo (Figura 27-b),
o que evidencia que maiores contetidos de fendlicos serdo encontrados em condi¢des afastadas
dos extremos (0% ou 100% de etanol). Desta maneira, concentragdes medianas de etanol no
solvente sdo preferiveis, o que compactua com o entendimento de autores que relacionam os
diferentes indices de polaridades da agua e do etanol com a capacidade sinérgica de ampliar a
solubilidade de compostos fendlicos em matrizes vegetais (SORITA, 2021; TORRES, 2021).

Por outro lado, ao se avaliar a influéncia da temperatura nas respostas, observa-se que
os efeitos exercidos sdo todos positivos (nas formas linear e quadrética), ou seja, que maiores
temperaturas potencializam tanto o rendimento de extracdo, quanto a quantidade de fenolicos
no extrato. Isto esta condizente com as consideragdes de Wang et al. (2008), Ghafoor et al.
(2009) e Gonzalez-Centeno et al. (2015), que mostram esta tendéncia na extracdo de compostos
bioativos, sobretudo devido as modificacdes de permeabilidade nas paredes celulares,
facilitando o processo de transferéncia de massa. Do aumento da temperatura também decorre
a diminuicdo da viscosidade dos extratos e o aumento da solubilidade dos compostos fendlicos,
o que favorece o ritmo de extracdo (SILVA; GARCIA; FRANCISCATO, 2016).

A influéncia da concentracdo de etanol e da temperatura no rendimento de extracdo e
no contetdo de fenodlicos totais pode ser visualizada graficamente na Figura 28. Os pontos em

azul apontam as condi¢des nas quais foram realizados os experimentos.
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Figura 28 — Superficies de resposta de variaveis dependentes em fun¢do da concentragdo de
etanol e temperatura no processo MAE: (a) rendimento; (b) fenolicos totais
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Fonte: elaborado pelo autor em Software Statistic 13.5.0.17.

Analogamente, a analise estatistica relativa as duas ultimas respostas (determinagdo da
capacidade antioxidante dos extratos da casca de pitomba pelos métodos DPPH e FRAP) esta
ilustrada nos diagramas de Pareto da Figura 29.

Neste aspecto, para a atividade antioxidante determinada pelo método DPPH (Figura
29-a), observa-se que os fatores em termos lineares (1L = concentragdo de etanol e 2L =
temperatura) e o segundo fator em termos quadraticos (2Q = quadrado da concentragdo de
etanol) apresentam influéncia significativa (p < 0,05). O mesmo ndo ocorre, contudo, com a
influéncia quadratica da temperatura e a interagdo linear entre os fatores, cujo efeito ¢
desprezivel, para o limite de confianga utilizado.

Quanto a atividade antioxidante determinada pelo método FRAP (Figura 29-b), verifica-
se que, exceto a interacdo entre os fatores, todas as outras influéncias, em suas formas linear e

quadratica, apresentam significancia estatistica.
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Figura 29 — Diagramas de Pareto relativos a MAE da casca de pitomba para determinagéo da
atividade antioxidante pelos métodos: (a) DPPH (b) FRAP
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Fonte: elaborado pelo autor em software Statistic

A andlise da influéncia da concentra¢do de etanol sobre a atividade antioxidante

determinada por ambos os métodos utilizados (Figura 29) mostra efeitos lineares positivos e

efeitos quadraticos negativos, corroborando a tendéncia recente de que, na extragido MAE

aplicada a casca de pitomba com foco no potencial antioxidante, concentragdes intermediarias

de etanol contribui para melhores resultados. Quanto a temperatura, os efeitos significativos e

fortes mostram serem positivos, o que confirma maior atividade antioxidante em condi¢des de

maiores temperaturas. A influéncia da concentracdo de etanol e da temperatura na atividade
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antioxidante pode ser visualizada graficamente na Figura 30. Os pontos em azul apontam as

condi¢des nas quais foram realizados os experimentos.

Figura 30 — Superficies de resposta de variaveis dependentes em fung¢do da concentragdo de
etanol e temperatura no processo MAE: (¢c) AA — DPPH; (d) AA — FRAP.
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Fonte: elaborado pelo autor em Software Statistic 13.5.0.17.

Os modelos preditivos obtidos da andlise estatistica dos resultados para estimar as
variaveis resposta, a partir das variaveis independentes, sdo mostrados nas equagdes (26) a (29),
seguindo os parametros estatisticamente significativos (p < 0,05), em variaveis codificadas,

com o valor de coeficiente de determinagdo (Rz2) > 0,90.

R(%) = 18,691 — 3,396+ X, — 3,700 - X2 + 1,784+ X, — 0,541 - X; - X, (26)
CFT = 93,163 — 12,653 - X; — 26,857 - X2 + 13,513 - X, + 16,043 - X2 — 5,481 - X, - X, @7)
AApppy = 503,044 + 84,192 - X, — 149,587 - X2 + 60,846 - X, (28)

AApgrap = 430,029 + 6,378+ X; —3122,339 - X2 + 1 + 63,101 - X, — 16,437 - X2 (29)
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Em que: R(%) = Rendimento global de extragdo; CFT = Compostos Fendlicos Totais;
AApppy = Atividade Antioxidante — DPPH; AApppy = Atividade Antioxidante — FRAP; X1 = variavel
codificada correspondente a concentracdo de etanol no solvente (%); X2 = variavel codificada

correspondente a temperatura (°C).

4.2.1.1.  Otimizagdo do processo MAE da casca de pitomba

Com base nos modelos obtidos, procedeu-se a otimizagdo do processo de acordo com
o item 3.4.3.1, de modo a obter uma combinagdo que satisfaga os requerimentos de todas as
quatro respostas, a fim de se obter uma condicdo 6tima. A fung¢o desejabilidade foi construida
com base nas superficies de resposta obtidas anteriormente (S1-Rendimento, S2-CFT, S3-
DPPH, S4-FRAP), levando em consideragéo o intervalo de desejabilidade de 0 a 1, em que o
valor mais préximo ao valor unitério representa a condi¢@o 6tima do processo. Como indicado
na Figura 31, por meio da maximizagdo de todas as respostas, obteve-se o valor de
desejabilidade global méaximo de 0,889, indicando como condi¢des dtimas de processo a
maxima temperatura (142 °C) e o solvente etanol:dgua, razdo 1:1, j4 experimentadas pelo
Ensaio MAE-8. Os graficos complementares da funcdo desejabilidade e a relagdo com os

valores preditos constam no Apéndice C.

Figura 31 — Fungdo desejabilidade e otimizagdo da extracdo MAE: a) grafico de contorno; b)
superficie de resposta; c) valores preditos em funcéo da desejabilidade.
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Fonte: elaborado pelo autor em Software Statistic 13.5.0.17.
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A caracterizagdo preliminar do extrato 6timo obtido da casca de pitomba por meio da
técnica MAE ¢€ relatada na Tabela 16, a qual indica o rendimento, os compostos fenolicos totais,
o teor de flavonoides totais, teor de carotenoides totais e atividade antioxidante, aferida pelos

métodos DPPH e FRAP.

