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RESUMO

GUERRA, Danubia Joanes Rosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. Avaliacio de diferentes métodos de extracio de carotenoides da polpa e torta
da macatba com solventes verdes. Orientador: Frederico Augusto Ribeiro de Barros.
Coorientadores: Ceres Mattos Della Lucia e Moysés Naves de Moraes.

A macatba (Acrocomia aculeata) ¢ uma palmeira nativa do Brasil, conhecida por sua alta
produtividade e versatilidade no uso do fruto, o que permite a utiliza¢ao integral. A polpa
da macatba ¢ rica em O6leo, fibra alimentar e carotenoides. Apos a extracao do 6leo,
obtém-se a torta, um coproduto utilizado na produgao de ra¢ao animal, devido a qualidade
de seu conteudo nutricional e a auséncia de fatores complexantes, como fitatos e taninos.
Na literatura, ainda ndo foram encontrados estudos que avaliassem a otimizagdo da
extracdo de carotenoides da polpa e da torta da macauba utilizando solventes Geralmente
Reconhecidos como Seguros (GRAS). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar
a extracdo dos carotenoides presentes na polpa e na torta da macauba, utilizando
diferentes métodos, para avaliar o efeito do calor e ultrassom, e solventes GRAS. Foram
realizadas analises de umidade, lipidios, cinzas, proteinas, carotenoides totais, e fibra
alimentar total, incluindo suas fra¢des insoluveis e soltiveis das farinhas de polpa e torta
de macatba. Otimizagdes da extracdo de carotenoides foram realizadas com acetato de
etila, etanol e dalcool isopropilico, solventes verdes, para avaliacio do efeito da
temperatura e ultrassom na extragao de carotenoides da polpa e torta de macauba. A polpa
da macatiba apresentou alto teor de umidade (33,25%), lipidios (57,59%) e fibra alimentar
total (27,31%), com a maior parte das fibras sendo insoluveis (20,96%). A torta
apresentou menor umidade em comparagdo com a polpa e um teor reduzido de lipidios
(26,51%). O acetato de etila se destacou como melhor solvente para extragdo de
carotenoides da macatiba. O ponto 6timo de extracdo de carotenoides totais em banho-
maria (BM-efeito da temperatura/tempo) foi a 60°C por 30 minutos, obtendo um valor de
219,33 pg/g. No ultrassom (UT), a condicao otimizada também foi na mesma temperatura
e tempo, com frequéncia de 45 kHz, resultando em 277,55 pg/g. O método tradicional,
utilizando acetona, apresentou a maior média de extragdo, com 369,21 ng/g. Para a torta,
a extragao sob condigdes otimizadas obteve uma média de carotenoides totais de 106,33
ng/g (BM) e 124,23 png/g (UT), e de 210,96 ng/g para o método tradicional. Os resultados

indicaram que os carotenoides da polpa e torta de macauba foram extraidos de modo



eficaz com acetato de etila e técnicas otimizadas, destacando o calor ¢ o ultrassom como
fatores cruciais para a eficiéncia, mesmo em temperaturas mais baixas. Dessa forma,
carotenoides da macatba podem ser extraidos de forma eficiente, utilizando solventes
GRAS, o que estimulara sua utilizagdo como corante natural e antioxidantes (em
suplementos). O estudo também ressalta a macauba como uma fonte promissora de
compostos bioativos e propde o aproveitamento dos residuos da extragdo como fonte de

fibras, contribuindo para a saude e a sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Macauba; Compostos bioativos; Tecnologias de extragdo;
Sustentabilidade.



ABSTRACT

GUERRA, Danubia Joanes Rosa, M.Sc., Federal University of Vigosa, August 2024.
Evaluation of different extraction methods of carotenoids from macauba pulp and
pulp press-cake using green solventes. Advisor: Frederico Augusto Ribeiro de Barros.
Co-advisors: Ceres Mattos Della Lucia and Moysés Naves de Moraes.

The macauba (Acrocomia aculeata) is a palm native to Brazil, known for its high
productivity and versatility in fruit use, allowing for its full utilization. The macauba pulp
is rich in oil, dietary fiber, and carotenoids. After oil extraction, the resulting pulp press-
cake is a co-product used in animal feed production due to its high nutritional content
and the absence of complexing factors, such as phytates and tannins.. In the literature, no
studies have been found that evaluate the optimization of carotenoid extraction from
macauba pulp and pulp press-cake using Generally Recognized as Safe (GRAS) solvents.
Thus, this work aimed to optimize the extraction of carotenoids present in the pulp (MP)
and pulp press-cake (PPC) of macauba using different methods to evaluate the effect of
heat, ultrasound, and GRAS solvents. Analysis of moisture, lipids, ash, proteins, total
carotenoids, and total dietary fiber, including its insoluble and soluble fractions, was
conducted on MP and PPC flours. Carotenoid extraction optimizations were performed
with ethyl acetate, ethanol, and isopropyl alcohol, green solvents, to evaluate the effect
of temperature and ultrasound on the extraction of carotenoids from MP and PPC. The
MP showed high moisture content (33.25%), lipids (57.59%), and total dietary fiber
(27.31%), with most fibers being insoluble (20.96%). The PPC showed lower moisture
content than the pulp and a reduced lipid content (26.51%). Ethyl acetate stood out as the
best solvent for extracting carotenoids from macauba. The optimal point for total
carotenoid extraction in a water bath (WB-temperature/time effect) was at 60°C for 30
minutes, yielding a value of 219.33 pg/g. In ultrasound (UT), the optimized condition
was also at the same temperature and time, with a frequency of 45 kHz, resulting in 277.55
ng/g. The traditional method using acetone showed the highest average extraction with
369.21 ng/g. For the PPC, the extraction under optimized conditions yielded an average
of 106.33 png/g (WB) and 124.23 pg/g (UT), and 210.96 pg/g for the traditional method.
The results indicated that carotenoids from MP and PPC were effectively extracted with
ethyl acetate and optimized techniques, highlighting heat and ultrasound as crucial factors

for efficiency, even at lower temperatures. Thus, macauba carotenoids can be efficiently



extracted using GRAS solvents, promoting their application as natural colorants and
antioxidants in supplements. This study also underscores macauba as a promising source
of bioactive compounds and suggests the valorization of extraction residues as a fiber

source, contributing to both health and environmental sustainability.

Keywords: Macauba; Bioactive compounds; Extraction technologies; Sustainability.
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1. INTRODUCAO
A macauba (Acrocomia aculeata) € uma palmécea nativa do territdrio brasileiro que,

ao contrario de outras espécies como o dendezeiro, girassol, pinhdo-manso e a colza, a
producao da macatba ndo demanda amplas areas de desmatamento e o uso exacerbado
de herbicidas (Fernandez-Coppel et al., 2018). O cultivo da macauba se destaca pela
sustentabilidade, visto que mesmo com a grande quantidade de residuos solidos
produzidos pelo fruto, estes podem ser utilizados na industria, agregando valor ao
mercado dessa cultura. Sua elevada produtividade e a versatilidade na utiliza¢ao do fruto
da macatba faz com que partes comestiveis como a améndoa e polpa possam ser
aplicadas em produtos de panificagdo, bebidas e sorvetes (Pereira et al., 2021).

A polpa ¢é rica em 6leo, fibra alimentar e carotenoides. No 6leo da polpa, destaca-se
o alto contetido de 4cido oleico, sendo este semelhante ao do azeite de oliva extra virgem,
que auxilia na redu¢do da sintese de lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Apds o
processo de extragdo do 6leo, obtém-se a torta, um coproduto relevante para o mercado,
voltado para a producao de ra¢des para animais, devido ao seu valor nutricional e auséncia
de fatores antinutricionais (Aoqui, Favaro e Moreno, 2012; Queiroz, 2016; Grande e
Cren, 2016; Goulart, 2018; Munhoz et al., 2018). Os carotenoides, pigmentos
lipossoluveis de cor amarelo-alaranjado-vermelho, sdo outros compostos importantes
presentes na polpa e torta da macauba. Na macatba, podem estar presentes o a-caroteno,
B-caroteno, luteina, B-criptoxantina, licopeno e zeaxantina (Maoka, 2020; Mortensen,
2006; Pérez-Galvez; Viera; Roca, 2020). Recentemente, Sant’Ana et al. (2023)
demonstraram os efeitos dos carotenoides e do acido oleico contidos no 6leo da polpa da
macauba na prevengdo do estresse oxidativo, inflamacao e adipogénese, bem como no
aumento da capacidade antioxidante em ratos que consumiram uma dieta rica em gordura.

Neste sentido, ¢ importante buscar métodos de extracdo de carotenoides da macauba
que sejam seguros e sustentaveis, a fim de se obter extratos que possam ser aplicados em
alimentos, atuando como corantes naturais ou suplementos com propriedades bioativas.
Assim, tem crescido a utilizagdo de solventes GRAS (Geralmente reconhecido como
seguro), como etanol, acetato de etila e alcool isopropilico, como uma alternativa aos
solventes toxicos comumente usados, como metanol, acetona, cloroformio, hexano e éter
de petroleo. Ademais, para se obter um maior conteido de carotenoides e demais
compostos bioativos durante a extragdo, tem-se utilizado as tecnologias nao
convencionais, como o ultrassom e o fluido supercritico (Regal ef al., 2020; Menezes

Silva et al., 2023). Menezes Silva et al. (2023) avaliaram o efeito de diferentes solventes
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e métodos de extragdao de carotenoides da casca de frutos da pupunheira, e observaram
diferentes perfis destes compostos. Na extragdo utilizando etanol e o ultrassom, foi
possivel obter maiores teores de (all- E)-8-caroteno, cerca de duas vezes mais do que
outros métodos avaliados no estudo, como maceragao e agitacdo utilizando agitador
magnético.

Tendo em vista a alta produtividade do fruto da macauba, a extra¢ao dos carotenoides
pode impactar significativamente na utilizagdo da polpa e torta pela industria, para uso
direto, ou para producao de extratos ricos em carotenoides. Além disso, pode se realizar
um maior aproveitamento da torta, ao implementar a sua aplicagdo na alimentagao
humana ampliando ndo s6 a sua aplicagdo, mas também tornando-se uma fonte alternativa
para a geragdo de renda da agroindustria e comunidades rurais produtoras de macatba.
Deste modo, o presente estudo tem como objetivo otimizar a extragdo dos carotenoides

presentes na polpa e torta da macauba utilizando solventes GRAS e diferentes métodos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Macauba (Acrocomia aculeata)
A macauba (Acrocomia aculeata) ¢ uma palmécea nativa do Brasil, que possui alta

produtividade e versatilidade em sua utilizacdo. Esta também ¢ conhecida como ucaja,
bocaiuva, coco espinho, mbocay4, coyol “gru-gru”, macaya Paraguai, palmiste (Queiroz,
2016) (Figura 1). Seu fruto pode ser aproveitado de forma integral, partes como a casca,
polpa e améndoa podem ser destinadas para a fabricagdo de produtos relacionados a
nutricdo animal e humana, além de estarem presentes na producdo de biocombustiveis e
energia (Ciconini ef al., 2013; Costa; Oliveira; Costa, 2018; Da Costa Lima Pires et al.,

2023).

Figura 1- Palmeira e frutos da Macauba dispostos em cacho
Fonte: Elaboragao propria.
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Os frutos possuem formato esférico ou parcialmente achatado e os diametros que
podem alcangar valores de 2,5 até 5,0 cm (Figura 2). A composi¢do destes pode variar,
considerando a variabilidade genética, o local de plantio e as condig¢des climaticas. No
entanto, estudos apresentam valores de 21% de epicarpo (casca), 38% de mesocarpo
(polpa), 34% de endocarpo e 7% de endosperma (améndoa) (Cargnin ef al., 2008; Nucci
et al., 2008).

Figura 2 - Frutos da Macaﬁa isotos em cacho
Fonte: Elaboragao propria.

O epicarpo (casca) tem aspecto ceroso, coloracdo marrom-amarelada e se rompe
facilmente quando o fruto estd maduro (Figura 3). O mesocarpo (polpa) possui textura
fibrosa, sabor adocicado, com coloracdo amarelada. O endocarpo ¢ fortemente aderido a
polpa, sendo muito rigido e de coloragao escura. A améndoa esta contida pelo endocarpo
revestida por uma pelicula bastante aderida, estes componentes formam a semente (Faria

et al., 2008; Nucci et al., 2008).

Casca
Polpa
Endocarpo

Améndoa

Figura 3 - Corte transversal e partes do fruto de macatba

Fonte: Adaptada de Junqueira ef al. (2019) - Embrapa Cerrados.
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Dentre os componentes do fruto destacam-se as partes comestiveis como a polpa que
possui gosto doce e pode ser aplicada in natura ou desidratada em produtos de
panificacdo, bebidas e sorvetes. Além disso, trata-se de um componente extremamente
nutritivo, rico em carotenoides que apresentam atividade antioxidante e atuam na
protecao dos acidos graxos insaturados contra a oxidacao. A fim de se aproveitar todas as
partes do fruto, apoés a extragdo do dleo da polpa, obtém-se a torta, produto de grande
relevancia no mercado, principalmente na producdo de ragdes para animais, tendo em
vista a auséncia de fatores antinutricionais, comumente presentes em produtos similares
a base de soja, girassol, amendoim e entre outras fontes, o que implica na necessidade de
detoxicagdo e, consequentemente, em maiores gastos para a industria produtora (Goulart,
2018; Grande; Cren, 2016; Munhoz et al., 2018).

A améndoa da macauba também possui alto valor nutricional e tem sido amplamente
utilizado em formulagdes alimenticias (De Souza et al., 2020; Tilahun; Grossi; Favaro,
2022). Ademais, ao utilizar a améndoa pode-se obter o isolado proteico, que possui alto
teor de proteinas (94,9%), que se assemelham a caseina pela digestibilidade in vitro e
pode ser uma alternativa para a industria de alimentos na substitui¢do das proteinas de
origem animal no desenvolvimento de produtos para o publico vegano ou vegetariano
(Hiane et al., 2006; Lopes Lessa et al., 2022).

Em comparagdo com outras palmaceas, a macauba se sobressai nao s6 pela variedade
dos coprodutos, mas por sua maior resisténcia em regides com menor disponibilidade
hidrica. Enquanto o dendezeiro pode ser encontrado em biomas da floresta tropical, a
macauba nasce naturalmente em regides como o cerrado e o semiarido (Embrapa, 2019;
Lanes; Costa; Motoike, 2014). Ao considerar a produtividade de 6leo, a macatba pode
até superar o dendé€, pois mesmo apos a colheita, o fruto apresenta aumento da
concentragdo de 6leo na polpa (Moura; Ventrella; Motoike, 2010).

