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RESUMO

RIBEIRO, Alane Rafaela Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2022. Extragcao de polissacarideos da goma do cajueiro (Anacardium
occidentale L.) e desenvolvimento de nanoemulsao de cinamaldeido através de
ultrassom. Orientadora: Nilda de Fatima Ferreira Soares. Coorientadores: José
Carlos Baffa Junior, Maria do Socorro Rocha Bastos e Taila Veloso de Oliveira.

O ultrassom de alta intensidade (UAI) tém sido descrito como uma tecnologia “verde”,
emergente e promissora para aplicagdo em multiplos processos quimicos, cuja
aplicagao se estende, desde adjuvante na extracdo de biomacromoléculas até no
preparo de sistemas coloidais. No entanto, ndo ha relatos na literatura da aplicagao
dessa tecnologia na obtengdo de carboidratos (CT) e extrato seco total (EST) do
exsudato da Anacardium occidentale L., assim como do processo de elaboracéo de
uma nanoemulsao de cinamaldeido (NNC). Diante do exposto, o objetivo central deste
trabalho foi investigar a versatilidade da aplicagao do UAI nos processos extrativos de
polissacarideos do exsudato da Anacardium occidentale L. e de elaboragdo de
nanoemulsdo de cinamaldeido, assim como otimizar as varidveis operacionais
especificas e inerentes a cada processo, fornecendo assim, informagdes Uteis para a
obtencao dos produtos (CT e EST) e sistema (NNC) supracitados, oportunizando
desse modo um melhor aproveitamento da tecnologia empregada na obtencéo de
produtos de alto valor e amplo interesse. Para a execug¢ao do estudo proposto, foi
utilizada a metodologia de superficie de resposta (MSR), por meio do delineamento
composto central rotacional (DCCR) como ferramenta estatistica para a modelagem
matematica e predicdo das variaveis operacionais que exercem efeito potencial no
processo de extracao de carboidratos e extrato seco total do exsudato da Anacardium
occidentale L., assim como no processo de elaboragdo de uma nanoemulsao de
cinamaldeido. Os resultados da extragao assistida por ultrassom (EAU) de CT e EST
propés como condigdes ideais, via fungdo de desejabilidade, foram 720 W, 45 min,
30°C e 25 mL.g™". O teste T detectou diferenca significativa (p < 0,05) ao comparar o
método classico e o assistido por ultrassom, este ultimo promoveu incrementos de 7%
e 3,31% para CT e EST, além de ter proporcionado uma reducéao significativa do
tempo de processamento e manutencdo da composigdo monossacaridica, das

propriedades fisico-quimicas, do perfil estrutural, microestrutural e morfolégico tipico



dessas macromoléculas do exsudato da Anacardium occidentale L. Com relagdo ao
processo de elaboragdo da NNC assistido por ultrassom, foi observado que,
independentemente do tempo ultrassdnico utilizado na sonicagao, os menores valores
para o diametro hidrodinamico e a turbidez das nanoemulsdes, foram obtidos em
condi¢cbes otimizadas com baixa amplitude da poténcia ultrassonica. As NNC foram
caracterizadas como monodispersas, devido ao baixo indice de polidispersidade,
observou-se ainda que os teores de compostos fendlicos totais foram preservados
durante o processo de obtencdo, aliado a isso, foi identificada uma consideravel
atividade antibacteriana das NNC contra os seguintes microrganismos, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua e Salmonella
choleraesuis. Logo, foi possivel, por meio da MSR, propor as condi¢gdes operacionais
ideais, tanto para a extracdo de CT e EST, quando para o preparo do sistema coloidal
descrito como NNC. De modo geral, os resultados foram satisfatorios e direcionaram
0s processos assistidos por ultrassom sob condigdes otimizadas e confirmaram a

versatilidade e potencial tecnolégico do UAI aplicado em diferentes sistemas.

Palavras-chave: Biomacromolécula. Nanoemulsdo. Otimizacdo. Ultrassom.



ABSTRACT

RIBEIRO, Alane Rafaela Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022.
Extraction of polysaccharides from cashew gum (Anacardium occidentale L.)
and development of cinnamaldehyde nanoemulsion by ultrasound. Advisor: Nilda
de Fatima Ferreira Soares. Co-advisors: José Carlos Baffa Junior, Maria do Socorro
Rocha Bastos e Taila Veloso de Oliveira.

High-intensity ultrasound (UAI) has been described as a "green" technology, emerging
and promising to apply in multiple chemical processes, which can be used as
application extends from adjuvant in the extraction of biomacromolecules and for
preparation of colloidal systems. However, there are no reports in the literature using
ultrasound to obtain carbohydrates (TC) and total dry extract (TDS) from the exudate
of Anacardium occidentale L., as well as of the elaboration process of a
cinnamaldehyde nanoemulsion (NNC). In this context,, the main objective of this work
was to investigate the versatility of the application of UAI in the extraction processes
of polysaccharides from the exudate of Anacardium occidentale L. and the elaboration
of cinnamaldehyde nanoemulsion, as well as to optimize the specific operational
variables inherent to each process, thus providing useful information for obtaining the
products (CT and EST) and system (NNC) mentioned above, thus providing a better
use of the technology used to obtain products of high value and broad interest. For the
execution of the proposed study, the response surface methodology (RSM) was used,
through the central composite rotational design (DCCR) as a statistical tool for
mathematical modeling and prediction of operational variables that exert potential
effect on the extraction process of carbohydrates and total dry extract from the exudate
of Anacardium occidentale L., as well as in the elaboration process of a
cinnamaldehyde nanoemulsion. The results of ultrasound-assisted extraction (UAE) of
CT and EST proposed as optimal conditions, via desirability function, were 720 W, 45
min, 30°C, and 25 mL.g-1. The T test detected significant difference (p < 0.05) when
comparing the classical method and the ultrasound-assisted one, the latter promoted
increments of 7% and 3.31% for CT and EST, besides having provided a significant
reduction in processing time and maintenance of the monosaccharide composition,
physicochemical properties, structural, microstructural, and morphological profile

typical of these macromolecules from the exudate of Anacardium occidentale L.



Regarding the ultrasound-assisted NNC elaboration process, it was observed that,
regardless of the ultrasonic time used in sonication, the lowest values for
hydrodynamic diameter and turbidity of the nanoemulsions, were obtained under
optimized conditions with low amplitude of ultrasonic power. The CNN were
characterized as monodisperse, due to the low polydispersity index, it was also
observed that the contents of total phenolic compounds were preserved during the
process of obtaining, together with this, a considerable antibacterial activity of the CNN
was identified against the following microorganisms, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua and Salmonella
choleraesuis. Therefore, it was possible, by means of MSR, to propose the optimal
operational conditions, both for the extraction of CT and TSS, and for the preparation
of the colloidal system described as NNC. Overall, the results were satisfactory and
directed the ultrasound-assisted processes under optimized conditions and confirmed

the versatility and technological potential to apply UAE in different systems.

Keywords: Biomacromolecule. Nanoemulsion. Optimization. Ultrasound.
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INTRODUGAO GERAL

O ultrassom (US) é usualmente definido como ondas mecanicas propagadas
em meio elastico com frequéncias sonoras superiores ao limite audivel do ouvido
humano (> 20 kHz). O ultrassom de alta intensidade (UAI) é descrito extensivamente
na literatura como um recurso tecnolégico emergente, eficiente e sustentavel, com
potencial aplicagdo nas areas biomédica, alimenticia, quimica, farmacéutica,
materiais, dentre outras (Gallo, Ferrara e Naviglio, 2018).