Tabela 16 — Qualidade do extrato de casca de pitomba obtido por MAE da condi¢do otimizada
(MAE-8): t=12,5 min; r=1:20 (g/mL); Cgion = 50 %; T =142 °C

Anéalise Resultado
Rendimento (%) 22,86 + 0,44
Fenodlicos Totais - CFT (mgcuz/gext) 160,69 + 10,27
Flavonoides Totais - TFT (mgcaz/gext) 58,97 +£4.,13
Carotenoides Totais - TCC (mg g.cart /gext) 8,97 £ 0,53
AA (%) - DPPH 86,41 + 2,90
AA-DPPH (umolre/gext) 601,57 £ 15,14
AA-FRAP (umoltr/gext) 497,38 = 14,06

Fonte: elaborado pelo autor

Verifica-se que o teor de fendlicos totais (160,69 mg g™') obtido da casca da pitomba
foi superior ao encontrado por Pan et al. (2008), na analise da atividade antioxidante a partir de
extratos da casca de longan por meio de extragdo assistida por micro-ondas, em que obtiveram
teor de fendlicos totais de 96,78 mg g™!, utilizando concentragéo de etanol de 95% e temperatura
de 80 °C. O teor de flavonoides totais (58,97 mg g™') encontrado supera o resultado encontrado
por Fraga et al. (2021) que, avaliando o quantitativo de flavonoides em extratos etanolico da
casca de pitomba por percolagdo exaustiva, encontraram um teor de 19,12 mg g™\

A atividade antioxidante dos extratos da casca de pitomba determinada pelos métodos
DPPH e FRAP foram de 601,57 e 497,38 pumolre/gex:, respectivamente. A capacidade de
sequestro de radical DPPH correspondente (percentual de inibicdo AA) foi de 86,41%. Neste
contexto, Silva et al. (2021), avaliando a capacidade antioxidante de farinha de casca de
pitomba, a partir de extrato hidroalcoolico, na propor¢ao 30:70 (etanol:agua), obteve percentual
de inibi¢do de 10,15%. Por outro lado, Souza (2022), ao mensurar a capacidade antioxidante da
casca de longan' pelos métodos DPPH e FRAP, obteve em extrato etandlico valores de 152,342

e 50,817 umolrr/gext, respectivamente.

1 O autor no TCC usa a nomenclatura pitomba (7alisia esculenta) para descrever o estudo com a longan
(Dimocarpus longan ou Euphoria longana), em face da similaridade entre os frutos. Ver a se¢do da revisfo, item
2.4.2, que inclui as diferengas entre as espécies, que por vezes sdo confundidas.
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O rendimento de extracdo encontrado na MAE aplicada a casca de pitomba (22,86%)
foi usado para comparagdo preliminar do desempenho desta técnica com PLE e maceragdo

(MAC), em condigdes similares, como a seguir.

4.2.2. PLE e maceracio para a casca de pitomba

A influéncia da técnica de extra¢do no rendimento global obtido da casca de pitomba
pode ser conferida na Tabela 17, cujos dados incluem os resultantes das extragdes alternativas
a extracgdo assistida por micro-ondas (MAE), a saber: extracdo por liquido pressurizado (PLE)
e método convencional por maceragdo (MAC). As condi¢des de processo destes métodos (PLE
e MAC) foram baseadas na condi¢do 6tima obtida para MAE, ou seja, o solvente empregado
foi a mistura etanol:dgua na razdo 1:1 e, para PLE também foi mantida a temperatura 6tima da

MAE.

Tabela 17 — Perfil técnico e desempenho das extragdes PLE e MAC aplicadas a casca de
pitomba: (a) extragdo por liquido pressurizado; (b) método convencional por maceragdo

2
Amostras Condigdo de operagdo  Rendimento
(%0)
Temperatura 142 °C
(a) PLE aplicada as mesmas Pressdo 100 bar
condig¢des de concentragdo Massa3 g 15.814 0.19°
do solvente e temperatura Fluxo 4,8 mL min! ’ ’
da MAE otimizada (Razdo 1:20)
Tempo 12,5 minutos
Temperatura ambiente
(b) MAC aplicada a mesma Pres;/il;s:;n?,blgente
condi¢do de concentragdo Volume 60 mL 14,51 +0.21°
do solvente da MAE ~
. (Razéo 1:20)
otimizada

Tempo 3 horas

'Resultados expressos como média + desvio padréo, n > 2; %letras diferentes na mesma
coluna indicam que hé diferenca significativa (p<0,05) para o Teste de Tukey

Fonte: elaborado pelo autor

Nota-se que PLE aplicada a casca de pitomba com o foco na recuperagdo de compostos
bioativos apresentou rendimento de extracdo de 15,81%, a partir da replicacdo da condi¢do

otima da MAE, que foi com solvente etanol/dgua na razdo 50% (v/v) e temperatura de 142 °C.
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Neste aspecto, considerando o teor de fenolicos e a atividade antioxidante em amora, usando
extracdo por liquido pressurizado, Machado et al. (2015) encontraram melhor condi¢do de
processo com solvente etanol + agua (50% v/v) a 100 °C, usando a pressdo de operacdo de 7,5
Mpa (~75 bar). Quanto a MAC, o rendimento de extragdo obtido foi de 14,51%. Também
usando maceracdo, Lima (2019) obteve rendimento de 33,5% a partir de extratos de longan?,
usando solvente etanol/dgua na razdo 30/70 (v/v).

Com o emprego do mesmo solvente, as técnicas resultaram em rendimentos
estatisticamente diferentes entre si, para a recuperacdo de compostos da casca de pitomba,
seguindo a ordem MAE > PLE > MAC, ratificando preliminarmente a assertividade da escolha
da técnica MAE na referida extragao.

Outros estudos também relatam maior eficiéncia da extragdo MAE na recuperacdo de
compostos fenolicos de fontes vegetais. De fato, Amorim (2020), avaliando a obtencdo de
compostos bioativos da casca de tipuana tipu (amendoim-acécia), e Cheng et al. (2023),
comparando técnicas de extracdo na avaliagdo de perfil fenolico e capacidade antioxidante de
polpa de jaca, constataram a extra¢do MAE como o melhor método dentre outras categorias,
tais como PLE e extra¢fo assistida por ultrassom (UE). Semelhantemente, Taamalli et al. (2012)
e Zekovic et al. (2017) obtiveram maiores resultados na recuperagdo de compostos fendlicos
por meio da técnica MAE em extratos de folhas de oliveira e de salvia, respectivamente. Esta
melhor eficiéncia pode resultar do aquecimento peculiar da biomassa através de energia de
micro-ondas, uma vez que, ao liberar o composto almejado da matriz para a fase liquida, ocorre
previamente a ruptura de células, devido as moléculas de agua presentes na matriz entrarem em
ressonancia causada pelas micro-ondas, o que possivelmente potencializa a liberacdo dos

compostos alvo presentes no substrato.

4.2.3. Identificacdo e quantificacio de compostos bioativos dos extratos de casca

de pitomba

A quantificacdo de compostos bioativos, com foco especial para os compostos
fenolicos, foi realizada por HPLC, e os resultados, apresentados na Tabela 18, mostram que os
extratos avaliados (MAE, MAC e PLE) apresentaram grande diversidade de componentes

fenolicos, categorizados em acidos fenolicos, aldeidos e cumarinas. Com efeito, a Tabela 18

2 O autor no TCC também usa a nomenclatura pitomba (7alisia esculenta) para descrever o estudo com a longan
(Dimocarpus longan ou Euphoria longana), em face da similaridade entre os frutos. Verificar a se¢do da revisao,
item 2.4.2, que inclui as diferencas entre as espécies, que por vezes sdo confundidas.
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detalha o perfil fenolico presente nos extratos da casca de pitomba obtidos pelas diferentes
técnicas empregando a mistura etanol/agua 50% (v/v).