Além disso, a macatba ¢ uma espécie com grande potencial para diversificar as
fontes de oOleos vegetais, por se adaptar a uma gama de estressores ambientais sendo
também utilizada na regeneragao da cobertura vegetal de terras queimadas. Sua producao
¢ mais benéfica a0 meio ambiente quando comparada a outras culturas como colza,
mamona, girassol e pinhdo-manso, pois a sua produc¢io ndo demanda o desmatamento de
areas e a utilizacdo de herbicidas (Ferndndez-Coppel ef al., 2018).

Dentre outras caracteristicas positivas desse cultivo, também destaca-se sua
contribuicdo para o desenvolvimento econdmico local, o que favorece a geracdo de

empregos, resultando no desenvolvimento rural e na fixagcdo da populagdo nas areas de

14



plantio (Lopes et al., 2013; Pires et al., 2023). Como forma de incentivar a exploragao da
macauba, existem politicas publicas que apoiam os agricultores familiares, oferecendo a
garantia de renda. Uma dessas politicas ¢ o Programa de Aquisi¢do de Alimentos (PAA),
que tem como objetivo comprar os produtos advindos da agricultura familiar e
disponibiliza-los para uma populagdao em vulnerabilidade social ou inseguranga alimentar
e nutricional. Outro incentivo estd relacionado ao Programa Nacional de Alimentagdo
Escolar do Brasil (PNAE), que fortalece a agricultura familiar ao introduzir a
obrigatoriedade de compra de produtos da agricultura familiar por estados € municipios
(Sambuichi et al., 2014). Neste sentido, a Lei n°® 19.485, de 13 janeiro de 2011, também
¢ importante e tem como objetivo instituir o incentivo ao cultivo, extracdo e
comercializacdo da macauba, bem como a regulamentagdo da sua exploragdo de modo
mais eficiente. Ademais, a determinagdo visa possibilitar uma maior integracdo das
comunidades que se beneficiam do plantio da palméacea. A implementagdo desta lei, se
faz necessaria considerando o cendrio atual com grande demanda por matérias-primas

que possam ser utilizadas para a producao sustentavel de energia (Gerais,2011).

2.2 Composicao quimica e compostos bioativos

A composicao quimica dos frutos da macauba pode variar conforme alteragdes
climaticas, modo de plantio, bem como condicdes relacionadas a colheita e pos-colheita.
Por ser um fruto climatérico, mesmo ap6s o recolhimento ocorre o amadurecimento, o
que implica em alteragdes na composi¢ao e biodisponibilidade dos compostos (Grande;
Cren, 2016; pereira et al., 2018; Pinto, 2012). No estudo realizado por Munhoz et al.
(2018) foram coletados os frutos de macauba provenientes do municipio de Vicentina,
Mato Grosso do Sul, enquanto no estudo de Pereira et al. (2021) foram utilizados os frutos
imaturos, cultivados em Teresina no estado do Piaui. As diferencas na composi¢do
centesimal podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢ao centesimal de polpa da macatba

Componentes Polpa 1 Polpa 2
Umidade (%) 49,20 57,60
Carboidratos (%) 9,31 21,22
Proteina (%) 3,34 2,57
Lipidios (%) 30,38 3,20
Cinzas (%) 3,26 1,83
Fibra alimentar (%) 24,30 13,58

Valor energético total

(keal. 100g) 418,74 124,34

Legenda: Polpa 1 (Munhoz et al., 2018); polpa 2 (Pereira et al., 2021). Fonte: Elaboragio propria.
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As diferencas observadas nos valores de umidade podem ser atribuidas a diferencas
regionais ¢ fatores ambientais relacionados ao solo e clima, sobretudo, fatores
relacionados ao estagio de maturacdao dos frutos (Munhoz et al., 2018; Pereira et al.,
2021). O elevado valor de umidade (49,20 e 57,60%) observado, pode levar a uma rapida
degradacao do fruto e favorecer o crescimento de microrganismos (Pereira et al., 2021).
Em outros estudos com a mesma espécie do fruto, variagdes semelhantes aos valores
apresentados foram observadas. Na cidade de Piribebuy no Paraguai, as amostras
apresentaram 56% de umidade, enquanto em outro estudo realizado com frutos dos
biomas do Cerrado e do Pantanal, apresentaram variagdes de 49,1% a 63,0% (Bonet et
al., 2020; Ciconini et al., 2013).

Componentes como carboidratos, lipidios e proteinas observados na Tabela 1,
também podem sofrer influéncia dos fatores j4 mencionados. No entanto, Montoya et al.
(2016) apresenta outra justificativa na qual as reservas de amido remanescentes no fruto,
sdo convertidas em 6leos apds a abscisdo, ou seja, na separacao de uma ou mais estrutura
(folhas, fruto, semente) das plantas mudangas quimicas e fisicas ainda ocorrem. E
importante ressaltar que os carboidratos também sofrem alteracdes considerando os
estagios de maturagdo, deste modo quanto mais maduro o fruto, maior a quantidade deste
na composic¢ao (Pereira et al., 2021).

As proteinas presentes na macauba, encontram-se em maior concentracdo na
améndoa, assim as quantidades na polpa s@o menores. Os valores observados por Munhoz
et al. (2018) e Pereira et al. (2021) sdo similares aos obtidos por Grand e Cren (2016), em
que a polpa apresentou 2,98% de proteinas.

Quanto ao contetdo de fibras, o estudo de Andrade et al. (2020), obteve 19,95 gramas
na polpa da Macauba, sendo 10,68 g de fibras soluveis e 9,26 g de fibras insoluveis. Os
valores referentes as fibras totais, superam inclusive os da aveia em flocos (9,74 g/100g)
e semente de gergelim (11,9 g/100g) (TACO, 2023). A Organizagdao Mundial da Satude,
recomenda que a ingestdo de fibras seja de 25 a 30 gramas por dia (WHO, 2003). As
fibras apresentam efeitos prebidticos, por serem resistentes a digestdo e absor¢do no
intestino delgado e podem ser fermentadas no célon por microrganismos benéficos, o que
leva a producao de acidos graxos de cadeia curta importantes para a homeostase intestinal
(Cangussu; Fronza; Cavalcanti, 2020).

Com relagdo ao aumento do teor de 6leo presente na polpa durante o armazenamento,
isso ocorre como consequéncia do comportamento climatérico dos frutos da macauba.

Desta forma, o maior rendimento em 6leo pode ser obtido por colheitas tardias associadas
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ao armazenamento dos frutos (Goulart, 2018). Segundo Montoya et al. (2016) ha uma
conversao do amido, presente no inicio do desenvolvimento da polpa, em 6leo, que se
inicia por volta de 250 dias depois da maturacdo até o momento da abscisdo. A
composi¢ao de acidos graxos da polpa da macauba estd indicada na Tabela 2, na qual
observa-se o elevado conteudo de acido oleico presente no 6leo da polpa de macauba.

Tabela 2 - Perfil dos acidos graxos do 6leo da polpa de macauba (%)

Acido Graxo Amaral et al. Nunes et al. Bonet et al.
(2011) (2015) (2020)
Acido Caprilico (C8:0) - - 0,21
Acido Caprico (C10:0) - 0,2 0,11
Acido Laurico (C12:0) 1,56 1,2 0,91
Acido Miristico (C14:0) 0,49 0,5 0,63
Acido Palmitico (C16:0) 12,18 20,5 16,46
Acido Palmitoleico (C16:1) 1,36 2,9 -
Acido Esteérico (C18:0) 2,64 3,6 3,51
Acido Oleico (C18:1) 69,07 61,1 65,87
Acido Linoleico (C18:2) 6,77 4,0 5,13
Acido Linolénico (C18:3) - 0,7 -

Fonte: Elaboracéo propria.

O é4cido oleico presente no 6leo da polpa é semelhante ao encontrado no azeite
de oliva extra virgem, sugere-se que tenha ac¢do bioldgica similar sobre o metabolismo de
lipidios (Aoqui et al., 2012). Visto que o 4cido oleico ¢ monoinsaturado, esta
conformacdo molecular confere a reducao da sintese de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), que se acumulam nos vasos sanguineos e formam placas aterogénicas. Em
contrapartida, ocorre o aumento nos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL), que
atua no transporte do colesterol livre dos tecidos e sangue para o figado, onde sera
metabolizado e excretado (Fit6 ef al., 2014). O que corrobora com o observado no estudo
de Donat-Vargas ef al. (2022), em que o consumo de azeite de oliva extra virgem esteve
associado ao menor risco de Doenga Cardiovascular (DCV) e Acidente Vascular Cerebral
(AVC), sendo que o beneficio maximo poderia ser obtido com um consumo de
quantidades entre 20 e 30 g/dia.

Quanto aos compostos bioativos presentes na polpa, destacam-se os carotenoides e
tocoferdis, como pode-se observar na Tabela 3. Os carotenoides sdo pigmentos
sintetizados naturalmente por plantas, algas e microrganismos. O aumento deste
composto e outras substincias antioxidantes pode ser atribuido ao processo de

amadurecimento do fruto e condi¢gdes pds-colheita. Os carotenoides possuem natureza
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lipossoluvel, deste modo durante a maturacao ocorre o aumento no conteudo de 6leo do
fruto, o que pode influenciar positivamente na quantidade de carotenoides. Na Macatba,
o epicarpo denso e impermeavel confere protecdo ao mesocarpo e consequentemente
reduz o contato do 6leo da polpa com o oxigénio, o que impede a oxidagdo de compostos
(Goulart, 2018).

Tabela 3 - Composi¢ao em compostos bioativos da polpa da macauba

Compostos bioativos Polpa
Carotenoides totais (ng/g) 300,01
Tocoferois totais (mg/kg) 212,95

o — Tocoferol (mg/kg) 143,70

B — Tocoferol (mg/kg) 3,25

v — Tocoferol (mg/kg) 57,85

0 — Tocoferol (mg/kg) 8,15

Fonte: Coimbra & Jorge (2011)

Os dados apresentados na Tabela 3 mostram uma quantidade de 300 pg/g de
carotenoides determinados por espectrofotometria na polpa da macatba advinda da
cidade de Sao Paulo. No estudo de Schex et al. (2018) foram os teores de carotenoides e
tocoferdis das polpas dos frutos da Costa Rica em diferentes estagios de maturacao, foram
analisados por combinagdes de técnicas, desse modo, a separagdo de compostos foi
realizada via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecg¢do espectral por
Detector de Arranjo de Diodos e identificacdo precisa de massas por Espectrometria de
Massas com lonizagao via lonizacdo Quimica a Alta Pressdo Atmosférica. No mesocarpo
ainda verde o teor de carotenoides totais foi de 2,09 + 0,99 pg/g, nos frutos maduros, mas
ainda no cacho a quantidade aumentou para 3,88 + 2,31 pg/g, estes valores foram
significativamente menores do que presentes nos frutos completamente maduros 8,72 +
1,78 pg/g, coletados diretamente do solo.

Com relagdo ao perfil dos carotenoides, observa-se mudangas no perfil de acordo
com o grau de maturagdo. Schex et al. (2018) observaram que a concentracao média de
xantofila do tipo (all- E )-luteina em frutos verdes era de 1,20 + 0,95 ng/g, valor superior
ao observado em frutos maduros 0,62 + 0,23 pg/g. No entanto, estes resultados ndo
alcancaram diferenga estatistica. Sabe-se que a luteina ¢ um carotenoide dos cloroplastos
de vegetais verdes e a reducao em sua quantidade pode estar relacionada a degeneragao
durante o amadurecimento dos cloroplastos no mesocarpo do fruto.

Dentre os carotenoides totais presentes na polpa, cerca de 80 a 90% correspondem
ao B-caroteno, que pode ser convertido em vitamina A (Souza, 2013). Os carotenoides

pré e ndo-pré vitamina A possuem atividade antioxidante, atuando na prevencdo de
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doengas relacionadas a visao, ao sistema enddcrino e imune (Pérez-Galvez; Viera; Roca,
2020; Sant'Ana et al., 2023). Outros frutos do cerrado brasileiro também sdo fontes de
carotenoides, dentre eles o pequi (Caryocar brasiliense Camb) com teores de B-caroteno
em torno 800 a 13.300 pg/g na polpa (Gedeze et al., 2021). Além dos carotenoides, os
tocoferois também podem apresentar maiores valores na polpa da macauba, pois nesta
parte ha uma maior concentragdo de acidos graxos instaurados que sdo naturalmente
fontes de vitamina E, que atuam como antioxidantes. No estudo realizado por Coimbra
e Jorge (2011) com 6leo extraido das polpas de Guariroba, Jeriva e Macauba, foi possivel
observar conteudos de tocoferois totais (mg/kg) de 45,13; 323,00 e 212,95,
respectivamente. Enquanto para as fragdes de a-tocoferol (mg/kg) as quantidades foram
de 36,33; 273,53 e 143,70. No teor de y-tocoferol (mg/kg) o 6leo da polpa de macatiba se
destacou (57,85), enquanto no 6leo de Jériva obteve-se 5,47 e na Guariroba ndo foram

detectados valores para este componente.

2.3 Extracio de carotenoides
Os carotenoides sdo pigmentos lipossoliveis de cor amarelo-alaranjado-vermelho,

também conhecidos como tetraterpenodides, constituidos por um hidrocarboneto com 40
atomos de carbono e 2 anéis terminais que sdo fundamentais para a cor. Estes compostos
podem ser divididos em dois grupos: os carotenos, que possuem apenas carbono e
hidrogénio em sua estrutura e as xantofilas compostas por &tomos de carbono, hidrogénio
e oxigénio (Figura 4). Em geral, os animais ndo podem sintetizar os carotenoides, desta
forma a sua presenga ocorre devido a ingestdo alimentar. Estes pigmentos podem ser
obtidos de plantas, algas, fungos e de forma sintética, sendo conhecidos cerca de 750

estruturas diferentes (Mortensen, 2006).

Carotenos Xantofilas

p-Carotens Lutein

/L\*‘/VL\/\)\/X)*MNW i coor
S e
| | Bixin

Lycopene COOMe

Figura 4 - Exemplo de estruturas dos grupos carotenos e xantofilas
Fonte: Adaptada de Mortensen (2006).

Nas células vegetais, os plastidios desempenham um papel central na regulacao da
biossintese, estabilidade e atividade dos carotenoides e sua diversidade. Nos tecidos

fotossintéticos, estes compostos atuam como pigmentos acessOrios responsaveis pela
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fotoprotegdo e na captacdo de luz, enquanto nos tecidos nao fotossintéticos, os
carotenoides atuam como corantes (Mortensen, 2006; Maoka, 2020).

