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RESUMO

Nos ultimos anos tem crescido o interesse na extragao compostos ou antioxidantes oriundos de
vegetais, especialmente polifendis. Ha também um interesse no estudo de frutos ndo
convencionais, por exemplo, o pequi (Caryocar brasiliense Camb.) ¢ uma fruta nativa do
cerrado brasileiro com grandes quantidades de compostos fendlicos totais em sua polpa. A
recuperagdo dos compostos fendlicos é frequentemente realizada através de processos de
extracdo e concentragdo, sendo esses processos realizados utilizando a aplicagdo de calor, que
pode causar a degradagdo destes compostos. Logo, o processo de separacao por membranas,
onde ndo ha aplicagdo de temperatura, ¢ uma alternativa viavel para evitar este tipo de
degradacdo. Este trabalho teve como principais objetivos determinar as melhores condi¢des
para a extracdo aquosa de compostos fendlicos presentes na polpa de pequi, clarificar o extrato
utilizando quitosana e extrato aquoso de semente de moringa (Moringa oleifera) e,
sequencialmente, concentrar compostos fenolicos por processo de separagdo por membranas.
A extragdo dos compostos bioativos foi realizada a 80°C em uma concentragdo de solucao de
25 g de polpa em 100 mL de agua. Apos a extracdo, diferentes bioadsorventes (quitosana e
sementes de moringa integral e desengordurada) foram avaliados para a clarificacdo do extrato
de pequi. Foram entdo determinadas as concentragdes adequadas desses adsorventes (quitosana
0,1 gL' (EQ) e moringa 2 gL"/(EM)) para uma clarificagdo. Comparando com o extrato apenas
centrifugado (EC), o EQ aumentou o fluxo de permeado em aproximadamente 35% no processo
de microfitlragao utilizando uma membrana de 0,22 um. A microfiltracao foi capaz de reduzir
de forma significativa o teor de sélidos totais em 56, 56, e 50% e lipideos 72, 67 e 45% em
comparagdo aos extratos EC, EM e EQ, respectivamente. A ultrafiltragdo do permeado da
microfiltracdo, por sua vez, fez com que fossem reduzidos 50 e 90% do teor de lipideos e 21 e
23% dos solidos totais para EM e EQ, respectivamente, e foi capaz de reter 43 e 42% de
compostos fendlicos presentes nos extratos microfiltrados de moringa e quitosana,
respectivamente. A nanofiltragdo sequencial do permeado da ultrafiltragdo foi capaz de reter
54% no teor de solidos totais, porém houve retencao de apenas 31% dos compostos fenolicos.
Ja a ultrafiltragdo direta dos extratos EC e EQ foi capaz de reter 65% dos compostos fendlicos
e reduziu os valores de sélidos soluveis totais (56 e 45% para EC e EQ, respectivamente),
solidos totais (78% e 74% para EC e EQ, respectivamente) e lipideos (aproximadamente 98%
para os dois extratos). A nanofiltracao direta reduziu totalmente o teor de lipideos, reteve 91%
dos compostos fendlicos e reduziu 82% no teor de solidos totais, sendo este o processo que
apresentou maior retencao dos compostos fenolicos. Porém, o valor de fluxo de permeado na
nanofiltragio direta foi relativamente baixo (1,24 L h™' m™). Assim, a ultrafiltracio direta
apresenta-se como o processo mais viavel para a concentragdo destes compostos, pois reduziu
o tempo de processo em relacdo a nanofiltracdo direta em aproximadamente 3 h, terminando a
filtragdo com um fluxo de permeado de 4,84 L h™! m™ sendo esse fluxo 74% maior que o obtido
na nanofiltracao direta.

Palavras chave: Pequi; clarificacdo; concentragdo; compostos fenolicos.



ABSTRACT

Nowadays, the interest on extracting bioactive compounds derived from plants, especially
polyphenols, has been growing. Moreover, the interest on studing unconventional fruits, such
as pequi (Caryocar brasiliense Camb.), which is a native Brazilian cerrado fruit that contains
large amounts of total phenolic compounds in its pulp, has also been growing. Recovery of the
phenolic compounds is often carried out through extraction and concentration processes. These
processes are conventionally done by heating, that causes degradation of some bioactive
compounds. Thus, the membrane separation process, in which there is no application of
temperature, is a viable alternative to avoid this type of degradation. This study aimed to chose
the best conditions for the aqueous extraction of phenolic compounds from pequi pulp, to clarify
the extract using chitosan and moringa seeds (Moringa oleifera) and to concentrate the phenolic
compounds using membrane separation process. Extraction of the bioactive compounds was
performed at 80 °C at a solution concentration of 25 g of pulp in 100 mL of water. After
extraction, different bioadsorbents (chitosan and whole and defatted moringa seeds) were
evaluated for the clarification of pequi extract. The appropriate concentrations of these
adsorbents (chitosan 0.1 g L' (EQ) and moringa 2 g L' (EM)) were then determined for
clarification. Compared with the only centrifuged extract (EC), the EQ increased permeate flux
in the microfiltration process by approximately 35% using a membrane with pores of 0,22 um.
Microfiltration was able to reduce the total solids content in 56, 56, and 50% and lipids in 72,
67 and 45% compared to EC, EM and EQ extracts, respectively. Microfiltration permeate was
then ultrafiltered and, in turn, this sequential process caused reduction of 50 and 90% of the
lipid content and 21 and 23% of the total solids to EM and EQ, respectively, and was able to
retain 43 and 42% of phenolic compounds present in the microfiltered extracts of moringa and
chitosan, respectively. Sequential nanofiltration of the ultrafiltration permeate was able to retain
54% of the total solids content but there were only 31% retained phenolic compounds. The
direct ultrafiltration of the EC and EQ extracts was able to retain 65% of the phenolic
compounds and reduced the values of total soluble solids (56 and 45% for EC and EQ,
respectively), total solids (78% and 74% for EC and EQ, respectively) and lipids
(approximately 98% for the two extracts). Direct nanofiltration completely reduced lipid
content, retained 91% of phenolic compounds and reduced 82% in total solids content.
However, as the permeate flux values were relatively low (1.24 L h! m™), direct ultrafiltration
1s suggested for the concentration of these compounds because it reduced the time process with
respect to direct nanofiltration in approximately 3 h, ending the filtration with a permeate flux
of 4.84 L h ' m 2, 74% higher than the flux obtained in direct nanofiltration. .

Keywords: Pequi; clarification; concentration; phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse na extracdo compostos ou
antioxidantes oriundos de vegetais, especialmente polifendis, uma vez que estas substancias
estdo relacionadas com a prevencao de doencas degenerativas (CROZIER; JAGANATH;
CLIFFORD, 2009). A recuperagdo de compostos antioxidantes a partir de plantas ¢
frequentemente realizada através de processos de extragdo e concentragdo. Os processos de
extracdo devem ser realizados em condi¢Oes otimizadas, escolhendo um melhor solvente,
temperatura, concentracdo de solucdo, tempo e at¢ mesmo a aplicagdo de métodos nao
convencionais como extracdes assistidas por ultrassom (GARCIA-SALAS et al., 2010). Os
processos de concentracdo sdo convencionalmente realizados utilizando a aplicacdo de altas
temperaturas, mas filtragdes com membranas representam uma alternativa melhor, uma vez que
temperaturas muito altas podem vir a degradar os compostos funcionais presentes nos extratos
(UROSEVIC et al., 2017). O uso de processos de filtragio com membranas na industria de
alimentos ainda ¢ limitado devido aos baixos fluxos de permeado alcancados causados pela
incrustagcdo e polarizagdo que acontece na superficie da membrana (BHATTACHARJEE;
SAXENA; DUTTA, 2017; USHIKUBO; WATANABE; VIOTTO, 2007). Esses problemas
podem ser superados empregando métodos de pré-tratamento antes da concentragdo de suco,
como a clarificacdo por microfiltragio (USHIKUBO; WATANABE; VIOTTO, 2007), o
tratamento enzimatico para a remog¢do de pectina (PINELO; ZEUNER; MEYER, 2010),
centrifugacdo (YOUSEFNEZHAD; MIRSAEEDGHAZI; ARABHOSSEINI, 2016) e uso de

outros agentes clarificantes, como bentonita e gelatina (RAI et al., 2007).

A utilizacdo de agentes clarificantes naturais ¢ benéfica para o meio ambiente, pois sdo
atoxicos e biodegradaveis. A quitosana ¢ obtida pela desacetilagdo da quitina, encontrada na
carapaga de crustaceos e este ¢ um composto de natureza policationica, sendo um agente
coagulante eficaz. A quitosana ¢ capaz de coagular particulas suspensas em solugdo e ajudam
na separacdo delas das bebidas (CHATTERIJEE et al., 2004; TASTAN; BAYSAL, 2015). A
aplicagdo da quitosana como agente clarificante em sucos tem sido amplamente reportada na
literatura. Chatterjee et al. (2004) usaram a quitosana para a clarificagdo de sucos de maga, uva,
limdo e laranja. Domingues et al. (2012) fizeram a clarificagcdo de suco de maracuja usando
quitosana e Tastan e Baysal (2015) usaram esse agente clarificante para a clarificagdao de suco
de roma. Alguns estudos foram reportados na literatura sobre a eficiéncia da quitosana na

remocao de lipideos de diferentes produtos como o a remocdo de 6leo de palma de efluentes
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(AHMAD; SUMATHI; HAMEED, 2006), proteina de soro (JARTO et al., 2015) e queijo
(FERNANDEZ; FOX, 1997). Apesar do grande uso de quitosana como clarificante, a eficiéncia
dela ainda deve ser mais investigada uma vez que a quitosana tem caracteristicas estruturais
que sdo capazes de promover diferentes interacdes com diferentes componentes (ROCHA;

COIMBRA; NUNES, 2017; YANG et al., 2016).

Além da quitosana, extratos aquosos de sementes de Moringa oleifera também
apresentam proteinas soliveis em dgua com carga positiva e ¢ outro excelente agente
clarificante natural que tem sido aplicado principalmente em clarificacao de agua potavel e
tratamentos de aguas residuais (BHATIA; OTHMAN; AHMAD, 2007, CAMACHO et al.,
2017; MADRONA et al, 2011; RAVIKUMAR; SHEEJA, 2012). Alves et al. (2017)
verificaram a alta eficiéncia de sementes de moringa na adsor¢do de arsénio inorganico de
aguas. Entretanto, o uso de extratos de sementes de moringa na clarificagao de sucos ainda nao
foi explorado, com apenas alguns estudos relatando a clarificagdo de caldo de cana-de-agucar

para a produgdo de agticar (COSTA et al., 2014);

As frutas tropicais comestiveis ndo convencionais tém atraido ateng¢do devido aos seus
potenciais beneficios para a saude (OLIVEIRA, et al., 2012). O pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) ¢ um fruto pertencente ao cerrado brasileiro de gosto e aroma peculiares e sua polpa
contétm uma grande quantidade de o6leo comestivel, proteinas compostos fendlicos e
carotendides, fazendo deste fruto um complemento alimentar importante (AZEVEDO-
MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; ROESLER et al., 2007). Geralmente a utilizagao
do pequi se limita em seu consumo in natura ou sua utilizagdo na culinaria local, pois ¢ um
fruto muito perecivel e contém espinhos que dificultam sua manipulagdo. Existem poucos
estudos sobre o processamento deste fruto, incluindo caracterizacdes de composi¢cdo
(AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; ROESLER et al., 2008), extra¢ao de
0leo (GEOCZE et al., 2013) e extracdo e concentragdo de compostos bioativos (MACHADO;
MELLO; HUBINGER, 2013, 2015). Machado, Mello e Hubinger (2015) realizaram a aplicagao
de processos de ultrafiltracdo e nanofiltragdo para concentracdo de carotendides e acidos
fendlicos do extrato aquoso de pequi. Entretanto, este fruto apresenta um alto teor de lipidios
que pode comprometer a eficiéncia da filtragdo por membranas. Por isso, ¢ importante o estudo
para a clarificacdo prévia do extrato resultante do pequi e seguida da concentracdo dos
compostos bioativos presentes nos extratos por meio do processo de filtragdo por membranas.