Os éacidos fendlicos apresentam-se como grupo majoritario, constituindo a fracéo
principal de compostos fendlicos encontrados na casca de pitomba, sobretudo &cidos
protocatequinico, para-aminobenzoico, vanilico, galico, para-cumdrico, além dos dacidos
siringico, ferulico, salicilico, clorogénico, sindpico e cafeico. Outro grupo importante na
composi¢do fendlica da casca de pitomba sdo os flavonoides, compondo-se de isoquercetina,
rutina e taxifolina. Encontram-se ainda as cumarinas (escopoletina e umbeliferona) e os

aldeidos fenolicos (vanilina, siringaldeido e coniferaldeido).

Tabela 18 — Perfil fendlico de extratos da casca de pitomba (7alisia esculenta) em (ug * gort)

Compostos MAE MAC PLE
Acidos Fenélicos

1 Acido 4-aminobenzoico 107,0 + 9,6 <LOD <LOQ

2 Acido cafeico 3,0 £ 0,0 29 + 04 <LOQ

3 Acido clorogénico 44 £ 0,0 82 £+ 0,1 3,5 £ 0,0
4 Acido feralico 89 £ 1,4 97 £ 1,3 28,0 = 0,0
5 Acido gélico 28,6 + 1,4 155 + 0.9 18,1 + 3.6
6 Acido p-cumérico 256 + 1.4 31,5 £ 0,6 13,9 £ 2.6
7 Acido protocatequinico  566,7 + 12,7 90,6 + 13,6 130,1 + 18,9
8 Acido salicilico 11,6 £ 1,0 7,7 £ 1,1 7,9 £ 0,6
9 Acido sinapico 3,0 £ 0,7 <LOQ 22 £+ 03
10 Acido siringico 11,8 + 2.8 82 + 1,3 11,3 + 2.7
11 Acido vanilico 84,5 £ 7.3 51,3 £ 10,3 69,1 £ 92
Aldeidos fendlicos

12 Coniferaldeido 8,1 + 04 <LOD <LOD

13 Siringaldeido 52,3 £ 2.8 <LOD <LOQ

14 Vanilina 99,1 + 14,9 29 + 04 10,4 + 1,3
Cumarinas

15 Escopoletina 20,0 = 0.3 20,3 = 1.4 18,0 £ 2.4
16 Umbeliferona <LOQ 1,5 £ 0,2 <LOQ
Flavonoides

17 Isoquercetina 11,8 £ 2,1 36,8 £ 1.5 11,3 + 1,4
18 Rutina <LOD 51,8 £ 1,6 <LOQ

19 Taxifolina <LOQ 6,8 = 1.4 <LOQ
Total de 4cidos fenolicos  855,1 + 39,4 2257 + 30,6 2842 + 393
Total de flavonoides 11,8 £ 4.2 95,4 + 4,4 11,3 £ 1,4
Outros fenolicos 179.5 + 184 247 + 2.1 283 + 3.7
Total de compostos

fenolicos quantificados 9394 + 51,26 3458 + 36,05 323,8 + 43,25

< LOD = néo detectado; < LOQ = ndo quantificado.
Fonte: elaborado pelo autor
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O Acido Protocatequinico (ou Protocatecuico) foi o composto fenélico quantificado
com maior concentra¢do nos extratos avaliados [566,7 pgg™! (MAE); 130,1 ugg™ (PLE); 90.6
pnggl (MAC)]. Este composto fendlico tem sido bastante estudado devido ao seu alto
potencial antioxidante in vivo e in vitro (MENEZES, 2017). Ha estudos que apontam o uso
deste composto no combate a oxidagao lipidica (DA SILVA, 2016), e como anti-inflamatorio
em células intestinais (OLIVEIRA, 2014), bem como na associacdo de propriedades
antitumorais, sobretudo no tratamento de osteossarcoma’® (KARINA; OLIVEIRA, 2022), o que
valoriza a qualidade dos extratos obtidos.

Os compostos fendlicos quantificados neste trabalho nfo si3o mencionados
integralmente em literatura como constituinte da casca de pitomba. Trabalhos como os de Neri-
Numa et al. (2014), Fraga et al. (2021) e Souza et al. (2016), quando vistos de forma agregada,
demonstram a identificacdo de compostos presentes na pitomba, embora ndo quantifiquem
compostos fendlicos na casca. Sendo assim, o trabalho atual amplifica o potencial da casca de
pitomba, para ser utilizada como ingrediente rico em antioxidantes.

Quanto a avaliagdo das técnicas empregadas, as extracdes alternativas (MAE e PLE)
demonstram serem processos mais eficientes e mais rapidos para recuperar acidos fenolicos da
casca de pitomba do que métodos convencionais (MAC). De fato, a Tabela 18 indica a ordem
de recuperagdo de acidos fendlicos como: ensaios MAE > ensaios PLE > ensaio MAC. Por
outro lado, a amostra recuperada por MAC produziu um extrato mais rico em flavonoides. Em
linhas gerais, a extracdo assistida por micro-ondas (MAE) se comporta com maior eficiéncia,
devido liderar também a recuperagdo de compostos fenolicos néo classificados como acidos
fenolicos ou flavonoides. Neste contexto, Torres et al. (2022b) quando quantifica compostos
bioativos em folhas de ora-pro-nébis também constata que a extracdo MAE ¢ mais eficiente

que a tradicional.

4.3. EXTRACAO DE PROTEINA DA CASCA E DA SEMENTE DE PITOMBA

Esta etapa experimental € constituida pela recuperacdo da fracdo proteica de
coprodutos da pitomba (casca e semente). Os extratos da casca foram obtidos através da
extragdo por agua subcritica (SWE), que foi a técnica avaliada como alternativa a extragdo

tradicional por maceracdo (MAC), A semente foi avaliada para a recuperacdo da fra¢do proteica

3 Osteossarcoma € um tipo de tumor dsseo, maligno primario, que atinge sobretudo idosos e adolescentes ou
jovens, mais incidentemente na segunda década de vida (KARINA; OLIVEIRA, 2022).
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empregando-se o método tradicional de maceragdo (MAC), para efeitos comparativos com os

resultados obtidos coma casca do fruto.

4.3.1. Extracio por agua subcritica (SWE)

A principio foram definidos os seguintes parametros de extrago a alta pressdo a partir
da casca da pitomba: temperatura de 100 °C; pressdo de 100 bar; agua sonicada sem ajuste de

pH como solvente. O objetivo inicial foi construir a cinética de extracdo para estabelecer o

tempo de processo, para os ensaios de rendimento.

4.3.1.1.  Estudo cinético

A cinética foi conduzida até 180 minutos de extragdo, avaliando-se o percentual de
massa acumulado, em intervalos de tempo pré-estabelecidos, conforme delineado no item 3.4.2.

A curva de cinética de extragdo esta representada na Figura 32, onde é possivel visualizar os

periodos de extragdo a taxa constante (CER), a taxa decrescente (FER) e o periodo difusional

(CER).
Figura 32 — Curva de cinética de extracdo da casca em unidade SWE
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Nota-se que a partir de 1 hora de cinética, além da extragdo ter atingido a etapa
difusional, com baixa taxa de recuperagdo de soluto (g/h) é minima, ndo surtindo efeitos
significativos que justifiquem a manutengdo da extracdo por maior periodo, sob pena de
aumentar os gastos energéticos. Consequentemente, o processo da extra¢do da fra¢do proteica
da casca de pitomba pela técnica de agua subcritica, usando como solvente dgua destilada

sonicada, teve o tempo estabelecido em 60 minutos.