Em alimentos, a utilizacdo do UAI como adjuvante para a extragcao de
biomacromoléculas de interesse tecnolégico, a exemplo dos carboidratos e
polissacarideos, aliado ainda a producdo de sistemas coloidais cineticamente
estaveis, a exemplo das nanoemulsdes, vem ganhando destaque nas ultimas
décadas. Isso ocorre em virtude do desempenho que o UAI vém apresentando nos
processos de obtencdo dos produtos de interesse. Na area da extracdo de
biomacromoléculas, essa tecnologia tem sido reportada como um recurso de elevada
eficiéncia na maximizacao dos processos difusivos, implicando na maximizagao dos
rendimentos massicos, redug¢ao dos custos operacionais, do tempo, da temperatura
do processo, mantendo ainda a composicao quimica tipica dos analitos de interesse,
ou até mesmo melhorando a atividade biolégica das macromoléculas extraidas de
recursos genéticos naturais. No entanto, ndo ha até entao, relatos na literatura da
aplicagdo dessa tecnologia na extracao das biomacromoléculas do Anacardium
occidentale L., essas, apesar de descritas por seu elevado valor biolégico e
propriedades técnico-funcionais, sdo até entédo obtidas por aplicagdo de metodologias
classicas, que oneram os custos produtivos e muitas vezes incorrerem em
rendimentos insatisfatorios.

No campo do desenvolvimento de sistemas de entrega de compostos
bioativos, as nanoemulsbes assistidas por UAI tém apresentado uma longa
estabilidade cinética, gragas ao aporte energético e efeitos da cavitagdo acustica que
o UAI produz no sistema reacional, com uma significativa reducédo na escala de
tamanho do componentes que integralizam o sistema em escala macro/ micro para a
escala nanométrica, reduzindo substancialmente o didmetro hidrodindmico dos
compostos, mantendo ou até mesmo potencializando a bioatividade do componente

nutracéutico e reduzindo os efeitos degradativos e oxidativos que o ambiente exerce
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nestes, prologando assim a atividade biolégica e funcional desses sistemas coloidais
de entrega. No entanto, até o presente momento todas as atengdes tém sido
concentradas na otimizagcdo da composicao massica desses sistemas, bem como na
natureza quimica dos tensoativos e demais componentes com atividade surfactante
ou estabilizante, incorrendo em lacunas no campo dos efeitos possivelmente
desempenhados pelas variaveis operacionais na obtencédo desses importantes
sistemas coloidais de entrega.

E importante discorrer ainda, que o desempenho do UAI é fortemente
impactado pelo tipo de reator ultrassdnico/ geometria e disposicdo dos elementos
sonoquimicos que constituem esses sistemas, assim como pelas condigcbes
operacionais aplicadas ao processo, tais como frequéncia, poténcia, temperatura,
tempo, pressdo, volume reacional, natureza quimica e propriedades termofisicas
desse meio reacional, dentre outros. Assim, & imprescindivel o estudo investigativo
dos efeitos que esses elementos/ variaveis ocasionam nos produtos obtidos dos
processos assistidos por ultrassom (PAU).

Essa analise investigativa precisa ser realizada levando em consideragao que
as matrizes alimenticias s&o sistemas de constituicdo complexa e dinamica e que
assim sendo, requerem estudos direcionados as especificidades quimicas de cada
tipo de matriz, com uma condugao do processo analitico sistematico e delimitado a
cada sistema, e que explorem minuciosamente os efeitos simultdneos exercidos pelas
variaveis preditoras inerentes aos processos, usualmente descritos na literatura como
fortemente impactados pela combinagao simultanea dos efeitos estimados de cada
variavel envolvida. Isso leva ao desenvolvimento e aplicagdo de ferramentas
estatisticas que auxiliam na otimizacao das condi¢gdes operacionais avaliadas, e ainda
promovem uma reducdo do tempo necessario para a execucido de processos
experimentais laboriosos e reducédo dos custos financeiros para a execugao deles.
Nesse cenario a metodologia de superficie de resposta (MSR) vem sendo
amplamente utilizada com sucesso para a otimizacado de PAU, ao propor modelos
matematicos que predizem com elevado grau de adequacidade a estimativa dos
efeitos principais e combinados das variaveis preditoras do processo. No entanto,
existe uma escassez de estudos que proponham uma analise investigativa, associada
ainda a MSR dos fatores operacionais envolvidos na utilizagdo de uma tecnologia

sustentavel e emergente, descrita como “extracdo assistida por ultrassom” de
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biomacromoléculas obtidas do exsudato da Anacardium occidentale L., assim como
do processo de elaboragdo de uma nanoemulsao de cinamaldeido.

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo, fornecer informacdes
uteis acerca da versatilidade dos processos assistidos por ultrassom de alta
intensidade, com relagdo ao desenvolvimento de protocolos experimentais sob
condi¢cbes otimizadas para sistemas multiplos, com énfase na obtencao de elevados
rendimentos de biomacromoléculas, a exemplo dos carboidratos totais do exsudato
da Anacardium occidentale L., assim como a elaboracdo de sistemas de entrega
contendo cinamaldeido, um composto bioativo com atividade biolégica e
antimicrobiana reconhecidas. Oportunizando dessa forma um maior aproveitamento

dessa tecnologia emergente, sobretudo para a industria de alimentos e farmacéutica.
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CAPITULO |

Polissacarideos: Exsudato da Anacardium occidentale L. como fonte natural e
abordagem tedrica da extracao, purificagao, caracterizagao estrutural e

aplicacao

RESUMO

Esta revisédo de literatura traz uma abordagem tedrica dos polissacarideos obtidos de
fontes naturais, os quais constituem uma classe estruturalmente diversa e importante
de macromoléculas biolégicas, com énfase nos polissacarideos obtidos do exsudato
do cajueiro e que tém despertado o interesse extensivo de pesquisadores e setores
diversos da economia, sobretudo em virtude das suas propriedades tecnoldgicas,
nutracéuticas e caracteristicas como biodisponibilidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e atoxicidade. Como recurso metodolégico adotado para a
prospeccao tedrica desta revisdo, foi realizada a busca nas bases de dados e
dominios com publicacdes cientificas datadas, essencialmente dos ultimos 10 anos.
Dentre a diversidade categorica que compdem a classe de macromoléculas
investigadas neste estudo narrativo e qualitativo, destacam-se as macromoléculas
derivadas de plantas, a exemplo dos polissacarideos extraidos do exsudato da
Anacardium occidentale L., usualmente conhecidos como “‘goma de cajueiro”.
Quimicamente, essa goma é um heretopolissacarideo acido ramificado considerado
um recurso de elevado valor bioldgico e técnico-funcional, com propriedades notérias
para a industria quimica, farmacéutica e alimenticia, sendo descrito ainda como um
hidrocoloide potencialmente substituto da goma arabica, sobretudo em virtude da
similaridade na composicao quimica e configuracao estrutural de ambos. No entanto,
existem desafios a serem suplantados no que se refere a cadeia produtiva para
obtencdo dessa goma, sobretudo ao método de extragdo e purificagdo, até entao
restrito e descrito na literatura somente pelos métodos classicos, sélido-liquido, os
quais oneram os custos energéticos, produtivos e muitas vezes oferecem rendimentos
insatisfatorias. Diante do exposto, esta revisdo tem como objetivo, fornecer uma

abordagem tedrica geral sobre os polissacarideos obtidos de fontes naturais, relagdes
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estrutura-funcdo, métodos usualmente utilizados para a caracterizagao, com énfase
na goma do cajueiro, suas propriedades técnico-funcionais, aplicagdes e principais
desafios que precisam ser suplantados com relagdo aos métodos de extracdo e
purificacdo, propondo ainda alternativas quanto a metodologias baseadas em
tecnologias consideradas emergentes e recursos estatisticos que viabilizem a
otimizagdo das variaveis operacionais envolvidas no processo de obtencdo dessas
biomacromoléculas, oportunizando dessa forma um maior e melhor aproveitamento
dessa classe de compostos naturais, além de fornecer as bases para novas pesquisas

que visem propor solugdes para as lacunas identificadas e descritas.
Palavras-chave: Anacardium occidentale L; Extragdo; Exsudato; Goma do cajueiro;

Polissacarideo
1. Introducgao

Os polissacarideos sdo macromoléculas complexas, diversas e amplamente
distribuidas na natureza. Sdo usualmente encontradas em plantas, algas, animais e
microrganismos, definidos como carboidratos de elevada massa molecular, uma vez
que sao constituidos por monossacarideos combinados por ligagdes glicosidicas
(Zhao et al., 2023; Zhang et al., 2022). Dentre os polissacarideos naturais, as gomas,
tem despertado o interesse crescente de pesquisadores e diversos setores da
economia, especialmente por apresentarem composi¢ao e estruturas fisico-quimicas
que conferem a essa classe de compostos, elevada atividade bioldgica,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e atoxicidade (Koyyada e Orsu, 2021).