Neste estudo serdo aprofundados os estudos da utilizagdo de membranas para o processamento
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do extrato de pequi bem como sequenciamento de processo, além da possibilidade da

clarificagdo do extrato utilizando coagulantes naturais.

1.1. Objetivos

Determinar as melhores condigdes para a extracdo aquosa de compostos fenolicos
presentes na polpa de pequi, clarificar o extrato utilizando quitosana e extratos aquosos de
semente de moringa e, sequencialmente, concentrar compostos processos de separacdo por

membranas.

1.1.1. Objetivos especificos

* (Caracterizar a polpa do de pequi quanto a composigao centesimal, acidez titulavel total,

pH, solidos soluveis totais (°Brix);

*  Avaliar o processo de extracao dos compostos fendlicos da polpa de pequi verificando

a influéncia da temperatura de extragdo e concentragao de solugao;

* Realizar a clarificacdo do extrato de pequi utilizando quitosana, solu¢do aquosa de
semente de moringa (utilizando a semente na forma integral e desengordurada) afim de

reduzir teor de lipideos e solidos totais do extrato;

* Verificar a influéncia dos pré-tratamentos sobre o fluxo de permeado nos processos
sequenciais de filtracdo por membranas e verificar e a qualidade do extrato apds a as
filtragdes quanto ao teor de compostos fenodlicos totais, lipideos, sélidos totais, solidos

soluveis totais e pH.

* Verificar a concentragdo dos compostos fenolicos realizando sequenciamento de

processo (micro, ultra e nanofiltracao) e ultrafiltragdo e nanofiltragdo diretas.

* Fazer a modelagem dos fluxos de permeado e calcular a resisténcia das membranas

utilizadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pequi

As espécies de pequizeiro pertencem a familia Caryocaraceae, da ordem Theales. No
cerrado brasileiro a espécie mais decorrente ¢ a Caryocar brasiliense Camb., que apresenta
porte arboreo com vasta distribui¢cdo, tendo altura variando entre 8 a 12 metros (OLIVEIRA et
al., 2008; SILVA et al., 2001). As plantas do pequi apresentam poucas exigéncias quanto a
qualidade do solo, sendo que se adaptam bem em solos arenosos e pobres de nutrientes
(CARMAGQO et al., 2014). Por isso, o pequi € cultivado no Brasil em todo o territorio de cerrado
do sudeste, nordeste e centro-oeste, além de poder ser encontrado em zonas de transi¢do deste
bioma para os biomas da Caatinga e também Mata Atlantica. A frutificacdo da planta ocorre

nos meses de outubro a margo (RIBEIRO, 2000).

O fruto do pequizeiro apresenta normalmente entre 1 e 4 carogos. Estes sdo compostos
por um endocarpo espinhoso, que tem a fun¢do de proteger a semente ou améndoa, que ¢
revestida por um involucro fino e marrom, que também € uma por¢ao comestivel do fruto
contendo no seu interior a semente, ou castanha, e este ¢ envolto por uma polpa de coloragao

amarela intensa e carnosa (CARRAZZA; AVILA, 2010).

O fruto do pequizeiro destaca-se pelo seu alto valor energético e nutritivo, sendo os
principais constituintes de sua polpa, dgua, lipideos, carboidratos e proteinas e alto teor de
vitaminas e minerais, como pode ser observado na Tabela 1, que apresenta os valores referentes

a composi¢ao centesimal do pequi cru.

Tabela 1 - Composi¢ao média da polpa de pequi por 100 gramas de parte comestivel.

Composicio centesimal Valor por 100 g
Umidade (%) 65,9
Energia (kcal) 205

Proteina (g) 2,3
Lipideo (g) 18,0
Carboidratos (g) 13,0
Fibra Alimentar (g) 19,0
Cinzas (g) 0,8
Fosforo (mg) 34
Potassio (mg) 298,0
Vitamina C (mg) 8,3

Fonte: Adaptado de TACO (2011).
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Devido também a grande quantidade de o6leo disponivel em sua polpa, o pequi ¢
industrialmente visado por suas caracteristicas quimicas que podem ser bem aproveitadas na

industria alimenticia e de cosméticos (ROESLER et al., 2007).

2.1.1. Produgao e comercializacao

Na maioria dos casos, ndo hé plantagdes de pequi, a produgdo do fruto ¢ baseada no
extrativismo de arvores que se encontram em locais onde hé reserva permanente de cerrado. A
produgdo e comercializagdo do pequi pode ser considerada uma pratica sustentavel e de grande
importancia socioecondmica, pois em toda a cadeia produtiva (colheita, transporte,
beneficiamento e comércio) sao geradas fontes de emprego, tanto do fruto in natura quanto na

fabricagdo de produtos derivados.

A coleta e a venda do fruto do pequizeiro acontecem de forma simples por parte dos
agricultores e comerciantes. A comercializagdo acontece, em maior parte, pelos proprios
agricultores que coletam o fruto nas reservas de cerrado mais proximas as cidades, e estes sao
vendidos quase em sua totalidade em feiras locais. Para agregar valor ao produto, também sao
comercializado o 6leo de pequi, que pode ser usado como tempero na culinaria (ASSUNCAO,

2012).

Segundo dados reportados por IBGE (2017), no ano de 2016 foram colhidas 17.305
toneladas de pequi e o valor gasto na producao do fruto na extracdo vegetal nesse ano foi por
volta de 14 mil reais em todo territorio nacional. Este valor ¢ muito inferior a produgado de frutos

nativos como o acai (215.209 toneladas) e também a erva-mate (346 953 toneladas), também

no ano de 2016.

2.2. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo os metabolitos secundarios mais abundantes presentes em
frutas (ESPINOSA-PARDO et al., 2017; SILVA, C.; GARCIA; FRANCISCATO, 2016),
legumes (RAVICHANDRAN et al., 2012), especiarias (MURAKAMI et al., 2013; SOUSA et
al., 2016) e sementes (AL-FARSI; LEE, 2008). Existe uma grande quantidade destes compostos
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na natureza, podendo variar de fenois simples a compostos altamente polimerizados, como por

exemplo, os taninos (BRAVO, 1998).

A principal subclasse de compostos fendlicos sdo os acidos fenolicos sendo que estes
podem ser subdivididos em dois principais grupos: acido hidroxibenzoéico e derivados de acido
hidroxicinamico (ROBBINS, 2003). Estes acidos contém um anel aromatico ligado a um ou
mais grupos hidroxilicos que tem a capacidade de bloquear a a¢do de radicais livres e também
sdo esses compostos que conferem a vegetais propriedades sensoriais como cor, aroma, sabor
e adstringéncia bem como comandam 0s processos germinativos de sementes € o0 crescimento
das plantas. Estes compostos existem principalmente na forma de glicosideos ligados a
moléculas de agucar ou como complexos ligados a 4cidos organicos, aminas, lipidios,
carboidratos e outros fenois (LIU, 2007; MAGA; KATZ, 1978). A Figura 1 mostra a estrutura

de um 4acido fendlico (acido galico).

Figura 1 - Estrutura de um acido fendlico (acido galico).

OH

OH
OH
OH

Fonte: A autora.

Os derivados de 4cido hidroxibenzodico sdo tipicamente componentes de estruturas
complexas, como ligninas e taninos hidrolisaveis, um exemplo importante desse grupo € o acido
galico, sendo que esses acidos também podem ser derivados de agucares e acidos organicos em
vegetais. Os derivados do &cido hidroxicindmico podem ser encontrados ligados aos
componentes da estrutura da planta como celulose, lignina e proteinas e neste grupo sao
encontrados os acidos p- cumarico, caféico, e fertilico sendo este ultimo encontrado de forma

mais abundante nas folhas dos vegetais (LIU, 2007).
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2.3. Extracao de compostos bioativos

A técnica de extragdo por solventes ¢ amplamente utilizada devido a sua eficiéncia,
facilidade de uso e ampla aplicabilidade além de ser o procedimento mais utilizado para a
preparacdo de extratos de materiais vegetais (DAI; MUMPER, 2010; PASRIJA;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015), entretanto, a sele¢do da técnica de extracdo ¢

influenciada pelo interesse de uma posterior utilizagao do extrato.

Existem varios métodos convencionais que podem ser usados para extrair compostos
fenodlicos de matérias vegetais, tais como extracdo sélido-liquido, extragdo com ultra-som-
assistido, extragdo assistida por micro-ondas e extragcdo de fluido supercritico (CONG-CONG
etal., 2017). No entanto, na extragdo s6lido-liquido, a remogao completa de solventes organicos
de extratos ¢ dificil, e mesmo em baixas quantidades estes solventes sdo toxicos. Assim,
polifendis extraidos por estes métodos nao sdo adequados para a utilizagdo em produtos
comestiveis. Portanto, um método que usa apenas dgua como solvente pode ter uma melhor
aceitacdo. Machado, Mello e Hubinger (2015) utilizaram 4gua para a extracdo de compostos
fendlicos da polpa de pequi. Sousa et al. (2016) também utilizaram 4gua a uma temperatura de
80°C para a extracdo de compostos fenodlicos de ché verde. A agua ¢ um solvente de baixo custo
e ndo gera residuos toxicos, logo, ¢ um solvente amplamente recomendado quando se deseja
evitar uma remocgao de solvente e garantir um produto final completamente livre de vestigios
de solvente organico, a 4gua ¢ um solvente de extragdo adequado, especialmente em alimentos

e aplicagdes farmacéuticas (KUMAR; THAKUR; DE, 2012).

Entretanto, o rendimento da extracdo por solvente depende de uma série de fatores como
o tipo de solventes, se ¢ apolar ou polar, razdo solvente-soluto, temperatura, pH e tempo de
extracdo. Aumentos na temperatura podem aumentar a difusdo dos compostos bioativos no
solvente aumentando, assim, a taxa de extragdo, maiores quantidades de solvente fazem com
que se aumente a for¢a motriz para a transferéncia de massa de compostos fenolicos. Além
disso, o aumento na relagdo solvente a solido geralmente ajuda o soluto a ser dissolvido na
solugdo (GUO et al., 2016; KHEMAKHEM et al., 2017). O pH da solugdo também pode
influenciar a solubilidade do soluto em solu¢do podendo afetar a eficiéncia de extracdo. No
entanto, isso depende do componente desejado na extracdo uma vez que se este for hidrofilo ou

lipofilico apresentard uma solubilidade diferente a cada valor de pH (RECHARLA et al., 2017).
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A técnica de extragdo tem influéncia no rendimento e pureza dos extratos contendo
polifendis. Dependendo do solvente utilizado durante a extracdo, uma mistura de fenois
soluiveis no solvente sera extraida de materiais vegetais, mas nessa extracdo também podem
conter algumas substincias ndo fendlicas, como agucar, acidos organicos e gorduras. Logo,
etapas adicionais de clarificacdo para remover esses componentes indesejados sdo necessarias

(DAL, MUMPER, 2010).

