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Apresentacao

O IV SIMEALI - SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS teve como
objetivo a busca por avancos na area de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos,
apresentando temas atuais relacionados a area, especialmente no que se refere a cadeia
produtiva de alimentos, a Industria 4.0 e aos desafios dos novos tempos.

OIVSIMEALI ocorreuentre osdias 11 e 13 de agostode 2021, excepcionalmente
no formato online, devido a pandemia da COVID-19, e contou com a participacao
da Comissdo Organizadora, incluindo o Comité cientifico, composta por trinta e
quatro integrantes: quatorze docentes do ICA/UFMG; seis docentes/pesquisadores
de diferentes institui¢des de Ensino e Pesquisa do Brasil (Embrapa Agroindustria de
Alimentos, UERGS, UESB, USP e UFQG); quatro servidores técnicos administrativos
do ICA/UFMG:; oito discentes de Gradua¢do do ICA/UFMG e dois discentes de
P6s-Graduacao do ICA/UFMG.

Colaboraram com o Simpo6sio dezenove conferencistas de diferentes Instituicoes,
na realizacao de seis palestras de temas variados — D.Sc. Fabiana Cunha Viana Leonelli
(FZEA/USP), D.Sc. Fausto Makishi (ICA/UFMG), CEO Gabriel Alves Machado
(FacaAgora), Marta Duran Fernandez (Especialista em Tecnologia da Informacgao),
D.Sc. Nilda de Fatima Ferreira Soares (UFV) e D.Sc. Uelinton Manoel Pinto (USP)
— ¢ na realizagdo de treze minicursos: D.Sc. Alcinei Mistico Azevedo (ICA/UFMG);
D.Sc. Béarbara Santos (PADRONIZA); D.Sc. Christian Dias Cabacinha (ICA/UFMG);
M.Sc. Deborah Lelis (UNIMONTES); D.Sc. Eduardo Spers (USP); D.Sc. Gabriela da
Rocha Lemos Mendes (ICA/UFMG); Eng. Isabela Garcia (Nestlé¢); D.Sc. Junio Cota
(ICA/UFMG); D.Sc. Mariana Zanatta; D.Sc. Rosires Deliza (Embrapa Agroindustria
de Alimentos); M.Sc. Sabrina Ferreira (UNIMONTES); Eng. Veronica Rufato e
Vilson Fogaga (Escola Yokoten).

Nesta edi¢do, contamos com a participacdo de 366 congressistas inscritos,
oriundos de diferentes localidades do Brasil e com a submissdo de 105 trabalhos
cientificos, dos quais 92 foram aprovados e se encontram disponiveis neste £-book.



O processo de avaliagdo foi realizado via Plataforma Even3® e contou com
a colaboracdo de 138 avaliadores de diferentes instituicdes de Ensino e Pesquisa do
Pais, de subareas diversificadas e afins as areas de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de
Alimentos.

O presente E-book esta dividido em seis volumes, correspondentes as areas
tematicas: Biotecnologia de alimentos, tratamento e aproveitamento de subprodutos;
Controle de qualidade: anélise sensorial, quimica de alimentos e analise de alimentos;
Engenharia: desenvolvimento, modelagem, simulacdo, controle e automacao de
processos e operagdes; Nutricdo: alimentos e saude, alimentos funcionais, fortificacao
de alimentos, rotulagem obrigatoria; Seguranca dos alimentos: microbiologia de
alimentos, higiene em industria de alimentos e toxicologia de alimentos; Tecnologia de
alimentos: embalagens de alimentos, desenvolvimento e processamento de alimentos.

Os capitulos possuem como tema central os desafios enfrentados pela cadeia
produtora de alimentos e representam o compartilhamento do conhecimento entre
pesquisadores, professores, profissionais e académicos de Cursos Técnicos, Graduacao
e Pos-Graduagao das areas de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos, Nutri¢ao,
Ciéncias Agrarias e demais areas afins da regido Norte de Minas Gerais e demais
regides do Brasil.

Claudia Regina Vieira
Coordenadora do IV SIMEALI

Instituto de Ciéncias Agrarias
Foto: Claudia Vieira
Novembro de 2021
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Capitulo 1

Analise fisico-quimica e sensorial de doce elaborado com casca do maracuja do mato
(Passiflora cincinnata)

Isabela Rosa Rocha Machado®!; Beatriz Megume Rodrigues Matsuki'; Marco Ferreira dos Santos';
Cristiane Oliveira Correia'; Igor Viana Brandi?; Milton Nobel Cano Chauca?

Resumo

O presente trabalho, objetivou o desenvolvimento de doces adicionados de farinha da casca do
maracuja do mato (Passiflora cincinnata) e sua avaliagdo fisico-quimica. Os doces foram elaborados
utilizando as formulagdes de 0, 10, 15, 20 e 25% de farinha da casca do maracuja e concentrados até
atingir 55 °Brix exceto a formulagdo de 0% que foi 65 °Brix. Foram realizadas anélises fisico-
quimicas (umidade, pH, acidez titulavel e cinzas) e sensorial. Os resultados do experimento foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5 formulacdes e 3 repeti¢cdes. Os
dados foram analisados estatisticamente utilizando a analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey
para comparacdo de médias. A partir dos valores obtidos para andlise fisico-quimica, os doces
apresentaram umidade, acidez titulavel, pH e cinzas, adequados. Em relagdo a analise sensorial, ndo
houve diferenga significativa entre as formulagdes. Porém, nota-se pelos valores encontrados, que as
amostras F2, F3 e F4 tiveram média acima de 6, revelando boa aceitagdo. Conclui-se, entdo, que a
utilizacao da farinha da casca do maracuja do mato para elaboracdo de doce ¢ uma boa alternativa,
pois apresenta pH, umidade, acidez e cinzas adequados, além de boa aceitabilidade sensorial, sendo
uma boa alternativa de aproveitamento residual (casca) e geragdo de emprego e renda para as familias

agricultoras.

Palavras-chave: Farinha enriquecida. Produtos funcionais. Residuo de fruta.

Introducao

O maracuja ¢ um fruto cultivado em paises de clima tropical e subtropical, produzido pelas

plantas do género Passiflora, pertencente a familia Passifloraceae. Calcula-se que o género

! Discentes, Engenharia de Alimentos, Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA), Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMQG).

2 Professor, Engenharia de Alimentos, Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA), Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMQ).

*E-mail para correspondéncia: isabelarosar@gmail.com
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Passiflora apresenta cerca de 500 espécies catalogadas, sendo 150 delas nativas do territorio

brasileiro (BARROS et al., 2018; FALEIRO; JESUS, 2016). O termo cincinnata vem do latim e

significa que tem por natureza o cabelo anelado ou encrespado devido a corona de filamentos da flor,

onde esses se enrolam quando a flor estd completamente aberta (LESSA, 2011; WONDRACEK,
2009).

Além das espécies cultivaveis no Brasil, hd também as espécies de maracuja silvestre, sendo
aquelas que nascem e reproduzem de maneira espontanea na natureza. Dentre essas espécies destaca-
se a Passiflora cincinnata, conhecida popularmente como maracuja do mato, maracuja do Cerrado,
maracuja da caatinga ou maracujd mochila, maracuja tubardo, maracuja de vaqueiro, maracuja brabo,
maracuja boi, maracujé da casca verde (FALEIRO; JESUS, 2016).

O maracujd do mato ¢ um fruto nativo do semiarido, encontrado predominantemente em
vegetagdes do tipo cerrado, campo sujo, campo limpo, capoeiras e em matas ciliares. E
abundantemente encontrado nos estados da Bahia, Goids e Minas Gerais e contribui para a geragao
de emprego e renda dessas regides, ja que os frutos excedentes sdo comercializados em feiras livres
e cooperativas, para fins industriais, alimenticio ou farmacéutico (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010).

O Brasil ¢ considerado o maior produtor mundial de maracujd. Em 2018 o pais produziu cerca
de 1 milhdo de tonelada. A fruta ¢ utilizada na producao de sucos e consumida “in natura”. Em menor
escala, ela também ¢ utilizada na elaboracdo de doces, bolos, geleias, cosméticos, medicamentos, etc
(ABRAFRUTAS, 2019).

Varias espécies de maracuja, cultivaveis ou silvestres, apresentam relevancia social e
econOmica devido ao seu potencial agrondmico na producao para o mercado das frutas “in natura”,
na produ¢do de matéria-prima para doces, sorvetes e substancias bioativas com propriedades
medicinais e fins ornamentais. Sao utilizadas em programas de melhoramento genético por serem
espécies mais resistentes a doencas e pragas e de facil adaptagdo as condi¢des climaticas, além de
contribuirem para a geracao de trabalho e renda (FONSECA, 2017; OLIVEIRA, 2018).

Apoés a elaboragdo dos produtos oriundos da polpa do maracuja, restam as cascas e as
sementes, residuos que, quando ndo descartados, tornam-se subprodutos utilizados como fonte de
adubo para as plantas ou como rag¢ao destinada aos animais (SOARES et al., 2013). A casca do
maracuja pode ainda ser utilizada como fonte para desenvolvimento de novos produtos como doces,
geleias, barras de cereais, paes, biscoitos e massas alimenticias, dado que ¢é rica em pectina, ferro,
fibras, minerais e niacina, além de contribuir para agregar valor nutricional a outros alimentos (DIAS,

2016).

O S]MEAL] ........................................................... . 13
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A farinha da casca do maracujé na alimentacdo humana também contribui para o controle ou
preven¢ao de doencas relacionadas a anemia, colesterol, glicemia e para o crescimento e producdo de
horménios, fortalecimento dos ossos, etc (PITA, 2012). Ademais, possui alto valor nutritivo, rica em
fontes de potassio, ferro, fosforo, calcio e vitaminas A, C e do complexo B, além das propriedades
medicinais com efeitos relaxantes e calmante.

A casca do maracuja ¢ um residuo composto por duas camadas: o epicarpo € 0 mesocarpo,
também denominado como “flavedo” ou “albedo”. O epicarpo representa a parte com coloracao da
casca do maracuja sendo rico em 6leo, vitaminas e carotendides. O mesocarpo representa a por¢ao
esponjosa e branca do maracujd sendo composto pela celulose, hemicelulose, lignina, glicidios
soltiveis e pectinas, além dos complexos fenolicos, niacina (vitamina B3), carboidrato, proteina,
calcio, ferro e fosforo (CORDOVA, 2005; DEUS, 2011; ROSA, 2015).

A casca do maracuja representa mais de 50% da composi¢ao méssica da fruta. Seus nutrientes
e fibras soluveis (pectina e mucilagens) sdo aliados na prevencdo ou tratamento de problemas
gastrointestinais, anemia, fortalecimento dos ossos, controle da glicemia e lipémico no sangue
(COQUEIRO; GALANTE; PEREIRA, 2016; CORDOVA, 2005; PITA, 2012).

O maracuja do mato ¢ um produto facilmente perecivel e comercializado in natura ou na forma
de polpas, sendo necessario novas formas de conservacdo. A producdo de doces utilizando a polpa e
farinha apresenta-se como uma alternativa viavel, visto que o processo de fabricacdo ¢ simples e de
baixo custo e, quando realizado adequadamente, pode resultar em um produto de boa qualidade, com
beneficios para a saude dos consumidores.

O doce em pasta ¢ um produto obtido a partir do processamento das partes comestiveis dos
vegetais, adicionado aglicar, com ou sem adicdo de dgua, pectina, ajuste do pH e outros aditivos
permitidos até a concentragdo adequada. Porém, pode ser acrescido de suco de frutas, mel de abelha,
ervas e especiarias, como ingredientes opcionais na elaboragdao do produto (LOVATTO, 2016). As
frutas agregam sabor, cor e aroma ao doce. Essa forma de conservagdo ¢ muito utilizada no Brasil,
principalmente na elaboragdo da bananada, goiabada, marmelada, pessegada, figada, etc (DA SILVA;
FRIAS; GAVA, 2009).

Segundo Lovatto (2016) e Torrezan (2015), a pectina ¢ a substancia que da a consisténcia
gelatinosa e pode ser adicionada em quantidade que possibilite a compensacdo da deficiéncia dos
ingredientes em substancias pécticas dos vegetais basicos e acrescida no final do processo, evitando
o efeito de ruptura das cadeias de galacturonico. O agucar, além de adogar, contribui para a formagao
do gel. E o acido tem por finalidade promover o nivel de acidez necessario para que ocorra a

geleificacdo, realgando o aroma natural da fruta.
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Segundo Lovatto (2016), o doce deve conter uma mistura de no minimo 50 partes dos
ingredientes vegetais das frutas mais 50 partes em peso dos acUcares, ou seja, propor¢do de 50:50
polpa:agticar. As proporc¢des fixadas por estes padroes, sdo baseadas em teor normal do Brix das
frutas "in natura". A propor¢do minima de cada ingrediente vegetal serd de 20% sobre o total dos
ingredientes vegetais, quando participar mais de um vegetal na composi¢do do produto.

O processo e tempo de coccao dependerdo de variaveis como o tamanho do recipiente
utilizado no preparo, quantidade da mistura processada e temperatura, considerando que o tempo ¢
um parametro relevante, visto que podera influenciar em caracteristicas sensoriais e tecnologicas do
produto final (GAVA, 1977).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de doce adicionado da
farinha da casca do maracuja do mato (Passiflora cincinnata) e sua caracterizagao fisico-quimica e

sensorial.
Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia de Produtos Vegetais do Instituto

de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG).
Matéria-prima

Os maracujas do mato foram adquiridos no mercado local de Montes Claros, em outubro de
2018 (época de safra do fruto na regido), provenientes da regido rural do municipio de Montes Claros.
Os frutos foram selecionados, higienizados, cortados e despolpados mediante uso de uma
despolpadeira industrial, envasados em sacos plasticos e congelados para uso posterior na elaboracao
dos doces.

Para obtencao da farinha, as cascas obtidas do despolpamento foram desidratadas em secador
de bandejas a 65 °C até atingir a umidade de 10% (aproximadamente 24 horas). Apds o resfriamento,
as cascas foram trituradas em liquidificador, peneiradas e armazenadas em potes de vidros até sua
utilizacao na formulagdo dos doces. A Figura 1 representa as etapas do processamento para obtengao

da polpa e farinha para elabora¢do do doce de maracuja do mato.
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Figura 1 - Fluxograma do processo para obtengao da polpa e farinha para elaboragao dos doces
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Fonte: Dos autores, 2019.

Elaboracgdo do doce

Na elaboragdo do doce foi utilizada uma relacao polpa: agticar de 50:50 e cinco formulagdes
(F1, F2, F3, F4 e F5) nas concentragdes de 0%, 10%, 15%, 20% e 25% de farinha. A formulagao F1
foi adicionada 0,5% de pectina e ndo sofreu adicdo de farinha. Os ingredientes foram pesados e
adicionados em uma panela de aco inoxidavel sob aquecimento e agitacdo manual, concentrados até
o Brix desejado na concentracao final, sendo 65 °Brix para a formulagdo 0% e 55 °Brix para as demais
formulacdes adicionadas de farinha e apos isso, foram acondicionados em embalagens plasticas e

armazenados para posteriores analises.

Figura 2 - Fluxograma da elabora¢do do doce de maracuja do mato

[ POLPA/ACUCAR = FARINHA }—{m
A 4
[ CONCENTRAGAO J (0% H 0% His% H2% H2s%]

h 4
[ ENCHIMENTO A QUENTE ]

A 4
[ RESFRIAMENTO ]

Y
[ DOCE DE MARACUJA ]

Fonte: Dos autores, 2019.
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Para a determinagdo das concentragdes de farinha na elaboragdo do doce, foram realizados

testes preliminares nas concentragdes de 3,6%, 5,0%, 7,0%, 8,6%, 10,7%, 14,3%, 17,9%; 21,4%;
25,0%, 28,6%. O doce elaborado na concentragdo de 28,6%, resultou em um produto com textura
muito firme e aparéncia comprometida, pela qual se optou por utilizar concentragdes abaixo deste
valor e em concentragdes variadas, desde que ndo comprometesse a aparéncia e textura do doce.
Logo, foram escolhidas as concentracdes 0%, 10%, 15%, 20% e 25%. A Figura 2 representa o

fluxograma das etapas de processamento para elabora¢do do doce de maracuja do mato.
Analises fisico-quimicas

Foram realizadas analises de umidade e cinzas seguindo a metodologia do Instituto Adolfo
Lutz (2008). A acidez titulavel foi determinada por titulagdo com solucao de NaOH com concentragao
de 0,1 mol/l em presenga de fenolftaleina até apresentar coloragdo rosa. O pH foi mensurado com um
pH-metro. O Brix (solidos soluveis) foi determinado com um refratdmetro tipo ABBE (escala 0-

95%). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
Analise sensorial

O teste de aceitagdo foi realizado de acordo com Minim (2013). Foi utilizada a escala hedonica
de 9 pontos, sendo 9 para “Gostei extremamente” e 1 para “Desgostei extremamente”. A Figura 3
representa o modelo de ficha aplicada na analise sensorial de teste de aceitagao.

Na andlise sensorial, participaram 66 provadores ndo treinados, sendo 46 do sexo feminino e
20 do sexo masculino, com idades entre 17 e 43 anos (média de 26 anos), presentes no ambito do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram oferecidas 5 amostras
contendo 7 g cada (apresentadas previamente codificadas), e servidas em sequéncia alternada,
acompanhadas da ficha de avaliagdo e 4gua para alternar de uma amostra para outra. Os testes foram

realizados em cabines individuais no Laboratério de Andlise Sensorial.
Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco

formulagdes e 3 repeti¢des. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando a andlise de
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Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagdo de médias, ao nivel de significancia de 5%.
O programa utilizado foi o SISVAR versao 5.6 ¢ R-STUDIO.
Figura 3 - Ficha de teste de aceitacdo da analise sensorial

FICHA PARA TESTE DE ACEITACAO

Nome

Sexo:M() F{() ldade: —————- anos

Por favor, avalie as amostras servidas e indique o quanto vocé gostou ou desgostou do
produto. Marque a resposta que melhor reflita seu julgamento.

Codigo amostras:

G653 245 783 486
Gostel extremamente () () () ()
Gostei muito () () () ()
Gostel moderadamente () () () ()
Gostei ligeiramente () () () ()
Indiferente () () () ()
Desgostei ligeiramente () () () ()
Desgostei moderadamente () () () ()
Desgostei muito () () () ()
Desgostei extremamente () () () ()

Fonte: Dos autores, 2019.

Resultados e Discussao
Analises fisico-quimica

A Tabela 1 apresenta os resultados das anélises fisico-quimicas do doce de maracuja do mato.
Verifica-se que para a umidade, as formulagdes foram ganhando umidade de acordo a adi¢do de
farinha. Isso pode ter ocorrido devido a farinha ser rica em fibras soliveis e gerar maior retengao de
umidade. Em relacao a formulagdo sem adi¢cdo de farinha apresentar valor menor, pode ser devido a
maior concentracao final de Brix, o que provocou uma maior remogao de 4gua e, consequentemente,
resultou em menor teor de umidade.

Resultados encontrados por Dias (2016) sobre a produgdo de doce em massa de maracuja-
amarelo, apresentou valores para umidade entre 23,77 a 26,91, o que pode ser explicado devido ao

maior tempo de cocgdo, por se tratar de doce em massa, o qual da possibilidade de corte e
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consequentemente resulta em menor teor de umidade. Resultados encontrados neste trabalho se
diferiram dos valores 23,60% e 24,54% obtidos por Nascimento et al. (2003) nas formulacdes de
doces em massa de casca de maracuja-amarelo desenvolvidas com uma propor¢ao de polpa:agtcar
de 50:50 e 73 °Brix, sendo essa concentragao final de Brix, maior comparando com a concentragao

utilizada no presente trabalho.

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica dos doces formulados com casca de maracuja

Concentragdes de farinha Umidade (%) pH Acidez titulavel Cinzas (%)
F1 29,012 3,232 37,37° 0,47 2
F2 34,27° 3,41° 28,453 0,462
F3 36,27 3,46 ° 27,33 0,53
F4 36,65 3,554 27,50° 0,73 %
F5 38,76 © 3,61° 28,072 0,80 °

Fonte: Dos autores, 2019.

Legenda: F1: formulagdo com 0% de farinha da casca do maracuja; F2: 10% de farinha; F3: 15% de farinha; F4: 20% de
farinha; F5: 25% de farinha.

Nota: Médias seguidas pelas letras na coluna, nao diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Para o resultado de pH, os valores encontrados neste trabalho sdo considerados adequados
para doce de frutas, dado que possibilitara uma boa gelificagao do doce, resultando em um produto
de boa consisténcia. O doce sem adi¢do de farinha apresentou menor valor de pH, sendo observado
que o aumento da concentracdo de farinha no doce, resultou no aumento dos valores de pH, podendo
ter como possibilidade da farinha conter algum grau de acidez e interferindo no teor final de pH.
Resultados similares foram encontrados por Dias (2016), sobre a produgdao de doce em massa de
maracuja-amarelo em diferentes concentragdes de Brix e quantidades de suco adicionado,
encontraram valores de pH de 4,06. Bezerra, Carneiro e Guedes (2009), ao avaliarem doce de goiaba
elaborado com o albedo do maracuja-amarelo, detectaram valores de pH (4,09 e 4,01).

Acidez titulavel apresentou maior valor na formulacao F1, e as demais formulacdes acrescidas
de farinha mantiveram o teor de acidez titulavel. Os valores de acidez titulavel das cinco formulagdes
de doces variaram entre 28,07 a 37,37. Resultados encontrados por Martins et al. (2007) para analise
de pH de doce em massa de umbu verde e maduro, encontraram valores entre 33,00 e 44,00 mostrados
superiores aos do presente trabalho. Pita (2012) relata que altos teores de acidos na polpa revelam
uma caracteristica importante no que diz respeito ao processamento, sendo interessante que os frutos

tenham acidez elevada, diminuindo assim a adi¢ao de acidificantes na elaboracdo do produto.
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Na andlise de cinzas, a formulacdao sem adi¢do de farinha apresentou menor teor de cinzas e

as demais formulagdes foram aumentando o teor conforme a propor¢do de farinha adicionada,
podendo ser essa a explicacdio da quantidade de solidos totais presentes nos doces.
Oliveira ef al. (2002) analisando teor de cinzas em doce em calda utilizando a casca do maracuja-

amarelo, encontraram valores de 0,92 a 1,61, sendo esses superiores ao encontrado neste trabalho.

Analise sensorial

A Tabela 2 apresenta o resultado da anélise sensorial. Observa-se que ndo houve diferenga
significativa entre a aceitacdo das formulagdes, sendo estas classificadas entre gostei ligeiramente a
gostei moderadamente.

Apesar de todas as formulagdes terem apresentado resultados estatisticos proximos, pode-se
perceber que as formulagdes F2, F3 e F4 revelaram as mais aceitas, visto que apresentaram médias
acima de 6, sendo estas superiores em relacao as demais formulacdes. Cardoso et al. (2013) avaliando
a aceitacao de doce elaborado com aproveitamento de albedo de maracuja-amarelo, encontraram
médias de 7 pontos (gostei moderadamente), para os atributos dos doces analisados, sendo esse

resultado similar ao presente trabalho.

Tabela 2 - Teste de aceitacdo dos doces formulados com casca de maracuja

Concentragdes de farinha da casca do maracuja Teste de aceitagao
Fl1 5,83%
F2 7,002
F3 7,002
F4 6,21%
F5 5,772

Fonte: Dos autores, 2019.

Legenda: F1: formulagdo com 0% de farinha da casca do maracuja; F2: 10% de farinha; F3: 15% de farinha; F4: 20% de
farinha; F5: 25% de farinha.

Nota: Médias seguidas pelas letras na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Conclusao
A partir do trabalho realizado foi possivel verificar que a utilizagdo da farinha da casca do

maracuja do mato para elaboracdo de doce ¢ uma alternativa vidvel, pois apresentaram parametros

fisico-quimicos adequados e boa aceitagcdo, além de ter alto valor nutricional e baixo custo, sendo
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uma alternativa de aproveitamento residual (casca), geragao de emprego e renda, tendo em vista o

seu potencial de mercado.
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Capitulo 2

Avaliacido da formacao de biofilme e produciao de metabolitos de interesse por Bacillus spp.
isoladas de leite UHT
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Resumo

Bacillus spp. sdo comumente relacionadas a deterioragdo e termorresisténcia na industria de
laticinios. Apesar de serem um problema para a industria de lacteos, estudos recentes mostram que
este género tem grande potencial biotecnoldgico. Os exopolissacarideos (EPS) produzidos por este
género podem ser utilizados para modificar a reologia de alguns produtos, enquanto os antioxidantes
podem atuar na conservacao de alguns alimentos, uma vez que podem retardar a oxidagao lipidica.
Além disso, os antimicrobianos produzidos por Bacillus spp. podem ser utilizados para inibir alguns
micro-organismos deterioradores e patogé€nicos. Esse trabalho objetivou avaliar o potencial
biotecnoldgico de 12 estirpes de Bacillus isoladas de leite Ultra-High Temperature (UHT)
pertencentes as espécies: Bacillus amyloliquefaciens [11 (v1) e IPS4 (v1)], Bacillus cereus [MOI 14
e 10 (3)], Bacillus licheniformis [79 (v1) e 7 (3)], Bacillus proteolyticus [PAl 15 (v3) e PAI 4
()], Bacillus velezensis [4 (2) e 86 (v1)] e Bacillus subtilis [24 (2) e 17 (v3)]. A formagao de biofilme
foi avaliada pela metodologia do cristal violeta em microplacas ap6s 24 h de incubagdo a 37 °C em
repouso ou sob agitacdo média. Para determina¢do da producao de EPS, as cepas foram inoculadas
em meios de cultura liquido e s6lido formulados. Posteriormente, foram incubadas a 37 °C por 24 h.
As estirpes que apresentaram aspecto viscoso em meio liquido e colonias gomosas em meio solido
foram consideradas produtoras de EPS. Para determinagdo de atividade antimicrobiana, as cepas
de Bacillus foram testadas pelo método de difusdo em &gar contra Sa/monella Enteritidis ATCC
13076, Staphylococcus aureus ATCC 700698, Listeria innocua ATCC 33090 e Escherichia
coli ATCC 25922. As cepas que formaram halo de inibicdo foram consideradas positivas para
atividade antimicrobiana. A atividade antioxidante das estirpes de Bacillus foi avaliada pelo método

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Todas as cepas avaliadas foram capazes de formar biofilme tanto
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sob agitacdo quanto em repouso. As estirpes B. proteolyticus 4 (2) e B. amyloliquefaciens 10 (3) se
destacaram quando submetidas a agitagdo enquanto as cepas B. velezensis 24 (2) e 17 (v3), B.
cereus 7 (3) e B. licheniformis PAI 4 (1) se destacaram quando foram incubadas em repouso. As
estirpes B. cereus MOI 14 e 10 (3), B. amyloliquefaciens 1PS4 (v1) e 11 (v1), B. velezensis 24 (2), B.
licheniformis PAL 4 (1) e B. proteolyticus 86 (v1) apresentaram producdo de EPS. Apenas a cepa B.
amyloliquefaciens 11 (v1) formou halos de inibicdo contra S. Enteritidis ATCC 13076 e L.
innocua ATCC 33090. Todas as cepas apresentaram atividade antioxidante, apesar das cepas B.
amyloliquefaciens 1PS4 (v1) e B. proteolyticus 86 (v1) possuirem atividade antioxidante inferior as
demais. Por fim, concluiu-se que a cepa B. amyloliquefaciens 11 (v1) possui maior potencial
biotecnoldgico. No entanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar a possibilidade de aplicacao

industrial.
Palavras-chave: Biotecnologia. Laticinios. Microbiologia.
Introducio

O leite ¢ um alimento de grande importancia na alimentacdo humana devido ao seu elevado
valor nutritivo, sendo fonte de proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e vitaminas. Assim, o leite
¢ considerado um excelente substrato para o crescimento de diversos grupos de microrganismos,
desejaveis e indesejaveis (SOUZA, 2012). No entanto, a contaminagdo microbiana por
microrganismos indesejaveis pode prejudicar a qualidade do leite, interferir na industrializacao,
reduzir o tempo de prateleira do leite fluido e derivados lacteos e colocar em risco a satde do
consumidor. As fontes de contaminagao do leite podem estar associadas ao estado de saude e higiene
dos animais, ao ambiente do estabulo e da sala de ordenha e aos procedimentos usados para limpeza
e desinfec¢do dos equipamentos de ordenha, tanque de refrigeracdo e utensilios que entram em
contato com o leite (BRITO; BRITO, 2001).

A fim de evitar as consequéncias da contaminagdo microbiana, a legislagdo brasileira permite,
além da pasteurizagdo rapida, realizada a temperaturas entre 72 e 75 °C por 15 a 20 segundos, € a
pasteurizagdo lenta, entre 62 e 65 °C durante 30 minutos (RIISPOA, 1997), o processo UAT (ultra
alta temperatura), leite homogeneizado submetido a temperatura de 130 a 150 °C por 2 a 4 segundos,
mediante processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a temperatura inferior a 32 °C
e envasado sob condicdes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (MAPA,

1996).
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No entanto, apesar desses procedimentos, dependendo do bindmio tempo-temperatura
utilizados no tratamento térmico, a inativagdo microbiana pode variar. A microbiota contaminante do
leite € diversa o que explica a existéncia de grupos microbianos com resisténcia ao calor diferentes
(PEREIRA, 2019).

No universo lacteo, as bactérias pertencentes ao género Bacillus representam um grande
problema para a industria visto que sdo formadoras de esporos e podem resistir aos tratamentos
térmicos mais drasticos comumente utilizados em laticinios (MOSTERT; LUCK; HURMAN, 1979;
ZACARCHENCO, 1999).

O género Bacillus é formado por bactérias em forma de bastonete, moveis e com formacao de
endosporo altamente resistente ao calor (SANHUEZA; MELO, 2007). Bacillus subtilis ¢ uma das
bactérias mais frequentemente encontradas no leite, pois pode resistir ao processo de pasteurizagao.
Esta espécie esta associada com a produgdo de viscosidade e coagulacao do leite cru ou pasteurizado
(JAY, 2005). A coagulagdo de leite cru esta relacionada a intensa atividade metabolica deste género,
pois estas bactérias produzem enzimas que degradam muitos substratos organicos, incluindo as
proteinas do leite (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Além da atividade hidrolitica de bactérias pertencentes ao género Bacillus, os prejuizos
causados na industria de alimentos também podem estar relacionados a capacidade de formacao de
biofilme destas bactérias. Biofilmes podem ser definidos como uma comunidade de células
microbianas aderidas a uma superficie e embebidas em matriz polimérica (HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004; GARRET; BHAKOO; ZHANG, 2008). A formagao de
biofilmes microbianos nas superficies de equipamentos da linha de producao de uma industria de
alimentos ¢ até mesmo na superficie dos alimentos ¢ motivo de preocupagdo. Biofilmes tém se
mostrado uma das maiores causas de contaminagdo cruzada dos produtos alimenticios e de
transmissao de doengcas (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000; SHI; ZHU, 2009). Em uma planta
comercial na industria de laticinios, Bacillus cereus representou mais do que 12% da microbiota
constituinte dos biofilmes (SHARMA; ANAND, 2002). Ademais, Ostrov et al. (2017) determinaram
que espécies de Bacillus isoladas de ambiente lacteo tem maior facilidade em formar biofilme.

Apesar do problema na industria de lacteos, Souza (2012) relata a utilizagdo de bactérias do
género Bacillus na producdo de proteases e amilases. Ainda cima, o género Bacillus ¢ a maior fonte
industrial de enzimas e Bacillus amyloliquefaciens ¢ uma das espécies mais amplamente utilizadas
para a producdo de alfa-amilase e proteases (ABATE; CASTRO; SINERIZ, 1999).

Além da producdo de enzimas, Bacillus spp. também sdo conhecidos por produzirem

metabolitos antimicrobianos. Zheng e Slavik (1999) caracterizaram parcialmente uma bacteriocina
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produzida por B. subtilis. Considerando esta caracteristica, a utilizacdo de bactérias do género

Bacillus como biocontroladores de fitopatdgenos e patdgenos humanos tém sido bastante pesquisada

recentemente, haja vista que varias espécies desse género sao responsaveis pela produgao nao so de

bacteriocinas, mas também de antibidticos peptidicos antifingicos e antibacterianos (SCHULZ;

BONELLI; BATISTA, 2005). No entanto, poucos estudos relataram caracteristicas desses

metabolitos produzidas por Bacillus de origem lactea (CHOPRA ¢ MATHUR, 1984; CHOPRA;
MATHUR, 1985; CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2004).

Elshaghabee (2017) constatou além da atividade antimicrobiana das bactérias do género
Bacillus, propriedades de exclusdo competitiva, antioxidantes, imunomoduladoras e fermentativas.
Cepas de Bacillus produtoras de bacteriocinas possuem potencial de aplicabilidade como probidticos,
devido a sua atividade inibitoria contra patdogenos intestinais, € também como contraceptivos naturais,
tal como exemplo da bacteriocina subtilisina A, que apresenta atividade espermicida contra
espermatozoides de humanos e animais de criagdo (ABRIOUEL et al., 2011). Cutting (2011) definiu
B. subtilis e Bacillus licheniformis como uma das bactérias com maior potencial probiotico. O autor
ainda afirma que bactérias desse género possuem vantagens em relagao a outros microrganismos nao
esporulados, tais como Lactobacillus spp.

Ademais, estudos realizados com as espécies B. subtilis (EUZENAT; GUIBERT; COMBES,
1997) e Bacillus polymyxa (HAN; CLARKE, 1990) comprovaram a produc¢do de levana, polimero de
frutose sintetizado através de reagdes de transfructosilagdo por muitas espécies de bactérias que tem
aplicacdes na industria de alimentos e em diversas areas da saude. O estudo realizado com cepa de B.
cereus GU812900 revelou a producao de um exopolissacarideo (EPS) composto principalmente de
acucares naturais, proteinas, fosfatos e sulfatos. A produ¢ao de EPS ¢ vantajosa, pois na industria de
alimentos, os biopolimeros microbianos podem ser utilizados como agentes espessantes,
estabilizantes, emulsificantes e gelificantes (PEREIRA et al., 2019).

Em vista do enorme potencial biotecnoldgico apresentado por bactérias do género Bacillus e
da escassez de estudos relacionados a Bacillus spp. de origem lactea, realizou-se no estudo uma

triagem de cepas de leite UHT para avaliacdo do potencial biotecnologico.
Material e Métodos
Foram avaliados 12 isolados do género Bacillus pertencentes as espécies: B.

amyloliquefaciens [11 (v1) e IPS4 (v1)], B. cereus [MOI 14 e 10 (3)], B. licheniformis [79 (vl) e 7
(3)], Bacillus proteolyticus [PAI 15 (v3) e PAL 4 (1)], Bacillus velezensis [4 (2) e 86 (v1)] e B. subtilis
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[24 (2) e 17 (v3)], proprias a colegdo de culturas do Laboratorio de Pesquisa em Leite e Derivados
(INOVALEITE - UFV) isolados e identificados por Moreira (2019).

As culturas armazenadas a -60 °C em ultrafreezer (Grosseron, SaintHerblain, Franga) foram
inoculadas em caldo BHI na concentracao de 1% (v/v) seguido de incubagdo por 48 h na temperatura
de 37 °C. Todos os experimentos a seguir foram realizados a partir de culturas ativas.

Para avaliar a influéncia da agitacdo na formacdo de biofilme, foram preparadas duas
microplacas. As culturas ativadas foram diluidas em solugdo salina (NaCl 0,85% (m/v)) até a diluigao
10™*. Foram adicionados aos pogos das microplacas, 0,2 mL de caldo BHI e 0,02 mL de cada cultura
ativa diluida em triplicata. Para o branco, foram adicionados 0,22 mL de caldo BHI em cada poco.
As placas foram incubadas em espectrofotometro de placas (Multiskan Go, Thermo Fisher, Finlandia)
a 37 °C, por 24 horas. Uma delas foi incubada em repouso enquanto a outra foi incubada sob agitacao
média. Apds incubacdo, conforme detalhado por André (2015), as placas foram retiradas do
equipamento e o meio de cultura foi descartado. As placas foram lavadas com 4gua destilada por trés
vezes consecutivas. Em seguida, foram adicionados aos pocos 0,2 mL de cristal violeta 0,1% (m/v).
As placas contendo cristal violeta foram incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos.
Seguidamente, as placas foram secas em estufa a 105 °C por 15 minutos. Para a remogao do cristal
violeta, foram adicionados 0,2 mL de alcool 95% em cada poco. As placas foram levadas ao
espectrofotometro para medida de absorbancia a 590 nm. Foram realizadas duas repeticdes deste
ensaio. Os valores de absorbancia a 590 nm foram utilizados para classificar as estirpes em nao
aderentes, fracamente aderentes, moderadamente aderentes e fortemente aderentes conforme
metodologia descrita por Elegbeleye e Buys (2020).

A determinagdo da producdo de EPS se deu em meio liquido e em meio s6lido, conforme
Reyes-Gavilan e Ruas-Madiedo (2005). Para a analise em meio liquido, foi inoculado 1 mL de cada
cepa em tubos com 9 mL de meio de cultura. O meio de cultura era composto de 0,2 g de KHPOy;
1,5 g de KH2POs; 0,2 g de MgS04.7H20; 0,1 g de CaSO4.2H>0; 2,0 mg de FeCls; 0,5 g de extrato de
levedura; 20 g de sacarose. Os tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas. Em seguida, foi
introduzida nos tubos uma alga de platina previamente esterilizada para verificagdo de viscosidade
caracteristica da producao de EPS. Para o meio sélido, 1 mL de cada cepa foi adicionado em placas
de petri contendo o meio de cultura anteriormente descrito acrescido de 1,5% de dgar. Apos incubagdo
a 37 °C por 24 horas, foi verificado o aspecto das colonias com auxilio de um swab. Coldnias
formadoras de fio viscoso no teste em meio liquido foram consideradas positivas, enquanto para o

teste em meio so6lido, considerou-se positivas as colonias de aspecto gomoso.
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Para o ensaio de antimicrobianos, realizou-se as ativagdes dos microrganismos-alvo
Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 700698, Listeria innocua ATCC
33090 e Escherichia coli ATCC 25922 em caldo BHI (1%) a 37 °C por 24 horas. Para controle
positivo, foram utilizados vancomicina para S. aureus € ampicilina para E. coli (NCCLS, 2003). As
ativagdes de cada cepa foram transferidas, com auxilio de seringas estéreis, para microtubos. Os
microtubos foram centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada cepa foi
filtrado em membrana de microporos (0,22 um) e os filtrados foram armazenados a -20 °C. Em
seguida, conforme a metodologia de difusdao em agar utilizada por Tagg e McGiven (1971), o agar
SNA (Soft Nutrient Agar), feito a partir de agar bacterioldgico e agar nutriente, com adicdo de 1%
(v/v) do microrganismo alvo foi vertido em placas de Petri. Apds solidificar, foram feitos furos de
aproximadamente 8 mm de didmetro com o auxilio de tubos de Durhan previamente esterilizados.
Posteriormente, adicionou-se ao furo aproximadamente 50 uL do sobrenadante livre de células da
estirpe de Bacillus a ser testada. Depois de 24 horas de incubagdo a 37 °C, os halos de inibi¢ao foram
medidos.

Na analise de antioxidantes, o método utilizado foi descrito por Yen e Chen (1995). Foram
adicionados 0,5 mL da cultura ativada, juntamente com 3 mL da solu¢ao de DPPH (0,1 mmol/L, em
etanol) em um tubo de ensaio esterilizado. Incubou-se por 30 minutos a temperatura ambiente na
auséncia de luz. A absorbancia foi medida a 517 nm em espectofotdmetro (Global Trade Tecnology,
China). Acido ascorbico (200 ppm) foi utilizado como controle positivo e a atividade de eliminagio

dos radicais livres foi calculada a partir da inibi¢ao, de acordo com a Equacao 1:

A —A
%(Inlblcao) — ( branco amostra) x100 (Eq 1)

Aamostra

Onde A= absorbancia, Apranco= absorbancia do branco (solu¢do de DPPH com etanol) e

Aamostra= absorbancia da amostra.
Resultados e Discussao

As Figuras 1 e 2 exibem a capacidade de formagao de biofilme pelas culturas de Bacillus.

Conforme mostrado nas Figuras 1 e 2, todas as cepas testadas com excecao de B. cereus 10
(3) foram capazes de formar biofilme em repouso. No entanto, a capacidade de formacao de biofilme
das mesmas culturas cultivadas sob agitacdo foi inferior. No ensaio em repouso, as estirpes B.
licheniformis 7(3), B. proteolyticus PAl 4(1) e B. subtilis 24(2) e 17 (v3) se destacaram com uma

capacidade de formacdo de biofilme intermedidria. J& no ensaio sob agitacdo, as estirpes de B.
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velezensis 4(2) e B. cereus 10(3) apresentaram maior capacidade de formacdo de biofilme. A
capacidade de formagdo de biofilme de Bacillus spp. isolados de ambiente lacteo ja haviam sido
destacados por Ostrov et al. (2019) que evidenciou as diferengas genéticas entre espécies lacteas e

espécies ndo-lacteas como fator determinante para formacgao robusta de biofilme.

Figura 1 - Capacidade de formagao de biofilme de estirpes de Bacillus cultivadas em repouso e sob
agitacao

1,200
1,000
0,800
0,600

0,400
- | I BIR[ 1 1
0,000

ipsdvl 11wl MOI14  10(3)  7(3) 79wl paid(l) pails  4(2)  BEWL 1T(V3)  24(2)
(v3)

L ] L J L ]\ J L J L J
T | 1 T 1 T

B. amyloliguefaciens B. cereus B. ligueniformis ~ B. proteoiyticus B. velezensis B. subtilis

0.0, (590 nm)

Fonte: Dos autores, 2020.
Legenda: Culturas ativadas em repouso: cinza escuro; Culturas ativadas sob agitac@o: cinza claro.

