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RESUMO

O residuo obtido no processamento de 6leo de milho, composto pelo gérmen com pericarpo
desengordurado, possui em sua composi¢cdo proteinas, fendlicos e fibras. Além de estudos
envolvendo sua utilizagdo para alimentacdo animal, estes residuos possuem importancia
relacionada aos compostos bioativos presentes em residuos de fontes vegetais, assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar o processo de extracdo de compostos fenodlicos totais e
proteinas presentes neste residuo a partir de extragdo com solventes. A amostra do residuo
passou por dois tipos de secagem: em estufa a vacuo (60°C) e liofilizagdo. Foram realizadas
extracdes solido-liquido, utilizando solventes eutéticos profundos formados por cloreto de
colina com glicerol (ChCIl:Gli) e acetato de sdédio com glicerol (Ac:Gli) nas proporcdes
molares 1:1 e 1:2, que foram comparados com solventes aquosos de etanol alcalino (EA) (50
e 65% v/v), utilizando a fracao so6lido/liquido de 1:15 (m/v), a 50°C por 2 horas. Apds este
procedimento foram realizadas analises de quantificacdo de compostos fenodlicos totais pelo
método de Folin-Ciocalteu e de proteinas pelo método BCA dos extratos. Para as extra¢des de
proteinas o solvente ChCl:Gli usando amostra liofilizada apresentou melhor desempenho que
as extracgoes utilizando solvente Ac:Gli, resultando em extragdes de 8,01+0,51 g/100g ROM e
5,42+0,14 g/100g ROM respectivamente. Apenas a razdo molar influenciou nas extragdes
com Ac:Gli, onde o maior resultado foi obtido para razao molar (1:2). As medidas de
proteinas dos extratos etanolicos resultaram em valores incoerentes, possivelmente pela
extracao de outros componentes da amostra que interferiram nas analises. Para a extracao de
compostos fenolicos os solventes eutéticos com maiores fragdes molares de glicerol
apresentaram melhores resultados e foram semelhantes ao obtido com etanol alcalino 65%.
Foram obtidos 33,3442,61 mg EAG/g ROM para o ChCL:Gli (1:2), 33,90+£2,25 mg EAG/g
ROM para o Ac:Gli (1:2) e 29,55+9,13 mg EAG/g ROM para EA 65%. O estudo mostrou que
¢ possivel extrair e recuperar compostos com valor agregado do residuo da producao de dleo

de milho utilizando solventes eutéticos profundos e solucao etanolica alcalina.

Palavras chaves: Compostos fendlicos; Proteinas vegetais, Extracdo solido-liquido, Residuos

agroindustriais; Solventes Eutéticos Profundos.



ABSTRACT

The residue obtained by the corn oil processing, composed of germ with defatted pericarp, has
in its composition proteins, phenolics and fibers. Besides studies involving their use for
animal feed, these residues have importance related to bioactive compounds present in
residues from plant sources, thus, this work aimed to evaluate extraction processes of total
phenolic compounds and proteins present in this residue using solvent extraction. The sample
went through two types of drying processes: in a vacuum oven (60°C) and lyophilization.
Solid-liquid extractions were performed using deep eutectic solvents formed by glycerol and
choline chloride (ChCl: Gly); and by glycerol and sodium acetate (Ac: Gly) at 1: 1 and 1: 2
molar ratios, which were compared with aqueous alkaline ethanol solutions (EA) (50 and 65%
v / v) using the solid / liquid fraction of 1:15 (m / v) at 50 © C for 2 hours. After this
procedure, quantification of total phenolic compounds by the Folin-Ciocalteu method and
proteins by the BCA method of the extracts were performed. For protein extractions ChCl:Gly
solvent using lyophilized sample presented better performance than Ac:Gly solvent
extractions, resulting in extractions of 8.01+0.51 g/100g ROM and 5.42+0.14 g/100g ROM
respectively. Only the molar ratio influenced the extractions with Ac:Gly, where the highest
result was obtained for the molar ratio (1:2). Protein measurements of ethanolic extracts
resulted in incoherent values, possibly by the extraction of other components from the sample
that interfered in the analyzes. For the extraction of phenolic compounds, the eutectic solvents
with higher molar fractions of glycerol presented better results and were similar to those
obtained with alkaline ethanol 65%. It was obtained 33.34+2.61 mg EAG/g ROM for
ChClL:Gly (1:2), 33.90+2.25 mg EAG/g ROM for Ac:Gly (1:2) and 29, 55+9.13 mg EAG/g
ROM for EA 65%. The study showed that it is possible to extract and recover value-added
compounds from the corn oil production residue using deep eutectic solvents and alkaline

ethanolic solution.

Keywords: Phenolic compounds; Vegetable proteins; Solid-liquid extraction; Agroindustrial

residues; Deep Eutectic Solvents.
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1 INTRODUCAO

Os residuos agroindustriais sdo definidos como produtos de vérias industrias de
processamento de alimentos que ndo fazem parte do produto final e ndo foram utilizados para
outros fins. Podem ser classificados como sendo de fonte animal ou vegetal, como residuos de
frutas e vegetais, cereais, oleaginosas, raizes e tubérculos, produtos a base de carne, peixe e
marisco e produtos lacteos (JIN et al., 2018). Esses residuos podem ser gerados em diversas
etapas do processamento, como, por exemplo, através de processos que separam o produto de
valor dos demais constituintes da planta ou do animal (BALASUNDRAM et al., 2006).