2.4. Clarificacao

Os processos de clarificacdo dependem principalmente da natureza e da dispersdo
coloidais e o tipo de moléculas dissolvidas em solugdo, bem como sobre as propriedades do
agente clarificante, como densidade de carga, grupos funcionais e peso molecular (ROCHA;
COIMBRA; NUNES, 2017). Os métodos convencionais de clarificacdo envolvem filtragdo e
centrifugacao e aplicacdo de enzimas e adsorventes como bentonita e gelatina. A aplicagao de
coagulantes naturais, como quitosana e sementes de Moringa oleifera, tem que ser mais

explorada para a clarificagao de extratos de frutas.

Os coagulantes naturais sao de grande interesse porque sao ecologicos e biodegradaveis
e ndo apresentam toxicidade (CHOY et al., 2016; MUTHURAMAN; SASIKALA, 2014;
NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995) sendo, assim, alternativas pra a
clarificagdo de sucos e extratos alimenticios. A quitosana ¢ obtida a partir da desacetilagdo da
quitina, sendo de natureza policationica, e se revelou ser um agente coagulante eficaz para a
separacao de particulas suspensas de sucos (BOUGH; LANDES, 1976; CHATTERJEE et al.,
2004; TASTAN; BAYSAL, 2017). Grupos aminos da quitosana sdo protonados em condigdes
acidas, e sdo responsaveis pela atividade de floculagdo desse polissacarideo. Devido a sua
biodegradabilidade, ndo toxicidade, natureza polieletrolitica e tendéncia a flocular, a quitosana
¢ um coagulante de grande interesse em estudos de clarificagdo de sucos (GASSARA et al.,

2015).

Domingues et al., (2014) estudaram a influéncia de diferentes pré-tratamentos na
clarificagdo do suco de maracuja. Foi realizada uma combinagao de centrifugagado, tratamento
enzimatico (enzima pectolitica) e clarificacdo com quitosana como pré-tratamento. As amostras

pré-tratadas de suco de maracuja foram caracterizadas de acordo com a turbidez, cor,
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viscosidade e sdlidos soluveis totais (TSS). O teor de TSS nao foi afetado por nenhum dos pré-
tratamentos aplicados. O tratamento enzimatico reduziu a viscosidade e a turbidez, mas nao
afetou a cor do suco de maracuja tratado. O tratamento com quitosana foi eficiente na reducao
da turbidez, viscosidade e cor do suco da fruta. Os autores concluiram que o tratamento com

quitosana ¢ uma alternativa adequada para o tratamento de suco de maracuja.

Tastan e Baysal (2015) estudaram o uso de quitosana como agente clarificante para suco
de roma e foram avaliados seus efeitos sobre as caracteristicas de qualidade do suco. Por meio
de um planejamento composto central foram avaliados trés fatores: concentra¢ao de quitosana
(10-120 mg 100 ml!), temperatura de processo (10-20 °C) e tempo de processo (30-90 min) e
os efeitos do adsorvente foram avaliados sobre os valores de turbidez. Os autores concluiram
que as condigdes Otimas de processo foram de 68,93 mg 100 mL! de quitosana a uma
temperatura e tempo de processo de 10 °C e 30 min, respectivamente, € que a quitosana pode
ser proposta como um agente alternativo para a produ¢do de suco de roma clarificado. Os
resultados obtidos mostraram que a clarificagdo do suco de roma usando quitosana pode ser um

método adequado, facilmente aplicavel e rapido.

Tastan e Baysal (2017) avaliaram as condi¢des ideais para o uso de quitosana como
agente clarificante na produgdo de suco de maga. O efeito antimicrobiano da quitosana sobre
Alicyclobacillus acidoterrestris durante o processo de clarificacdo também foi investigado
(Tastan e Baysal, 2017). Os resultados mostraram que o tratamento com quitosana resultou em
um suco de maga claro sem necessidade de tratamento enzimdtico. No entanto, a redugdo

microbiana de A. acidoterrestris durante o processo de clarificagdo ndo foi significativa.

Além da quitosana, o extrato aquoso de sementes de Moringa oleifera, que apresenta
proteinas soliveis em agua e carga positiva, apresenta-se como outro promissor agente
clarificante natural que tem sido aplicado principalmente em clarificacdes de agua potavel e
tratamentos de dguas residuais. Varios estudos demonstram a eficiéncia da Moringa oleifera
para o tratamento de clarificagdo de 4guas residuais e agua potavel (CAMACHO et al., 2017;
MADRONA et al., 2011; MANGUNDAYAO; YASURIN, 2017; RAVIKUMAR; SHEEJA,
2012) e sua eficiéncia também foi confirmada na clarificagdo de caldo de cana-de-agucar
(COSTA et al, 2014). A agdo coagulante de moringa ¢ devido a presenca de proteinas
cationicas soluveis em agua (BHATIA; OTHMAN; AHMAD, 2007) que podem se ligar a

particulas de carga negativa formando complexos que floculam.
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Ravikumar e Sheeja (2012) avaliaram o uso do processo de coagulagdo-floculacio
usando sementes de M. oleifera como agente coagulante natural e agente antimicrobiano
favoravel ao meio ambiente para a clarificacdo de agua turva. Os resultados mostraram que o

processo de coagulacdo com moringa reduziu a turbidez da agua em até 99%.

Recentemente, Alves et al. (2017) relatou a alta eficiéncia de sementes de moringa na
adsor¢ao de arsénio inorganico de dguas naturais. No entanto, o uso de sementes de moringa na
clarificagdo de extratos de suco ainda nao foi explorado, com apenas alguns estudos relatando
o esclarecimento do suco da cana-de-agticar (COSTA et al.,2014). Costa et al. (2014) avaliaram
o efeito de extrato aquoso de moringa na sedimenta¢do de impurezas do tratamento do caldo de
cana-de-agtcar e os efeitos sobre a qualidade do agticar e sobre o suco clarificado. Concluiu-se

que o uso da moringa resultou em um caldo de cana-de-agucar clarificado.

2.5. Processos de separacio por membranas

A filtragdo ¢é considerada uma das operagdes unitarias mais antigas e € uma operacao de
separacgdo solido/liquido associada a meios filtrantes de diversos tipos, que sdo desde meios
porosos como pos ou granulos até meios porosos prensados como filtros de papel ou telas de
filtragdo. Este tipo de meio poroso consolidado pode ser chamado de membrana (CARVALHO,
2008).

Uma membrana € uma interface entre as duas fases, uma mais concentrada em soluto
que outra. Em processos de separagdo por membranas, essas fases estdo juntas. Algumas
espécies em solugdo passam mais facilmente através da membrana do que outras formando de
um lado da membrana uma solu¢do mais concentrada ¢ do outro uma solu¢do menos
concentrada. Um processo de separagdo por membranas entdo pode ser definido como a
transferéncia seletiva e controlada de uma espécie de uma fase para outra separadas por uma

membrana submetida a uma forca externa (HO; SIRKAR, 1992)

Quanto aos materiais com o que sao fabricadas, as membranas sdo divididas em dois
grandes grupos: poliméricas e inorganicas (materiais ceramicos e metais). A grande parte das
membranas € proveniente de polimeros devido ao seu menor custo, e por ser mais maledvel,
fazendo com que seja mais facil a formacao de filmes. Quanto a morfologia, as membranas

geralmente se diferem conforme sua aplicagdo. Elas podem ser classificadas em dois grupos:
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densas e porosas. Ambos os tipos de membranas podem ser isotrdpicos ou anisotropicos, ou
seja, podem manter as mesmas caracteristicas de morfologia ao longo de sua sessao transversal.
As membranas anisotrdpicas apresentam uma fina camada de aproximadamente 1 um que pode
ser mais fechada ou ndo, que ¢ suportada por uma camada porosa. Quando esse tipo de
membrana ¢ constituido de apenas um tipo de material, a membrana ¢ integral, quando ¢

constituida de materiais diferentes ¢ composta (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Os processos de filtragdo por membranas apresentam a vantagem de serem econdmicos
energicamente, pois na maioria dos casos em que sao aplicados ndo h4 a mudanga de fase; sdo
favoraveis a separacdo de compostos termossensiveis, pois a maioria das operagdes ocorre em
temperatura ambiente; sdo seletivos, porque pelos tamanhos dos poros das membranas ¢
possivel se determinar quais sdo as substancias que ficaram retidas ou serdo permeadas e por
ultimo, mas ndo menos importante, os processos de separacao por membranas sdo sistemas de
simples operagdo, instalagio e montagem (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006;
MACHADO et al.2016).

Por meio da for¢a motriz da operagdo, ¢ possivel distinguir quatro tipos de separagao
por membranas: os processos onde a forga motriz ¢ a diferenca de concentragdo de solutos
(dialise, pervaporagdo, osmose ¢ pulmao artificial), diferenca de temperatura (destilagao por
membranas), onde ha um gradiente de potencial elétrico (eletrodialise, eletrolise por
membranas, eletrodeionizacao, eletrofiltragao e célula de combustivel) e onde ha a diferenca de
pressdo (microfiltracdo, ultrafiltragdo, nanofiltragdo e osmose inversa). A Tabela 2 mostra

diferentes processos de separagdo por membranas e suas principais aplicagdes.

Neste trabalho, sera dado foco aos processos de separagdo por membranas que utilizam
pressdo como for¢a motriz microfiltracdo, ultrafiltragdo e nanofiltragdo, os quais serdo

detalhados no proximo tdpico.



Tabela 2 - Diferentes processos de separacdo por membranas e suas caracteristicas.
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Processo de
separacio por

Forca motriz

Natureza de espécies

Principais aplicacdes

retidas
membranas
Gradiente de SOhdolS)aeél;é:;SSp ensao Esterilizacao bacteriana;
Microfiltracio pressdo (AP) clarificagdo de bebidas;
(0,5 a2 atm) Massa molar > concentracao de células
’ (0,01um) ¢
AP Macromoléculas
Ultrafiltracao Massa molar > 5.000 Concentragdo de proteinas
(1 a7 atm) Da

. ~ AP Moléculas menores de Purificacdo de enzimas

Nanofiltraciao (5 a 25 atm) tamanho médio

500 < MM < 2.000 Da.

Osmose Inversa AP Microssolutos Dessalinizacao de dguas

Dialise

Eletrodialise

Permeacio de
gases

Pervaporacao

(15 a 80 atm)
Gradiente de
concentracao (AC)
Gradiente de
potencial elétrico
(AE)

AP; AC

Pressao de Vapor

> 0.02 um sao retidos;
> (0,005 na hemodialise

lons

Gases mais permeaveis

Liquidos menos

Hemodialise

Concentragdo de solugdes
salinas; purificacdo de
aguas.
Recuperacdo
de hidrogénio;

Desidratagao de alcool;

permeaveis
Fonte: Adaptado de HO; SIRKAR (1992) e HABERT; BORGES; NOBREGA (2006).

2.5.1. Microfiltrag¢ao

A Microfiltracdo € uma técnica de separacdo por membranas onde estas possuem poros
de tamanho que variam de 0,1 a 10 um. Este tipo de processo € capaz de remover particulas
micrométricas. O gradiente de pressao formado entre um lado e outro da membrana gera a forga

motriz necesséria para que o processo aconteca (ANADAO, 2010; DAVIS, 1992).