4.3.1.2.  Rendimento global e teor de proteinas

A partir da fixacdo do tempo de processo em 60 minutos, a condugdo dos ensaios de
extragdes SWE com a casca de pitomba, seguindo a aplicacdo do desenho experimental de
3.4.5, resultou nos dados indicados na Tabela 19, a qual contém os valores referentes ao
percentual de rendimento, teor de proteinas e, ao percentual de recuperacdo de proteina na
casca, por meio dos quais € possivel constatar as influéncias do pH e da temperatura de extragao
na caracteristica dos extratos. Os valores referidos foram calculados conforme as diretrizes de

3.5,3.3.2.4 ¢ 3.7.2.1, respectivamente.

Tabela 19 — Matriz de planejamento SWE incrementada com variaveis resposta

. I2Rendimento (° 12Protein R raci
Ensaio  p  T(e) NMIOUD 00 oot (o
1 7.5 40 14,41 +2,89°f 10,26 + 0,30 4&f 20,72
2 7.5 60 16,15+ 0,50 %%¢ 921 +0,01 ¢t 20,85
3 7.5 80 16,18 +0,33 %% 9,06 + 0,39 &F 20,54
4 7.5 100 1928+ 1,274 8344 0,00°" 22.53
5 9 40 18,01 +0,76>%%¢ 1125+ 1,494 28.38
6 9 60  19,80+0,07%P4 11,82+ 1,45 32,81
7 9 80  20,30+1,31%P 8.11+0.,781 23,06
8 9 100 23,00+ 0,01° 8.46+ 035" 27,27

'Resultados expressos como média = desvio padrfio, n > 2; letras diferentes na mesma coluna
indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) para o Teste de Tukey
Fonte: elaborado pelo autor

Verifica-se que os ensaio 4, 6, 7 e 8 apresentaram maiores rendimentos de extra¢do, sem
diferencga significativa entre eles. Quanto ao teor de proteinas, os ensaios 1, 2, 5 ¢ 6 alcancaram
maiores recuperagdes, sem diferenca significativa no teor proteico dos extratos. O ensaio 6

(SWE-6) apresentou, simultaneamente, maior rendimento e maior teor proteico no extrato,
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alcangando a maior recuperacgdo de proteinas (32,81%) da casca de pitomba. Desta maneira, as
melhores condi¢des do processo apontam para a temperatura de 60 °C e o solvente com pH
ajustado para 9,0.

A analise dos resultados mostra que o rendimento de extra¢do e a recuperagdo de
proteinas aumentam quando o pH de extracdo aumenta. Neste aspecto, Bora e Ribeiro (2004)
quando avaliaram extratos proteicos de macaddmia observaram que maiores rendimentos eram
alcangados para pH mais elevados. Isso também foi constatado por Theerakulkait, Chaiseri e
Mongkolkanchanasiri (2006) ao extrairem a fracdo proteica do farelo de arroz, e por Jarpa-Parra
et al. (2014) ao avaliar o processo de extragdo de proteina de lentilha. Esta tendéncia pode ser
associada ao fato de que proteinas extraidas a pH alcalinos possuem predominancia de espécies
carregadas negativamente devido a desprotonagdo dos grupos amina e a ionizagdo dos grupos
carboxilicos, o que possibilita o aumento da interagdo proteina-solvente. A repulsdo
eletrostatica resultante deste fendmeno com as proteinas facilita sua separacdo, bem como
favorece sua interacdo com o solvente, facilitando assim a extragdo (BEDIN et al., 2019).

A temperatura do processo também interfere direta e positivamente no rendimento de
extragdo, isto €, em temperaturas mais elevadas (condi¢do de dgua subcritica), o rendimento de
extracdo foi superior (23,00%). Este fato pode ser explicado pelo amolecimento do tecido da
amostra, causado por maiores temperaturas, melhorando a taxa de difusdo (MARAN; PRIYA,
2016). Quanto a influéncia da temperatura do processo na recuperagio da fragdo proteica, nota-
se que a condicdo intermedidria (T = 60 °C) na faixa estudada para pH 9 foi mais eficaz,
provavelmente devido a favorecer a extra¢do sem perdas por desnaturacdo ou degradacdo

térmica.

4.3.1.1.  Potencial Zeta

O Potencial Zeta dos extratos brutos obtidos da extragdo SWE com a casca de pitomba
tem perfil indicado na Figura 33. Nota-se que as cargas apresentadas no grafico néo sdo nulas,
o que sugere que as forgas de atracdo intermoleculares permanecem oferecendo resisténcia a
agregacdo das particulas solubilizadas ao longo da variacdo do pH, o que ndo favorece a
formagdo de precipitados. Tendo em vista que a maioria dos experimentos realizados pelas
técnicas de extragdo por agua subcritica se deram em temperaturas superiores a 50 °C, ha a
possibilidade da ocorréncia de desnaturagdo das moléculas de proteina, a qual dificultaria a

determinag¢fo do potencial Zeta e, por conseguinte a precipitagdo, como indica Bianconi (2021).
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Figura 33 — Curva de potencial Zeta em fungdo do potencial de hidrogénio (Zp x pH) para
amostras de extrato obtido em extracdo SWE com agua sonicada sem adi¢do de NaOH
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4.3.2. Extracio a baixa pressao por maceracio da casca e semente de pitomba

Analise do Laboratdrio Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN)

Os parametros para conducdo do processo a pressdo atmosférica na maceragdo — MAC

com a casca de pitomba foram: temperatura de 30 °C; 4gua sonicada com pH ajustado (7-11)

como solvente; tempo de processo de 2 h. Esta técnica foi empregada para a recuperagdo da

fracdo proteica a partir da casca de pitomba para servir de comparagdo com a técnica a alta

pressdo (SWE). O potencial Zeta dos extratos brutos obtidos da extragdo MAC com a casca ¢

representado na Figura 34.

Figura 34 — Curva de potencial Zeta em fun¢do do potencial de hidrogénio (Zp x pH), amostras
de extrato obtido em extra¢do convencional em temperatura ambiente, pH 9
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Fonte: Anélise do Laboratorio Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN)
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Nota-se que as cargas apresentadas no grafico ndo so nulas, o que sugere que as forgas
de atracdo intermoleculares permanecem oferecendo resisténcia a agregacdo das particulas
solubilizadas, ao longo da varia¢do do pH. Entretanto, graficamente é perceptivel que a partir
de pH~4,7 ha uma mudanga significativa na intensidade do médulo das cargas proteicas, o que
possivelmente favorecesse a formagdo de precipitados na faixa 2,2 < pH < 4,3. Uma vez que a
MAC foi realizada a 30 °C, isto indica que ndo ocorreu desnaturacio das moléculas de proteina,
possibilitando a precipitacdo. A partir desta conjuntura, procedeu-se com a observacdo dos
experimentos com maior rendimento (subse¢do a seguir), avaliando-se, por meio da redugdo do
potencial de hidrogénio do extrato solubilizado até pH = 2,2, a possivel formagdo de

precipitados apds nova etapa de centrifugagao.