Dos residuos alimentares produzidos cerca de 63% sdo provenientes de fontes
vegetais. Esses subprodutos sdo uma importante fonte de carboidratos, lipidios, proteinas,
minerais, além de serem ricos em compostos bioativos, incluindo os compostos fendlicos.
Isso confere a eles um grande potencial como fontes de compostos de alto valor agregado e
podem ser usados como ingredientes naturais (JIN et al., 2018).

A industria tem buscado alternativas para minimizar o desperdicio de alimentos e
consequentemente a geracdo de residuos, ja& que no setor de processamento vegetal esses
podem até mesmo exceder a massa do produto de interesse (AYALA-ZAVALA et al., 2011).
Com objetivo de melhorar a sustentabilidade dos processos e promover a conservagao de
recursos naturais, outras formas de aproveitamento desses residuos além das tradicionais
utilizagdes na producao de ragao animal e fertilizantes tém sido estudadas (JIN et al., 2018).

Dentre as opg¢des para maior valorizacdo desses residuos estdo a produgdo de
ingredientes alimenticios de valor agregado, produtos quimicos e biocombustiveis (JIN et al.,
2018). A biomassa lignocelulosica representa uma fonte importante de compostos
subutilizados. Essa biomassa pode ser utilizada para obtengdo de bioenergia, como o
bioetanol e o biodiesel, usados como substituicdo parcial dos combustiveis fosseis. Entretanto,
a sua obtengdo a partir desses residuos de processamento de alimentos, principalmente os
agroindustriais, pode ser mais onerosa do que a partir de plantagdes criadas para esse fim, das
quais pode se obter a matéria prima diretamente fermentescivel (DE CORATO et al., 2018).

O interesse por moléculas bioativas obtidas de vegetais tem crescido nas Ultimas
décadas devido a descoberta de novas fontes, como os residuos agroindustriais (MARTINS;
FERREIRA, 2017). De acordo com Ayala-zavala et al. (2011) os subprodutos de frutos
tropicais contém altas concentragdes de varias substincias que proporcionam beneficios a

saude e podem ser extraidas para fornecer produtos alimenticios nutracéuticos.
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Alguns ingredientes obtidos a partir de plantas, frutas e vegetais sdo comumente
chamados de fitoquimicos devido aos inimeros efeitos bioldgicos que apresentam.
Dependendo da concentragdo utilizada as moléculas bioativas podem proporcionar efeitos
profilaticos e terapéuticos, agirem como corantes e até mesmo conservantes de alimentos por
meio das acdes antioxidantes e antimicrobianas que possuem. Tais caracteristicas melhoram a
aparéncia e as propriedades nutricionais dos alimentos, agregando valor aos mesmos
(MARTINS; FERREIRA, 2017).

Existem muitos estudos na literatura que avaliaram a extra¢do de compostos bioativos
a partir de residuos agroindustriais. O bagaco de uva proveniente do processo de obtencdo de
vinho foi utilizado por Botti (2016) para extrair o resveratrol, composto que apresenta
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e atividade anti-neoplasica, além de causar efeito
protetor cardiovascular. Dos subprodutos do processamento de sementes de girassol foram
extraidos flavonoides, que possuem importante acdo antioxidante (SOUZA, 2013). Os
residuos do processamento do milho, como a casca, sdo ricos em celulose, hemiceluloses e
extrativos (dos quais estdo inclusos os compostos fendlicos) (EVANGELISTA, 2017).

No processo de obtencao de 6leo de milho se faz necessario promover a degerminacao
do grdo, etapa na qual o endosperma amildceo € separado por maceracdo ou atrito. Desta
forma, obtém-se a fracdo gérmen com pericarpo que entdo ¢ submetida a extragao de lipideos,
pelos processos de prensagem ou com o uso de solventes. O residuo desse processamento ¢ a
fragdo gérmen com pericarpo desengordurado, que possui em sua composicao proteinas,
fenolicos e fibras (CASTRO et al., 2011).

O processamento de milho no Brasil atinge uma grande escala e por isso gera grande
quantidade de residuo. Por ser um residuo aplicado principalmente na alimentagdo animal e
pouco estudado para aplicagdes na alimentagdo humana, outras formas de aproveitamento
devem ser estudadas, de forma a obter produtos de maior valor agregado. Por isso, este estudo
teve como objetivo principal avaliar a extragdo de compostos fendlicos totais e proteinas
utilizando solventes eutéticos profundos (DES — “Deep Eutetic Solvents”) e comparéa-los com
a extracdo realizada com solugdo aquosa de etanol, que ¢ um solvente comumente utilizado

em processos de extracdo de compostos de matrizes vegetais.
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2 OBJETIVO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o processo de extracdo de compostos
fendlicos totais e proteinas presentes no residuo formado na producdo de 6leo de milho a
partir de extracdo com solventes. Os objetivos especificos foram:

1- Comparar a eficiéncia da extracdo de proteinas e fenodlicos do residuo estudado

utilizando solventes eutéticos profundos e solucao aquosa de etanol;

2- Avaliar o efeito do preparo da amostra e da composi¢dao do solvente na extragao.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Residuos do processamento do milho e seu aproveitamento

O milho ¢ uma das culturas mais tradicionais do mundo, sendo produzido em quase
todos os continentes (DANTAS, 2013). Em 2015 a produ¢do mundial foi estimada em 1026
milhdes de toneladas, com os Estados Unidos, China e Brasil apontados como os principais
paises produtores (JIN et al., 2018).