A microfiltragdo pode ser de dois tipos: dead end (perpendicular) e cross flow (paralelo).
A microfiltragdo perpendicular acontece quando tanto a fase de alimentagdo como o permeado
se encontram perpendiculares a superficie da membrana. A solu¢do de alimentagdo passa pelo
filtro e é recolhida como permeado (rentado) e as particulas de tamanho maior do que o tamanho
dos poros da membrana sdo retidas proporcionando uma resisténcia continua do fluxo, fazendo
com que ocorra um decréscimo continuo da taxa de fluxo. No segundo tipo de filtragdo, a
alimentac¢do ocorre de forma paralela a superficie da membrana produzindo um permeado e um

concentrado que contém a maioria das particulas em solucdo. Nesse tipo de processo o fluxo de
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alimentacdo paralelo @ membrana retira o material retido na mesma fazendo com que o fluxo
ndo caia tdo abruptamente quanto no processo perpendicular, promovendo a redugdo na
formacao de fouling (MULDER, 1996; WILSON, 2000). A Figura 2 mostra os dois tipos de

filtragdo, a tangencial e a paralelo.

Figura 2 - Esquema da filtracdo tangencial e paralelo.

Alimentacgao

ol

Alimentac¢ao

JJ ®e o o %

Permeado Permeado

Fonte: A autora

2.5.2. Ultrafiltragao

A ultrafiltracdo (UF) ¢ um processo de separacdo por membranas utilizado
frequentemente para purificar e/ou separar solugdes que contém particulas com grande massa
molecular e também coloides, de massa molar variando de 10> a 10° Dalton. Os poros das
membranas de UF apresentam poros que variam de 1 a 100 nm de tamanho, logo, sao mais
fechadas que as membranas de microfiltragdo. Como os poros das membranas de UF sao
menores ¢ necessaria uma maior for¢a motriz para que haja a separagao dos compostos € que o
fluxo ndo seja muito pequeno para que seja possivel a utilizagdo da UF na industria. As pressoes
utilizadas nesse tipo de processo, operam numa faixa que varia de 100 a 1000 kPa (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006; LI, 2007; VIGNESWARAN et al., 2012). As membranas de
ultrafiltragdo sdo caracterizadas por uma curva chamada de curva de retengdo nominal (cuf off),
esta relaciona o coeficiente de rejei¢do em fung¢do a massa molar do composto de interesse. A
reten¢do nominal de uma membrana pode ser definida como sendo o valor da massa molar de
soluto para a qual a membrana apresenta um coeficiente de rejeicdo de 95%. Por exemplo, uma
membrana com retencdo nominal de 10 kDa ¢ uma membrana capaz de rejeitar 95% das
moléculas que se encontram em uma solugdo de um soluto com massa molar de 10.000 Dalton

(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).
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A ultrafiltragdo ¢ amplamente utilizada na area de alimentos na concentragdo de leite e
na recuperacdo das proteinas de soro de leite para a fabricagdo de outros tipos de produtos
lacteos (KOH et al., 2014); separacdo de albumina da clara de ovo (DATTA et al., 2009),
separacao de compostos fendlicos em sucos de frutas (CONIDI et al., 2017) e na clarificagao

de vinhos (GONCALVES, F.; FERNANDES; DE PINHO, 2001).

2.5.3. Nanofiltrag¢ao

A nanofiltracao (NF) se caracteriza pela separagdo de sais e solutos organicos de massa
molecular maiores que 500 Dalton, sendo um processo movido por gradiente de pressao, bem
como a MF e a UF com tamanho de poros, fluxos de permeados e pressdes de operagdo que se
encontram entre a UF e a Osmose Inversa (OI). Os sistemas de nanofiltracdo geralmente operam
em menores pressoes (5-25 bar) e, por isso, esse processo apresenta vantagem econdmica sobre
a osmose inversa (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; SCHAFER; FANE; WAITE,
2005).

A NF ¢ capaz de separar particulas menores que 1000 Da (Inm) e é principalmente
utilizada em aplicagdes onde hé a necessidade da passagem parcial de minerais e compostos
termosensiveis como composto bioativos extraidos de plantas e frutos, como exemplos, a
concentragdo de compostos fendlicos extraidos de pequi (MACHADO; MELLO; HUBINGER,
2015) e de suco de morango (AREND et al., 2017), flavonoides e compostos fendlicos extraidos
de propolis (MELLO; PETRUS; HUBINGER, 2010) e ¢ possivel também remover
parcialmente elementos metais pesados como zinco, cadmio, chumbo, cobre e ferro de solugdes

(NEDZAREK et al., 2015).

2.5.3.1.  Polarizag¢do por concentragdo e fouling

A polarizagdo de concentracdo ¢ uma caracteristica comum de todos 0s processos que
utilizam o gradiente de pressao como for¢a motriz (KULKARNI; FUNK; LI, 1992). Solutos
que sdo retidos na superficie da membrana formando uma torta que pode vir a diminuir o fluxo

do processo.
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Segundo Cheryan (1998), a solugdo a ser filtrada contém solidos em suspensao que sdo
arrastados para a superficie da membrana por conveccdo e estes sdo parcial ou totalmente
rejeitados, entdo se concentram na superficie da membrana, formando um gradiente de
concentracdo, ja que ficam mais concentrados na interface da membrana do que na solugdo.
Esse acontecimento ¢ chamado de polarizagdo de concentragdo. Este fenomeno promove o
decaimento de fluxo quando comparado ao fluxo de agua, pois os solutos que ficam

concentrados na dire¢do do fluxo, causando esse um bloqueio para a passagem da solugdo.

Quando héa muita retencdo de solutos uma camada polarizada se forma na prépria
membrana, fazendo com que haja uma resisténcia adicional, diminuindo o fluxo. Esse
fendomeno ndo pode ser evitado, porém pode ser reduzido, diminuindo a pressdao de operagao,
ou aumentando o movimento de fluido na superficie da membrana (aumento do niimero de
Reynolds) (CHERYAN, 1998). A Figura 3 mostra como ocorre a formagao da polariza¢ao no

processo de filtragdo por membranas.

Figura 3 - Formagao da camada polarizada em um processo de filtragdo por membranas.
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Fonte: A autora

Além do efeito de polarizagdo, um outro fator que limita o processo de filtragdo por
membranas € o fouling. Esse fator pode ser definido como o decaimento do fluxo causado pela
obstru¢do da membrana causada por sélidos depositados em sua superficie e/ou dentro dos
poros (KOROS et al., 1996). O fouling ¢ um fator de grande importancia quando se trata de
processos de filtragdo por membranas ja que este afeta a viabilidade econdmica e comercial do

processo bem como a vida util da membrana (FANE; FELL, 1987; NILSSON, 1990).
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Os dois fatores que limitam o processo causam uma resisténcia na passagem de solvente
e soluto para a fase permeada, logo a equagao do fluxo para os processos que utilizam a pressao

como for¢a motriz € escrito pela Equacao 1.

AP
J=77R— (1)

Total

sendo J ¢ o fluxo de permeado, AP a diferenga de pressao como for¢a motriz, n a viscosidade

aparente da solugdo, Rroal (resisténcia total) ¢ descrito pela Equacao 2:
RToml = Rm +Ra +Rp +Rc +Rpc (2)

sendo Rrotal @ soma de todas as resisténcias, Ry, a resisténcia intrinseca da membrana, R, a
resisténcia devido a absor¢do, R, a resisténcia devido ao bloqueio de poros, Rc a resisténcia

devido a torta ou camada gel e Ry, a resisténcia devido a polarizagdo de concentragao.

2.5.4. Principais aplicagdes do processo de separagao por membranas

Atualmente hd um grande numero de aplicagdes do processo de separagdo por
membranas na induastria de alimentos, por exemplo, na concentracdo de leite e soro, na
esterilizacao de ovos inteiros, no processamento de vinho e cerveja e também na clarificagao
de sucos de frutas (CASTRO-MUNOZ et al., 2017). As separagdes por membrana podem ser
usadas como uma alternativa para técnicas convencionais como concentracdo e esterilizacao
por calor ou como uma nova tecnologia para o desenvolvimento de novos ingredientes e
alimentos. Muitos sao os estudos que mostram a eficiéncia da utilizagao da técnica de separagao
por membranas no tratamento de alimentos e na concentragdo de compostos bioativos presentes

nestes e alguns estudos sao listados a seguir.

Mello, Petrus e Hubinger (2010) fizeram a concentragdo de flavondides e compostos
fenodlicos extraidos de propolis por nanofiltracdo. A extragdo foi feita utilizando dgua e etanol.
A membrana reteve cerca de 94% dos compostos fendlicos e 99% dos flavondides, enquanto
para a solugdo com etanol esses valores foram de 53% e 90%, respectivamente. O processo de

nanofiltragdo, entdo, mostrou alta eficiéncia na concentragao de extratos de prépolis
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Nandi, Das e Uppaluri (2012) realizaram a clarifica¢do usando a microfiltragao (MF) de
suco de laranja centrifugado e pré-tratado com pectinase. Diferentes propriedades fisico-
quimicas do suco de laranja, como cor, solidos soluveis totais, pH, acidez e densidade medidas
antes e depois de MF. O tratamento enzimatico foi recomendado antes da MF de suco para
aumentar o ciclo de vida da membrana j& que este tratamento reduziu o teor de sélidos do suco
reduzindo as incrustagdes na membrana. Os autores concluiram que a clarificacdo de suco de
laranja utilizando a MF ¢ um processo indicado para evitar sobrecarga na concentragao do suco

utilizando osmose reversa.

Sousa et al. (2016) realizaram a ultrafiltracdo com ultrassom assistido com o objetivo
de purificar compostos fendlicos extraidos de cha verde. O ultrassom facilitou a permeagao de
compostos fenodlicos através da membrana. Comparando membranas de ultrafiltracdo de
diferentes tamanhos de corte, os autores concluiram que uma membrana de 20 kDa resultou em
alta pureza de componentes da catequina no permeado (49% do contetdo total de polifenois
totais). Os valores de turbidez dos permeados da ultrafiltragdo permaneceram inferiores a 5
NTU o que mostra que a ultrafiltracdo foi eficiente para a clarificacdo dos extratos contendo
polifenois, sendo que os extratos ficaram estaveis por 30 dias em refrigeragdo. Foi concluido
que o processo de ultrafiltragdo assistido por ultrassom utilizando a membrana de 20 kDa
purifica os compostos fendlicos a partir de extrato de cha verde de modo a garantir a pureza dos

compostos fendlicos e a estabilidade do extrato.

Machado, Mello e Hubinger (2015) fizeram a concentragdo de compostos bioativos
extraidos da polpa de pequi (Caryorcar brasiliense Camb.) utilizando ultrafiltragdo e
nanofiltracdo. A membrana de ultrafiltragao utilizada foi de 100 kDa e as duas membranas
diferentes de nanofiltracdo foram de tamanho de 200-300Da. A ultrafiltragdo e as duas
diferentes membranas de nanofiltracdo apresentaram coeficientes de rejeicao de 65%, 94% e
97% dos compostos fendlicos, respectivamente. Assim, a nanofiltragdo mostrou um melhor

desempenho para a recuperagdo dos compostos bioativos do extrato aquoso de pequi.

Arend et al. (2017) concentraram composto bioativos extraidos de suco de morango
(Fragraria X ananassa Duch) por nanofiltracdo do suco in natura e de suco microfiltrado.
Houve uma retengdo de 95% de compostos bioativos, ndo havendo degradacdo da cor do suco,

logo a nanofiltracao se mostrou um método eficaz para esse tipo de separagao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparo da matéria-prima

A polpa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) foi adquirida de produtor rural na cidade
de Presidente Olegéario — MG. A polpa foi fracionada em lotes de 1 kg, armazenada em
embalagens de polietileno e congelada em freezer a -18°C e descongelada até o momento da

sua utilizacao.