4.3.2.1.  Rendimento global por MAC e teor de proteinas na casca

Os ensaios da extragdo MAC da casca foram conduzidos de acordo as condigdes
estipuladas no item 3.4.6.1, somadas a condi¢do de precipitagdo (4.3.2), cujos resultados estdo
indicados na Tabela 20, a qual contém os valores de rendimento, teor de proteinas e percentual
de recuperagdo de proteina na casca (em relagdo ao teor de proteina na casca), vislumbrando as

influéncias do pH e da precipitag@o na caracteristica dos extratos.

Tabela 20 — Desempenho da extra¢do convencional por maceragdo (MAC) da casca de pitomba
(Talisia esculenta) utilizando como solvente dgua destilada com pH ajustado

) 12Rendimento (% 12Proteina kjeldahl Recuperacio
breo PH b o) proteina (%)
1 7 11,710,721 10,04 + 0,40 4f 16,47
2 8 15,83 +1,31°° 10,23 + 0,05 def 22,70
3 9 18.83 + 1,30 11,41 + 0,37 b-ede 30,12
4 10 20,87 + 0,54 b 13,85+ 0,95 40,52
5 11 21,10+ 0,83 2P 13.70 + 0,44 b< 40,52

6 0 +2p2re°' 1.76 40,01 & 24,64 + 0,17 6.07

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n > 2; Zletras diferentes na mesma coluna indicam que ha
diferenga significativa (p<0,05) para o Teste de Tukey; extragfo seguida de precipitagio.
Fonte: elaborado pelo autor

E constatado que os ensaios MAC-4 e MAC-5 apresentaram o maior rendimento (~21%
sem diferenca significativa) e foram realizados com os maiores valores de pH, dentro da faixa

estudada. Quanto ao teor de proteinas, a amostra obtida da precipitagdo (MAC-6) possui maior
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concentracgdo (24,64%), embora apresente baixo rendimento (1,76%). Dentre as amostras nao
precipitadas, os ensaios MAC-3, MAC-4 e MAC-5 lideram a recuperagdo de proteina, ndo se
distinguindo-se entre si estatisticamente, indicando a faixa 9 <pH < 11 como desejavel.
Tendo em vista que o teor de proteinas na casca de pitomba pré-processada (matriz
vegetal) ¢ de 7,14%, verifica-se que as melhores extra¢des convencionais (ensaios MAC-4 e
MAC-5) praticamente duplicaram a concentragdo (13%), um valor similar ao teor proteico da
farinha de rosca, que € de 12,63% b.s. segundo Dag et al. (2011), o que parece realgar a proposta
de Santos et al. (2020), os quais sugerem o enriquecimento de outros produtos de alta aceitagao
no mercado através da possivel incorporag@o de farinhas mistas que pudessem incluir o uso da
casa de pitomba. A fim de serem comparadas as extracdes de proteina da casca de pitomba com
base nas técnicas aplicadas neste estudo, apresenta-se a Figura 35, a qual ilustra os dados de
rendimento e teor de proteina obtidos da extragdo MAC concatenados com os resultados

observados na extragdo SWE.

Figura 35 — Perfil dos extratos proteicos da casca de pitomba: (a) rendimento; (b) % de proteina
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Nota-se que quando se avalia o rendimento de extracdo (do inglés ‘%Yield’ — Figura
35-a), o aumento do pH da 4gua e da temperatura dentro dos limites experimentais contribuem
positivamente. E fato que os maiores rendimentos na extragéo convencional (MAC) se deram
na faixa de maior pH (>9), ao passo que SWE os maiores rendimentos foram obtidos no uso da
dgua em condi¢do subcritica (SWE — 100°C).

Por outro lado, a avaliag@o de teor de proteina (Figura 30-b) mostra que também ha
contribui¢do positiva promovida pelo incremento do pH, e ha evidéncia que a relagdo com a
temperatura do processo € praticamente inversa, em que os melhores resultados sdo obtidos em
temperaturas amenas, 30 < T <60 (MAC, PLE-5 e PLE-6), em que possivelmente ndo tenha
havido o fendmeno da desnaturagao.

Um caso particular sdo os resultados das amostras provenientes da extragdo por
maceragdo seguida de precipitagdo (Ensaio Mac. Prec. 2.2). Apesar de terem apresentado menor
rendimento, dentre todo arcabougo experimental, foram as amostras que lograram maior
eficacia na concentracdo proteica (24,64%), superando o triplo da concentracdo na matriz
vegetal (7,14%). Muito embora ndo se tenha atingido o percentual minimo estipulado em
legislacdo para ser considerado um concentrado proteico (50%), sua concentragdo se assemelha
ao de um hidrolisado proteico, como aponta a Resolugdo N° 268/2005 da Anvisa (Anexo-A).
Os extratos identificados com maior teor de recuperagdo em proteinas seguiram para a etapa de

caracterizagao.

4.3.2.2.  Rendimento global na semente

Os ensaios da extracdo MAC da semente (MACs) foram conduzidos de acordo as
condi¢des estipuladas no item 3.4.6.2, cujos resultados consistem rendimento de extragdo, os
quais estdo registrados na Tabela 21.

Verifica-se que o ensaio MACs-3 apresentou maior rendimento (36,55%), ndo diferindo
estatisticamente do ensaio MACs-6 (33,89%), indicando que menores razdes solido-liquido e o
maior pH da 4gua dentro dos limites do delineamento abordado sdo preferiveis na obtengdo do
maior rendimento de extragdo.

O extrato MACs-3 foi entdo avaliado quanto ao teor de proteinas e o percentual de
recuperagdo de proteina, alcangando teores de 15,26 % e 67,10%, respectivamente, recuperando

2/3 da matéria proteica presente na matriz vegetal.
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Tabela 21 — Desempenho da extragdo convencional por maceracdo (MAC) da semente de
pitomba (7alisia esculenta) utilizando agua destilada com pH ajustado como solvente

Razio sélido 12Rendimento (%)

Ensaio liquido pH bs
(g/100mL) >
1 0.5 8 20,97 +0.71¢
) 0,5 9.5 26,45+ 0,150¢
3 0.5 11 36,55+ 1,812
4 1,0 8 20.38 + 0,889
5 1,0 9.5 25.17+0.34°¢
6 1,0 11 33.89+ 1,162
7 2,0 8 18.17+ 1,839
8 2,0 9.5 20,09 + 0,07 ¢
9 2,0 11 29.61+0,13°

'Resultados expressos como média + desvio padrio, n > 2; Zletras
diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenga significativa
(p <0,05) para o Teste de Tukey.

Fonte: elaborado pelo autor

Finalmente, tendo em vista o procedimento de comparar a extra¢cdes convencionais da
semente ¢ casca da pitomba (ambas por 17 h) e, considerando que a razdo sélido-liquido
utilizada a principio nos experimentos com a casca havia sido definida em 2g/100g (item
3.4.6.1), optou-se por caracterizar o extrato da semente com esta razio pré-definida (MACs-9).
O Ensaio MACs-9 apresenta o segundo melhor rendimento (categoria ‘b’ no teste de Tukey) e
mantém o pH da otimizagdo (pH=11). Desta forma, este seguiu para a etapa de caracterizagdo

de colorimetria.