Devido a natureza hidrofobica dos carotenoides, estes devem ser extraidos por meio
de solventes. Deste modo, ¢ fundamental utilizar métodos adequados para a extragao,
tendo em vista a importancia desta etapa para a obtengdo de amostras de alta qualidade
para fins analiticos e industriais. Durante as analises deste composto, € preciso considerar
a sua instabilidade, sendo necessario evitar a exposi¢cdo ao oxigénio, luz e altas
temperaturas. Além disso, 0 método escolhido ndo pode afetar ou afetar minimamente o
perfil e o teor de carotenoides (Menezes Silva et al., 2023).

Na literatura, pode-se observar diversos métodos para a extra¢do de carotenoides,
desde os métodos convencionais, como maceragdo ¢ agitacdo magnética, bem como
aqueles que utilizam tecnologias ndo convencionais, como o ultrassom e o fluido
supercritico. Esses métodos sdo caracterizados por condigdes experimentais distintas,
com etapas especificas de extragcdo e uso de diferentes solventes, que podem afetar a
composi¢ao qualitativa e quantitativa dos carotenoides, até na mesma matéria-prima
(Rodriguez-Amaya, 2001; Mortensen, 2006; Regal et al., 2020; Menezes Silva et al.,
2023).

A utilizacdo de solventes verdes, também conhecidos como GRAS (Generally
Recognized as Safe) tem sido amplamente discutida como alternativa aos solventes
toxicos comumente usados, como metanol, cloroférmio, hexano e éter de petrdleo. Estes
possuem alta toxicidade, levando a riscos relacionados a saide humana, bem como
comprometimento do meio ambiente apos o descarte de forma incorreta (Mercadante et
al., 2017). Deste modo, tem crescido a utilizacdo de solventes como o etanol, que ¢
considerado seguro para alimentos, seletivo (com baixa a média polaridade) e acessivel,
tanto pelo preco quanto a ndo restricdo da sua comercializagdo devido a seguranca
(Menezes Silva et al., 2023).

Neste sentido, outros solventes como alcool isopropilico e acetato de etila também
tém sido bastante utilizados, associados a tecnologias ndo convencionais, como
ultrassom, fluido supercritico e alta pressdo, a fim de melhorar a eficiéncia da extragdo
de carotenoides. Desta maneira, podem ser obtidos resultados mais rapidos e anélises
mais eficazes, além de proporcionar um perfil diferente de compostos (Menezes Silva et
al., 2023; Regal et al., 2019; Sanchez-Camargo et al., 2019). A partir de diferentes
métodos de extracdo e solventes pode-se observar os resultados apresentados na Tabela

4,
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Tabela 4 - Resultados de carotenoides totais obtidos por diferentes métodos de extragao

e solventes

Referéncias Mat'erla- Solvente Método Car().ten01des Eﬁcle? m:, de*
prima totais (ug/g) extrac¢ao (%)
Coimbra e Oleo da Acetona /Eter
Jorge polpa da , Maceragao 300,00 100,00
, de Petroleo
(2011) macauba
Coimbra e Oleo da .
Jorge améndoa da Acetona ’/Eter Maceragao 1,82 100,00
, de Petroleo
(2011) macauba
Menezes Casca de .
Silva et al. frutos da %Zeg::féi[sr Maceracao 410,00 59,42
(2023) pupunheira
Menezes Casca de
Silva et al. frutos da Etanol Ultrassom 690,00 100,00
(2023) pupunheira
. Polpa de .
Pereira et vinho- ; Fluido 139,93 100,00
al. (2023) supercritico
azedo
Pereira et Polpa de
“" Coquinho- Hexano Soxhlet 116,94 83,57
al. (2023)
azedo
Pereira et Polpa de
¢ Coquinho- Etanol Soxhlet 52,24 37,33
al. (2023)
azedo
Silvaetal.  Polpade
(2022) Buriti Acetona/Etanol  Ultrassom 918,00 100,00
Silvaetal.  Polpade
(2022) Buriti Acetona Ultrassom 837,00 91,17

*Eficiéncia avaliada considerando valores e métodos propostos pela propria referéncia. Fonte: Elaboracao
propria.

Nota-se que dentre os resultados obtidos para a extracdo dos carotenoides relatadas
na literatura, os resultados diferem ao considerar as diferentes matérias-primas, solventes
e métodos empregados. Na macauba, por exemplo ao avaliar o 6leo da polpa e da
améndoa sao encontrados valores bem distintos (Coimbra; Jorge, 2011). Mesmo com um
maior teor de 6leo, a améndoa possui menos carotenoides totais, o que pode ser
justificado, pois a polpa da macauba possui elevado teor de B-caroteno, € que a presenga
dos 4cidos graxos insaturados contidos no 6leo da polpa, principalmente o 4cido oleico,
pode influenciar na maior biodisponibilidade do carotenoide (Hiane et al.1990).

A acetona é um dos solventes mais utilizados, tendo em vista a maior afinidade dos
carotenos por solventes mais apolares (Rodriguez-Amaya, 2001; Nellis et al., 2017;
Tilahun et al., 2022). Ao avaliar a concentracdo de -caroteno na polpa de macauba pela

extra¢cdo com acetona, n-hexano e éter de petrdleo, pode-se obter as seguintes quantidades
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de B-caroteno (ug/g): 44,29; 7,33 e 8,48 respectivamente. Deste modo, pode-se observar
que a acetona foi o solvente mais eficiente, porém a solugdo tornou-se turva, pois a
acetona ¢ um solvente que extrai os varios outros compostos presentes na amostra, o que
dificulta a quantificacdo do B-caroteno ao utilizar somente o espectrofotometro (Lima et
al.,2017).

Em relagdo ao teor de P-caroteno no mesmo estudo, o hexano por ser apolar
apresentou boa eficiéncia na extragcdo, porém menor que o éter de petrdleo. A baixa
concentracgdo de carotenoides totais pode ser justificada pela instabilidade dos compostos
durante o armazenamento, assim as estruturas podem sofrer isomerizagao e oxidagdo, por
influéncia da temperatura, luz, concentragdo de oxigénio (Lima ef al., 2017; Mortensen,
2006).

Em outras metodologias foi possivel verificar a combinacdo de solventes a fim de se
obter uma melhor extragdo e evitar que os compostos se mantivessem expostos a solugao
extratora. Deste modo, uma associagdo comum entre solventes se da pela utilizagdo de
etanol e éter de petréleo. Ao utiliza-los como solugdo extratora em frutas tropicais
brasileiras, a média dos carotenoides totais pro-vitamina A (B-criptoxantina, 3-caroteno e
a-caroteno) variou de 0,0063 a 0,2389 pg/g equivalente de atividade do retinol (RAE)
nos frutos de bacuri e pequi, respectivamente (Assis et al., 2020).

No estudo de Menezes Silva et al. (2023) foram utilizados 5 métodos para a extracao
de carotenoides da casca do fruto da pupunheira, dentre estes: maceracdo com acetona
(controle), maceracdo com etanol, agitacdo magnética e orbital com etanol. Como
resultados, os autores obtiveram o teor de carotenoides totais (ug/g) sem diferenga
estatistica ao empregar o ultrassom (667 £ 73,3 pg/g) e a maceracdo com acetona
(controle) (625,2 + 71,8 pg/g). No entanto, o perfil dos carotenoides identificados foi
diferente entre os tipos de extragdo realizados. Deste modo, a maceracdo com acetona
apresentou teores de 13Z -6-caroteno (61,4 ug/g), 6 vezes maiores do que na maceragao
com etanol (10,2 pg/g). Por outro lado, o ultrassom apresentou teores de (all- E)-6-
caroteno cerca de 2 vezes maiores do que outros métodos utilizados no estudo, como a
maceragao e agitagao.

Neste sentido, o uso do ultrassom ¢ interessante pois, as ondas causadas pela vibragao
mecanica do solvente formam bolhas, que podem crescer e colapsar, sendo este fendmeno
denominado cavitagao acustica. Esta ¢ responsdvel por causar diversos efeitos fisicos na
matéria-prima, como aumento de temperatura e pressdo. Como consequéncia, esse

fendmeno pode quebrar o tecido da planta aumentando a taxa de transferéncia de massa
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de compostos bioativos da amostra para o solvente (Menezes Silva et al., 2023; Phan et
al.,2021; Regal et al., 2019; Silva et al., 2022).

Estudos recentes tém utilizado o ultrassom, uma tecnologia promissora que
combinada a diferentes solventes tem garantido resultados exitosos na extracdo de
carotenoides de diferentes matérias-primas. O tempo reduzido para a extragao ¢ uma de
suas vantagens, além disso, os valores previstos para carotenoides totais, podem superar
os obtidos com as técnicas convencionais, como a macera¢ao. Assim como o estudo de
Silva et al., 2022, em que o rendimento da extracdo de carotenoides a partir do ultrassom,
foi duas vezes maior que os métodos conhecidos na literatura para buriti, sendo o B-
caroteno o composto majoritario nos extratos (Umair et al, 2021; Monteiro et al., 2022;
Huang et al., 2022; Menezes Silva et al., 2023)

Dentre as tecnologias ndo convencionais, também tem crescido a utilizacdo da
extracdo com fluido supercritico, pois o solvente com maior uso ¢ o CO> devido suas
condi¢des amenas, estar em fase gasosa a pressdo e temperatura ambiente, assim os
residuos de solventes no extrato sdo eliminados. Além disso, o gas carbdnico ndo ¢
inflamavel e destaca-se como solvente de baixo custo (Maul; Wasicky; Bacchi, 1996).

No estudo de Pereira et al. (2023), o fluido supercritico foi utilizado para a extracao
de carotenoides da polpa de Coquinho-azedo (Butia capitata). Esse método demonstrou
maior eficiéncia e seletividade na extracdo de compostos apolares, especialmente quando
as condigdes de 50 °C e a pressao de 350 bar foram aplicadas, em comparagdo a utilizagdo
de solventes como hexano e etanol, que obtiveram respectivamente 83,57% e 37,33% de
eficiéncia de extracdo. Em outro estudo, a mesma tecnologia foi empregada para se obter
os carotenoides do 6leo de Tucuma-do-Pard, que apresentou maior concentragdo de
carotenoides a 40 °C e 400 bar (Menezes et al., 2022). Nesta técnica, as condigdes de
pressdo e temperatura sdo importantes para a extracdo de compostos bioativos em
diferentes matrizes vegetais, pois a alta pressao do CO2 permite que o solvente penetre
na matriz celular, o que proporciona maior extracdo. No entanto, a temperatura mais baixa
pode favorecer a extragdo dos compostos termolabeis (Menezes et al., 2022; Pereira et
al., 2023; Regal et al., 2019).

2.4 Aplicacio dos carotenoides na industria

A atengdo global tem se voltado para medidas que visam a reducdo da poluigdo,
utilizacdo consciente dos recursos naturais e a sustentabilidade ambiental. Nesse
contexto, o interesse por corantes naturais tem crescido, especialmente para o uso em

substitui¢do aos sintéticos, devido a maior seguranca que oferecem, sendo atoxicos, nao
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cancerigenos e biodegradaveis. Além disso, alguns corantes naturais se destacam por ter
propriedades de prote¢do ultravioleta, antimicrobianas e antioxidantes (Phan ez al., 2021).

Os pigmentos naturais encontram ampla utilizagdo na industria farmacéutica e
alimenticia. No entanto, o alto custo de determinadas matérias-primas, a reduzida
diversidade de cores, aceitagdo dos consumidores e menor ligacdo com os tecidos tém
representado para a implementa¢do destes corantes na industria téxtil (Phan et al., 2021;
Mabuza, Sonnenberg e Marx Pienaar, 2023; Yadav et al., 2023).

Outro destaque ¢ a utilizagao de carotenoides no desenvolvimento de embalagens
inteligentes, onde podem ser incorporados em filmes ou revestimentos, atuando como
indicadores de frescor. Esse mecanismo baseia-se na mudanga de cor dos carotenoides
em resposta a alteragdes no ambiente, como mudangas do pH ou presenga de gases que
podem contribuir para a deterioragdo dos alimentos. Além disso, devido as suas
propriedades antioxidantes, os carotenoides podem ser usados para prolongar a vida 1til
dos alimentos, evitando a oxidagdo de lipideos e outros componentes sensiveis, o que
pode ser util principalmente para o acondicionamento de produtos ricos em gordura
(Kumar et al., 2024).

Atualmente, o mercado tem buscado por alternativas que otimizem o aproveitamento
das matérias-primas, com a finalidade de reduzir as perdas agricolas, principalmente
relacionadas ao processamento de frutas e vegetais (Phan ez al., 2021). Em estudo de Phan
et al. (2021), foram descritas a extracdo de trés classes de corantes: antocianinas,
quinonas, e os carotenoides, além de sua posterior aplicagdo no processo de tingimento.
Para os carotenoides foi possivel observar a utilizagdo de extratos advindos de cenoura,
casca do tomate e abdbora.

Neste sentido, como forma de promover a sustentabilidade na indlstrias de
alimentos, tém-se buscado por alternativas para o aproveitamento integral de matérias-
primas, como frutas e vegetais, visando a reducao de residuos, provenientes de partes
como sementes e cascas (Dias et al., 2020). No entanto, essas partes poderiam ser
utilizadas como co-produtos destinados a extracdo, visto que podem ser fontes de
carotenoides e outros compostos bioativos (Lopez Bermudez et al., 2022). O tomate ¢ um
exemplo de fonte de carotenoides, como o licopeno, que apresenta maiores concentragdes
de compostos bioativos na casca. Apesar do seu alto valor nutricional, as cascas sao
descartadas como residuos, mas poderiam ser aproveitadas na racao animal e alimentagao
humana, promovendo a sustentabilidade ao longo de toda a cadeia de processamento

(Rahimi; Mikani, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Otimizar a extragdo dos carotenoides presentes na polpa e torta da macauba

(Acrocomia aculeata) utilizando diferentes métodos e solventes GRAS.

3.2 Objetivos especificos

e  Extrair o 6leo da polpa e obter a torta de macauba;

e Realizar andlises de composi¢ao centesimal na polpa e torta de macauba;

e  Conduzir testes preliminares para a extragdo de carotenoides da polpa e torta da
macauba, utilizando diferentes solventes GRAS;

e Otimizar a extra¢do de carotenoides da polpa e torta da macatba, utilizando
solventes GRAS e diferentes métodos, comparando-os com o método
convencional;

e (Caracterizar os extratos quanto ao teor de carotenoides.