3.2. Extracao de compostos bioativos da polpa de pequi

Foi realizado um estudo preliminar para determinar as melhores condi¢des de
temperatura para a extragdo dos compostos fendlicos da polpa de pequi. Foi utilizada uma
solucdo de concentragio 40 g de polpa 100 mL! de 4gua conforme sugerido por (MACHADO;
MELLO; HUBINGER, 2015) e durante uma hora foram realizadas as extragdes usando as
temperaturas de 35, 55, 70, 80, 85 ¢ 94°C. Fixando a temperatura a 80°C foi feito um segundo
estudo variando a concentragdo de solu¢ao em 10, 30, 50 e 70 g de polpa em 100 mL de agua,
também utilizando um tempo de 1 h para as extragdes. ApoOs as extragdes todos os extratos

foram centrifugados conforme descrito no item 3.7.

Com os resultados obtidos a partir dos testes preliminares, as varidveis concentracao de
solucdo e temperatura tiveram seus efeitos avaliados empregando de um planejamento

composto central como descrito a seguir.

3.3. Planejamento composto central

Para uma avaliagdo da influéncia das variaveis concentragao de solucao e temperatura
na extracao dos compostos fendlicos da polpa de pequi utilizou-se um planejamento compostos
central com trés réplicas no ponto central para a determinagdo do erro estatistico. As variaveis

e faixas utilizadas sdo apresentadas na Tabela 3. As respostas foram avaliadas em termos de
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concentragdo de compostos fenolicos totais. Foram utilizados os pontos axiais de

ortogonalidade. O tempo de extragdo foi fixado em 1 h conforme testes preliminares.

Tabela 3 - Variaveis reais e codificadas para o planejamento composto central.

Concentracao
Nivel Tempoecratura
(g 100 mL™) 0
-1 10 55
0 30 73
1 50 90
-1,1474 (-a) 7,1 52
1,1474 (+a) 52,9 93

Com os resultados dos testes preliminares e do planejamento composto central foram
entdo determinadas as condi¢des de extragdo dos compostos fenolicos de polpa de pequi
utilizadas neste trabalho. As extragdes foram realizadas durante 1 h com agitacdo magnética a
750 rpm durante todo o tempo, empregando uma concentragdo de solugdo de 25 g de polpa em
100 mL utilizando a temperatura de 80°COs extratos obtidos foram resfriados até 25°C e
filtrados em papel filtro para retiradas de particulas maiores em suspensao. Apos esse processo

os extratos foram tratados com quitosana, extrato de semente de moringa ou centrifugacao.

3.4. Fluxograma dos processos para concentracio de compostos fenolicos

A Figura 4 mostra os processos aplicados a fim de clarificar e concentrar os extratos

contendo compostos fendlicos presentes na polpa de pequi.
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Figura 4 - Processos para realizar a concentragdo de compostos fenolicos da polpa de pequi.

l Polpa de pequi \

Extragdo (25g 100mL-, 1h)
Filtragdo usando papel filtro
| Extrato aquoso de pequi [
Pra-tratamento com Pré-tratamento com extrato
quitosana (0,1 glY) aquoso de semente de Moringa
(2glt)
Extrato tratato com Extrato tratado com
quitosana Moringa
Centrifugag3o (8000 rpm, 10 min) Centrifugacio (8000 rpm, 10 min) Centrifugacdo (8000 rpm, 10 min)
LF'lltrac.’io usando papel filtro Filtracdo usando papel filtro Filtracdo usando papel filtro
- ; Extrato tratado com XIT do eon
Extrato centrifugado 3 _tmt : '. Ext:_ram trat&d_o o
(EC) quitosana centrifugado Moringa centrifugado
(EQ) (EM)
Microfiltragieo (0,22 pm) Microfiltracdo (0,22 pm) Microfiltragdo (0,22 pm)
Permeado micro Permeado micro Permeado micro
(MEC) (MEQ) (MEM)
Ultrafiltragdo (5 kDa) Ultrafiltracdo (5 kDa)
Ultrafiltragdo (5 kDa) Ultrafiltragda (5 kDa) ,L
EQulirafilicado EQ ultrafilirado Permeado Ulira | Permeado ultra
(ECT) (EQU) (UEQ) (UEM)
Nanofiltragdo (400 Da) Nanofiltragdo (400 Da)
Concentrado Permeado Concenteado Permeado
(CND) (PND) (CN) (PN)

Fonte: A autora.

3.5. Pré-tratamento do extrato com quitosana

Foi preparada uma solu¢do 10 g L'! de quitosana (Sigma-Aldrich, Islandia) hidrolisada
em uma solugao de 4cido acético 5% (v/v). A hidrolise foi efetuada a temperatura ambiente por

5 h, sendo agitada constantemente (DOMINGUES et al., 2012).

Os tratamentos com quitosana foram realizados variando a concentragao em 0,05, 0,1,
0,15 e 0,2 g L' no extrato de polpa de pequi utilizando um aparato de jar test (Milan — JT-203,
Brasil). As concentracdes de quitosana foram determinadas a partir de testes preliminares.

Amostras de 50 mL de do extrato da polpa foram adicionados a um béquer de 150 mL. Uma
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velocidade de 50 rpm e um tempo de 20 min foram utilizados pra a operagdo no equipamento,
conforme sugerido na clarificagdo de suco de maracujé realizada por Domingues et al. (2012).
Apos o término da agitacdo, os extratos foram centrifugados para posteriores analises e

Processos.

3.6. Pré-tratamento com extrato aquoso de semente de moringa

As sementes de moringa foram coletadas na cidade de Uberlandia (Minas Gerais,
Brasil). Foram preparados extratos aquosos de semente de moringa, um com semente in natura
sem pele e moida e um com a semente nas mesmas condigdes, porém apos desengordurada por
Sohxlet, utilizando n-hexano como solvente por 8 h. Ambos os extratos de semente de moringa
foram preparados e utilizados imediatamente em uma concentragdo de 50 g L' utilizando 4gua
destilada como solvente e as sementes trituradas. Estes extratos foram agitados por 2 min para
a extragdo das proteinas policatidnicas e os dois extratos resultantes foram filtrados em papel

filtro (10 pm) para a retirada de particulas maiores conforme sugerido por Bhatia et al. (2007).

Os tratamentos com semente de moringa foram realizados variando a concentragdo dos
extratos de 0,4 a 8 g L' em extrato de polpa de pequi, utilizando um aparato de jar test (Milan
— JT-203, Brasil). As amostras foram submetidas a uma agitacao de 150 rpm por 5 minutos e
logo apds a rotacao foi mudada para 30 rpm durante 30 min conforme sugerido por Bhatia et

al. (2007).

3.7. Centrifugacao

Todos os extratos de polpa de pequi foram centrifugados em centrifuga (Beckman
Coulter Avanti — J25) a 8000 rpm por 10 min. Apods centrifugacdo, trés fases foram
identificadas: uma fase sélida decantada, um liquido intermediario ¢ uma fase aquosa
sobrenadante. A fase solida foi desprezada e o liquido juntamente com o sobrenadante foram
filtrados em filtro de papel (10 pm) para retirada da fase oleosa. A fase liquida filtrada foi entdo

utilizada para a realizag@o das analises.
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3.8. Procedimento de filtracdo dead end para micro, ultra e nanofiltracio

Os extratos de pequi foram clarificados em membranas planas de acetato de celulose de
tamanho de poro de 0,22 pm (Milipore, EUA) e concentrados em membranas de polietersulfona
de 5 kDa (Nadir) para as ultrafiltragdes e de polieterfulfona de 400 Da (NP030, Nadir) para a

nanofiltragao.

Para os processos de microfiltracdo do tipo dead end foram utilizados um modulo de
filtracdo de capacidade de 1 L, com area efetiva de filtragdo de 0,0054 m? e a pressao
operacional maxima para este experimento de 0,6 bar assegurada por um mandémetro do tipo
bourdon. Adicionou-se 170 mL de extratos de polpa de pequi na célula e esta foi pressurizada
usando nitrogénio comprimido. Durante a filtracdo, o permeado foi coletado continuamente e

seu volume foi medido até obter um fator de concentragao de 1,70.

Para os processos de ultra e nanofiltragdo do tipo dead end foram utilizados um mdédulo
de filtracdo de capacidade de 70 mL com éarea efetiva de filtragao de 0,00193 m? e a pressao
operacional foi de 6 bar para a ultrafiltracdo e de 8 bar para a nanofiltracao, asseguradas por um
mandmetro do tipo bourdon. Para os experimentos adicionou-se 60 mL de solugdo na célula e
esta foi pressurizada. Durante as ultra e nanofiltragdes, os permeados foram coletados

continuamente ¢ o volume foi medido até obter um fator de concentracdo de 2.

Anteriormente a todas as micro e ultrafiltragdes, as membranas foram compactadas com
agua deionizada logo antes do experimento. A pressdo no lado do permeado era

aproximadamente atmosférica sob todas as condigdes. As filtragdes foram realizadas a 25°C.

O fator de concentragdo (F.) foi calculado de acordo com a Equagao 3:

3)
sendo Va e V. o volume de alimentagdo e o volume de concentrado, respectivamente.

O fator de concentragdo de 1,70 para MF e 2 para UF foram escolhidos pois o permeado
era suficiente para realizar as andlises necessarias e ja era possivel verificar o comportamento

do fluxo constante durante todo o tempo de filtracao.
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Uma curva fluxo (J) por tempo (t) foi obtida para cada filtragdo. O fluxo de permeado

foi calculado conforme a Equacdo 4 em diferentes intervalos de tempo.

(4)

em que V(L) é o volume de permeado recolhido, t (h) ¢ o tempo decorrido da filtragdo, A (m?)

¢ a area efetiva da membrana e J ¢ o fluxo de permeado (L h! m?).

3.9. Modelo de Hermia

O decaimento do fluxo de permeado durante a filtragdo ¢ uma das principais
desvantagens para a utilizacdo dos processos de separagdo por membranas. Identificar os
mecanismos que influenciam no processo de filtragdo ¢ de grande importancia a fim de
minimizar esse acontecimento. Pode-se sugerir o modelo matemético de Hermia (1982)
(Equacao 5) que explica o fendmeno de decaimento do fluxo de permeado durante uma filtracdo

do tipo dead end com pressdo constante.

dJ 3
- =K J (5)

dt "
sendo t o tempo de processo, K uma constante, #n o tipo de mecanismo de bloqueio que ocorre
na filtragdo e J é o fluxo de permeado (L m? h'). Os mecanismos de bloqueio, bem como os
modelos linearizados, sdo mostrados na Tabela 4, em que J, € o fluxo de permeado, Jo € o fluxo

inicial, k ¢ a constante do mecanismo e t ¢ o tempo de filtracao:



Tabela 4- Mecanismos de fouling considerados pelo modelo de Hermia.

n Mecanismo de bloqueio  Equacio linearizada
n=2 Bloqueio completo InJ,=InJ, -kt
. ~ 0,5 -0,5
n=1,5 Bloqueio padrido J, T =Jy 7 +k,t
n=1 Bloqueio intermediario J p_l =J 0_1 +kit
n=0 Formagao de torta J pfz =J, " +kt
3.10. Resisténcias
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As resisténcias foram determinadas de acordo com o modelo de resisténcia em série,

em que a resisténcia total (Rt) € calculada como a soma da resisténcia hidraulica da membrana

(Rm) e as resisténcias devido a bloqueio de poros e formacdo de torta (Rp e Rc,

respectivamente).