4.3.3. Caracterizacao dos extratos proteicos

Os extratos proteicos foram caracterizados a partir dos conceitos de turbidez, teor de
sulfidrila e parametros de colorimetria, tendo em vista que: a minimizacdo da turbidez da
solugdo € um parametro relevante em aplicagdes industriais (LIU et al., 2017); maiores teores
de grupos sulfidrila estdo associados a possibilidade de maior potencial antioxidante e valor
nutricional agregado as proteinas (FONSECA et al., 2015); e os parametro de cor influenciam

a aparéncia e, consequentemente, a aceitacdo do produto no mercado (NAIK et al., 2022).
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4.3.3.1.  Turbidez
O parametro da turbidez foi avaliado nos melhores extratos provenientes da casca da
pitomba, a saber: SWE-6, MAC-3, MAC-5 ¢ MAC-6, a altura de absorbancia de 500 nm,

conforme mostra a Figura 36. Nota-se que todas as amostras diferem entre si estatisticamente.

Figura 36 — Efeito das condigdes de extragdo na turbidez dos extratos da casca de pitomba
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Resultados expressos como média + desvio padrdo, n = 2; letras diferentes no grafico
indicam que ha diferenca significativa (p < 0,05) para o Teste de Tukey.
Fonte: elaborado pelo autor

Os extratos SWE-6 ¢ MAC-3 apresentaram valores de turbidez mais baixos,
provavelmente devido as condi¢des de extracdo em pH 9, fator que pode ter aproximado a
turbidez de extratos provenientes de técnicas diferentes. O Ensaio MAC-5 decorre da extragdo
conduzida com pH 11, o que pode ter influenciado na obtencdo da maior turbidez dos extratos.
Finalmente, o extrato MAC-6, proveniente da extra¢do a pH 9, apresenta turbidez intermediaria,
possivelmente decorrente da influéncia da etapa de precipitagdo a posteriori.

Em suma, o extrato 6timo da extragdo por 4gua subcritica (SWE-6), conduzido no menor
pH da faixa preferivel (9 <pH <11) e a temperatura de 60 °C, assumiu a melhor performance
de turbidez (Abs < 0.4), apresentando-se o liquido mais limpido. Chang, Jiang e Liu (2022b),
analisando o efeito do tratamento térmico em proteina de clara do ovo, perceberam uma relagao
entre o aumento de temperatura com o incremento da turbidez, cujo pico méaximo foi atingido
a 90 °C, associando este fendmeno a formagdo de aglomerados devido a desnaturagéo térmica
das moléculas. Todavia, a influéncia da temperatura ndo foi avaliada pois maiores variagdes de

temperatura de extragdo seriam necessarias para detectar sua influéncia na turbidez dos extratos.
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4.3.3.2.  Teor de Sulfidrila

O teor de sulfidrila foi avaliado (ver Figura 37) através de absorbancia em 412 nm. Nota-

se que houve diferenca significativa entre os extratos provenientes da maceracdo (MAC).

Figura 37 — Efeito das condi¢des de extragdo no teor de sulfidrila dos extratos proteicos da
casca de pitomba (Talisia esculenta)
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Resultados expressos como média = desvio padrdo, n = 2; letras diferentes no grafico
indicam que ha diferenca significativa (p < 0,05) para o Teste de Tukey.
Fonte: elaborado pelo autor

A amostra MAC-6, proveniente da maceragdo seguida de precipitagdo, apresentou
maior teor de sulfidrila dos extratos, sendo preferivel. Esta caracteristica pode ser decorrente
do extrato apresentar maior concentracdo de proteinas, devido a precipitacdo, ou de menor
suscetibilidade da proteina a danos oxidativos durante o processo, como realga Ghizi Souza et
al. (2021).

O teor de sulfidrila dos extratos da maceragdo que ndo passaram pela etapa de
precipitagdo, foram MAC-5 > MAC-3, sendo que estes ensaios diferem apenas no pH, MAC-3
(pH =9) e MAC-5 (pH = 11), assim podemos sugerir a influéncia do pH no desdobramento do
conteudo livre de SH nos extratos, haja vista a possivel formagao de ligagdes S-S por oxidag¢do
de SH ou reacdo de troca de SH/S-S, como indicam Chang, Jiang e Liu (2022b) e Mine et al.
(1990). O teor de sulfidrila do extrato SWE se comportou com similaridade ao teor do extrato
MAC conduzido no mesmo pH do solvente (MAC-3), ndo diferindo estatisticamente, o que

endossa a sugestao.
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Os resultados médios e o desvio padrdo de colorimetria dos extratos estdo

representados na Tabela 25, juntamente com os parametros de angulo de tonalidade (H*), indice

de brancura (Wi) e indice croma (C*).

Tabela 22 — Parametros de cor dos extratos obtidos com pitomba: c=casca; s=semente.

Fnsaio 121 = 129 12h% 12170 L2y l20*
PLEc-6 6,53 +0,62° 4,05+0,272 5,81 +0,15° 55,15+£247?* -10,92* 7,09
MACc-4  4,95+0,01° 3,32+021*  382+0,02% 49,07+1,97?* -6,53* 5,07°
MACc5  2,39+£0,01%¢  0,94+0,01°¢ 1,39+£0,01%  5593+0,00°* -1,78° 1,68°
MACc-6  3,51+0,10°¢ 2,37+0,38" 449+ 1,482 61,56+£4,192 -996*° 5082
MACs-9  1,64+0,134 0,81 +0,21° 1,10 £0,25¢ 53,56+£2,962 -1,68° 1,38°

'Resultados expressos como média + desvio padrio, n = 2; %letras diferentes na mesma coluna
indicam que ha diferenca significativa (p < 0,05) para o Teste de Tukey.

Nota-se que os extratos proteicos apresentam em geral baixa luminosidade (valores de

L* proximos de 0), coordenadas cromaticas positivas (a* > 0 e b* > (), com leve tendéncia a

cores quentes, baixo indice de saturagdo (C*), demonstrando serem amostras com tendéncia a

opacidade, baixos indices de brancura (Wi < 0), indicando serem amostras mais escuras e,

angulo de tonalidade sem diferenga significativa, atuando no mesmo quadrante (Figura 38-a).

Figura 38 — Colorimetria dos extratos proteicos da pitomba: (a) representacdo do 1° quadrante
do espago L*C*h°; (b) Diferenca de cor, usando o extrato MAC-5 como referéncia.
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Utilizando-se o extrato MAC-5 como referéncia (Figura 38-b), verifica-se que o
extrato proveniente da extragdo SWE se apresenta como a amostra mais limpida, clara e viva,
tornando-se de aparéncia preferivel. A coloragdo do extrato da semente (MACs-9) nao difere

estatisticamente do extrato da casca nas mesmas condi¢des (amostras 9 e 5 na ilustragéo).
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5. CONCLUSAO

A pitombeira é uma sapindacea bastante difundida no Brasil, cujo delicioso fruto,
bastante consumido in natura ¢ de baixo custo, pode ser mais bem explorado por suas
propriedades funcionais. A pitomba ¢é de fato rica em componentes presentes ndo somente na
polpa, como também na casca e semente, as quais podem ser aproveitadas na recuperacdo de
compostos de alto valor agregado, tais como fenolicos e proteina, por meio de técnicas
ambientalmente amigaveis, a exemplo das extragdes por micro-ondas (MAE) e 4gua subcritica
(SWE).