Figura 2 - Classificacao de estirpes de Bacillus quanto a capacidade de formacgao de biofilme quando
incubadas em repouso e sob agitacao
Espécies Agitacio

B. amyloliquefaciens

B. cereus

B. licheniformis

B. proteolyticus

B. velezensis

86 V1
17 (V3)

B. subtilis

Fonte: Dos autores, 2020.
Legenda: Nio aderente:  ; Fracamente aderente:l] ; Moderadamente aderente: | B

Apesar dos resultados obtidos indicarem formagao de biofilme pelos isolados de Bacillus, a
grande diferenca entre os testes sem agitagdo e com agitagao pode estar relacionada a metodologia

que nado utilizou culturas com concentragdo de células padronizadas. Hussain e Oh (2017) fizeram
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uso do método colorimétrico. No entanto, estes autores padronizaram o inoculo para 3x10® UFC/ mL.
Esse fator pode ter sido determinante para diferenca entre os resultados obtidos.
Além da capacidade de formacao de biofilme, as estirpes de Bacillus foram avaliadas quanto

a producdo de EPS (Figuras 3 ¢ 4).

Figura 3 - Classifica¢do das estirpes de Bacillus quanto a produ¢do de EPS

Espécies Estirpes Producio
de EPS
B. ips4 vl
amyloliquefaciens 11 vl
B. cereus MOI 14
10 (3)
B. 73)
licheniformis 79 vl
B. pai4 (1)
proteolyticus pai 15
(v3)
B. velezensis 4(2)
86 vl
B. subtilis 17v3
24 (2)

Fonte: Dos autores, 2020.
Legenda: Produziu EPS:M; Nio produziu EPS: Il

Figura 4 - Formagao de colonias brancas e gomosas por B. amyloliquefaciens IPS4 (v1) caracteristicas
da produgao de EPS

Fonte: Dos autores, 2020.
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Os resultados do teste de difusdo em &4gar mostraram que nenhuma cepa teve acdo
antimicrobiana contra E. coli e S. aureus. Apenas a cepa 11 (v1) apresentou atividade antimicrobiana
contra L. innocua ¢ S. Enteritidis. A média dos halos de inibicdo de 11 (v1) contra L. innocua foi de
0,7 mm, enquanto a média de inibi¢ao da mesma cepa contra S. Enteritidis foi de 0,9 mm. A Figura

5 exibe os halos de inibigao.

Figura 5 - Atividade antimicrobiana de B. amyloliquefaciens 11 (v1) contra patogenos

Fonte: Dos autores, 2020.
Legenda: A: Atividade de inibi¢@o de S. Enteritidis; B: Atividade de inibi¢ao de L. innocua.

A cepa 11 (v1) formou halos claros, como pode ser visto na Figura 5, representando baixa
inibi¢do contra S. Enteritidis, um resultado positivo. Yoshida et al. (2001) verificou que uma
linhagem pertencente a B. amyloliquefaciens tinha atividade antifngica e inibidora de algumas
bactérias fitopatogénicas. Stein (2005) determinou que o potencial de uma certa linhagem de B.
subtilis para a sintese de antimicrobianos ¢ comparavel com B. amyloliquefaciens, sendo 7,5% do
genoma dedicado a produgao de antimicrobianos.

Os microrganismos utilizam consideravel energia para o desenvolvimento de mecanismos
antimicrobianos e sintese de peptideos de defesa, porém ainda nao esta claro como o desenvolvimento
destes compostos afetam as comunidades microbianas (RILEY; WERTZ, 2002). Deste modo, os
peptideos antimicrobianos podem ter uma relagdo direta com a defesa e prevencdo de invasdo por
outras espécies de microrganismos dentro do nicho ocupado ou limitando o avanco de células
vizinhas. A mediagdo do sistema quorum-sensing tem um papel adicional na possivel explicagdo
destes mecanismos para bactérias Gram-positivas (MILLER; BASSLER, 2001). No entanto, ha
poucos relatos sobre o efeito da competi¢do microbiana na ativacdo da sintese de bacteriocinas por

bactérias do género Bacillus (PEREZ, 2014).
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Os resultados da andlise de determinagdo da atividade antioxidante dos isolados podem ser
vistos na Tabela 1.

A aplicagdo de bactérias probioticas com atividade antioxidante nos alimentos aumenta a sua
atividade biologica e sua qualidade, bem como o seu shelf-life (NEDELCHEVA et al., 2010). O
DPPH tem sido amplamente utilizado como um gerador de radical livie (COTELLE et al., 1996)
sendo um reagente util para investigar a atividade de captura de radicais livres dos compostos (DUAN
3+

et al., 2006). O ensaio do poder redutor ¢ baseado na capacidade de um composto para reduzir o Fe

para a forma Fe?* (POWNALL; UDENIGWE; ALUKO, 2010). Dessa forma, a capacidade redutora

dos Bacillus indica que estes podem atuar como doadores de elétrons, reduzindo os intermedidrios

oxidados nos processos de peroxidacdo lipidica (ZHU; ZHOU; QIAN, 2006).

Tabela 1 - Resultados do teste com DPPH

Espécie Amostra Me¢dia de absorbancia % Inibicdo DPPH
(517 nm)

Branco 1.950 -

Controle 1.816 7
B.cereus MOI 14 (3) 1.576 24
B. cereus 11vl 1.609 21
B. subtilis 4(2) 1.743 12
B. subtilis 24 (2) 1.602 22
B. proteolyticus 17 v3 1.656 18
B. proteolyticus 86 vl 1.879 4
B.amyloliquefaciens 10 (3) 1.669 17
B.amyloliquefaciens PAI 15 (v3) 1.611 21
B.velezensis 79 vl 1.680 16
B. velezensis PAT 4 (1) 1.602 22
B. licheniformis PS4 vl 1.884 4
B. licheniformis 73) 1.608 21

Fonte: Dos autores, 2020.

Elshaghabee (2017) relatou em seu estudo que diversas cepas de Bacillus foram selecionadas
quanto as suas potenciais funcionalidades probidticas, em diversos modelos in vitro e in vivo. Além

de qualificar os valores de referéncia obrigatérios para um candidato a probiodtico; Bacillus spp.
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oferece maior tolerdncia ao 4acido e melhor estabilidade durante o processamento térmico e

armazenamento em baixa temperatura (BADER; ALBIN; STAHL, 2012).
Conclusio

O trabalho demonstrou que as estirpes de Bacillus isoladas de leite UHT possuem potencial
biotecnoldgico, visto que foram capazes de formar biofilme sob agitacdo e em repouso, produziram
EPS e apresentaram atividade antimicrobiana e antioxidante, além de atividade amilolitica e
proteolitica. Dentre as estirpes analisadas, B. amyloliquefaciens 11 (v1) se mostrou mais promissora
quanto ao potencial biotecnoldgico. No entanto, sdo necessarios mais estudos para afirmar a utilizagao

industrial dessas espécies.
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Capitulo 3

Avaliacio da cor e textura de doce elaborado com casca de maracuja (Passiflora cincinnata)

Beatriz Megume Rodrigues Matsuki''; Isabela Rosa Rocha Machado'; Marco Ferreira dos Santos';
Cristiane Oliveira Correia'; Igor Viana Brandi?; Milton Nobel Cano Chauca?

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de doces adicionados de farinha da casca
do maracuja do mato (Passiflora cincinnata) e sua avaliagdo de cor e textura. Os doces foram
elaborados utilizando as formulag¢des de 0%, 10%, 15%, 20% e 25% de farinha da casca do maracuja
e concentrados até atingir 55 °Brix exceto a formulagdo de 0% que foi 65 °Brix. Foram realizadas
analises instrumentais da cor e textura. Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) através do programa R-STUDIO, com 5 formulagdes e 3 repetigdes.
Os resultados indicaram que os doces apresentaram textura macia (na faixa de 1,0 a 5,0 N). As
formulacdes F2, F3 e F4, resultaram em textura mais macia, quando comparados com produtos
existentes no mercado, sendo que a formulagdo F5 obteve o maior valor de forga de corte (5,28 N) o
que significa textura mais firme. Para a andlise de cor, o pardmetro L* resultou em tonalidade clara
conforme a adi¢do da farinha nas formulagdes, enquanto a* e b* apresentaram cor verde e vermelho,
respectivamente. Concluiu-se que os doces elaborados utilizando farinha da casca do maracuja do
mato apresentaram textura e cor adequada, sendo uma boa alternativa para agregar maior valor ao

produto.

Palavras-chave: Farinha enriquecida. Maracuja do mato. Produtos funcionais. Residuo de fruta.

Introducao

O maracuja ¢ um fruto cultivado em paises de clima tropical e subtropical, produzido pelas

plantas do género Passiflora, pertencente a familia Passifloraceae. Calcula-se que o género
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Passiflora apresenta cerca de 500 espécies catalogadas, sendo 150 delas nativas do territorio
brasileiro (BARROS et al., 2018; JESUS; FALEIRO, 2016).

O Brasil ¢ considerado o maior produtor mundial de maracuja. Em 2018 o pais produziu cerca
de 1 milhdo de toneladas. A fruta ¢ utilizada na producdo de sucos e consumida “in natura”. Em
menor escala, ela também ¢ utilizada na elaboragdo de doces, bolos, geléias, cosméticos,
medicamentos, etc (ABRAFRUTAS, 2019).

Além das espécies cultivaveis no Brasil, ha também as espécies de maracuja silvestre, que sao
aquelas que nascem e reproduzem de maneira espontanea na natureza. Dentre essas espécies destaca-
se a Passiflora cincinnata, conhecida popularmente como maracuja do mato, maracuja do Cerrado,
maracuja da caatinga ou maracuja mochila, maracuja tubardo, maracuja de vaqueiro, maracuja brabo,
maracuja boi, maracuja da casca verde (FALEIRO; JESUS, 2016). Nativo dos biomas Caatinga ¢
Cerrado, o maracuja do mato ¢ abundantemente encontrado nos estados da Bahia, Goids e Minas
Gerais e contribui para a geragcdo de emprego e renda dessas regides, ja que os frutos excedentes sao
comercializados em feiras livres e cooperativas, para fins industriais, alimenticio ou farmacéutico.

Apoés a elaboracdo dos produtos oriundos da polpa do maracujd, restam as cascas e as
sementes, residuos que, quando ndo descartados, tornam-se subprodutos utilizados como fonte de
adubo para as plantas ou como ragdo destinada aos animais (SOARES et al., 2013). A casca do
maracuja pode ainda ser utilizada como fonte para desenvolvimento de novos produtos como doces,
geleias, barras de cereais, paes, biscoitos € massas alimenticias, visto que € rica em pectina, ferro,
fibras, minerais e niacina, além de contribuir para agregar valor nutricional a outros alimentos (DIAS,
2016). A farinha da casca do maracujé na alimentacdo humana também contribui para o controle ou
prevencao de doencas relacionadas a anemia, colesterol, glicemia e para o crescimento e produgdo de
hormonios, fortalecimento dos ossos, etc (PITA, 2012).

A producgdo de doces utilizando a polpa e farinha apresenta-se como uma alternativa vidvel,
dado que o processo de fabricagdo ¢ simples e de baixo custo e, quando realizado adequadamente,
pode resultar em um produto de boa qualidade, com beneficios para a satide dos consumidores devido
ao teor de fibras que apresentam. Além disso, considera-se também a sua relevancia social e
econOmica, tendo em vista a gera¢ao de renda e emprego na agricultura familiar e o aproveitamento
do residuo como matéria-prima (DIAS, 2016).

O doce em pasta ¢ um produto obtido a partir do processamento das partes comestiveis dos
vegetais, adicionado agucar, com ou sem adicdo de agua, pectina, ajuste do pH e outros aditivos
permitidos até a concentragdo adequada. Porém, pode ser acrescido de suco de frutas, mel de abelha,

ervas e especiarias, como ingredientes opcionais na elaboragdo do produto (LOVATTO, 2016).
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As frutas agregam sabor, cor ¢ aroma ao doce. Essa forma de conservagdo ¢ muito utilizada no
Brasil, principalmente na elaboragdo da bananada, goiabada, marmelada, pessegada, figada, etc
(FRIAS, 2009; GAVA; DA SILVA, 2009).

Segundo Torrezan (2015) e Lovatto (2016), a pectina ¢ a substancia que da a consisténcia
gelatinosa e pode ser adicionada em quantidade que possibilite a compensacgao da deficiéncia dos
ingredientes em substancias pécticas dos vegetais basicos e acrescida no final do processo, evitando
o efeito de ruptura das cadeias de galacturdnico. O agtcar, além de adogar, contribui para a formacgao
do gel. E o acido tem por finalidade promover o nivel de acidez necessario para que ocorra a
geleificagdo, realcando o aroma natural da fruta.

O doce podera apresentar consisténcia cremosa, pastosa ou de corte. Pode ser classificado
como simples, quando utilizado apenas uma categoria de polpa ou misto quando ¢ acrescentado de
um tipo de polpa O processo de fabricagdo ¢ idéntico, diferenciando um do outro na concentracao de
solidos soluveis (°Brix) ou na adi¢do de alguns alimentos (CARNEIRO; BEZERRA; GUEDES,
2009).

Segundo Lovatto (2016), o doce deve conter uma mistura de no minimo 50 partes dos
ingredientes vegetais da fruta mais 50 partes em peso dos agucares, ou seja, propor¢ao de 50:50polpa:
acucar. As proporgdes fixadas por estes padrdes, sdo baseadas em teor normal do Brix das frutas "in
natura". A propor¢ao minima de cada ingrediente vegetal serd de 20% sobre o total dos ingredientes
vegetais, quando participar mais de um vegetal na composi¢ao do produto.

O processo ¢ tempo de coccao dependerdo de variaveis como o tamanho do recipiente
utilizado no preparo, quantidade da mistura processada e temperatura, considerando que o tempo ¢
um parametro relevante, visto que podera influenciar em caracteristicas sensoriais e tecnologicas do
produto final (GAVA, 1977).

Para que a casca do maracuja seja utilizada na elaboragdo de doces com éxito deve, além de
sua seguranga absoluta, apresentem caracteristicas sensoriais adequadas, com qualidade semelhante
aos doces tradicionais. A unica forma de se avaliar a qualidade é pela analise da cor e textura ¢
preciso se realizar estudos que permitam o conhecimento prévio das concentragdes da farinha a serem
utilizadas e suas consisténcias resultantes (ALMEIDA et al., 2009).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de doce adicionado da

farinha da casca do maracuja do mato (Passiflora cincinnata) e sua caracterizagdo de cor e textura.
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Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Tecnologia de Produtos Vegetais do Instituto

de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG).

Matéria-prima

Os maracujas do mato foram adquiridos no mercado local de Montes Claros, em outubro de
2018 (época de safra do fruto na regido), provenientes da regido rural do municipio de Montes Claros.
Os frutos foram selecionados conforme a aparéncia e grau de maturacdo, definidos pela coloracao
amarela da casca. Em seguida higienizados em 3 etapas a primeira lavagem em agua corrente, para
retirada de sujidade. A segunda em imersdo em solucao clorada 50 PPM de cloro ativo por 20 minutos
e a terceira lavagem em agua corrente, para retirada do excesso de cloro. Logo ap6s foram cortados
e despolpados mediante uso de uma despolpadeira industrial, envasados em sacos plasticos e

congelados para uso posterior na elaboracio dos doces.

Figura 1 - Fluxograma do processo para obtengao da polpa e farinha para elaboragao dos doces
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Para obtencdo da farinha, as cascas obtidas do despolpamento foram desidratadas em secador
de bandejas a 65°C até atingir a umidade de 10% (aproximadamente 24 horas). Apods o resfriamento,
as cascas foram trituradas em liquidificador, peneiradas e armazenadas em potes de vidros até sua
utilizacao na formulagdo dos doces. A Figura 1 acima representa as etapas do processamento para

obten¢ao da polpa e farinha para elaboracdo do doce de maracuja do mato.
Elaboracgdo do doce

Na elaboragdo do doce foi utilizada uma relacao polpa: agticar de 50:50 e cinco formulagdes
(F1, F2, F3, F4 e F5) nas concentragoes de 0%, 10%, 15%, 20% e 25% de farinha, respectivamente.
A formulagdo F1 foi adicionada 0,5% de pectina e ndo sofreu adi¢ao de farinha (Figura 2).

Os ingredientes foram pesados e adicionados em uma panela de ago inoxidavel sob
aquecimento e agitacdo manual, concentrados até °Brix desejado na concentragdo final, sendo 65
°Brix para a formulagdo 0% e 55 °Brix para as demais formulagdes adicionadas de farinha e apo6s
isso, foram acondicionados em embalagens plasticas e armazenados para posteriores analises da cor
e textura.

Figura 2 - Fluxograma da elaboragdo do doce de maracuja do mato
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Fonte: Dos autores, 2019.

Para a determinagdo das concentragdes de farinha na elaboracdo do doce foram realizados

testes preliminares nas concentragdes de 3,6%, 5,0%, 7,0%, 8,6%, 10,7%, 14,3%, 17,9%; 21,4%;
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25,0%, 28,6%. O doce elaborado na concentra¢dao de 28,6% resultou em um produto com textura
muito firme e aparéncia comprometida, pela qual optou-se por utilizar concentragdes abaixo deste
valor e em concentragdes variadas, desde que ndo comprometesse a aparéncia e textura do doce.

Logo, foram escolhidas as concentracoes 0%, 10%, 15%, 20% e 25%.
Andlises fisicas
Analises da Cor

Os parametros de cor foram mensurados em colorimetro marca Konica Minolta (modelo KM
— CR - 400), na escala CIELab, avaliando as coordenadas L*, a* e b*, em que o L* varia entre 0
(totalmente preto) e 100 (totalmente branco), a* do verde (-) ao vermelho (+); b* do azul (-) ao
amarelo (+). Para cada doce e em cada um dos frascos foram realizadas trés medi¢des de cor.
Analise da Textura

A andlise de dureza foi realizada utilizando um penetrometro (modelo PTR-300 Instrutherme)
uma probe cilindrica de 1,0 cm de didmetro. As amostras foram submetidas ao equipamento em
triplicata e a forca de penetragdo foi medida em Newton.
Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco
formulacdes e 3 repeti¢des. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando a analise de

Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para compara¢do de médias, ao nivel de significancia de 5%.

O programa utilizado foi o SISVAR versao 5.6 ¢ R-STUDIO.
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Resultados e Discussao

Analises fisicas

Cor

A Tabela 1 apresenta os parametros de L*, a* e b* do doce de maracuja do mato. Para ao
parametro L*, indica que houve aumento da tonalidade clara conforme o aumento das concentragdes
de farinha. Para o parametro a*, F1 apresentou maior cor verde enquanto F5 apresentou cor levemente
vermelha. Ja no pardmetro b*, as formula¢des de cor amarela foram intensificadas de acordo com a
adicao de farinha.

Nessa mesma Tabela 1, Para L* (luminosidade) verifica-se que a maior concentragao de
farinha corresponde menor escurecimento dos doces, onde os resultados variaram de 29,93 para F1 e
38,26 para F5. Isso pode estar associado a quantidade de sélidos soluveis presentes no produto, como
descrito por Moro et al. (2013), em que produtos com teor reduzido de sélidos soliveis apresentam
tendéncia a coloragdo mais clara.

De acordo com Albuquerque (1997), durante a cocgdo, ha formagao de produtos derivados de
reacOes enzimaticas e ndo enzimaticas (reagao de Maillard, oxidagdo de vitaminas, carameliza¢do),

as quais sao influenciadas pela fruta e por condi¢des de processamento e formulagao.

Tabela 1 — Avalia¢do da cor da cor dos doces elaborados com casca de maracuja

Formulagdes L* a* b*
F1 29.934 -1.294 3.57°¢
F2 34.65°¢ -0.71°¢ 7.95°
F3 35.66° -0.31° 8.90
F4 36.36° -0.67°¢ 12.35%
F5 38.26° 0.182 12.66 2

Fonte: Dos autores, 2019.

Legenda: F1: formulagdo com 0% de farinha da casca do maracuja; F2: 10% de farinha; F3: 15% de farinha; F4: 20% de
farinha; F5: 25% de farinha.

Nota: Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de
significancia.

Policarpo ef al. (2003) afirmaram que durante o cozimento ocorre um escurecimento devido

a oxidacao dos pigmentos, principalmente devido a altas temperaturas. Ocorre também um certo grau
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de caramelizacdo devido ao tempo de cozimento e presenca de aclcares redutores
(TORREZAN et al., 2000). Os resultados do presente trabalho sdo similares aos encontrados por
Feij6 (2014), analisando doces de p€ssego com diferentes concentracdes de polpa:agucar encontraram
valores de L* entre 21,40 para a menor concentragdo e 27,86 para maior concentracao.

Nota-se (Tabela 1), em relagdo ao parametro a*, que o doce elaborado na F1 alcangou o menor
valor (-1,29), o que significa maior tonalidade da cor verde, enquanto a F5 correspondeu ao maior
valor (0,18) o que significa uma leve tendéncia para cor vermelha. Ja o parametro b*, evidencia que,
os doces com adicao da farinha, resultaram em maior intensidade da cor amarela, o que pode ser
explicado pela presenca de carotenoides na farinha da casca do maracuja. Oliveira et al. (2009), a
partir da andlise de doces elaborados com adi¢do de albedo da casca do maracuja-amarelo,
observaram que os parametros a* e b* aumentaram em fungao ao teor de albedo o que resultou em
tendéncia para vermelho e amarelo. Relataram ainda que o doce adicionado da casca apresentou

diminui¢do na intensidade da cor amarela e aumento do vermelho.
Textura

A Tabela 2 apresenta os resultados da analise fisica de textura do doce de maracuja do mato.
A formula¢do F5 obteve o maior valor de forca de corte, o que significa textura mais firme,
evidenciando que a adi¢ao de farinha influenciou no resultado encontrado. As formulagdes F2, F3 e

F4, resultaram em textura macia, quando comparados com produtos existentes no mercado.

Tabela 2 - Caracterizagao fisica de textura dos doces formulados com casca de maracuja

Formulagdes Textura (N)
F1 0.29 ¢
F2 1.43°
F3 1.48°
F4 1.77°
F5 5.28%

Fonte: Dos autores, 2019.

Legenda: F1: formulagdo com 0% de farinha da casca do maracuja; F2: 10% de farinha; F3: 15% de farinha; F4: 20% de
farinha; F5: 25% de farinha.

Nota: Médias seguidas pelas letras na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

O S]MEAL] ........................................................... - 48




1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0
Volume 1 - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

Na tabela 2, as maiores médias da textura (firmeza) foram observadas na formulacdo 4 e 5,
neste caso, a adi¢ao de maior teor de farinha contribuiu para o aumento desses parametros. O que se
pode afirmar que os doces elaborados com as formulagdes F4 e F5 seria os mais adequados dado que,
os doces com maior quantidade de farinha apresentam mais beneficios para a saude devidos a que
resultam em maior teor de fibras. As variagdes nos valores de firmeza indicam diferengas na estrutura
do gel do produto, devido a variabilidade nas formula¢des e métodos de processamento de cada
produto, tendo em vista que a formacao do gel e suas caracteristicas finais estdo diretamente
relacionadas ao teor de sélidos soluveis, pectina, acido e polpa.

Oliveira et al. (2009) analisando textura em doce de banana elaborado com adigdo da casca,
encontraram resultados entre 5,57 e 6,57 N, sendo esses valores similares ao encontrado na

formula¢ao F5 desse trabalho.
Conclusao

A partir do trabalho verifica-se que ¢ possivel a elaboragao de doces aproveitando a casca do
maracuja do mato. A adi¢do da farinha resultou em um produto com boa textura e cor adequada,
podendo ser uma alternativa de geracdo de emprego e renda, tendo em vista o seu potencial de
mercado. O doce elaborado com casca de maracuja do mato deve continuar sendo pesquisado em sua
qualidade por ser uma boa alternativa de aproveitamento de residuos e de redug¢do da poluicao do

meio ambiente.
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Capitulo 4

Avaliacao de diferentes processos de conducio para producio de cachaca: Estudo aplicado
em Santo Anténio da Patrulha — RS, cidade gatcha da cachacga

Marcos Vinicius Gust Gund*!; Ronan Ribeiro Costa Junior?; Carlos Roberto de Menezes Peixoto’;
Fernanda Arnhold Pagnussatt*

Resumo

A cachaga se destaca por ser uma bebida tipicamente brasileira, sendo a segunda bebida alcoolica
mais consumida no pais e o terceiro destilado mais consumido no mundo. Em Santo Antdnio da
Patrulha/RS, conhecida como a cidade gatcha da cachaca, a produgdo ¢ feita de modo artesanal,
preservando a tradigdo. Todavia, pequenas modificagdes visando a melhoria do processo sempre
podem ocorrer. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar um processo biotecnoldgico para a
producdo de cachaga. Para isso, o processo foi conduzido no modo descontinuo e descontinuo
alimentado, aplicado o processo de recuperagdo e purificagdo do mosto fermentado e avaliado o seu
comportamento cinético. O processo biotecnoldgico foi dividido em trés etapas: 1) preparo do meio
de cultivo e da levedura, 2) fermentagdo propriamente dita e 3) recuperagdo e destilagdo da cachaca.
A cinética foi acompanhada através das andlises de concentragdo de substrato e etanol, que permitiu
a determinacao do rendimento, eficiéncia e produtividade de ambos os processos fermentativos. O
sistema descontinuo apresentou valores quanto a producao de alcool de 45,26 g/L, produtividade 2,06
g/L.h, fator de conversdo de substrato em produto 0,41 g/g e eficiéncia de 80%. Para o sistema
descontinuo alimentado, a producdo de alcool foi de 47,83 g/L, produtividade 2,17 g/L.h, fator de
conversao de substrato em produto 0,41 g/g e eficiéncia de 80%. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel concluir que os parametros de qualidade estdo de acordo com a legislagao. Além disso, o
processo descontinuo alimentado foi mais indicado para a producdo dessa bebida, pelo fato de ter

apresentado maior produgdo de etanol.

Palavras-chave: Aguardente de cana-de-acucar. Biotecnologia. Processos fermentativos.
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Introducio

A cachacga é uma das bebidas alcoolicas mais conhecidas e consumidas no Brasil. Atualmente
vem ganhando espaco no mercado interno e externo devido a crescente melhoria na qualidade do
produto final, fazendo com que esta bebida se transformasse no terceiro destilado mais consumido no
mundo. Atras somente da bebida coreana Soju (destilado de arroz) e da vodka (CBRC, 2019). Este
produto ¢ considerado tipicamente brasileiro, sendo uma bebida exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduagao alcodlica de 38% a 48% em volume a 20 °C, obtida pelo processo
de destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agticar, com caracteristicas sensoriais tipicas,
podendo ser adicionada até 6 g/L. de agucares (BRASIL, 2005a).

Segundo o Centro Brasileiro de Referéncia da Cachaca (2019), o Brasil conta com
participacdo de 30.000 produtores, sendo que destes, 70% produzem cachaga de coluna ou industrial
e 30%, cachaca de alambique ou artesanal. Deste percentual, somente 0,5 a 1% de toda producao
anual ¢ voltada para a exportagdo, onde o restante ¢ comercializado e consumido no mercado interno.
Embora o seu volume de exportacdo ainda esta aquém do seu real potencial, a cachaca possui
representatividade no cendrio internacional, sendo que seus principais mercados no ano de 2019
foram os Estados Unidos, Paraguai, Alemanha e Italia, segundo o Instituto Brasileiro da Cachaca
(IBRAC, 2019).

O processo de fabricagdo de cachaca artesanal ¢ simples (Figura 1). No entanto, a bebida
necessita de estudos aprofundados sobre a sua cadeia produtiva, para que assim possam surgir
técnicas, alternativas de processamento e ainda, o aperfeigoamento dos produtores artesanais, gerando
um maior controle de qualidade e de padronizacdo desta bebida, conforme a legislagdo vigente no
pais (MIRANDA et al., 2007). Uma das regides produtoras de cachaga artesanal no Brasil é o
municipio de Santo Antdnio da Patrulha — RS. De origem agoriana, os produtores rurais
gradativamente foram solidificando a agricultura familiar e impulsionando a economia da regido com
o cultivo de cana-de-agucar e seus derivados.

Durante toda a cadeia produtiva da bebida, varios fatores podem afetar a qualidade do produto
final, como, por exemplo: matéria-prima, microrganismo (levedura), nutrientes, formas de conducao
do processo e boas praticas de fabricacao (BPF). Além disso, por ser desenvolvida em todo o territorio
brasileiro, deve ser levada em considera¢dao a biodiversidade das regides produtoras, fazendo com
que a bebida tenha caracteristicas sensoriais distintas quanto ao aroma e sabor (LIMA, 2001a).

Nesse sentido, apesar do crescimento internacional do mercado deste produto e a ampliagado

de sua aceitabilidade pelas diversas classes sociais no Brasil, os pequenos e médios produtores de
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cachaca artesanal possuem grande desafio ao expandir o seu nicho de mercado. Uma vez que ficam
alocados em um mercado mais restrito, faz-se necessario o desenvolvimento de alternativas, visando
a qualidade do produto, com o intuito de gerar valor agregado ou aplicar esfor¢os para a criagao de
um produto diferenciado para que assim, possam competir com as grandes empresas produtoras desta

bebida.

Figura 1 - Fluxograma do processo de producdo de cachaca

Cana-de-agucar

Moagem —> Bagaco
Caldo-de-cana
A
Filtragdo/Decantagdo
In6culo —» Fermentacao
Vinho
A
Sedimentacdo — Inoculo
Vinho clarificado
Cabeca — )
¢ Destilagdo —> Vinhaca
Cauda
Padronizagao
Produto

Fonte: Dos autores, 2021.

Dessa forma, a proposta do trabalho foi estudar diferentes formas de condugio do processo
fermentativo, visando aumentar a produtividade, melhorar a qualidade e obter um produto dentro dos
padrdes de comercializagdo estabelecidos pela legislagdo brasileira. Além disso, espera-se contribuir

com os produtores agroindustriais da regido de Santo Antonio da Patrulha — RS, agregando valor ao
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produto final tipico da regido e fornecendo alternativas para a maior valorizagdo desta bebida

tradicionalmente brasileira.
Material e Métodos

A producdo da cachaga foi realizada em biorreatores de 4,0 litros, onde foram analisadas a
influéncia sobre a forma de conducdao do processo, recuperacdo e purificacdo do etanol apds o
processo fermentativo.

O caldo de cana-de-agucar foi fornecido por um produtor rural de Santo Antonio da Patrulha
— RS, municipio conhecido pela produgdo e tradi¢do da cachaga. O fuba de milho e o fermento
biologico prensado resfriado (Fleischmann) contendo a levedura Saccharomyces cerevisiae foram
adquiridos no comércio local. Os reagentes utilizados no processo fermentativo foram sulfato de
zinco heptahidratado P.A. (Alphatec), sulfato de manganés monohidratado (Synth), superfosfato
triplo granulado (Yara Brasil Fertilizantes S.A).

O preparo do mosto foi iniciado com a filtragdo do caldo de cana-de-aglicar através de uma
peneira de malha fina com didmetro de 20 cm, antes do procedimento de corre¢do do pH, que segundo
Mutton e Mutton (2010) deve se encontrar na faixa de 4,0 a 5,0, uma vez que interferentes podem
influenciar neste parametro fisico-quimico. Em seguida, o caldo de cana-de-actcar foi diluido com
agua destilada em fragdes, para obtengdo da concentragdo de so6lidos soluveis de 5 °Brix, 7 °Brix e
10 °Brix, utilizados na etapa de preparo do indculo.

Na etapa de produgdo da cachaga, o caldo de cana apresentou uma concentragao de solidos
soluveis de 14 °Brix. Além disso, o mosto foi adicionado de: 0,5 g/L de sulfato de zinco, 0,2 g/L de
sulfato de manganés, 0,5 g/L de superfosfato triplo e 5,0 g/L de fuba de milho, seguindo os padrdes
recomendados no estudo desenvolvido por Peixoto et al. (2016).

O preparo do inéculo deu-se através da propagacdo do microrganismo nos proprios
biorreatores, sendo erlenmeyers com capacidade de volume de 5 L. Nesse sentido, foi adicionado 80
mL de caldo de cana-de-agucar diluido a 5 °Brix em 80 g de fermento bioldgico prensado resfriado,
deixando a mistura no biorreator em banho-maria a 30 °C por 30 min até ser observado o crescimento
exponencial da levedura. Posteriormente foi adicionado 160 mL do caldo a 7 °Brix, deixando-o por
mais 30 min com o intuito de ocasionar a multiplicacao celular. Por fim, adicionou-se mais 240 mL
do caldo a 10 °Brix deixando-o por mais 30 min.

Ap0s as etapas de preparo do indculo e do mosto, foi possivel iniciar a producdo de etanol

utilizando o processo fermentativo submerso conduzido no modo descontinuo e descontinuo
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alimentado, sem agitagdo e com controle da temperatura a 30 °C. Para a conducdo do processo no
modo descontinuo, o indculo foi colocado no biorreator em conjunto com o volume total de mosto,
no teor de solidos soluveis de 14 °Brix. O biorreator foi mantido aberto durante 30 min, permitindo a
adaptagdao da levedura. Em seguida, o biorreator foi fechado, iniciando assim a conversao dos
acucares diretamente fermentesciveis em etanol.

Jé& para o processo descontinuo alimentado, o indculo foi colocado no biorreator e o mosto foi
adicionado de forma intermitente, a cada 30 min, sendo que cada alimentagdo continha um volume
de 800 mL, totalizando um tempo de enchimento dos biorreatores de 5 horas (BORGES, 2008). Apds
esse periodo, o processo passou a ser conduzido de forma descontinua.

O decréscimo do teor do °Brix foi acompanhado com leituras realizadas a cada duas horas
com o auxilio de um refratdmetro digital para ambos os processos fermentativos, sendo finalizado
quando nao houve o decaimento deste fator, obtendo-se assim, o vinho ou mosto fermentado. Vale
ressaltar que foram realizadas andlises dos vinhos obtidos ap6s os processos descontinuo e
descontinuo alimentado, quanto a concentracao de substrato e de etanol, que permitiu a determinagao
do rendimento, eficiéncia e produtividade de cada processo, identificando assim qual a melhor forma
de condugdo do processo fermentativo para a produgao de cachaca.

O teor alcoodlico do mosto fermentado foi calculado através da Equacdo 1 (CARVALHO;
CANILHA; SILVA, 2008).

_(Bi—-Bf)x4 (Eq. 1)
7,4

Onde:
Bi = Brix inicial (°Brix);

Bf = Brix final (°Brix).

A produgdo de etanol na fermentacdo foi calculada através da Equagdo 2 (CARVALHO;
CANILHA; SILVA, 2008).

P=Vxp (Eq. 2)

Onde:
V = volume formado de alcool no mosto fermentado (1 °GL = 10 mL de alcool/litro de vinho);

p=0,79 g/mL, sendo a densidade do alcool.
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O fator de conversdo de substrato em produto foi calculado através da Equacdo 3
(CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2008).

Pf —Pi

Eq. 3
Si—Sf (Fa.3)

Y(p/s) =

Onde:

Pf= concentragao final de etanol [g/L];
Pi = concentragao inicial de etanol [g/L];
St = concentragao final de agticares [g/L];

Si = concentracdo inicial de acucares [g/L].

A eficiéncia da fermentacdo foi calculada com base no rendimento obtido durante os
experimentos ¢ o rendimento tedrico de Gay-Lussac, de acordo com a Equacdo 4 (CARVALHO;
CANILHA; SILVA, 2008).

Y(p/s)

=——" 7 %100 Eq. 4
Y (tebrico) (Ea-9)

Onde:
Y (p/s) tedrico corresponde a 0,511 g de etanol/g de glicose.

A produtividade foi calculada conforme a Equagcdo 5 (CARVALHO; CANILHA; SILVA,
2008).

Q:Pf:H (Eq. 5)

Onde:
Pf = concentracao final de etanol [g/L];
Pi = concentragdo inicial de etanol [g/L].

t = tempo total de fermentacao [h].

Para ambos os processos fermentativos, realizou-se a etapa de recuperacdo do etanol, sem
decanta¢do no vinho apos a fermentagdo. Em seguida o etanol recuperado foi submetido ao processo
de destilagao, etapa também conhecida como purificagdo do bioproduto.

A destilacdo foi realizada em um sistema composto por baldo de fundo redondo de 5 L,

condensador e manta de aquecimento. Na montagem deste sistema, apos a adi¢gdo do mosto
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fermentado no baldo de fundo redondo, foi conectado o condensador acoplado de mangueiras para
circulagdo de agua e utilizado termOmetro para o acompanhamento da temperatura durante este
procedimento. Assim, o processo foi dividido em trés etapas, para a obtengdo das fragdes cabeca,
coragdo e cauda. Essas fragdes representam cerca de 10%, 80% e 10%, respectivamente, do volume
teorico total do produto (MUTTON; MUTTON, 2010). Cada etapa foi separada através da pesagem
de fragdes distintas em tempos diferentes no decorrer da destilagao.

O grau alcodlico foi determinado pelo método densimétrico (BRASIL, 2005b), baseado na
separacao do alcool por destilacdo da amostra e sua posterior quantificacdo de acordo com a
densidade relativa do destilado, a 20 °C. Dessa forma, o grau alcoolico foi obtido através da leitura

na tabela de grau alcodlico real (Densidade x Grau alcodlico), sendo expressa em %vol a 20 °C.
Resultados e Discussiao

No presente trabalho, diferentes formas de conducao do processo foram estudadas, visando
melhorar a produtividade e a qualidade da cachaca. Além disso, investigou-se a cinética referente a
cada processo fermentativo.

A matéria-prima obtida por um produtor da regido de Santo Anténio da Patrulha apresentou
uma concentragao de sélidos soluveis de 21 °Brix e pH de 5,5. Esses valores sdo condizentes com a
literatura para cana madura, com valores de pH entre 5,4 ¢ 5,8 e concentragdo de sélidos soluveis
superior a 18 °Brix (LIMA, 1999). Nestas condicdes, foi possivel iniciar o processo fermentativo.

A cachaca produzida foi elaborada com a mesma formulagdo operando no sistema descontinuo e
descontinuo alimentado. O tempo de duragdo do processo foi de 22 h. Os parametros: teor de s6lidos
soluveis (°Brix), teor alcoolico (°GL), produgdo (g/L mosto), produtividade (g/L.h), fator de
conversao de substrato em produto (YP/S) e eficiéncia da fermentacdo foram avaliados apds a
operacao de recuperagdo do bioproduto (sem decantacao do mosto fermentado) e estao apresentados
na Tabela 1.

A variacao do teor de solidos soluveis durante toda a fermentagao para o sistema descontinuo
foi de 14 a 3,4 °Brix. J& para o processo descontinuo alimentado o teor de sélidos soluveis ao final
da fermentagdo foi de 14 para 2,8 °Brix. Ao observar a Figura 2 foi possivel perceber que para o
sistema descontinuo alimentado, o teor de solidos soluveis permaneceu praticamente constante nas 5
primeiras horas, ocorrendo um leve decaimento de 11,2 a 9,8 °Brix sendo este o tempo de enchimento
do biorreator. Para o sistema descontinuo, neste mesmo intervalo de tempo, houve um decaimento do

°Brix de 13,2 para 7,5 °Brix, tendo assim um consumo maior de substrato. Essa assertiva refere-se ao
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fato de que ao adicionar o substrato de maneira gradual, ocorre uma melhor adaptacdo do
microrganismo ao meio, sendo menos agressiva ao seu desenvolvimento inicial, pois evita-se a

inibicao microbiana pelo excesso de substrato.

Tabela 1 - Cinética da fermentagdo para o processo descontinuo e descontinuo alimentado

Variaveis Biorreator Descontinuo Biorreator Descontinuo Alimentado

°Brix inicial 14 14
°Brix final 3.4 2.8
E (°GL) 5,73 6,05

P (g/L mosto) 45,26 47,83
Q (g/L.h) 2,06 2,17
Y (P/S) 0,41 0,41

E* 80,2 80,0

Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: E: teor alcdolico; P: producao de etanol; Q: produtividade; Y: fator de conversio; E*: eficiéncia de fermentagao.

Figura 2 - Acompanhamento do °Brix durante toda a fermentagdo para o processo descontinuo e
descontinuo alimentado de 4 L
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Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: Desc: Processo descontinuo; DescAl: Processo descontinuo alimentado.

A média dos valores encontrados para producdo de etanol foi de 45,26 g/L. de vinho para o

sistema descontinuo e 47,83 g/L para o sistema descontinuo alimentado. Ao analisar a Figura 3, pode-
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se observar que a producao de etanol no sistema descontinuo foi maior nas 5 primeiras horas quando
comparado com o descontinuo alimentado, onde este se manteve praticamente constante no mesmo
intervalo de tempo. Isso indica que o consumo de substrato (sacarose) para o sistema descontinuo
alimentado foi menor quando comparado com o sistema descontinuo e, como consequéncia,

ocasionou uma taxa menor de producgdo de etanol (GUIDINI, 2013).

Figura 3 - Produgdo de alcool durante a fermentacdo descontinua e descontinua alimentada de 4 L
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Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: Desc: Processo descontinuo; DescAl: Processo descontinuo alimentado.