As gomas podem ser obtidas a partir do endosperma das sementes, como
exemplo da goma guar (Theocharidou, Lousinian, Tsagaris e Ritzoulis, 2022), a goma
de alfarroba (Zepon et al., 2019), e o feno-grego (Camlica e Yaldiz, 2022). Também
podem ser obtidas da mucilagem das sementes de fontes vegetais, como a chia
(Aggeli, 2022), a linhaca (Devi e Bhatia, 2019), o quiabo (Zhu e Obara, 2022), dos
exsudatos de plantas, como goma acacia (Renard et al., 2022), goma ghatti (Giri e
Badwaik, 2022), a goma tragacanto ( Keivanfard, Nasirpour, Barekat e Keramat,
2022), goma karaya (Prasad, Thombare, Sharma e Kumar, 2022a), dos derivados de
microrganismos, como a goma xantana (Bhat, Wani, Mir e Masoodi, 2022), a goma

gelana (Kamer, Gumus, Palabiyik, Demirci e Oksuz, 2022), e a goma pululana
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(Hernandez-Tenorio e Giraldo-Estrada, 2022) e de algas marinhas, como por exemplo
os alginatos (Nogueira et al., 2022), as carrageninas (Horinaka, Takagaki, Tanaka e
Takigawa, 2022) e o agar-agar (Gomes-Dias, Pereira, Teixeira e Rocha, 2022).

A fonte de obtencdo, as condi¢cbes edafoclimaticas, assim como o método
aplicado na extracao e purificagcdo dessas gomas, impactam diretamente nas suas
caracteristicas estruturais, incluindo a massa molecular, a composicdo de
monossacarideos, os padroes de ligacdo e a conformagdo espacial. Estas
caracteristicas, por sua vez, modulam diretamente as propriedades fisico-quimicas, a
exemplo da solubilidade, viscosidade, tensao superficial e as propriedades funcionais,
bioldgicas e fisioldgicas dessas biomacromoléculas (lzydorczyk, Cui e Wang, 2005;
Olawuyi, Park, Hahn e Lee, 2022; Sarkar et al., 2018; Tan e Nie, 2022). Dessa forma,
os métodos de obtencéao e purificagdo, complementadas pelas analises de elucidagao
estrutural e fisico-quimicas sdo essenciais para a aplicagdo dessas
biomacromoléculas na industria de alimentos e demais setores da economia. No
entanto, de acordo com Tan e Nie (2022), devido a complexidade na execugao dessas
analises estruturais, tém sido um dos problemas mais desafiadores no campo da
pesquisa de polissacarideos.

Dentre as gomas obtidas de exsudatos, a goma do cajueiro (Anacardium
occidentale L.) (GC) vem ganhando importante notoriedade entre os pesquisadores,
especialmente por apresentar uma diversidade multipla para aplicagdes potenciais em
diversos setores, entre os quais podem ser citados, aplicacdo em dispositivos
nanobiomédicos (Araujo et al., 2012), atividade antidiarreica (Araujo et al., 2015),
protecao topica da mucosa esofagica (Nicolau et al., 2017), propriedades tecnoldgicas
para a industria de alimentos (Porto e Cristianini, 2014; Porto, Augusto, Terekhov,
Hamaker e Cristianini, 2015a), potencial antitumoral (Barros et al., 2020); atividade
antimicrobiana (Campos et al., 2012; Torquato et al., 2004), sistemas de entrega de
compostos bioativos e substancias farmacoldgicas (de Andrades et al., 2021; de Jesus
et al, 2021; Silva et al., 2018b; Ribeiro et al., 2021; Silva et al., 2019),
bionanocompdsitos (Moraes, de Oliveira, Carvalho, Cantanhéde e Eiras, 2020; Silva
et al., 2020), blendas poliméricas (Amorim et al., 2020; Oliveira et al., 2018; Oliveira et
al., 2020), biossesores (Melo et al., 2020), revestimentos comestiveis (Moreira,

Pereira-Junior, Fernandes e Batista, 2020), dentre outros.
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Essa goma, é um heteropolissacarideo complexo, acido, ramificado,
constituido basicamente por B-D-galactose, D-glicose, arabinose, ramnose e acido
glucurdnico (de Paula, Heatley e Budd, 1998) com propriedades fisico-quimicas
semelhantes a goma arabica, que a coloca como um potencial substituto a esse
hidrocoloide (Mothé e Rao, 2000) amplamente utilizado na industria alimenticia,
quimica e farmacéutica.

A extracdo aquosa pode ser considerada uma etapa critica para a obtengao
dos polissacarideos da Anacardium occidentale L. e até entdo, ndo ha relatos na
literatura da utilizacdo de tecnologias emergentes aplicadas na extracdo dessas
biomacromeléculas, até entdo limitadas a protocolos analiticos com extragao solido-
liquido classicas, que datam da década de 90, desenvolvidos por Rinauldo-Milas
(Milas, 1991) e Anderson (Anderson, Bell e Millar, 1974) ou os métodos adaptados
destes, assim como a auséncia de estudos comparativos, que abordem o impacto
ocasionado nas estruturas moleculares e composicdo quimica da GC por estes
meétodos.

Diante do exposto, é imprescindivel o desenvolvimento de estudos com
abordagens exploratérias sistematicas que enfatizem os efeitos simultadneos das
variaveis operacionais envolvidas na extracdo e purificagdo dos polissacarideos
extraidos do exsudato da Anacardium occidentale L., especialmente por meio da
aplicacao de recursos tecnoldgicos descritos na literatura como tecnologias verdes/
emergentes, a exemplo da extragao assistida por ultrassom (EAU), por microondas
(EAM), por enzima (EAE), por alta pressao hidrostatica (EAPH), com destaque a EAU,
que vem sendo relatada como uma alternativa promissora para extragdo de
macromoléculas biolégicas, dado que os efeitos promovidos pela cavitagdo acustica,
ocasionam maior bioacessibilidade do solvente extrator no interior das estruturas
celulares que compdem os tecidos vegetais dos exsudatos naturais. Promovendo
dessa forma a maximizacdo dos rendimentos massicos, aplicacdo de menores
temperaturas e reduzindo o tempo do processo. A eficiéncia dessa tecnologia
assistida por ultrassom e demais recursos emergentes, passam a ser aprimoradas
especialmente quando as suas variaveis operacionais sao otimizadas por meio de
ferramentas estatisticas, a exemplo da metodologia de superficie de resposta, via

delineamento composto central rotacional.
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Desse modo, este artigo de revisdo teve como objetivo central prospectar
aspectos tedricos fundamentais para o entendimento da classe de biomacromoléculas
naturais, denominadas “polissacarideos”, definindo, classificando, discorrendo acerca
das relagbes estrutura-fungao, técnicas usualmente utilizadas na caracterizacéo e
elucidacado estrutural, com énfase em uma fonte importante desses compostos,
conhecida como exsudato da Anacardium occidentale L. ou exsudato do cajueiro,
descrevendo as suas potencialidades e importante atividade bioldgica, aplicagdes e
identificacdo das lacunas existentes em seu processo de extracao e purificacéo,
sugerindo ainda alternativas analiticas para o seu maior e melhor aproveitamento.
Para desse modo fornecer informagcdes que possam despertar o interesse no
desenvolvimento de estudos futuros a solucionarem as lacunas existentes e assim
promover um maior aproveitamento técnico-funcional desse recurso natural promissor

para a industria quimica, farmacéutica e alimenticia.

2. Polissacarideos Naturais

2.1 Definigao e critérios classificatérios

Os polissacarideos, termo cientifico, “glicanos”, s&o macromoléculas
organicas, definidas como carboidratos relativamente complexos, formados a partir da
polimerizagdo de multiplas unidades de monossacarideos unidas por ligagcdes o-
glicosidicas, resultando em cadeias estruturais tipicamente longas, lineares ou
ramificadas (Bemiller, 2018; Venugopal, 2011). Nesses biopolimeros, a ligagao
glicosidica é formada a partir da porgao glicosil de hemiacetal ou hemicetal e um grupo
funcional hidroxila de outra unidade monossacaridica, atuando como uma molécula
aceptora ou aglicona (Cui, 2005).