A extracdo MAE, aplicada na recuperag@o de compostos bioativos da casca, demonstrou
ser a técnica mais eficiente, produzindo extratos com mais alta capacidade antioxidante e maior
conteudo fendlico. O melhor desempenho da extracdo foi encontrado na temperatura de 142
°C, usando solvente misto dgua-etanol em propor¢do equitativa (MAE-8). Estas condigdes
replicadas na PLE e MAC produziram perfis fenolicos diferentes, em que os principais
compostos quantificados nas amostras das extrag¢des alternativas MAE e PLE foram acidos
fenolicos, enquanto nas amostras da extragdo convencional MAC foram flavonoides.

O 4acido protocatequinico se apresentou como principal fendlico presente em cascas de
pitomba, o que é uma constatacdo relevante, em face de seu poder antioxidante, anti-
inflamatorio e antitumoral, desejavel inclusive em tratamentos de osteossarcoma. Outros 18
(dezoito) compostos bioativos foram quantificados na casca: acidos fenolicos (para-
aminobenzoico, vanilico, galico, para-cumarico, siringico, ferulico, salicilico, clorogénico,
sindpico e cafeico); flavonoides (isoquercetina, rutina e taxifolina); cumarinas (escopoletina e
umbeliferona); e aldeidos fendlicos (vanilina, siringaldeido e coniferaldeido).

Quanto a recuperagdo de proteina da casca, usando-se agua como solvente, o maior
rendimento de extracdo foi obtido por SWE, em temperatura de 100 °C ¢ pH 9 (SWE-8:
23,00%). Quanto a concentracdo e proteina, o melhor desempenho desta técnica (SWE-6)
apresentou teor de proteina de 12%, além de apresentar menor turbidez e aparéncia preferivel,
caracterizando-se amostra mais limpida, clara e viva, quando avaliada pelos parametros
colorimétricos. O maior teor de proteina foi alcangado na MAC em 30 °C e pH 9, seguida de
precipitacdo a pH 2.2 (MAC-6), o qual foi de 24,64%. MAC-6 apresentou maior teor de
sulfidrila e tem similaridade com a categoria de hidrolisado proteico vegetal, segundo a

Resolugdo N° 268/2005 da ANVISA.
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A extracdo MAC, aplicada a recuperacdo de proteina da semente usando agua como
solvente em temperatura de 30 °C e pH 11 apresentou maior rendimento (MACs-9: 36,55%),
cuja concentragdo de proteina atingiu 15,26%, além de apresentar teor de recuperagdo de
proteina de 67,10%.

Os resultados obtidos neste trabalho, portanto, apontam para a valorizagdo da pitomba
como matéria-prima com potencial uso na recuperagdo sistematica de compostos de alto valor
agregado (fenolicos e proteina), os quais podem ser explorados pelas industrias alimenticias,

farmacéuticas ou de cosméticos.

Sugestao de trabalho futuros:

- Estudos complementares podem ser realizados futuramente para ampliar a minucia
do conhecimento desta matriz vegetal, a fim de subsidiar a constru¢do de um anteprojeto de
biorrefinaria para a recuperagdo desses compostos, como as recomendacdes a seguir:

e Aplicar os dados de densidade e porosidade na caracterizagdo dos leitos fixos de
particulas quando da avaliagdo dos mecanismos de transferéncia de massa
envolvidos nos processos de extragao;

e Caracterizar mais abrangentemente os extratos proteicos obtidos da casca e
semente de pitomba, explorando outros pardmetros importantes, como
solubilidade, digestibilidade e toxicidade in vivo;

e Avaliar possibilidade de concentrar ou isolar proteina de pitomba através de
técnicas complementares, a exemplo do processo de filtragdo por membrana;

e Verificar de maneira interdisciplinar, junto a grupos de estudos agrondmicos, a
sondagem e pratica de melhoramento genético na espécie Talisia esculenta;

e Realizar a avaliagdo de custo das etapas envolvidos nos processos de recuperagdo
dos compostos de alto valor agregado, a fim de avaliar financeiramente a
montagem de uma biorrefinaria com produtos de pitomba;

e Desenvolver scale-up e montar as linhas de processo da biorrefinaria com base na
gama de estudos desenvolvidos com o fruto e processos industriais atualmente

existentes com outras sapindaceas (ver Apéndice D).
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APENDICE A - CURVAS DE CALIBRACAO

Figura 39 — Curva analitica de acido galico utilizada na quantifica¢do de compostos fendlicos
totais (CFT) dos extratos da casca de pitomba (Talisia esculenta)
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 40 — Curva analitica de Trolox utilizada na mensura¢do da capacidade antioxidante pelo
método do radical DPPH dos extratos da casca de pitomba (7Talisia esculenta)
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Figura 41 — Curva analitica de Trolox utilizada na mensura¢do da capacidade antioxidante pelo
método de redugéo do ion férrico dos extratos da casca de pitomba (7alisia esculenta)
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Figura 42 — Curva analitica de B-caroteno utilizada quantificacdo de carotenoides totais (TCC)
dos extratos da casca de pitomba (7alisia esculenta)
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Figura 43 — Curva analitica de catequina utilizada na quantificag¢do de flavonoides totais (TFT)
dos extratos da casca de pitomba (7alisia esculenta)
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APENDICE B — BALANCO DE MASSA NO PRE-PROCESSAMENTO

Tabela 23 — Distribui¢do gravimétrica - etapas de pré-processamento da matéria-prima

Partes do fruto e pré-processamento massa (kg) Proporcéo (%)

Quantidade do fruto inteiro 2,974 100,0
Perdas na separagdo 0,026 0,9
Casca 1.074 36.4
Casca apods 1? secagem (24h) 0,419 14,1
(C;L,S}f)a’ apds moagem e 2% secagem 0,325 10,9
Perdas na moagem 0,094 3,2
Casca — sélido seco 0,296 13,0
Polpa 1,142 38.7
Perdas na separagdo 0,241 8,1
Suco 0,596 20,0
Perdas por prensagem e evaporagdo 0,041 1,4
Polpa prensada 0,264 8,9
Polpa apds secagens (96h) 0,084 2,8
Polpa apds secagens e moagens 0,080 2,7
Perdas na moagem 0,004 0,1
Polpa — sélido seco 0,062 2,1
Semente 0.732 24.8
Semente apos 1* moagem 0,716 241
(S:f;llll&;nte apds moagens e secagem 0,445 15.0
Perdas nas moagens 0,016 0,5
Semente — solido seco 0,398 13,4
Umidade na casca 0,692 64,5
Umidade na polpa 0,919 80,5
Umidade na semente 0,325 44,4

Fonte: elaborado pelo autor
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RESOLUGAO DE DIRETORIA COLEGIADA - RDC N°. 268, DE 22 DE SETEMBRO DE 2005.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe confere o art. 11
inciso IV do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto 3.029, de 16 de abril de 1999, c/c do Art. 111, inciso I,
alinea "b" § 1° do Regimento Interno aprovado pela Portaria n°. 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU

de 22 de dezembro de 2000, em reunido realizada em 29, de agosto de 2005,




considerando a necessidade de constante aperfeicoamento das acdes de controle sanitdrio na area de alimentos,
visando a protecdo a saude da populagdo;

considerando a necessidade de atualizagdo da legislagao sanitaria de alimentos, com base no enfoque da avaliacdo
de risco e da prevencdo do dano a salde da populagdo;

considerando que os regulamentos técnicos da ANVISA de padrGes de identidade e qualidade de alimentos devem
priorizar os parametros sanitarios;

considerando que o foco da acdo de vigilancia sanitaria é a inspe¢do do processo de produgdo visando a qualidade
do produto final;

adota a seguinte Resolugdo de Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagdo:

Art. 19 Aprovar o "REGULAMENTO TECNICO PARA PRODUTOS PROTEICOS DE ORIGEM VEGETAL", constante do
Anexo desta Resolugao.