Quanto ao fator de conversao de substrato em produto (Yp/s), foi encontrado um valor de 0,41
g/g, levando a uma eficiéncia de fermentagdo de aproximadamente 80% para ambos 0s processos
fermentativos. Esses valores foram iguais aos encontrados por Carvalho, Canilha e Silva (2008), que
obtiveram uma eficiéncia de fermentacao de 80,4% e um fator de conversdo de substrato em produto
de 0,41 g/g para fermentacao de mosto de caldo-de-cana para produgdo de cachaca. Ribeiro (2016)
encontrou resultado de 70,7% para fermento natural e 80,2% utilizando a levedura CA-11. Para
ambos os resultados, a fermentacdo ocorreu em mosto de caldo-de-cana, com processo conduzido em
batelada alimentada e com tempo de enchimento do biorreator de 2 horas. Sendo assim, os valores
encontrados no presente trabalho se mostraram pertinentes quando comparados com outros autores
da literatura cientifica.

A temperatura durante a fermentacdo foi acompanhada em banho-maria a 30 °C, sendo que,

durante o processo ocorreram algumas variagdes no perfil da temperatura (Figura 4). Mesmo
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ocorrendo essas variagdes, a faixa de temperatura permaneceu proxima aos valores considerados

como adequados para fermentacdes alcoodlicas, que sdo entre 25 e 35 °C (LIMA, 2001b).

Figura 4 - Comportamento da temperatura para o processo descontinuo e descontinuo alimentado
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Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: Desc: Processo descontinuo; DescAl: Processo descontinuo alimentado.

Conclusao

A cachaga produzida no presente estudo atendeu as especificagoes de qualidade estabelecidas pela
legislacdo brasileira para ambos os processos estudados.

A cinética da fermentacao dos processos permitiu obter resultados proximos para as duas formas
de condugdo estudadas quanto ao fator de conversao de substrato em produto, eficiéncia de
fermentacdo e produtividade. Todavia, o sistema descontinuo alimentado apresentou uma produgao
de etanol de 47,83 g/L enquanto que para o sistema descontinuo, o valor obtido para esse parametro
foi de 45,26 g/L.

Dessa forma, os estudos iniciais realizados neste trabalho indicaram que o processo descontinuo
alimentado ¢ a forma de conducdo mais apropriada para a produgdo da cachaga em escala industrial,

em funcao das caracteristicas desse processo biotecnologico.
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Capitulo 5

Avaliacio da estabilidade colorimétrica de pigmentos de Sphagneticola trilobata (Wedélia)
extraidos com dleo de Glycine max (soja)

Thais Rodrigues de Souza*'; Maria Christina Sid Carvalho'; Suely Pereira Freitas?

Resumo

O ¢6leo de soja € o Oleo vegetal mais consumido no Brasil. Por se tratar de um 6leo extraido com
solvente fossil, uma etapa de refino se faz necessaria por razdes de seguranga alimentar. Entretanto,
no refino grande parte dos compostos bioativos do 6leo sdo removidos. A Sphagneticola trilobata (L)
Pruski, conhecida como Wed¢lia, ¢ uma erva nativa do Brasil, cujos compostos j& foram relacionados
a tratamento fitoterapicos. A luteolina isolada de suas flores ¢ um flavonoide que além de apresentar
atividade biologica, ¢ um corante natural responsavel por conferir a cor amarelada a flor. Atualmente,
0 uso de corantes naturais vem assumindo uma posi¢ao relevante no processamento de alimentos,
devido aos beneficios associados a uma alimentagdo mais natural e também a correlagdao de alguns
corantes sintéticos com efeitos adversos a saude humana. Assim, neste trabalho avaliou-se o efeito
do método de secagem das flores de Wed¢lia na estabilidade colorimétrica do 6leo comercial de soja
contendo compostos lipossoluveis da flor, no sistema CIE L*a*b*. O processo foi conduzido por
imersdo, por 60 dias, das pinulas em 6leo de soja na propor¢ao 1:9 (m/m), respectivamente. Foram
utilizadas flores desidratadas por quatro técnicas de secagem. Para fins comparativos, uma amostra
contendo 6leo de soja puro foi usado como padrdo. Andlise por ANOVA de medidas repetidas e teste
Tuckey indicaram efeito significativo dos métodos de secagem das flores em todos os pontos no
espectro de cor das amostras. Entretanto, a desidratacdo a frio foi a inica que apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos quanto a distancia em relagdo ao padrdo. Este resultado indicou o
potencial do uso do pigmento da Wedélia como corante alimenticio natural e como fonte de
compostos bioativos a partir de um processamento sustentavel, ampliando o uso do 6leo de soja, como

solvente renovavel, na formulagdo de novos produtos.

Palavras-chave: Asteraceae. Colorimetria. Compostos bioativos. Liofilizagcdo. Micro-ondas.
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Janeiro.

2 Professora Doutora, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

* Autor para correspondéncia: thais_souza@eq.uftj.br

Q QIMIEALL v cvvereoseonessestsussestosassestoncssassosassassosaes . 66




1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0
Volume 1 - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

Introduciao

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de soja do mundo. Em 2020, segundo levantamento
da ABIOVE, a producao brasileira do grao girou em torno de 128 milhdes de toneladas e para a safra
de 2020/2021, estima-se uma produ¢do de 135 milhdes. Em relagdo ao 6leo obtido dessa leguminosa,
esse mesmo levantamento aponta que durante o periodo de 2020, a produgao foi de aproximadamente
9,6 milhdes de toneladas, sendo 89% direcionada para o consumo interno (ABIOVE, 2021).

No ambito alimenticio, o 6leo de soja estd presente na cesta basica da maioria da populagao
brasileira, por ser comercializado a um preco mais competitivo se comparado aos seus concorrentes.
Contudo, antes de chegar a mesa do consumidor, o 6leo extraido do farelo do grio precisa passar por
um processo de refino.

O refino de 6leos vegetais, além de reduzir compostos de degradagdo, tem como objetivo
torna-los mais agradaveis, em termos de sabor, odor e aparéncia. Todavia, esse processo envolve
etapas que acabam por remover dos 6leos compostos com fungdes bioldgicas, como os tocoferdis;
pigmentos (clorofila e/ou carotenoides), o que diminui seu valor nutracéutico (LANFER-
MARQUEZ, 2003; TINTORI, 2018).

Desde o final do século XX, observa-se uma mudanca comportamental continua nos
consumidores, tornando-os mais exigentes quanto a qualidade dos alimentos e seu efeito na saude
humana (CRUZ et al., 2007; RIBEIRO, 2019). Esse novo mercado reforca o interesse crescente no
estudo das atividades bioldgicas promovidas pelos flavonoides presentes nas plantas. Assim,
pesquisas envolvendo o uso de matérias-primas naturais com propriedades que atendam essas
demandas, bem como as estratégias para viabilizar sua produ¢do em escala industrial acabam sendo
favorecidas.

A Sphagneticola trilobata (L) Pruski, uma reclassificagdo recente da entdo chamada Wedelia
papulosa D.C, é uma planta pertencente a familia Asteraceae. Trata-se de uma herbacea nativa e
rustica, isto €, que nao requer cuidados delicados. Na literatura cientifica diversos estudos abordam o
uso de suas flores e folhas para fins fitoterapicos. Nos ultimos anos, compostos da Sphagneticola
trilobata j4 foram relacionados ao tratamento para a diabetes melittus, devido seu efeito
hipoglicemiante (diminuicdo do actcar no sangue); anti-inflamatério, promovido pela presenga de
luteolina e 4acido caurendico; antisséptico e antioxidante (CZEPULA, 2006; FIDELIS, 2003;
LEMOES, 2012). Nao foram encontrados estudos cientificos relatando efeitos colaterais do uso da

flor de Wedélia para o consumo humano.
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A luteolina, flavonoide presente nas pinulas da flor, ¢ um dos compostos secundarios
majoritarios, que, além de apresentar fungdes anti-inflamatdria, antioxidante e antinociceptiva;
manifesta propriedade corantes (corante natural amarelo) (MANZOOR et al., 2017; VANKAR;
SHUKLA, 2018). Desse modo, considera-se que o estudo desta planta ¢ relevante para o setor
alimenticio, principalmente na sua aplicagdo como corante.

Entre os corantes sintéticos amarelos mais usados para colorir alimentos artificialmente esta
o amarelo de tartrazina. Esse composto, entretanto, representa um grande risco para o meio ambiente
e para a saide humana e seu uso € relacionado a intimeros casos de alergia, sendo inclusive discutida
sua proibicdo em diversos paises (BRASIL, 2011; FREITAS, 2012). Adicionalmente, o uso de
corantes alimentares nao permitidos sao elevados no caso de alimentos produzidos por empresas de
pequeno porte (SALEEM; NASREEN; KHAN, 2013).

Dado o exposto, os corantes naturais vém ganhando relevancia dentro do setor alimenticio.
Apesar de seus beneficios a satide, os corantes de origem vegetal ainda apresentam limitagcdes quanto
custo e estabilidade. Na industria, diferentes processos podem ser usados para estabilizagdo de
corantes naturais, desde o controle de pH, em particular para clorofilas e antocianinas, ao uso de
antioxidantes. O tipo de extragdo desses corantes também influencia diretamente na estabilidade do
mesmo. De acordo com dados da literatura, a extragdo enzimatica em meio aquoso promove maior
estabilidade dos pigmentos se comparado ao processo de extracdo com solventes apolares
(SCHIOZER; BARATA, 2013). O processo de microencapsulamento por spray drying, por exemplo,
também uma técnica utilizada pelas indlstrias para evitar oxidacdo dos corantes naturais
(SANTIAGO et al., 2016).

Considerando que a flor de Wedélia nao foi ainda explorada como fonte de pigmentos para
uso como corante alimenticio, este trabalho buscou avaliar a influéncia dos métodos de secagem das
flores de Wedélia nas propriedades colorimétricas do 6leo comercial de soja, usado como solvente

extrator.
Material e Métodos
Os materiais utilizados neste estudo foram as flores de Wedélia, colhidas nos canteiros do

campus da UFRJ- Fundao e o 6leo de soja organico (Korin Agropecudria Ltda., Rio de Janeiro, RJ.,

Brasil) (Figura 1).
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Figura 1 - Materiais usados: flor de Wedélia e 6leo de soja organico

Fonte: Dos autores, 2018.

Secagem das pinulas

As flores de Wedélia foram colhidas, no tempo de floracdo, ¢ entdo usadas para estudo da
influéncia dos métodos de secagem da flor em suas propriedades corantes quando incubada por
imersdo no 6leo de soja. Para este fim, selecionou-se as seguintes técnicas: liofilizagdo; secagem em
micro-ondas; secagem em cdmara incubadora (10 °C) e secagem em saco de papel kraft por

convecgao natural (25 °C). Os parametros de cada processo de secagem estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros dos processos de secagem
Processo Parametros para secagem Equipamento

Liofilizagdo Tempo de liofilizagdo: 1 h Liofilizador L101 LIOTOP

_ ' Poténcia micro-ondas: 400 W kg™ ‘ .
Micro-ondas convencional _ Micro-ondas consul facilite
Tempo de secagem: 5 minutos

Temperatura: 10 °C
Incubadora Incubadora B.O.D. NI11704
Tempo de secagem: 24 h

Temperatura: 25 °C
Conveccao natural Sacos de papel Kraft
Tempo de secagem: 24 h

Fonte: Dos autores, 2018.

Incubagdo no dleo de soja

Apds secagem, as flores foram incubadas na propor¢ao de 10% (m/m) em 6leo de soja em 4

vidros ambar, cada um com cerca de 10 g do 6leo. Os vidros de cor ambar foram utilizados para evitar
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influéncia da luz na variacdo de cor das amostras. As 4 amostras tiveram seu tempo zero (tempo
inicial) de incubagdo iniciadas simultaneamente e as flores foram mantidas em contato com o 6leo
por um periodo de 60 dias, com base em resultados reportados por Freitas, Souza e Carvalho (2019).
Ap6s esse intervalo de tempo, as amostras foram filtradas através de papel de filtro em funil de
biichner para separacdo das pinulas da fase liquida. Além das amostras contendo extrato das flores de
Wedélia, também foi usado o 6leo de soja organico puro como controle, acondicionado em vidro

ambar.

Andalise colorimétrica

Para analise colorimétrica, utilizou-se o espaco de cor L* a* b*, definido pela CIE
(Commission Internationale de 1’Eclairage), onde as varidveis “a” e “b” tém significados de cor
diferentes dependendo do sinal que os antecede e a combinagao entre essas varidveis pode representar
diferentes cores. O fator L* varia de zero a 100 ¢ indica a luminosidade da amostra. Em fun¢ao dessas
coordenadas, correlacionou-se a diferenca de cores entre as amostras e o padrdo por meio de uma
equagao matematica (AE*ab), para estipular a distancia entre seus pontos dentro desse espacgo de cor
(LOPES, 2009). Os célculos usados para diferenciar as coloracdes das amostras com e sem incubagao

de flores sao apresentados na Equagdo 1.

ALY = L;lmostra - L;adrﬁo
(Eq. 1)

* * *
Aa” = Apmostra — Apadrio

* * — *
Ab* = bAmostra bPadrﬁo

AE:, = J(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?

onde:
a*amostra = valor da variavel “a” obtida a partir da analise da amostra.
a*padrio = valor da variavel “a” obtida a partir da andlise do padrao usado.
Aa* = diferenca no eixo vermelho/verde.
b*amostra = Valor da varidvel “b” obtida a partir da anélise da amostra.

adrao = valor da varidve obtida a partir da analise do padrao usado.
b*, lor d 1 “b” obtid rtir d lise do pad d
Ab* = diferenga no eixo amarelo/azul.

amostra = valor da varidve obtida a partir da analise da amostra.
L* lor d 1 “L” obtid rtir d lise d t
L*paarao = valor da variavel “L” obtida a partir da analise do padrdo usado.
AL* = diferenca no eixo brilho/escuridao.
AEap* = valor total da diferenga de cor.
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As andlises foram realizadas utilizando-se uma aliquota de 15 mL de cada amostra e do
padrdo. Para reduzir o erro experimental, 0 mesmo caminho 6ptico foi utilizado para todas as amostras
e a influéncia da iluminagdo ambiente na andlise foi testada. O experimento conduzido com um
colorimetro Chroma meter CR-400 e os resultados foram analisados logo apds a filtragem (t = 0) e

ap6s um ano (t = 365 dias). A leitura das varidveis foi feita em quintuplicata.

Analise estatistica dos dados

Para avaliar a significancia das técnicas de secagem, tempo de estocagem e interagdo método
de secagem*tempo de estocagem na coloracdo do 6leo conduziu-se uma andlise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas. Posteriormente, os dados foram analisados pelo teste post hock
Tuckey com 95% de significancia (p < 0,05), usando o programa Statistica (v.10) para avaliacdo dos

resultados obtidos.

Resultados e Discussao

Durante o periodo de incubagao da flor de Wedélia no dleo de soja foi possivel visualizar uma
mudanga nitida na colorac¢ao do 6leo de soja puro que passou de amarelo claro para laranja. Na Figura
2, ilustra-se a diferenca de cor do 6leo in natura se comparado com as amostras incubadas com flores

desidratadas por secagem a frio e em micro-ondas.

Figura 2 - Diferenca de cor entre o 6leo de soja in natura e o 6leo incubado a 10 °C com as flores
secas em micro-ondas

Fonte: Dos autores, 2019.

Q\SIMEAU ........................................................... _—




1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0
Volume | - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

Os resultados referentes a coloragdo da amostra expressos no espago de cor L* a* b*, sao
ilustrados na Tabela 2. Para sua elaboracao, utilizou-se a média da leitura e desvio padrao de cada

variavel do espaco CIEL*a*b*, selecionado para cada método de secagem e para o padrdo (6leo

puro).

Tabela 2 - Resultado da leitura de medidas apos estocagem por 365 dias
Meédia + Desvio Padrao

Método de secagem Variaveis Dia 1 Dia 365
L* 21,80 £ 0,45 27,36 +£0,32
Oleo puro a* -1,54 £ 0,07 -2,00 + 0,23
b* 5,58 +0,10 5,29+0,12
L* 19,04 + 0,30 24,65 +£0,67
Secagem a 25 °C a* 2,13+0,03 2,44+ 0,24
b* 4,84 + 0,30 7,31 £0,35
L* 17,47 £0,52 23,3+ 1,58
Secagem a 10 °C a* 3,19+0,16 2,65+0,63
b* 9,33 +0,41 10,14 £ 1,40
L* 18,57 £ 0,36 25,66 £0,52
Secagem em micro-ondas a* 1,95+ 0,27 1,86 + 0,34
b* 7,74 £ 0,05 821 +0,40
L* 19,26 £ 0,36 25,67 +£0,62
Liofilizacao a* 2,83 £0,21 2,33 £0,22
b* 7,63 +£0,16 8,31+0,77

Fonte: Dos autores, 2019.

ApoOs analise estatistica dos dados, ANOVA de medidas repetidas e teste Tuckey, constatou-
se que a interacdo método de secagem*tempo de estocagem ndo apresentou efeito significativo nas
respostas obtidas para as varidveis dependentes L* e a*. Contudo, seus efeitos em separado

mostraram significancia no intervalo de confianca utilizado. Neste caso, os impactos destas variaveis
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nas caracteristicas de cor das amostras foram avaliados individualmente, conforme apresentado nas

Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Resultados obtidos para os parametros de cor, L* e a*, do 6leo de soja em fun¢do das
diferentes técnicas de secagem

Amostras Variaveis Média + Desvio Padrio
) L* 24,58 +3,07 ¢
Oleo puro
a* -1,77+£029°P
Secagem a 25 °C L* 21,85+3,112b
a* 2,29+0,23 4B
Secagem a 10 °C L* 20,38 +3,36°
a* 2,92+0,51°¢
L* 22,12+390°?
Secagem em micro-ondas
a* 1,91 +0224
L* 22,47 +3,54°?
Liofilizac¢ao
a* 2,58+ 0,33 B.C

Fonte: Dos autores, 2019.
Legenda: Letras iguais indicam que os resultados ndo diferem estatisticamente. As letras maiusculas fazem referéncia a
variavel a* e as letras minusculas a variavel L.

Tabela 4 — Efeito do tempo de estocagem nos parametros de cor, L* e a*, do 6leo de soja

Tempo Média + DP
L*0 19,232
L* 365 25,33
a* 0 1,718
a* 365 1,46

Fonte: Dos autores, 2019.
Legenda: Letras iguais indicam que os resultados ndo diferem estatisticamente. As letras maiusculas fazem referéncia a
variavel a* e as letras minusculas a variavel L.

As amostras secas a 25 °C, em micro-ondas e por liofilizagao, se diferenciam estatisticamente
do oleo puro, mas nao se diferenciam estatisticamente entre si. J& a amostra seca a 10 °C apresentou
menor luminosidade se comparada aos tratamento micro-ondas e liofilizada, mas ndo se diferenciou
da amostra seca a 25 °C. Em relagdo ao valor a*, que representa o eixo verde-vermelho, vé-se que,

independentemente do tratamento, o 6leo adquire uma cor mais avermelhada apos incubagao com as
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flores (Tabela 3). Esse resultado ja era esperado uma vez que o pigmento de interesse confere uma
cor alaranjada a flor.

Para todas as amostras, observou-se uma nitida diferenca (p < 0,05), para os valores de
intensidade da variavel a*, que foi significativamente maior (1,91 a 2,92) se comparado ao 6leo puro
(-1,77). Neste caso, as amostras apresentaram maior intensidade da cor vermelha em relagdo ao 6leo
puro. Pode-se observar ainda uma diferenga significativa no valor de a* do primeiro ao tltimo dia do
tempo de estocagem. Observa-se também que apos 365 dias houve uma pequena variacdo de
intensidade, de aproximadamente 15%, da cor avermelhada. Esse decaimento pode ser explicado pela
degradacdo do pigmento ao longo do tempo de estudo (Tabela 4).

A partir da Tabela 4, pode-se concluir que o tempo de armazenamento afetou
significativamente a luminosidade de todas as amostras, independentemente do método de secagem.
Em todos os experimentos, ocorreu um aumento de opacidade (reducao do valor de L*) da amostra
se comparado com o 6leo puro, indicando o transporte parcial do pigmento para o 6leo no primeiro
dia do ensaio.

Os resultados expressos na Tabela 4 indicam que, se comparadas entre si, a incubacao das
flores, independente da metodologia de secagem, resultou em um aumento de luminosidade apds 12
meses, em relagdo ao tempo 0.

A cor mais alaranjada e o aroma mais floral sio mudangas organolépticas observadas no 6leo
e que podem ter um impacto positivo do ponto de vista sensorial do produto.

No caso da varidvel b*, a interagdo tempo versus tratamento foi significativa (p < 0,05). Neste
caso, avaliou-se também os resultados referentes a interagdo. Na Tabela 5 estdo apresentados os
efeitos das técnicas de secagem e tempo de armazenamento no valor b*.

A partir dos dados apresentados na Tabela 5 foi possivel constatar que, exceto para o
tratamento a 25 °C no tempo 0, todas as amostras se diferenciam significativamente (p < 0,05) do
6leo in natura. A amostra incubada com as flores secas a 10 °C, quando comparado as demais, foi a
que apresentou maior intensidade da cor amarela, durante o armazenamento. As amostras secas em
micro-ondas e por liofilizagdo ndo diferem entre si nessa variavel de cor (b*).

A amostra incubada com as flores secas a 10 °C apresentou cor mais aproximada do amarelo,
o que pode conferir uma caracteristica sensorial mais atrativa ao 6leo. Ainda de acordo com Tabela
5, o Oleo puro preservou a tonalidade amarelo claro ao longo do armazenamento. Esse mesmo
comportamento foi observado nas amostras incubadas com flores secas a 10 °C, liofilizadas e por
micro-ondas. Apenas a amostra incubada com as flores secas a 25 °C apresentou um aumento

significativo na tonalidade amarela ao longo dos 12 meses.
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Tabela 5 — Efeito do tempo de estocagem no valor do pardmetro b*

Tratamento Tempo (Média = DP)
Secagem a 25 °C BO 4,84+0,30°
Oleo puro B365 529+0,12°¢

Oleo puro BO 5,58+0,10°¢
Secagem a 25 °C B365 7,31 +£0,35%
Liofilizacao BO 7,63 +£0,16%
Secagem em micro-ondas BO 7,74 + 0,05 &b
Secagem em micro-ondas B365 8,21 + 0,40 *°
Liofilizagdo B365 8,31+0,77
Secagem a 10 °C BO 9,33+ 0,41 >4
Secagem a 10 °C B365 10,14 + 1,40 ¢

Fonte: Dos autores, 2019.
Legenda: Letras iguais indicam que os resultados ndo diferem estatisticamente.

Os resultados referentes ao parametro global, delta E, podem ser visualizados na Tabela 6.

Tabela 6 — Efeito do tratamento de secagem no valor do parametro delta Eap

Tratamento Média
Secagem a 25 °C 5,13+0,63 %
Secagem em micro-ondas 5,19+0,262
Liofilizagao 5,52+0,43 ¢
Secagem a 10 °C 7,66+ 1,34°

Fonte: Dos autores, 2019.
Legenda: Letras iguais indicam que os resultados ndo diferem estatisticamente.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6, constata-se que a amostra incubada com as
flores secas a 10 °C foi a unica que se diferenciou dos demais tratamentos e apresentou maior
diferenga de cor se comparado ao 6leo in natura, o que confirma a discussdo dos parametros
individuais. Esses resultados indicam que o processo de secagem a frio favoreceu a estabilidade da
cor da flor de Wedélia. Esse fato pode ter como explicagdo um menor grau de degradacao da luteolina
quando a secagem foi conduzida em temperaturas mais brandas.

Nao foram encontrados na literatura dados de extra¢do de pigmentos naturais usando 6leos

vegetais como solvente. Entretanto, a luteolina extraida com metanol apresentou um espectro de cor
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com tonalidade verde (VANKAR; SHUKLA, 2018) enquanto no presente trabalho a tonalidade
predominante foi alaranjada. Isto ocorreu, possivelmente, devido a diferenga de polaridade entre os

solventes utilizados.
Conclusao

Neste estudo, pode-se observar que a técnica desenvolvida de extragao de pigmentos a partir
das flores de Wedélia por incubagao destas diretamente na matriz oleosa, permitiu o transporte
eficiente de pigmentos e outros compostos lipossoluveis dispensando o uso de solventes fosseis.

Dependendo do processo de secagem das flores e do tempo de incubagdo, o 6leo obtido
apresentou cores com intensidades diferentes. Entretanto, quando o processo foi conduzido com as
flores secas a 10 °C o 6leo apresentou melhores parametros no espago de cor, em particular na
luminosidade do produto. Portanto, constatou-se o potencial do uso do pigmento da Wedélia como
corante alimenticio natural estavel e como fonte de compostos bioativos, ampliando o uso do 6leo de
soja na formulagao de novos produtos.

Estudos envolvendo a caracterizacao, quantificagdo de luteolina, testes sensoriais e analise
nutracéutica do 6leo obtido, além de técnicas para isolamento e aplicagcdo do corante para outros fins

sdo sugestoes de trabalhos futuros.
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Capitulo 6

Biofortificacido de brotos de feijao mungo com ferro e zinco

Vanessa Cristina Silva!; Paulo Sérgio Monteiro*%; Willian Rodrigues Macedo?;
Danubia Aparecida Nobre?

Resumo

As deficiéncias de ferro e zinco sao importantes problemas de satde global e suas principais causas
sdo0 devido a baixa diversidade de dietas e ao consumo de alimentos com reduzida disponibilidade de
minerais. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do condicionamento osmotico de sementes de
feijdo mungo na biofortificacdo de brotos com ferro e zinco. O condicionamento osmético foi
realizado em concentragdes de ferro ou zinco de 0, 20, 40 e 60 uM por 15 horas, a 25 °C. Para a
obtencdo dos brotos, as sementes submetidas ao condicionamento osmético foram germinadas em
papel do tipo Germitest por 5 dias em uma estufa incubadora tipo BOD. A concentracdo de minerais
ndo apresentou efeito significativo sobre a taxa de germinacao e vigor das sementes € no comprimento
das raizes dos brotos. O comprimento do hipocotilo foi significativamente influenciado apenas pelo
tratamento com zinco. O incremento na concentragdo de minerais aumentou significativamente a
massa de brotos, exceto para ferro 60 uM onde foi observado efeito fitotoxico. O condicionamento
osmotico das sementes com ferro e zinco na concentracdo de 60 pM resultou em aumento de 82%
(m/m) e 46% (m/m) na concentracao de ferro e zinco dos brotos, respectivamente. Efeito significativo
também foi encontrado no teor de proteinas, onde o condicionamento com solugdes de zinco 60 uM
e ferro 20 uM resultou em aumento da concentracdo proteica em 23% (m/m) e 50% (m/m),
respectivamente. O teor de lipideos também foi influenciado significativamente pela concentragdo de
minerais, onde ferro e zinco na concentragdo de 60 M proporcionaram aumento de 19% (m/m) e
28% (m/m) na concentracao lipidica, respectivamente. A técnica de condicionamento osmotico das
sementes ¢ tecnicamente viavel para a biofortificagao de brotos de feijao verde mungo, além de ser

de baixa complexidade e de baixo custo.
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Introduciao

Ferro e zinco sdo nutrientes essenciais para os humanos, mas as quantidades normalmente
ingeridas diariamente sdo frequentemente abaixo dos niveis adequados. Estas deficiéncias
nutricionais estdo entre os principais problemas de saide publica mundial, principalmente em paises
em desenvolvimento onde as dietas sdo baseadas principalmente em cereais. Estas fontes alimentares
contém quantidades consideraveis de inibidores tais como acido fitico e taninos, que influenciam
negativamente na biodisponibilidade dos minerais (GABAZA et al., 2018).

A ingestao inadequada de ferro, zinco, vitamina A e iodo envolve, aproximadamente, dois
bilhdes de pessoas mundialmente, atingindo principalmente criangas (CLEMENS, 2014). Em 2016,
155 milhdes de criangas com idade abaixo de 5 anos apresentavam raquitismo. Além disso, nesta
faixa etaria, cerca de 45% das mortes foram relacionadas a condi¢gdes de subnutricdo (WHO, 2017).

Neste contexto, a biofortificagdo é uma estratégia de grande relevancia para aumentar a
concentracdo de minerais em alimentos destinados ao consumo humano. A biofortificagdo ¢ um
processo de enriquecimento de alimentos com nutrientes como minerais € vitaminas, que ao serem
incorporados nas dietas contribuem para a reducdo da desnutri¢do (JEONG; GUERINOT, 2008).
Assim, diferentes métodos incluindo a melhoria de praticas agrondmicas tais como aplicagdo foliar
de fertilizantes, sele¢do de germoplasma e melhoramento genético de plantas tém sido utilizados para
aumentar a biodisponibilidade de ferro e zinco em cereais (BOUIS; SALTZMAN, 2017,
RAMIREDDY; GALUSZKA; SCHMULLING, 2018).

O condicionamento osmotico € uma técnica baseada na hidratagdo controlada de sementes até
o inicio dos processos metabolicos relacionados a germinagdo sem que ocorra a emergéncia da
radicula. Os objetivos da técnica sdo obter melhores taxas, uniformidade e germinacao sincronizada
e precoce (ATIQUE-UR-REHMAN et al., 2012). A germinagdo ¢ um processo fisioldgico conhecido
e utilizado para a producao de alimentos como cereais e leguminosas caracterizados por apresentarem
maior biodisponibilidade de nutrientes. Durante o processo, a concentragdo de fatores antinutricionais
tais como fitato e oxalato das sementes ¢ reduzida, o que influencia no aumento da disponibilidade
dos minerais (ZOU et al., 2014).

Estudos realizados objetivando a biofortificagdo de brotos de soja com zinco demonstraram a
possibilidade de utiliza¢ao da técnica de condicionamento osmotico com esta finalidade (JI; CHE,
2009; ZOU et al., 2014) e criaram perspectivas para a biofortificagdo de varias culturas vegetais.

A crescente percepcao da dieta como meio de prevenir doencas e melhorar a qualidade de

vida tem influenciado nas escolhas dos consumidores. O interesse por produtos a base de plantas tem
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aumentado consideravelmente, uma vez que estes sdo considerados alimentos sauddveis ndo somente
pelos vegetarianos, mas também por uma consideravel parte da populagdo em geral. Neste contexto,
o desenvolvimento sustentavel de alimentos seguros e saudaveis de uma perspectiva orientada para o
consumidor ¢ um dos principais propulsores na area de inovacgdes em alimentos (APARICIO-
GARCIA et al., 2021).

O consumo de brotos de feijado mungo (Vigna radiata L.), o qual é originario do Extremo
Oriente, tem se difundido em paises ocidentais onde sdo reconhecidos como sendo de grande
importancia para uma alimentagdo saudavel, principalmente em funcao do seu conteudo de proteinas,
vitaminas, minerais ¢ fibras (IACUMIN; COMI, 2019).

Assim, a biofortificacdo de brotos de feijdo mungo por meio do condicionamento osmotico
pode ser uma ferramenta auxiliar para as estratégias que objetivam reduzir as deficiéncias de ferro e
zinco da populagdo, como também uma alternativa para a inser¢do de novos produtos de origem
vegetal no mercado. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do condicionamento
osmotico de sementes de feijdo mungo com diferentes concentragdes de ferro e zinco na

biofortificagao de brotos.
Material e Métodos
Materiais e reagentes

As sementes de feijdo mungo verde (Vigna radiata L.) foram obtidas no comércio local na
cidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil. Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da empresa

Dinamica Quimica Contemporanea (Diadema, Sao Paulo, Brasil) e possuiam grau analitico.
Condicionamento osmotico e produgdo dos brotos

As sementes foram separadas e sanitizadas com solu¢do de hipoclorito de s6dio 200 mg/L
durante 5 minutos e logo apds foram enxaguadas com agua deionizada. As sementes foram separadas
em grupos de 50 unidades por repeticao para cada um dos tratamentos. Na sequéncia foram imersas
em 100 mL de solu¢do de ferro ou zinco nas concentracgdes de 0, 20, 40 e 60 uM durante 15 horas, a
25 °C. Ap6s este periodo, as sementes foram retiradas das solucdes, lavadas com agua deionizada e

submetidas ao teste de germinacdo. As sementes foram acondicionadas em trés camadas de papel do
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tipo Germitest umedecido com agua deionizada em volume igual a 2,5 vezes em rela¢@o a massa de
papel utilizada e mantidas a 25 °C em estufa incubadora tipo BOD durante 5 dias (BRASIL, 2009).

Apoés a germinagdo, os brotos foram submetidos as analises de crescimento e na sequéncia

foram desidratados em estufa com circulacdo de ar na temperatura de 62 °C até obtencao de peso

constante. As amostras desidratadas foram armazenadas em recipientes herméticos para andlises

posteriores.
Vigor e taxa de germinagdo

O vigor e a taxa de germinagdo das sementes, expressos em porcentagem, foram determinados
no quarto e quinto dia de germinacgao, respectivamente, de acordo com a metodologia de analises de
sementes do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2009), com

modificagdes.
Tamanho das plantulas e rendimento da produgdo de brotos

As plantulas foram retiradas da regido do ter¢o médio do papel de germinagdo, no quinto dia
apos a semeadura, e com auxilio de uma régua milimétrica foram aferidas as medidas das partes das
plantulas normais emergidas (raiz primaria e hipocoétilo), conforme metodologia proposta por
Nakagawa (1999). Os resultados médios por plantula foram expressos em centimetros. Para a
determinagcdo do rendimento da producdo, os brotos foram pesados em balanga analitica e os

resultados foram expressos em gramas.
Determinagdo de umidade, proteinas e lipideos dos brotos

As amostras de brotos foram submetidas a secagem a 105 °C até obtengdo de peso constante
e posteriormente foram resfriadas em dessecador. O teor de umidade foi calculado pela diferenca
entre a massa inicial e a massa final da amostra e o resultado foi expresso em porcentagem (AOAC,
1995).

Para determinacdo do teor de proteinas foi utilizado o método de Kjeldahl, que consiste na
determinag¢do de nitrogénio total da amostra. Para conversdo do teor de nitrogénio em teor de

proteinas foi utilizado o fator de 6,25 e o resultado foi expresso em porcentagem (m/m) (AOAC,

1995).
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A extragdo da fragdo lipidica foi realizada em aparelho Soxhlet, utilizando éter de petrdleo

como solvente e apds pesagem da fracdo extraida, o teor de lipideos foi calculado e expresso em

porcentagem (m/m) (AOAC, 1995).
Determinag¢do da concentragdo de ferro e zinco nos brotos

Para a determinagdo das concentragdes de ferro e zinco foram pesadas 0,5 g das amostras de
brotos previamente desidratadas. Subsequentemente, as amostras foram submetidas a digestdo em 15
mL de solugdo contendo 4cido nitrico 65% (v/v) e acido perclorico, na proporc¢ao de 3:1, a 180 °C
durante 4 horas. Apo6s a liquefagdo e resfriamento, as amostras foram transferidas quantitativamente
para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com agua deionizada. A analise foi
realizada por espectrometria de absor¢ao atdmica de chama (AA240F5-Varian- China) seguindo as

orientacdes do fabricante.
Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi realizado com quatro tratamentos, referentes ao condicionamento osmotico
em diferentes concentracdes de ferro ou zinco, avaliados separadamente. O experimento foi

conduzido com quatro repeti¢des por tratamento ¢ os dados foram submetidos a analise de regressao.
Resultados e Discussiao
Taxa de germinagdo e vigor das sementes

A germinacdo de sementes ¢ definida como a protrusdo da radicula através do revestimento
da semente (NAKAUNE et al., 2012) e o comprimento maior ou igual a 3 milimetros foi considerado
como padrao neste estudo. O vigor das sementes ¢ caracterizado como as propriedades que
determinam o potencial para uma emergéncia rapida e uniforme e para o desenvolvimento de
plantulas normais (BAALBAKI et al., 2009).

As concentracdes de ferro e zinco utilizadas no condicionamento osmotico das sementes nao

influenciaram significativamente (p>0,05) na taxa de germinacao e no vigor das sementes (Tabela 1),

as quais apresentaram alta qualidade fisiologica, com elevada expressdo do seu potencial genético.
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Tabela 1 - Taxa de germinagdo e vigor das sementes de feijdo mungo

Taxa de germinagao (%) Vigor (%)
Concentragdo mineral (WM)
ferro** zinco** ferro** zinco**
0 99,0 99,0 98,5 99,0
20 99,0 100,0 98,5 98,0
40 99,0 99,0 98,5 96,5
60 100,0 98,5 98,5 97,0
CV (%) 1,69 1,03 3,10 5,00

Fonte: Dos autores, 2020.
Legenda: **ndo significativo; CV: coeficiente de variagdo.
Nota: Resultados expressos como média.

Portanto, os resultados permitem inferir que o uso de diferentes concentragdes de ferro e zinco
ndo causou nenhum dano as sementes e consequentemente a germinacao do feijdo mungo. Przybysz
et al. (2016) também ndo encontraram efeito significativo na dindmica e na taxa de germinagao de
sementes de feijdo mungo umedecidas com solugdo de ferro com concentragdo na faixa de 6 a 36
mg/L.

O feijao mungo tem um mercado de grande relevancia e ¢ amplamente cultivado em véarios
paises asidticos e em algumas regides da Europa, Canadd e Estados Unidos (HOU et al., 2019).
Assim, a obtencao de altas taxas de germinagdo no processo de producdo de brotos comestiveis se
reflete em ganhos qualitativos e quantitativos para os produtores (LOURES; NOBREGA; COELHO,
2009).

Tamanho da plantula e rendimento da produgado de brotos

O interesse por brotos enriquecidos com elementos essenciais tem aumentado, mas a
biofortificagdo so pode ser justificada quando ha acimulo do elemento desejado e nao ha reducao na
produgdo de biomassa ou valor nutricional (PRZYBYSZ et al., 2016).

O tamanho do hipocétilo do feijdo mungo foi influenciado (p<0,01) apenas pela concentracao
de zinco, onde a concentracdo de 60 uM proporcionou aumento de 10% no comprimento. O
comprimento da raiz ndo foi influenciado pelas concentra¢des de minerais (Tabela 2).

O aumento da concentragdo de ferro no condicionamento osmotico teve efeito significativo
(p<0,05) sobre a massa de brotos, onde o aumento de massa foi observado para todas as
concentragdes, exceto para a concentracdo de 60 uM, onde foi observado efeito negativo. Para o

zinco, o aumento da concentracdo mineral no condicionamento osmotico também teve efeito
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significativo (p<0,05) e proporcionou aumento na massa dos brotos (Tabela 3). A reducdo na massa
dos brotos observada na concentracio de ferro 60 uM pode ter ocorrido devido ao efeito fitotoxico
causado pela alta concentragdo de ferro acumulada nas sementes. Os minerais sdo importantes no
processo de germinacgdo, pois desempenham papéis especificos no desenvolvimento das sementes e
das plantas.

desenvolvimento dos brotos (MAGALHAES, 2009). De forma contraria, Przybysz et al. (2016) nio

No entanto, concentracdes inadequadas durante o processo prejudicam o
encontraram diferenca significativa na massa fresca de brotos obtidos de sementes tratadas com

solucao de ferro na concentragdo de 6 a 36 mg/L.

Tabela 2 - Comprimento das raizes e do hipocoétilo dos brotos de feijdo mungo
Comprimento do hipocotilo

Comprimento da raiz (cm)

Concentragao mineral (uWM) (cm)
ferro ** zinco** ferro ** zinco*
0 13,48+0,44 13,48+0,44 9,29+0,22 9,29+0,22
20 12,41+0,62 14,41+£0,41 8,30+1,29 9,73+0,13
40 12,80+0,46 12,79+0,57 9,534+0,29 9,84+0,11
60 12,84+0,57 13,04+0,36 9,43+0,19 10,22+0,28
C.V (%) 9,00 8,32 16,72 4,40

Fonte: Dos autores, 2020.

Legenda: *significativo; ** ndo significativo; CV: Coeficiente de variagéo.

Nota: Resultados expressos como média e erro padrio da média. Hipocétilo de feijdo mungo tratado com zinco (Y =
0,029X +9,3354).

Tabela 3 - Efeito das concentracdes de ferro e zinco na massa de brotos de feijdo mungo

Massa de brotos (g)
Concentracdo mineral (uM)
ferro * zinco*
0 21,26+0,64 21,26+0,64
20 22,61+0,53 23,52+054
40 24,27+0,45 21,96+0,19
60 22,65+0,29 23,72+0,29
C.V (%) 4,64 5,33

Fonte: Dos autores, 2020.

Legenda: *significativo; CV: Coeficiente de variagao.

Nota: Resultados expressos como média e erro padrdo da média.

Ferro e zinco sdao nutrientes essenciais para as plantas. Além disso, participam de processos

importantes como fotossintese, respiracao e sintese de DNA, mas em excesso podem causar redugdo
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no crescimento e na produtividade das plantas (JUCOSKI et al., 2016). Zinco ¢ indispensavel em
diversos processos como o metabolismo de carboidratos, lipideos e acidos nucléicos, além da sintese
de proteinas. Sua deficiéncia reduz o crescimento da planta, a resisténcia a condigdes de estresse e a
sintese de clorofila. No entanto, o zinco ¢ toxico para as plantas quando estd presente em altas
concentragdes (SHARMA et al., 2013).

O maior rendimento na producao de brotos germinados proporciona maior retorno financeiro
para os produtores. Assim, no desenvolvimento da biofortificagdo por condicionamento osmoético das
sementes ¢ importante que sejam utilizadas concentragcdes adequadas de minerais que possibilitem

aumento da concentragdo de minerais nos brotos e também efeito positivo na produtividade.

Concentragdo de ferro e zinco dos brotos

As concentragdes de ferro utilizadas no condicionamento osmotico das sementes resultaram
em aumento significativo (p<0,01) da concentracdo de minerais nos brotos (Figura 1), onde a
concentra¢do de 60 uM resultou em aumento de 82% (m/m) na concentra¢do do mineral nos brotos,
promovendo a biofortificagdo da cultura. Da mesma forma, Przybysz et al. (2016) observaram
aumento na concentragdo de ferro na faixa de 36% (m/m) a 61% (m/m) em brotos de feijao mungo

obtidos de sementes tratadas com solugdo de ferro em concentracdes na faixa de 6 a 36 mg/L.