Os polissacarideos de ocorréncia natural, provém de diversas fontes biolégicas,
nas quais estdo presentes em quantidades significativas. Estima-se que mais de 90%
da massa de carboidratos dos ecossistemas naturais seja encontrada na forma de
polissacarideos (BeMiller e Huber, 2010), que nos tecidos animais e vegetais
sintetizantes, desempenham diversas funcdes bioldgicas vitais para o funcionamento
celular, atuando como elemento estrutural (por exemplo: pectina, celulose, xilana e
quitina) ou reserva energética (por exemplo: amido, glicogénio, dextrano e inulina),
respectivamente (Cui, 2005; Diaz-Montes, 2022; Delgado e Masuelli, 2019).
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Esse grupo de macromoléculas biolégicas pode ser categorizado

essencialmente com base em sua origem (biolégica ou sintética), grau de

hidrofilicidade (hidrofébico ou hidrofilico), massa molecular (baixa, intermediaria ou

alta) (Sharma et al., 2018). Dentre os critérios usualmente adotados para a

classificagao dos polissacarideos naturais, os mais usualmente utilizados sao: a fonte

de obtencgao, a carga superficial, a elucidagao estrutural, incluindo a forma geral da

cadeia e a composigado quimica (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos polissacarideos naturais (Bemiller 2018; Cui, 2005; Damodaran,
Parkin e Fennema, 2010; Deshmukh, Setty, Badiger e Muralikrishna, 2012; Goswami e Naik,
2014; Li e Nie, 2016; Koyyada e Orsu, 2021; Kang et al., 2011; Prasad, Thombare, Sharma e
Kumar, 2022a; Prasad, Thombare, Sharma e Kumar 2022b; Prajapati et al., 2013).

Critérios Classificagao Exemplos
classificatorios
Origem Exsudatos de arvores Gomas arabica, karaya; ghatti, do cajueiro e tragacanto.

Sementes e tubérculos

Algas marinhas

Microrganismos

Goma guar; alfarroba, semente do tamarindo; goma tara;
locuste; e konjac.

Carragena; agar e alginato.

Goma xantana; gelana; dextrano; pululano; glicano.

Nao- anibnico

Animais Quitosana; quitina; acido hialurénico.

Plantas Celulose; metilcelulose; carboximetilcelulose (CMC);
hidroximetilcelulose; hidroxipropilmetilcelulose.

Anidnico Goma arabica, karaya, gelana, carragena, alginato, ghatti,

CMC, psyllium, tragacanto, goma do cajueiro.

Goma guar, locuste, da semente do tamarindo e xantana.

Neutra Alfarroba, agar, da semente do tamarindo, konjac, inulina,
pululano, CMC, HMC, HPMC.
Forma geral Linear Goma xantana, guar, alginato, CMC, curdlana, gelana,
. MC, HPMC, inulina, pululano, agar, carragena.
Oq) Linear com ramificagbes Locuste, tara, konjac, da semente do tamarindo, psyllium.
Ez Altamente ramificada Goma arabica, tragacanto, karaya, ghatti e goma do
M cajueiro.
Estrutura Galactomananas Goma do feno grego, guar, locuste, tara, alfarroba.
HO Glucomananas Goma konjac
OH < -
HO a OH Acido urdnico Goma xantana
H OH Tri-heteroglicanos Goma gelana
o Tetra-heteroglicanos Goma arabica e da semente do psyllium.
H OH Arabinogalactano Goma arabica e goma ghatti.
H OH Penta-heteroglicano Gomas ghatti e tragacanto.
o Ramnogalacturonano Goma karaya

MT = metilcelulose; HMC = hidroximetilcelulose; HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/arabinogalactan
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Dentre os polissacarideos naturais, as gomas tém despertado o interesse
crescente de pesquisadores e diversos setores da economia.

As gomas s&o biopolimeros versateis, definidas como polissacarideos de
origem natural capazes de promover um aumento substancial na viscosidade de
solucdes ou dispersdes coloidais, mesmo quando presentes em baixas concentragoes
(Tripathy e Das, 2013; Thombare et al., 2016a) e/ ou formar géis (Dickinson, 2018). O
interesse crescente nas gomas naturais, advém especialmente por elas apresentarem
composicao e estrutura quimica que conferem a essa classe de biopolimeros elevada
atividade Dbiolégica e tecnologica, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
atoxicidade (Sharma et al., 2022).

A estrutura molecular tipica desses biopolimeros é caracterizada pela presenca
de numerosos grupamentos hidroxilas, os quais promovem um incremento substancial
na afinidade desses materiais pela agua, tornando-os compostos essencialmente
hidrofilicos (Milani e Maleki, 2012). Além disso, produzem uma dispersdo que é
intermediaria, entre uma solu¢ao verdadeira na suspensao, exibindo as propriedades
tipicas de um sistema coloidal, o que as tornam reconhecidas pela denominagao de
"coloides hidrofilicos" ou "hidrocoldides" (Valdez, 2012). Sdo substancias de elevado
peso molecular, apresentam aspecto translucido e estrutura amorfa, podendo estar
na forma anibénica ou nao - idbnica ou como sais de polissacarideos (Thakur e Thakur,
2015; Ologunagba et al., 2017).

Os polissacarideos possuem caracteristicas desejadas como atoxicidade,
sendo reconhecido como seguros para consumo humano (GRAS) (Reddy et al.,
2011), sdo biodegradaveis, renovaveis, biocompativeis, estaveis, de baixo custo,
amplamente encontrado na natureza, quimicamente modificaveis e biodisponiveis
(Ananthakumar, Chitra e Satheshkumar, 2018; Manchanda, Arora e Manchanda,
2014; Sharma et al., 2018).

O interesse crescente na utilizacdo desses recursos naturais decorre sobretudo
do apelo mercadolégico desses materiais nos mais diversos segmentos da economia,
a exemplo da industria de alimentos, farmacéutica e cosmética. Com relagdo ao
segmento alimenticio, as gomas vém sendo amplamente utilizadas como aditivo ou
ingrediente alimenticio, que cumprem diversas fungdes, sobretudo em virtude da suas
propriedades técnico-funcionais, as quais as categorizam como agentes espessantes

e clarificantes, gelificantes, emulsificantes, estabilizantes, inibidores da cristalizagédo e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X17301200#!
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da sinérese, agentes de encapsulamento, formadores de filmes e de recobrimentos
comestiveis, dentre outras (da Silva, Aires e da Pena, 2020; Thombare et al., 2016a;
Upadhyay, 2017). Essas propriedades técnico-funcionais sdo importantes para a
producdo de alimentos com alta qualidade, aplicados principalmente em produtos
como sorvetes, paes, geleias, doces de corte, lacteos, dentre outros (Food Ingredients
Brasil, 2015b).

Durante a hidrélise das gomas naturais, alguns monossacarideos sao
liberados, dentre os quais, a xilose, a arabinose, a galactose, a manose, os acidos
urénicos, a galactose, o acido glucorénico, a ramnose e a dextrose, estdo entre os
mais encontrados (Goswami e Naik, 2014; Manchanda, Arora e Manchanda, 2014;
Thombare et al., 2016a). Além dos monossacarideos gerados, a hidrolise também
fornece compostos organicos, a citar os acidos nucléicos, por meio dos quais obtém-
se sais de calcio, potassio e magnésio (Ogaiji, Nep e Audu-Peter, 2012; Prajapati et
al., 2013).