A determinacao das resisténcias hidraulicas das membranas foi feita apds a filtragao

de agua destilada através das membranas limpas. A soma das resisténcias devido ao bloqueio

dos poros e a formagao de torta foram determinadas através da filtragdo de dgua destilada na

membrana que foi previamente utilizada para a filtracdo do extrato de pequi. Apds esse

processo, a superficie da membrana foi fisicamente limpa com uma esponja eo fluxo de agua

foi medido para determinar a resisténcia devido ao bloqueio dos poros.

3.11. Analises da polpa de pequi

A polpa de pequi foi caracterizada quanto composi¢ao centesimal, acidez, pH e solidos

soluveis totais (°Brix) cujas metodologias sdo descritas a seguir.
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3.11.1. Umidade

O procedimento foi realizado conforme o método 935.29 (A.O.A.C., 2005). A umidade
da polpa foi determinada por método gravimétrico. Foram pesados aproximadamente 5 g de
amostra. Na sequéncia estas foram colocadas em estufa a 105 °C. Posteriormente, a amostra foi
resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e pesada em balanga analitica (Shimadzu
—AX200, Brasil). Essa operacao, de aquecimento e resfriamento, foi repetida até que a amostra
atingisse peso constante.

O percentual de umidade das amostras foi calculado de acordo com a Equacao 6.

x="2"" 100 ©6)

em que, mo € my sao a massa da amostra antes e depois da secagem em estufa, respectivamente.

3.11.2.Cinzas

O procedimento foi realizado conforme o método 923.03 (A.O.A.C., 2005). Cerca de 5
g de amostra foi adicionada em uma cépsula previamente aquecida em estufa a 105 °C e com
massa conhecida. As amostras foram colocadas em mufla (Jung — LF00614, Brasil) a 550°C
por 5 h. Em sequéncia, resfriou-se as amostras em dessecador até a temperatura ambiente, para
depois serem pesadas, para a obtencdo da massa de cinzas. A porcentagem de cinzas foi

determinada utilizando-se a Equagao 7.

N
C="-x100 7
P @)

sendo C o teor de cinzas (g), N a massa de cinzas (g) e P a massa de amostra (g).
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3.11.3. Proteinas

O método utilizado pra a determinagdo de proteinas na polpa de pequi foi o método
2001.11 conforme (A.O.A.C., 2005). Brevemente, cerca de 1 g de amostra foi colocada em um
tubo digestor, juntamente com uma mistura digestora composta por selenito de sdédio, sulfato
de cobre, acido sulfurico e agua destilada. A mistura foi levada para um bloco digestor pré-
aquecido a 100°C e a temperatura foi elevada aos poucos até atingir 370°C e a mistura adquirir
uma coloracao azul esverdeada. O tubo foi resfriado e adicionado 100 mL de 4gua destilada na

amostra.

A destilagdo da amostra foi feita adicionando aos poucos hidroxido de sédio a 40% na
solucdo, utilizando uma solugio receptora de nitrogénio composta por 4cido borico 42 g L' e
como solucdo indicadora composta por verde de bromocresol e vermelho de metila. A
destilagdo foi feita até se atingir o ponto de viragem. O proéximo passo foi titular a solucao

contendo brometo de amonio com acido sulfarico 0,1 N.

O célculo da quantidade de proteinas foi realizando utilizando a Equagao 8:

5 0,1.mLy, g, 6,25 ®
M

Em que 0,1 ¢ a normalidade do acido usado na titulagdo, 6,25 ¢ o fator de nitrogénio contido
nas proteinas dos alimentos e M ¢ a massa inicial de amostra (g) e mLu2so4 € 0 volume de acido

necessario para a neutralizagao.

3.11.4. Lipideos

O procedimento foi realizado conforme o método 963.15 (A.O.A.C., 2005). Colocou-
se aproximadamente 1 g de amostra em um cartucho de papel proprio para o extrator Soxhlet.
Em um baldo de destilacdo de massa conhecida, adicionou-se n-hexano (o sistema foi montado
com uma manta de aquecimento, condensador e mangueiras para circulagdo de dgua utilizada
para resfriamento). O sistema foi aquecido a 70°C e mantido sobre refluxo. A extragao ocorreu

por 6 horas. Apos esse periodo, o baldo contendo os lipideos e solvente foi levado a estufa
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(Biomatic, Brasil) a 105°até evaporacao total do solvente. A massa de lipideos foi calculada

por diferenga de peso.

3.11.5. Carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado pela diferenga dos valores encontrados para

umidade, lipideos, proteinas e cinzas em 100 g do produto.

3.11.6. Acidez

O teste de acidez foi realizado por titulometria. Foram pesados 5 g da polpa de pequi em
um Erlenmeyer de 125 mL. Como indicador 4acido base, foram adicionadas 4 gotas de solucdo
alcoolica de fenolftaleina a 1%. A solugao final foi titulada com hidréxido de sodio 0,1 M, até
que se atingisse coloragdo rosea.

O caélculo da acidez foi realizado utilizando a Equagao 9.

4="2S 100 (9)

Pxc

sendo que: 4 ¢ a acidez (v/m); V' € o volume da solugdo de hidroxido de sdédio 0,1M gasto na
titulagdo (mL); f'¢ o fator da solucdo de hidréxido de sédio 0,1M; P é a massa da amostra usado

na titulagdo (g); ¢ € a corre¢do para solucdo de NaOH, sendo 10 para solu¢do NaOH 0,1 M.

3.11.7. Potencial Hidrogenionico (pH)

O pH foi medido utilizando-se um potenciémetro (Gehaka — PG2000, Brasil).
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3.11.8. Solidos Soluveis Totais (°Brix)

O teor de solidos soluveis, expresso em °Brix, foi determinado utilizando-se um
refratdmetro de bancada (Hanna Instruments -HI 96801, EUA), seguindo a metodologia do

INSTITUTO ADOLF LUTZ (1985).

3.12. Analises dos extratos

Todos os extratos aquosos de polpa de pequi foram analisados quanto ao teor de
compostos fendlicos totais, lipideos, sélidos soluveis totais, solidos totais e pH cujas

metodologias sdo descritas em sequéncia.

3.12.1. Teor de fenolicos totais (TPC)

A quantificagdo de fenolicos totais em extratos de polpa de pequi foi feita pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Brevemente, o extrato foi diluido em 4gua destilada na
proporgao de 1:5 m/v. 0,5 mL da dilui¢ao foi adicionada a um tubo de ensaio, seguido pela
adi¢do de 2,5 mL de uma solucdo aquosa a 10% de reativo para fenol Folin-Cicateau. Apos trés
minutos foram adicionados 2 mL de uma solugdo a 7,5% de carbonato de sodio. O branco para
calibrar o espectrofotometro foi feito apenas substituindo a dilui¢ao da polpa por agua destilada.
As amostras foram incubadas sob o abrigo de luz por 1 h, logo ap6s foram lidas em 760 nm em
um espectrofotdmetro (Shimadzu mini 1240, Japao) (SWAIN; HILLIS, 1969).

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi feita a partir de uma curva de
calibragdo padrao utilizando acido galico mostrada no Apéndice A, sendo as concentragdes

variando na faixa de 0,5 a 100 pgag mL™'.

3.12.2. Lipideos

Para a determinagdo da porcentagem de lipideos nos extratos de polpa de pequi foi
utilizado o método proposto por Bligh e Dyer (1959). Foram pesados aproximadamente 3 g de

amostra em um erlenmeyer ao qual foram adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL metanol
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e 5 mL 4gua, totalizando em uma propor¢ao de 1:2:0,8. A solugdo resultante foi submetida a
agitacdo rotativa por 30 min. Logo apos, foram adicionados 10 mL de cloroférmio e 10 mL de
solucdo de sulfato de sodio 1,5%, agitada por 2 min. Apos decantagdo, foi retirada uma aliquota
de 14 mL da fase cloroféormica, adicionou-se 1 g de sulfato de sodio anidro, agitou-se e filtrou-
se. Uma aliquota de 5 mL do filtrado foi colocada em uma placa de petri previamente calibrada
e foi levada a estufa a 100°C até a evaporacao total do solvente. A porcentagem de lipideos para

cada amostra foi calculada de acordo com a Equagdo 10:

Px4
% Lipideos = 7 x100 (10)

sendo P a massa de lipideos obtida em 5 mL apos secagem em estufa e M a massa inicial de

amostra.

3.12.3.Sé6lidos Totais

Os solidos totais contidos em cada extrato foram determinados colocando-se
aproximadamente 5 mL dos extratos placas de petri com massa conhecida. Estas placas foram
colocadas em estufa (Biomatic, Brasil) a 105°C por 24 h. Apds o tempo decorrido, a massa
final de solidos foi aferida com o auxilio de uma balanga analitica (Shimadzu —A X200, Brasil)

e a concentragdo de solidos foi calculada por diferenca de massa(SOUSA et al., 2016).

3.12.4. Potencial Hidrogenionico (pH)

O pH dos extratos foi medido conforme descrito no item 3.11.7.

3.12.5. Solidos Soluveis Totais (°Brix)

O teor de solidos solaveis, expresso em °Brix, foi determinado utilizando-se

metodologia descrita no item 3.11.8.
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3.12.6. Cromatografia liquida

Para a andlise dos polifendis individuais os extratos foram injetados e analisados de
acordo com Chisté et al. (2012) com modificagdes. As curvas de calibragdo para os padrdes de
acido galico, acido elagico e acido p-cumadrico sdo apresentadas no Apéndice B. O tempo de
retencao para o acido galico foi de 3,9 min, para o 4cido elagico de 15,8 e para o acido p-
cumarico 28,1 min. Os trés acidos foram identificados num comprimento de onda de 280 nm.
Utilizou-se cromatdgrafo Shimatzu HPLC (modelo LC-20A Prominence) equipado com uma
coluna Discovery HS C18 em temperatura de 40°C. O volume de injecao foi 10 puL e o fluxo
0,7 mL min™!. A fase mével utilizada foi 2% (v/v) 4cido acético em agua (eluente A) e 0,5%
acido acético e 4gua em acetonitrila (50:50 v/v, eluente B) utilizando um gradiente de 10 a 24%
de B durante 20min, de 24 a 30% de B durante 20 min, de 30 a 55% de B durante 20 min, de
55 a 100% de B por 15 min, 100% de B por 8 min e de 100 a 10% de B por 2 min. O tempo
total de corrida foi de 90 min conforme sugerido por (RIBEIRO et al., 2015).

3.13. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As membranas de microfiltracdo (0,22 pum) encaminhadas para esta analise foram
primeiramente fixadas em sfubs com auxilio de fita dupla face de carbono e recobertas com
uma fina camada de ouro no metalizador (Leica— EM SCDO050). Para a microscopia das sessdes
transversais, as membranas foram congeladas em nitrogénio liquido e quebradas com auxilio
de pingas. As analises morfologicas das membranas foram realizadas utilizando microscopia

eletronica de varredura (MEV, Carl Zeiss, modelo EVO MA10).