O milho ¢ tradicionalmente usado como alimento humano ou ragdo animal (JIN et al.,
2018). A sua composi¢do média em base seca ¢ 72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra e 4%
de 6leo. E formado por trés principais estruturas fisicas: endosperma, gérmen e pericarpo
(casca), conforme apresentado na Figura 1. O endosperma representa 82% da massa total e €
composto por 86,4% de amido e 9,4% de proteina. O gérmen, que representa 12%, possui
34,5% de lipidios, 18,8% de proteina, 10,1% de cinza, 10,8% de acticares simples e 8,2% de
amido. O pericarpo representa apenas 6% do peso seco do grdo e contém 7,3% de amido,
3,7% de proteina e 1,0% de lipidios (J. ANDERSON; LAMSAL, 2011). Todas essas
composi¢des podem variar de acordo com a com a influéncia de fatores genéticos, condigdes
climaticas e fertilizagdo (RICHARD KWIATKOWSKI; CHERY AN, 2002).

Figura 1 - Principais partes do grao de milho.

- - - Endosperma
L]
‘ +—— Pericarpo ——»

Gérmen

~7

Fonte: Sousa (2018).

Cada componente do grao de milho contém proteinas em tipos e quantidades
diferentes (J. ANDERSON; LAMSAL, 2011). O endosperma contém prolaminas zeinas
(60%), responsaveis por formar a matriz proteica que envolve os granulos de amido,
glutelinas (26%) e albuminas e globulinas (6%). O gérmen contém principalmente albuminas
(30%) e globulinas (30%), mas também glutelinas (23%) e prolaminas (5%) (SANTOS et al.,
2014). Devido a sua variedade e ao perfil aminoacido, as proteinas presentes no gérmen

possuem melhor qualidade nutricional em relacdo as proteinas do grao inteiro (CASTRO et
al., 2011).
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A maior quantidade dos fenolicos (98,9%) encontra-se na fragdo insoluvel em agua,
enquanto a maior diversidade quimica ¢ encontrada na fragdo solivel e estd diretamente
relacionada com a cor do grdo, que apesar de ser geralmente amarelo ou branco, pode
apresentar coloracdes que variam desde o preto até o vermelho (EMBRAPA, 2006). Os
compostos fenolicos presentes no grao de milho sdo as aminas fenolicas, alguns flavonoides e
principalmente os acidos fendlicos. Os acidos fendlicos presentes em maior quantidade sdo o
ferulico e o p-cumarico, que podem estar presentes nas suas duas formas isoméricas, sendo a
trans a mais comum. Esses &acidos estdo presentes na forma solivel ou ligados aos
componentes da parede celular. O acido fertulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicindmico) € o mais
abundante na parede celular das monocotiledoneas, sendo encontrado em todo o grao de
milho, mas € mais abundante no pericarpo e na camada de aleurona (SALINAS-MORENO et
al., 2017).

Na alimenta¢cdo humana o milho pode ser utilizado na forma de graos secos e verdes.
Os graos secos podem sofrer processamentos por via seca ou umida. Na via seca os graos sao
quebrados em gérmen, pericarpo ¢ endosperma para originar produtos como as farinhas, fuba,
farelo, extrusado e oleo refinado. J4 no processo por via imida € realizado a maceragao dos
graos utilizando uma solucdo de didoxido de enxofre que possibilita a separacao dos
componentes do grao, como amido e proteinas (REGITANO-D’ARCE et al., 2015). Os
residuos do processamento do milho tém composicdo que variam de acordo com cada
produto. Dentre os residuos gerados estdo bagacgos, palhas, cascas, a milhocina, que ¢ a agua
utilizada no processamento por via imida na etapa de maceracao na producao de amido de
milho e a torta proveniente da extracao de 6leo (LOSS, 2009).

Residuos do processamento do milho tém sido utilizados para a extracdo de compostos
com propriedades bioativas e/ou tecnologicas. Silvério (2013) realizou a extracdo de
nanocristais de celulose a partir de sabugo de milho, para utilizar como agente de refor¢o em
nanocompositos poliméricos. Delgado-Aguilar et al. (2018) avaliaram a viabilidade técnica e
a qualidade das fibras extraidas da palha de milho aplicadas como refor¢o em polipropileno,
com o objetivo de obter uma fonte barata, como alternativa de substituicdo das fibras de vidro.

O Brasil ¢ o quarto produtor mundial de 6leo de milho, com 93.797 toneladas
produzidas em 2013 (ACTUALIX, 2016). O residuo gerado na producdo do 6leo de milho ¢
proveniente da prensagem, que ¢ composto basicamente pela casca do milho (pericarpo) e
gérmen desengordurado. A maioria dos estudos relacionados a esse residuo sdo voltados para
sua utilizacdo em racdo animal. Moreira et al. (2002) estudaram a viabilidade de utilizacdo do

farelo de gérmen de milho desengordurado na alimenta¢do de suinos e verificaram que a
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inclusdo de niveis crescentes desse farelo nas ragdes de suinos, na fase de crescimento e
terminacdo, leva a piora no desempenho dos animais e ainda, que a inclusdo de 15% do farelo
na ragdo so ¢ viavel se o preco do farelo for 80% do preco do milho. Brunelli (2014) estudou
a utilizagdo do farelo de milho desengordurado na alimentagdo de frangos de corte e observou
a possibilidade da inclusdo de 20% desse farelo na racdo sem efeito negativo nas
caracteristicas de desempenho e de carcaga. Além disso, outros estudos ja t€ém buscado
alternativas para a utilizacdo desse residuo na alimentagdo humana. Froes et al. (2012)
estudaram a utilizagdo do gérmen com pericarpo de milho desengordurado na producao de
biscoitos tipo cookie e verificaram que até 17% pode ser utilizado na formulagdo dos biscoitos
para que estes apresentem boa aceitacdo e qualidade nutricional, sobretudo por conter alto
teor de fibra alimentar. Entretanto, ndo foi encontrado na literatura estudos de extracao de
outros componentes de interesse industrial deste residuo. Por isso pretende-se avaliar neste
estudo o processo de extragdo com solventes organicos e eutéticos das proteinas e fendlicos

presentes neste residuo.