Art. 20 As empresas tém o prazo de 01(um) ano a contar da data da publicacdo deste Regulamento para adequarem
seus produtos.

Art. 30 O descumprimento aos termos desta Resolugdao constitui infragdo sanitaria sujeitando os infratores as
penalidades previstas na Lei n°. 6.437, de 20 de agosto de 1977 e demais disposicoes aplicaveis.

Art. 4° Revogam-se as disposicoes em contrario, em especial, a Resolugdo CNNPA n°. 14/78 e a Resolucao CNNPA
no. 15/78.

Art. 5° Esta Resolugdo de Diretoria Colegiada entra em vigor na data de sua publicaggo.
DIRCEU RAPOSO DE MELLO

ANEXO

REGULAMENTO TECNICO PARA PRODUTOS PROTEICOS DE ORIGEM VEGETAL

1. ALCANCE

Fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade a que devem obedecer os Produtos Protéicos de Origem
Vegetal.

2. DEFINICAO

2.1. Produtos Protéicos de Origem Vegetal: sdo os alimentos obtidos a partir de partes protéicas de espécie(s)
vegetal(is), podendo ser apresentados em granulo, pd, liquido, ou outras formas com excegao daquelas ndo
convencionais para alimentos. Podem ser adicionados de outros ingredientes, desde que ndo descaracterizem o
produto.

2.2. Gliten de trigo: é o produto obtido do grdo do trigo ou farinha de trigo pela separacao dos constituintes nao
protéicos (amido e outros carboidratos).



3. DESIGNAGAO

Os produtos devem ser designados de "Proteina" ou "Extrato" ou "Farinha", conforme o teor protéico minimo, ou
"Gliten", seguido do(s) nome(s) comum(ns) da(s) espécie(s) vegetal(is) de origem. Na designacdo, pode(m) ser
usada(s) expressao(des) consagrada(s) pelo uso, processo de obtencao, forma de apresentacao, finalidade de uso e
ou caracteristica especifica. Quando adicionados de outro(s) ingrediente(s), o(s) mesmo(s) deve(m) fazer parte da
designacao.
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4.10. BRASIL. Resolucdo ANVISA/MS n°. 386 de 05 de agosto de 1999. Regulamento Técnico que aprova o uso de
Aditivos Alimentares segundo as Boas Préticas de Fabricacdo e suas fungdes. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 09
ago. 1999, Secdo 1.

4.11. BRASIL. Resolucao ANVS/MS n°. 22, de 15 de marco de 2000. Procedimentos de Registro e Dispensa da
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Brasilia, DF, 16 mar. 2000. Secdo 1.



4.12. BRASIL. Resolugdo ANVS/MS no°. 23, de 15 de marco de 2000. Manual de Procedimentos Basicos para Registro
e Dispensa da Obrigatoriedade de Registro de Produtos Pertinentes & Area de Alimentos. Didrio Oficial da Unido,
Brasilia, 16 mar. 2000. Segdo 1.

4.13. BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA/MS n°. 12, de 02 de janeiro de 2001. Regulamento Técnico sobre os PadrGes
Microbioldgicos para Alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 10 jan. 2001. Secdo 1.

4.14. BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA/MS n©. 234, de 19 de agosto de 2002. Regulamento Técnico sobre aditivos
utilizados segundo as Boas Praticas de Fabricagdo e suas Fungdes. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 21 ago. 2002.
Secdo 1.

4.15. BRASIL. Resolucdo RDC ANVISA/MS n°, 259, de 20 de setembro de 2002. Regulamento Técnico para
Rotulagem de Alimentos Embalados. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 23 set. 2002. Secao 1.

4.16. BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA/MS no, 275, de 21 de outubro de 2002. Regulamento Técnico de
Procedimentos Operacionais Padronizados aplicados aos Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos
e a Lista de Verificagdo das Boas Praticas de Fabricagdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de
Alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 06 nov. 2002. Secdo 1.

4.17. BRASIL. Lei n° 10.674, de 16 de maio de 2003. Obriga a que os produtos alimenticios comercializados
informem sobre a presenca de glaten, como medida preventiva e de controle da doenga celiaca. Diario Oficial da
Unido, Brasilia, DF, 19 mai. 2003. Segdo 1.

4.18. BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA/MS nO°. 175, de 08 de julho de 2003. Regulamento Técnico de Avaliagdo de
Matérias Macroscopicas e Microscdpicas Prejudiciais a Saide Humana em Alimentos Embalados. Diario Oficial da

Unido, Brasilia, DF, 09 jul. 2003. Secdo 1.

4.19. BRASIL. Resolucdo RDC ANVISA/MS nO. 359, de 23 de dezembro de 2003. Regulamento Técnico de Por¢Oes de
Alimentos Embalados para Fins de Rotulagem Nutricional. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 26 dez. 2003. Secdo 1.
4.20. BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA/MS n°. 360, de 23 de dezembro de 2003. Regulamento Técnico sobre
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4.21. CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO). Codex General Standard for vegetable protein products (VPP). CODEX
STAN 174-1989. Codex Alimentarius, Roma, Itdlia, 4p.
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CODEX STAN 163-1987, rev. 1-2001. Codex Alimentarius, Roma, Italia, 4p.

5. REQUISITOS ESPECIFICOS
5.1. Os produtos devem apresentar em sua composicdo os seguintes teores de proteina:
- Proteina texturizada de soja: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 50,0 % (g/100 g)

- Proteina concentrada de soja: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 68,0 % (g/100g)



- Proteina isolada de soja: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 88,0 % (g/100 g)

- Extrato de soja:

- po: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 40,0 % (g/100 g)

- liquido: proteina (N x 6,25) - minimo 3,0 % (g/100 g)

- Farinha de soja desengordurada: proteina b.s. (N x 6,25)- minimo 45,0%(g/100 g)

- Proteina hidrolisada vegetal: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 25,0 % (g/100 g)

- Gliten de trigo: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 60,0 % (g/100 g)

- Outros produtos protéicos: proteina b.s. (N x 6,25) - minimo 40,0 % (g/100 g)

b.s. = base seca

6. REQUISITOS GERAIS

6.1. Os produtos devem ser obtidos, processados, embalados, armazenados, transportados e conservados em
condigBes que ndo produzam, desenvolvam e ou agreguem substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem
em risco a salde do consumidor. Deve ser obedecida a legislacdo vigente de Boas Praticas de Fabricacdo.

6.2. Os produtos devem atender aos Regulamentos Técnicos especificos de Aditivos Alimentares e Coadjuvantes de
Tecnologia de Fabricacdo; Contaminantes; Caracteristicas Macroscopicas, Microscépicas e Microbioldgicas; Rotulagem
de Alimentos Embalados; Rotulagem Nutricional de Alimentos Embalados; Informacdo Nutricional Complementar,

quando houver; e outras legislagdes pertinentes.

6.3. A utilizagdo de ingrediente e proteina vegetal, que ndo sdo usados tradicionalmente como alimento, pode ser
autorizada desde que seja comprovada a seguranca de uso, em atendimento ao Regulamento Técnico especifico.
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