2.2 Relacao estrutura, propriedades fisico-quimicas e técnico-funcionais

Os polissacarideos, em especial as gomas naturais, apresentam uma ampla
diversidade de caracteristicas estruturais, dentre as quais podem ser ressaltadas as
diferentes composi¢gbes de monossacarideos, o grau de polimerizagéo, o tipo de
ligacdo glicosidica, a conformacao molecular, a presenca ou a auséncia de
ramificacdes e de grupos funcionais, o grau de ramificagdo e as caracteristicas de
natureza quimica do grupo funcional quando presente. Essa diversidade decorre
essencialmente da natureza intrinseca das fontes de obtencdo, dos métodos de
extracao e de purificagcdo desses materiais (Wang e Cui, 2005; Ferreira et al., 2015;
Venugopal, 2016) e repercute diretamente nas propriedades fisico-quimicas
(solubilidade, reologia, comportamento termodinamico, térmico, dentre outras) que
por sua vez influenciam expressivamente o desempenho funcional e as propriedades
tecnoldgicas desses recursos naturais (Rezaei, Nasirpour e Tavanai, 2016) (Tabela
2).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861715012369?via%3Dihub#bib0115

Tabela 2: Caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas de gomas naturais.
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Goma

Composi¢do Monossacaridica

Ligagdes* monoméricas

Propriedades™
fisico-quimicas

Referéncias

Goma Arabica

Goma Ghatti

Goma Guar
Goma Tara
Goma

Xantana

Goma Konjac

Goma Locuste

K-Carragena

Goma Agar

Goma Gelana

Goma Kayara

Heterogéneo. Polissacarideo complexo e variavel.
Contém nitrogénio. D-Galactose (39-42%), L-
arabinose (24-27%), L-ramnose (12-16%), acido D-
glucordnico (15-16%).

L-Arabinose (34.0-38.0%); D-galactose (21.0-
24.6%), D-mannose (5.3-7.9%), D-xylose (0.8-
1.2%), rhamnose (0.8-1.2%), e D-acido glucorénico
(15.4-18.6%).

D-manose (63,1%); D-galactose (36,6%);

D-manose (75%) e D-galactose (25%).

Cadeia principal: D-glicose. Cadeia laterial: manose
separada por acido Glucordnico. (2,0: 1,65: 1,0)
D-manose e D-glicose (1,6:1,0).

D-manose e D-galactose (4:1);

Polissacarideos sulfatados. Galactose e
3,6-anidrogalactose.

Mistura de 2 polissacarideos:
agaropectina (carga suffatado).

1,3 B-D-glucose; 1,4 B-D-acido glucurénico, 1,4 B-D-
glucose; 1,4 a-L -ramnose. (2:1;1).

agarose e

B- D- galactose e L-ramnose (55-60%), - D- acido
glucurdnico e D- &cido galacturdnico (37-40%);
Grupos acetil (8%).

1,3-B-D-Glcp;
a-L-Rhap,
B-D-Glcp e 4-O-metil- B-D-
Glcep.
a-D-Manp

D-man B3(1-4); D-Gal (1-6)

(1—4)B-D-Manp- (1—6)-a-
D-GalcpA
BManp1—43GIcpA
1—-2aManp6-Ac 1—-3—4)-
BGlcp-(1—4)-BGlcp-(1—

1—-4)B-D-Manp (1—4)B-D-
Glcp.

(1—4)B-D- Manp;
(1—6)a-D Glcp.

Tipo K: (1-3) - B-Glcp4-
SOs

(1—4)-3,6An-a Glcp (1—-3).
B-1,3 D-galactose e ao-1,4
3,6-anidro Lgalactose.
—4)-aLRhap (1—3)-BGlcp-
(1—4)-BGlcpA-(1—4)-
BGlcp-(1—

—2)-0-L-Rhap-(1—4)- a-D-
GalcpA-(1—

S: elevada; Mw: 10,2x 1075
Da; n: 0,18 dllg; Rh: 13,1
nm; Pt: 2,8%;

S:elevada; Pt:2,7-3,6%;

S: elevada; Mw:108 - 2x108
g/mol; n: 10,000 cP. Rh:
Pt: 3,5-4,0%

S: Elevada; n:4500-6000
mPa.s; Pt:<3,5%
S:Soltuvel em H20 quente
ou fria; Mw:3,0x 103
5,8 x 10* kDa; n:11080-
1200 mPa.s; Rh: 71,3 nm
S: Elevada; Mw: > 300 kDa;
n: 18,000 mPa-s

S: Parcialmente Soluvel
em H2O fria; n: 2,0-6,0
mPa.s; Pt: 5-7,0%;
S:Soluvel em H20 fria.

Rh: Pt: 0.5-0.7%

S: Insolivel em H20 fria.

S:Soluvel em H20 morna;
Mw: 0,5 x10° Da; n: 0,01-
1,610 mPa.s; Rh: Pt: 10%.
16x103

S:Insoluvel; Mw:

kDa;

Idris, Williams, e Phillips (1998); Jin et al.
(2017); Sanchez et al. (2018);

Sakai et al. (2013); Milani e Maleki (2012).

Tripathy e Das (2013); Thombare et al.
(2016a); Sharma et al. (2018).

Cerqueira et al. (2016); Thakur e Thakur
(2016); Mortensen et al. (2017).

Wang e Wang (2013); Wang et al. (2016d);
Wang et al. (2017b).

Milani e Maleki (2012).

Damodaran, Parkin e Fennema (2010); Barak
e Mudgil (2014); Mortense et al. (2017);
Ananthakumar, Chitra e Satheshkumar (2018).
Damodaran, Parkin e Fennema (2010); Reddy
et al. (2011); BeMiller (2018).

Aditivos e Ingredientes (2015); BeMiller
(2018).

Damodaran, Parkin e Fennema (2010);
Imeson et al. (2012). Prajapati et al. (2013);
Aditivos e Ingredientes (2015); BeMiller
(2018).

Lujan-Medina et al. (2013); Postulkova et al.
(2017).

* GalcpA = Galactospiranosil; Rhap = Ramnopiranosil; Glcp = Glucuropiranosil; Manp = Manopiranosil; An = anidro; **Valores aproximados: S: Solubilidade em H20; Mw:
Peso molecular; n: Viscosidade intrinseca a 25°C; Rh: Raio hidrodinamico; Pt: Protéina.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X17306112#bib134
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716311936#!
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2.2.1 Cadeias lineares x cadeias ramificadas

A dispersibilidade dos polissacarideos em meios aquosos € determinada
pelo balangco de interagdes intermoleculares entre seus grupos funcionais
(hidroxilas, carboxilas, aminas, dentre outros.) livres e as moléculas de agua,
formando ligagbes de hidrogénio. Ao mesmo tempo, as cadeias poliméricas
desenrolam-se e assumem uma conformagao que é estabilizada por ligacoes de
hidrogénio intramoleculares e intermoleculares entre cadeias poliméricas (Nieto,
2016; Guo, Hu, Wang e Ai, 2017; Wang e Cui, 2005;) (Figura 1).

; H
OJ’
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H; o 0. > OH CH,  p;oo--e-mH=0,
,\;»“/TW gl &J,/\ \'/-O.HJ,O \,—’)\». IOH
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H H

Figura 1. Interagdes intermoleculares (ligagdes de hidrogénio) entre as moléculas de
agua e os grupos funcionais (hidroxilas) do biopolimero. Fonte: Nieto (2016).

Dentre as caracteristicas estruturais que exercem efeito na solubilidade
desses materiais, tém-se observado que a presenca de ramificagdes na cadeia
polimérica atua como barreira fisica, desfavorecendo as interacbes
intermoleculares em virtude do impedimento estérico e repulsido eletrostatica,
contribuindo dessa forma para a solvatacdo e maior solubilizacdo dessas
macromoléculas (Guo, Hu, Wang e Ai, 2017; Wang e Cui, 2005). Efeito contrario
ocorre nos biopolimeros de cadeia linear, os quais apresentam conformagao
altamente regular (estruturas cristalinas) e maior propensdo as interagdes
intermoleculares, do tipo polissacarideo-polissacarideo, apresentando desse

modo menor solubilidade em meio aquoso.

2.2.2 Grupos funcionais hidrofobicos

A presenca de cadeias laterais com caracteristica hidrofébica (grupos
metil e acetil), assim como a presenga de material nitrogenado ligados

covalentemente a cadeia principal ou complexados fisicamente, possibilita a
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atuacao de alguns polissacarideos (goma arabica e algumas pectinas) como
agentes tensoativos altamente eficientes (Dickinson, 2018).