3.2 Solventes Eutéticos Profundos

Os DES sao formados a partir da mistura de sais de haletos organicos com um
composto organico doador de hidrogénio (CODH), tais como aminas, amidas, alcoois e
acidos carboxilicos. Podem ser facilmente preparados a partir de uma propor¢ao molar
adequada dos componentes submetida aos processos de aquecimento, liofilizagdo ou moagem,
sendo o aquecimento de 80 a 100°C com agitacdo o mais utilizado (HUANG et al., 2019). Os
componentes ndo formam ligagdes iOnicas ou covalentes e interagem através de ligagdes de
hidrogénio que dao origem a uma mistura com o ponto de fusdo mais baixo do que o de cada
componente individual (DIAS, 2016). Esses solventes, andlogos aos Liquidos Idnicos,
apresentam vantagens exclusivas, tais como: baixo custo, baixa ou nenhuma toxicidade,
biocompatibilidade, biodegradacdo, menores pressdes de vapor e boa capacidade de
recuperagdo (HUANG et al., 2019; SMITH et al., 2014).

Surgiram como solventes promissores como alternativa aos compostos organicos
volateis comumente usados como solventes, ja que estes tltimos sdo compostos de baixo peso
molecular e derivados petroquimicos e alcoois, que apresentam desvantagens intrinsecas,
como volatilidade, alta inflamabilidade, toxicidade e, em muitos casos, nao

biodegradabilidade (LONGO JR.; CRAVEIRO, 2018).
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Os DES possuem toxicidade estritamente relacionada com a sua composi¢do. Apesar
de existir a possibilidade da utilizagdo de sais metalicos em sua composi¢ao, uma grande
variedade pode ser formada utilizando sais organicos como o ChCl combinados com polidis
como a ureia, glicerol, etilenoglicol, frutose e eritritol, apresentando baixa ou nenhuma
toxicidade inerente. Estas caracteristicas conferem a eles a possibilidade de serem usados em
ingredientes de qualidade alimentar e a denominacao de solventes “verdes” por ndo causarem
danos ao meio ambiente (SMITH et al., 2014).

Devido a sua estrutura e ampla faixa de polaridade, os DESs tem uma boa capacidade
para dissolver pequenas moléculas de produtos naturais, e também macromoléculas, como
DNA, gluten e amido. Os mais investigados e aplicados sao os DESs baseados em cloreto de
colina (Figura 2), um sal barato, biodegradavel, biocompativel e ndo toxico, que pode ser
extraido de fontes de biomassa ou sintetizado a partir de reservas fosseis. Os DESs baseados
em ChCl sdo apropriados para aplicacdes em que um determinado pH € necessario, ja que
quando o CODH ¢ um acido organico, acido inorganico, amina ou alcalis, o DES formado
exibird acidez ou alcalinidade que pode ser controlada alterando a razao molar do componente
(HUANG et al., 2019).

Figura 2 — Formula estrutural do cloreto de colina.

™~ N+/\/OH
/N

Fonte: Huang et al., 2019

Dependendo da propor¢do molar utilizada e principalmente da viscosidade do proprio
CODH, a adicdo de agua aos DESs pode ser realizada, a fim reduzir a viscosidade dos
solventes e melhorar a transferéncia de massa das moléculas bioativas das matrizes naturais
(VIEIRA et al., 2018). Entretanto, a dilui¢do dos DESs na agua ou sua sintese na presenca de
agua pode levar a perda da ligacdo de hidrogénio, e consequentemente, no desaparecimento
da estrutura espacial do DES. Por esse motivo, estudos sdo realizados a fim de determinar a
fracdo de agua ideal para cada DESs (DIAS, 2016). Outra condi¢do que ¢ utilizada para
contornar a alta viscosidade ¢ o aumento da temperatura, que tornam os solventes mais fluidos

e consequentemente levam a maiores rendimentos de extracao (VIEIRA et al., 2018).
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Na literatura ¢ possivel encontrar trabalhos usando os DESs para muitos fins, dentre
eles o uso como solventes para a extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais.
Grudniewska et al. (2018) utilizaram ChCl e glicerol na razdo molar 1:2 para extrair proteinas
da torta obtida na extracdo de 6leo de colza e primula. Do extrato obtido com a extragdo, que
representou entre 8 e 35% (m/m) do residuo, os autores recuperaram de 40-50% de proteinas,
utilizando precipitagdo com 4agua atuando como um anti-solvente. Vieira et al. (2018)
avaliaram o desempenho de DESs compostos por ChCl combinado com vdrios acidos
carboxilicos, para a extragdo de compostos acidos fendlicos e flavonoides das folhas de
nogueiras. Utilizaram o solvente preparado com 20% de agua (v/v) e compararam oS
resultados com a extracdo realizada com etanol e 4gua na proporcao 1:1 (v/v) por 60 min a
50°C. Os autores obtiveram 24,9 = 0,1 mg / g utilizando o solvente com etanol e agua e dentre
os acidos usados os melhores resultados foram obtidos para o cloreto de colina com acido

fenilpropionico (34,3 = 0,2 mg / g) e com acido butirico (33,7 + 0,4 mg / g).