3.14. Analises estatisticas

As diferencas entre médias mostradas nos resultados das analises de caracterizagdo do
extrato foram avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey, com
significancia de 5%. Os resultados experimentais do planejamento composto central foram

analisados por meio de analise de superficie de resposta. Foi realizada uma regressao multipla,
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obtiveram-se entdo os parametros relacionados as variaveis isoladas e as interagdes e termos
quadraticos. A determinagdo dos pardmetros que foram significativos foi realizada por meio de
um teste de hipotese utilizando uma t de Student considerando um nivel de significancia de 5%
(p<0,05). O modelo para gerar a superficie foi composto apenas com os efeitos que foram

significativos. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Statistica® 7.1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizaciao da polpa de pequi

Na primeira etapa do trabalho foi realizada a caracterizag¢ao da polpa de pequi, conforme

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracterizagdo da polpa de pequi

Médias = Desvio padrio

Caracterizagio Este trabalho Cardoso et al.
(2013)

Umidade (g 100 g ) 71,53 £0,18 51,70 £ 0,30
Cinzas (g 100 g'1) 0,25+0,01 0,50+ 0,10
Proteinas (g 100 g™) 1,35+ 0,01 2,20+ 0,10
Lipideos (g 100 g) 16,67 + 0,82 33,10+ 0,30
Carboidratos (g 100 g1) 10,20 + 0,02 12,60 + 0,40
Acidez titulavel (% de acido citrico) 0,35+0,02 0,60+ 0,10
pH 4,58 £ 0,07 6,50 £0,10
Solidos Soluveis Totais (°Brix) 5,20+0,10 7,40 £ 0,50

Comparando as caracteristicas da polpa utilizada neste trabalho com os valores
reportados por Cardoso et al. (2013), conforme apresentado na Tabela 5, nota-se que o fruto do
pequi possui variabilidade em sua composi¢do. As variagoes verificadas se devem
principalmente a diferentes estados de maturagao, condi¢des do plantio e localizagdo geografica
de onde foi recolhido o fruto (CARDOSO et al., 2013). O fruto caracterizado por Cardoso et al.
(2013) foi colhido na cidade de Curvelo (Minas Gerais, Brasil), cidade que fica a uma distancia

de 375 km da cidade de onde a fruta utilizada neste trabalho foi adquirida.

A polpa de pequi apresenta pH levemente acido. Resultados semelhantes foram

verificados nos trabalhos de Cardoso et al. (2013) e de Vera et al. (2005) que obteve um pH
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médio de 5,79 para polpa deste fruto proveniente colhidos em cinco diferentes do estado de
Goias (Brasil).

O fruto pequi apresentou teor de lipideos semelhantes a frutos como o abacate (22%,
BARROS et al., 2016) e como frutos de palmeiras jeriva (Syagrus romanzoffiana) e guariroba
(Syagrus oleracea) (13,60 e 7,48%, respectivamente (COIMBRA; JORGE, 2011)). Ainda, o
pequi também apresenta umidade semelhante ao abacate (68%, (BARROS et al., 2016)). Os
resultados deste trabalho corroboram com a caracterizagdo da polpa de pequi congelado
(Cooperativa Grande Sertdo , Montes Claros, Minas Gerais, Brasil) realizada por Machado,
Mello e Hubinger (2013) que encontraram valores de 51,17% + 3,78 e 26,30% =+ 1,47 para
umidade e lipideos, respectivamente. Assim, pode-se considerar que o pequi ¢ um fruto
suculento (alto teor de umidade) e com alto teor de lipideos. O pequi contém baixos valores de
cinzas e proteinas e um valor consideravel de carboidratos. Estes resultados estdo de acordo

com os publicados por Cardoso et al. (2013).

De acordo com a Tabela 5, o teor de so6lidos soluveis do pequi foi de 5,2 °Brix. No
estudo da vida de prateleira de pequi minimamente processado estocado a diferentes
temperaturas, Damiani et al. (2008) encontraram um teor de solidos soltveis totais de 5,1° Brix
no primeiro dia de estocagem. O valor para a acidez da polpa de pequi deste trabalho ¢ pouco
menor do reportado por Cardoso et al. (2013), observaram um valor médio de 0,6%. Segundo
Gongalves et al.(2000), mudangas climaticas, nutricdo mineral da planta e grau de maturagdo
sdo interferentes importantes no teor de acidez dos frutos o que explica essa diferenca nos

valores de acidez.

4.2. Extracao de compostos bioativos da polpa de pequi

4.2.1. Testes preliminares

Inicialmente foram realizados testes para verificar individualmente a influéncia da
temperatura ¢ da concentragao de polpa na extragao aquosa de compostos fenolicos presentes
na polpa de pequi. A Figura 5(a) mostra a relagdo entre temperatura e teor de compostos

fenolicos totais (TPC) no extrato de pequi utilizando uma concentracao de 40 gem 100 mL e a
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5(b) arelagdo entre concentragdo de polpa e teor de compostos fenolicos totais (TPC) no extrato

de pequi utilizando temperatura de 80°C.

Figura 5 - (a) Relacdo entre temperatura e teor de compostos fenolicos totais (TPC) no extrato
de pequi utilizando uma concentra¢do de 40 g 100 mL"!. (b) Relacdo entre concentragio de
polpa e teor de compostos fenodlicos totais (TPC) no extrato de pequi utilizando temperatura

de 80°C.

96 -

94

Y

92 4 b

}

88

de polpa)

100"
f++]

SAC
®  ®
)
1 1
=t

—a—
=+
8

TPC (mg,

gl * .

80 -

78 4+ T]—T1——
30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

o
o
~

4]
(=
o

140 4 -
1 d

a
1304 & o
] <\ sy |
120 - % b i

1104 \

100+

N £
o w
o o

de polpa)
g
1
&
o
Jm L" de extrato)

7

100g"

SAG
4

90 ; Thay T 9

80 7 St

TPC (mg

- 4 g
70 ; ~_d

60

Concentra¢do de polpa (g 100 mL'I) (b)

*Letras diferentes em uma mesma figura indicam estatisticamente diferenga significativa entre as amostras

(p=<0,05).

Na Figura 5(a) pode-se verificar que o maior teor de compostos fendlicos totais foi
encontrado na extracdo aquosa realizada na temperatura de 80°C. Aumentos na temperatura

podem diminuir a viscosidade do extrato, aumentando assim o coeficiente de difusdo fazendo
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com que haja uma maior solubilidade dos compostos fendlicos. A degradacdo de componentes
celulares dos vegetais também aumenta com aplicacdo de maiores temperaturas, aumentando a
permeabilidade das membranas celulares, facilitando a liberagao dos polifenois para o solvente,
contribuindo para uma maior extragdo (GONG et al., 2012; WANG et al., 2008). Na extragao
de compostos fendlicos de chd de Huaguoshan Yunwu realizada por Guo et al. (2016) houve
um aumento no teor de compostos fendlicos quando se aumentou a temperatura de extragao de
60°C para 90°C utilizando agua como solvente. Na extracdo de compostos bioativos extraidos
da casca de roma realizada por Sood e Gupta (2015)houve um aumento na eficiéncia da extragao
quando a temperatura aumentou de 50°C para 70°C. Contudo, conforme pode ser observado na
Figura 5(a), a partir de 80°C houve o decréscimo do teor de compostos fenolicos totais no
extrato de pequi obtido. Vuong et al. (2011) realizou a extragdo aquosa de compostos fenolicos
a partir de chd verde (Camellia sinensis var. pubilimba) e verificou que temperaturas acima de
80°C podem degradar estes compostos. Assim, para as condi¢des fixadas de extragdo (dgua
como solvente, concentragio de polpa de 40 g 100 mL"!, agitagdo magnética de 700 rpm durante
60 min) sugere-se a temperatura de 80°C como melhor condi¢do para extragdo de compostos

fenolicos da polpa de pequi.

Com relagao a influéncia da concentragao de polpa, conforme mostrado na Figura 5(b),
tem-se que o aumento da concentragdo de polpa de pequi em solugdo aquosa diminui o teor de
compostos fendlicos extraidos expressos em mgac (100 g de polpa). Quando se analisa os
resultados de compostos fenélicos em pgac mL™! verifica-se que o comportamento ¢ contrario
ao encontrado em mgac (100 g™! de polpa). Esses resultados mostram que quanto mais solvente
disponivel, mais compostos fendlicos sdo extraidos da polpa, porém em termos de porcentagem
em solucdo, como hd muito solvente, esse valor fica mais baixo e o contrario ocorre para altas
concentracdes de polpa. De acordo com Al-Farsi e Lee (2008) uma maior quantidade de dgua
disponivel causa uma maior dissolucdo dos compostos fenolicos, o que explica os maiores
valores destes em baixas concentragdes de polpa. Resultados semelhantes a este foram
encontrados no trabalho de Sood e Gupta (2015) que fizeram extra¢do de compostos bioativos
de casca de roma. Assim, embora a eficiéncia da extracao seja favorecida com o aumento da
quantidade de solvente, deve-se considerar que o extrato obtido estara diluido no solvente. Esta
diluicao implicarda em maiores demandas no processo sequencial de concentracao. Portanto,
para que o extrato apresente uma quantidade consideravel de compostos fendlicos sem
aumentar demasiadamente a dilui¢do, sugere-se a concentragio de polpa de 25 g 100 mL™' como

condigao favoravel.
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4.2.2. Planejamento Composto Central

Os testes preliminares realizados serviram como base para determinacao das faixas a
serem analisadas no planejamento. Nao foram encontrados na literatura trabalhos que realizam
a otimizagdo do processo de extragdo de compostos fendlicos de pequi. Porém, alguns estudos
relatam sobre a extracdo de compostos fenolicos em diferentes condigdes. Roesler et al., (2007)
realizaram a extracdo de compostos fenolicos de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) em
temperatura ambiente durante 20 min. Machado; Mello e Hubinger, (2013) realizaram a
extragcdo alcodlica e aquosa de compostos fendlicos do pequi durante 1 h em temperatura

também ambiente.

A Tabela 6 apresenta as condi¢des experimentais para o planejamento experimental
avaliado e os resultados para o teor de compostos fendlicos (TPC). Por meio destes resultados
pode-se verificar que o valor extraido de compostos fenolicos da polpa de pequi variou de 62,80

a 116,38 mgag 100 g! para a faixa experimental estudada.

Tabela 6 - Resultados das médias e desvios padrao para o teor de compostos fendlicos totais.

Variavel Real

. -1
Ensaio Concentragao de polpa - TPC (mgac 100 g™ polpa)
1 Temperatura (°C)
(g 100 mL") (x2)
(x1) ’
1 10 (-1) 55(-1) 70,94 + 1,13
2 10 (-1) 90 (+1) 116,38 + 0,38
3 50 (+1) 55(-1) 80,00 + 0,62
4 50 (+1) 90 (+1) 84,62 + 0,24
5 7,1 (-a) 73 (0) 94,50 + 1,04
6 52,9 (+a) 73 (0) 62,80 + 0,89
7 30 (0) 52 (-a) 85,18 +0,41
8 30 (0) 93 (+u) 104,70 + 1,81
9 30 (0) 73 (0) 82,91 +0,87
10 30 (0) 73 (0) 83,29 +£0,43

11 30 (0) 73 (0) 81,86 1,08
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O modelo encontrado para a extragdo de compostos fenodlicos extraidos com agua da
polpa de pequi, dentro das faixas de concentragcdo e temperatura estudadas e considerando

apenas as variaveis significativas a p<0,05 ¢ mostrado pela Equacao 11:
TPC =80,75—-17.81x, +21,84x, +17,75x2 —20,41x,x, (11)

Sendo que o coeficiente de correlagdo (R?) para o modelo ajustado foi de 0,93 indicando que o

modelo explicou 93% da variabilidade dos dados observados.