Figura 1 - Efeito da concentra¢do de minerais do condicionamento osmotico na concentracao de ferro
e zinco nos brotos de feijao mungo
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Fonte: Dos autores, 2020.
Nota: Resultados expressos como média e erro padrdo da média.
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O aumento da concentragdo de zinco no condicionamento osmoético também teve efeito
significativo (p<0,01) sobre a concentracdo do mineral nos brotos produzidos, onde o
condicionamento a 60 uM resultou em aumento de 46% (m/m) na concentragdo de zinco dos brotos.
Zou et al. (2014) também observaram aumento considerdvel na concentracao de zinco em brotos de
soja obtidos a partir de sementes submetidas ao condicionamento osmotico com solugdes de zinco.

Esses resultados mostram a relevancia da biofortificagdo de brotos por meio da técnica de
condicionamento osmético de sementes, onde os produtos foram enriquecidos nutricionalmente sem
as alteragdes genéticas da cultura, que requerem procedimentos mais complexos. Assim, a técnica
que ¢ de notavel simplicidade é uma estratégia promissora para o enriquecimento nutricional de
brotos. Além disso, pode ser considerada uma ferramenta auxiliar com potencial para contribuir para
a reducdo dos problemas relacionados as deficiéncias de ferro e zinco, principalmente em paises em

desenvolvimento.
Teor de umidade, proteinas e lipideos dos brotos

As concentragdes de ferro e zinco utilizadas no condicionamento osmoético das sementes nao
influenciaram no teor de umidade dos brotos. No entanto, a variagdo nas concentra¢des de ferro e
zinco no condicionamento osmotico apresentou efeito significativo sobre o teor de proteinas (p<0,05)

e de lipideos (p<0,01), conforme pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4 - Teor de umidade, proteinas e lipideos dos brotos de feijdo mungo

o Umidade (% m/m) Proteinas (% m/m) Lipideos (% m/m)
Minerais (uM)
ferro ** zinco™* ferro* zinco* ferro* zinco*
0 70,0£1,2  70,0£1,2  28,76£2,20  28,76£2,20  3,11+0,04  3,11+0,04
20 69,3+0,6  70,0£1,2  43,00£3,38  31,99+1,98  3,23+0,11  3,66+0,05
40 71,0£0,5  699+0,6  35,29+0,48  31,62+1,50  3,59+0,05  3,85+0,03
60 69,4+04  69,0£0,2  32,65£0,79  35,29+0,87  3,69+0,13  3,97+0,02

Fonte: Dos autores, 2020.
Legenda: **nao significativo. *significativo.
Nota: Resultados expressos como média e média do erro padrao.

A maior concentracdo de proteinas foi obtida nos brotos produzidos a partir de sementes
submetidas ao condicionamento osmotico com solugdo de zinco 60 uM, onde o teor de proteinas foi
23% (m/m) superior ao teor proteico dos brotos obtidos convencionalmente. No entanto, para o

tratamento com ferro, a maior concentragdo de proteinas foi obtida na concentragdo de 20 uM, que
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proporcionou um incremento de 50% (m/m) na concentragdo proteica. Assim, além da obten¢do de
brotos biofortificados com ferro e zinco, ocorre também aumento do valor nutricional do produto
baseado no maior teor de proteinas encontrado nos brotos.

O aumento do teor de proteinas em sementes submetidas ao condicionamento osmaético ja foi
relatado anteriormente. Recentemente, Rehman et al. (2018) observaram que a aplicacdo de zinco por
meio do condicionamento osmdtico de sementes de trigo antes do cultivo proporcionou aumento da
concentracao de proteinas nos graos obtidos. Efeito semelhante também foi observado por Liu et al.
(2015). O efeito positivo da aplicagdo de ferro na concentragao de proteinas foi observado por Ghafari
e Razmju (2015), onde a aplicacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro aumentou a concentragdo de
proteinas nos graos de trigo. O ferro ¢ importante para o processo de germinacao e tem efeito positivo
na sintese proteica (SHARIFI; MOHAMMADI; ROKHZADI, 2016).

De forma semelhante, a variagdo da concentracdo de minerais das solugdes também
influenciou na concentracao de lipideos dos brotos, onde ferro e zinco na concentragdo de 60 pM

proporcionou amento da fracdo lipidica em 19% e 28%, respectivamente.
Conclusao

A producao de brotos comestiveis de feijao mungo biofortificados com ferro e zinco por meio
da técnica de condicionamento osmético € tecnicamente viavel, de baixa complexidade e apresenta
baixo custo. Dentre as concentra¢des de minerais avaliadas neste estudo, as concentragoes de ferro e
zinco mais adequadas para o condicionamento osmotico das sementes de feijdo mungo para a
produgdo de brotos biofortificados sao 40 uM e 60 uM, respectivamente. Nestas condigdes, os brotos
foram biofortificados e ndo houve reducao no rendimento da produgdo. Esses resultados também sao
importantes pois podem contribuir para a realizacdo de novos estudos referentes a biofortificacao de
brotos pela técnica de condicionamento osmotico, onde poderdo ser avaliadas diferentes condi¢des

de produgdo, bem como a utilizagdo de outras culturas vegetais.
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Capitulo 7

Determinacao da melhor umidade inicial no meio de cultivo em fermentac¢ao semissolida
para producio das enzimas celuloliticas e xilanases utilizando farelo de trigo e
bagaco de cana tratado termicamente como substratos indutores a partir da cepa
Trichoderma reesei RUT C-30
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Resumo

Para a fermentacdo semissolida, um dos principais parametros a ser considerado ¢ a umidade. Fatores
como as necessidades do microrganismo utilizado, natureza do substrato e o tipo de produto final
desejado sdo essenciais para defini¢do da umidade do substrato. Dessa maneira, neste trabalho, foram
analisadas as umidades de 30, 50 e 70% para bagago de cana moido tratado termicamente e farelo de
trigo, ambos fermentados com 7. reesei RUT C-30, na producao de enzimas celuloliticas e xilanases
em fermentacgdo semissolida. A avaliagdo foi feita a cada 7 dias por 28 dias. Foi obtida maior producao
de carboximetilcelulase (CMCase) (217,93 Ul/g substrato) na fermentagdo de T. reesei RUT C-30
em bagago de cana com umidade de 70% apds 21 dias a 28 °C. Para exoglucanase (FPase), o maior
pico de producao (5,45 Ul/g substrato) ocorreu na fermentacao do fungo em bagaco de cana com
70% de umidade apos 21 dias de cultivo. Foi obtida maior atividade de xilanase (1021,7 Ul/g
substrato) na fermentacdo do fungo em farelo de trigo com umidade de 70%. Foi obtida maior
producdo de B-glicosidase (2,42 Ul/g substrato) na fermentacdo do fungo em farelo de trigo com
umidade de 70% apos 28 dias. Foi obsevada maior atividade de enzimas celuloliticas e xilanoliticas
na fermentagdo de Trichoderma reesei RUT C-30 em farelo de trigo e bagaco de cana-de-agucar

tratado termicamente com 70% de umidade.
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Introduciao

Mais de 80% da energia consumida em todo o mundo ¢ fornecida por combustiveis fosseis
produzidos por processos geoldgicos e esse consumo de energia derivada de combustiveis fosseis
resulta em um aquecimento global massivo. Estima-se que se o consumo de combustiveis fosseis
continuar nessa taxa, as reservas de petroleo se esgotardo em 50 anos (ZABED et al., 2017). Assim,
a seguranga energética e a protecdo ambiental impulsionam o desenvolvimento de novas tecnologias
na area de fontes renovaveis de energia como solar, edlica, biomassa e geotérmica. Para atingir os
objetivos de desenvolvimento sustentavel, a energia futura deve ser limpa e deve vir apenas de fontes
renovaveis (MANSOURI et al., 2016).

A biomassa lignoceluldsica representa uma fonte promissora de energia renovavel e pode ser
utilizada para a producdo de bioetanol de segunda geracao (SQUINCA; BADINO; FARINAS, 2018).
Atualmente, a maior parte do etanol lignoceluldsico é produzida por hidrolise e fermentagdo. A
sacarificagdo enzimatica da biomassa vegetal ¢ o método mais eficiente para a transformacdo da
lignocelulose em aglicares, embora o custo dessa operacdo ainda seja um dos principais gargalos na
comercializa¢do do alcool de segunda geragdo (CHOUDHARY; SINGH; NAIN, 2017)

A fermentagdo semissolida (FSS) € definida como qualquer processo de fermentagao no qual
microrganismos crescem em materiais de suporte solidos na auséncia de agua corrente (PANDEY,
1992). Dois tipos de suportes sélidos podem ser usados em FSS: suportes naturais (por exemplo,
residuos lignoceluldsicos) e suportes inertes (por exemplo, espumas de plastico). A FSS tem ganhado
muito interesse nos ultimos anos devido as vantagens que apresenta sobre a fermentacdo submersa,
como maior rendimento do produto, menor requisitos de energia, aeracdo mais facil, menos geracao
de efluentes, contaminacdo bacteriana reduzida e recuperagao mais facil do produto (PANDEY;
SOCCOL; MITCHELL, 2000).

Para a fermentagao semissolida, um dos principais parametros a ser considerado ¢ a umidade.
Fatores como as necessidades do microrganismo utilizado, natureza do substrato e o tipo de produto
final desejado sdo essenciais para defini¢do da umidade do substrato (PARIS, 2008). A umidade ndo
deve ser alta a ponto de diminuir a porosidade do meio, resultando em diminui¢do das trocas gasosas
e aumento da temperatura interna do meio e, consequentemente, facilitando a contaminagao
microbiana. Porém ndo deve ser muito baixa, pois isso dificulta o crescimento microbiano causando
uma diminui¢do na producgdo do produto desejado. A fermentacao semissolida possui umidade de 18
a 85%, dependendo da capacidade de absor¢ao do meio de cultivo utilizado (BIANCHI; MORAES;
CAPALBO, 2001, citados por LIMA, et al., 2001).
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O presente trabalho teve como objetivo determinar a melhor umidade inicial no meio de
cultivo em fermentacdo semissolida para producdo das enzimas celuloliticas e xilanases utilizando
farelo de trigo e bagaco de cana tratado termicamente como substratos indutores a partir da cepa

Trichoderma reesei RUT C-30.
Material e Métodos

Micro-organismos

A cepa utilizada nesse trabalho foi a Trichoderma reesei RUT C-30 (ATCC 56765), cedida
pela Dra. Elba Pinto da Silva Bon, do Laboratorio de Tecnologia Enzimatica do Instituto de Quimica
da UFRJ. Para obten¢do e manuten¢ao do estoque de esporos, foram realizados repiques em placas
de Petri, contendo meio Agar dextrose batata (PDA), incubados em estufa a 30 °C até a esporulacao
e entdo recolhidos e aliquotados em microtubos contendo 20% de glicerol e estocados em nitrogénio

liquido.
Preparo do Inoculo

O preparo do in6culo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de
meio de cultura descrito por Mandels e Weber (1969) modificado. Os frascos foram esterilizados a
121 °C por 30 minutos, e posteriormente adicionado o micélio fingico na forma de discos de 7 mm

de didmetro e incubados a 28 °C + 2 durante 48 horas sob agitacao 150 rpm.
Composigdo do meio de fermentagdo

Bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo foram os substratos utilizados nas fermentagdes.
O bagago de cana e o farelo de trigo foram adquiridos na cidade de Montes Claros-MG, sendo que o
bagago foi obtido em pontos de venda de caldo de cana e o farelo de trigo fino, da marca Granunn,
adquirido no comércio local. Com o intuito de eliminar o excesso de acucar e sujeiras, o bagaco de
cana foi submetido a varias lavagens em agua corrente. A secagem foi realizada em estufa e ao ar
livre por 24 horas. Para utilizacdo, o bagaco foi triturado em moinho elétrico de facas e submetido a

um pré-tratamento térmico.
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Pre-tratamento Térmico

O bagaco foi pesado em um béquer sendo adicionada agua destilada até sua total cobertura.
Em seguida, foi realizada a autoclavagem do material a 121 °C por 20 minutos. Posteriormente, foi

realizada a lavagem e a secagem em estufa a 100 °C por 24 horas.
Fermentacdo semissolida

As fermentagdes foram feitas em frascos de 500 mL de capacidade, contendo 30 g de substrato
e 17 mL de solugdo nutritiva (em g/L: (NH4)>HPO4 10,0; MgS04.7H>0 0,2; KC1 0,2; tween 80 0,5).
Para melhor aeracdo do meio foi acrescentada 10 g de casca de arroz. Adicionou-se agua destilada
para obtenc¢do das umidades estudadas (30, 50 e 70%). Os frascos foram autoclavados a 121 °C por
30 minutos. Em seguida, foram adicionados 5 mL de indculo e a incubacdo foi realizada a 28 °C

durante 28 dias em cultivo estacionario.
Extracdo das enzimas

A analise foi feita a cada 7 dias. A analise consistiu em retirar um frasco de cada condi¢ao do
experimento (fermentagdes de bagago de cana pré-tratados termicamente e de farelo de trigo, ambos
para as trés umidades estudadas) sendo feita a adi¢do de 400 mL de 4gua e agitacdo por 30 minutos.
Como a analise foi feita por 28 dias, haviam 4 frascos para cada condi¢gdo do experimento. Em
seguida, foi feita a filtragdo em tela de nylon e centrifugacgao refrigerada em centrifuga Sorvall RC-
3C por 20 minutos a 18.000 rpm (40.000 g) utilizando-se o sobrenadante para avaliar a produgado das

enzimas celuloliticas e xilanases.

Determinag¢do das atividades e concentragoes enzimdticas do complexo celulolitico e

hemicelulolitico.
Atividade Carboximetilcelulase — CMCase
Foi determinada de acordo com a metodologia padrao descrita por Ghose (1987) modificada.

O método se baseia na dosagem da concentracdo de acucares redutores liberados durante a

degradacao do substrato carboximetilcelulose (CMC).
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O meio reacional foi formado por 0,250 mL de uma solugdo de CMC 4% p/v em tampao
citrato de s6dio 50 mM pH 4,8 e 0,250 mL do sobrenadante das culturas (extrato enzimatico). A
mistura reacional foi incubada a 50 °C, durante 10 minutos. A reagdo enzimatica foi interrompida
pela adigdo imediata de 0,5 mL de DNS (acido 3,5-dinitro salicilico). O reagente DNS, além de
interromper a reagdo enzimatica, possibilita a realizacdo da dosagem da concentragdo de agucares
redutores produzidos pela a¢do enzimadtica, obtida apds fervura por 5 minutos a 96 °C e apds
resfriamento dos tubos, feita leitura em espectrofotdometro em absorbancia 540 nm (MILLER, 1959).
Para a determinagdo da concentragao de actcares, uma curva padrao foi construida de acordo com o
recomendado por Ghose (1987).

A atividade enzimatica foi expressa em UI (umol de agucar redutor liberado/minuto) e

determinada pela Equacao 1:

Ul = Dilui¢do X AAbs.X Fator X 0,5 (Eq. 1)
10
Onde:

Dilui¢do: Apenas se for necessario diluir o sobrenadante da enzima.
Fator: Fator obtido da curva padrdo de glicose (umol/mL).
0,5: Volume total da mistura reacional (mL).

10: Tempo de reagdo (min.).

A concentragdo enzimatica foi expressa em Ul/g substrato e determinada pela Equagdo 2:

Diluicdo X AAbs.x Fator X 0,5 x 400 (Eq. 2)

[Enz.] = 10 X 0,250 X 40

Sendo:

400: Volume total de 4gua na extragdo da enzima (mL).
0,250: Volume do sobrenadante (mL).

40: Total de substrato em cada frasco (g).

Atividade FPase (exoglucanase)
Foi determinada de acordo com a metodologia padrao descrita por Ghose (1987) modificada.

O método se baseia na dosagem da concentracdo de acucares redutores liberados durante a

degradagdo de uma fita de papel de filtro.
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O meio reacional foi formado por 0,5 mL do sobrenadante das culturas, 1,0 mL de tampao

citrato de sddio 50 mM pH 4,8 e uma tira de papel filtro Whatmann n°l medindo 1,0 x 6,0 cm

(aproximadamente 50 mg). A mistura reacional foi incubada a 50 °C, durante 60 minutos. A reacao

foi interrompida pela adi¢ao de 0,5 mL de DNS a um tubo contendo 0,5 mL da mistura reacional. A

determinagdo da concentracdo de acucares redutores foi realizada em seguida, como ja descrita para

CMCase. Para a determinag¢do da concentragdo de acucares, uma curva padrdo foi construida de
acordo com o recomendado por Ghose (1987).

A atividade enzimdtica foi expressa em Ul (umol de agucar redutor liberado/minuto) e

determinada pela Equacao 3:

Diluicdo x AAbs.xX Fator X 1,5 Eq. 3
Ul = &0 :

Sendo:

Dilui¢do: Apenas se for necessario diluir o sobrenadante da enzima.
Fator: Fator obtido da curva padrdo de glicose (umol/mL).

1,5: Volume total da mistura reacional (mL).

60: Tempo de reagao (min.).

A concentragdo enzimatica foi expressa em Ul/g substrato e determinada pela Equagao 4:

Dilui¢ao X AAbs.x Fator x 1,5 X 400
60 X 0,5 x 40

[Enz.] = Eq. 4

Sendo:
400: Volume total de 4gua na extragdo da enzima (mL).
0,5: Volume do sobrenadante (mL).

40: Total de substrato em cada frasco (g).
Atividade [-glicosidase

Foi determinada de acordo com a metodologia padrao descrita por Ghose (1987) modificada
usando celobiose como substrato.

O meio reacional foi formado por 0,5 mL do sobrenadante das culturas e 0,5 mL de solugao
15 mM de celobiose em tampao citrato de sodio pH 4,8, 50 mM. A mistura reacional foi incubada a

50 °C por 30 minutos. A reacdo foi terminada colocando os tubos em agua fervente por 5 minutos.
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A determinacdo da glicose foi realiza utilizando-se o kit para analise de Glicose GOD-POD®
da Biosystems.

A atividade enzimatica foi expressa em Ul (umol de agucar redutor liberado/minuto) e
determinada pela Equacdo 5. No caso da B-glicosidase o fator foi obtido pela amostra padrdo nas
dosagens de B-glicosidase utilizando o kit GOD-POD® (glucose oxidase/peroxidase) da Biosystems,
onde a concentragdo do padrao = 5,55 mM/L de glicose.

. Dilui¢ao X AAbs.X Fator X 1 X 5,55
B (Abs.padrdo x 30)

Eq. 5

Sendo:
Dilui¢do: Apenas se for necessario diluir o sobrenadante da enzima.
1: Volume total da mistura reacional (mL).

30: Tempo de reagao (min.).

A concentragdo enzimatica foi expressa em Ul/g substrato e determinada pela Equagao 6:

Diluicdo X AAbs.xX Fator X 1 X 400

[Enz.| = 30 X Abs.do padrdo X 40 Ea. 6

Sendo:
400: Volume total de 4gua na extragdo da enzima (mL).

40: Total de substrato em cada frasco (g).
Atividade hemicelulase (xilanase)

A atividade de xilanase foi dosada utilizando a xilana soluvel como substrato, (xilana
birchwood, Sigma). A reagdo consiste na mistura contendo 0,1 mL de sobrenadante das culturas, 0,2
mL de solucdo de 1% de xilana em 0,05 M de tampao acetato pH 5,0. A mistura reacional foi incubada
a 50 °C por 30 minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 0,3 mL da solucdo de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) em banho fervente por 10 minutos. A determinagdo da concentracdo de
acucares redutores, tendo como padrdo a xilana, foi realizada em seguida, como ja descrita para
CMCase. Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima requerida
para produzir 1 umol de agtcares redutores em 1 minuto a 50 °C.

A atividade enzimdtica foi expressa em Ul (umol de agucar redutor liberado/minuto) e
determinada pela Equacao 7:

Ul = Dilui¢do X AAbBS(.)x Fator x 0,15 Eq.7
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Sendo:

Dilui¢do: Apenas se for necessario diluir o sobrenadante da enzima.
Fator: Fator obtido da curva padrao de xilana (umol/mL).

0,15: Volume total da mistura reacional (mL).

30: Tempo de reagdo (min.).

A concentragdo enzimatica foi expressa em Ul/g substrato e determinada pela Equagao 8:

Dilui¢ao X AAbs.X Fator x 0,15 X 400 Eq. 8

[Enz. ] = 30 x 0,05 X 40

Sendo:
400: Volume total de 4gua na extragdo da enzima (mL).
0,05: Volume do sobrenadante (mL).

40: Total de substrato em cada frasco (g).
Analise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e o software estatistico empregado para a validagao

dos dados foi o Origin 5.0.
Resultados e Discussao

Foi analisado o efeito da porcentagem de umidade (30, 50 e 70%) dos substratos bagago de
cana moido tratado termicamente e farelo de trigo, na fermentagdo semi-solida de 7. Reesei RUT C-
30 e produgdo de enzimas celuloliticas e xilanases. A avaliacdo foi feita a cada 7 dias por 28 dias.

A Figura 1 ilustra que foi obtido maior atividade de CMCase (217,93 Ul/g substrato) na
fermentacdo do fungo em bagaco de cana com umidade de 70% apos 21 dias. Na fermentacao do
fungo em farelo de trigo com 70% de umidade foi obtido 69,51 Ul/g substrato de CMCase apods 14
dias.

Foi obtida maior de producao de FPase (5,45 Ul/g substrato), na fermentagdo do fungo em
bagaco de cana com 70% de umidade apds 21 dias (Figura 2). O segundo maior pico de produgao, no
entanto, ocorreu na fermentagdo em farelo de trigo com 70% de umidade apos 7 dias de cultivo,
superando a fermentacdo em bagaco de cana com 30 e 50% de umidade, mostrando o pardmetro

umidade como preponderante na producao dessa enzima. Considerando as mesmas porcentagens de
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umidade do substrato, a producdo de FPase pelo fungo fermentado em bagago de cana superou a
producdo da enzima fermentada em farelo de trigo.

Foi obtida maior producao de xilanase na fermentagao do fungo em farelo de trigo com umidade
de 70% (1021,7 Ul/g substrato) e 30% (1002,47 Ul/g substrato) (Figura 3).

Para B-glicosidase (Figura 4), o farelo de trigo com umidade de 70% apresentou o maior pico
de producao (2,42 Ul/g substrato) em 28 dias. Com o substrato bagago de cana, a produgdo de -
glicosidase foi menor quando comparada a alcangada no farelo de trigo. Neste caso, a umidade nao
foi um parametro determinante, pois houve pouca variacdo na medida de atividade detectada. O
fungo 7. reesei RUT C-30 apesar de ser um dos micro-organismos mais estudados em relacdo a
producdo de celulases, produz pouca B-glicosidase devido a mutagdes em seu genoma, acarretando

uma desvantagem do ponto de vista do processo de sacarificagdo da biomassa (KIM et al., 1997).

Figura 1 - Atividade enzimatica de CMCase do extrato obtido de 7. reesei RUT C-30, em fermentacao
semissolida de bagaco de cana e farelo de trigo, em diferentes porcentagens de umidade inicial,
durante 7, 14, 21 e 28 dias

=g==Farelo de trigoe
CM case casca de arroz - 30%
300,000 =f=Farelo de trigo e
cascade arroz - 50%
250,000
=== Farelo de trigo e
= 200,000 cascade arroz - J0%
S
m
E 150,000 5 =36=[3g. Cana moido trat.
2 SERGE térmico e casca de
{E ' arroz - 30%
= ==i==Hag. Cana moido trat.
50,000 térmico e casca de
arroz - 50%
0,000 1 =@=Bag. Cana moido trat.
— 7 14 21 28 térmico e casca de
? Dias de cultivo arroz - 70%

Fonte: Dos autores, 2021.

O trabalho desenvolvido por Basso (2010) mostrou atividade de CMCase de 3,5 Ul/g e FPase
de 2,3 Ul/g, utilizando T. reesei RUT C-30 em FSS com bagac¢o de cana in natura como indutor, em
15 dias de fermentagdo. Portanto, os valores obtidos no presente trabalho para CMCase e FPase foram
superiores para ambas as enzimas.

Os resultados mostram que, para o 7. reesei RUT C-30, a melhor umidade inicial entre as

analisadas foi 70%. Latifian ef al. (2007), encontraram resultados semelhantes para a fermentacao do
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fungo T. reesei QM9414 em farelo de arroz, ao avaliar trés porcentagens de umidade do substrato
(40, 55 e 70%) e encontrarem valores superiores para atividade de celulase com substrato contendo

70% de umidade inicial.

Figura 2 - Atividade enzimatica de FPase do extrato obtido de 7. reesei RUT C-30, em fermentagao
semissolida de bagaco de cana e farelo de trigo, em diferentes porcentagens de umidade inicial,
durante 7, 14, 21 e 28 dias

Fpase === Farelo de trigo e
casca de arroz - 30%
7,000
=fli—Farelo de trigoe
6,000 casca de arroz - 50%
o 00 == Farelo de trigoe
E £ casca de arroz - 70%
8
.:-ln 3,000 ==¢=Bag. Cana moido
%‘* trat. térmico e casca
2,000 de arroz - 30%
==ie=Bag. Cana moido
1,000 trat. térmico e casca
de arroz - 50%
0,000 =@ Bag. Cana moido
7 14 21 28 trat. térmico e casca
Dias de cultivo de arroz - 70%

Fonte: Dos autores, 2021.

Figura 3 - Atividade enzimatica de xilanase do extrato obtido de T reesei RUT C-30, em fermentagao
semissolida de bagaco de cana e farelo de trigo, em diferentes porcentagens de umidade inicial,
durante 7, 14, 21 e 28 dias

. =4=Farelo de trigo e casca
Xilanase de arroz- 30%
140,000 =f=Farelo de trigo e casca
120,000 de arroz- 50%
100,000 =dr=Farelo de trigo e casca
80,000 de arroz- 70%
-
E e =34=Bag. Cana moido trat.
5 40,000 térmico e casca de
arroz - 30%
20,000 =s#=Bag. Cana moido trat.
0,000 térmico e casca de
7 14 arroz - 50%
20000 =@=Bag. Cana moido trat.
-40,000 T térmico e casca de
as de cultivo arror - 70%

Fonte: Dos autores, 2021.
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Figura 4 - Atividade enzimatica de B-glicosidase do extrato obtido de 7. reesei RUT C-30, em
fermentacao semissolida de bagaco de cana e farelo de trigo, em diferentes porcentagens de umidade
inicial, durante 7, 14, 21 e 28 dias

. . =#=Farelo de trigo e casca
B-glicosidase de arroz- 30%
0,300 ==Farelo de trigo e casca
de arroz - 50%
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7 14 1 i =§=D2ag. .Cana moido trat.
0,050 . . térmico e casca de
Dias de cultivo arroz - 70%

Fonte: Dos autores, 2021

Conclusao

Os resultados apresentados demonstram o potencial da fermentacdo semissolida para
producdo das enzimas celuloliticas e xilanase utilizando os residuos de farelo de trigo e bagacgo de
cana como indutores.

Dentre as umidades estudadas, a mais adequada para fermentagdo semissolida com
Trichoderma reesei RUT C-30 foi a de 70%. A atividade de todas as enzimas estudadas em ambos
os substratos (farelo de trigo e bagaco de cana-de-acucar tratado termicamente) tiveram seus valores
maximos nessa umidade. Os valores maximos para as atividades de CMCase, FPase, xilanase e -
glicosidase obtidas foram, respectivamente, 217,93 Ul/g substrato (bagago de cana), 5,45 Ul/g
substrato (bagaco de cana), 1021,7 Ul/g substrato (farelo de trigo) e 2,42 Ul/g substrato (farelo de

trigo). Estudos futuros para aumento da produtividade do processo devem ser realizados.
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Capitulo 8

Investigacdo de atividade lipolitica em fontes vegetais de lipase: uso de extrato bruto da polpa
e caroco de Mauritia Flexuosa L.

Eva Maria Fonseca Gongalves!; Rayssa Souza dos Santos'; Raphael Oliveira de Figueiredo!; Bruna
de Arafijo Guimardes*!, Alison Silva de Almeida', Jodo da Silva Carneiro®

Resumo

As lipases sdo enzimas categorizadas de hidrolases responsaveis por romper ligagdes de cadeias de
lipidios, acelerando a reacdo de hidrdlise de 6leos e gorduras na interface 6leo/dgua, podendo ser
adquirida de trés fontes: animal, microbiana e vegetal. No Brasil, hd uma vasta variedade de vegetais
com potencial lipasico, destacando-se a Mauritia Flexuosa L., espécie de palmeira nativa da regido
amazonica, com potencialidades industriais e alternativas devido a sua facil obtengdo e
disponibilidade. Com o objetivo de identificar a atividade lipolitica relativa na polpa e no carogo do
extrato bruto do fruto da Mauritia Flexuosa L., utilizou-se a metodologia proposta por Soares et al.
(1999), com adaptagdes. As analises do extrato bruto da polpa e carogo do fruto de Buriti (Mauritia
flexuosa L.) apresentaram atividade lipolitica em todos os tempos de reacao estudados, tanto na
utilizacdo do substrato 6leo de soja, tanto do azeite de oliva, nas mesmas condigdes de pH 7,0 e
temperatura de 25 °C, nos tempos de 5 a 20 minutos. Notou-se que para o 6leo de soja, o desempenho
maximo, ou seja, sua atividade relativa foi referente ao extrato bruto do carogo do fruto, sendo de
27,93 U/mL, em 5 minutos de reagdo. Nos tempos posteriores analisados foram constatados
resultados consideraveis, de 12,98 U/mL, 8,49 U/mL e 6,0 U/mL, demonstrando uma maior afinidade
com ¢ésteres de cadeia curta. Além disso, notou-se que o azeite de oliva apresentou desempenho
maximo na andlise do extrato bruto da polpa, nos intervalos de tempo de 5 a 10 minutos com atividade
relativa de 3,9 U/mL e 4,38 U/mL, respectivamente, tendo maior afinidade na hidrélise de ésteres de
cadeia longa. Portanto, ressalta-se a caracteristica da seletividade da enzima lipase, pois diferentes

substratos apresentaram maior afinidade em diferentes subprodutos do fruto do Buriti.

Palavras-chave: Atividade relativa. Biotecnologia. Matriz vegetal.
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Introduciao

O Brasil detém o titulo de pais mais biodiverso do planeta, contendo cerca de 15 a 20% da
variedade biologica do mundo, além de ter a flora mais diversificada (RNP, 2020). E no seu bioma
Amazonico aonde verifica-se uma ampla diversidade de plantas e de frutos com potencial enzimatico
lipolitico, isto €, vegetais dotados de enzimas encarregadas de degradar lipideos ou gorduras, a estas
enzimas nomeia-se lipases (RNP, 2020).

As lipases fazem parte do grupo de enzimas categorizadas de hidrolases (HASSAN; SHAH;
HAMEED, 2016; PASTORE; COSTA; KOBLITZ, 2003). Denominam-se lipases, conhecidas
também como triaciglicerol acilhidrolases, aquelas enzimas capazes de romper ligagcdes de cadeias
lipidicas, transformando-as em alcoois e acidos organicos (HASSAN; SHAH; HAMEED, 2006). Elas
sdo as responsaveis por catalisar as reacdes de hidrélise e esterificagdo, pois, elas atuam como
catalisadores quimicos em diferentes reagdes (BARROS; FLEURI; MACEDO, 2010).

A reacdo considerada tipica catalisada pelas lipases ¢ a hidrolise de acilglicerdis de cadeia
longa, por isso, essas enzimas sdo agrupadas na subclasse das éster-carboxilico hidrolases pela
Enzyme Comission, codificadas pelo niimero 3.1.1.3 e denominadas triacilglicerol acilidrolase. A
reacdo de hidrélise de lipideos consiste no rompimento da ligacao éster do glicerideo produzindo
glicerol e acidos graxos, na presenca de dgua (CASTRO et al., 2004).

Para Carvalho et al. (2005) as lipases ditas “verdadeiras” sdo capazes de realizar hidrolises
totalmente ou parcialmente de ligacdes ésteres de glicerol, fornecendo alcoois especificos e acidos
graxos livres. Essas enzimas operam na area de interagdo 6leo/agua e, por isso, quando em ambientes
aquo-restritos sdo capazes de realizar hidrolises e reagdes inversas, podendo resultar em
interesterificagdes e/ou transesterificagdes (CARVALHO et al., 2005). Assim, dentre a
multiplicidade de aplicacdes das lipases, os processos de maior interesse estdo as reagdes de hidrolise,
sintese e interesterificacdo de lipideos por meio das lipases (ROVEDA; HEMKEIMEIER; COLLA,
2010; VULFSON, 1994).

Diante das suas propriedades ativas, destacam-se a importancia e a eficiéncia na apropriagao
de lipases pelas vastas areas industriais, tais como: detergentes, téxtil, celulose, tratamento de 6leos
e biodiesel, alimenticias de laticinio, de molhos e condimentos, de processamento de carnes; industria
farmacéutica, quimica fina, médica diagndstica, couros, tratamento de residuos, entre outras

(DELGADO, 2014; PASTORE; COSTA; KOBLITZ, 2003).
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As lipases encontram-se em larga escala na natureza em trés fontes: de origem animal e
vegetal, encontrada em células dos tecidos, ou microbiana, produzida por microorganismos como
fungos e bactérias (PASTORE; COSTA; KOBLITZ, 2003). Sendo que as lipases de origem vegetal,
de acordo com os crescentes estudos dos ultimos anos, tem sido uma tendéncia para as industrias
biotecnoldgicas, uma vez que possuem vantagens industriais e alternativas, em relacdo aos
catalisadores quimicos, como a facilidade de obtengdo e abundancia de matérias primas (BARROS;
FLEURI; MACEDO, 2010). Além disso, lipases vegetais sao muito atrativas devido ao seu baixo
custo, especificidade de substrato e o fato de estarem amplamente disponiveis em fontes naturais sem
a necessidade de tecnologia genética molecular para produzi-los, tornando-os uma boa alternativa
para exploragdo comercial como enzimas industriais (BARROS; FLEURI; MACEDO, 2010;
VILLENEUVE, 2003).

Tendo em vista as vantagens apresentadas pela reagdo enzimatica de uso das lipases em
comparagdo com os catalisadores quimicos utilizados, comercialmente, hoje em dia, como: sao
produtos naturais bioldgicos e biodegradaveis, atuam em pH e temperaturas brandas, alta
especificidade, etc, (MONTEIRO; SILVA, 2009), pode-se citar algumas fontes vegetais de onde sao
extraidas enzimas para utilizagdo industrial, como a Carica papaya L, Armoracia rusticana L., Zea
mays L. e Triticum vulgare V. Destas s3o extraidas proteases, oxidases, peroxidase, carboxilase e
fitase, respectivamente (DELGADO, 2014). Além disso, vale citar o estudo realizado por Delgado
(2014), no qual foi utilizado o bagago da laranja e da manga, para uso em escala industrial (téxtil,
detergentes, etc) ou aplicagdo no processo de hidrdlise e sintese, reduzindo e reaproveitando o
descarte de toneladas de residuos gerados em abundancia no mundo, todos os anos. Sendo essa uma
caracteristica bastante viavel quanto ao uso de subprodutos de frutos, como fontes de lipases nos
processos industriais, pois, segundo Sagar ef al. (2018), estima-se que as perdas e o desperdicio de
frutas e vegetais sdo os maiores entre todos os tipos de alimentos e podem chegar a 60%. As operacdes
de processamento de frutas e vegetais produzem quantidades significativas de residuos. O residuo ¢
composto principalmente de semente, pele, casca e bagago, os quais podem ser boas fontes de
compostos bioativos potencialmente valiosos, como carotenoides, polifenois, fibras alimentares,
vitaminas, enzimas e 0leos, entre outros.

Considerando a biodiversidade presente no territorio brasileiro e as vantagens do uso de
lipases vegetais na industria, elucida-se uma possibilidade de contribuir para o aproveitamento de
vegetais regionais uteis como fonte enzimatica, principalmente, de frutos, sem valor agregado no
mercado nacional. No entanto, hoje, as lipases vegetais t€ém pouca apropriacdo em escala comercial

em virtude da falta de fontes adequadas do ponto de vista economico (DELGADO, 2014).
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Em vista disso, depara-se com a Regido Amazonica onde ¢ mina de plantas e frutos
oleaginosos, algumas de baixo custo, como ¢ o caso do fruto da arvore do buriti (Mauritia Flexuosa
L.), um fruto proveniente do buritizeiro - uma espécie de palmeira nativa da Amazonia, pertencente
a familia Arecaceac (CARNEIRO; CARNEIRO, 2011). O Buriti ¢, também, conhecido pelos nomes
de buriti-do-brejo, caranda-guagu, carandai-guacu, ita, miriti, muriti, muritim e muruti. Sua palmeira
¢, facilmente, localizada em estados como o Para e engloba toda a regido amazonica como, também,
¢ predominante em estados do Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. (CARNEIRO; CARNEIRO, 2011).

A érvore do buritizeiro pode atingir 35 m de altura, a producdo do buriti ¢ anual e o nimero
de inflorescéncia ou de cachos com frutos varia de 5 a 7 por planta por ano, com cerca de 400 a 500
frutos por cacho. O buriti também fornece palmito comestivel. Seus frutos sao elipsdide-oblongos,
cobertos por escamas corneas, medindo 5,0 x 4,2 cm de didmetro, de coloragdo marrom-avermelhado
na maturidade. Do fruto do buriti se extrai o 6leo de miriti, comestivel e empregado na fritura de
alimentos. A sua polpa ¢ bastante apreciada e apds a fermentacao fornece o vinho de buriti, consumido
com acucar ¢ farinha de mandioca. Também ¢ empregada no preparo de doces, sorvetes, picolés,

refrescos, entre outras. A améndoa ¢ espessa e durissima, semelhante ao marfim vegetal (FERREIRA,

2005). As caracteristicas do fruto do Buriti podem ser visualizadas na Figura 1, abaixo.

Figura 1 — Espécie adquirida no mercado Ver-o-Peso, Belém-PA
4 7 o 0 Al i G A Pi : 'v‘“. T ;W; ’ LD Y

Fonte: Os autores, 2021.
Legenda: A: parte externa (escama); B: polpa do fruto do Buriti; C: Améndoa.

Até o presente momento, ndo ha registros de estudos na literatura acerca da atividade lipolitica
no fruto da arvore de buriti (Mauritia Flexuosa L.). Diante disso, esse trabalho objetiva-se em
investigar a possivel presenca de atividade lipasica na polpa e no carogo do buriti, separadamente,

pois o estudo separado de cada fragdo possibilita a analise do potencial individual, o que ¢ interessante

@ ‘ S]MEAL] ........................................................... - 10




1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0
Volume 1 - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

para processos de larga escala, ja que, utilizando apenas a parte do fruto com maior atividade haveria
maior rendimento em comparagdo com o uso do fruto inteiro ou fragdes misturadas, tornando, ainda,
o processo mais rentavel (DELGADO, 2014). Além de determinar o melhor tempo de processamento
do extrato bruto enzimatico, frente ao substrato 6leo de soja e azeite de oliva, separadamente, deste
modo, contribuindo para o desenvolvimento do conhecimento quimico do fruto e para a obtengdo de

lipases a baixo custo em condi¢des adequadas, sendo de pH 7,0 e temperatura 25 °C.
Material e Métodos

Os frutos do Buriti (Mauritia flexuosa L.) foram adquiridos in natura no mercado Ver-o-Peso,
Belém-PA, e transportados em saco pléstico até o Laboratdrio de Quimica da Universidade do Estado
do Parad. Os frutos foram lavados em agua corrente e cortados com uma lamina devidamente
higienizada. O extrato bruto enzimatico foi preparado a partir da polpa e do carogo do fruto, assim
foram pesados 10 g de cada subproduto e homogeneizados em 45 mL de solugdo Tampao Fosfato 0,1
M. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo em agitador magnético por 3 horas.

Para analise da atividade lipolitica foi utilizada a metodologia de Soares ef al. (1999) com
adaptacdes. Em erlenmeyers de 50 mL foram adicionados 3,92 mL de solugdo tampao fosfato 0,1 M,
2,45 mL de agua, 170 mg de goma ardbica (agente emulsificante) e 2,45 mL de substrato, sendo
utilizado o 6leo de soja e o azeite de oliva para posterior comparagcdo ¢ 1 mL de extrato bruto
enzimatico. Para titulagdo das amostras foi utilizada solug¢ao hidréxido de s6dio (NaOH 0,05M) e 2
gotas de fenolftaleina 1%.

As analises foram realizadas em triplicatas, nos tempos 5, 10, 15 e 20 minutos, além do teste
em branco, o qual consistiu em titular com NaOH a emulsdo (tampao, substrato, goma arabica e
extrato) no tempo 0 (zero) minutos a fim de desconsiderar a acidez do préprio fruto e do substrato em
questdo. As quantidades de base gasta em cada tempo foram anotadas, a fim de se realizar o calculo
da determinacao de atividade lipolitica relativa. O calculo foi realizado de acordo com a Equacao 1,

apresentada abaixo:

(Va — V). 1000. Noyaonm) (Eq. 1)
t.V

Atividade =

Em que Va corresponde ao volume de NaOH gasto na amostra, Vg o volume gasto no branco,
Nnaon € a Normalidade da base, t o tempo de reacdo e V o volume de extrato. A atividade enzimatica

¢ mensurada em U/mL, esta ¢ definida como a quantidade de enzima bruta que liberou 1 pmol de
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acido graxo por minuto. Por fim, a partir dos resultados obtidos foram construidos tabela e graficos

utilizando o programa Microsoft Excel 2019.