4. MATERIAIS E METODOS

A preparagao das amostras foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em Compostos
Bioativos e Carboidratos, localizado no Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA) e no Laboratdorio de Processamento de Novos Produtos, no Departamento de
Nutri¢do e Saude (DNS). A obten¢do do 6leo e da torta, foi realizada na Cooperativa
Grande Sertdo em Montes Claros, Minas Gerais. As analises para a quantificagdo e
identificacdo de carotenoides, foram realizadas no Laboratério de Analise de Vitaminas,

no Departamento de Nutri¢do e Saude, na Universidade Federal de Vicosa (UFV).

4.1 Obtencao da polpa da macauba

Os frutos da macatba, da safra de 2023, foram adquiridos em Araponga, MG e
fornecidos pela empresa Soleum. Apods a colheita, os frutos ficaram armazenados durante
10 dias com o objetivo de aumentar o conteudo de 6leo (Goulart, 2018). Decorrido este
tempo, foi realizado o descascamento e despolpamento de forma manual. Posteriormente,
a polpa foi armazenada em um freezer com temperatura de - 18 °C até o inicio do
processamento e das andlises.
4.2 Extracao do o6leo e obtencao da torta

Para a extracdo do 6leo, a polpa (Figura 6A) foi previamente seca a 30°C em estufa
de circulacdo de ar (CIENLAB CE220, Brasil) por 24 horas. Em seguida, a amostra foi

levada para uma prensa continua (Scott Tech®) com capacidade nominal de 50 kg/h. Apos
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a obtencdo do 6leo extraido, este foi centrifugado (centrifuga Nova Etica®) a 6000 rpm
por 20 minutos, e entdo o contetido sobrenadante foi armazenado em freezer a -18°C.

A torta (Figura 6 B), obtida apds a extracao do 6leo da polpa, também foi armazenada
nas mesmas condi¢des até o momento da moagem. Na preparacdo para a extracdo de
carotenoides, tanto a polpa quanto a torta foram moidas usando um moinho de rotor de
martelo fixo (Marconi — MAO90CFT) equipado com uma malha de peneira de 1,70 mm
(1700 um). Posteriormente, os produtos moidos (Figuras 6 C e D) foram armazenados
em freezer a -18°C até o inicio do processo de extracdo. Para garantir a homogeneidade
da farinha, ela foi novamente peneirada em peneira com o mesmo tamanho de abertura

(1,70 mm), sendo descartado os residuos maiores.

Figura 6 - Polpa (A) e torta (B) integras e moidas (C e D) respectivamente

Fonte: Elaboragéo propria.

4.3 Composiciao centesimal

Foram realizadas analises de umidade, lipidios, cinzas e proteinas em trés repeti¢des,
utilizando os métodos preconizados pela Official Analytical Chemistry Association
(AOAC, 2019). A fibra alimentar total, insolivel e solivel foram avaliadas de acordo
com o método enzimatico gravimétrico (AOAC, 2019), utilizando kit especifico
(Megazyme®). Os carboidratos foram calculados como a diferenca, utilizando a seguinte
equacdo: [100 - (% de umidade + % de lipidios + % de proteinas + % de fibra alimentar
total + % de cinzas)]. Para o célculo do valor energético, foram utilizados os valores de
proteinas, lipidios e carboidratos, sendo multiplicados por 4, 9 e 4 kcal/g,

respectivamente.
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4.4 Delineamento experimental para extracio dos carotenoides
4.4.1 Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares (TP) inicialmente considerando trés tipos de
solventes (acetato de etila, alcool isopropilico e etanol) como variavel categorica,
enquanto as varidveis continuas foram o tempo (5 e 30 minutos) e a temperatura (25, 40,
50, 60 e 70°C), a fim de se obter as melhores condigdes para a realizagdo dos
delineamentos experimentais em banho-maria e ultrassom. Apods os resultados obtidos,
foram realizadas mudancas nas faixas de temperatura (Apéndice A).

Deste modo, foram realizados outros ensaios utilizando banho-maria (TP-1), com um
total de 84 experimentos, ¢ ultrassom (TP-2), com 216 ensaios, para determinar o solvente
mais adequado para os processos de otimiza¢do. No entanto, o nimero de ensaios para 0s
testes com ultrassom ndo seria viavel para execugdo, o que resultou em uma adaptacao.
Assim, o desenho experimental para o equipamento foi ajustado para incluir 32 ensaios,
considerando os dados de tempo (5 e 30 minutos), temperatura (25 ¢ 60°C), e frequéncias
(25 e 45 kHz), mantendo a poténcia do equipamento fixa em 400 W (Apéndice B).

Ap0s obter os resultados do delineamento exploratério inicial, foi possivel confirmar
que o acetato de etila foi o solvente que extraiu maior quantidade de carotenoides totais.
Dessa forma, foi realizado um ensaio com o acetato de etila para avaliar o efeito do calor,
em banho-maria (extracdo I - 56 experimentos), considerando os mesmos tempos e
temperaturas de 25, 42,5 e 60°C. Para o ensaio de otimizacao no ultrassom (extracao II -
32 experimentos), o mesmo solvente foi utilizado e as condi¢des de tempo, temperatura,
frequéncias e poténcia citadas, foram mantidas. Baseado nesses resultados, foi proposto
um estudo de otimizacdo utilizando o Delineamento Composto de Face Centrada.
Detalhes da metodologia utilizada e resultados, constam no material suplementar

(Apéndice B).

4.4.2 Extracao I (efeito da temperatura/tempo)

As extragdes foram realizadas em banho-maria (digital, tipo Dubnoff com agitagao,
Nova Etica®), utilizando a polpa e a torta previamente moidas. Foram pesados
diretamente em tubos Falcon de 50 mL, 1 grama de polpa ou torta, e em seguida
adicionados 30 mL de acetato de etila. As amostras foram levadas ao banho-maria com
agitacdo de 60 RPM, seguindo impreterivelmente a ordem experimental proposta na
Tabela 5. Apds completar o tempo e a temperatura de cada experimento, os extratos foram

retirados do equipamento, filtrados em filtros de papel, e os conteudos filtrados foram
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transferidos para outros tubos e centrifugados (6000 RPM/20 min). Em seguida, o
conteudo sobrenadante de cada extrato foi coletado e transferido para tubos Falcon
revestidos com papel aluminio, sendo o contetido de carotenoides totais analisados no
mesmo dia. Apds as analises, os extratos foram armazenados em abrigo da luz, em um
freezer a -5 °C.

Tabela 5 - Proposta de desenho experimental para a extragdo de carotenoides totais da
polpa e torta de macatiba em banho-maria

Experimentos (n°) Temperatura (C°) Tempo (min)
1 42,5 17,5
2 42,5 17,5
3 42,5 17,5
4 25 30
5 60 30
6 60 5
7 25 5
8 25 5
9 42,5 17,5
10 42,5 17,5
11 25 30
12 42,5 17,5
13 60 30
14 60 5
15 42,5 17,5
16 42,5 17,5
17 42,5 30
18 42,5 17,5
19 42,5 17,5
20 42,5 30
21 25 17,5
22 25 17,5
23 42,5 5
24 60 17,5
25 42,5 17,5
26 42,5 5
27 42,5 17,5
28 60 17,5

Fonte: Elaboragao propria.

Para esse conjunto de experimentos fatoriais, foi escolhido o Delineamento
Composto de Face Centrada com trés pontos (fatorial, axial e central). O modelo foi
constituido de 8 experimentos fatoriais, 8 axiais e 12 experimentos no ponto central,

totalizando 28 experimentos sendo aplicados tanto na polpa, quanto na torta (56
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experimentos). As variaveis independentes e seus respectivos niveis foram temperatura

(X1) 25; 42,5 ¢ 60°C e tempo (X2) 5; 17,5 e 30 minutos, apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Detalhes do desenho experimental utilizado para a extracao |

Unidades Fatores Niveis
-1 0 +1
Temperatura (C°) Xi 25 42.5 60
Tempo (mim) X2 5 17,5 30

Fonte: Elaboragao propria.

4.4.3 Extraciao II (ultrassom)

As extragdes foram realizadas em banho ultrassonico (Unique, modelo USC 2800 A,
Indaiatuba, Brasil), utilizando a polpa ¢ a torta previamente moidas. As matérias-primas
foram pesadas diretamente em tubos Falcon com capacidade de 50 mL. Foram
adicionados 1 grama de polpa ou torta, e em seguida 30 mL de acetato de etila. As
amostras foram levadas para o equipamento, seguindo o delineamento experimental em
parcela subdividida (Split-plot) cuja ordem experimental ¢ apresentada na Tabela 7. Apos
completar o experimento, as amostras foram retiradas do equipamento. Em seguida, os
extratos foram filtrados em filtros de papel, e os conteudos filtrados foram transferidos
para outros tubos e centrifugados (6000 RPM/20 min). Em seguida, o contetdo
sobrenadante de cada extrato foi coletado e transferido para tubos Falcon envoltos por
papel aluminio, sendo o conteudo de carotenoides totais analisados no mesmo dia. Apos
as analises, os extratos foram armazenados em abrigo da luz, em um freezer a -5 °C.

Tabela 7 - Proposta de desenho experimental para a extragdo de carotenoides totais da
polpa e torta de macauba no ultrassom

Experimentos (n°) Temperatura (°C) Frequéncia (kHz) Tempo (min)
1 25 45 5
2 25 45 30
3 60 25 30
4 60 25 5
5 60 45 30
6 60 45 5
7 25 25 5
8 25 25 30
9 60 45 5
10 60 45 30
11 25 45 5
12 25 45 30
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Tabela 7 — Continuagdo: Proposta de desenho experimental para a extracdo de
carotenoides totais da polpa e torta de macatba no ultrassom

Experimentos (n°) Temperatura (°C) Frequéncia (kHz) Tempo (min)
13 | 60 25 5
14 | 60 25 30
15 | 25 25 30
16 | 25 25 5

Fonte: Elaboracao propria.

Devido as limitagcdes do equipamento, que opera apenas em duas frequéncias (25 e
45 kHz), ndo foi possivel incluir um ponto central para a frequéncia neste modelo. Além
disso, a temperatura foi tratada como uma variavel de dificil alteragdo para evitar
mudangas drésticas e otimizar o tempo de execucdo dos experimentos, resultando na
divisdo dos experimentos em parcelas subdivididas. A Tabela 8 apresenta o delineamento
experimental com as variaveis de dificil mudanga (temperatura e frequéncia), devido as
limitagdes. Deste modo, o modelo foi constituido de 16 experimentos fatoriais, sendo
aplicados tanto na polpa, quanto na torta (totalizando 32 experimentos). As varidveis
independentes e seus respectivos niveis foram temperatura (Xi) 25 e 60°C, tempo (X2) 5,

e 30 minutos e frequéncia (X3) 25 e 45 kHz.

Tabela 8 - Detalhes do desenho experimental utilizado para a extragdo 11

Unidades Fatores Niveis
Temperatura (C°) Xi 25 60
Tempo (mim) X2 5 30
Frequéncia (kHz) X; 25 45

Fonte: Elaboragao propria.

4.5 Comparacio entre os métodos

Os extratos produzidos pelo método convencional, e os pontos 6timos da extragado |
(diferentes tempos e temperaturas) e extragdo II (ultrassom) tiveram a eficiéncia da
extracdo de carotenoides totais da polpa e torta da macatiba comparados. A eficiéncia da

extracdo foi avaliada com base no teor de carotenoides totais (ug/g) dos extratos obtidos.

4.5.1 Extracao convencional

A extragdo de carotenoides convencional foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Rodriguez-Amaya (2001). Em 20 mL de acetona resfriada a 10 °C foram
adicionados 2 g da farinha da polpa ou torta, e a extracdo foi realizada com um triturador
de aco inoxidavel. Esse processo foi repetido mais duas vezes, totalizando 60 mL de

acetona gelada (ou até o extrato ficar incolor). O extrato total obtido foi filtrado em papel
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filtro; o contetido filtrado foi transferido para um funil de separagdao contendo 50 mL de
éter de petrdleo resfriado a 10 °C. Cada fragao foi lavada com agua destilada (3 x 20 mL)
para remover toda a acetona e os pigmentos foram consequentemente transferidos para a
fase de éter de petrdleo. Essas fases de éter de petroleo foram armazenadas em frascos

ambar a -5 °C até o momento da analise.

4.6 Caracterizacio e quantificacido dos carotenoides obtidos pelas extracoes

A concentracao de carotenoides totais foi determinada em todos os extratos obtidos
no método I, II e convencional de acordo com Rodriguez-Amaya (2001).Em ambiente
escuro, foram transferidas uma aliquota de aproximadamente, 2 mL da amostra para
cubetas de vidro para realizar a leitura no equipamento a 450 nm. Foi utilizado o solvente
de interesse para a extragdo como solugdo de referéncia (branco) para zerar o
espectrofotometro. Nos casos em que a absorbancia da amostra atingiu valores menores
que 0,2 foi necessario concentra-la, mas ao assumir valores maiores que 0,8, foi
necessario realizar a dilui¢do. As leituras foram realizadas em duplicata ¢ a média das
leituras foram calculadas. A concentragdo de carotenoides totais foi expressa em
micrograma de carotenoides por grama (ug/g), usando a Equagdo 1 (Davies, 1976).
AxVx10*

1%
1cn

Canotenoides totais =
xm

Sendo: A = absorbéncia do extrato em 450 nm; V = volume da amostra (mL); m =

1%

massa da amostra (g); E; /o,

= coeficiente de extingao (B-caroteno no solvente de

interesse) (Rodriguez-Amaya, 1999).

4.7 Analise estatistica

Os resultados, do delineamento inicial de extragdo, foram avaliados estatisticamente
por meio da Analise de Variancia da Regressao (ANOVA) ao nivel de 95% de
significancia. Essa andlise possibilitou a obtencdo de equagdes que foram representadas
graficamente por curvas de superficie de resposta, as quais sdo amplamente utilizadas
para identificar regides de otimizagdo do processo. A andlise estatistica do delineamento
subsequente foi realizada por meio da ANOVA para parcelas subdivididas, com o
objetivo de determinar fatores significativos, seguida do teste de médias de Tukey para a

identificacdo dos agrupamentos formados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal da polpa e torta da macadiba
A composicao centesimal e o valor energético da polpa e torta da macauba estao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Composicao centesimal e valor energético da polpa e torta da macauba

(Acrocomia aculeata) (Araponga, MQG)

Componentes' Polpa Torta
Umidade (%) 33,25+0,19 8,25+ 0,45
Carboidratos (%) 5,84 £ 0,30 26,39 £ 0,33
Proteina (%) 6,04 £ 0,31 6,05 + 0,56
Lipidios (%) 57,59 £0,24 26,51 £ 0,24
Cinza (%) 3,20 £ 0,03 5,94 + 0,05

Fibra alimentar (%)
FAT 27,31 £0,01 35,04 + 0,43
FAS 6,35+0,79 11,03 +0,69
FAI 20,96 + 0,80 24,01 + 0,26
Valor Energético Total

(keal.100g) 565,8 0,04 369,6 + 0,28

FAT: Fibra Alimentar Total; FAS: Fibra Alimentar Soluvel; FAI: Fibra Alimentar Insoluvel. 'Valores
expressos em base seca, apresentados como média + desvio padréo.
Fonte: Elaboragao propria.