3.3 Proteinas obtidas de residuos vegetais

As proteinas sdo ingredientes importantes na industria de alimentos, pois possuem nao
apenas funcdes nutricionais e fisiolégicas, mas também caracteristicas tecnologicas
relacionadas as suas propriedades fisico-quimicas (POJIC et al., 2018). Sdo classificadas de
acordo com sua solubilidade em quatro categorias: albuminas (soliveis em agua), globulinas
(soluveis em solugdes salinas), prolaminas (soliveis em alcool) e glutelinas (soluveis em
acidos diluidos ou alcalinos) (SANTOS et al., 2014). As proteinas podem ser adicionadas aos
produtos alimenticios com a finalidade de alterar a aparéncia, a textura e a estabilidade,
atuando, por exemplo, na modificacdo da solubilidade, viscosidade, capacidade de formacgao
de espuma e emulsificagdo e capacidade de absorgdo de gordura (POJIC et al., 2018).

Existe uma busca crescente por dietas mais proteicas e essa busca por proteinas
vegetais ¢ influenciada ndo apenas pelo crescente vegetarianismo e veganismo, mas também
pela mudanga dos habitos alimentares e das dificuldades que envolvem a cadeia produtiva da
carne. Essa demanda, inicialmente suprida por produtos de origem animal, pode ser suprida
pela utilizagao de proteinas de fontes novas que incluem insetos, fungos e algas, bem como as
obtidas através da extragdo de residuos do processamento de alimentos (POJIC et al., 2018).

A substituicdo de proteinas animais por proteinas vegetais de subprodutos alimentares
tem sido impulsionada pela garantia de sustentabilidade na produgdo de alimentos. Estudos

tém mostrado que os subprodutos do processamento de cereais sdo matérias-primas adequadas
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para a recuperagdo de proteinas (SANTOS et al., 2014). Apprich et al. (2014) afirmam que o
farelo de trigo representa uma possivel fonte para extracdo visto que contém de 13 a 18% de
proteina. Em outro estudo de caracterizacdo de residuos agroindustriais Evangelista (2017)

quantificou aproximadamente 7% de contetido proteico no farelo da casca do milho.

3.4 Compostos fenoélicos

Compostos fenolicos sdo definidos quimicamente como moléculas organicas que
apresentam pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas, cuja forma
basica ¢ apresentada na Figura 3 (DOS SANTOS, 2013). Incluem os alcaléides, flavonoides,
terpendides e glicosideos. Os fenolicos de fontes vegetais sdo metabdlitos secundarios
derivados das vias das pentoses fosfato, chiquimato e fenilpropandide (AYALA-ZAVALA et
al.,, 2011). Existem grandes variagdes entre os teores totais desses compostos em frutos e
vegetais, estando localizados preferencialmente nas cascas e sementes, apesar também de
serem encontrados como componentes da parede celular de véarias monocotiledoneas. Podem
ser encontrados na forma livre ou ligados a aglcares (glicosideos) e proteinas (AYALA-
ZAVALA et al,, 2011; BALASUNDRAM et al., 2000).

Figura 3 - Estrutura tipica dos compostos fenolicos.

OH

Fonte: Dos Santos, (2013).

Os compostos fenolicos s@o os principais antioxidantes vegetais, acompanhados dos
carotenoides e das vitaminas C e E (BALASUNDRAM et al., 2006). Além disso, t€ém sido
associados a efeitos benéficos a saude, os quais podem ser citados os efeitos antialérgicos,
anti-aterogénicos, anti-inflamatdrios, antimicrobianos, antitromboticos, cardioprotetores e
vasodilatadores (SILVA et al., 2010).

Segundo Dos Santos (2013) a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta
estritamente relacionada com a ressonancia do anel aromatico. O grupo hidroxila doa um
atomo hidrogénio ao radical livre e, entdo, o radical antioxidante formado ¢ estabilizado pela

ressonancia do anel aromatico (Figura 4).
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Figura 4 - Mecanismo de ressonancia que mantém a estabilidade do anel.

OH Qe 0 0
H
R+ + — RH + — —
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Fonte: Dos Santos, (2013).

Por muitos anos a extragdo com solventes polares foi a técnica mais utilizada para
obtencdo de extratos com compostos fenolicos e atividade antioxidante, sendo a acetona,
metanol, etanol e 4gua os solventes mais utilizados (DOS SANTOS, 2013).