Resultados e Discussao

Os dados obtidos nas analises dos extratos brutos da polpa e caroco do buriti estdo expressos
na Tabelas 1, na qual € possivel observar a atividade relativa calculada a partir da Equacao 1 para
cada fracao e cada substrato.

Tabela 1 - Dados obtidos na analise do extrato bruto da polpa e do caroco do fruto da espécie Mauritia
Flexuosa L, frente aos substratos azeite de oliva e dleo de soja

Item analisado Substrato Tempo (min) Ativ. Relativa (U/mL)
Polpa Azeite de oliva 5 3,90
10 4,38
15 2,27
20 2,19
BRANCO
Polpa Oleo de soja 5 2,92
10 2,44
15 1,30
20 0,73
BRANCO
Caroco Azeite de oliva 5 1,95
10 0,97
15 0,97
20 0,85
BRANCO
Carogo Oleo de soja 5 27,93
10 12,98
15 8,49
20 6,00
BRANCO

Fonte: Os autores, 2021.
Legenda: Ativ. Relativa: a quantidade de enzima bruta que liberou 1 pmol de acido graxo por minuto.

As andlises do extrato bruto da polpa do fruto de Buriti (Mauritia flexuosa L.) apresentaram
atividade lipolitica em todos os tempos de reacdo, como mostra a Figura 2, tanto ao se utilizar o

substrato 6leo de soja, tanto na utilizacao do substrato azeite de oliva.
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Nesse contexto, a polpa do fruto, quando analisada com o azeite de oliva apresentou
desempenhos maximos, nos tempos de reagoes de 5 e 10 minutos, com atividade relativa de 3,9 U/mL
e 4,38 U/mL, respectivamente. Posteriormente, houve um decaimento nos valores em 15 e 20
minutos, nos quais as atividades relativas foram abaixo de 3 U/mL. Na utiliza¢do do substrato 6leo
de soja, nos tempos de reagdo de 5 e 10 minutos, os resultados foram de 3,9 U/mL e 3,16 U/mL,
respectivamente, € nos tempos de 15 e 20 minutos os resultados decairam para valores inferiores a

1,5 U/mL.

Figura 2 - Grafico da atividade relativa (U/mL) versus tempo (min) da polpa do fruto analisada frente
aos substratos oleo de soja e azeite de oliva
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Fonte: Os autores, 2021.

Os dados obtidos para a anélise do extrato bruto do carogo da planta do Buriti estdo expressos
na Figura 3, abaixo. Na analise do extrato bruto, os dados mostram que a matriz apresentou atividade
enzimatica quando analisada frente ao substrato azeite de oliva, tendo desempenho méximo de 1,95
U/mL (5 minutos) e decaindo para 0,97 U/mL (10 e 15 minutos) € 0,73 U/mL (20 minutos). O extrato
bruto do carocgo, frente ao substrato 6leo de soja, mostrou resultados mais satisfatérios, com atividade
maxima de 27,93 U/mL, em 5 minutos. Entretanto, em todos os tempos analisados foram obtidos
resultados consideraveis: 12,98 U/mL (10 minutos); 8,49 U/mL (15 minutos); 6,0 U/mL (20 minutos).

O desempenho maximo obtido foi referente ao extrato bruto do carogo do fruto, frente ao
substrato o0leo de soja, nos primeiros 5 minutos (27,93 U/mL), sendo esse resultado consideravel pois
supera os resultados obtido por Santos (2019) nas analises das atividades lipoliticas feitas com fungos

isolados de Colmeias de Melipona scutellaris, utilizando substrato de p-nitrofenil palmitato (p-NPP),
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cujo desempenho maximo de atividade relativa foi de 20,76 U/mL, nas condicdes fisico-quimicas de
pH 8,0 e 37 °C por 30 minutos de reagao.

Logo, infere-se que as lipases do extrato bruto do carogo do fruto do buriti possuem maior
afinidade na hidrolise de ésteres de cadeia curta, como ¢ o caso do 6leo de soja, o qual contém teores
de 4cidos graxos com duas e trés ligagdes duplas, tendo rapida degradacdo por oxidacdo (REDA;
CARNEIRO, 2007). Portanto, apresenta-se o Buriti como uma fonte viavel para extra¢do de enzimas
lipase para uso industrial, em comparagdao com as fontes de microrganismos como os fungos, sendo
o fruto de facil obtencao e de baixo custo, além de o carogo ser uma fragao do fruto sem utilizagao

industrial, até o momento.

Figura 3 - Gréafico da atividade relativa (U/mL) versus tempo (min) do caroco do fruto analisada
frente aos substratos 6leo de soja e azeite de oliva
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Fonte: Os autores, 2021.

Nota-se uma melhor atividade relativa no extrato bruto do carogo do Buriti, em comparagdo
a polpa, pois, segundo Quettier e Eastmond (2009), as lipases vegetais sdo encontradas
principalmente em tecidos de reserva de energia, como nas sementes. Durante o seu desenvolvimento,
as sementes armazenam substancias, sendo as principais substancias carboidratos, lipideos e
proteinas. Também podem armazenar enzimas como invertases, amilases, lipases e galactosidases, as
quais sdo responsaveis pela conversdao das macromoléculas armazenadas em metabolizaveis (amido
em glicose, triglicerideos em glicerol e acidos graxos, polipeptidios em peptideos e aminoacidos),

que serdo transferidas e utilizadas pela planta para o crescimento e germinacdo das sementes
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(MARTINS et al.,2007; QUETTIER; EASTMOND, 2009). No entanto, sementes de plantas ndo sao
as Unicas fontes de lipases vegetais existentes.
Ao observar os demais valores obtidos com os resultados relatados por Delgado (2014), com
a polpa da laranja frente ao substrato de 6leo de oliva extra virgem, em temperatura de 40 °C e pH
7,0, tem-se valores superiores, de 14,2 U/mL. Por outro lado, ao associar aos resultados descritos por
Rosa et al. (2019), no qual o trabalho investigou a atividade lipolitica do extrato bruto da polpa do
jenipapo (Genipa americana L.) feita com o substrato de 6leo de soja realizada em condi¢des de pH
7,0 e temperatura de 25 °C, que resultou na atividade relativa maxima de 3,3 U/mL, nota-se, assim,
um resultado inferior quando comparado a polpa do fruto buriti. Segundo os resultados dos
desempenhos maximos descritos por Guimaraes et al. (2020), realizados com extrato bruto da polpa
do fruto ajuru (Chrysobalanus icaco L.) e frente ao substrato de 6leo de soja, em temperatura de 50
°C, constatou-se atividade enzimatica relativa (5,55 U/mL), superiores em comparagdo com extrato
bruto da polpa do fruto de Mauritia flexuosa L. nas condigdes estudadas. Logo, nota-se um melhor
aproveitamento da Mauritia flexuosa L. em relagdo a outras fontes vegetais como a Genipa americana
L. e Chrysobalanus icaco L.
Ademais, pode-se afirmar que as lipases do extrato bruto da polpa do fruto Mauritia flexuosa
L. oferecem maiores atividades lipoliticas relativas, utilizando o azeite de oliva como substrato, sendo
esta atividade de 4,38 U/mL no tempo de 10 minutos, evidenciando-se maior afinidade na hidrolise
de ésteres de cadeia longa, produzindo acido oleico. Esse fato implica na preponderante presenca de
acido oleico na fragdo lipidica, cuja molécula possui apenas uma ligacdo dupla, sendo classificado
como um acido graxo monoinsaturado (GIMENO et al., 2002).
Segundo Macédo et al. (2016) as lipases sdo enzimas que atuam de maneira especifica sobre
lipideos, portanto, esses resultados podem softrer alteragdes, caso haja mudanga na temperatura, pH,

adi¢do de sais ou tempo de germinagao.
Conclusao

Pela primeira vez, foi identificada atividade lipolitica relativa nos extratos brutos da polpa e
do carogo do fruto Buriti (Mauritia Flexuosa L.), utilizando os resultados adquiridos mediante a
investigacao lipolitica na, até entdo, possivel fonte vegetal. Sendo que o dado maximo obtido mais
relevante da pesquisa foi de 27,93 U/mL correspondendo ao intervalo de tempo de 5 minutos, usando
o extrato bruto do caroco do fruto quando analisada com o substrato 6leo de soja, dando énfase a

afinidade com o substrato. Assim, apresenta-se o Buriti como uma fonte biotecnologica e alternativa
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de enzimas lipase para uso industrial, de baixo custo e facil obten¢do; como também, destaca-se que
tais valores obtidos podem variar se houver mudangas nas condi¢des fisico-quimicas estudadas de
temperatura, pH, adi¢ao de sais (cofatores), substratos e tempo de germinagao.

Portanto, esta pesquisa pdde cooperar para que mais um fruto tipico da regido amazonica fosse
analisado e catalogado como matriz de potencial apropriacdo nas indistrias que demandam matérias
primas, como as enzimas metabolicas, as quais tém alto custo devido a sua principal fonte microbiana

e animal.
Agradecimentos

Agradecemos a Universidade do Estado do Para pelo apoio, suporte técnico e materiais
laboratoriais € ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - CNPq pela

bolsa concedida.
Referéncias

BARROS M.; FLEURI L. F.; MACEDO G. A. Seed lipases: Sources, applications and properties —
a review. Brasilian Journal of Chemical Engineering, v. 27, n. 01, pag. 15-29, 2010.

CARNEIRO, T. B.; CARNEIRO, J. G. M. Frutos e Polpa Desidratada Buriti (Mauritia flexuosa L.):
Aspectos Fisicos, Quimicos e Tecnologicos. Revista Verde (Mossor6 — RN — Brasil), v.6, n.2, p.
105-111, 2011. Disponivel em:
https://editoraverde.org/gvaa.com.br/revista/index.php/RVADS/article/view/483. Acesso em: 21
nov. 2020

CARVALHO, P. O. et al. Potencial de biocatalise enantiosseletiva de lipases microbianas. Quimica
Nova. v. 28, n. 4, p. 614-625, 2005.

CASTRO, H. F. et al. Modificacdo de oleos e gorduras por biotransforma¢do. Quimica Nova, v. 27,
n. 1, p. 146-156, 2004.

DELGADO, C. H. O. Obtencao, caracterizacdo e aplicacdo de lipases vegetais: Utilizando
Subprodutos do Processamento de Laranja e Manga para Suco. 2014. 89f. Tese (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) - Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2014.

FERREIRA, M. G. R. Embrapa. Centro de Pesquisa Agroflorestal de Ronddnia. Buriti (Mauritia
flexuosa L.). Porto Velho, RO, 2005. Cartilha (INFOTECA-E).

GIMENO, E. et al. The effects of harvest and extraction methods on the antioxidant content

(phenolics, a-tocopherol, and b-carotene) in virgin olive oil. Food Chemistry. n. 78, p. 207-211,
2002.

Q S]MEAL] ........................................................... - 116




GUIMARAES, B. A. et al. Determinagdo de Lipase no Extrato Bruto da Polpa de Ajuru
(Chrysobalanus icaco L.). /n: SIMPOSIO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM CIENCIAS
AMBIENTAIS NA AMAZONIA. 9°. Anais virtuais [...]. Belém: UEPA, 2020. v. 2, p. 123-130.

HASSAN, F.; SHAH, A. A.; HAMEED, A. Industrial application of microbial lipase. Enzyme and
Microbial Technology. n. 39, p. 235-251, 2006.

MACEDO, JI. K. A. et al. Estudo da atividade enzimatica de lipases presentes no mesocarpo de dendé
(Elaeis guineensis). /n: ENCONTRO DE PESQUISA E INOVACAO DA EMBRAPA
AGROENERGIA. 3, 2016, Brasilia/DF. Anais |[...]. 2016.

MARTINS, M. T. C. S. et al. Composi¢ao quimica de sementes de espécies de Manihot Mill
(Euphorbiaceae). Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 5, p. 621-623, 2007.

MONTEIRO, V. N.; SILVA, R. N. Aplicagdes industriais da biotecnologia enzimatica. Revista
Processos Quimicos. v. 3, n. 5, p. 9-23, 2009.

PASTORE, G. M.; COSTA, V. S. R.; KOBLITZ, M. G. B. Purificacdo Parcial e Caracterizacao
Bioquimica de Lipase Extracelular Produzida por Nova Linhagem de Rhizopus sp. Revista Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos. Campinas, n. 23, v.2, p. 135-140, 2003.

QUETTIER, A. L. e EASTMOND, P. J. Storage oil hydrolysis during early seedling growth. Plant
Physiology and Biochemistry, p. 485-490, 2009.

REDA, S. Y.; CARNEIRO, P. I. B. Oleos e gorduras: aplicagdes ¢ implicagdes. Revista Analytica.
n. 27, p. 60-67, 2007.

ROVEDA, M.; HEMKEIMEIER; COLLA, L.M. Avalia¢ao da Produgdo de Lipases por Diferentes
Cepas de Microorganismos Isolados em Efluentes de Laticinios por Fermentacdo Submersa. Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 30, n.1, p.126-131. 2010.

RNP BRASIL. SiBBr: Biodiversidade Brasileira, Produgao Cientifica e Politicas Publicas Mais
Assertivas. Sistema da Rede Nacional de Ensino e Pesquisa, 2020. Disponivel em:
https://www.rnp.br/noticias/sibbr-biodiversidade-brasileira-producao-cientifica-e-politicas-publicas-
mais-assertivas. Acesso em: 21 nov. 2020.

ROSA, C. M. C,, et al. Investiga¢ao de Fontes Vegetais de Lipase: Jenipapo (Genipa americana L.).
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE QUIMICA. 59, 2019, Joao Pessoa/PB. Anais Virtuais |...].
Joao Pessoa, 2019.

SAGAR, N. A. et al. Fruit and Vegetable Waste: Bioactive Compounds, Their Extraction, and
Possible Utilization. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. ed. 3, v. 17, p.
512-531, 2018. Disponivel em: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12330.
Acesso em: 7 jun. 2020.

SANTOS, J. E. F. Fungos isolados de colmeias de Melipona scutellaris e avaliacio da capacidade

de producio de lipases. 2019. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia de Fungos) - Centro de
Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2019.

() SIMEALI n7



1V Simpdsio de Engenharia de Alimentos - SIMEALI 4.0
Volume 1 - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

SOARES, C. M. F. ef al. Characterization and utilization of Candida rugosa lipase immobilized on
controlled pore silica. Applied Biochemistry and Biotechnology. 79, p. 745-757, 1999.

VILLENEUVE, P. Plant lipases and their applications in oils and fats modification. European
Journal of Lipid Science and Technology. v. 105, n. 6, p. 308-317. 2003

VULFSON, E. N. Industrial applications of lipases. /n. WOOLLEY, P.; PETERSEN, S. B. (eds.).
Lipases: Their Structure, Biochemistry and Application. Cambridge University Press: Great
Britain, 1994, p. 271-288.

O S]MEAL] ........................................................... - 118



O 9 Capitulo

Otimizacao da extracao
de 3-caroteno em casca
e bagaco de limdo cravo
(Citrus limonia Osbeck)

liofilizados



1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0
Volume | - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

Capitulo 9

Otimizacao da extracdo de B-caroteno em casca e bagaco de limao cravo (Citrus limonia
Osbeck) liofilizados

Ana Cristina Freitas de Oliveira Meira*!; Larissa Carolina de Morais'; Sérgio Henrique Silva?;
Jaime Vilela de Resende®

Resumo

O limao cravo (Citrus limonia Osbeck) ¢ um tipo de citros amplamente cultivado no territorio
brasileiro, seu processamento gera uma elevada quantidade de subprodutos ricos em compostos
bioativos, como o B-caroteno, um pigmento natural com agdo antioxidante, anti-inflamatoria e pro-
vitamina A, que auxilia inclusive na preven¢do de doengas cardiovasculares. A recuperacao desse
pigmento ¢ influenciada por fatores como, tipo e concentragdao do solvente, temperatura de extragao
e caracteristicas da matriz alimentar em que esta presente, sendo necessario realizar um estudo que
otimize o processo de extracdo. Dessa forma, o trabalho objetivou otimizar a extracao de -caroteno
em casca e bagaco de limao cravo liofilizados. Para isso foi empregado um delineamento composto
central (DCC) contendo oito pontos fatoriais € quatro pontos centrais. Foram avaliados os efeitos da
temperatura de extragdo, bem como das concentragdes de acetona e de hexano na solugdo extratora
de B-caroteno. A quantificacdo desse composto foi realizada por método espectrofotométrico e as
concentracgdes variaram de 0,1858 a 0,3171 mg/100g, sendo que a extragdo foi favorecida quando se
aplicou solucdes extratoras com concentragdes de hexano superiores a 13 % e concentragdes de
acetona inferiores a 70 % em temperaturas mais baixas (< 15 °C). Nota-se que esse subproduto
industrial pode ser explorado visando a recuperagdo de P-caroteno, e aplicando as condigdes

adequadas € possivel alcangar maiores extragdes desse carotenoide.

Palavras-chave: Antioxidante. Residuo. Solventes.

Introducio

A cultura de citros no Brasil teve inicio com as expedi¢des colonizadoras na Bahia e hoje esta
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presente em diversos estados, impactando socio e economicamente todo o territdrio nacional
(RODRIGUEZ et al., 1991). Segundo Sharma et al. (2017), o Brasil ¢ considerado o maior
processador de frutas citricas do mundo, detendo 47 % dessa fatia de mercado e estima-se que a
producao se intensifique ainda mais devido ao crescimento do cultivo cientificamente aprimorado, a
técnicas de manejo mais avancgadas e a melhores condigdes fitossanitarias.

Os citros compreendem um grande grupo de plantas do género Citrus e outros géneros afins
(Fortunella e Poncirus) ou hibridos da familia Rutaceae, representado por laranjas, tangerinas,
limdes, limas acidas e doces, pomelo, cidra, laranja-azeda e toranjas (LIU; HEYING;
TANUMIHARDJO, 2012). Pertencente a esse grupo, o limao cravo (Citrus limonia Osbeck), ¢ uma
espécie de citros amplamente cultivada em pomares e viveiros nacionais, j& que apresenta facil
adaptagao em diferentes solos e elevada resisténcia a seca (REDA et al., 2005). Além disso, de acordo
com Reda et al. (2005) a cultura de limao cravo no Brasil tem sido utilizada como porta-enxerto para
cultivo de diversas plantas citricas, auxiliando inclusive na maturagdo precoce das frutas.

O processo de industrializagdo de citros gera grandes quantidade de residuos e subprodutos
como cascas, bagagos e sementes (CHON; CHON, 1997). Apos a extragao do suco dos citros, por
exemplo, acredita-se que praticamente 50 % do fruto se tornam subprodutos (CHON; CHON, 1997;
SHARMA et al., 2017). Uma parte destes subprodutos podem ser utilizados na elaboracio de ragao
animal ou fertilizantes, o restante ¢ descartado no meio ambiente, muitas vezes sem o processamento
adequado, representando um problema ambiental (KOBORI; JORGE, 2005).

No entanto, os subprodutos dos frutos de citros, principalmente as cascas, apresentam
quantidades significativas de compostos biologicamente ativos, como carotenoides, terpenoides,
cumarinas, furanocumarinas ¢ flavonoides, principalmente flavononas e flavonas polimetoxiladas
(GOMEZ-MEIJIA et al., 2019). Esses metabolitos, além de auxiliar na protecdo do fruto, também
revelam-se como substancias bioativas promotoras de saude, com potencial de aplicacdo como
ingredientes em suplementos dietéticos e alimentos nutracéuticos, matérias-primas em cosméticos e
aditivos naturais em produtos alimenticios (AHMAD et al., 2006; GOMEZ-MEJIA et al., 2019;
BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008).

Entre os compostos bioativos presentes nas cascas de citros, os carotenoides tém despertado
grande interesse aos pesquisadores, devido suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
evidéncias que associam sua ingestdo a baixa incidéncia de cancer, doencas relacionadas ao
envelhecimento, doengas cardiovasculares e osteoporose (DUGO et al., 2006; JAVED et al., 2013;
SALGADO, 2017). Segundo Jun et al. (2003), mais de 115 carotenoides foram descobertos em citros,

entre eles o beta-caroteno (B-Caroteno) € o pigmento natural mais abundante do grupo (SHARMA et
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al., 2017). Esse composto tem atividade pro-vitamina A e também estd presente em vegetais e frutas
de cor amarelo-alaranjada e em vegetais folhosos de cor verde-escura, sendo frequentemente
empregado como corante na industria de alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; ELVIRA-
TORALES; GARCIA-ALONSO; PERIAGO-CASTON, 2019).

A obtencao de B-caroteno a partir de casca de citros deve ser cuidadosamente analisada a fim
de evitar a perda ou a inativagdo do pigmento. Nesse contexto, inimeras técnicas podem ser
empregadas para a recuperacao de tal composto, como por exemplo, a extragao assistida por micro-
ondas, a extracdo ultrassonica, a extragdo com fluido supercritico, a extragdo com liquido
pressurizado e a extragdo so6lido liquido com uso de solventes organicos, sendo esta tltima, uma das
metodologias mais utilizadas para obtengio deste tipo de carotenoide (GOMEZ-MEJIA et al., 2019;
HIRANVARACHAT; DEVAHASTIN, 2014). Vale ressaltar que a eficiéncia da extragao, neste caso,
¢ diretamente influenciada pelo tipo de solvente empregado, a temperatura utilizada, o tamanho das
particulas das amostras trituradas, a hidratacdo das amostras e o tempo de contato entre a amostra e
o solvente (BURKHARDT; BOHEM, 2007).

O alto teor de 4gua nas cascas de citros € geralmente considerado desfavoravel para a extragdo
eficiente de P-caroteno, ja que esses carotenoides e os solventes de extra¢do apresentam natureza
hidrofobica. Dessa forma, para aumentar o rendimento da extragdo faz-se necessario o emprego de
técnicas de desidratagdo térmicas ou ndo-térmicas (SAINI; KEUM, 2018). Entretanto, os métodos de
desidratacao com base térmica comumente usados (por exemplo, secagem em forno e micro-ondas)
causam degradagdo térmica e isomerizagdo de carotenoides. Assim, para proteger os -carotenos da
degradacdo mediada por alta temperatura, as amostras de alimentos podem ser desidratadas por meio
de liofilizacao (SAINI; KEUM, 2018).

A liofilizagdo também chamada de criodesidratagdo ¢ um processo de secagem que possibilita
que a agua previamente congelada seja convertida diretamente para o estado gasoso, ou seja, a
mudanca de estado fisico ocorre por sublimag¢ao. Esta operacdo unitaria € realizada sob vacuo e baixas
temperaturas, sendo ideal para secagem de alimentos que possuem compostos sensiveis a
temperaturas elevadas como ¢ o caso dos carotenoides (IBARZ; BARBOSA-CANOVAS, 1999).

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo liofilizar casca e bagaco de limao cravo,
otimizar a extracdo de [-caroteno presente nesses residuo e quantifica-lo por método
espectrofotométrico, visando o aproveitamento desses subprodutos como matéria-prima para

producao de ingredientes ou compostos que podem ser incluidos na alimentagdo humana.
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Material e Métodos

Material

Os limdes cravo foram adquiridos em comércio local de Lavras-MG e adequadamente
higienizados. Em seguida, retirou-se manualmente o suco dos limdes e as cascas ¢ bagago foram
acondicionados em sacos plasticos e congelados a -75 °C em Ultra Freezer (modelo CL 120-86V)
por 24 horas. Posteriormente, realizou-se a liofiliza¢ao por 72 horas no liofilizador (marca Edwards,
modelo L4KR). Entdo, as cascas e bagagos secos foram triturados com auxilio de um liquidificador
industrial, foi feito uma peneiragem para homogeneizagao do tamanho da amostra e por fim o material
foi armazenado em vidro em local escuro. As analises de p-caroteno foram realizadas no

Departamento de Ciéncias dos Alimentos (DCA) na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Extragado de p-caroteno

O processo de extracdo do B-caroteno foi realizado em diferentes temperaturas, utilizando
diferentes concentragdes de solventes organicos acetona e hexano. Visando otimizar a extragdo desses
compostos utilizou-se um Delineamento Composto Central (DCC), os niveis reais e codificados sao
expostos na Tabela 1. Foram realizados 12 tratamentos, sendo oito pontos fatoriais e quatro repeticoes

no ponto central (Tabela 2).

Tabela 1 - Variaveis do Delineamento Composto Central (DCC)

Variaveis -1 0 +1
Concentragao de acetona (%) — CA 60 70 80
Concentragao de hexano (%) — CH 5 10 15

Temperatura de extracdo (°C) - T 10 20 30

Fonte: Dos autores, 2021.

Para extrair o -caroteno foi adicionando em tubo 1 g do pd da casca e do bagago de limao
cravo ¢ 10 mL de solugdo de solventes combinados segundo o delineamento (Tabela 2). A extracao
foi realizada em ambiente escuro por 2 horas com agitagao esporadica, decorrido o tempo as amostras
foram centrifugadas a 1549 x g por 10 min em centrifuga refrigerada (modelo SP-701) e os

sobrenadantes foram retirados para quantificacao em espectrofotometro.
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Quantificagdo de f-caroteno

A quantificacdo de B-caroteno foi realizada segundo Nagata e Yamashita (1992), na qual
realizou-se leitura em espectrofotometro nos comprimentos de onda de 453 nm, 505 nm, 645 nm e

663 nm. Posteriormente inseriu-se os valores de absorbancia na Equagao 1.
p — caroteno = 0,216 Aggz — 1,22 Agas — 0,304 A5 + 0,452 Ayss (Eq. 1)

onde Ags3 € a absorbancia a 663 nm, Aess € a absorbancia a 645 nm, Asos € a absorbancia a 505 nm e

Ays3 é a absorbancia a 453 nm.
Analise estatistica

Os resultados foram analisados com auxilio do software Statistica (versdao 8.0). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05), em seguida
ajustou-se um modelo matematico utilizando-se como critério a significincia dos parametros
ajustados (p < 0,05), a falta de ajustamento do modelo e o coeficiente de determinagdo (R?) e plotou-

se as curvas de superficie de resposta e curvas de contorno.
Resultados e Discussiao

As concentragdes de B-caroteno obtidos para cada tratamento de extragdo do DCC aplicado
sdo apresentados na Tabela 2. Observa-se que a maior quantidade de B-caroteno (0,3171 mg/100g)
foi extraida quando se empregou uma solucdo contendo uma concentragdo de acetona de 60 %
combinada com uma concentragdo de hexano de 15 % a uma temperatura de extragdo de 10 °C. Esse
resultado foi inferior ao obtido por Ghosh et al. (2019) ao analisarem casca de laranja (Citrus
reticulata) por analise cromatografica (4,99 mg/100g) e superior ao encontrado por Abou-Arab,
Mahmoud e Abu-Salem (2016) que ao analisarem o conteudo de B-caroteno em casca de laranja
(Citrus valéncia) e tangerina (Citrus reticulata) secas por micro-ondas, secagem ao sol e secagem
com ar quente atingiram, respectivamente, concentracdes de 44,19 pg/100g, 34,42 ng/100g e 23,76
ug/100g e 31,70 ng/100g, 25,63 ng/100g e 17,68 ng/100g. As diferencas observadas entre os
trabalhos podem ser atribuidas a distingao entre as espécies de citros analisadas e principalmente ao

método de secagem aplicado. Diferente da liofilizacdo, os métodos de secagem empregados pelos
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autores mencionados promovem a degradacao do B-caroteno que ¢ uma substancia termossensivel.

Tabela 2 - Resultados da concentracdo de B-caroteno dos tratamentos do DCC

Concentragao Concentracao
B-caroteno
Ensaios acetona hexano Temperatura (°C)
(mg/100g)
(% v/v) (% v/v)

1 -1 (60) -1(5) -1 (10) 0,2568
2 -1 (60) -1(5) 1 (30) 0,1858
3 -1 (60) 1 (15) -1 (10) 0,3171
4 -1 (60) 1(15) 1(30) 0,2603
5 1 (80) -1(5) -1 (10) 0,2582
6 1 (80) -1(5) 1 (30) 0,2472
7 1 (80) 1(15) -1 (10) 0,2325
8 1 (80) 1(15) 1(30) 0,2337
9 0(70) 0(10) 0(20) 0,2402
10 0(70) 0 (10) 0 (20) 0,2407
11 0 (70) 0(10) 0 (20) 0,2352
12 0 (70) 0 (10) 0(20) 0,2501

Fonte: Dos autores, 2021.

Por meio da analise de variancia dos tratamentos empregados no DCC foi possivel perceber
que houve diferenga significativa entre os mesmos, uma vez que o p-valor foi inferior a 0,05 (p =
0,00455). Assim, os graficos de superficie de resposta foram plotados (Figura 1) e os dados
experimentais foram ajustados em um modelo matematico (Equagao 2).

Pelas superficies de respostas e curvas de contorno apresentadas na Figura la, b e ¢ nota-se
que maiores concentracoes de B-caroteno foram atingidas quando empregou-se concentragdoes de
acetona inferiores a 70 %, concentragcdes de hexano superiores a 13 % e temperaturas menores que
15 °C. De acordo com Saini e Keum (2018), B-carotenos sdo carotenoides apolares altamente
lipofilicos, com estrutura de hidrocarboneto conjugado sem grupos funcionais polares. Devido sua
natureza quimica, a extracdo do B-caroteno de matrizes alimentares comumente ¢ realizada com o
emprego de acetona e hexano e a combinacao desses solventes organicos com diferentes polaridades
fornece um efeito sinérgico, o que possibilita a solubilizagdo adequada do composto de interesse,

facilitando a obtenc¢do desses carotenoides (SAINI; KEUM, 2018).
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Figura 1 - Superficies de resposta e curvas de contorno para concentragdo de -caroteno
(a)
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Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: Concentragdo de -caroteno em fungdo de (a) concentragdo de acetona e concentragdo de hexano, (b)
concentragdo de acetona e temperatura e (c) concentragdo de hexano e temperatura.
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Segundo Ghazi (1999) a acetona por apresentar uma natureza polar, pode se ligar a agua
presente no alimento e forgar o esgotamento do caroteno que estd presente naturalmente nas células
vegetais rodeadas pelo citoplasma aquoso, enquanto o hexano de alta pureza reune propriedades
desejadas para extrair o caroteno. Pela Figura 1a e b ¢ possivel perceber que maiores concentragdes
de hexano favoreceram a extragdo de -caroteno, pois esse solvente organico apresenta um carater
apolar assim como esse pigmento natural o que torna possivel uma maior interagdo entre 0s mesmos
e, consequentemente uma melhor extracao do carotenoide (SAINI; KEUM, 2018).

Quanto ao parametro temperatura, observa-se na Figura 1b e ¢ que o emprego de temperaturas
menores resultou em uma maior extragao de B-caroteno. Norshazila ef al. (2017) ao avaliar o efeito
do tempo e da temperatura na extragdo de P-caroteno em abdbora relataram que o aumento da
temperatura de extragdo de 15 °C para 30 °C promoveu maior extragao desse composto. Segundo os
autores, um incremento na temperatura pode aumentar a permeabilidade das paredes celulares dos
vegetais, facilitando a entrada de solvente e a solubilidade dos carotenoides, o que consequentemente,
acarreta o aumento do coeficiente de difusdo ¢ diminui a viscosidade do solvente durante a extragao.
Todavia ¢ imprescindivel que a temperatura de extracao seja inferior a temperatura de degradacao
desses pigmentos, que encontra-se entre 35 °C e 40 °C (OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, em
temperaturas mais elevadas os f-carotenos que normalmente se encontram na forma trans sdo
convertidos em isdmeros cis, o que ¢ considerado um efeito negativo, ja que os isdmeros cis
apresentam menor acdo como pro-vitamina A (NORSHAZILA et al., 2017). Sugere-se que no
presente estudo os melhores resultados para a extragao foram encontrados em temperaturas inferiores
a 15 °C devido a uma interacao entre essa variavel ¢ a concentracao de solvente utilizada.

A Equacao 2 representa uma regressao significativa (p < 0,05) ajustada para concentragao de
B-caroteno, cujo coeficiente de determinacgao (R?) obtido foi de 0,964, a raiz quadrada do erro médio
(RMSE) foi 0,008 e o modelo nao apresentou falta de ajuste (Tabela 3).

B — caroteno = 0,246 — 0,006 CA+ 0,012 CH — 0,017 T — 0,022 CAxCH + 0,015 CAxT (Eq. 2)

Observa-se na Equacdo 2 e na Tabela 3 que a concentracao de hexano (CH), e a temperatura
(T) apresentaram efeitos significativos sobre a concentragdo de B-caroteno. Além disso, as interagdes
concentracdo de acetona e concentracdo de hexano (CA x CH) e concentracdo de acetona e
temperatura (CA x T) também foram significativas sobre a concentragdo de B-caroteno extraido.
Todavia, a interagao concentragdo de hexano e temperatura (CH x T) nao foi significativa para o teor
do carotenoide e por isso nao foi apresentada na Tabela 3. O efeito linear da concentracio de acetona
também nao foi significativo, entretanto, sua interagdo com outros fatores foi significativa, por isso

esse parametro foi inserido ao modelo.
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Tabela 3 - Andlise de varidncia para a concentracdo de f-caroteno obtida pelo DCC

Fatores SQ GL oM F p

(1) CA(L) 0,000294 1 0,000294 7,62238 0,070102
(2) CH (L) 0,001143 1 0,001143 29,63296 0,012173*
3) T(L) 0,002369 1 0,002369 61,43506 0,004325%*
CA (L)xCH (L) 0,003785 1 0,003785 98,15415 0,002187*
CAML)xT (L) 0,001743 1 0,001743 45,18712 0,006720*
Falta de ajuste 0,000234 3 0,000078 2,02703 0,288222
Erro puro 0,000116 3 0,000039

Total SQ 0,009683 11

Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: SQ: soma de quadrados, GL: graus de liberdade, QM: quadrados médios, F: estatistica de analise de
varidncia, p: significancia, CA: concentra¢do de acetona, CH: concentragdo de hexano, T: temperatura, CA x CH:
interagdo entre CA e CH, CA x T: interagdo entre CA e T.

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

A Figura 2 ilustra a relagdo entre as concentragdes de f-caroteno observadas e as preditas pelo
modelo. Os valores preditos estdo dispostos em linha diagonal, observa-se que os valores obtidos
experimentalmente estdo muito proximos aos preditos pelo modelo demonstrando que o modelo
proposto foi adequado para descrever o processo de extragao de -caroteno em funcao da temperatura
e das concentragdes de solvente empregadas. Nota-se ainda uma coeréncia ao analisar o valor elevado

do coeficiente de determinacao obtido.

Figura 2 - Valores preditos e valores observados para concentracdo de -caroteno
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Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: (—) Valores preditos pelo modelo, ( ©) Valores obtidos experimentalmente.
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Conclusao

A casca e o bagago de limao cravo (Citrus limonia Osbeck) sdo subprodutos agroindustriais
ricos em P-caroteno, um composto bioativo pertencente ao grupo dos carotenoides que possui
atividade antioxidante, atua na prevencao de doengas e ainda pode ser empregado como um pigmento
natural ou corante na industria de alimentos. Ao empregarmos diferentes concentragdes de acetona e
hexano e diferentes temperaturas para extragdo desse carotenoide, observou-se que a maior
concentrac¢ao de -caroteno obtida foi de 0,3171 mg/100g. Otimizando a extracao deste composto por
meio de um delineamento composto central (DCC) observou-se que maiores concentragdes desse
pigmento foram obtidas empregando temperaturas menores que 15 °C e utilizando solucdes extratoras
contendo concentragdes de hexano maiores que 13 % e concentragdes de acetona menores que 70 %.
Os dados de concentragdo de B-caroteno foram ajustados a um modelo que apresentou uma alta
capacidade de explicacdo da variabilidade dos valores experimentais (R? = 0,964), indicando que os
residuos industriais do limao cravo podem ser explorados visando a recuperagao de B-caroteno, e

aplicando as condi¢des adequadas ¢ possivel alcangar maiores extragdes desse carotenoide.
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Capitulo 10

Producio de nanofibras de celulose a partir de cascas de fruta-de-lobo (Solanum lycocarpum
A. St.-Hill) por hidrolise quimica

Amanda Lélis de Souza*!; Leticia Morais Costa Teixeira?; Maria Betania de Freitas Marques®;
Guilherme Carneiro*; Franciele Maria Pelissari’

Resumo

A casca da fruta-de-lobo ¢ um subproduto pouco explorado e com potencial uso para producio de
nanoparticulas e posterior aplicagdo como refor¢o em matrizes poliméricas. A utilizagdo de
subprodutos alimentares representa uma alternativa com alto potencial para o desenvolvimento de
novas materiais. Visando a utilizagdo do subproduto proveniente da fruta-de-lobo (casca), fruto
oriundo do Cerrado brasileiro, objetivou-se investigar o potencial deste residuo como fonte de
material lignoceluldsico para obtencdo de nanofibras de celulose (NCs). Para o isolamento das
nanoparticulas optou-se pelo uso do método quimico, onde a influéncia de diferentes concentragdes
de 4cido sulfurico (0,1, 1 e 10%) sobre as propriedades das NCs resultantes foi estudada. A analise
morfoldgica mostrou a eficacia dos tratamentos no isolamento de fibras em escala nanométrica,
obtendo diametros entre 93 a 158 nm. Ademais, foi possivel observar a remocao dos componentes
amorfos conforme a realizacdo das etapas do tratamento quimico. A andlise de potencial zeta
evidenciou que quanto menor a concentracao de acido sulfurico, mais estavel a suspensao coloidal,
maximizando as forgas repulsivas entre as NCs de modo a prevenir sua agregacdo. Das analises
realizadas, a amostra de nanofibra de celulose obtida com 0,1% de H>SO4 apresentou caracteristicas
mais adequadas (suspensdo coloidal mais estavel) para ser utilizada como agente de refor¢co em

materiais compasitos.

Palavras-chave: Hidr6lise 4cida. Lobeira. Material de refor¢o. Nanoparticulas. Tratamento quimico.
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Introduciao

Anualmente bilhdes de toneladas de residuos agroindustriais ricos em biomassa sdo gerados
em todo o mundo, sendo sua maioria simplesmente descartada ou queimada (HASSAN; WILLIAMS;
JAISWAL, 2018). A maior parte da biomassa vegetal de baixo valor ¢ material lignoceluldsico
constituido principalmente por celulose, hemicelulose e lignina.

A celulose ¢ a substancia organica mais abundante na natureza, sua estrutura confere
resisténcia e estabilidade as paredes celulares de vegetais superiores. Do ponto de vista quimico, ¢
um homopolissacarideo estrutural constituido por unidades de f-D-glicopiranose em arranjo linear
unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4). As cadeias de celulose formam ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares. O primeiro tipo de interacao € responsavel pela rigidez da cadeia
e o segundo pela formagao da fibra vegetal (PAKHARENKO et al., 2021).

Atualmente, as fibras de celulose tém recebido atencdo especial devido as suas caracteristicas
unicas, como: disponibilidade, biodegradabilidade, renovabilidade, custo acessivel, resisténcia
mecanica ¢ leveza (CHOWDHURY et al., 2013; ILYAS; SAPUAN; ISHAK, 2018). No entanto,
existem algumas caracteristicas desfavoraveis, como comportamento ndo uniforme, baixa
adesividade com matrizes poliméricas, menor durabilidade e natureza hidrofilica (RIDZUAN et al.,
2016; ILYAS et al., 2017). Dessa forma, uma alternativa para suprir essas imitagdes ¢ através do
isolamento de fibrilas de celulose em nanoescala, denominadas de nanofibras de celulose (NCs).

A producdo de nanomateriais a partir de biomassa lignoceluldsica gera oportunidade para o
desenvolvimento e aplicagdo de novos materiais de refor¢o no campo da nanotecnologia (DU ef al.,
2019). Atualmente, os pesquisadores estdo estudando diferentes maneiras para desenvolver materiais
no nivel nanométrico a fim de aproveitar suas vantagens, incluindo peso mais leve, maior resisténcia
e boa reatividade quimica (THEIVASANTHI et al., 2018).

As NCs s3o materiais promissores com potencial aplicagdo nas areas de embalagens,
estabilizador de alimentos, materiais de revestimento e cargas de refor¢o. Essas nanoparticulas
apresentam redes emaranhadas com alta razdo de aspecto, tipicamente compostas por agregados
estruturalmente ordenados de fibras elementares. E importante ressaltar que as nanofibras possuem
alta tenacidade, 6timos desempenhos mecanicos e alta area de superficie especifica (PAKUTSAH;
AHT-ONG, 2020; SOOFTI et al., 2021).

O isolamento de NCs pode se dar mediante diferentes métodos que podem ser agrupados em:

tratamentos quimicos, mecanicos e enzimaticos, sendo utilizados separadamente, em sequéncia ou
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em combina¢do (HERNANDEZ; FERREIRA; ROSA, 2018; SHARMA et al., 2019). A eficacia do
tratamento ¢ altamente dependente do tipo de substrato, bem como do tipo de método utilizado devido
a complexidade e variabilidade das estruturas lignocelulosicas (PELLERA; GIDARAKOS, 2018).

Solanum lycocarpum € uma espécie arborea pertencente a familia Solanaceae popularmente
conhecida como lobeira ou fruta-de-lobo. Encontrada na regido do Cerrado brasileiro, a fruta-de-lobo
possui alta produgao e abundancia (PRATES et al., 2012). Para o consumo humano utiliza-se apenas
a polpa da fruta, sendo a casca descartada resultando na geracdo de residuos. Portanto, torna-se
necessario encontrar solugdes para o aproveitamento desse subproduto, que permanece praticamente
inexplorado como fonte renovavel de biomassa lignocelulosica.