A polpa da macauba apresentou elevado teor de umidade (33,25%), lipidios (57,59
%) e fibras alimentar total (27,31%), predominando fibras insoluveis (20,96%) (Tabela
6). As calorias provenientes da polpa derivaram majoritariamente dos lipidios, sendo o
6leo rico em carotenoides. Um estudo recente investigou os efeitos desse Oleo na
prevengao do estresse oxidativo, inflamagao e adipogénese em camundongos alimentados
com uma dieta rica em gordura, sugerindo seu potencial antioxidante (Sant’ Ana ef al.,
2023).

Coimbra e Jorge (2011) relataram valores proximos de proteinas (6,72%), cinzas
(3,20%) e fibra alimentar total (20,26%) em comparagdo com este estudo. No entanto os
niveis de umidade (5,98%), lipidios (28,94%) e carboidratos (36,22%) diferiram,
possivelmente pelas variacdes climaticas das regides de plantio dos frutos da macatba.
Além disso, deve-se considerar o fato de que a macatiba possui frutos climatéricos, ou
seja, mesmo apos a colheita ainda ocorre o amadurecimento, o que implica na alteragdes
na composi¢ao e biodisponibilidade dos nutrientes (Grande; Cren, 2016; Munhoz et al.,
2018; Pinto, 2012). Essas mudangas podem afetar os teores de carboidratos e lipidios,

com amido remanescente convertendo-se em 6leos ap0s a separagao do fruto da palmeira.
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Além disso, o contetido de carboidratos varia com o estagio de maturagcdo, aumentando
conforme o fruto amadurece (Montoya et al., 2016; Pereira et al., 2021).

A torta, um coproduto da extragdo de 6leo da polpa, apresentou menor umidade
quando comparada a polpa, o que ¢ justificado pelo processo de secagem ao qual a polpa
¢ submetida antes da extracao do 6leo, bem como pela retirada do conteudo lipidico. Além
disso, observou-se um teor reduzido de lipidios (26,51%), o que ¢ esperado devido ao
processo de extracdo que visa uma matéria-prima semi-desengordurada. A extracdo do
6leo usando prensa de rosca continua foi eficiente, removendo aproximadamente 46,03%
dos lipidios da polpa. A composi¢do da torta ¢ pouco explorada na literatura, com estudos
frequentemente reportando dados combinados com produtos desenvolvidos como ragdes
animais ( Dias et al., 2021). Apesar disso, os dados indicam que a torta & nutricionalmente
rica, especialmente em fibras totais (35,04 £ 0,43), fibras soluveis (11,03 = 0,69), e
insolaveis (24,01 + 0,26), valores proximos aos da polpa (27,31% de fibras totais).

A Organizagdo Mundial da Saude recomenda a ingestdo diaria de até¢ 30 gramas de
fibras (WHO, 2003). Essas fibras possuem efeitos prebioticos, pois sdo fermentadas por
microrganismos intestinais benéficos, resultando na producao de 4cidos graxos de cadeia
curta, essenciais para a saude intestinal (Cangussu; Fronza; Cavalcanti, 2020). Polpa e
torta da macatba podem ser alimentos promissores para dieta humana, oferecendo um
perfil balanceado de fibras soluveis e insoluveis. Considerando os hébitos alimentares
atuais, caracterizados pelo aumento de gorduras saturadas e carboidratos simples, e a
diminuicdo de fibras e compostos bioativos na dieta, a polpa e a torta da macauba surgem

como potenciais alternativas nutritivas e prebioticas (Andrade et al., 2020).

5.2 Otimizacdo da extracdo de carotenoides da polpa e torta da macauba
5.2.1. Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares com trés solventes (acetato de etila, alcool
1sopropilico e etanol), com o objetivo de explorar as melhores condi¢des de extracio de
carotenoides totais da polpa e torta da macauba. Inicialmente, foram testadas faixas de
temperatura de 25, 40, 50, 60 e 70 °C e tempo de 5 e 30 minutos, em banho-maria. Nos
ensaios em banho-maria (BM), os maiores contetidos de carotenoides totais foram obtidos
em extragdes com acetato de etila (188,930 ng/g e 115,144 pg/g para polpa e torta,
respectivamente) seguido do alcool isopropilico e etanol a 60 °C por 30 minutos. Em
temperaturas de 70 °C, tanto em 5 quanto em 30 minutos, observou-se a redu¢ao no teor

desses compostos (Apéndice A).
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Com base nesses resultados, foram realizados novos ensaios com 0s mesmos
solventes em banho-maria e ultrassom, mantendo as temperaturas citadas anteriormente
até 60 °C. Nos ensaios em ultrassom, foram adicionadas as varidveis frequéncia (25 e 45
kHz) e poténcia (400 W). Novamente, as condi¢cdes de destaque foram 60 °C por 30
minutos, com extracao utilizando acetato de etila, resultando em um teor de carotenoides
totais nos extratos de carotenoides da polpa e torta de 236,46 ng/g e 119,79 ng/g,
respectivamente, em BM. Nos ensaios com ultrassom, os resultados obtidos foram de

270,00 ng/g para a polpa e 188,06 pg/g para a torta (Apéndice B).

5.2.2. Extracao I (efeito do tempo e temperatura)

5.2.2.1 Extracao de carotenoides da polpa de macauba

Os experimentos em banho-maria totalizaram 56 ensaios, sendo 28 experimentos para
cada matéria-prima. Conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Delineamento proposto para a extracdo em banho-maria e resultados obtidos
na extragao de carotenoides totais da polpa da macauba
Experimentos (n°) Temperatura (°C) Tempo (min) C.T Polpa (ng/g)

1 42,5 17,5 198,96
2 42,5 17,5 193,75
3 42,5 17,5 190,97
4 25 30 189,24
5 60 30 220,49
6 60 5 207,64
7 25 5 182,29
8 25 5 182,29
9 42,5 17,5 198,61
10 42,5 17,5 193,40
11 25 30 187,50
12 42,5 17,5 191,32
13 60 30 220,14
14 60 5 206,94
15 42,5 17,5 199,31
16 42,5 17,5 200,35
17 42,5 30 212,50
18 42,5 17,5 191,67
19 42,5 17,5 199,65
20 42,5 30 211,81
21 25 17,5 193,40
22 25 17,5 196,18
23 42,5 5 201,04
24 60 17,5 220,49
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Tabela 10 — Continuagdo: Delineamento proposto para a extragdo em banho-maria e
resultados obtidos na extracdo de carotenoides totais da polpa da macaiba

Experimentos (n°) Temperatura (°C) Tempo (min) C.T Polpa (ng/g)

25 | 42,5 17,5 200,35
26 | 42,5 5 202,08
27 | 42,5 17,5 193,75
28 | 60 17,5 220,14

Legenda: CT: Carotenoides Totais (ng/g)

Os resultados apresentados indicam que a maior temperatura aplicada (60 °C) foi a
mais eficaz para a extracdo de carotenoides totais (CT) da polpa da macatba,
independentemente do tempo de extracdo, com valores superiores a 220 ug/g
(experimentos 5, 13, 24 e 28). Além disso, a faixa intermediaria de temperatura (42,5°C)
também resultou em extragdes consistentes, com valores proximos a 200 pg/g, o que
demonstra a uma boa eficiéncia para esse intervalo. Em contraste, as temperaturas mais
baixas (25°C) apresentaram os menores rendimentos, o que sugere que o aumento da
temperatura esta relacionado com o aumento do poder de extracdo pelo solvente. O tempo
de extragdo também teve influéncia, mas a temperatura mostrou-se um fator mais
determinante para o rendimento, informagao essa que pode ser obtida pelo maior valor
do coeficiente.

A Tabela 11 apresenta os coeficientes das variaveis independentes e seus respectivos
valores-p obtidos a partir da analise de regressdo para a concentracdo de carotenoides
totais na torta de macauba submetida ao processo de aquecimento em banho-maria. Foram
consideradas duas variaveis principais: temperatura (X;) e tempo (X2), além de suas
interagdes. Os coeficientes das varidveis indicam a magnitude e a direcdo do efeito de
cada uma sobre a concentragdo de carotenoides totais, enquanto os valores-p sdo
utilizados para determinar a significancia estatistica desses efeitos.

Tabela 11 - Coeficientes das varidveis e valores-p na andlise de regressdo para
carotenoides totais da polpa de macaiba em banho-maria

Variavéis Coeficiente Valor p
Temperatura (X1) 13,74 0,000
Tempo (X2) 4,95 0,000™
Interacoes
Xi? 4,31 0,013
X’ 3,62 0,033™
X1* X2 1,74 0,198

** Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.
Ap0s a exclusdo das interagdes ndo significativas ao nivel de 5%, foi possivel obter

o modelo final apresentado na Tabela 12.

35



Tabela 12 - Modelo final da analise de regressao com os coeficientes das varidveis e
valores-p para carotenoides totais da polpa de macaiba em banho-maria

Variaveis Coeficiente Valor p

Temperatura (X)) 13,74 0,000™

Tempo (X2) 4,95 0,000
Interacoes

X2 4,31 0,014

X* 3,62 0,035

** Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.

A partir das Analises de Variancia (ANOVA), foi possivel observar e determinar a
significancia dos efeitos das varidveis de temperatura (X1) e tempo (X2) e dos seus efeitos
quadraticos (X12, X2?) na extragio de carotenoides totais. O valor de R? obtido pelo modelo
final foi de 90,76%, isso indica que mais de 90 % da variabilidade das respostas obtidas
no conteudo de carotenoides totais (CT) da polpa de macauba, podem ser explicadas pelas
variaveis independentes (temperatura e tempo) e suas interagdes presentes no modelo.

Também foi possivel observar que o modelo construido foi significativo (p <0,05),
indicando que pelo menos um dos fatores estudados tem um efeito significativo na
variavel resposta. Quanto as variaveis estudadas, pode se observar que a temperatura
apresentou um efeito significativo nas respostas obtidas (p <0,05), assim como a variavel
tempo (p <0,05). Ademais, as intera¢cdes quadraticas (Xi?, X2?) também obtiveram
resultados significativos (p<0,05) (Tabela 11). Apos a retirada da interagdo entre de (X))
e (X2), foi possivel obter um modelo final que considerou apenas as varidveis
significativas (Tabela 12).

O valor de R? referente ao modelo, reflete a importancia das variaveis Xi e Xz na
extracdo do composto de interesse. Tendo em vista, que essas variaveis foram escolhidas
com base na literatura e testes prévios, era realmente esperado que essas obtivessem forte
correlagdo com a resposta desejada nesse estudo.

Considerando o modelo, ap0s a retirada das interagdes ndo significativas, obteve-se a
seguinte Equagdo (2), com varidveis codificadas para a polpa da macaiba em banho-
maria:

CT Polpa = 196,83 + 13,74 X, + 4,95 X, + 4,31 X3 + 3,62 X2 (2)

A equacdo de regressdo, pode ser interpretada tendo o valor de 196,83 como
constante, o valor médio estimado para os carotenoides totais da polpa quando a
temperatura (X1) € o tempo (X2) sdo zero. O coeficiente de temperatura (+13,74) indica
que, mantendo o tempo constante, um aumento na temperatura estaria associado a um

aumento médio de 13,74 unidades nos teores de carotenoides totais da polpa. Ou seja, a
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cada incremento na temperatura eleva o valor dos carotenoides totais. O coeficiente de
tempo (+4,95) sugere que, mantendo a temperatura constante, ocorre um aumento no
tempo de extracdo, que esta associado a um aumento de 4,95 unidades nos carotenoides
totais.

O termo quadratico de temperatura (+4,31 X; ?) indica que o efeito da temperatura na
extragcdo dos carotenoides ndo ¢ linear. Deste modo, com o aumento da temperatura, o
impacto na quantidade de carotenoides totais aumenta de forma quadratica, o que sugere
um ponto 6timo de temperatura para otimizar a extragdo. O termo quadratico de tempo
(+3,62 X> %) também possui efeito ndo linear. Esses termos quadraticos pertencem ao
modelo de regressao final, assim demonstram que tanto a temperatura quanto o tempo
possuem efeitos significativos e ndo lineares sobre a extracdo de carotenoides totais da
polpa de macauba.

A Figura 7 mostra graficamente os efeitos das varidveis significativas no modelo,
assim ¢ possivel que com o aumento dessas, ocorre a elevacdo do conteudo de
carotenoides polpa da torta e quando alcangado o ponto méximo e 6timo de extragdo,
pode se obter valores maiores que 220,00 pg/g de carotenoides totais na polpa. Portanto,
os resultados deste modelo indicam que tanto a temperatura quanto o tempo t€m efeitos
significativos no contetido de carotenoides totais extraidos (CT Polpa), sendo os
parametros 6timos semelhantes os observados na torta.

Grafico de Contorno de CT Polpa versus tempo; Temperatura

30
CT Palpa

| | + 190

W 190 - 19

ac W 135 - zo0
200 - 205

205 - 210

B oz - 215

B s - zz0

20 [ | = 220

tempo

15

10

40 45

Temperatura

Figura 7- Grafico de contorno do conteudo de carotenoides totais (pug/g) em funcio do
tempo (min) e da temperatura (°C) da extragdo em banho-maria para a polpa de macatba
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Grafico de Efeitos Principais para CT Polpa
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Figura 8 - Grafico com os principais efeitos no tempo (min) e temperatura (°C) na
extracdo de carotenoides totais (pg/g) da polpa de macaiba em banho-maria

Nos modelos apresentados para a polpa, a melhor extragdo ocorreu nos parametros
mais elevados de tempo e temperatura. Cabe ressaltar que a temperatura de 60°C e o
tempo de 30 minutos utilizados nesse estudo parecem ser adequados, pois nao oferecem
prejuizos a extracdo e sdo inferiores a outros métodos convencionais como a percolacio
e o Soxhlet, que podem atingir temperaturas de até 80 °C e levar a degradacdo de
compostos termossensiveis (Jha; Sit, 2022). Além disso, a polpa ¢ uma matéria-prima rica
em lipidios (59,57 %), portanto, o uso de calor pode ser uma alternativa vantajosa, capaz
de romper a parede celular e quebrar ligacdes entre as moléculas de lipidios, resultando
em uma maior liberagdo dos carotenoides para o meio (More; Jambrak; Arya, 2022).
5.2.2.2 Extracio de carotenoides da torta de macauba

Os experimentos em banho-maria totalizaram 28 ensaios para a torta, com replicatas
nos pontos axiais e no ponto central (Tabela 13).