A Figura 6 mostra a superficie de resposta gerada a partir da Equacdo 11 e mostra a
influéncia da temperatura e concentragdo de solugdo na extragdo de compostos bioativos da

polpa de pequi.

Figura 6 - Superficie de resposta sobre a influéncia da temperatura e concentragao de solugao

na extragao de compostos bioativos da polpa de pequi.
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A temperatura apresentou de forma isolada um efeito positivo significativo, ou seja,
quando se utiliza maiores temperaturas obtém-se extratos com maior teor de compostos
fenolicos totais. No nivel superior de temperatura (90°C e Ensaios 2 e 4), a concentragao de
polpa apresentou uma influéncia negativa, ou seja, maiores concentragdes de polpa de pequi
fizeram com que a extracdo fosse menos eficiente. No nivel inferior de temperatura (55°C e

Ensaios 1 e 3) ocorreu o contrario, houve um pequeno acréscimo dos valores de compostos
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fenolicos toais conforme se aumentou a concentracdo de polpa em solugdo, porém, este
resultado ndo era esperado. Em baixas concentragdes (Ensaios 1 e 2) a temperatura apresentou
um grande efeito positivo, ou seja, maiores temperaturas fizeram com que houvesse um
aumento nos resultados de compostos fenolicos totais. Porém, em altas concentracdes (Ensaios
3 e 4), mesmo apresentando um efeito ainda positivo no resultado de compostos fenélicos toais,

esse efeito nao foi tdo acentuado quanto o verificado em baixas concentragoes.

Como mostrado na Tabela 6, o maior valor de compostos fendlicos totais obtido dentro
dos parametros de temperatura e concentragio estudados foi de 116 mgac 100g™! de polpa que
equivale a 116,38 pugag mL! de extrato. Os resultados do planejamento compostos centram
corroboram com o comportamento verificado para a extragdo dos compostos fenolicos nos

testes preliminares

Como solugdes muito diluidas ndo sdo apropriadas economicamente para a
concentracao por membranas e altas concentracdes de polpa sdo inviaveis devido ao custo do
fruto, a condicdo de extracdo escolhida foi préxima a intercessdo das curvas dos resultados de
compostos fendlicos totais dos testes preliminares (25 g de polpa 100 mL™! de solugdo), por 1
h utilizando temperatura de 80°C. Essa condi¢do de extracao ¢ similar a concentra¢do de polpa
de pequi utilizada na extracao de compostos fenélicos de polpa de pequi utilizada nos trabalhos
de Machado, Mello e Hubinger (2013) e ¢ a concentragao escolhida neste trabalho para se

realizar a extragdao dos compostos fenolicos da polpa de pequi.

O resultado de compostos fenolicos totais obtido na extragdo nas condi¢des previamente
determinadas foi de 109,65 mgac 100g™ (274,13 ngac mL™). Este resultado ¢ superior a alguns
dados da literatura. Souza et al. (2013) fizerem a extracdo de polifendis da polpa de pequi
acondicionadas em diferentes embalagens utilizando metanol como solvente. Os autores
encontraram em pequis embalados a vacuo 69,56 mgac 100 g e em pequis armazenados em
filmes de PVC 82,48 mgac 100g™!. Machado, Mello e Hubinger (2015) que realizaram a
extragcdo aquosa dos compostos fendlicos utilizando uma concentracao de solugdo de 1:3 m/v,
durante 1 h como neste trabalho, mas com o diferencial de ter utilizado temperatura ambiente
e fazerem duas extragdes consecutivas da polpa, conseguindo extrair uma quantidade de 216,38
ugac mL! Lima et al. (2007) encontraram valores muito superiores ao deste trabalho, atingindo

209,0 mgac 100g™! de compostos fendlicos totais em polpa integral de pequi.

Os resultados de compostos fenolicos extraidos de polpa de pequi sdo proximos aos

encontrados para Acai (Euterpe oleracea) com 136,8 mgag 100 g™, morango (Gingo biloba)
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com 132,1 mgac 100 g'!, goiaba (Psidium guayava) com 83,1mg 100g™', superiores ao valores
encontrados para abacaxi (dnanas sativa) com 21,7 mgacg 100 g'e maracuja (Passiflora edulis)
com 20,2 mgac 100g™! (KUSKOSKI et al., 2005) e inferiores aos encontrados para cha verde
(Camellia sinensis) 6402 pgac mL/(SOUSA et al., 2016) e amora 850 mgac 100g! (SOUZA
etal., 2014).

4.3. Clarificacao do extrato de polpa de pequi utilizando quitosana

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos para as analises realizadas utilizando diferentes
concentragdes de quitosana nos extratos aquosos de pequi e a Figura 7 mostra a porcentagem
de redugdo para as andlises de TPC, teor de lipideos, s6lidos totais e sdlidos soltveis totais em

relagdo ao extrato sem tratamento.

Tabela 7 - Caracteristicas do extrato de pequi apds processos de adsor¢do com quitosana em

diferentes concentragdes

Solidos

Concentragao de  TPC (mgac 100 Teor de , . Solidos
quitosana (g L) gl de polpa) lipideos (%) SOIll(:gii;(;tals totais(g L) pH
0 (EC) 108,56* + 0,44 1,072+£0,20 1,20+ 0,00 20,6+ 0,39 4,66+ 0,02
0,05 79,49°+ 1,11 0,932+ 0,38 1,00+ 0,00 17,01°+ 0,16 4,245+ 0,02
0,10 77,52°+ 0,57 0,46+ 0,35 0,96+ 0,06 16,73+ 0,18 4,06°t 0,02
0,15 63,37°+£ 1,53 0,27°+ 0,10 0,93%< + 0,05 11,42+ 0,53 3,93%4+ 0,07
0,20 48,314 1,05 0,12¢£ 0,15 0,90°¢ + 0,05 8,034+ 0,07 3,829+ 0.10

*Letras diferentes em uma mesma coluna indicam estatisticamente diferencga significativa entre as amostras

(p=<0,05).

Conforme se aumenta a concentragdo de quitosana observa-se a reduc¢do de valores em
todas as analises realizadas para a caracterizagdo dos extratos de pequi. Houve uma redugao
que variou de 27 a 55% no teor de compostos fenolicos, devido ao fato da quitosana ter
afinidade tanto aos solidos contidos no extrato bem como aos compostos fenolicos, ligando-se
a eles, fazendo com que ocorra uma precipitagdo (SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999).
Spagna et al. (1996) verificaram uma reducao que variou de 29 a 33% dos compostos fenolicos

quando se utilizou quitosana para a clarificacao de vinhos.
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Figura 7 - Porcentagem de redugdo em relagdo ao extrato sem tratamento para as analises de

TPC, Lipideos e Sélidos Totais e Solidos soluveis totais.
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Houve também uma redug¢do significativa no teor de lipideos presentes nos extratos de
polpa de pequi. Essa reducao foi verificada para todas as concentragdes de quitosana utilizadas,
variando de 13 a 89%. Devido a alta densidade de cargas positivas da quitosana, ela atrai e se
liga aos lipideos que sdo moléculas de gordura que possuem carga negativa formando uma
espécie de esponja que pode ser retirada por centrifugacdo (AZEVEDO et al., 2007). Jarto et
al. (2015) mostraram que a concentragao lipidica residual no pé final de concentrado de proteina
de soro foi inferior a 1% quando se adicionou solu¢do de quitosana a 0,010% (p/p). De acordo
com Hwang e Damodaran (1995) ha uma interagdo eletrostatica entre a quitosana e os glébulos
de gordura de leite negativamente carregados que promovem a remogao de lipidios do soro de
soro. As redugdes no teor de lipidios do extrato de frutos de pequi sdo desejaveis para um
tratamento adicional de filtragdo por membrana ou mesmo considerando um produto alimentar
com baixo teor de gordura. A Figura 8 mostra o extrato de pequi antes e apds a centrifugacao e
o Oleo retirado dos extratos de polpa de pequi nas diferentes concentracdes de quitosana

utilizada para os estudos de clarificagao.
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Figura 8—Efeito da concentragdo de quitosana no 6leo extraido dos extratos de pequi por

centrifugacao.
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Embora a adi¢do de quitosana tenha diminuido significativamente o teor de sélidos
soliveis presentes nos extratos, o aumento da concentragdo de quitosana até 0,15 g L™ ndo
diminuiu significativamente o teor de solidos soltveis. Isto indica que concentragdes de acidos
organicos € agucares presentes nos sucos permaneceram inalteradas conforme foi se
aumentando a concentragao do adsorvente (CHATTERJEE et al., 2004). Na clarificacdo de
suco de fruta de uva, limao, maga e laranja realizada por Chatterjee et al., (2004), os valores de

solidos soltiveis ndo mudaram significativamente (p>0,05) com a adi¢ao de quitosana.

Os solidos totais presentes em solugdo diminuiram significativamente conforme houve
o aumento da concentra¢do de quitosana, sendo a maior reduc¢do obtida na concentracdo 0,2 g
L ! sendo essa redu¢do maior que 60%. De acordo com Rao et al. (2011) a quitosana é capaz
coagular os componentes anidnicos tais como a pectina e a proteina e entao separar as particulas
em suspensao dos extratos diminuindo entdo os solidos totais. Alguns estudos foram realizados
para analisar a interagdo da quitosana com proteinas e carboidratos, procurando esclarecer o
processo de clarificagdo de sucos. No trabalho de Boeris et al. (2011) foi avaliada a interagao
eletrostatica entre quitosana e pepsina em diferentes valores de pH. Os autores conseguiram
como resultados demonstrar a intera¢do da quitosana com proteinas abaixo do ponto isoelétrico,
pH 5. Marudova, Macdougall e Ring. (2004) avaliaram a interagdo da quitosana e pectina,
apresentando como resultado que a quitosana € capaz de se ligar a esses compostos em valores

de pH levemente 4cidos, fazendo com que seja possivel a clarificagdao de sucos.

O pH se tornou cada vez mais acido com o aumento da concentragdo da quitosana, o
que esperado, ja que a quitosana foi hidrolisada em acido acético. Domingues et al. (2012) em
um planejamento experimental concluiu que pHs mais acidos favorecem a reducao de turbidez,

cor e viscosidade, mostrando que a quitosana ¢ um agente clarificante da polpa de maracuja.
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Considerando que a diminui¢@o do teor de lipidios foi estatisticamente equivalente para
concentragdes de quitosana de 0,10 e 0,15 g L™! e, para nio comprometer muito o contetido de
polifendis, sugere-se a concentracdo de quitosana de 0,1 gL"'(EQ) para o tratamento de extrato
de pequi. Essa concentracdo de quitosana reduziu sélidos totais, solidos soluveis totais e teor
de lipidios em 19, 20 e 57%, respectivamente, enquanto a redu¢do no teor total de polifendis
foi de 29% e foi a concentragdo de quitosana escolhida para realizar a concentragdo de

compostos fendlicos deste trabalho.

4.4. Clarificacao do extrato de polpa de pequi utilizando extrato de semente de

moringa e semente de moringa desengordurada

Além da quitosana, os extratos de sementes de moringa integral e desengordurada
também foram avaliados para a clarificagdo do extrato de polpa de pequi. A Tabela 8 mostra a

influéncia da concentracdo de semente de moringa integral nas caracteristicas do extrato de

pequi.

Tabela 8 — Caracteristicas fisico-quimicas do extrato de pequi ap6s processos de adsor¢do c