A perspectiva de um desenvolvimento sustentavel tem sido cada vez mais empregada na
preparacao de novos materiais provenientes de fontes renovaveis. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi atribuir ao subproduto proveniente do processamento da fruta-de-lobo (casca), uma nova
finalidade tecnoldgica. Utilizad-los como fonte de material lignoceluldsico para obtengdo de
nanofibras de celulose através de tratamento quimico para posteior aplicagdes como material de

refor¢o em embalagens biodegradaveis.
Material e Métodos

O farelo da casca de fruta-de-lobo (Solanum lycocarpum A. St.-Hill) foi extraido em estadio
de maturacdo verde. As frutas foram colhidas na cidade de Diamantina - MG, distrito de Conselheiro
Mata, Brasil (-18.228930, -43.610849) no periodo de janeiro de 2019, e posteriormente, armazenadas
a 4 °C em recipiente de polietileno até a etapa de preparagao do farelo. Todos os reagentes quimicos
utilizados sdo de grau analitico.

Os frutos foram lavados, higienizados e posteriormente, descascados manualmente. As
cascas, por sua vez, foram dispostas em bandejas e submetidas a secagem em estufa de convecgao
for¢cada (Tecnal Equipamentos Cientificos Ltda, modelo TE-394/2) a 65 °C por 24 horas. O material
seco foi triturado em um moinho de facas (Lucadema Cientifica Ltda, modelo 226172), peneirado
através de uma peneira da série de Tyler de 100 mesh, para eliminar as particulas maiores. Por fim, o
material foi estocado a 4 °C em recipiente de polietileno.

As NCs foram isoladas a partir do farelo da casca da fruta-de-lobo usando o tratamento
quimico descrito por Pelissari ef al. (2017), com algumas modificagdes. A Figura 1 mostra o esquema

do procedimento utilizado.
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Figura 1 - Procedimento usado para isolar as nanofibras de celulose da casca de fruta-de-lobo
Farelo da casca de fruta-de-lobo
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Fonte: Dos autores, 2021.

Primeiramente, o farelo da casca foi tratado com solugao KOH 5% (m/v) (razao de 1:20) sob
agitacdo mecanica em temperatura ambiente por 14 h. O residuo insoltivel foi entdo deslignificado
com 4% de H202 a 90 °C por 3 h em pH 5, ajustado com &cido acético 10% (v/v) (ANDRADE-
MAHECHA et al., 2015). O residuo foi submetido novamente ao mesmo processo de branqueamento
para uma descoloracdo mais efetiva. Por fim, a etapa de hidrélise acida foi realizada empregando-se
trés concentragdes diferentes 0,1%, 1% e 10% (v/v) de H2SO4 a 80 °C por 1 h, para introdugdo de

cargas anionicas nas superficies das celuloses e retirada de materiais amorfos. Apds cada etapa do
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tratamento quimico, os residuos insoluveis foram neutralizados com solugao alcalina ou 4acida (KOH
5% (m/v) ou acido acético 10% (v/v)), dependendo do pH, e lavados extensivamente com agua
destilada por meio de centrifugacao (6000 rpm, 5 °C, 20 min) até pH neutro. Apos cada etapa do
processo foi retirado uma aliquota (20 mL) para fins analiticos. Os residuos finais foram diluidos em
agua destilada e as suspensdes foram estocadas a 4 °C em recipiente de polietileno.

Para as analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) 30 g das suspensdes de
nanofibras foram secas em liofilizador (Christ, modelo Alpha 2-4 LD plus) a -40 °C e 0,12 mbar
durante 48 h.

Caracteriza¢do das nanofibras de celulose
Concentragdo das suspensoes de nanofibras

Pesaram-se 2 g de cada suspensdo previamente homogeneizada, em seguida secou-se em
estufa de circulagdo forgada (modelo TE-394/2, Tecnal Equipamentos Cientificos Ltda) a 105 °C por
24 h.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura das suspensdes de nanofibras liofilizadas foi avaliada. As amostras foram
fixadas com auxilio de fita dupla face e com a finalidade de melhorar a condutividade térmica, as
mesmas foram revestidas com uma camada de ouro (Sputter Coater POLARON, modelo SDC050).
Apds o revestimento as amostras foram submetidas ao microscopio eletronico de varredura
(TESCAN, modelo VEGA-LMH, Brno — Republica Checa) para visualizacdo, com tensdo de

aceleracdo de 10 kV. Os tamanhos das NCs foram medidos através do software Imagel]®.
Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pela técnica de DLS associado a mobilidade eletroforética
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments — Worcestershire, Inglaterra), em

angulo fixo de 173° e temperatura de 25 °C. As formulagdes foram diluidas 100 vezes na fase externa

da formulagdo previamente a leitura.
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Andlise estatistica

Para fins comparativos das diferencas entre as médias das propriedades das nanofibras de
celulose tratadas com diferentes teores de H>SO4 na etapa de hidrolise acida, a analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey de comparagdes multiplas com nivel de significancia de 5% foram
executados usando o software Statistica 7.0 (StatSoft Inc, Tulsa, Oklohoma, EUA) (STATSOFT,
2004).

Resultados e Discussio
Aparéncia e concentrag¢do das suspensoes de nanofibras

Para o isolamento das NCs da casca de fruta-de-lobo foi utilizado o tratamento quimico, sendo
que as alteragdes ocorridas no material foram perceptiveis a cada etapa do processo. Esse tratamento
consiste na remocao da lignina da lamela média (regido entre as fibras rica em lignina), separando
dessa forma as fibras de celulose (ANDRADE-MAHECHA et al., 2015). As etapas envolvidas no
percorrer do processo foram detalhadas na Figura 2 sendo possivel notar a mudanga de coloracdo em
cada estagio do tratamento, dos residuos insoliveis e sobrenadantes a serem descartados. Durante o
tratamento alcalino a cor do farelo de casca de fruta-de-lobo passou de marrom escura para caramelo
apoOs as lavagens. No primeiro branqueamento ¢ possivel averiguar a mudanca gradual da cor
caramelo para um branco amarelado que perdurou durante o segundo branqueamento e a hidrolise
acida.

Segundo Vadivel et al. (2017), o tratamento alcalino causa alteragdes fisicas na parede da
fibra, o que facilita a penetracgdo e difusdo de reagentes na estrutura fibrilar. Além disso, essa etapa ¢
responsavel pela hidrolise e solubilizagao dos granulos de amido, hemiceluloses, pectinas e proteinas
(KHAWAS; DEKA, 2016). Ao realizar a imersdo do material lignoceluldsico em solugdo alcalina
evidenciou-se o escurecimento da amostra, sendo esse fato atribuido principalmente a ionizagao de
grupos fenolicos (compostos cromogenos) (VADIVEL et al., 2017).

J& os processos de branqueamento consistem na remogao da lignina e dos taninos responsaveis
pela colora¢do marrom do farelo da casca (PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014). A brusca
mudanca de cor observada nessas etapas de branqueamento, indica também a remog¢do de grupos

cromdgenos responsaveis pela cor marrom escura do material lignoceluldsico inicial.
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Figura 2 - Etapas envolvidas no tratamento quimico para o isolamento de nanofibras de celulose de
cascas de fruta-de-lobo

Tratamento alcalino

Primeiro branqueamento
‘l ar Py

Segundo branqueamento
s T

4% H,0,

Hidrélise acida <

Fonte: Dos autores, 2021.

Observou-se que apoOs as duas etapas de branqueamento a coloragdo permaneceu branco
amarelado. Isso pode ter ocorrido devido a presenca de metais no farelo da casca de fruta-de-lobo.
De fato, a analise de cinzas revelou que o farelo possui 3,61% = 0,01 de residuos inorgéanicos em sua
composi¢do. De acordo com Andrade-Mahecha et al. (2015), o peréxido de hidrogénio como agente
de branqueamento depende fortemente da concentragdo desses metais no material lignocelulosico,
sendo que quanto menor a concentragdo dos metais, mais efetiva serd a etapa de branqueamento.
Além disso, a quelacdo de ions manganés pode causar a decomposicao indesejavel do peroxido de
hidrogénio.

Ao final, os tratamentos realizados para obtencdo das NCs resultaram em suspensdes aquosas
de nanoparticulas cujas concentra¢cdes médias foram 0,70 g de nanofibras/100 g de suspensao, 0,79 g
de nanofibras/100g de suspensao e 0,78 g de nanofibras/100 g de suspensao para hidrdlise dcida com

0,1%, 1% e 10% de H2SO4, respectivamente.
Microscopia eletronica de varredura (MEV)
A morfologia das amostras foi analisada tendo em vista as caracteristicas do farelo da casca

de fruta-de-lobo (fibra bruta) e sua modificacdo estrutural apos cada etapa do tratamento quimico

(Figura 3).
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Figura 3 - Microestruturas do farelo da casca de fruta-de-lobo e das etapas envolvidas no tratamento
quimico para o isolamento das nanofibras de celulose

Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: (a) farelo da casca de fruta-de-lobo; (b) tratamento alcalino; (c) primeiro branqueamento; (d) segundo
branqueamento; (e) hidrdlise acida com 0,1% de H>SOs; (f) hidrdlise acida com 1% de H»SOs; (g) hidrélise acida com
10% de H2SO4 (2000x, escala = 20pum).

A micrografia do farelo exibiu alguns granulos de amido ao redor do material fibroso (ver
flecha - Figura 3a). Isto esta em concordancia com os trabalhos de Versino, Lopez e Garcia (2015) e
Leite, Zanon e Menegalli (2017), pois no processo de retirada da casca, parte da polpa ficou aderida,
acarretando a presenga dos granulos no farelo.

O material fibroso por sua vez, apresentou superficie irregular. A irregularidade observada
nas superficies das fibras ¢ uma caracteristica importante no seu uso como material de reforco em

filmes, uma vez que proporciona melhor ancoragem na matriz polimérica.
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Ao longo das etapas do método quimico (tratamento alcalino — primeiro branqueamento —
segundo branqueamento — hidrélises acidas 0,1; 1 e 10%), apresentadas na Figura 3b-g,
respectivamente, verificaram-se algumas alteracdes morfologicas nas fibras. De modo geral ¢
possivel constatar a remogao parcial de materiais amorfos no decorrer das etapas, como pectina,
hemicelulose e lignina, e desta forma a preservagdo do material celuldsico.

Apos o tratamento alcalino (Figura 3b) observou-se a desintegracdo da estrutura do farelo
ocasionada pela remoc¢do dos componentes na estrutura ¢ a permanéncia das fibras celulosicas,
embora estas ainda estejam envolvidas por materiais amorfos. Segundo Hernandez, Ferreira e Rosa
(2018) a extrag@o por tratamento alcalino visa remover lignina, hemicelulose e agucares (glicose e
xilose, os quais sdo os principais constituintes da hemicelulose). No entanto a remog¢ao desses
materiais ndo celuldsicos ¢ considerada resistente devido a associagdo entre xiloglucano e celulose
ser forte. Portanto, para extrair de maneira mais eficaz ¢ necessaria mais de uma etapa de
branqueamento.

A Figura 3c-d revelou fibras mais expostas apos os processos de branqueamento devido a
maior remog¢ado de lignina ao redor das estruturas.

Apo6s a etapa de hidrolise acida (Figura 3e-g) as fibras estdo mais separadas e evidentes,
apresentando boa estrutura uniforme e uma superficie relativamente lisa em comparagdo com a fibra
bruta. O devido controle sobre a morfologia de particulas na escala nano estd compreendido na faixa
de 1 e 1000 nm (GARNETT; KALLINTERI, 2006). Através do software Image]l® os diametros
foram medidos obtendo os valores de 158 nm, 124 nm e 93 nm para as nanofibras hidrolisadas com
0,1%, 1% e 10% de H2SOs, respectivamente, mostrando que o tratamento quimico foi eficaz na
obtengdo de fibras de celulose em escala nanométrica. Os didmetros das NCs isoladas foram
superiores as dimensdes de estruturas nanométricas de outras fontes vegetais, como nanofibras do
bagago de mandioca (4,5 — 12,3 nm) (TRAVALINI et al., 2019), bambu (5,3 — 10,9 nm) (SAURABH
et al., 2016), casca de banana (10,9 — 22,6 nm) (PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014) ¢
polpa de beterraba (10 — 70 nm) (LI et al., 2014). Por outro lado, foram similares as nanofibras do
bagaco de Agave tequilana (54 — 171 nm) (ROBLES-GARCIA et al., 2018) e de tamanho inferior
aquelas obtidas da polpa de Macaranga hypoleucha (340 nm) (SUTRISNO et al., 2020).
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Potencial zeta

O potencial zeta ¢ um parametro importante para avaliar a estabilidade das suspensodes de
nanoestruturas, indicando o grau de repulsdo entre as particulas adjacentes e com carga similar em
uma dispersdo (PELISSARI; SOBRAL; MENEGALLI, 2014). Nos processos de obtencdo de
nanofibras ¢ interessante maximizar as forgas repulsivas entre elas, ou seja, obter suspensdes com
alto potencial zeta em valor absoluto (Tabela 1). Desta forma evitam-se interagdes que possam levar
a formacao de agregados (baixo potencial zeta), o que poderia afetar negativamente a capacidade de
refor¢o das nanofibras na matriz polimérica (ANDRADE-MAHECHA et al., 2015). De acordo com
Pelissari, Sobral ¢ Menegalli (2014), a repulsdo eletrostatica de nanofibras em suspensdo pode ser
gerada pela hidrolise com écido sulfurico devido a introdu¢do de grupos sulfato na superficie delas.
Nanoparticulas com potencial zeta inferior a +30 mV ou superior a -30 mV podem ndo permanecer
fisicamente estdveis, pois as cargas ndo sdo repulsivas o suficiente para manter as particulas
separadas, resultando na formagdo de agregados (SANCHEZ-DOMINGUES; RODRIGUEZ-
ABREU, 2016).

Tabela 1 - Potencial zeta de nanofibras de celulose obtidas por diferentes hidrélises acidas

Amostra Potencial zeta (mV)
NC 0.1 -19,3+0,12
NC 1 -17,2 £ 0,4°
NC 10 -10,5+0,3°

Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: (NC 0.1) nanofibras de celulose obtida por hidrélise acida com 0,1% de H,SO4, (NC 1) nanofibras de celulose
obtida por hidrolise acida com 1% de H2SOs, (NC 10) nanofibras de celulose obtida por hidrolise acida com 10% de
H>SO4.

Nota: »b< Médias com expoentes diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Os resultados obtidos (Tabela 1) revelam a existéncia de cargas negativas nas suspensoes. Ao
avaliar o efeito da concentracao de 4cido sulfurico sobre a propriedade potencial zeta, verificou-se
que as NCs tratadas com alta concentragdo (10% de H2SO4) apresentaram carga superficial negativa
mais baixa (-10,5 mV) em comparagdo com as NCs tratadas com concentragdes mais baixas desse
acido (19,3 e 17,2 mV para 0,1% e 1% de H2SOs, respectivamente). A menor carga superficial
negativa da amostra NC 10 deve-se a maior quantidade de grupos H+ livres disponiveis no meio, o

que ocasiona a reduc¢do da carga negativa geral da superficie da nanofibra (TIBOLLA et al., 2018).
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Assim, a concentragdo de acido influenciou de forma significativa esta propriedade (p < 0,05), quanto
menor a concentragdo de acido sulfurico, a suspensao coloidal pode ter maior estabilidade fisica, com
menor agregagdo. Por fim, cabe ressaltar que as forgas repulsivas sdo apenas um dos fatores que
influenciam a estabilidade de agregacdo das nanoparticulas, havendo também outros fatores, como

os impedimentos estéricos, por exemplo.
Conclusao

O tratamento quimico realizado no farelo de casca de lobeira foi efetivo na remog¢do de
compostos amorfos, proporcionando a purificagdo da celulose. O tratamento alcalino, as duas etapas
de branqueamento e hidrolise acida com diferentes concentracdes (0,1, 1 e 10% de H2SOs)
produziram fibras de celulose em escala nanométrica com propriedades diferentes. Os resultados do
MEYV revelaram que as fibras sofreram alteragdes morfologicas ao longo das etapas do tratamento
quimico confirmando a presenga de fibras de celulose em todas as amostras tratadas. A andlise de
potencial zeta revelou a existéncia de cargas negativas nas suspensoes € evidenciou que quanto menor
a concentracao de acido sulfurico, maior estabilidade potencial da suspensao coloidal, maximizando
as forgas repulsivas entre as nanoparticulas e prevenindo sua agregacdo. As contribui¢cdes das
nanoparticulas sobre as propriedades de filmes biodegradaveis ainda precisam ser avaliadas, portanto
¢ necessario um estudo para investigar o potencial reforco que essas nanofibras promovem nos
compasitos.

Portanto, NCs foram extraidas com sucesso da casca de fruta-de-lobo através de tratamento
quimico. Desta maneira, a casca de fruta-de-lobo pode ser usada para produzir nanofibras de celulose,
podendo por sua vez ser aplicada como agentes de reforco em compdsitos. A produgdo de filmes
biodegradaveis mostra-se uma alternativa interessante para a recuperagao deste subproduto (casca de
fruta-de-lobo), oferecendo vantagens em termos de sustentabilidade, além de possibilitar o
desenvolvimento de polimeros com menor custo € melhores propriedades mecanicas favorecendo o

setor de bioeconomia.
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Capitulo 11

Producio e purificacio parcial de L-asparaginase a partir do
Aspergillus caespitosus CCDCA 11593
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢des de producdo da L-asparaginase, a partir de
Aspergillus caespitosus CCDCA 11593 utilizando o soro de leite em p6 como substrato no processo
de fermentacdo submersa (FSbm) e purificar parcialmente a enzima. Um delineamento de face
centrada foi aplicado de modo a avaliar o efeito da concentracdo de substrato, concentracdao de
inoculo, concentragdo de asparagina, tempo de fermentagdo, pH e temperatura sobre a atividade
enzimatica da L-asparaginase no meio de fermentagdo. Verificou-se que a condi¢do experimental
predita de maior atividade volumétrica foi obtida nas condi¢des de concentracao de indculo superior
a 9,8x10% esporos/mL, a concentragdo de substrato entre 4 a 6% m/v, a concentragdo de asparagina
entre 10 a 20% m/v, um pH acima de 6,2, temperatura de 25,0 °C a 32,0 °C e tempo de fermentagao
70 a 75 horas de fermentagdo, revelando ser as melhores condigdes para a producdo de L-
asparaginase, obtendo 0,6 U/mL de enzima. A L-asparaginase obtida a partir da FSbm foi submetida
a uma purificagdo parcial utilizando uma coluna de criogel catidonico. O eluido obtido apds a
purificacdo apresentou uma atividade especifica e volumétrica de 4,400 U/mg e 0,776 U/mL,
respectivamente. Os resultados obtidos na fermentacdo utilizando o soro de leite em p6 como
substrato suporte para a producdo da L-asparaginase e o uso de um criogel de troca cationica para a

purificagdo parcial desta enzima se mostraram técnicas promissoras.

Palavras-chave: Aspergillus caespitosus. Fermentagdo submersa. L-asparaginase. Purificacdo por

troca i0Onica.
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Introduciao

A producao de enzimas a partir de microrganismos ¢ conduzida por processos fermentativos,
nos quais podem ser utilizados substratos alternativos como fonte de carbono para a sua produgao.
Estes substratos muitas vezes podem ser residuos agroindustriais que necessitam de disposicao final
adequada ja que podem gerar impactos ambientais negativos, além da perda economica associada ao
seu nao aproveitamento. A reducdo de desperdicio tem se tornado uma preocupagao cada vez maior,
de modo que ha uma maior aplicacdo dos conceitos de minimizagao, recuperacao, aproveitamento de
subprodutos e a bioconversdo de residuos para melhorar a sustentabilidade da cadeia produtiva
agroindustrial (FERNANDES et al., 2021; LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003). A
utilizacdo destes substratos para a produc¢do de enzimas torna o processo fermentativo vantajoso por
apresentar uma produ¢@o mais limpa, de baixo custo e também um aumento da produtividade em
relacdo a utilizagdo do meio sintético (VALA et al., 2018).

O soro de leite é um coproduto gerado nos laticinios e é considerado um dos efluentes mais
poluentes deste setor industrial. Com o aumento da produgdo de produtos lacteos, tem-se uma
preocupagdo com a liberagdo destes residuos ao meio ambiente. Desta forma, os produtores e as
industrias buscaram alternativas para sua reutilizagdo (LAPPA et al., 2019). Com a descoberta do seu
alto valor nutricional (proteinas do soro, lactose, minerais, aminoacidos essenciais e vitaminas), o
soro de leite € utilizado na produgdo de diversos produtos de alto valor de mercado) (RISNER et al.,
2018), como nas industrias de alimentos, farmacéutica, quimica (LAPPA et al., 2019), produgdo de
biodiesel, 4cidos organicos (CAROTA et al., 2017), entre outros.

Apesar das aplicagcdes em diferentes setores industriais, o volume de soro produzido ainda ¢é
maior do que consumido, gerando grande desperdicio nutricional e financeiro. Sendo assim, o soro
de leite foi utilizado neste trabalho como substrato suporte para a producdo da enzima L-asparaginase
(EC 3.5. 1.1.) por fermentacdo submersa (FSbm). Esta enzima ¢ uma amida hidrolase que catalisa a
hidrélise do grupo amina da cadeia lateral do aminoacido L-asparagina em acido L-aspartico e
amonia. Desta forma, esta enzima ¢ utilizada para diminuir a quantidade de acrilamida em alimentos
ricos em amido que sdo fritos e/ou assados acima de 120 °C. Além disso, ¢ utilizada no tratamento de
diversas doengas do sistema linfatico e linfomas (YIM; KIM, 2019). Portanto, este trabalho objetivou
otimizar a producao de L-asparaginase de Aspergillus caespitosus CCDCA 11593 por processo de
fermentacdo submersa utilizando o soro de leite em pd como substrato suporte e posteriormente,

purificar parcialmente essa enzima.
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Material e Métodos

Microrganismo e condi¢do de cultivo

O fungo filamentoso Aspergillus caespitosos CCDCA 11593 foi escolhido para este trabalho
com bases nos resultados apresentados por Fernandes et al. (2021). Este fungo foi obtido na Colecao
de Cultura de Microrganismos Agricolas da Universidade Federal de Lavras (Lavras, Minas Gerais,
Brasil).

A cepa foi cultivada em tubo inclinado contendo meio Agar Batata Dextrose (BDA) a 25 °C

durante 10 dias. A suspensdao de esporos foi padronizada utilizando a camara de Neubauer

(FERNANDES et al., 2021).
Otimizag¢do da produgdo da L-asparaginase por Fermenta¢do Submersa (FSbm)

O soro de leite em po6 foi utilizado como substrato alternativo para a produgdo da L-
asparaginase a partir da fermentacdo submersa. A fermentagdo foi conduzida em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio Czapeck Dox modificado, composto por: 1,52 g de
KH2P04,0,52 g de MgSO0s4, 0,52 g de KCl, 0,001 g de CuNO3, 0,001 g de ZnSO4, 0,001 g de FeSO4
(GULATI et al., 1997). O extrato enzimatico bruto foi obtido conforme a metodologia de Imada et
al. (1973). Os filtrados livres de células foram submetidos a dosagens enzimaticas e de proteinas
totais.

Empregou-se um Delineamento de Face Centrada 2° com quatro repeti¢des e 4 pontos centrais
(Tabela 1) para otimizar a produgdo de L-asparaginase por FSbm.

A atividade enzimdtica de L-asparaginase foi realizada conforme descrito por Imada
et al. (1973), com adaptagdes. As misturas reacionais compostas por 0,5 mL de L-asparagina
(0,04 mol/L), 0,5 mL de tampao Tris-HCI pH 8,0 (50 mmol/L) e 0,5 mL de extrato fermentado foram
incubadas a 37 °C por 30 min. A reagdo foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de solugdo de 4cido
tricloroacético (1,5 mol/L). Uma aliquota de 125 pL da mistura reacional foi diluida em 2 mL de 4gua
destilada e 125 pL de reagente de Nessler. A absorbancia foi medida a 450 nm em espectrofotometro.
Uma curva padrao com sulfato de amonio foi usada para quantificar a amonia liberada. A unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar

1 pmol de amoénia por minuto nas condi¢des do ensaio.

Q S]MEAL] ........................................................... - 150




1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0
Volume | - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

A quantificagdo das proteinas totais nas amostras foi realizada de acordo com o método de

Bradford (1976) a 595 nm, utilizando a albumina de soro bovino como proteina padrao.

Tabela 1 - Fatores e niveis do Delineamento de Face Centrada 2° com quatro repeti¢des e 4 pontos
centrais empregando para a otimizacao da producdo de L-asparaginase por FSbm

Niveis
Variaveis independentes Codigo -1 0 +1
Concentracdo de L-asparagina (% m/v) Xi 10 20 30
Concentracdo de soro de leite em po (% m/v) Xz 2 4 6
Concentragio de Indculo (esporos/mL) X3 10° 10° 107
Temperatura (°C) X4 25,0 32,5 40,0
pH X; 5 6 7
Tempo (h) Xs 72 96 120

Fonte: Dos autores, 2021.

Determinagdo da atividade enzimatica e quantificag¢do de proteina total
Purificagdo parcial de L-asparaginase

Foi realizado uma purificacio parcial da enzima L-asparaginase usando criogel de
poliacrilamida sintetizado conforme descrito por Verissimo et al. (2017). Visando aumentar a
capacidade adsortiva (g, mg/g) do criogel foi feito uma funcionalizagdo quimica de sua superficie
pelo método glutaraldeido, seguindo a metodologia proposta por Oliveira ef al. (2019), empregando
o ligante 4cido 2-aminoetanossulfonico.

Apos a sintese e funcionalizacdo do criogel, este foi utilizado na purificagdo parcial da L-
asparaginase presente no extrato obtido por FSbm.

A etapa de purifica¢do foi conduzida a temperatura ambiente (+ 25 °C), usando uma vazao
constante de 1,0 mL/min. Um Monitor UVis-920 (GE Healthcare BioSciences AB, Uppsala, Suécia)
com um filtro de deteccdo de UV em 280 nm e uma bomba peristaltica compacta (Traceable®
Products, Webster, Texas, EUA) foram utilizados. Primeiramente, a coluna de criogel funcionalizada
com acido 2-aminoetanossulfonico foi equilibrada com 5 volumes de coluna (VC) de tampao fosfato
de sodio (0,050 mol/L, pH 3,0). Posteriormente, a solu¢do de meio fermentado diluida em fosfato de
sodio (0,050 mol/L, pH 3,0) em proporcdo 1:1 (% v/v) foi bombeada através da coluna até a formagao

de uma curva de ruptura. Em seguida, a coluna foi lavada com 3 VC com o tampao fosfato de sodio
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(0,050 mol/L, pH 3,0). Por fim, as proteinas foram eluidas da coluna em modo isocratico, a uma taxa
de fluxo de 1 mL/min, bombeando 5 VC de solucdo de fosfato de sodio (0,050 mol/L, pH 3,0)
adicionado de cloreto de sodio (1,5 mol/L). A atividade enzimatica e o contetido da solugdo inicial
de meio fermentado e do eluido foram determinadas.

A eficiéncia da purificagdo foi avaliada por meio do fator de purifica¢do (F,), calculado de

acordo com a Equacdo 1 (MOL et al., 2019).

AE,
E, = (Eq. 1)
P~ AR,

onde AE, e ¢ a atividade especifica (U/mgproteina) da amostra eluida da coluna de criogel e AE; ¢ a

atividade especifica (U/mgproteina) do extrato bruto injetado na coluna.
Andlise estatistica

Os resultados obtidos a partir do DFC para a FSbm foram submetidos a andlise
de regressdo ao nivel de significancia de 5%. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
pacote estatistico SAS® University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A
confiabilidade do modelo matematico obtido foi avaliada verificando-se a falta de ajustamento
do modelo (p>0,05), o coeficiente de determinacdo R? e o nivel de significancia (p<0,05) dos
coeficientes da regressdo. As superficies de resposta foram geradas no software SigmaPlot

versdo 12 (Systat Software, Inc., San Jose, EUA).
Resultados e Discussiao
Otimizagdo dos parametros utilizados no processo de FSbm para a produgdo de L-asparaginase

A producdo da enzima L-asparaginase pelo processo de fermentacdo submersa foi
avaliada pelo delineamento de face centrada 2° com quatro repeti¢des e quatro pontos
centrais. Os valores de atividade volumétrica obtidos a partir desse delineamento estdo apresentados
no Anexo 1.

Os resultados experimentais (Anexo 1) foram submetidos & ANOVA (Anexo 2).

Foi verificado que as varidveis de concentracdo de indculo, concentracdo de substrato,
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tempo de fermentagdo pH, concentracdo de asparagina € temperatura
influenciaram significativamente (»p<0,05) a atividade volumétrica de L-asparaginase.
O modelo matematico obtido pela analise de regressdo que descreve a relagdo entre as
variaveis independentes e a variavel dependente (atividade volumétrica), considerando os
termos estatisticamente significativos (p<0,05) ¢ apresentado na Equacdao 2. O modelo obtido

apresentou um coeficiente de determinagio de R*>= 0,64.

Y = (—2,041002563) — (0,030530055 * x1) + (0,0218688758 * x2) + (0,0000000034 * x3)
+ (0,083746041 * x4) + (0,355620550 * x5) — (0,007607069 * x6)
— (0,000000002  x3 * x1) — (0,000000002 * x3 * x4)
+(0,000000012  x3 * x5) + (0,000000006 * x3 * x2) (Eq.2)
— (0,006119979 x x4 * x2) + (0,000334705 * x6 * x1)
— (0,010805979 x x4 * x5)

Em que Y ¢ a atividade volumétrica (U/mL), X1 ¢ a concentragdo de asparagina (% m/v),
X2 ¢ a concentragdo de soro de leite em pod (% m/v), X3 é a concentragdo de indculo
(esporos/mL), X4 ¢ a temperatura (°C), X5¢ o pH e Xs¢é o tempo de fermentacdo (h).

Os graficos de contorno apresentados na Figura 1, permitem visualizar a atividade
volumétrica (U/mL) de L-asparaginase, em funcdo das varidveis independentes significativas
(p<0,05) estudadas.

De acordo com as Figuras la, 1b, lc, e 1d, a concentracdo 6tima de indculo para a
producdo da L-asparaginase por FSbm foi acima de 9,8x10° esporos/mL. Quando a concentragio de
inoculo esteve abaixo de 4,0x10° esporos/mL a produgdo de enzimas foi muito baixa. A Figura la
indica que, quando a temperatura esteve entre 26,5 °C a 32,0 °C e a concentragdo de inoculo esteve
acima de 9,8x10° esporos/mL, a producio de L-asparaginase foi maior, com atividade enzimatica de
0,6 U/mL. Contudo, quando a temperatura se manteve entre os niveis intermediarios de 25,0 °C a
26,5 °C, verificou-se uma redu¢do da atividade volumétrica da enzima para 0,4 U/mL e 0,5 U/mL,
respectivamente (Figuras le e 1f). Segundo Madigan e Brock (2009), cada microrganismos possui
uma condi¢do favoravel de crescimento e este pardmetro possui bastante influéncia sobre o
crescimento dos mesmos. A temperatura 6tima de crescimento, ¢ onde o fungo cresce de forma mais
acelerada e consequentemente, quando o metabolismo e as reacdes enzimaticas acontecem,
aumentando o crescimento do fungo e a producdo de metabdlitos de interesse. Verifica-se entdo, que

a melhor temperatura para cultivo deste microrganismo ¢ entre 26,5 °C a 32,0 °C.
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Figura 1 - Resultados experimentais da atividade volumétrica (U/mL) da L-asparaginase em funcao
das varidveis independentes avaliadas na produgdo da enzima por FSbm

- e 5&\_‘ 0 5
— 0, ! l'__ﬂ--——f

\ , - by
»{ oo / o l\ :r"
) 00 u./ 0.8 Bxi® | ui\n

\
A\

/
\

z
E-:u ) ~ 04 03 uj/ E
S ,nu\/r ab % 41
B 0 = I
Lo { 2 s ol
- 30 0. 03 04 05 g
\ g
] \ [ iy Eu ® ‘M“H-,
02 ) o
20 01 01 \\ o3 L ‘——ﬂm—J 0
A \ | " y o4 ¥ 50,0 e |
2100 Axit Ga10® Bt W 28 25 30 35 40 45 650 55 60
Indiculo (esporosiml) Substrato (%miv)
W g 0.8 70
e 07 d I \ m{ KL

Indculo (esporosimi.)
g
. b
= o f g /.
‘e
e
™
s
™
-2

1 / a1 B0 gy
01— g0 %! {
10 14 20 2 0 ' L w
Asparagina (%m/v) Indculo (esporos/mi)
o 10
-"f q'a mlz I| N 3 \ —
e |0 o

f,
ﬁ-ﬂ
48
g
/
{

- 0 / I[ \\n.u \ 0

0.1 \ 00 ¥ . \\
08 £ 0|
Eap g ”
H
B v
rfPJ S .___, —0.1
85 e
|'| i .r-"f 031
el 1
ot : // // oA J
o o
Tom om ®» o om M W MW W 20 25 30 35 40 sn 60
Tamparatura (*C) Subslrate (%m}
an
o ags \, %
1] i' b Bia
- %M L
e B

I, hag
i Gio
i \\\ h
10

Fonte: Dos autores, 2021.



Os resultados das Figuras 1b e 1f, demonstram que a baixa quantidade de substrato e sua
composi¢do foram suficientes para que ocorresse a conversao de substrato em metabolitos. Estes
resultados sugerem que este substrato utilizado para producado de L-asparaginase possui componentes
que favoreceram a producao e, por isso, a quantidade necessaria foi baixa para produzir a enzima de
interesse utilizando o Aspergillus caespitosus. Assim, a utilizacdo de uma pequena quantidade de
substrato (entre 4 a 6% m/v) foi o suficiente para o fungo produzir a enzima. Portanto, o substrato
soro de leite em po6 ¢ um candidato promissor para a producdo de L-asparaginase a partir do
Aspergillus caespitosus, por FSbm. A Figura 1c¢ apresenta a interacao entre concentragcdo de inoculo
e concentracdo de asparagina. Observa-se que, quando a concentragdo de asparagina no meio se
manteve intermedidria (entre 17 a 20% m/v) e a concentracdo de indculo foi superior a 9,8x10°
esporos/mL, a produgdo da enzima foi alta, produzindo 0,6 U/mL (Figura Ic). Estudos relatam que a
privacao de asparagina para producao de L-asparaginase em meio fermentado € benéfica por causar
a desrepressao de amonio e consequentemente, o aumento da atividade enzimatica. Por isso, quando
a concentragdo de asparagina foi mais baixa, houve melhor producio de L-asparaginase (COSTA-
SILVA et al. (2018). Porém, nas demais concentragdes de asparagina, a producao da enzima diminuiu
consideravelmente, com a producdao de 0,3 U/mL de enzima (Figura 1g). As Figuras 1d e le
evidenciam que a melhor condi¢do para produgdo se deu quando o valor do pH esteve acima de 6,2.
Uzma, Murthy e Srinivas (2016) relatam que o parametro pH ¢ importante para o cultivo de
microrganismo e, também, para a producao de metabdlitos. Este parametro também pode influenciar
na disponibilidade dos nutrientes, que sdo vitais para a sintese de biomoléculas. Além disso, pode
também afetar a atividade das enzimas por meio da desnaturagdo e inativagdo das mesmas. Estas sdo
cruciais para o metabolismo microbiano e, consequentemente, para seu crescimento e producio de
metabolitos. Desta forma, este resultado revela que este fungo filamentoso cresce melhor em pH
basico. A Figura 1g, representa a interag@o entre concentracao de asparagina e tempo de fermentacao.
Quando a concentragdo de asparagina esteve a mais baixa entre 10 a 12% m/v, o tempo necessario
para produzir 0,3 U/mL de enzima foi entre 70 a 75 horas. A concentragdo de indculo superior a
9,8x10° esporos/mL, a concentracdo de substrato entre 4 a 6% m/v, a concentracdo de asparagina
entre 10 a 20% m/v, um pH acima de 6,2, temperatura de 25,0 °C a 32,0 °C e tempo de fermentagao
de 70 a 75 horas de fermentagdo, revelaram ser as melhores condi¢des para a producdo de L-
asparaginase.

O maior resultado de atividade enzimatica obtido nesse trabalho foi inferior ao relatado por
Dias, Aguiar e Sato (2019), que ao utilizarem o fungo Aspergillus oryzae LBA 01 e o meio Czapeck

Dox modificado para producdo da L-asparaginase em uma FSbm encontraram uma atividade
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enzimatica de 20 U/mL. Para obten¢ao deste resultado foi empregado um pH 6,5, temperatura 30 °C
e um tempo de fermentacdao de 120 h. Apesar das semelhangas entre as condi¢gdes de temperatura e
pH otimos para a producdo da L-asparaginase, as diferencas entre os resultados de atividade
enzimatica e o tempo 6timo de fermentagdo podem ser explicadas pela diferenca entre as espécies de
microrganismos utilizadas.

Gurunathan e Sahadevan (2012), quando utilizaram o fungo Aspergillus terréus e o meio
Czapeck Dox modificado para a producao de L-asparaginase por FSbm a uma temperatura de 35 °C,
pH 6,3 e tempo de fermentacao de 58,5 h também observaram uma atividade enzimatica superior
(43,29 U/mL). A diferenca observada entre os valores de atividade enzimatica provavelmente esta

associada ao substrato, a temperatura e a espécie de fungo empregada.

Purifica¢do parcial de L-asparaginase

Os resultados obtidos na purifica¢do parcial de L-asparaginase de A. caespitosus produzida

em FSbm sao representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Contetido de proteina (mg/mL), atividade especifica (U/mg) e volumétrica (U/mL)
do extrato bruto contendo L-asparaginase obtida por FSBm e das amostras eluidas da coluna de
troca cationica

Proteina Atividade Atividade Atividade
o , e Fator de
Amostras total enzimatica especifica volumétrica urificacio
(mg/mL) total (U) (U/mg) (U/mL) p ¢
Extrato inicial 0,088 0,155 2,779 0,218 -
Eluido 0,008 0,043 4,400 0,776 1,583

Fonte: Dos Autores, 2021

Pela Tabela 2, observa-se que a concentracao de proteina total diminuiu de 0,088 para 0,008
mg/mL com a etapa de cromatografia de troca idnica. A atividade especifica aumentou de 2,779 para
4,400 U/mg, nota-se que empregando apenas uma etapa de purificagio houve um aumento
consideravel da atividade especifica quando comparado ao meio fermentado inicial. O mesmo foi
observado para a atividade volumétrica.

A atividade especifica da L-asparaginase no eluido (4,400 U/mg) foi superior ao obtido por
Issac e Abu-Tahon (2016) que ap6s realizar uma série de etapas visando purificar L-asparaginase
proveniente de fermentacao solida do Fusarium solani alcangou um valor de 4,314 U/mg. Ja Patro et

al. (2012), ao empregar precipitacao seguida por filtragdo em gel e cromatografia de troca i6nica para
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purificar L-asparaginase, proveniente de fermentacdo submersa do Aspergillus flavus obteve uma
atividade especifica de 13,970 U/mg.

O fator de purificagdo encontrado neste trabalho (1,583) também foi superior ao obtido por.