Tabela 13 - Delineamento proposto para a extragdo em banho-maria e resultados obtidos
na extragdo de carotenoides totais da torta da macauba

Experimentos Temperatura (C°) Tempo(min) C.T Torta (ng/g)

1 42,5 17,5 102,55
2 42,5 17,5 103,01
3 42,5 17,5 102,55
4 25 30 98,15
5 60 30 103,70
6 60 5 98,84
7 25 5 90,28
8 25 5 90,28
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Tabela 13 — Continuagdo: Delineamento proposto para a extragdo em banho-maria e
resultados obtidos na extragao de carotenoides totais da torta da macauba

Experimentos Temperatura (C°) Tempo(min) C.T Torta (ng/g)

9 42,5 17,5 92,59
10 42,5 17,5 92,59
11 25 30 100,69
12 42,5 17,5 99,54
13 60 30 106,94
14 60 5 99,31
15 42,5 17,5 102,55
16 42,5 17,5 92,59
17 42,5 30 103,01
18 42,5 17,5 102,55
19 42,5 17,5 103,24
20 42,5 30 102,78
21 25 17,5 97,69
22 25 17,5 97,92
23 42,5 5 99,31
24 60 17,5 104,86
25 42,5 17,5 101,85
26 42,5 5 98,84
27 42,5 17,5 103,01
28 60 17,5 104,17

Legenda: CT: Carotenoides Totais (ug/g)

Observa-se que a temperatura de 60 °C, independentemente do tempo de extragao,
resultou em maiores concentragdes de carotenoides totais, alcangcando um valor maximo
de 106,94 ng/g de carotenoides totais para a torta de macauba. Em temperaturas mais
baixas, como 25 °C, as concentragoes de carotenoides foram menores, com um valor
minimo de 90,28 ng/g. O tempo de extragdo também parece influenciar nos resultados,
visto que as amostras extraidas por 30 minutos apresentaram concentragdes mais

elevadas, quando comparadas as extragdes mais curtas de 5 minutos.

Foi possivel observar que o modelo construido foi significativo (p <0,05), indicando
que pelo menos um dos fatores estudados tem um efeito significativo na varidvel resposta.
Quanto as variaveis estudadas, pode se observar que a temperatura apresentou um efeito
significativo (p <0,05), assim como a variavel tempo (p <0,05). Ademais, as interacdes

ndo obtiveram resultados significativos (p>0,05) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Coeficientes das varidveis e valores-p na andlise de regressdo para
carotenoides totais da torta de macaiba em banho-maria

Variaveis Coeficiente Valor p
Temperatura (X1) 3,567 0,001*
Tempo (X2) 3,201 0,003™
Interacoes
X2 -0,00 0,998
X* -0,18 0,901
Xi*Xo -0,72 0,541

** Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.
Apés a retirada das interagdes ndo significativas ao nivel de 5%, o modelo
permaneceu com as variaveis de tempo e temperatura significativas (p<0,05) (Tabela 15).

Tabela 15 — Modelo final da anélise de regressdo com os coeficientes das variaveis e
valores-p para carotenoides totais da torta de macatiba em banho-maria

Variaveis Coeficiente Valor p
Temperatura (X1) 3,567 0,001*
Tempo (X2) 3,201 0,002

** Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.

Os resultados demonstram que tanto o tempo quanto a temperatura sao importantes
para a extracao, fato que pode ser justificado, pois o tempo inadequado pode comprometer
a quantidade de carotenoides extraidos da matriz celular, resultando em uma extragao
incompleta ou ineficiente. Prolongar esse fator, também pode levar a degradagdo dos
carotenoides, visto que sdo compostos sensiveis a luz e ao oxigénio, e prolongar o tempo
do processo, pode também levar a exposi¢do a essas condi¢des. No entanto, ¢ importante
a realizagdo de estudos prévios, a fim de destinar o melhor delineamento para a matéria-
prima de interesse (Sharma, 1., Khare, N., & Rai, 2024).

A partir das Andlises de Variancia (ANOVA) foi possivel observar e determinar a
significAncia dos efeitos das variaveis de temperatura (X1), tempo (X2) e os fatores (X2,
X>? e X; * X>) na extragdo de carotenoides totais. O valor de R? obtido pelo modelo final
foi de 57,55%. Isso indica que aproximadamente 57,55% da variagdo das respostas
observadas no contetido de carotenoides totais (CT) da torta de macatiba podem ser
explicadas pelas variaveis independentes (temperatura e tempo), presentes no modelo.

Este valor de R? pode ser justificado por fatores nio incluidos no modelo, mas que
podem influenciar nos carotenoides totais. Dentre esses fatores, podem ser mencionados,
as diferencas na composicao de por¢des da mesma matéria-prima, intensidade de agitagao
ou agitagdo ndo homogénea nos pontos do banho-maria, entre outros, que podem ter
contribuido para os resultados obtidos (Amorim-Carrilho et al., 2014; Saini e Keum,

2018; Kiruthika e Shivaswamy, 2024).
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Considerando o modelo, apos a retirada das interagdes ndo significativas, obteve-
se a seguinte Equagdo (3), com variaveis codificadas para a torta da macauba em banho-
maria:

CT Torta = 99,835+ 3,567 X; + 3,201X, (3)

A partir da equacdo obtida para o modelo, tem-se que 99,835 ¢ a constante, que
representa a média da resposta de carotenoides totais da torta de macauba. O coeficiente
3,567 refere-se a temperatura (X1) e indica que ao manter as demais variaveis constantes,
um aumento na temperatura estd associado a um aumento de 3,567 unidades ao resultado.
O coeficiente de tempo (X2) corresponde ao valor de 3,201, deste modo, ao manter as
demais varidveis constantes, um aumento no tempo de extra¢do esta associado a um

aumento de 3,201 unidades no resultado.

A Figura 9 demonstra visualmente os efeitos das variaveis independentes no modelo,
no qual pode ser observado que com o aumento dessas, ocorre a elevagdo do conteudo de
carotenoides totais da torta e quando alcancado o ponto méaximo e 6timo de extragdo,

pode se obter valores maiores que 105 pg/g de carotenoides totais.

Grafico de Contorno de CT Torta versus tempo; Temperatura
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Figura 9 - Gréfico de contorno do conteudo de carotenoides totais (ng/g) em funcao
do tempo (min) e da temperatura (°C) da extragdo em banho-maria para a torta de
macauba

Os resultados deste modelo indicam que tanto a temperatura quanto o tempo tém

efeitos significativos no conteudo de carotenoides totais extraidos (CT Torta), sendo os

parametros maximos (60°C-30 min) os 6timos de extracdo (Figura 10). O modelo de
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regressao € significativo e ndo apresenta falta de ajuste, o que sugere uma boa descri¢ao

entre as variaveis preditoras (temperatura e tempo) e a variavel resposta obtida.

Grafico de Efeitos Principais para CT Torta
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Figura 10 - Gréafico com os principais efeitos no tempo (min) e temperatura (°C) na
extragdo de carotenoides totais (pg/g) da torta de macauba em banho-maria

Deste modo, pode-se concluir que o aumento da temperatura possui maior impacto
na extragcdo de carotenoides da torta, o que € esperado, pois 0 aumento nos parametros
dessa variavel, pode auxiliar na melhora da solubilidade dos carotenoides no solvente
utilizado. Além disso, as maiores temperaturas tendem a promover uma rapida difusao
dos carotenoides presentes nas células vegetais para o solvente, o que leva a um
procedimento mais eficiente. No entanto, ¢ importante ter cautela, pois temperaturas
acima de 50 causar degradagdo térmica dos carotenoides, especialmente os mais
sensiveis, como o -caroteno (Kiruthika; Shivaswamy, 2024).

Durante o processo de extracdo, o tempo também mostrou um efeito positivo, porém
menor, comparado a temperatura. Um tempo de extragdo mais longo permite uma maior
interagdo entre o solvente e a matriz vegetal, o que pode aumentar a extracdo de
carotenoides. Contudo, o tempo ideal precisa ser equilibrado, ja que tempos muito longos
podem resultar na oxidagcdo ou degradagdo dos carotenoides ou em custos de processo
mais elevados. Deste modo, o tempo inadequado pode comprometer a quantidade de
carotenoides extraidos da matriz celular, resultando em uma extra¢do incompleta ou
ineficiente. Prolongar esse fator, também pode levar a degradagdo dos carotenoides, visto
que sdo compostas sensiveis a luz e ao oxigénio, e prolongar o tempo do processo, pode

também levar a exposi¢do a essas condi¢des (Sharma, 1., Khare, N., & Rai, 2024).
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5.2.3. Extracao II (Efeito do Ultrassom)

5.2.3.1 Extracio de carotenoides da polpa de macauba

Os experimentos em ultrassom totalizaram 32 ensaios, sendo 16 para a polpa,
como apresentado na Tabela 16.

Tabela 16 - Delineamento proposto para a extracdo em ultrassom e resultados obtidos na
extragdo de carotenoides totais da polpa da macatba

Experimentos Temperatura  Frequéncia Tempo (min) C.T Polpa
(n°) °C) (kHz) (ng/g)
1 25 45 5 214,58
2 25 45 30 220,14
3 60 25 30 237,85
4 60 25 5 232,29
5 60 45 30 247,22
6 60 45 5 245,83
7 25 25 5 202,08
8 25 25 30 236,11
9 60 45 5 242,36
10 60 45 30 246,53
11 25 45 5 213,54
12 25 45 30 218,40
13 60 25 5 228,13
14 60 25 30 219,10
15 25 25 30 203,13
16 25 25 5 200,69

Legenda: CT: Carotenoides Totais (nug/g).

Os resultados apresentados indicam que as condi¢des mais elevadas de temperatura
(60°C) e frequéncia, quando combinadas com um maior tempo de extragdo, sdo as mais
eficientes e apresentam valores entre 219,10 ug/g e 247,22 ng/g de carotenoides totais da
polpa de macauba. Além disso, mesmo com tempos mais curtos (5 minutos), maiores
temperaturas e frequéncias podem proporcionar boas extragdes (experimentos 8 e 16), o
que sugere a possibilidade de otimizacdo do processo para reduzir o tempo sem

comprometer a eficiéncia da extracao.

Nas andlises de variancia, realizadas com base nos resultados obtidos pelos extratos
da polpa em ultrassom, foi possivel verificar as interagdes presentes no modelo
associados a extra¢io de carotenoides totais. O valor de R? obtido pelo modelo final foi
de 91,68%, isso indica que aproximadamente 91,68% da variabilidade das respostas

obtidas no conteudo de carotenoides totais (CT) da polpa de macauba, podem ser
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explicadas pelas variaveis independentes (temperatura e frequéncia), nao havendo

interagdes neste modelo.

Nos resultados obtidos, a temperatura apresentou um efeito estatisticamente
significativo na extragdo dos carotenoides da polpa (p <0,05), assim o aumento da
temperatura estaria fortemente associado a maiores valores na resposta obtida pelo
modelo. A frequéncia, demonstrou um efeito marginalmente significativo (p=0,055),
assim essa variavel pode ter influéncia sobre as respostas obtidas (Tabela 17).

Tabela 17 - Coeficientes das varidveis e valores-p na andlise de variancia multifatorial
para carotenoides totais da polpa de macatba em ultrassom.

Variaveis Coeficiente Valor p
Temperatura (X1) 11,91 0,005
Frequéncia (X3) 5,58 0,055

** Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.

A partir das andlises realizadas, foi possivel obter uma equagdo de regressio para o
método de extragdao da polpa em ultrassom, utilizando variaveis codificadas, conforme
demonstrado na Equagao 4:

CT Polpa = 225,50 + 11,91 X X; + 5,58 X X5 (4)

A equacdo de regressdo fornece a relagdo entre a concentragdo de carotenoides totais
da polpa e as variaveis independentes presentes no modelo (Xi e X3). Deste modo, 225,50
¢ o intercepto da equacao de regressao, ele indica qual o valor esperado da resposta caso
as variaveis independentes sejam zero. O coeficiente 11,91 acompanhado da variavel X;
indica que caso ocorra o seu aumento e a outra variavel ndo se altere, a concentracdo de
carotenoides aumenta em 11,91 pg/g . Enquanto, o coeficiente 5,58 junto a X3 demonstra
que um aumento de uma unidade nessa variavel, pode contribuir para o incremento de
5,58 ng/g unidades na concentracdo de carotenoides. Além disso, considerando que o
coeficiente X1 € maior que X3, nota-se um impacto maior da temperatura neste modelo, o
que pode ser confirmado, tendo em vista que nas analises realizadas a frequéncia foi
marginalmente significativa.

A Figura 11 demonstra os efeitos das variaveis significativas do modelo ajustado,
assim ¢ possivel visualizar que ocorre a elevagdo do contetdo de carotenoides da polpa
(4rea mais escura do grafico), quando os parametros alcancam o maximo estipulado (60°-

45 kHz), onde ¢ possivel observar valores >240,00 pg/g de carotenoides totais na polpa.
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Figura 11 - Grafico de contorno do contetido de carotenoides totais (ng/g) em funcdo da
frequéncia (kHz) e da temperatura (°C) na extragao em ultrassom para a polpa de macauba

Portanto, os resultados deste modelo indicam que a otimizagdo da resposta ocorre
quando os pontos maximos das variaveis X1 e X3 sdo atingidos, o que resulta no aumento

significativo do conteudo de carotenoides totais extraidos (CT Polpa) (Figura 12).
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Figura 12 - Gréfico com os principais efeitos na temperatura (C°) e frequéncia (kHz) na
extracdo de carotenoides totais (jg/g) da polpa de macaiba em ultrassom

A partir dos modelos obtidos para a polpa, nota-se interferéncias significativas
principalmente relacionadas as variaveis, tempo e temperatura nos modelos. No estudo
de Chutia e Mahanta (2021), foi realizada a otimizacao da extragdo de carotenoides da
casca do maracuja por ultrassom e utilizando como solventes 6leos vegetais, como azeite

de oliva e 6leo de girassol. Os autores utilizaram como parametros 30; 45 ¢ 60°C, tempo
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de 10; 30 e 50 minutos, nao foi utilizada frequéncia sendo mantida a poténcia em 400 W.
Como resultados, os tempos de 40 e 50 minutos, contribuiram para maximizar a extragao

de carotenoides, enquanto a temperatura até¢ 50 °© C parece se destacar.