Na literatura alguns trabalhos descrevem a extracdo de compostos fendlicos de sub-
produtos de processamentos de alimentos. Castro et al. (2018) realizaram extragdo com
solventes utilizando quatro diferentes misturas de agua, etanol e metanol, aplicando
ultrassom, para extrair compostos antioxidantes do residuo de extra¢do do 6leo das sementes
de café verde. Os autores obtiveram extracdo de 20,4% (p/p) para solugcdo aquosa de etanol
70% (v/v). Valadez-Carmona et al. (2018) realizaram a extra¢do de fendlicos presentes na
casca do cacau, com fluido supercritico (CO5), utilizando etanol como co-solvente. Os autores
verificaram que os experimentos mais eficientes com maior teor fendlico (13,6 e 12,4 mg
EAG/g) foram os obtidos com maior % de etanol como co-solvente e nas maiores pressdes
(300 bar) e temperaturas (50 e 60 ° C) estudadas. Ozturk et al. (2018) investigaram a extragao
solido-liquido, com solventes adicionados de cloreto de colina, glicerol ou etilenoglicol, para
extrair compostos fendlicos da casca de laranja, obtendo 3,61 mg de compostos fenolicos
EAG/g de casca de laranja. Wang et al. (2008) estudaram a extragdo assistida por ultrassom
de compostos fenolicos de farelo de trigo. Os autores conseguiram um contetdo fendlico total
de 3,12 mg EAG/g de farelo de trigo testado, utilizando a concentragdo de etanol de 64%, a
60°C por 25 min. Eles verificaram ainda que a concentragdo de etanol interferiu
significativamente na extragdo, visto que quando aumentou de 20% para 60% (v/v), o
contetdo total de fendis aumentou de 1,67 a 2,81 mg EAG/g de farelo de trigo. E ainda,
quando a concentragao de etanol atingiu 80% (v/v), o contetido total de fenodis nos extratos de

farelo diminuiu rapidamente, para 1,48 mg EAG/g de farelo de trigo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo da amostra

Este estudo foi conduzido utilizando residuo de extragdo do 6leo de milho fornecido
pela empresa Cargill Agricola S.A. Uberlandia. A amostra foi submetida a dois diferentes pré-
tratamentos: secagem por liofilizacdo (Marca LIOTOP, modelo L101) por 24 horas (ROML)
e em estufa a vacuo a 60°C até peso constante (ROME).

A fim de realizar a caracterizagdo granulométrica a amostra seca foi submetida ao
processo de peneiramento, a partir do qual foi possivel constatar a grande heterogeneidade do
tamanho das particulas, variando de 16 a 170 mesh. Foram selecionadas as particulas de
tamanho intermediario retidas nas peneiras de 28 a 42 mesh, para promover uma maior area

de contato na extracdo e evitar aglomeragdes do residuo.

4.2 Preparo dos solventes

Foram preparados quatro diferentes solventes eutéticos utilizando o glicerol como o
composto organico doador de hidrogénio, sendo que dois foram preparados usando como sal
o cloreto de colina e dois o acetato de sodio.

O solvente eutético de acetato de sédio foi preparado segundo a metodologia descrita
por Karageorgou et al. (2017) com modificagdes. O glicerol foi misturado com acetato de
sodio (Ac:Gli) na propor¢ao molar de 1:1 e 1:2, com 20% de 4gua (m/v) e aquecido de 60 a
70°C por 60 minutos sob agitacdo, até formagdo de um liquido homogéneo. O solvente
eutético de cloreto de colina e glicerol (ChCL:Gli), na propor¢do molar de 1:1 e 1:2, foi
preparado segundo Fraige et al. (2019), onde ambos os componentes foram aquecidos a 80°C
com 20% de 4dgua (m/v), até que um liquido homogéneo fosse formado.

Além desses, foram utilizados solventes convencionais preparados com etanol e dgua

50 e 65% (v/v) com 1 M de NaOH segundo Cookman & Glatz (2009).

4.3 Extracoes

As extragdes foram realizadas em tubos de ensaio com tampa a uma temperatura
controlada de 50°C por duas horas. O residuo do 6leo de milho foi submetido a extragdo com

6 diferentes solventes na proporg¢do 1:15 (m/v).
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Em um estudo preliminar o residuo foi colocado em contato apenas com a agua sob
agitagdo por um minuto também na propor¢ao 1:15 (m/v), para posterior quantificacdo dos
fenolicos soluveis livres.

Todos os extratos obtidos foram centrifugados a 7000 rpm por 15 min a 25°C. O

sobrenadante foi recolhido para a realizacdo de analises posteriores.

4.4 Proteinas totais

As proteinas totais da amostra foram determinadas pelo método de Kjeldahl (DE
OLIVEIRA et al., 2007).

As proteinas presentes nos extratos foram medidas pelo método do 4cido
bicinchoninico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'- biquinolina), de acordo com a metodologia descrita
pelo fabricante (Sigma-Aldrich) utilizando leitura de absorbancia a 562nm e a curva de
calibragao contendo soro albumina bovina na concentragdo 0 a 2000 pg/mL como padrao

(ROJAS-MOLINA et al., 2008).

4.5 Fenolicos totais

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para a determinagao dos fenolicos totais de
cada amostra (CHIREMBA et al., 2012). Primeiramente 20 uL do extrato, da solugdo de
acido galico ou agua foram adicionados ao tudo de ensaio, seguido de 1,58 mL de agua
destilada e 100 puL do reagente Folin-Ciocalteu, que foram agitados e deixados em repouso
em ambiente protegido da luz e a temperatura ambiente por 5 minutos. Entdao, 300 pL de
solugdo saturada de Na,COs foi adicionada. A solugdo foi incubada a temperatura ambiente e
em ambiente escuro por mais 2 horas, ¢ entdo a absorbancia foi medida em um comprimento
de onda de 765 nm em espectrofotdmetro. O procedimento foi realizado em triplicata. O total
em fenolicos de cada amostra foi mensurado como equivalente ao acido galico (EAG)

baseado na curva de calibracdo de acido gélico de 0 a 100 mg/L.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracio de proteinas

Inicialmente foi realizada a quantificacdo do conteudo proteico presente na amostra,
utilizando o método do nitrogénio equivalente. O valor obtido, de 8,05+0,05%, foi abaixo do
reportado por Froes et al. (2012) que mensuraram um conteudo proteico do gérmen com
pericarpo de milho desengordurado de 12%.