Mol et al. (2019) (F, =1,33), ao aplicar um criogel anidnico na purificagdo de p-glucosidase

produzida pela fermentagao solida do fungo Thermoascus aurantiacus.
Conclusao

Este estudo demonstrou que o soro de leite em p6 € um substrato alternativo que pode ser
utilizado no processo de FSbm para a produgdo extracelular de L-asparaginase por Aspergillus
caespitosus. Verificou-se que na condicdo experimental de concentracdo de indculo superior a
9,8x10° esporos/mL, concentragdio de substrato entre 4 a 6% m/v, contetido de asparagina entre 10 a
20% m/v, temperatura de 25,0 a 32,0 °C, pH acima de 6,2, e tempo de fermentacao superior a 70 a
75 horas resultou em maior produgdo da L-asparaginase. A enzima parcialmente purificada
apresentou um aumento da atividade especifica de 1,58 vezes e um aumento da atividade volumétrica
de 3,55 vezes, indicando que este adsorvente empregado foi capaz de realizar uma purificagdo parcial
desta enzima em apenas uma Unica etapa de purificagdo. Desta forma, este estudo abre novas
perspectivas para a utilizagao do soro de leite em pd como um substrato alternativo para a produgao
de outros metabolitos e o emprego de criogel catidnico na purificacdo de metabolitos provenientes de

fermentagdo fungica.
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ANEXOS

Anexo 1 - Resultados experimentais obtidos para atividade volumétrica extracelular de L-
asparaginase de 4. caespitosus por FSbm, empregando um delineamento fatorial completo 2°

Ensaio X X2 X3 X4 Xs X6 Atividade
volumétrica
(U/mL)

1 10 2 10° 25,0 5 72 0,000

2 10 2 10° 25,0 5 120 0,000

3 10 2 10° 25,0 7 72 0,000

4 10 2 10° 25,0 7 120 0,000

5 10 2 10° 40,0 5 72 0,246

6 10 2 10° 40,0 5 120 0,000

7 10 2 10° 40,0 7 72 0,203

8 10 2 10° 40,0 7 120 0,000

9 10 2 107 25,0 5 72 0,000

10 10 2 107 25,0 5 120 0,000

11 10 2 107 25,0 7 72 1,256

12 10 2 107 25,0 7 120 0,000

Continua
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13 10 2 107 40,0 5 72 0,265
14 10 2 107 40,0 5 120 0,000
15 10 2 107 40,0 7 72 0,209
16 10 2 107 40,0 7 120 0,000
17 10 6 10° 25,0 5 72 0,227
18 10 6 10° 25,0 5 120 0,000
19 10 6 10° 25,0 7 72 0,282
20 10 6 10° 25,0 7 120 0,402
21 10 6 10° 40,0 5 72 0,202
22 10 6 10° 40,0 5 120 0,000
23 10 6 10° 40,0 7 72 0,307
24 10 6 10° 40,0 7 120 0,000
25 10 6 107 25,0 5 72 1,211
26 10 6 107 25,0 5 120 0,641
27 10 6 107 25,0 7 72 1,431
28 10 6 107 25,0 7 120 1,492
29 10 6 107 40,0 5 72 0,202
30 10 6 107 40,0 5 120 0,411
31 10 6 107 40,0 7 72 0,196
32 10 6 107 40,0 7 120 0,000
33 30 2 10° 25,0 5 72 0,000
34 30 2 10° 25,0 5 120 0,457
35 30 2 10° 25,0 7 72 0,000
36 30 2 10° 25,0 7 120 0,000
37 30 2 10° 40,0 5 72 0,298
38 30 2 10° 40,0 5 120 0,000
39 30 2 10° 40,0 7 72 0,200
40 30 2 10° 40,0 7 120 0,000
41 30 2 107 25,0 5 72 0,000
42 30 2 107 25,0 5 120 0,000
Continua

Q QIMIEALL v cvverressesuosassesuesiostonssestoncssassesassassesns - 160



1V Simpdsio de Engenharia de Alimentos - SIMEALI 4.0
Volume 1 - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

Cont. Anexo 1

43 30 2 107 25,0 7 72 0,206
44 30 2 107 25,0 7 120 0,638
45 30 2 107 40,0 5 72 0,000
46 30 2 107 40,0 5 120 0,000
47 30 2 107 40,0 7 72 0,000
48 30 2 107 40,0 7 120 0,000
49 30 6 10° 25,0 5 72 0,213
50 30 6 10° 25,0 5 120 0,355
51 30 6 10° 25,0 7 72 0,000
52 30 6 10° 25,0 7 120 0,812
53 30 6 10° 40,0 5 72 0,000
54 30 6 10° 40,0 5 120 0,000
55 30 6 10° 40,0 7 72 0,000
56 30 6 10° 40,0 7 120 0,000
57 30 6 107 25,0 5 72 0,224
58 30 6 108 25,0 5 120 0,000
59 30 6 107 25,0 7 72 0,369
60 30 6 107 25,0 7 120 1,106
61 30 6 107 40,0 5 72 0,227
62 30 6 107 40,0 5 120 0,000
63 30 6 107 40,0 7 72 0,000
64 30 6 107 40,0 7 120 0,215
65 10 4 106 32,5 6 96 0,000
66 30 4 108 32,5 6 96 0,000
67 20 2 108 32,5 6 96 0,000
68 20 6 108 32,5 6 96 0,000
69 20 4 10° 32,5 6 96 0,000
70 20 4 107 32,5 6 96 0,599
71 20 4 10° 25,0 6 96 0,225
72 20 4 108 40,0 6 96 0,000
73 20 4 108 32,5 5 96 0,000
Continua
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74 20 4 10° 32,5 7 96 0,000
75 20 4 10° 32,5 6 72 0,000
76 20 4 10° 32,5 6 120 0,000
77 20 4 10° 32,5 6 96 0,000
78 20 4 10° 32,5 6 96 0,000
79 20 4 10° 32,5 6 96 0,000
80 20 4 10° 32,5 6 96 0,000

Fonte: Dos autores, 2021.

Anexo 2 - Resultado da analise de regressdo para a produgdo de L-asparaginase, em termos de
atividade volumétrica, em func¢do das varidveis independentes estudadas

Fonte de variacdo *GL? *SQP *QM® Pr>F
Concentragao de Asparagina (X;) 1 0,22639928 0,22639928 0,0369
Concentracdo de Soro de leite em p6 (X2) 1 0,65103086 0,65103086 0,0006
Concentracdo de indculo (X3) 1 1,02828694 1,02828694 <,0001
Temperatura (Xy) 1 1,06157504 1,06157504 <,0001
pH (X5) 1 0,26048502 0,26048502 0,0255
Tempo de fermentagao (Xs) 1 0,3168704 0,3168704 0,4284
X3*X; 1 0,36660575 0,36660575 0,0086
X3*Xy 1 0,47671873 0,47671873 0,0029
X3*Xs 1 0,22473887 0,22473887 0,0376
X3*Xo 1 0,23519019 0,23519019 0,0335
Xo*Xo 1 0,53933963 0,53933963 0,0016
X6*Xi 1 0,41297752 0,41297752 0,0054
X4*Xs 1 0,42036907 0,42036907 0,0050
Modelo 10 4,34251527 0,43425153 <.0001
Erro 69 3,31686785 0,04807055

Total 73 7,65938312

Fonte: Dos autores, 2021.

Nota: *GL*: grau de liberdade; *SQb: soma de quadrados; *QMe.: quadrado médio.
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Capitulo 12

Propriedades funcionais e atributos de textura em bebida fermentada de soja contendo
transglutaminase microbiana

Silvana Pedroso de Gées-Favoni*'; Débora Calixto Bonfim?; {talo Marcos Tamazzo de Oliveira?;
Cl4udia Dorta'; Elke Shigematsu'; Amabriane Oliveira Shimite?

Resumo

Bebidas fermentadas de soja (BFS) apresentam-se como uma alternativa de consumo aos fermentados
lacteos, sendo a textura um importante atributo de aceitacdo nesta categoria de produtos. A
estruturacdo de um coagulo estavel e sem sinérese ¢ desejavel e pode ser favorecida pela a¢do da
enzima transglutaminase microbiana ao promover ligagdes cruzadas entre cadeias proteicas da matriz
alimentar. O objetivo deste trabalho foi avaliar bebida fermentada de soja adicionada da
transglutaminase microbiana quanto as caracteristicas fisico-quimicas, propriedades funcionais e
atributos de textura apos 28 dias de armazenamento refrigerado. Extrato hidrossoluvel de soja foi
adicionado de cultura lactica mista e enzima na concentracdo de 0,4% (m/v) para obten¢do da BFS.
Determinacdes de pH, acidez, capacidade de retengdo de agua, sinérese e perfil instrumental de
textura foram realizadas na BFS apos 28 dias de armazenamento. A BFS contendo transglutaminase
apresentou menor variacao de acidez, menor sinérese € maior capacidade de retengdo de dgua (CRA)
que a amostra Controle (sem enzima) durante o armazenamento, evidenciando que as alteragdes
promovidas pela enzima favoreceram a estruturagdo de um gel firme e estavel. A transglutaminase
microbiana influenciou positivamente os atributos de textura relativos a firmeza, coesividade,
adesividade e gomosidade do produto final, mantendo suas caracteristicas durante todo o periodo de

armazenamento sob refrigeragao.

Palavras-chave: Bebida de soja. Fermentagdo lactica. MTGase. Propriedades tecnoldgicas.

Introduciao

Bebidas a base de extratos vegetais apresentam-se como uma alternativa aos derivados
lacteos, com demanda crescente entre consumidores com restri¢des alimentares, como intolerancia a

lactose e alergias as proteinas do leite, bem como por estilos de vida, entre eles os consumidores

! Docente, Faculdade de Tecnologia em Alimentos, FATEC Marilia.
2 Tecnodlogo em Alimentos, Faculdade de Tecnologia em Alimentos, FATEC Marilia.
*E-mail para correspondéncia: silvanafavoni@hotmail.com
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veganos (CIRILO; OLIVIERI; MARTINS, 2020). Destaca-se nesta categoria de produtos o extrato

hidrossoltuvel de soja (EHS), com teor proteico semelhante ao leite de vaca, baixo teor de lipideos,

livre de colesterol e lactose, além de diversos compostos bioativos que trazem beneficios a saude de
seus consumidores (BESSEGATO et al., 2019).

Apesar dos beneficios, o EHS apresenta baixo consumo no Brasil em fun¢do do sabor
indesejavel relatado como de “feijdo cru” (beanny flavour), bem como pela presenca dos
oligossacarideos nao digeriveis rafinose e estaquiose que podem causar desconfortos abdominais
(JAYARATHNA et al., 2020; BESSEGATO et al., 2019). Por outro lado, bactérias probioticas e
bactérias do acido lactico como Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium sdo capazes de fermentar esses oligossacarideos e também reduzir a percepc¢ao do
sabor indesejavel durante o processo de fermentacao, dando origem a bebidas fermentadas similares
aos fermentados lacteos, favorecendo a aceitacdo do produto (JAYARATHNA et al, 2020;
BATTISTINI et al., 2018).

Em bebidas fermentadas do tipo iogurte além do sabor e aroma caracteristicos, a textura e a
estabilidade constituem atributos determinantes na aceitacao do produto final (SANTOS et al., 2017,
MARIN et al., 2014). Neste tipo de produto, a acidificacao desenvolvida durante a fermentagdo tende
a ser maior no EHS que em leite, uma vez que a microbiota cresce mais rapido nesse substrato
(BESSEGATO et al., 2019). Acidificagdo estd intimamente ligada a estruturacdo do gel na etapa
fermentativa, sendo que a acidez excessiva pode resultar em géis fracos, instaveis e com elevado grau
de sinérese, refletindo na qualidade sensorial e aceitacdo do produto (BESSEGATO et al., 2019).

Neste sentido, a enzima transglutaminase microbiana (MTGase; proteina-glutamina y-
glutamil transferase, E.C 2.3.2.13) pode contribuir na estruturacao e estabilidade do gel em BFS, uma
vez que ¢ capaz de catalisar reagdes de acil transferéncia, deamidagdo e ligagdes cruzadas entre os
aminoacidos glutamina e lisina intra e inter cadeias proteicas (GASPAR; GOES-FAVONI, 2015;
DOMAGALA et al., 2013).

As ligagdes cruzadas promovidas pela MTGase alteram a hidrofobicidade da superficie
proteica e com isso sua solubilidade, resultando em mudancas nas propriedades tecnoldgicas das
proteinas, como por exemplo a capacidade de retengdo de agua e a gelificagdo (DOMAGALA et al.,
2013). Como resultado destas agdes produzidas pela MTGase forma-se géis termoestaveis e
irreversiveis contribuindo para a obtengdo de produtos com carateristicas de textura melhoradas.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas fisico-quimicas,
capacidade de retengdo de agua e o perfil instrumental de textura em bebida fermentada de soja

adicionada de MTGase durante 28 dias de armazenamento refrigerado.
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Material e Métodos

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) pasteurizado foi obtido de uma empresa extratora da
cidade de Marilia - SP, Brasil, a partir de grdos de soja comercial. A enzima transglutaminase
(MTGase, E.C. 2.3.2.13) de origem microbiana (ACTIVA WM®) foi fornecida pela empresa
Ajinomoto do Brasil — Industria e Comércio de Alimentos Ltda., sendo composta por 99% de
maltodextrina e 1% de transglutaminase (com atividade de 100 U/g). A enzima foi utilizada na
concentracgao de 0,4% (m/v) determinada conforme testes preliminares.

O fermento lacteo constituido por Lactobacillus acidophilus LA-5 (1x10° UFC/g)
Bifidobacterium BB - 12 (1x10° UFC/g) e Streptococcus thermophilus (quantidade ndo especificada
pelo fabricante) foi adquirido comercialmente e utilizado na concentra¢ao de 0,4 g/L, conforme
recomendacao do fabricante.

Os reagentes utilizados nas determinagdes fisicas e quimicas foram todos de grau analitico.
As andlises fisicas e quimicas foram realizadas nos Laboratorios de Pesquisas Fisicas, Quimicas e
Microbioldgicas da Faculdade de Tecnologia de Marilia — FATEC Marilia.

A obtencdo da bebida fermentada de soja foi realizada conforme metodologia descrita por
Viana, Bueno e Gées-Favoni (2011), com modificagdes. O EHS foi inoculado assepticamente com o
fermento lacteo e adicionado de MTGase na concentragdo de 0,4% (m/v), seguido de
homogeneizagdo manual. Uma amostra Controle contendo apenas o fermento lacteo foi elaborada
nas mesmas condi¢des da amostra contendo MTGase. Aliquotas de 50 mL de amostras de EHS
contendo MTGase e EHS Controle foram distribuidas em frascos de polietileno previamente
higienizados. Os frascos foram incubados em B.O.D. (NOVA instrumencts mod. NI 1704). Os
valores de pH (pHmetro digital GEHAKA mod. Pg 1800), acidez titulavel e so6lidos soliveis
(Refratometro ABBE NOVA instrumencts mod. NI WY A — 2) foram determinados a cada 60 minutos
de fermentacdo e nas duas ultimas horas os parametros foram medidos de 30 em 30 minutos,
conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

A fermentagao foi interrompida quando o pH atingiu 4,6, e as amostras da bebida fermentada
de soja (BFS) Controle e com MTGase foram imediatamente armazenadas a 4 °C (£ 0,2 °C) para
analises posteriores de pH, acidez titulavel em acido lactico, sinérese, capacidade de retencao de agua
(CRA) e perfil instrumental de textura.

As andlises fisico-quimicas de pH e acidez titulavel em écido lactico foram realizadas em
triplicata nos dias 1 e 28 de armazenamento refrigerado, conforme metodologia descrita pelo Instituto

Adolfo Lutz (IAL, 2008).
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A capacidade de reten¢do de dgua (CRA) foi determinada pelo céalculo da razdo entre o peso

da amostra sem o soro expelido espontaneamente e o peso da amostra contendo o soro (Equacgao 1),

seguindo metodologia de Ramchandran e Shah (2010), com modificagdes. Os resultados foram

expressos em porcentagem, como média de trés repeticdes nos dias 1 e 28 de armazenamento
refrigerado.

Peso da amostra sem soro Ea. 1
% CRA = X100 (Eq. 1)
Peso da amostra inicial

A sinérese espontanea foi determinada no recipiente da fermentagdo nos dias 1 e 28 de
armazenamento refrigerado. As amostras foram retiradas da refrigeragdo, mantidas por dois minutos
a temperatura ambiente e o soro expelido na superficie da BFS foi coletado com auxilio de uma
seringa, conforme metodologia descrita por Costa et al. (2013). A sinérese foi expressa em gramas
de soro por 100 gramas do produto e o seu indice foi calculado conforme a Equagao 2 descrita abaixo.

Estas analises foram realizadas em triplicada.

o Peso do soro
0% Sinérese = ——— x 100 (Eq. 2)
Peso da amostra inicial

As andlises de textura foram realizadas utilizando texturometro TA.XT plus (Stable Micro
Systems, UK) e os parametros foram determinados por meio do software Exponent plus. As BFS
foram mantidas em temperatura de aproximadamente 10 °C durante as analises. Foram avaliados, em
quadruplicata os parametros de firmeza (N), coesividade (adimensional), adesividade (N x s),
elasticidade (adimensional) e gomosidade (N) por meio de teste de compressdo utilizando probe
cilindrico acrilico de diametro 0,5 mm, forca de 0,98 N, velocidade de penetragdo 2 mm/s e distancia

de retorno 54 mm. O perfil de textura foi avaliado nos dias 1 e 28 de armazenamento refrigerado.

Resultados e Discussio
Influéncia do pH, acidez e MTGase na estruturagdo do gel da BFS

O EHS inoculado com cultura lactica contendo MTGase (BFS MTGase) e a amostra Controle
(sem a enzima) apresentaram pH 6,2 no tempo zero da fermentacao e foram mantidos em incubagao
a 37 °C até atingir pH 4,6, o que ocorreu ao final de sete horas.

Segundo Farnworth et al. (2007), S. thermophilus crescem melhor e mais rapido em extrato

de soja que em leite e, consequentemente a produ¢do de acidos organicos atinge valores maiores em
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menor tempo. A presenca de acidos organicos no meio propicia o crescimento dos probidticos L.

acidophilus e Bifidobacterium sp., e os L. acidophilus sendo proteoliticos, liberam aminodcidos

essenciais ao crescimento de Bifidobacterium. As Bifidobacterium por sua vez podem crescer até

quatro vezes mais rapido em soja que em leite, pois sdo capazes de metabolizar além da glicose, os
oligossacarideos rafinose e estaquiose presentes na soja.

A produgao de 4acidos organicos pela cultura microbiana leva a redu¢do do pH no decorrer da
fermentacdo e promove alteracdo da carga da proteina, desnaturacdo parcial, alteragdo da
solubilidade, agregacao e precipitacdo proteica de modo a estruturar um coagulo (SANTOS et al.,
2017; MARIN et al., 2014). Porém, quando este processo acontece muito rapido a consequéncia ¢
um gel fragil, quebradico e com alto grau de sinérese, sendo que a capacidade tamponante das
proteinas de soja ¢ menor quando comparada a proteina do leite (BATTISTINI et al, 2018;
MARTINS et al., 2013).

Assim, fermentacdes de extratos hidrossoluveis de soja por bactérias lacticas normalmente
sdo conduzidas em temperaturas menores que as fermentagdes tradicionais de leite no intuito de
reduzir a velocidade metabdlica dos micro-organismos.

Evangelista (2011) avaliou o efeito de diferentes temperaturas (34, 37 e 40°C) sobre o pH
durante a fermentagao de bebida simbidtica a base de soja e concluiu que quanto maior a temperatura,
maior o metabolismo microbiano e consequentemente a redugdo do pH. Os pesquisadores também
verificaram um melhor crescimento de micro-organismos probioticos quando a fermentagdo ocorreu
a37°C.

A acidez estimada como formagdo de acido lactico passou de 0,44% (£ 0,01) no dia 1 de
armazenamento refrigerado na amostra Controle para 1,12% (+ 0,03) no 28° dia de armazenamento
refrigerado, indicando que houve metabolismo residual das bactérias lacticas ao longo do periodo
avaliado (JAYARATHNA et al., 2020). Resultados semelhantes foram relatados por Battistini et al.
(2018) no estudo com bebida fermentada de soja suplementada com os prebioticos
frutooligossacarideos e inulina. Os pesquisadores atribuiram a pés-acidifica¢do principalmente aos S.
thermophilus que constitui uma espécie homofermentativa que produz maior quantidade de acido
lactico comparada com L. acidophillus e as Bifidobacterium. Jayarathna et al. (2020) reportaram
diminui¢io do pH durante armazenamento a 4 °C de bebida fermentada de soja adicionada de gelatina
evidenciando o metabolismo microbiano. O pH da amostra Controle sofreu reducao de 4,8% durante
o periodo de armazenamento refrigerado, passando de 4,54 no dia 1° dia para 4,32 no 28° dia.

Na amostra contendo MTGase, a variacdo dos indices de acidez durante o periodo avaliado

foi menor, aumentando de 0,46% (+ 0,02) no 1°dia para 0,89% (+ 0,02) no 28° dia de armazenamento
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refrigerado. Esta variagdo menor da acidez na amostra contendo enzima (BFS MTGase) em
comparagdo a amostra Controle sugere que a MTGase pode, indiretamente, ter influenciado o
metabolismo dos micro-organismos presentes no produto. E possivel que os aminoacidos glutamina
e lisina presentes no meio passaram a integrar as ligagdes cruzadas catalisadas pela enzima, deixando
de estar disponiveis para o consumo dos micro-organismos, tornando seu crescimento mais lento e
com menor producio de 4cidos organicos (GOES-FAVONI et al., 2012; OZER et al., 2007).

Conforme Valentino (2019) a acidez em produtos fermentados tem grande influéncia na
aceitacdao do produto e os valores encontrados nas BFS favorecem sua aceitabilidade e estao dentro
do valor indicado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a
concentracao final de 4cido latico em iogurte, que deve estar entre 0,6-2,0% (BRASIL, 2007).

A viabilidade celular da cultura lactea nao foi analisada neste trabalho, porém Ozer et al.
(2007) avaliaram o desenvolvimento de S. thermophilus e L. bulgaricus na presenca de diferentes
concentracdes de MTGase (0,1 a 0,5 g/L) durante a producdo de iogurtes de leite de vaca e
observaram menor crescimento microbiano € menor producdo de acido lactico proporcionalmente ao
aumento da concentragdo da enzima. Os pesquisadores concluiram que MTGase ndo apresenta efeitos
toxicos para as culturas do iogurte, e sugeriram que os resultados observados ocorreram em fungao
da indisponibilidade de aminodcidos requeridos para o crescimento do S. thermophilus, pois 0s
aminoacidos estariam envolvidos nas ligagdes cruzadas promovidas pela MTGase. Goes-Favoni et
al. (2012), entretanto, ao comparar o desenvolvimento da cultura lactea em bebida fermentada de soja
com e sem a presenca de MTGase na concentragdo de 0,3% (m/v), ndo observaram diferenca
significativa na viabilidade celular durante o periodo de 28 dias de armazenamento refrigerado,
mantendo-se ao nivel de 10° UFC/mL. Assim, estudos futuros sdo necessarios para melhor

compreensdo dos efeitos da MTGase no desenvolvimento de bactérias lacticas e probioticas.

Capacidade de retengdo de dgua (CRA) e sinérese nas BF'S

Visualmente, a BFS MTGase mostrou-se mais firme e sem sinérese ao final da fermentacao,
mantendo aparente retengdo de dgua durante os 28 dias de armazenamento refrigerado. Na amostra
Controle foi possivel observar claramente grande expulsdao do soro apos 24 horas de refrigeracao (dia
1 do armazenamento) (Figura 1B), sendo que a partir do 21° dia de armazenamento ndo foi mais
possivel diferenciar o soro expelido do restante da amostra, pois o coagulo fragil obtido no primeiro
dia se desfez completamente desestruturando o gel.

Conforme Domagala ef al. (2013), a sinérese ocorre quando ha separagdo da fase liquida de

um gel, espontaneamente ou pela ruptura mecanica do gel. A sinérese ¢ considerada um defeito na
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fabricacdo de iogurtes e, portanto, indesejavel uma vez que tem influéncia negativa sobre a

aceitabilidade do produto pelo consumidor.

Figura 1 - Sinérese aparente em bebidas fermentadas de soja no 1° dia de armazenamento refrigerado.
A — BFS MTGase (0,4%; m/v); B - amostra Controle (sem enzima)

Fonte: Dos autores, 2021.

Os parametros de sinérese e Capacidade de Reten¢do de Agua (CRA) das duas bebidas,
apresentaram diferenca entre elas (Tabela 1). No primeiro dia de armazenamento refrigerado, a CRA
foi 6,16% maior na BFS MTGase em relagdo a amostra Controle, enquanto a sinérese foi 21,37%
menor na amostra contendo enzima (Tabela 1). Dados semelhantes foram obtidos por Temiz e
(Cakmak (2018) ao promoverem a fermentacdo da mistura leite e EHS adicionada de MTGase em
diferentes concentracdes, sendo a sinérese inversamente proporcional a concentracdo da enzima
utilizada. Xing et al. (2019), observaram que géis obtidos a partir da mistura de extrato de soja e leite
de vaca tratados com MTGase e fermentados por bactérias lacticas apresentam maior capacidade de
reticulacdo proteica e formaram agregados de tamanho médio, com poros que retém mais firmemente
a agua, mantendo o coagulo hidratado e estavel por mais tempo.

Conforme Gaspar e Goes-Favoni (2015), a MTGase catalisa reagdes de deamidagdo e ligagdes
cruzadas entre residuos de glutamina e lisina das cadeias proteicas promovendo a estruturagdo de géis
fortes e estaveis. Uma vez que durante a fermentacdo ocorre desnaturagdo parcial das proteinas, os
aminodcidos tornam-se expostos e disponiveis para as reacdes catalisadas pela enzima. Além disso,
a desnaturacdo das proteinas expde seus sitios de ligacdo com a agua fortalecendo ainda mais sua
reten¢do na malha do gel promovido pela MTGase.

Ainda em funcdo da desnaturagdo proteica, grupos hidrofébicos que ndo estdo envolvidos nas
ligagdes cruzadas podem interagir com outros compostos da matriz alimentar, como carboidratos e
lipideos, aumentando o peso molecular do polimero e consequentemente a for¢a do gel com maior

retencdo de dgua (GASPAR; GOES-FAVONI, 2015).
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Tabela 1 — Capacidade de Retengdio de Agua (CRA) e sinérese na bebida fermentada contendo
MTGase (0,4%; m/v) (BFS MTGase) e amostra Controle (sem enzima) nos dias 1 e 28 de
armazenamento refrigerado.

Periodo CRA Sinérese
Armazenamento Amostra (%) (%)
(dias)
Controle 88,77+ 0,19 37,90 = 1,57
1
MTGase 94,60 £+ 0,68 29,80 + 2,87
Controle * *
28
MTGase 95,65+ 0,80 5,16 +0,58

Fonte: Dos autores, 2021.
Média (+ DP) de trés repeticdes.
*Impossivel a determinagao.

Houve reduc¢do do volume do soro expelido na BFS MTGase apos 28 dias de armazenamento
refrigerado (Tabela 1). Jayarathna et al. (2020) observaram redugdo da sinérese durante
armazenamento refrigerado de bebida fermentada de soja estabilizada por gelatina e concluiram que
durante o armazenamento um rearranjo da estrutura do gel pode ter ocorrido promovendo maior CRA
da estrutura.

Assim, € possivel que na amostra Controle, a completa desestruturagdo do gel apds 21 dias de
armazenamento ocorreu em fung¢do da perda da CRA, provocada pelo rearranjo da estrutura proteica
do gel devido a maior acidificagdo microbiana durante o periodo de armazenamento. Como
provavelmente nao houve a formacao de ligagdes cruzadas e reagdes de deamidagdo promovidas pela
MTGase, as quais fortaleceriam a rede proteica garantindo sua estabilidade, o codgulo da amostra se

desfez.

Perfil Instrumental de Textura nas BFS

A BFS MTGase apresentou maior firmeza que a amostra Controle (sem a enzima), havendo
aumento deste indice durante o periodo de armazenamento avaliado (28 dias) (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram relatados por Domagala ef al. (2013) na obtengao de iogurte a partir de leite de
cabra adicionado de MTGase. Conforme os pesquisadores, firmeza, coesividade, adesividade e

gomosidade foram maiores nos produtos adicionados de MTGase, bem como observaram aumento
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desses indices ao longo do periodo de 14 dias de armazenamento refrigerado em que analisaram o
produto.

Conforme Gaspar e Goes-Favoni (2015) tanto as reagdes de deamidacdo quanto as ligagoes
cruzadas promovidas pela MTGase conduzem a alteracdes da hidrofobicidade proteica e com isso
alteragdo da solubilidade da proteina. A solubilidade por sua vez afeta diretamente propriedades
funcionais como a gelificacdo e a capacidade de retengdo de agua (CRA). Estas propriedades
funcionais dependem das interagdes que as proteinas estabelecem entre si e com outras
macromoléculas da matriz alimentar e influenciam fortemente atributos de textura como firmeza,
elasticidade, viscosidade, adesividade além da sinérese. Desta forma, o gel obtido através da
acidificagdo mediada pelas bactérias lacticas, tém suas liga¢des internas intensificadas pela
reticulagdo proteica promovida pela MTGase, o que justifica os indices maiores dos parametros de

textura avaliados neste trabalho quando a enzima foi adicionada na BFS.

Tabela 2 — Perfil instrumental de textura da bebida fermentada de soja contendo MTGase (0,4%; m/v)
(BFS MTGase) e amostra Controle (sem enzima) nos dias 1 ¢ 28 de armazenamento refrigerado.

Periodo Amostra Firmeza Coesividade Adesividade Gomosidade
Armazenamento N) (adimensional) (Nxs) (N)
(dias)
Controle 0,1917 + 0,005 0,2373 +£ 0,003 -0,0007 + 0,000 0,1512 £ 0,010
1 MTGase 0,6864+ 0,016 0,2806=+0,010 -0,001+ 0,000 0,2083 + 0,019
Controle * * * *
28 MTGase 0,7365+0,015 0,9177+0,002 -0,002+ 0,000 0,6772 +0,021

Fonte: Dos autores, 2021.
M¢édia (£ DP) de quatro repetigdes.
* Impossivel a determinacao.

A avaliagao dos parametros de textura na amostra Controle foi realizada apenas no dia 1 da
estocagem, pois a partir do 21° dia houve desestruturagdo total do coagulo e com isso a
descaraterizagdo do produto.

Os parametros de coesividade e gomosidade foram maiores na BFS MTGase que na amostra
Controle, indicando que ao catalisar as ligagdes cruzadas, a enzima promoveu o aumento da
coesividade, tornando mais dispendioso o processo para romper as ligagdes, ou seja, aumentou o
indice de gomosidade.

A firmeza ou dureza de um produto tem influéncia direta nos parametros de coesividade e

gomosidade, uma vez que coesividade refere-se a forga intrinseca das ligagdes existente numa matriz
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alimentar, enquanto a gomosidade estd relacionada a energia requerida para romper estas ligagdes
(SUHNEL, 2007). Faria (2010) ao estudar a influéncia da MTGase em iogurtes com adi¢do de soro
de queijo, observou que a enzima propiciou a obten¢ao de um coagulo mais firme e coeso e concluiu
que a firmeza esta relacionada ao aumento das ligagdes cruzadas favorecidas pela enzima.

Quanto ao parametro adesividade, definido como a for¢a necessaria para vencer as forgas de
atracdo entre a sonda e a superficie do iogurte (SUHNEL, 2007), a BFS MTGase apresentou indice
maior que a amostra Controle e sem alteragao durante o periodo de armazenamento, sendo estes
resultados semelhantes aos observados por Ziarno e Zereba (2020) quando avaliaram o perfil de
textura de iogurtes tradicionais de leite bovino adicionados de MTGase.

Dados semelhantes aos observados neste trabalho quanto ao perfil de textura foram
observados por Bedani et al. (2014) ao realizarem experimentos com bebida fermentada de soja tipo
iogurte adicionados de inulina e okara, e constataram aumento dos parametros de textura nas amostras
contendo okara. Conforme os pesquisadores, okara € rico em fibras e ao ser adicionado a bebida
promoveu aumento da CRA influenciando os parametros de firmeza, adesividade, gomosidade,
elasticidade e coesividade.

Hauly, Fuchs e Prudencio-Ferreira (2005) avaliaram o perfil de textura de iogurtes a base de
soja suplementados com frutooligossacarideos e concluiram que a maior coesividade e adesividade
observadas nas amostras suplementadas, ocorreu em func¢ado da elevada capacidade de ligagao de dgua
da fibra em questao.

Conforme Han ef al. (2009), géis sao fortemente estabilizados por MTGase devido as ligacdes
intermoleculares promovidas pela enzima formando uma microestrutura homogénea com poros
reduzidos e alta capacidade de reter a 4gua nestes poros. Sendo a adesividade um atributo resultante
da interagdo proteina-agua, quanto maior esta interagdo, ou seja, quanto maior a CRA, maior a

adesividade (GASPAR; GOES-FAVONI, 2015).

Conclusio

As ligacdes promovidas pela enzima MTGase favoreceram positivamente a manutengdo da
estrutura do gel na bebida fermentada de soja durante o armazenamento refrigerado. O aumento da
capacidade de retenc¢ao de dgua promovido pela MTGase refletiu em melhorias das propriedades de
textura da bebida, proporcionando maior estabilidade ao produto e menor sinérese, mantendo o
coagulo firme e hidratado durante os 28 dias de armazenamento refrigerado. Assim, o emprego da
enzima transglutaminase microbiana em bebidas fermentadas de soja constitui uma tecnologia viavel

com incremento na qualidade do produto, o que pode contribuir para sua maior aceitagao.
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Capitulo 13

Revestimento comestivel a partir de goma de cajueiro e 0leo essencial de erva baleeira visando
o controle de patégenos de pos-colheita da macga

Paulo Roberto Gagliardi*!; Valter Rubens Alcantara Sobrinho?; Luiz Fernando Ganassali de
Oliveira Junior®; Filipe de Oliveira Melo*; Patricia Beltrdo Lessa Constant®

Resumo

O revestimento comestivel de goma de cajueiro, natural, isolado ou em composi¢do com o6leo
essencial de erva baleeira (Varronia curassavica) € aqui apresentado como uma tecnologia
alternativa, que visa mitigar os impactos econdmicos gerados pelas perdas na pds-colheita da maga
(Malus domestica), principalmente no que se refere ao ataque de micro-organismos fitopatogénicos.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de um revestimento comestivel
elaborado com goma de cajueiro e 6leo essencial de erva baleeira (Varronia curassavica) no controle
do fungo Lasiodiplodia theobromae. Os compostos foram elaborados pela da mistura de duas
solucdes contendo 6% de goma de cajueiro e 2% de oleo essencial da erva baleeira (1:1). A analise
do efeito patogénico do fungo na qualidade pos colheita de magas foi avaliado pela inoculacdo de 10
pL da suspensdo de esporos em frutos com e sem revestimento. Filmes elaborados com a goma do
cajueiro (6%) conferiram aos frutos menores perdas de peso ao longo do periodo de armazenamento,
reducdo de 3%. O revestimento comestivel com e sem a adi¢do do 6leo essencial atuou como agente
inibidor do desenvolvimento do L. theobromae, bem como no desenvolvimento de patdogenos
secundarios. Além disso, com o revestimento comestivel pode ter ocorrido retardamento dos
processos fisioldgico, preservando as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas da maca Fuji,

demonstrando assim a potencialidade de uso deste composto no controle pds-colheita de frutos.
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Introduciao

A demanda mundial por frutas e hortalicas ha décadas vem crescendo expressivamente sendo
a fruticultura um dos mais importantes segmentos da agricultura brasileira (ANUARIO
BRASILEIRO DE HORTI & FRUTI, 2020; OLIVEIRA et al., 2006). O Brasil continua como o
terceiro maior produtor de frutas com 36,3 milhdes de toneladas, ficando atrés da China (265 milhdes)
e India (93 milhdes). Contudo, é o maior produtor mundial de frutas tropicais e, gragas as suas
condigoes de solo e de clima diversificadas, pode também dedicar-se ao plantio de fruteiras de clima
temperado e subtropical, produtos com elevado potencial para o mercado externo (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2016; ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI & FRUTI,
2020; MORGADO et al., 2004; SEBRAE, 2015). Entre as culturas de clima temperado a cultura da
macieira apresenta importancia agricola e economica no mundo inteiro, inclusive no Brasil, que ¢ o
décimo primeiro produtor mundial de magas (FAO, 2010).

Em 2013, a produgao brasileira de mag¢a alcangava a marca histérica de 1.226.555 toneladas
de acordo com o Anudrio Brasileiro de Fruticultura (2016). Embora com uma queda acentuada em
2018, em 2017 passava de 1,3 milhdes de toneladas colhidas das quais 90% da produgio
correspondente as cultivares Gala e Fuji. O consumo desta fruta no Brasil ¢ feito durante todo o ano
e sua producao ¢ concentrada na regiao sul do pais, onde as condi¢des climaticas sdo mais favoraveis
a produgao.

A macieira pertence a familia das Rosaceae, subfamilia Maloidae (Pomoidae), género Malus.
Apesar de serem citados varios nomes para a espécie, a denominacdo Malus doméstica € a primeira
denominacdo valida publicada para a macieira cultivada, segundo o Coédigo Internacional de
Nomenclatura para plantas Cultivadas (PETRI, 2008).

A maga esta entre as quatro frutas mais consumidas no mundo. No Brasil, ¢ comercializada
os doze meses do ano e distribuida em todo o Pais. Além do consumo in natura ¢ utilizado para purés,
geleias, fruta desidratada, suco concentrado e bebidas fermentadas. O fruto da macieira ¢ rico em
substancias pécticas e celulose, que, juntamente com a lignina constituem as fibras. Os teores de
proteina e lipidios sdo baixos, apresentando uma grande variedade de &cidos organicos,
predominando o acido malico (PETRI, 2008).

O consumo da maga em todo o territorio nacional € possivel devido ao manejo e técnicas de
pos-colheita que permitem ao fruto chegar ao seu destino com qualidade comercial. Atualmente, a
producdo nacional concentra-se na regido Sul, envolvendo seus trés estados, notadamente nas regides

mais frias dos mesmos, destacando-se a regido de Vacaria, no Rio Grande do Sul, Sdo Joaquim e

() SIMEALI 179



1V Simposio de Engenharia de Alimentos — SIMEALI 4.0

Volume 1 - Biotecnologia de Alimentos; Tratamento e Aproveitamento de Subprodutos

Friburgo, no Estado de Santa Catarina, e de Palmas, no Estado do Parand. No Nordeste a cultura
apresenta bons resultados no semiarido na regido do Sao Francisco (PETRI et al., 2016).

De uma forma geral, um dos principais entraves estd relacionado a relativa baixa qualidade
das frutas brasileiras, principalmente ao aspecto visual provocado por manuseio inadequado nos
processos de colheita e também por consequéncia do ataque de patdgenos, este ultimo tanto na pré
quanto na pds colheita. Tais fatores representam um grande desafio para essas culturas em um
mercado cada vez mais de padroes exigentes de qualidade (JUNQUEIRA et al., 2002).

Sao diversas as técnicas que visam a preservacdo poéds-colheita de frutas e hortaligas,
destacando-se a embalagens, a refrigeragdo, o controle e modificagdo da atmosfera, o revestimento
dos frutos, entre outros (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O uso de revestimentos na pds-colheita
tem sido empregado para promover a manutencao da qualidade e ampliar a vida util dos frutos. Em
meio aos revestimentos utilizados estdo os revestimentos ativos, aqueles que tém interagdo com o
alimento (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Dentro deste subgrupo, as coberturas comestiveis
apresentam diversos mecanismos envolvidos no aumento da conservagdo dos frutos, como por
exemplo a diminui¢ao na perda de 4gua, controle das trocas gasosas, diminui¢do da taxa respiratoria,
prevencgdo contra danos mecanicos e ataques de fungos (VELICKOVA et al., 2013; BAUTISTA-
BANOS et al., 2013).

Ha mais de 10 anos, ja se estuda estes materiais com enfoque maior as propriedades
antifungicas e/ou fungistaticas de revestimentos comestiveis, assim, surgindo diversos métodos de
uso dessa pelicula biodegradavel, principalmente no controle de doencas em pds-colheita (AGUIAR,
2011). A goma do cajueiro, por sua vez, ¢ um produto que apresenta potencialidade para diversos
usos na area da biotecnologia com bons resultados em diversas areas.

A goma do cajueiro (Anacardium ocidentale L.) é obtida pelo exsudato do tronco da arvore
do cajueiro ap6s injuria ou ferimento da planta. Ela pode ser produzida a partir de estimulantes
quimicos, intencionalmente ou surgir de forma espontanea (CAMPOS et al., 2012; CARNEIRO-DA-
CUNHA et al., 2009). O produto, goma de cajueiro associado a um 6leo essencial pode aumentar a
potencialidade do efeito antifingico sem que ocorra ineréncia nos pardmetros sensoriais de frutos e
outros produtos agricolas, incluindo a magca.

A planta Varronia curassavica Jacq., conhecida popularmente como erva-baleeira, maria-
preta e salicina, ¢ uma espécie medicinal origindria do Brasil. Possui uma ampla distribui¢cao no
territorio brasileiro, podendo ser encontrada ao longo das regides costeiras, da Bacia Amazonica até

o Rio Grande do Sul, grande parte do Sudeste e Goids. Com forte odor de suas folhas sdo empregadas
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na medicina popular em varios tratamentos como reumatismo, inflamagdes e tlceras (BARROS,
2009; BAYEUX et al., 2002; GASPARINO).

Os oleos essenciais de V. curassavica tém sido alvos de diversos estudos devidos também as
suas propriedades antimicrobianas. Assim, diversas atividades ja foram relatadas, entre elas,
antibacteriana (MECCIA et al., 2009; PINHO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012) e antifingica
contra agentes fitopatogénicos (SILVA et al., 2012; HOYOS et al., 2012; SILVA et al., 2014). Desta
forma o trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da incorporacao do revestimento comestivel
elaborado a partir de um composto de goma de cajueiro e 6leo essencial de erva baleeira (Varronia
curassavica Jacq.) nas caracteristicas bioquimicas dos frutos ao longo do armazenamento, bem como
determinar sua atividade antifungica no controle do fungo Lasiodiplodia theobromae na maga cultivar

Fuji.
Material e Métodos

Os ensaios e as analises foram conduzidos no Laboratorio de Ecofisiologia ¢ Pos-colheita
(ECOPOC) do Departamento de Engenharia Agronomica em parceria com o Laboratério de Cereais
e Massas do Departamento de Tecnologia de Alimentos para as analises fisico-quimicas. Ambos sao
laboratérios da Universidade Federal de Sergipe, localizados no campus de Sao Cristovao — SE.

O isolado do fungo Lasiodiplodia theobromae que foi utilizado para o experimento ¢
proveniente da cole¢do de fungos do ECOPOC, preservado segundo trabalhos descritos por Castellani
(1967). O fungo foi reativado e cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar) repicada e mantida em camara BOD a 25 °C de temperatura.

Apo6s o desenvolvimento do fungo, realizaram-se os “Postulados de Koch” para o teste de
patogenicidade e para a confirmacdo da identidade do isolado. Para o mesmo propoésito, também
foram realizadas observacdes de estruturas dos fungos utilizando microscopio 6tico e, comparagdes
com a literatura especializada.

Tanto para o pré-teste quanto para o ensaio proposto no presente trabalho, utilizaram-se frutos
provenientes da Central Estadual de Abastecimento (CEASA) localizado na Rua Riachdo, 228, Bairro
Getutlio Vargas, na cidade de Aracaju — SE. Os frutos foram selecionados no estddio de maturacao
mediana num mesmo padrao. Esses frutos, quando no laboratério, foram limpos com agua destilada
e sanitizados com hipoclorito de sodio a 1%. Suspensdes de esporos do fungo foram preparadas
adicionando-se uma aliquota de 4agua destilada na superficie das placas de Petri contendo o

fitopatdgeno na fase de esporulacdo (aproximadamente com 6 dias de idade). Em seguida foi feito a
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filtragem desta suspensdo com gaze e o ajuste da concentra¢do para aproximadamente 1,0 x 10°
esporos/mL utilizando cAmara de Neubauer.