Essa tendéncia pode ser explicada pela redugdo da viscosidade do 6leo, conforme o
aumento da temperatura, o que contribui para a fluidez e facilita a passagem do solvente
pela matriz, aumentando a difusdo dos compostos lipofilicos. Porém, temperaturas
superiores a 50°C podem resultar na agregacdo de impurezas aos compostos extraidos e

facilitar a decomposicao de alguns constituintes (Hlava¢; Bozikova; Petrovié, 2019).

Outro estudo de otimizagdo foi o proposto por Coelho ef al.(2022), tendo como
objetivo comparar um método convencional com a extracdo assistida por ultrassom para
se obter carotenoides do caju. Deste modo, os autores encontraram como condi¢des
otimas do experimento: solventes em proporc¢ao 38% de acetona, 30% de etanol e 32%
de éter de petroleo para o tratamento convencional e uma mistura de 44% de acetona e
56% de metanol para o ensaio em ultrassom. No equipamento as condi¢des eram fixas,
sendo de 40 kHz de frequéncia e poténcia de 80 W, o que resultou em condigdes dtimas
de tempo de sonicagdo em 19 minutos € uma massa de amostra de 153 mg, enquanto no
tratamento convencional foi de 23 minutos e 136 mg. Estes resultados demonstram que o
uso de tecnologias ndo convencionais e ajustes metodoldgicos para os processos de
extracdo de compostos bioativos podem ser uma alternativa viavel, com potencial de

ultrapassar até mesmo o rendimento obtido por metodologias convencionais.

5.2.3.2 Extracio de carotenoides da torta de macauba
Os experimentos em ultrassom totalizaram 32 ensaios, sendo 16 deles para a torta,
como apresentado na Tabela 18.

Tabela 18 - Delineamento proposto para a extragdo em ultrassom e resultados obtidos na
extracdo de carotenoides totais da torta da macauba

Experimentos Temperatura Frequéncia Tempo C.T Torta
(n°) (°C) (kHz) (min) (ng/g)
1 25 45 5 104,17
2 25 45 30 109,26
3 60 25 30 118,52
4 60 25 5 117,36
5 60 45 30 123,84
6 60 45 5 118,75
7 25 25 5 92,59
8 25 25 30 103,70
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Tabela 18 — Continuacdo: Delineamento proposto para a extragdo em ultrassom e
resultados obtidos na extragao de carotenoides totais da torta da macauba

Experimentos Temperatura Frequéncia Tempo C.T Torta
(n°) °C) (kHz) (min) (ng/g)
9 60 45 5 119,91
10 60 45 30 123,38
11 25 45 5 108,80
12 25 45 30 110,19
13 60 25 5 117,59
14 60 25 30 119,21
15 25 25 30 103,94
16 25 25 5 92,48

Legenda: CT: Carotenoides Totais (ng/g)

As combinagdes que apresentam alta temperatura (60 °C), elevada frequéncia (45
kHz) e tempo de extracdo prolongado (30 minutos), sdo condi¢cdes 6timas para a extracao
de carotenoides totais da torta da macauba (ensaios 5 e 10). Enquanto as condi¢des em
que prevalecem as baixas temperaturas e menores frequéncias, resultam em menores
concentragdes de carotenoides (ensaios 7 e 16).

O presente estudo, também buscou otimizar as condi¢des observadas ao propor a
execuc¢ao de novos ensaios utilizando o ultrassom. Assim, foi proposto continuar com os
tempos avaliados previamente em banho-maria ¢ em ensaios de teste no banho
ultrassonico. Deste modo, foi possivel obter modelos para a polpa e torta, considerando
as varidveis de temperatura (X1), tempo (X2) e frequéncia (X3).

As andlises de variancia multifatorial (ANOVA) demonstram a significancia das
variaveis avaliadas, bem como a interagdo presente no modelo associados a extracdo de
carotenoides totais. O valor de R? obtido pelo modelo final foi de 99,65%, isso indica que
aproximadamente 99,65% da variabilidade das respostas obtidas no conteudo de
carotenoides totais (CT) da torta de macatba, podem ser explicadas pelas varidveis
independentes (temperatura, tempo e frequéncia) e a interacdo dentro do modelo. Nos
resultados obtidos, a temperatura apresentou efeito positivo e significativo na extragao
dos carotenoides (p <0,05), assim o aumento da temperatura estaria fortemente associado
a maiores valores na resposta obtida pelo modelo. A frequéncia e o tempo também
apresentaram efeitos significativos (p<0,05). A interagdo X1* X3, € significativa (p<0,05),

porém, contribui com efeitos negativos para a extracao (Tabela 19).
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Tabela 19 - Coeficientes das variaveis e valores-p na andlise de varidncia multifatorial
para carotenoides totais da torta de macatiba em ultrassom

Variaveis Coeficiente Valor p
Temperatura (X)) 8,339 0,000™
Tempo (X2) 2,524 0,011
Frequéncia (X3) 3,307 0,002

Interacao
Xi* X3 -1,657 0,013"

** Valores de p < 0,05 indicam significancia estatistica.

O valor de R? observado para esse modelo reflete o impacto significativo de cada
variavel escolhida para compor os ensaios. Além disso, a escolha do equipamento e de
parametros bem delineados influencia positivamente nos resultados. Visto que o uso do
ultrassom aumentou significativamente a extragdo de carotenoides, isso pode ser
justificado pelo seu mecanismo, no qual as ondas sonoras transmitidas pela matriz causam
efeitos de compressao e expansao, fendmeno denominado cavitagdo. Esse fendomeno esta
fortemente associado a produ¢do de energia, que ¢ transformada em calor. A partir dessa
energia, ocorre a lise dos tecidos vegetais, o que leva a uma maior liberagdo de compostos
bioativos que estavam presos na matriz celular vegetal (Chemat et al., 2019; More;
Jambrak; Arya, 2022).

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) ¢ um método que se destaca por
proporcionar alta reprodutibilidade, menor tempo de extracdo e menor consumo de
solvente. Além disso, deve-se considerar que a quebra das particulas pode melhorar a
homogeneidade dos granulos presentes no sistema e a energia a ser distribuida por ele,
resultando em uma extracao mais uniforme (Ordofiez-Santos; Esparza-Estrada; Vanegas-
Mahecha, 2021; Silva et al., 2022).

Considerando o modelo, ap6s a retirada dos fatores ndo significativos, obteve-se a
Equagao (5), com variaveis codificadas para a extracdo de carotenoides totais da torta da
macautba como uso de ultrassom:

CT Torta =111,481+8,339X; + 3,307 X3 — 1,659 X, x X3+ 2,524 X, (5)

A equacdo obtida pode ser interpretada da seguinte forma, tem-se que 111,481 ¢ a
quantidade média estimada de carotenoides totais, quando as variaveis independentes (X1,
X2 e X3) sdo iguais a zero. O coeficiente de temperatura (8,339), apresentou efeito
positivo na extracao de carotenoides, assim, para cada unidade adicionada na temperatura,
mantendo as demais variaveis constantes, espera-se que ocorra um incremento de 8,339
unidades no resultado. Se a frequéncia (X3), sofrer o adicional de uma unidade e as demais

variaveis nao sofrerem alteracoes, os CT vao aumentar. Considerando a interagcao Xi, e
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X3 tem-se que ao aumentar simultaneamente esses componentes, a quantidade de
carotenoides pode diminuir (-1,659), quando comparado aos efeitos observados dessas
varidveis individualmente. Ao final da equagdo, o coeficiente de tempo (X2) demonstra
que para cada unidade adicional de tempo, mantendo as outras variaveis constantes, a
quantidade de carotenoides tende a aumentar em 2,524 unidades. Deste modo, ¢ possivel
observar o efeito positivo de X2, porém, menor quando comparado a Xi, X3 durante a
extracao.

A Figura 13 demonstra os efeitos da interagdo das variaveis independentes do
modelo, assim ¢ possivel visualizar que ocorre a elevacao do conteudo de carotenoides
da torta (area mais escura do grafico), quando os parametros alcangam o maximo
estipulado (60°-45 kHz), onde € possivel observar valores >120,00 pg/g de carotenoides

totais na torta.

Grafico de Contorno de CT Torta versus Freq[DDM]; TemperaturaDDM]

45
T Torta
< 100
100 - 105
B s - 1w
B oo - s
W s - 20
[ | = 120
Fixar Valores
tempo 175

Freq[DDM]

25 30 EL 40 45 L0 L5 a0

TemperaturaDDM]

Figura 13. Grafico de contorno do contetido de carotenoides totais (pg/g) em fungio da
frequéncia (kHz) e da temperatura (°C) na extracdo em ultrassom para a torta de macauba

Os resultados deste modelo indicam que a otimizagao da resposta do modelo ocorre
quando os pontos maximos sdo atingidos nas variaveis Xi, X2 e X3, o que resulta no

aumento significativo do contetido de carotenoides totais extraidos (CT torta) (Figura 14).
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Figura 14. Grafico com os principais efeitos na temperatura (C°), frequéncia (kHz) tempo
(min) na extracdo de carotenoides totais (ng/g) da torta de macatiba em ultrassom

A partir do grafico, é possivel observar que a temperatura é a varidvel que parece
exercer maior impacto na extragdo de carotenoides totais da torta de macatba, seguida
pela frequéncia e pelo tempo. Esses resultados refletem o papel de cada uma das variaveis
no modelo, ajudando a identificar quais os fatores devem ser priorizados para otimizar a
concentragdo de carotenoides totais no processo de aquecimento em ultrassom. Durante
o tratamento ultrassonico, as ondas sonoras se propagam e criam ciclos alternados de
ondas de alta e baixa pressdo, esse fenomeno ¢ denominado cavitagdo. Esse processo
permite a mistura do solvente com as particulas de amostra s6lidas. Além disso, as bolhas
formadas durante a cavitagdo, geram colisdo com as particulas, o que resulta em difusao
e rompimento da parede celular, que contribui para a difusdo dos compostos para o
solvente (Chutia; Mahanta, 2021).

No estudo de Goula et al. (2017) foi realizada a otimizagcdo da extracdo de
carotenoides da casca de roma, utilizando 6leo de girassol e ultrassom. Como resultado,
foi obtida a extragcdo de 93,8% dos carotenoides totais presentes no residuo. O tempo de
extracdo mais eficiente foi de 30 minutos, o que se assemelha ao observado na extragao
de carotenoides da torta de macauba. Além disso, o rendimento da extragdo encontrado
pelos autores, aumentou com a elevagdo da temperatura de 20 para 40°C, atingindo um

rendimento 6timo de extracdo 0,3255 mg de carotenoides/100 g de cascas secas.
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5.3 Comparaciao dos métodos aplicados

A fim de verificar os valores obtidos e valida-los, os parametros otimizados de cada
experimento foram repetidos em triplicata e realizada a média dos valores. Deste modo,
a otimizagdo da extracdo de carotenoides totais em banho-maria foi realizada utilizando
a temperatura de 60°C por 30 minutos (condi¢ao 6tima estabelecida), na qual foi possivel
obter um valor de 219,33 £+ 1,00 pg/g. Enquanto no ultrassom, utilizando as condigdes
otimizadas de 60°C, por 30 minutos em uma frequéncia de 45 kHz, observou-se o
aumento da extragdo, chegando a 277,55 + 0,40 pg/g. A mesma matéria-prima também
teve a extracdo avaliada pelo método convencional, no qual obteve-se a maior média de
extracdo 369,21 + 1,00 (ng/g).

Na torta, o uso do banho-maria resultou em uma média de carotenoides totais de
106,33 £ 0,27 pg/g, mostrando uma eficiéncia significativamente menor, quando
comparado ao ultrassom, no qual obteve-se uma média de 124,23 + 0,66 pg/g. Os valores
médios de carotenoides na torta de macatba foram significativamente diferentes entre os
métodos testados, sendo que o método convencional apresentou a maior média (210,96 +
4,54 ng/g), significativamente superior aos outros métodos.

Os resultados obtidos indicam a maior eficiéncia do método convencional para a
extracdo de carotenoides da polpa e torta de macatba. No entanto, cabe ressaltar que os
demais métodos utilizados alcangaram mais de 50% do valor de extragao, considerando
o método convencional como referéncia. Neste sentido, pode-se destacar o resultado
obtido na extragdo realizada por ultrassom para a polpa e torta, nas quais obteve-se cerca
de 75,2% e 59,4% de extracdo de carotenoides totais, comparado a extra¢do com acetona.

Esses resultados sdo relevantes, pois, na otimizacdo dos processos de extragao,
podem ser consideradas diversas variaveis e combinagdes de solventes em série. Embora
a extra¢do por ultrassom ndo tenha se equiparado aos valores obtidos pelo método
convencional, € importante mencionar que os resultados podem ser vantajosos tendo em
vista a utilizagdo de um solvente GRAS, menor consumo de solventes, e a possivel
aplicacdo dos extratos em alimentos. Além disso, hd o beneficio da recuperagdao
sustentavel dos residuos e a possibilidade de expandir os métodos para a producdo de

extratos, com a extragdo diferenciada pelo uso de solventes GRAS.
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6. CONCLUSAO

Os carotenoides presentes na polpa e na torta de macauba foram extraidos de forma
eficaz pelo acetato de etila, um solvente GRAS, e pelos métodos de otimizagdo sugeridos
no estudo, com destaque para o calor, como um fator importante no processo de extracao.
O aumento da temperatura at¢ 60 °C foi importante para otimizar a extragao de
carotenoides da polpa e torta da macauba. Além disso, o uso do ultrassom foi essencial
para aumentar a extracdo, mesmo operando em temperaturas mais baixas. Os resultados
indicam que tecnologias ndo convencionais, como o ultrassom, podem melhorar a
extracdo de carotenoides de maneira sustentavel. Quando combinados com um solvente
GRAS, essas tecnologias apresentam potencial interessante, com o objetivo de realizar a
extragdo de carotenoides e aplica-los como corantes naturais e antioxidantes (suplementos
alimentares).

Adicionalmente, o estudo destaca a macatiba como uma fonte promissora a ser
explorada para a extragdo de compostos bioativos, o que pode contribuir para a
valorizagdo, dessa palmacea e para a gera¢do de renda dos seus produtores. Dentre as
perspectivas futuras, pode-se mencionar o aproveitamento dos residuos da extragdo pela
industria como fonte de fibras alimentares, que podem ser adicionadas na alimentagao
humana e animal, contribuindo com beneficios para a satide e sustentabilidade ambiental,

por meio do aproveitamento integral dos residuos obtidos durante o processo.
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8. APENDICES

8.1 Apéndice A- Testes preliminares com maiores faixas de temperatura e
diferentes solventes.
Para determinar as variaveis a serem trabalhadas no estudo, foram realizados testes

preliminares (TP) em banho-maria, utilizando trés tipos de solventes (acetato de etila,
alcool isopropilico e etanol) como variavel categérica, enquanto as variaveis continuas
foram o tempo (5 e 30 minutos) e a temperatura (25,40,50,60 e 70°C), a fim de se obter
as melhores condigdes para a realizacdo dos experimentos subsequentes (Tabelas Al e
A2).