A insolubilidade da goma Kayara é atribuida essencialmente a dois efeitos
principais, dentre os quais a presenga de grupos acetil, bem como as interagdes
de ions metalicos multivalentes presentes em sua estrutura quimica. Os grupos
acetil desfavorecem a solubilizagdo completa desse material, em decorréncia da
natureza hidrofébica do grupo metil e ions bivalentes atuam como agentes de
reticulacéo entre dois grupos anidnicos por interagao eletrostatica, o que sugere
que ions Ca?* também contribuem para a insolubilidade da goma Kayara
(Postulkova et al., 2017; Sagou, Kouassi e Andji, 2016; Silva et al., 2003).

Postulkova et al. (2017) avaliaram o efeito simultdneo do tipo (NaOH,
KOH, LiOH e NH4OH) e da concentragdo de hidroxido (0,1-1,0 mol.L'"), da
concentragéo da dispersao de goma kayara (0,1-2,0% m/v) e do tempo (5-1440
min) no processo de solubilizagdo da goma, tendo sido constatado que a
desacetilagao aliada a substituicdo de pelo menos parte dos ions multivalentes
por ions bivalentes, promoveram a solubilizagdo da goma em &gua a
temperatura ambiente.

Razmkhah et al. (2016) averiguaram a presenca de diferentes teores de
proteinas e acidos urénicos na goma de semente de agrido (Lepidium sativum)
bruta e purificada por diferentes métodos. A goma purificada com isopropanol
apresentou o melhor desempenho quanto a redugéo da tensao superficial, maior
capacidade de formacdo de espuma e maior estabilidade dela quando
comparada com as outras amostras purificadas. Este comportamento foi
atribuido aos maiores teores de proteina e acidos urbnicos presentes nessa

goma, aliado ainda a uma menor massa molecular apresentada por esta.

2.2.3 Massa molecular

A massa molecular (MM) e a distribuicdo dela desempenham um papel
critico nas propriedades fisico-quimicas, em especial na solubilidade e na tensao
interfacial e superficial dos biopolimeros. Moléculas de elevada massa
molecular, normalmente possuem volume hidrodinamico relativamente superior,
comparativamente as de MM menor. Essa caracteristica afeta a taxa de

dispersao dos polissacarideos; sendo menor para aqueles com massa molecular


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X17301200#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16304817#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16304817#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861715012497#!
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elevada, devido ao maior tempo gasto para que ocorra desagregamento das
particulas ou a difusao dessas para o bulk da solugao/dispersao (Guo, Hu, Wang
e Ai, 2017; Naji-Tabasi et al., 2016).

Nieto (2016) descreveu que para uma mesma goma natural com
diferentes massas moleculares, a de MM menor ira hidratar-se e proporcionar
viscosidade ao solvente mais rapidamente que a de maior MM. Exemplificando
que uma carboximetilcelulose (CMC) de baixa MM (grau de polimerizagédo ~
100) atingira a viscosidade total mais rapidamente que a CMC de alta MM (grau
de polimerizagdo ~1000); no entanto, na mesma concentragao, o baixo grau de
MM resultara em uma viscosidade final mais baixa, sobretudo em fungao de seus
filamentos poliméricos serem menores, dificultando a formagdo de uma rede
imobilizadora de agua.

Com relacdo a reducdo da tensao interfacial exercida por alguns
hidrocolodides, Naji-Tabasi et al. (2016) constataram que quanto maior a massa
molecular das gomas que desempenham atividade tensoativa, menor sera a
capacidade dessas macromoléculas adsorverem nas interfaces, tornando-as

menos eficientes como emulsificantes naturais.

2.2.4 Cadeias neutras x cadeias carregadas

Polissacarideos carregados (carboxilatos: COO-, sulfatos: SO4?) s&o
cadeias poliméricas que contém grupos carregados negativamente
(polissacarideos acidos) e/ou positivamente. De modo geral, esses grupos
promovem um incremento significativo na solubilidade dos polissacarideos que
os contém, sobretudo em decorréncia da afinidade deles pelas moléculas de
agua e diminuicdo das interacbes intermoleculares, dado aos efeitos
eletrostaticos apresentando por esses grupos (Guo, Hu, Wang e Ai, 2017).
Exemplo sdo as gomas anibnicas lineares, como CMC, alginato, A-carragenina
e xantana, as quais sdo notadamente hidratadas mais rapidamente que as
gomas neutras, como guar e konjac, devido a maior polaridade desses polimeros

anibénicos (Nieto, 2016).

2.2.5 Conformacao das cadeias e ligagao glicosidica


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16309547#bib42
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16309547#bib42
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A conformacdo de uma estrutura quimica pode ser definida como os
diferentes rearranjos de atomos de uma molécula no espago, que sugem em
torno de uma ligagéo simples (Elias, 1984).

Nos polimeros, a conformagao pode ser compreendida como a maneira
pela qual as cadeias poliméricas se organizam quando dispersas em meio
aquoso, adotando a orientagao que lhe proporcione o estado energético mais
baixo. Existem dois tipos basicos de conformacido para os polissacarideos, a
conformacdo ordenada e a desordenada. Em meio aquoso, a maioria dos
polissacarideos nao amilaceos com estrutura heterogénea apresentam
conformacao tipicamente desordenada (Nieto, 2016).

A ligacao glicosidica (1 — 4) entre os monossacarideos, fornece uma
estrutura altamente simétrica e favorece as interacdes intermoleculares entre
unidades de diferentes cadeias poliméricas. Todavia, a ligagcao (1 — 3) propicia
uma menor simetria e promove uma maior solubilidade dos biopolimeros. Um
exemplo pratico é a celulose, composta por residuos glicose (Glc) unidos por
ligacao B-(1 — 4), é totalmente insoluvel em agua, enquanto os B-glucanos, que
contém residuos Gilc ligados por ligagcao 3-(1 — 4) e B-(1 — 3) sao parcialmente
soluveis. A ligagcdo (1 — 6) melhora drasticamente a solubilidade dos
biopolimeros, por exemplo, as dextranas e as pullulanas sao facilmente soluveis
em agua. A configuragéo a da ligagao glicosidica ndo confere solubilidade total,
porém promove um incremento dessa propriedade, comparativamente com a
configuracdo B. Por exemplo, amilose soluvel € composta por polimero de
glicose unido por ligagdo a-(1 — 4) enquanto a celulose, € um polimero de

glicose insoluvel, unido por ligagéo B-(1 — 4) (Izydorczyk, 2005a).

2.3 Técnicas para a caracterizagao

As fungdes bioldgicas, fisicas e fisioldgicas dos polissacarideos estédo
diretamente relacionadas a sua estrutura e composicdo quimica. Diante do
exposto, a caracterizagao desses recursos naturais torna-se essencial para uma
melhor compreensao da relacdo funcional que existe entre a estrutura dos
polissacarideos e suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (Al-Assaf,

2016), as quais correlacionam-se fortemente com o aproveitamento integral
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desses materiais para diversos setores, a exemplo do alimenticio (Fadavi et al.,
2014).

Diversas abordagens analiticas tém sido utilizadas com a finalidade de
contribuir na elucidacao das caracteristicas estruturais e da composicdo quimica
dos polissacarideos de forma efetiva, econdbmica e rapida. Dentre as quais
podem ser citadas a analise elementar por espectrometria de emissdo atdbmica
por plasma acoplado, a determinagdo de monossacarideos por cromatografia, a
determinacdo de grupos quimicos funcionais por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), as analises térmicas por
termogravimetria (TGA) e por calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
microestruturais por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
de forga atdbmica (AFM), ressonancia magnética nuclear (RMN), difracdo de
raios-X (DR-X), além dos ensaios de caracterizagdo reoldgica, dada a
importancia dessa propriedade fisico-quimica.

da Silva et al. (2018a) realizaram a identificacdo dos grupos funcionais em
goma xantana por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier, operando a 600 - 4000 cm™', com 32 varreduras e resolugdo de 4 cm-’
para cada espectro e identificaram a presenga de grupos hidroxilas, carboxilas,
acetilas e carbonilas na estrutura da goma.