Foram realizados ferimentos com ferramenta perfurante contendo 4 alfinetes de 1 mm de
diametro a profundidade de aproximadamente 2 mm na regido equatorial dos frutos. Em seguida, a
inoculagdo se deu pela com aliquotas de 10 pL da suspensdo de esporos depositadas sobre os
ferimentos e os frutos foram armazenados em bancada do laboratorio a temperatura ambiente.

A goma de cajueiro proveniente de plantas ndo comerciais, coletada no litoral sul do estado
de Alagoas foi purificada de acordo com o método de Rinaudo-Milas (COSTA et al., 1996), com
modifica¢des. O exsudado da goma bruta foi seco em estufa a 60 °C por 24 h. Apods esse periodo o
material foi quebrado e triturado em triturador analitico “IKA® A 11 Basic” até¢ formar um po6 fino.
A amostra foi transferida para um béquer onde foi acrescentada 4gua destilada na propor¢do de 1 L
de agua para cada 300 g de goma (1:0,3). A mistura foi homogeneizada mecanicamente e deixada em
repouso por 24 h. Em seguida a mistura foi centrifugada a 10000 rpm por 10 min e filtrada a vacuo
ficando uma solucdo limpida. A precipitacdo da goma purificada foi feita com etanol comercial na
propor¢ao de 1 L de solugdo para 3 L de alcool e foi deixado em repouso por 24 h. O precipitado foi
drenado e deixado secar em estufa a 60 °C por 3 dias. Por fim a goma ja seca foi triturada até formar
um po fino e armazenada em frasco de vidro hermeticamente fechado em temperatura ambiente.

A solugdo de goma de cajueiro foi preparada na concentracdo de 6% (60 g/L). Esta
concentracdo foi também utilizada em trabalhos de Santos ef al. (2011) que usaram amido como
agente formador de filmes. Foram diluidas 30 g de goma de cajueiro em 500 mL de dgua e o conteudo
ficou sob agitagdo durante 24 horas. O 6leo essencial de erva baleeira foi preparado na concentra¢ao
de 2%. Nesta concentracdo Nizio et al. (2015) obtiveram os melhores resultados na inibi¢do de varios
fungos de pds-colheita de frutos em experimentos in vitro. Foram misturados 3 mL de 6leo essencial
com 2 mL de DMSO (agente emulsificante) em volume final de 100 mL de 4gua destilada. Para
preparo do composto de goma de cajueiro mais 6leo essencial de erva baleeira, foram utilizados 100
mL de cada solucao.

Os frutos foram novamente selecionados de acordo com seu grau de maturagdo, aspecto fisico
(sem injurias mecanicas) e fitossanitario, livres de contaminagdes ou infec¢des microbianas. Em
seguida foi realizada a desinfestacao superficial com agua destilada, e hipoclorito de sodio a 1%. Os
procedimentos de aplicagdo dos tratamentos foram realizados apos 1 hora da realizacdo da inoculacao
dos fungos. Os frutos foram entdo revestidos por nebulizacdo (borrifados), com sistema de pressao

manual (spray), sendo aplicado solu¢do de goma de cajueiro a 6%, mais solugdo de 6leo essencial de
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erva baleeira a 2% e a solugdo composta apenas pela goma na mesma concentragdo em frutos
inoculados e nao inoculados.

Apos a aplicagdo da cobertura, os frutos foram mantidos em repouso durante uma hora, para
devida secagem da cobertura e, em seguida, armazenados a temperatura ambiente.

As analises foram realizadas em intervalos de 4 e 4 dias, durante 12 dias, sendo o primeiro dia
de avaliacdo no inicio do experimento.

A pesagem dos frutos foi realizada em balanga semianalitica (BG 8000, Gehaka), maxima de
8000 g e minima de 2,5 g, e a percentagem de perda de massa (PM) dos frutos calculada por meio da
expressao: PM (%) = Pi-Pf/Pi x 100, sendo Pi o peso inicial dos frutos, e Pf o peso final. Os resultados
sd0 expressos em porcentagem.

A cor dos frutos foi determinada por leitura direta na casca, no colorimetro Cr-10, obtendo as
coordenadas L* (luminosidade), a* (avermelhado) e b* (amarelado), de acordo com o sistema de trés
coordenadas CIELAB proposto pela Commission Internationale de I’Eclairage (CIE) em 1971.

A avaliacdo dos sintomas causados pelas doencas dos fitopatdgenos inoculados foi realizada
visualmente, de forma a observar a incidéncia ou ndo de sintomas causados pela doenca do fungo em
estudo, nos frutos tratados e ndo-tratados, inoculados e ndo-inoculados. Os frutos inoculados foram
avaliados nas areas onde foi feita a inoculagdo, marcados com um circulo. Nos frutos ndo-inoculados
foram avaliados a incidéncia dos sintomas em toda a regido do fruto. As avaliagcdes consistem em
quantificar os frutos com sintomas das doencgas e determinar sua porcentagem.

Quanto a avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos ao longo do
armazenamento, a textura dos frutos foi determianda utilizando penetrometro (FRUIT HARDNESS
TESTER), com profundidade de penetragio de 2,0 mm, velocidade de 2,0 mm s e ponteiro, TA
8/1000. As leituras foram realizadas nos frutos inteiros, tomando-se quatro medidas por fruto, em
faces opostas, ap6s a remog¢ao de porcdes da casca. Os resultados obtidos foram expressos em
Newtons (N).

Jé& acidez total titulavel (ATT) foi determinada de acordo com metodologia recomendada pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), utilizando-se 10 gramas de polpa homogeneizada e diluida em 100
mL de 4gua destilada, seguida de titulagdo com solugdo padronizada de NaOH 0,1 N, usando como
indicador o ponto de viragem da fenolftaleina. Os resultados serdo expressos em g de acido
citrico/100 g da amostra.

O pH dos frutos, por sua vez, foram determinados através de pHmetro digital de bancada por

leitura direta na polpa homogeneizada e diluida em agua, conforme IAL (2008).
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O experimento foi realizado seguindo um delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 4x3x2x9, sendo goma de cajueiro, 6%, Oleo essencial de Erva
baleeira 2%, goma de cajueiro + Oleo essencial de Erva baleeira e Controle, com frutos inoculados e
nao-inoculados com o patéogeno, com nove repeticdes para cada tratamento. Foram avaliados em
intervalos de quatro dias (0, 4, 8 e 12) até o final, ou seja, o décimo segundo dia. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as medias comparadas pelo Teste Tukey a 5%

de probabilidade com auxilio do Programa estatistico ASSISTAT Versao 7.7 beta 2016.

Resultados e Discussao

O tratamento 2 com revestimento comestivel elaborado somente com a goma de cajueiro a
6%, apresentou estatisticamente a menor perda de massa fresca dentre os tratamentos, com 4,83%
(Tabela 1) com eficiéncia na redu¢cdo de PMF de mais de 3%. O tratamento 3 (goma de cajueiro a 6%
mais 6leo essencial de erva baleeira a 2%), por sua vez, apresentou a segunda menor perda de massa

dentre os tratamentos ndo inoculados com o fungo L. theobromae, com 5,52% (Tabela 1).

Tabela 1 — Média da perda de massa e andlise colorimétrica das magas tratadas com e sem o indculo

Parametro Sem indculo Com ino6culo
Tratamento 1 2 3 4 5 6
Perda de massa 5,844 4,83f 5,52¢ 6,61° 7,882 6,15
L* 2,7% 1,87% 3,22° 3,1% 1,67 2,04%
a* 4,490 3,56% 4,86 5,88° 2,55 3,73
b* 7,36° 5,75% 4,612 6,148 6,328b¢ 6,91%

Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: 1) Sem revestimento comestivel; 2) Revestimento comestivel de Goma de cajueiro a 6%; 3) revestimento
comestivel de goma de cajueiro a 6% mais 6leo essencial de erva baleeira a 2%; 4) Sem revestimento comestivel; 5)
Revestimento comestivel de goma de cajueiro a 6%; 6) Revestimento comestivel de goma de cajueiro a 6% mais 6leo
essencial de erva baleeira a 2%.

Nota: Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha (comparagao entre tratamentos) nao diferem significativamente
ao nivel de a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A redugdo da perda de massa fresca pode estar associada ao revestimento comestivel utilizado,
visto que sua aplicagdo proporciona uma atmosfera modificada, impactando principalmente na
diminui¢do na perda de 4gua e o controle das trocas gasosas de CO», Oz e C2Ha, resultando em menor
taxa respiratoria. Souza et al. (2002) encontraram resultados positivos também no uso dessa técnica

de filme em mangas.
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O tratamento 1 apesar de ndo ser tratado com o revestimento comestivel apresentou perda de
massa inferior ao controle inoculado com fungo em estudo (Tratamento 4) e dos tratamentos 5 € 6,
com revestimento e com inoculo. Estatisticamente a PMF teve diferenca entre os tratamentos

Nos tratamentos 5 € 6, mesmo com o filme foram observadas perdas de massa fresca elevadas
comparado aos demais (Tabela 1). Isso deve-se a uma possivel interacdo com o fungo inoculado nos
respectivos frutos ja que patégenos possuem capacidade de gerar mudangas no metabolismo
resultando em aumento da respiracdo, apesar da inexisténcia de sintomas visiveis nas cascas das
magas avaliadas.

A temperatura média durante o periodo do experimento foi de 25 °C e a Umidade relativa em
torno de 80%. As condigdes de armazenamento, determinadas pelas temperaturas e umidade relativa,
interferem diretamente sobre o metabolismo da fruta, restringindo ou favorecendo a perda de agua
(BOMFIM, 2011)

A andlise de colorimetria cujos parametros de cor da escala Hunter sdo L* a* b* onde, L*
indica a luminosidade que varia de 0 (preto puro) a 100 (branco puro) e a* e b* sdo as coordenadas
de cromaticidade e, valores positivos para a* indicam vermelho e valores negativos indicam verde; e
b* os valores positivos indicam amarelo e negativo, azul.

De acordo com Chitarra; Chitarra (2005), o amadurecimento de frutos compreende o estagio
fisioldgico, durante o qual ocorrem mudangas em suas caracteristicas. A colora¢do da casca esté entre
os varios fatores destacados pelos autores. A cultivar de maca Fuji quando madura apresenta em sua
casca uma colora¢ao mesclada caracteristica entre vermelho e amarelo.

Quanto a luminosidade os frutos do tratamento apenas com goma de cajueiro, na concentragao
de 6% (Tratamentos 2 e 5), apresentaram menores médias (Tabela 1). Nota-se que houve menor
oscilagdo das caracteristicas iniciais de armazenamento. Estatisticamente o tratamento 5 diferenciou-
se dos tratamentos 3 (goma de cajueiro a 6% mais 0leo essencial) e 4 (Sem revestimento comestivel).

Em rela¢do ao parametro “a” observou-se que o tratamento 5 (revestimento comestivel com
6% de goma de cajueiro) também apresentou menor mudanga comparado aos demais tratamentos,
com mais de 3,0 na escala Hunter, sendo mais eficiente estatisticamente do que os tratamentos sem
revestimento comestivel (1 e 4) e o tratamento 3. No parametro “b” o tratamento 3, com goma de
cajueiro e oleo essencial, foi o que apresentou melhor média, desta forma o aspecto visual da fruta ¢
de maturacdo menor. O aspecto visual ¢ também um dos fatores que favorecem a comercializagao do
fruto. Frutos com aspecto de maduros podem ser reprovados frente ao consumidor final, devido a
reducdo do tempo de consumo. Outra consequéncia para o produtor/comerciante ¢ a redug¢ao no preco

do produto. Quanto a exportagdo, sdo reprovados na sua totalidade, os frutos no estagio de
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amadurecimento fisiolégico avangado, indicado visualmente pela coloragio da casca.
Adicionalmente, a cor da casca ¢ o atributo que mais chama aten¢do do consumidor (FANTE, 2011)
pois ¢ o primeiro quesito de qualidade do produto que esta relacionada as caracteristicas de estética,
de seguranga e sensoriais, bem como a aceitabilidade dos alimentos. Sugestdes visuais permitem a
identificacdo do alimento que por experiéncias anteriores evoca antecipadamente sensagdes orais
(CONSTANT, comunicagao pessoal).

A avaliagdo dos sintomas causados pelo fungo inoculado foi realizada visualmente, de forma
a observar a incidéncia ou nao de sintomas tipicos causados pelo fitopatdgeno nos frutos tratados e
ndo tratados, ndo inoculado (Tratamento 1 ao 3) e inoculados (tratamento 4 ao 6). Os frutos inoculados
foram avaliados nas areas da inocula¢ao, marcados com um circulo e os frutos nao inoculados foram
avaliados os sintomas em toda a regido do fruto. A avaliagdo consistiu em determinar, em
porcentagem, a quantidade de frutos com sintomas das doencas.

Dentre os frutos inoculados com o fungo objeto do presente estudo, observou-se que o
tratamento 4 (fruto inoculado, porém sem revestimento), apresentou valores superiores a 50% na
quantidade de frutos com sintomas tipicos da doenca (Figura 1). Notou-se também a presenca de
fungos oportunistas neste mesmo tratamento. No demais tratamentos, por sua vez, ndo foram

observados sintomas, tanto em frutos inoculados como nio inoculados.

Figura 1 — Sintomas visuais nos frutos sem o revestimento comestivel inoculado com o fungo L.
theobromae

1 2 3 4 5

e s

-
-

- o

Fonte: Dos autores, 2021.
Legenda: Frutos com sintomas secundarios de Penicillium expansum (“doenca do bolor azul”) de 1 e 2; Frutos com
sintomas causados pelo fungo L. theobromae em 3 e 4; Fruto sadio em 5 (controle ndo inoculado).

Desta forma notou-se que o uso do revestimento comestivel de goma de cajueiro puro ou
associado ao o6leo essencial de erva baleeira (V. curassavica) exerceu influéncia sobre micro-

organismos na maga, o que corrobora o seu efeito no controle antibacteriano (MECCIA et al., 2009;

RODRIGUES et al., 2012) e antifungico (SILVA et al., 2012; HOYOS et al., 2012).
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Com a aplicacdo dos revestimentos comestiveis, as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
dos frutos dispostos na Tabela 2, observou-se inicialmente que ao longo do tempo houve um
decréscimo significativo na firmeza dos frutos avaliados, principalmente naqueles tratados com o
revestimento comestivel (T2 e T3) associada ao processo de amolecimento natural em decorréncia
do amadurecimento dos frutos. Porém, apesar desse comportamento, o tratamento 1 (T1) (sem
revestimento comestivel) manteve suas caracteristicas de firmeza ao longo do periodo de

armazenamento.

Tabela 2 — Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das magas Fuji submetidas a tratamentos com e
sem o revestimento comestivel de cajueiro e dleo essencial
Tratamento 1 (T1) Tratamento 2 (T2) Tratamento 3 (T3)

D Firm. Brix pH ATT Firm. Brix pH ATT Firm. Brix pH ATT
0 59,70 15,80 3,59 3,40 5743 12,70 3,50 2,80 55,75 10,10 3,33 3,10
6 47,34 11,50 4,07 2,57 39,16 936 3,69 250 32,13 10,26 3,80 2,06
12 42,58 11,43 3,65 2,13 3856 10,20 349 2,16 3453 1030 3,72 226

Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: D. — Dias; Firm. — Firmeza; ATT — Acidez Total Titulavel; T1 - Frutos sem revestimento comestivel; T 2 —
Frutos com revestimento comestivel de goma de cajueiro e sem 6leo essencial; T3 — Frutos com revestimento comestivel
de goma de cajueiro e 6leo essencial.

Quanto ao pH dos frutos, observou-se que ao longo do armazenamento ndo houve diferenca
entre os tratamentos com e sem a aplicacao do revestimento comestivel. Comportamento este, similar
ao encontrado na avaliagdo da Acidez Total Tituldvel (ATT) dos frutos. J4 em relacdo ao teor de
solidos soluveis (°Brix), observou-se que o tratamento 2 (frutos com revestimento comestivel de goma
de cajueiro e sem Oleo essencial) manteve-se estavel ao longo do armazenamento, diferente dos
tratamentos T1 e T3 que sofreram uma leve oscilagdo ao longo do armazenamento. Em trabalhos
realizados por Jorge (2010) o contetdo de sélidos soluveis variou entre 12,0 e 14,0 °Brix para as
magas revestidas com quitosana. Contudo, os frutos revestidos apresentaram maior teor de solidos
soluveis somente aos 14 e 42 dias de estocagem, ndo tendo ocorrido diferenga significativa com
relacdo ao controle aos 14 dias. Os teores de agucares redutores, acidez total titulavel e pH, se

mantiveram praticamente constantes durante todo armazenamento, segundo os mesmos autores.
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Conclusao

Observou-se com o presente estudo que a incorporacdo de revestimento comestivel de goma
de cajueiro pode atuar como um agente redutor das perdas pos-colheita de maca Fuji, reduzindo
principalmente os impactos nas perdas de massa ao longo do processo de amadurecimento e
armazenamento dos frutos. Além disso, observou-se que a aplicagdo de revestimento comestivel nas
concentracdes de 6% de goma de cajueiro e 2% de oleo essencial de erva baleeira (V. curassavica)
atuou como agente inibidor da acdo fitopatogénicas de fungos da espécie L. theobromae, bem como
inibindo a acdo de fungos associados, demonstrando assim a potencialidade de uso desses agentes no
controle desse patdogeno, reduzindo assim as perdas pos-colheita dos frutos em questio.

A incorporagdo do revestimento comestivel impactou diretamente nas caracteristicas
bioquimicas dos frutos analisados (ATT, Solidos Soluveis e pH) aumentando a sobrevida dos frutos,

quando utilizados.
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Capitulo 14

Utilizaciio da torta residual de pequi para obtencio de compostos fendlicos
microencapsulados por liofilizacio

Natalie Stephanie Sawada Nunes*!; Cassia Roberta Malacrida®

Resumo

O Cerrado brasileiro ¢ conhecido por sua diversidade de fauna e flora entre as savanas mundiais.
Dentre os frutos nativos, o pequi se destaca por apresentar compostos bioativos como carotenoides,
vitaminas e compostos fendlicos que possuem atividades anticarcinogénicas, antioxidantes,
antimicrobianas, dentre outras. Estes compostos, no entanto, sdo sensiveis a luz e oxigénio. Assim,
com intuito de preservar essas atividades, ¢ possivel encapsular esses compostos bioativos. A extracao
do 6leo de pequi por prensagem a frio gera uma torta residual que pode ser aproveitada para extracao
de compostos bioativos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi a encapsulagdo dos compostos
fenolicos obtidos da torta residual utilizando quatro agentes encapsulantes: amido de mandioca
modificado fisicamente, goma arabica, maltodextrina e ovoalbumina. O extrato aquoso rico em
compostos fendlicos foi obtido utilizando extragdo ultrassonica com 240 W de poténcia, 50% de pulso
durante 10 minutos. Os agentes encapsulantes corresponderam a 20% do extrato e inicialmente foram
adicionados puros com intuito de verificar os melhores encapsulantes. Em uma segunda etapa, os
melhores agentes encapsulantes - amido de mandioca modificado (AM) e maltodextrina (MD) - foram
misturados em propor¢des (50% AM e 50% MD, 25% AM e 75% MD, 75% AM e 25% MD). As
amostras foram liofilizadas gerando po6s de cor amarela, os quais foram avaliados com relagdo as
caracteristicas fisico-quimicas. Os rendimentos dos processos de secagem foram de 70-80% e os pos
obtidos apresentaram baixa umidade (3 a 4%). A mistura de 75% AM e 25% MD se destacou pela
retengdo dos compostos fendlicos (90%) e baixa higroscopicidade (10%). O AM e MD demonstraram

ser bons agentes encapsulantes nas condi¢des testadas.

Palavras-chave: Bioativos. Caryocar brasiliense Camb. Microencapsulacao. Po.
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Introducio

Os biomas brasileiros sao conhecidos por sua extrema abundancia de espécies. Dentre os
biomas, o Cerrado ¢ considerado um Aotspot mundial devido as suas espécies endémicas. Em geral,
os frutos encontrados nesse bioma possuem caracteristicas sensoriais intrinsecas e com grande
qualidade nutricional, o que demonstra atrativo para comercializagao e pesquisa (REIS; SCHMIELE,
2019).

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) ¢ amplamente utilizado pelas familias que vivem
nessas regides, sendo sua extragdo e processamento a base econdmica local (SANTOS et al., 2013).
A extracdo do 6leo ¢ feita de forma artesanal, consistindo na extragdo aquosa a quente, porém esta
resulta em baixo rendimento e pode causar alteracdo na composi¢ao quimica do 6leo (MARIANO,
2008). Para um maior rendimento e melhor qualidade do 6leo, a extragdo por prensagem a frio ¢ uma
boa alternativa. Esta extracdo gera um produto livre da mistura com solventes e preserva as
propriedades terapéuticas, além disso gera uma torta residual rica em compostos bioativos que pode
ser aproveitada.

Os principais compostos encontrados no pequi sdo lipideos (4cidos graxos palmitico e oleico,
principalmente), proteinas, carotenoides (o e P-caroteno), compostos fendlicos (polifendis e
proantocianidinas ndo extraiveis) e vitaminas A e C (OLIVEIRA et al., 2006; SANTOS et al., 2013;
REIS; SCHMIELE, 2019). Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes, prevenindo ou
retardando a oxidacdo. Além disso, podem ter propriedades anticarcinogénicas, antidegenerativas,
antimicrobianas e retardadoras do envelhecimento (REIS; SCHMIELE, 2019). Estes compostos sao
metabolitos encontrados nas plantas e as classes mais importantes para dieta humana sdo os acidos
fenolicos, flavonoides e taninos (HELENO et al., 2015; VUOLO; LIMA; JUNIOR, 2019).

A extragdo de polifenois pode ser feita por diversas metodologias e a sua escolha ¢ baseada
no maior rendimento ¢ menor custo (ZIVKOVIC et al., 2018). Em geral, as técnicas tradicionais
utilizam solventes a alta temperatura, porém deve-se considerar diversos fatores como a polaridade
do composto, afinidade da molécula com solvente, transferéncia de massa, seguranga ambiental,
toxicidade humana e viabilidade financeira (AZMIR et al., 2013; GOLTZ et al., 2018).

A capacidade dos compostos bioativos de reagir com outros compostos os torna instaveis,
assim ¢ comum aumentar ou prologar sua estabilidade por meio de métodos de encapsulagdo como
liofilizacdo, spray drying, coacervagao entre outros (NESTERENKO et al., 2013). A liofilizacdo ¢
uma técnica que gera produtos de excelente qualidade, pois € pouco degradante e desnaturante,

diminuindo as perdas vitaminicas e constituintes volateis que sdo associadas a altas temperaturas
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(KRUMREICH et al., 2016). Para tanto, agentes encapsulantes como polissacarideos (maltodextrina,
goma ardbica, amido), lipideos (mono e diglicerideos) e proteinas (albumina, caseina, gelatina,
proteina de soja) sdo utilizados para encapsular compostos bioativos (YADAV et al, 2019;
ESTEVEZ et al., 2019; FARRAG et al., 2018; GIBIS et al., 2014; DRUSCH; SCHAWARZ, 2006).

Assim, o objetivo deste trabalho foi a encapsulacao por liofilizacdo de compostos fendlicos
obtidos da torta residual gerada pela prensagem a frio da polpa de pequi utilizando diferentes agentes

encapsulantes.
Material e Métodos
Material

Os frutos do pequi utilizados foram obtidos no CEASA (Centrais de Abastecimento de
Campinas, Campinas, SP) provenientes do estado de Goids (safra 2016/2017). As tortas residuais
foram obtidas por meio da extragdo do 6leo da polpa de pequi por prensagem a frio. Os agentes
encapsulantes utilizados foram amido de mandioca modificado fisicamente (Podium Alimentos —
Tamboara, PR) (informag¢des sobre o tipo de modificagdo fisica nao foram cedidas pela empresa),
goma ardbica (Dindmica — Indaiatuba, SP), maltodextrina DE 10 (Cargill — Uberlandia, MG) e

ovoalbumina (Maxxi ovos — Indaiatuba, SP).
Meétodos
Processamento do pequi

Os frutos do pequi foram escolhidos, descascados, lavados em agua corrente ¢ armazenados
em freezer a -20 °C até o momento do uso. Para obter as tortas, as polpas do pequi foram retiradas
manualmente dos frutos, picadas e secas em estufa com circulagdo for¢ada de ar a 40 °C por 24 horas.
Posteriormente, a polpa seca foi prensada em uma miniprensa hidraulica (PH 10, Nowak, Brasil)
sendo aplicada uma forga de 0,5 ton/cm? durante uma hora. O dleo extraido foi acondicionado em
vidro ambar e armazenado a -18 °C e a torta residual foi envolvida em papel aluminio e acondicionada

em dessecador para posterior trituracao.
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Obtengao dos extratos

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando sonda ultrassonica de poténcia
(Sonic Ruptor 400, Omni International, Kennesaw, GA). A torta residual triturada foi misturada com
solvente aquoso (1:6 m/v) e submetida a extracdo ultrassonica por sonda a frequéncia de 20 Khz,
poténcia de 240 W e pulso de 50% durante 10 minutos (LEITE et al., 2018). A amostra ultrassonicada
foi passada em peneira conica de ago inox para retirada de particulas s6lidas maiores e a parte aquosa
(extrato) foi utilizada na encapsulagdo. Para padronizacdo, manteve-se a concentracao de solidos

soluveis dos extratos a 5 © Brix.
Mistura de extrato e agente encapsulante

Os agentes encapsulantes (amido de mandioca modificado fisicamente, goma arébica,
maltodextrina e ovoalbumina) foram adicionados na concentracdo de 20% (m/v) do extrato. A
primeira etapa do estudo foi a selecao dos melhores agentes encapsulantes e posterior mistura de dois
agentes encapsulantes.

As proporg¢des utilizadas para misturas dos agentes encapsulantes, apos a selecdo dos
melhores resultados, foram as seguintes: 100% de amido de mandioca modificado; 100% de
maltodextrina; 25% de amido de mandioca modificado ¢ 75% de maltodextrina; 75% de amido de
mandioca modificado e 25% de maltodextrina; ¢ 50% de amido de mandioca modificado e 50% de
maltodextrina. Essas propor¢des escolhidas para restringir porcentagens minimas ¢ maximas de cada
agente encapsulante para estudos futuros.

A metodologia descrita por Ascheri (1999) com modificagdes foi utilizada no preparo da
mistura com maltodextrina e goma arabica. A maltodextrina foi adicionada diretamente ao extrato e
a goma arabica foi dissolvida em agua destilada a 60 - 70 °C e submetida a centrifugagao a 2,7171 x
g por 15 minutos para retirada das impurezas e adicionada ao extrato. O amido de mandioca
modificado foi submetido a gelatinizacdo e adicionado ao extrato e a ovoalbumina foi adicionada
diretamente ao extrato. As misturas de extrato e agentes encapsulantes foram homogeneizadas
utilizando sonda ultrassonica com frequéncia de 20 Khz e poténcia de 200 W por 3 minutos conforme
Malacrida et al. (2015). As amostras foram congeladas a -80 °C por 24 horas e submetidas a

liofilizag@o a temperatura de - 40 °C por 48 horas.
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Caracteriza¢do do material
Umidade

A umidade foi determinada gravimetricamente em estufa a 105 °C até peso constante (4 horas)
(AOAC, 1995).

Rendimento

O rendimento do processo foi calculado pela Equagao 1:

MSF
%RD = —x1 (Eq. 1)
Y0 MSIx 00

Onde:
MSI = massa total de sélidos antes da encapsulagao

MSF = massa total de solidos apds encapsulacao
Fendlicos totais

Os fendlicos totais foram determinados pelo método espectrofotométrico descrito por
Singleton e Rossi (1965) utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. O acido galico foi utilizado como
padrdo e os teores de fenolicos totais foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico

por grama de material (mg EAG/g), em base seca.
Retengdo de compostos fendlicos totais

A eficiéncia de encapsulagdo foi avaliada em termos de retencdo, ou seja, a porcentagem de

fenolicos retida apds liofilizacao, e calculada pela Equagao 2:

C
%RT = C—Fx100 (Eq. 2)
0

Onde:
Cr = Concentracao de fendlicos totais (mg/g) no material apos liofilizagao

Co = Concentragao de fenolicos totais (mg/g) na mistura antes da liofilizagao
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Solubilidade

A solubilidade em agua foi determinada de acordo com a metodologia de Cano-Chauca ef al.

(2005).
Higroscopicidade

Os ensaios de higroscopicidade foram conduzidos de acordo com a metodologia descrita por
Cai e Corke (2000). A higroscopicidade foi expressa em gramas de umidade adsorvida por 100

gramas de massa seca da amostra.
Carotenoides totais

A determinagdo dos carotenoides totais foi feita por método espectrofotométrico descrito por

Rodriguez-Amaya (1999). O coeficiente de absortividade molar para B-caroteno utilizado foi

E=2396.
Atividade Antioxidante (DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada pela metodologia descrita por Brand-Willians,
Cuvelier e Berset (1995) com modificagdes feitas por Rufino et al. (2007). Este método consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Foi utilizada
a Equacdo 3:

(Abscontrole - Absamostra) "

Eq. 3)
100 (Eq
Abscontrole

% Inibitéria =

Onde:
Abscontrole = amostra apenas com radical livre DPPH

Absamostra = amostra com radical livre DPPH e extrato
Cor

A andlise de cor foi realizada por medidas objetivas feitas com colorimetro Hunter e os valores

foram calculados pelas Equacgdes 4, 5 ¢ 6:
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€ = (@) + ()1 (Eq. 4)
h* = arctan(b*/a*) (Eq. 5)
BE = [(Ly" = L) + (ay" — a*)? + (b" — b*)?]"/2 (Eq. 6)

Onde:

a* = Coordenada cromatica (+a = vermelho e -a= verde)
b* = Coordenada cromatica (+b = amarelo e -b= azul)
L*=TLuminosidade

C* = Saturacao de cor

h* = angulo de tonalidade cromaética

AE = Diferenca global de cor
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das particulas foi analisada por microscopia eletronica de varredura utilizando
um microscopio eletrdénico (DSM 960, Zeiss, Goettingen, Alemanha). O p6 foi fixado usando fita
adesiva revestida com ouro sob vacuo (Bal-Tec Sputter Coater SCD 050, Scotia, NY). O MEV foi
realizado com uma voltagem de aceleracdo (EHT) de 30 kV e uma distancia de trabalho de 8,5 mm

(WD).
Analise dos resultados

Os resultados obtidos das determinacdes analiticas em triplicata foram avaliados
estatisticamente por ANOVA com auxilio do software Minitab® com nivel de significancia de 5%

(p<0,05).
Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas do extrato seco e extratos
encapsulados. As porcentagens de umidade obtidas demostram que os pos encapsulados sdo
ligeiramente mais secos do que o extrato puro, demonstrando que a liofilizagdo associada
principalmente ao uso de agentes encapsulantes ¢ uma 6tima técnica de secagem, pois o baixo teor
de umidade em poOs preserva as propriedades iniciais, a estabilidade microbioldgica e evita a

degradacdo quimica do material (RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).
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Tabela 1 - Rendimento do processo, retengao de fenolicos e caracteristicas fisico-quimicas do extrato
e dos pos obtidos apos liofilizagdo com agentes encapsulantes

Amido de
Goma
Formulagao Extrato mandioca Maltodextrina ~ Ovoalbumina
. Aréabica
modificado
Umidade
5,741,252 3,540,712 4,0+0,90% 3,0+0,75° 3,140,62°
(% b.u)
Rendimento
87,012,722 73,0+1,38° 71,0+5,09° 70,4+1,18° 69,7+3,30°
(%)
Retencao de
. 100+0,00% 58,1+£16,67° 66,1+9,37° 60,1+11,30° 50,1£11,26°
Fenolicos (%)
Solubilidade
62,0+0,86% 67,4+0,77° 84,3+1,68° 84,4+1,11¢ 67,5+2,62°
(%)
Compostos
Fenolicos
7,6+0,47* 1,18+0,30° 4,4+0,50¢ 2,340,124 3,5+0,53¢
totais
(mg EAG/g)
Carotenoides
totais 25,542,13? 8,2+1,44° 8,0+1,11° 7,2+0,30° 12,5+41,51¢
(mg/g)
Parametros de
cor
L* 65,6+0,02% 78,9+0,00° 71,9+0,05¢ 76,5+0,01¢ 75,4+0,00°
a* 9,1+0,02? 2,5+0,00° 4,4+0,00°¢ 3,0+0,004 5,5+0,01¢
b* 40,5+0,02* 29,3+0,00° 30,0+0,02°¢ 30,9+0,00¢ 39,4+0,03¢
h* 77,3+£0,02% 85,0+0,00° 81,0+0,00°¢ 84,3+0,00¢ 82,0+0,01°
C* 41,540,022 29,4+0,00° 30,4+0,02°¢ 31,1+0,00¢ 39,8+0,03¢

Fonte: Dos autores, 2020.

Legenda: a*: Coordenada cromatica (+a = vermelho e -a= verde); b*: Coordenada cromatica (+b = amarelo e -b= azul);
L*: Luminosidade; C*: Saturacdo de cor; #*: Angulo de tonalidade cromatica; AE: Diferenca global de cor.
Nota: Médias + desvio padrao seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas ndo diferem significativamente a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Analisando os resultados obtidos, houve diferenga significativa entre os rendimentos do

extrato e as demais formulagdes com agentes encapsulantes, essa diferenga € justificada pelas perdas
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de material durante o processo, uma vez que quando adicionados os agentes encapsulantes a mistura
tornava-se mais viscosa, o que dificultava a transferéncia entre os recipientes.

A retengdo de compostos fendlicos totais ndo apresentou diferengas estatisticamente
significativas entre os agentes encapsulantes, apresentando valores de 50,1 a 66,1%. Assim, para a
etapa posterior foram escolhidos o amido de mandioca modificado ¢ maltodextrina. A escolha foi
realizada baseada no custo e disponibilidade desses materiais. Além disso, analises de compostos
fenolicos totais foram realizadas nos agentes encapsulantes puros e tanto a maltodextrina como o
amido de mandioca modificado ndo apresentaram quantidades significativas destes compostos.

A solubilidade aumentou significativamente nos pos obtidos com agentes encapsulantes. A
maior solubilidade dos materiais encapsulados ¢ interessante devido a aplicabilidade em meios
aquosos. Entre os agentes encapsulantes, a maltodextrina e a goma arabica originaram pds com maior
solubilidade em agua.

A adicdo de agentes encapsulantes decresceu significativamente as concentragdes de
compostos fenolicos e carotenoides totais. Os pos produzidos com goma arabica e ovoalbumina
apresentaram concentracdes de fendlicos totais superiores ao amido modificado e a maltodextrina.
No entanto, estes materiais puros ja apresentaram quantidades superiores de compostos fenolicos
totais. Com relagdo aos carotenoides observou-se diferenga significativa apenas para os pds obtidos
com ovoalbumina.

Os parametros de cor demonstraram valores menores de a*, valores maiores de b* e valores
de h* proximos de 90, indicando a cor amarela caracteristica do extrato. Os valores de L* foram
maiores nas formulagdes com agentes encapsulantes, resultando em amostras mais claras. A
diminuicdo do parametro C* demonstrou cores mais opacas. O uso da ovoalbumina originou extratos
com coloragdo amarela mais intensa, o que pode ser observado pelo valor significativamente superior
do parametro b*. A cor amarela caracteristica do extrato assim como dos pos deve-se a presenca de
carotenoides naturalmente presentes na polpa do pequi. Os p6és obtidos com ovoalbumina foram os
que apresentaram maior concentracao desses compostos.

A Tabela 2 apresenta os resultados de rendimento do processo, retencdo de fenolicos e
caracteristicas fisico-quimicas dos pds obtidos com diferentes misturas de amido de mandioca
modificada (AM) e maltodextrina (MD). As propor¢des foram escolhidas com intuito de avaliar a
combinagdo e também delimitar propor¢des para estudos futuros. Os dados das formulacdes de
extrato com amido de mandioca modificado e maltodextrina separadamente foram dispostos com a

finalidade de comparag¢ao com a mistura dos dois agentes encapsulantes.
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Os rendimentos das formulagdes foram semelhantes com valores entre 71,6 a 76,2%. A
combinacao dos agentes encapsulantes apresentou um aumento na retencao dos compostos fenélicos.
A melhor combinacdo foi de 75% AM e 25% MD que apresentou 90% de retengdo, esse valor €
semelhante ao relatado no estudo do Pellicer ef al. (2019), que obtiveram uma eficiéncia de 87 e 88%
na encapsulacao de flavorizante de morango com maltodextrina e amido de milho modificado e amido
de milho modificado e B-ciclodextrina, respectivamente. Embora ndo tenha sido verificada diferenca
significativa entre as diferentes formulagdes, os pds com maiores concentracdo de amido modificado
apresentaram maior retencdo de compostos fendlicos. Além disso, a possivel interacdo entre os
agentes encapsulantes nas proporc¢des 75% AM e 25% MD e 50% AM e 50% MD melhoraram a

retencdo desses compostos.

Tabela 2 - Rendimento do processo, retengao de fenolicos e caracteristicas fisico-quimicas dos poés
obtidos com diferentes misturas de amido de mandioca modificado (AM) e maltodextrina (MD) apo6s
liofilizacao

. 75% AMe  50% AMe  25% AMe
Mistura 25% MD 50%MD  75% MD AM MD
Umidade 3,6£020°  34+040°  3,08035  3,5£071°  3,0£0,75°
(% b. u.)
Rendimento (%)  76,2+541*  71,6£7,51*  73,0+2,48°  73,0+1,38°  70,4+1,18
Retencdo (%) 90,1+16,83*  71,7+4,88%°  56,7+1,76"  58,1+16,67® 60,1+11,30%
Solubilidade (%)  70,5+4,55®  75,3+1,15>  74,3+£3.86%°  67,4+0,77°  84,4+1,11°
Compostos
fenolicos totais 1,5+021®  14+£006° 1,6+0,12®  1,1+£03%> 23£0,12°
(mg EAG/g)
Carotenoides 0,6+2,200 854055 754087 824144  7,24030°
totais (mg/g)

Fonte: Dos autores, 2020.

Legenda: AM: amido de mandioca modificado; MD: maltodextrina.

Nota: Médias + desvio padrdo seguidas da mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

As misturas apresentaram porcentagens de solubilidade semelhantes entre 70,5 - 75,3%. Estes
valores foram inferiores a solubilidade dos pos obtidos apenas com maltodextrina, o que indica que
a substitui¢do de parte da maltodextrina por amido de mandioca modificado diminuiu a solubilidade
dos pds. A maltodextrina possui em sua estrutura inimeras ramificagdes com grupos hidrofilicos que
facilitam a absorcao de 4gua (TONON et al., 2009).

A formulacao de 75% AM e 25% MD, apresentou valores globais melhores, especialmente

bom rendimento do processo, elevada retengdo de compostos fendlicos e concentracdo de
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carotenoides totais, assim ela foi submetida a analises adicionais de cor, higroscopicidade, atividade
antioxidante e microscopia eletronica de varredura. Os parametros de cor foram: L*= 67,6 + 0,11;
a*= 5,40 + 0,03; b*= 27,8 £ 0,01; ~*= 79,0 £ 0,26 ¢ C*= 28,3 = 0,01, que quando comparados a
formulagdes com apenas um carreador (amido de mandioca modificado ou maltodextrina) dispostos
na Tabela 1, apresentaram diferencas significativas com diminui¢ao da intensidade de cor amarela
(parametro L*, b* h* e C*).

Com relacdo a higroscopicidade o p6 (75% AM e 25% MD) apresentou uma absorc¢ao de 10,2
+ 1,90 g de agua/ 100 g de material (aproximadamente 10%). Segundo Tontul e Topuz (2017), pds
com valores abaixo de 20% sdo considerados pouco higroscopicos, o que proporciona estabilidade
ao material. A atividade antioxidante apresentou, para concentracdes de 100 mg/mL, porcentagens
de inibi¢do de 74,75 £+ 2,03% para a formulagdo 75% AM e 25% MD e 86,30 + 0,91% para o extrato
puro, demostrando que mesmo com o agente carreador, a atividade antioxidante se manteve elevada.
Uma vez que a concentragdo de fenolicos e carotenoides, compostos antioxidantes, ¢ bem superior
no extrato puro, a atividade antioxidante apresentada pelo extrato encapsulado ¢ bastante satisfatoria.

As micrografias do material liofilizado contendo 75% AM e 25% MD sdo apresentadas na
Figura 1. O pé apresentou uma estrutura irregular e superficie lisa, parecida com vidro quebrado,
sendo uma morfologia tipica do processo de liofilizacdo (BALLESTEROS et al., 2017). Apenas em
alguns pontos foram observadas a presenga de poros. Segundo Kuck e Norena (2016), o
congelamento provoca uma rigidez estrutural, formando uma estrutura porosa e sem encolhimento, o
que justifica as formas irregulares observadas em materiais liofilizados. Além disso, as diferencas
nos tamanhos e formas das particulas devem-se ao processo de transforma¢do do material seco em

po, no caso a trituragdo manual.

Figura 1 - Microscopia eletronica de varredura da amostra 75% AM e 25% AM: (a) aumento de 100
vezes; (b) aumento de 1000 vezes.

Fonte: Dos autores, 2020
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Conclusao

A liofilizagdo associada ao uso de agentes encapsulantes mostrou ser um processo satisfatorio
para obtencao de compostos fenolicos em pé a partir do residuo da extracao do 6leo da polpa de
pequi. O uso da mistura de amido de mandioca modificado (75%) e maltodextrina (25%) apresentou
os melhores resultados: baixa umidade, bom rendimento do processo ¢ alta retengdo dos compostos

fenolicos totais.
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