Tabela A1 — Resultados da extragdo de carotenoides totais (pg/g) da polpa de macatba

em banho-maria, considerando as combinagdes de temperatura e tempos nos
experimentos preliminares

Fatores
25°C- 40°C- 50°C- 6°C-5 60°C- 70°C-5 70°C-
Smin 30min 30 min min 30 min min 30 min
Etanol 69,688 94,813 78,404 124,174 150,446 144,391 111,654

Solventes

Acftz;lt;) de 154,896 155,713 164,813 179,181 188,930 178,565 176,820
) Alcot}l. 106,318 130,537 124,482 140,389 159,579 131,050 130,119
isopropilico

Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela A2 — Resultados da extracdo de carotenoides totais (pg/g) da torta de macaiba
em banho-maria, considerando as combinagdes de temperatura e tempos nos
experimentos preliminares

Fatores
25°C- 40°C- 50°C- 6°C-5 60°C- 70°C-5 70°C-
Smin 30min 30 min min 30 min min 30 min
Etanol 53,352 46,114 52,441 65,166 97903 63,011 62,817

Solventes

Ace:tz;lt: L 107,549 101,534 95,850 82,304 115,144 107,960 106,170
) Alcoql. 68,963 86,645 85,998 88,347 88,404 87,435 87,140
isopropilico

Fonte: Elaboragdo propria.

Com base nos resultados obtidos apds os ensaios, foi realizada uma andlise da
eficiéncia de extragdo de carotenoides tanto para a polpa quanto para a torta utilizando
diferentes solventes e condigdes de temperatura e tempo. A andlise de varidncia
(ANOVA) revelou que, para a polpa houve diferenga estatistica entre os solventes
utilizados na extra¢dao de carotenoides da polpa (p = 0,00008). O acetato de etila foi o
solvente mais eficaz entre os trés, considerando a extra¢do de carotenoides, o que pode

ser justificado devido a sua menor polaridade comparada ao alcool isopropilico e etanol.
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O etanol, sendo o mais polar, seria 0 menos eficiente para a extragdo de carotenoides
apolares. Além dos solventes, os fatores como temperatura e tempo também mostraram
ter um efeito significativo na extracdo de carotenoides da polpa (p = 0,003), o que sugere
que as variagdes de temperatura e tempo influenciam diretamente na eficiéncia de
extracdo, sendo necessario considerar esses parametros para maximizar o rendimento de
carotenoides na polpa.

Para a torta, a ANOVA também indicou uma diferenca significativa entre os
solventes utilizados durante a extragdo de carotenoides (p <0,05), efeito similar ao
observado anteriormente. No entanto, diferentemente da polpa, os fatores de temperatura
e tempo ndo mostraram ter um efeito estatisticamente significativo na extracdo de
carotenoides da torta (p = 0,122).

Ao final dos testes preliminares, foi possivel concluir que para a polpa, tanto o tipo
de solvente quanto os fatores de temperatura e tempo influenciam significativamente a
eficiéncia de extragdo de carotenoides. Isso implica que a otimizacdo do processo de
extragdo para a polpa deve considerar a avaliagdo de todos esses parametros. Ja para a
torta, embora o tipo de solvente continue sendo um fator importante, as variagcdes de
temperatura e tempo ndo mostraram um efeito significativo. Portanto, a escolha do
solvente € o principal ponto a ser considerado na otimizag¢do da extragdo de carotenoides
da torta. Esses resultados destacaram a importancia de estabelecer as interagdes entre os
diferentes solventes e as condi¢des de extracdo para maximizar a eficiéncia de extracao
de carotenoides tanto da polpa quanto da torta.

Apos a andlise dos resultados, foram descartadas as combinagdes que utilizavam a
temperatura de 70°C, onde se observou uma possivel degradagdo dos carotenoides,
conforme os valores de carotenoides totais. Foram selecionadas para o proximo teste as
varidveis descritas no Apéndice B, com o objetivo de escolher o melhor solvente para a
extracdo de carotenoides totais e aprimorar as evidéncias sobre a relacdo entre tempo e

temperatura para as matérias-primas do estudo.

8.2 Apéndice B- Delineamento exploratorio com diferentes solventes e faixa de
temperatura estabelecida.

O trabalho foi dividido em dois delineamentos experimentais, dos quais inicialmente
foi realizado um delineamento exploratorio, para a determinagao das melhores condi¢des
de temperatura de extracao dos carotenoides da polpa e torta da macauba, posteriormente

0s experimentos que obtiveram as maiores concentracdes de carotenoides foram
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utilizadas em um delineamento experimental subsequente cujo objetivo foi comparar a
significancia do uso do ultrassom em diferentes frequéncias para os ensaios.

O delineamento experimental escolhido para a primeira parte de otimizagao foi um
Delineamento Composto Central de Face Centrada dividido em dois blocos (Figura B.1).
Deste modo, o experimento foi realizado inicialmente considerando trés tipos de
solventes (acetato de etila, alcool isopropilico e etanol) como variavel categorica,
enquanto as varidveis continuas foram o tempo e a temperatura. Esse delineamento com
seus fatores e niveis € apresentado na Tabela B1. Estas condi¢des foram alocadas em dois

blocos, totalizando 84 experimentos, sendo a triplicata realizada apenas no ponto central.

(25:30) @ o O (60;30)
S

§~ (42,5;17,5)

= o @) @

(25:5) Q ® O (60:5)

Temperatura

Figura B1- Demonstra¢ao do delineamento estatistico no plano
Fonte: Elaboragao propria.

Tabela B1 - Delineamento experimental completo para testes de otimizagdo utilizado no
banho-maria

Expe;‘:;;entos Pontos Blocos Teml()oeé;l tura 1;:;“11111) )0 Solvente

1 1 1 60 5 Alcool Isopropilico
2 0 1 42,5 17,5 Alcool Isopropilico
3 0 1 42.5 17,5 Etanol

4 0 1 42.5 17,5 Acetato de Etila
5 1 1 25 30 Etanol

6 0 1 425 17,5 Etanol

7 1 1 60 30 Etanol

8 0 1 42,5 17,5 Alcool Isopropilico
9 0 1 42.5 17,5 Acetato de Etila
10 1 1 60 5 Etanol

11 1 1 25 5 Acetato de Etila
12 0 1 42,5 17,5 Etanol
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Tabela B1 — Continuagdo: Delineamento experimental completo para testes de
otimizag¢do utilizado no banho-maria

Expez‘::;entos Pontos Blocos Teml()oeCr;l tura rl;fnnilll:)o Solvente

13 1 1 25 5 Etanol

14 0 1 42,5 17,5 Acetato de Etila
15 0 1 42,5 17,5  Alcool Isopropilico
16 1 1 60 30 Alcool Isopropilico
17 1 1 25 30 Acetato de Etila
18 1 1 60 5 Acetato de Etila
19 1 1 60 30 Acetato de Etila
20 1 1 25 5 Alcool Isopropilico
21 1 1 25 30 Alcool Isopropilico
22 -1 2 25 17,5 Alcool Isopropilico
23 0 2 42.5 17,5 Etanol

24 -1 2 25 17,5 Acetato de Etila
25 -1 2 42.5 30 Etanol

26 0 2 42,5 17,5 Alcool Isopropilico
27 0 2 42.5 17,5 Acetato de Etila
28 -1 2 60 17,5 Alcool Isopropilico
29 -1 2 60 17,5 Acetato de Etila
30 -1 2 42.5 30 Acetato de Etila
31 0 2 42.5 17,5 Etanol

32 0 2 42,5 17,5 Alcool Isopropilico
33 -1 2 42,5 5 Alcool Isopropilico
34 0 2 42.5 17,5 Acetato de Etila
35 0 2 42,5 17,5 Alcool Isopropilico
36 -1 2 42,5 30 Alcool Isopropilico
37 -1 2 42.5 5 Acetato de Etila
38 -1 2 425 5 Etanol

39 0 2 42.5 17,5 Etanol

40 -1 2 25 17,5 Etanol

41 0 2 42.5 17,5 Acetato de Etila
42 -1 2 60 17,5 Etanol

Fonte: Elaboragao propria.

Tabela B2 - Delineamento experimental utilizado no banho-maria.

Tlp.? d(? Fator Niveis
Variaveis
Categoricas Solventes Acetgto de Etanol AICO(,)I.
Etila Isopropilico
-1 0 +1
, Temperatura (C°) 25 42,5 60
Continuas tempo (mim) 5 17,5 30

Fonte: Elaboragdo propria.

63



Tabela B3 - Resultados da extragdao de carotenoides totais em diferentes solventes
utilizando o banho banho-maria

Experimento Temperatura Tempo C.T Polpa C.T Torta

(n°) (C) (min)  OOTVeNte T 00) (ng/g)
4 42.5 17,5 A.E 219,79 92,59
9 425 17,5 A.E 223,26 92,59
11 25 5 A.E 209,38 89,12
14 425 17,5 A.E 200,69 92,59
17 25 30 A.E 229,86 92,36
18 60 5 A.E 212,50 106,25
19 60 30 A.E 221,18 104,17
24 25 17,5 A.E 222,92 111,81
27 42,5 17,5 A.E 202,78 119,79
29 60 17,5 A.E 213,54 106,60
30 42,5 30 A.E 229,51 106,25
34 425 17,5 A.E 214,24 109,72
37 42,5 5 A.E 236,46 113,19
41 425 17,5 A.E 221,18 110,42
22 25 17,5 Al 192,36 80,32
1 60 5 Al 135,76 88,89
2 42.5 17,5 Al 185,42 75,46
8 425 17,5 Al 206,25 85,65
15 42.5 17,5 Al 180,56 89,24
16 60 30 Al 196,18 91,32
20 25 5 Al 145,49 110,42
21 25 30 Al 193,06 89,47
26 42.5 17,5 Al 186,81 92,59
28 60 17,5 Al 185,76 110,19
32 42.5 17,5 Al 202,78 104,86
33 42.5 5 Al 195,14 79,28
35 42.5 17,5 Al 172,22 74,65
36 42.5 30 Al 202,08 87,96
3 42.5 17,5 E.T 129.86 49.42
5 25 30 E.T 98,15 73,61
6 42.5 17,5 E.T 110,88 72,69
7 60 30 E.T 85,30 79,98
10 60 5 E.T 91,32 74,65
12 42.5 17,5 E.T 116,44 84,72
13 25 5 E.T 82,73 72,19
23 42.5 17,5 E.T 103,01 85,53
25 42.5 30 E.T 112,04 92,13
31 42.5 17,5 E.T 102,78 90,51
38 42.5 5 E.T 84,03 83,10
39 42.5 17,5 E.T 82,87 73,03
40 25 17,5 E.T 88,66 85,42
42 60 17,5 E.T 92,25 82,52

Legenda: CT: Carotenoides Totais; AE: Acetato de Etila; Al: Alcool Isopropilico; E.T : Etanol.

Fonte: Elaboragdo propria.
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Grafico de Efeitos Principais para Polpa Carot. Totais
Médias Ajustadas
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Figura B2 — Efeito do tempo e solventes na extra¢do de carotenoides totais da polpa de
macauba em banho-maria
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Figura B3 — Efeitos dos solventes na extragdo de carotenoides totais da torta de macauba
em banho-maria

Para o ensaio de otimizacao no ultrassom (32 experimentos), os mesmos solventes
foram utilizados e as mesmas condi¢des de tempo e temperatura foram exploradas, no
entanto, também foi possivel adicionar outro fator, a frequéncia, sendo uma importante
variavel a ser considerada em estudos de otimizagao (Tabela B4). Os resultados obtidos

com o delineamento aplicado, podem ser observados na Tabela BS.
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Tabela B4 - Delineamento experimental utilizado no ultrassom

Unidades Niveis Poténcia (W)
Temperatura (C°) 25 60 400
Tempo (mim) 5 30 400
Frequéncia (kHz) 25 45 400

Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela BS — Resultados do experimento realizado em ultrassom com diferentes

solventes
.~ C.T Polpa C.T Torta

Solvente Condicao (ng/e) (ng/g)
Acetato de etila 25°C - 5 min, 25 kHz 287,35 179,83
Etanol 25°C - 5 min, 25 kHz 144,13 130,23
Alcool isopropilico | 25°C - 5 min, 25 kHz 142,03 122,53
Acetato de etila 50°C - 5 min, 25 kHz 286,99 169,02
Etanol 50°C - 5 min, 25 kHz 164,2 112,89
Alcool isopropilico | 50°C - 5 min, 25 kHz 145,31 141,21
Acetato de etila | 50°C - 30 min, 25 kHz 303,35 177,33
Etanol 50°C - 30 min, 25 kHz 171,89 112,48
Alcool isopropilico | 50°C - 30 min, 25 kHz 174,74 150,65
Acetato de etila 60°C - 5 min, 25 kHz 279,96 182,41
Etanol 60°C - 5 min, 25 kHz 161,63 115,96
Alcool isopropilico | 60°C - 5 min, 25 kHz 174,46 138,95
Acetato de etila | 60°C - 30 min, 25 kHz 306,64 172,95
Etanol 60°C - 30 min, 25 kHz 181,46 91,19

Alcool isopropilico | 60°C - 30 min, 25 kHz 195,75 141
Acetato de etila 25°C - 5 min, 45 kHz 236,44 189,85
Etanol 25°C - 5 min, 45 kHz 120,69 106,32
Alcool isopropilico | 25°C - 5 min, 45 kHz 136,48 115,55
Acetato de etila 50°C - 5 min, 45 kHz 242,19 205,25
Etanol 50°C - 5 min, 45 kHz 147,57 110,42
Alcool isopropilico | 50°C - 5 min, 45 kHz 148,68 126,02
Acetato de etila 50°C - 5 min, 45 kHz 245,89 172,92
Etanol 50°C - 5 min, 45 kHz 201,4 106,32
Alcool isopropilico | 50°C - 5 min, 45 kHz 182,93 131,56
Acetato de etila 60°C - 5 min, 45 kHz 252,45 189,08
Etanol 60°C - 5 min, 45 kHz 177,64 105,5

Alcool isopropilico | 60°C - 5 min, 45 kHz 170,35 133
Acetato de etila | 60°C - 30 min, 45 kHz 270 188,06

Etanol 60°C - 30 min, 45 kHz 148,6 82,1
Alcool isopropilico | 60°C - 30 min, 45 kHz 204,12 144,49

Legenda: C.T : Carotenoides Totais.

Fonte: Elaboragdo propria.