Castel, Rubiolo e Carrara (2018b) utilizaram a cromatografia de
permeacao em gel para avaliacdo da distribuicdo da massa molecular (MM) da
goma brea com e sem tratamento térmico. Os cromatogramas obtidos revelam
semelhanga quanto a distribuicio da MM para ambos os tratamentos.
Entretanto, observou-se um aumento na intensidade dos picos para as gomas
tratadas a temperaturas altas.

Postulkova et al. (2017) utilizaram a ressonancia magnética nuclear para
avaliacao estrutural da goma Kayara nativa e desacetilada. Os resultados
mostraram a eficiéncia do processo de desacetilacdo em virtude da auséncia de
grupos acetil na goma apés o processo. Os espectros da goma nativa revelaram
sinais a 17, 21, e 174 ppm, os quais foram atribuidos respectivamente a
ramnose, residuo de grupos acetil e carbonil. Os picos entre 50-90 ppm foram
atribuidos aos carbonos (C2-C6) dos anéis de acgucar e 90-106 ppm

correspondem a regiao de carbonos anoméricos C1.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713009971#!
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Bhushette e Annapure (2017) realizaram um estudo comparativo da goma
Acacia e Acacia nilética e por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia,
identificaram a presenga dos monossacarideos galactose (26,44%), arabinose
(39,62%) e ramnose (10,15%) para a goma nilética e galactose (39,08%),
arabinose (18,33%) e ramnose (8,31%) para a acacia.

Wang et al. (2018a) avaliaram a estrutura da goma de semente de
marmelo chinés (Chaenomeles sinensis) (GSMC) por MEV e por AFM. As
imagens obtidas pelo MEV exibiram o perfil morfolégico para cada fragcdo
(GSMC-1, GSMC-2 e GSMC-3) da goma purificada em coluna de Sepharose. As
fracbes de GSMC-1 (fase movel: tampéao fosfato) e GSMC-3 (fase movel:
solugdo de tampao fosfato com cloreto de sdédio 0,5 M) apresentaram uma
superficie descrita como lamelar rugosa, composta por particulas irregulares,
enquanto GSMC-2 (fase movel: solugdo de tampao fosfato com cloreto de sodio
0,3 M) apresentou-se irregular e fragmentada, intercaladas com filamentos
fibrosos, os quais foram atribuidos a presencga de ramificacdes na estrutura. As
imagens geradas pelo AFM, demonstraram que as trés fragbes possuem
estruturas semelhantes a esferas e grumos associados em forma de bastonete,
sugerindo agregacao molecular. No entanto, foram observadas diferengas no

tamanho e morfologia das cadeias.

2.4 Mercado global, propriedades técnico-funcionais e aplicacoes

As gomas sdo essenciais a muitos setores produtivos, dentre eles tém-se
a agricultura, a biotecnologia, a industria alimenticia, cosmética, farmacéutica,
ceramica e téxtil. O setor alimenticio, utiliza de grande parte das gomas
disponiveis comercialmente, sobretudo devido a tendéncia crescente dos
consumidores por produtos associados ao apelo “natural” e a multifuncionalidade
desempenhada pelas gomas. Produtos como molhos, pudins, queijos, sucos,
cervejas, sorvetes e salsichas podem conter gomas naturais em suas
formulacdes, as quais desempenham funcgdes tecnoldgicas importantes para a
industria de alimentos, que sao: espessantes, gelificantes,
inibidores/retardadores de sinérese, agentes clarificantes, estabilizadores de
espuma, inibidores de cristalizacdo e emulsificantes. Além dessas aplicagdes

convencionais, outras vém sendo pesquisadas e desenvolvidas, a citar a
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utilizacdo desses materiais biodegradaveis para o desenvolvimento de
embalagens e microencapsulamento de compostos bioativos (Li e Nie, 2016).

De acordo com o “Relatério Global do Mercado de Hidrocoloides, 20207,
divulgado em 2014, o mercado global deve atingir 7,56 bilhdes de dolares até
2020 (Markets e markets, 2015), com uma taxa composta de crescimento anual
(CAGR) entre 2015 a 2020 correspondente a 5,80%, sendo a América do Norte
seguida pela Europa os dois maiores consumidores desses recursos.

Na tabela 3 é possivel identificar o resultado de diversos estudos, os quais
evidenciaram as propriedades técnico-funcionais e as aplicagdes das gomas
naturais na industria de alimentos, tanto daquelas disponiveis comercialmente,

quanto daquelas ainda restritas ao campo da pesquisa cientifica.



Tabela 3: Propriedades técnico-funcionais e aplicagdo das gomas naturais na industria de alimentos.
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Biopolimeros

Propriedades técnico-funcionais e bioldgica

Aplicagbes comerciais na industria de
alimentos

Referéncias

Goma da semente de
manjericao
(Ocimum L.)

Goma da semente de
agrido (Lepidium
sativum)

Goma arabica
(Acacia Senegal)

Goma xantana
(Xanthomonas
lempestris)

Goma da semente de
tamarindo
(Tamarindus indica
L.)

Goma de améndoa
(Amygdalus
communis L.)

Goma de alfarroba
(Ceratania siliqua)

Goma guar
(Cyamompsis
tetraganolobus)

Carragenas
(Chondrus cryspus)

Goma gelana
(Pseudomonas
elodea)

Emulsificante (6leo/agua), gelificante, espessante, estabilizador de espuma,
substituto de gordura, agentes crio-protetores e estabilizante, formador de
filme biodegradavel, sistema carreador em escala micro e nano.

Capacidade emulsificante (> 92%) e estabilizante. A goma bruta e purificada
com isopropanol reduziram a tenséo superficial para 47,7 dyne/cm a 0,1% e
49,34 dyne/cm a 0,01%, respectivamente.

Atividade antioxidante e antimicrobiana (Candida albicans), emulsificante,
espessante, aromatizante. Previne a precipitacdo de pigmentos e proteinas
em vinho, confere corpo e estabiliza a cor.

Estabilizante, espessante, inibi a formagao de cristais de gelo. Contribui para
incorporacéo de ar em espumas. Produz géis fracos.

Capacidade de retengéo de agua e dleo, emulsificante (90%), estabilizante
(82,22%), capacidade de formacéo (16,30%) e estabilizagdo de espuma
(13,73%).

Emulsificante, estabilizante, gelificante, capacidade de formagéo (15-35%)
e estabilizagdo de espumas (65-95%), formacéo de coberturas comestiveis.
Atividade antioxidante e antimicrobiana contra Candida albicans.

Espessante e estabilizante em bebidas. Desenvolvimento de filmes e
revestimentos comestiveis. Aumenta o volume e retarda o envelhecimento
dos produtos de panificagao.

Filmes comestiveis; melhorador da viscosidade, gelificante, Emulsificante.
Reduz a absorgdo de gorduras. Espessante. Carreador de substancias
bioativas. Adsorvente em processo de purificagédo de agua.

Gelificante (forma géis com leite e agua), estabilizante e espessante.

Fornece estrutura e textura aos produtos de confeitaria. Formacéo de géis.
Reduz a sinérese em geleias.

Ainda ndo ha aplicagdes comerciais.

Ainda nao ha aplicagdes comerciais.

Bebidas, vinhos, confeitaria, emulsdes,
encapsulante de sabores, produtos de
panificagéo e cerveja.

Produtos de confeitaria, bebidas (diets,
bebida de soja), produtos lacteos. molhos
para saladas.

Ainda nao ha aplicagdes comerciais.

Aplicacéo industrial ainda restrita aos paises
do sudoeste da Asia e Oriente Médio.

Bebidas, produtos de confeitaria e
panificagdo, macarrdo, produtos lacteos,
iogurtes.

Panificagdo, iogurte, salsicha, massas,
sorvetes. Usado em produtos fritos.
Sorvetes, formula infantil, lacteos
(achocolatados, creme de leite, iogurte,

cream cheese), confeitaria.
Confeitaria e produtos de panificagéo.

Naji-Tabasi e Razavi
(2017D).

Razmkhah et al.
(2016).

Bashir et al. (2018);
Sanchez et al.
(2018).

Izydorczyk, Cui e
Wang (2005b);
Bemiller (2018).
Alpizar-Reyes et al.
(2017).