Devido a grande heterogeneidade de tamanho de particula da amostra, apds a etapa de
peneiramento parte do pericarpo, que estava em fragmentos maiores, acabou nao sendo
utilizada. Como este componente também tinha contetido proteico, ao descarta-lo, o conteudo
total da amostra foi reduzido. Ainda assim, a amostra apresentou um conteudo proteico
significativo. Esta proteina pode ser extraida e utilizada como ingrediente ou suplemento pela
industria de alimentos, ¢ o residuo resultante pode ser destinado para outro fim, como
producdo de etanol de segunda geracao.

O teor de proteina nos extratos apos um tempo de extracao de 2 h do residuo da extracao
de 6leo de milho liofilizado (ROML) e seco em estufa a vacuo (ROME) ¢ mostrado na Figura
5.

Figura 5 - Concentragdo de proteina no extrato apos 2 horas de extragdo com diferentes

solventes.
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Fonte: A autora.

Os resultados obtidos da quantificagdo dos extratos variaram de 3,55+£0,21 a
35,35+4,10 (g/100 ROM). Em relagdo ao ChCI:Gli, ndo houve diferenca entre as duas fracdes

molares avaliadas. Os valores diferiram apenas em relacdo ao tratamento da amostra, em que
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a liofilizagdo apresentou o maior resultado dentre os solventes eutéticos (8,01+0,51 g/100g
ROM). Fraige et al. (2019), ao avaliar diferentes composi¢cdes de solvente formados por
cloreto de colina, glicerol e 4gua, observaram que a propor¢do 1:1 com 20% de agua foi a
melhor para a extragdo de metabodlitos identificados por HPLC das folhas de Byrsonima
intermedia.

Para o Ac:Gli, a amostra liofilizada ndo sofreu influéncia da fracdo molar utilizada, ja
para a amostra seca em estufa a vacuo a razdo molar 1:2 foi melhor para a extragdo
(6,27+0,64 g/100g ROM). Nao foi possivel encontrar na literatura um estudo realizado com
acetato de sodio para extracdo de proteinas. No entanto, o estudo realizado por Karageorgou
et al. (2017) verificou que houve diferenca significativa na extragao de polifendis das folhas
de Moringa olifera para diferentes proporcdes molares de glicerol e acetato de sodio e
quantidade de dgua adicionada. A melhor proporcao foi identificada para o glicerol e acetato
de s6dio na propor¢ao molar de 6:1 (53.80+7.15 mg EAG/g ROM). Os autores utilizaram
propor¢des molares de glicerol maiores que o usado neste trabalho, e ainda verificaram que a
melhor extracdo foi a com maior quantidade de glicerol. Em estudos futuros, aumentar a
proporcao de glicerol neste solvente seria uma boa estratégia para tentar melhorar a extracao.

Em relagcdo a extragdo com os solventes de etanol alcalino (EA), apenas a extragdo
com solvente 50% com a amostra seca em estufa a vacuo foi diferente e apresentou o menor
resultado (27,8342,09 g/100g ROME). Para o EA 65% o tratamento da amostra ndo
influenciou a extracdo. Cookman & Glatz (2009) ao extrair as proteinas do residuo de
alambiques mostraram que o tratamento da amostra (moida e nao moida) influenciou nos
resultados de extracdo, dependendo da porcentagem de etanol. Verificaram que a extragao
com etanol alcalino 45% foi mais eficiente que as soluc¢des etandlicas de 60% e 95%.

Nao foi possivel comparar os resultados de extracdo dos DES com os solventes de EA,
pois os resultados destes ultimos se mostraram muito superiores a quantidade total de proteina
presente no residuo solido quantificado inicialmente pelo método de Kjeldahl. Isto sugere que
este solvente foi capaz de extrair outros compostos que interferiram na medida de proteina
dos extratos, feita pelo método BCA. De acordo com Froes et al. (2012) o gérmen com
pericarpo de milho desengordurado possui aproximadamente 3% de lipidios totais e 39% de
carboidratos, dentre eles os soluveis e redutores. Cookman & Glatz (2009) mostraram que ao
utilizar o etanol alcalino na extragdo de proteinas do residuo solido de alambiques, o mesmo
foi capaz de extrair também massa ndo protéica. O etanol também ¢ capaz de extrair 6leo dos

graos de milho (RICHARD KWIATKOWSKI; CHERYAN, 2002) e de soja (TOMAZIN
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JUNIOR, 2008). Neste estudo, como o solvente era uma mistura aquosa, provavelmente foi
possivel extrair também os carboidratos redutores e soluveis.

O método BCA se baseia na reacdo de cobre (II) com proteinas em meio alcalino,
produzindo cobre (I) e formando um complexo que absorve fortemente na regido de 560nm.
Segundo Zaia et al. (1998) as substancias que reagem com os ions cobre (reagdes de 6xido-
reducdo, formagdo de complexos, precipitacdo) ou com o reativo de BCA, sao interferentes
desse método. Dentre os interferentes presentes na nossa amostra estdo os aglcares que
promovem a reducdo parcial do cobre (II) e os lipidios que reagem com o BCA, resultando
em falsos positivos.

As proteinas quantificadas nos extratos obtidos com os solventes eutéticos foram
proximas ao valor total proteico quantificado no residuo solido pelo método de Kjeldahl, mas
como os métodos de quantificagdo de proteinas da amostra e dos extratos foram diferentes,
nao foi possivel calcular da eficiéncia de extracdo. As extracdes utilizando solvente a base de
cloreto de colina e amostra liofilizada apresentou melhor desempenho que as extragdes

utilizando solvente a base de acetato de sodio.

5.2 Extracao de Fendlicos Totais

O teor de fenolicos totais obtido para os diferentes solventes apos extragao de 2 horas,
representado em mg de EAG por grama de amostra, ¢ mostrado na Figura 6.
Figura 6 - Concentracdo de compostos fendlicos totais no extrato apos 2 horas de extragao

com diferentes solventes.
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Da extragdo com dgua por 1 min foram obtidos os resultados de 2,34+0,10 e 2,16+0,13
(mg EAG/g ROM) para a amostra liofilizada e seca em estufa a vacuo, respectivamente. Os
resultados foram bem menores quetodos os obtidos apds a extragdo com os solventes, cujo
conteudo de fenodlicos nos extratos variou de 3,64+0,29 a 33,90+2,25 (mg EAG/g ROM),
mostrando que os métodos de extragdo se mostraram eficientes na extracao dos fendlicos da
amostra. Na literatura foram encontrados resultados menores do que os valores maximos
quantificados neste trabalho em relagdo aos compostos fendlicos totais presentes no milho
utilizando solventes convencionais. Zilic et al. (2012) obtiveram 5,78 mg EAG/g de graos de
milho inteiros utilizando extragdo com um solvente preparado com acetona, metanol e agua.
Lopez-Martinez et al. (2009) quantificaram 5,51 (mg EAG/g ROM) de fenolicos totais em
graos de milho amarelo usando solvente aquoso de etanol na concentragdo de 80%.

Os maiores valores de extracdo foram obtidos para os solventes eutéticos com a
propor¢cao molar de 1:2, sendo que ndo foi observada diferenca entre o cloreto de colina
(33,34+2,61 mg EAG/g ROML) e acetato de sodio (33,90+£2,25 mg EAG/g ROME). Um
resultado semelhante foi encontrado por Mouratoglou et al. (2016) que compararam solventes
eutéticos a base de glicerol e cloreto de colina ou acetato de sddio na propor¢ao molar (3:1),
sendo etanol aquoso 60% usado como solvente controle. Os autores verificaram que na
extracao de compostos polifendlicos dos residuos agro-alimentares utilizados, os solventes
formados por glicerol e cloreto de colina ou acetato de sddio exibiram resultados semelhantes
e alta efici€éncia de extracdo, comparaveis ou até mesmo superiores a do etanol aquoso.

As extragdes com etanol alcalino apresentaram resultados semelhantes. E possivel que
a variagdo de concentracdo de etanol tenha sido pequena para causar diferenca na extragao.
Waszkowiak & Gliszczyfska-Swiglo (2016) ao estudar a influéncia da concentragdo de etanol
no solvente aquoso usado para extrair compostos fendlicos do extrato de linhaga, observaram
que ao diminuir a concentra¢do de etanol de 65 para 60% houve um ligeiro aumento de
fendlicos extraidos: de 98,5 para 106 mg EAG/g. Além disso, constataram que o conteudo de
acidos fendlicos ndo se alteraram significativamente com o aumento da concentragdo de
etanol como solvente de extrato de 60 a 70%, ja a concentracdo de 80% de etanol resultou em
uma reducdo consideravel no conteudo destes compostos.

Os maiores resultados de extragdo de fendlicos foram obtidos para as extragdes feitas
com ChCI:Gli 1:2, amostra seca em estufa; Ac:Gli 1:2, amostra liofilizada; e etanol 65%,
amostra seca em estufa. Levando em consideracdo os desvios, pode-se considerar que estas
extragdes tiveram o mesmo desempenho. Analisando custos de processo (energia e reagentes),

dentre as condi¢Oes avaliadas, a melhor seria a extracdo com etanol 65%, amostra seca em
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estufa. O cloreto de colina ainda representa um custo elevado para a extragdo e o solvente de
acetato de sodio, nas propor¢des molares utilizadas, dificultou a manipulacdo, devido a alta
viscosidade. Foram obtidos bons resultados para os dois tratamentos de amostra, entretanto o

processo de liofiliza¢ao ainda tem um custo alto quando comparado a estufa a vacuo.
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6 CONCLUSAO

Todos os solventes avaliados apresentaram capacidade de extracdo das proteinas
presentes no residuo analisado. A extragdo com ChCl:Gli da amostra liofilizada teve o maior
resultado dentre os solventes eutéticos, mas ndo sofreu influéncia em relagdo a fragdo molar
dos componentes. Ja nas extragdes utilizando o Ac:Gli os valores foram maiores para maior
fragao molar de glicerol. O método BCA nao foi adequado para quantificagdo dos extratos do
solvente de etanol alcalino, impossibilitando a comparagdo com os solventes eutéticos. Em
estudos posteriores podem ser analisadas fragdes molares maiores de glicerol para extragdo e
utilizar outro método de quantificagcdo de proteinas dos extratos, de forma a permitir o calculo
da eficiéncia da extragao.

Em relagdo a extragdo de compostos fenolicos foi possivel verificar que os solventes
eutéticos com maiores fragdes molares de glicerol tiveram melhor desempenho, e ainda que
estes apresentaram resultados semelhantes entre si € com o etanol alcalino 65%. Como foram
obtidos bons resultados para os dois tipos de tratamento da amostra, em estudos posteriores
deve ser utilizado a secagem em estufa a vacuo, visto que representa menor custo para o

Processo.
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