Bouaziz et al.
(2016); Rezaei,
Nasirpour e Tavanai
(2016); Bashir et al.
(2018).

Barak e Mudgil
(2014).

Mudgil, Barak e
Khatkar (2014);
Thombare et al.
(2017b); Sharma et
al. (2018).

Bemiller (2018).

Bajaj et al. (2007).
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3. A Cajucultura Nordestina: Aspectos Botanicos, Produtivos e a Importancia

Socioecondmica dos Seus Produtos e Coprodutos

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma espécie de planta frutifera nativa
do Nordeste Brasileiro, pertencente a familia Anacardiaceae, com consideravel
capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade, a temperaturas elevadas e ao
estresse hidrico. Atualmente, o cajueiro é cultivado em diversos paises, dentre os
quais destacam-se Brasil, Vietna, india, Nigéria, Indonésia, Filipinas, Guiné-Bissau,
Costa do Marfim, Tanzania, Sri Lanka, Mogambique, Quénia, Madagascar, Tailandia,
Malasia, Senegal e Angola. O género Anacardium detém a utilizacdo comercial,
possui aproximadamente 22 espécies (Dinesha e Mohanan, 2015; de Brito, Silva e
Rodrigues, 2018; Serrano e Pessoa, 2016) e foi implantado no Nordeste em 1970 por
meio de programas governamentais (Vidal, 2016).

A Cajucultura cumpre uma relevante fungao socioecondmica no Nordeste
Brasileiro, onde 727 mil hectares s&o destinados ao cultivo dessa planta, que mobiliza
cerca de 280 mil produtores rurais e proporciona uma producéo de aproximadamente
217 mil toneladas de castanha, produto de maior expressividade comercial, e 2
milhdes de toneladas de pedunculo por ano. Na cadeia produtiva do caju, estima-se a
geracao anual de cerca de 250 mil empregos diretos e indiretos, cuja importancia €
ainda mais expressiva em virtude da época de maior demanda de mé&o de obra
(colheita) coincidir com a entressafra das culturas anuais de subsisténcia nessa regiao
(Arruda, Botelho e Carvalho, 2011).

No Brasil, as regides Norte e Nordeste, detém o monopadlio no agronegdcio do
caju. O Estado do Ceara, maior produtor nacional dos produtos e coprodutos gerados
pela cajucultura, é lider nacional na cadeia produtiva, cuja area destinada a essa
atividade agricola corresponde a mais de 376 mil hectares e gera cerca de 30 mil
empregos diretos e 100 mil indiretos e é seguido pelos Estados do Piaui e Rio Grande
do Norte (Arruda, Botelho e Carvalho, 2011; Ribeiro et al., 2016).

Além da castanha e do pseudofruto, a cajucultura oferece diversos outros
produtos com elevado impacto comercial e menor custo/beneficio, dentre os quais
pode ser citada a goma, a qual surge como coproduto do agronegocio do caju. A
investigacdo e os resultados satisfatérios demonstrados no campo da pesquisa

cientifica quanto a utilizacado potencial desse recurso natural nas industrias quimicas,
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alimenticias, farmacéuticas e biotecnolégicas, aliada a extensa area produtiva
destinada a cultura do cajueiro, permitem ampliar significativamente o agronegdécio do
caju, tornando-o uma atividade mais lucrativa e sustentavel, mediante a exploragao
desse recuso regional, pelo aproveitamento integral de seus coprodutos e pelo
desenvolvimento de agbes voltadas em promover maior agregacao de valor a
cajucultura (Silva et al., 2013; Porto, Augusto e Cristinanini, 2015b).

A goma de cajueiro surge ainda como uma alternativa promissora para
substituigdo da goma arabica (Azeez, 2005; Porto e Cristianini, 2014), tendo em vista
aspectos relacionados a sua alta disponibilidade, sobretudo na regido Nordeste,
devido a semelhanga estrutural (ramificagcbes) e quimica (composicdo de
monossacarideos) e pelo excelente desempenho técnico-funcional. Essa possivel
substituigdo da goma arabica pela goma do cajueiro proporcionaria uma redugao nos
gastos com importagdo, o que tém gerado para o pais um custo oneroso de
aproximadamente 5,8 milhdes de ddlares com a compra de 1,360 toneladas de goma
arabica somente no ano de 2011 (Lima, Maia e Lima, 2013).

Lima et al. (2001) avaliaram o uso de estimulantes quimicos na produgéo do
exsudato bruto de cajueiro e obtiveram, em 120 dias, uma produgao de 242,22 g por
planta sem estimulante e 1.358,89 Kg por planta tratada com 15% de Ethefon + 5%
de dimetilsulféxido, o que corresponde em média a uma producdo de 736,75
g/planta/ano e 4.078,77 Kg/planta/ano, respectivamente. Considerando a utilizagao
desse estimulante quimico e levando em conta que a densidade média € de 100
plantas/hectare (Pitombeira et al., 2015) e que 727 mil hectares sdo destinados ao
cultivo dessa planta (Arruda, Botelho e Carvalho, 2011) é possivel uma producao de
291mil toneladas de exsudato bruto/ano, o qual pode fornecer cerca de 222,556 mil
toneladas de goma purificada, considerando um rendimento no processo de obtengéo
correspondente a 76,48%, conforme reportado por Pinto, Silva e Mansur (2018). Essa
produtividade é suficiente para suprir as demandas nacionais, com excedente de
producao, podendo ser destinado a exportacgao.

Outro fator que impulsiona o interesse crescente na substituigdo da goma
arabica pela goma de cajueiro consiste no fato da goma arabica ter sua importagao
comprometida pela dificuldade de fornecimento, devido a problemas climaticos,
econdmicos e politicos da regido africana, que é a principal produtora. Portanto, a

consolidagéo da substituicdo dessa goma importada por outra produzida em territério
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nacional e sua padronizacdo comercial elevaria o Brasil a condigao de exportador de
um produto altamente competitivo no mercado internacional. A substituicdo da goma
de cajueiro pela arabica desponta ainda como uma alternativa a geragéo de lucros no
periodo da entressafra do caju (Andrade et al., 2013). Porém, lacunas ainda sao
identificadas nesse processo, especialmente no que se refere as bases de um
conhecimento técnico-cientifico consistente e esclarecedor relacionada aos métodos
de obtencdo, purificacdo, caracterizagdo estrutural, fisico-quimica, funcional e
tecnologica da goma de cajueiro, tornando-se necessario e emergencial estudos com

esse enfoque.

3.1 Goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.)

3.1.1 Procedéncia, definicdo, composi¢cdo quimica, caracteristicas estruturais e

propriedades fisico-quimicas

O exsudato, matriz vegetal que constitui a fonte do heteropolissacarideo
denominado “goma de cajueiro” (GC), é produzido pelas células epiteliais da casca na
Anacardium occidentale L. como mecanismo de defesa bioquimica a lesdes
mecanicas (feito de forma natural ou ndo) ou contra o ataque de patdégenos. Fatores
extrinsecos, a exemplo de solos pobres em nutrientes, condicbes climaticas
desfavoraveis e a aplicacdo de estimulantes quimicos, tais como 6xido de etileno e
derivados do acido benzoico, também estimulam a produgdo da resina bruta de
cajueiro. Quando o exsudato, ainda liquido, atinge as imediagbes externas, é seco por
evaporagao da agua, tornando-se uma resina mais firme (Figura 2), que quando
submetida a extragéo e purificagdo, origina a goma propriamente dita (Azeez, 2005;
de Britto, Rizzo e Assis, 2012; Lima et al., 2002; Naka et al., 2016; Torquato et al.,
2004).
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A goma de cajueiro (GC) é um heteropolissacarideo, acido, ramificado, cuja
denominagao bioquimica é arabinogalactana, constituida por uma cadeira principal de
B-galactose-(1—3), com ramificagcbes de 3-galactose (1—6), ligadas a cadeias laterais
curtas de arabinose (1—2), além de ramnose, manose, glicose, acido glucurénico,
acido 4-O-metilglucurdnico e xilose como residuos terminais. A xilose foi identificada
somente na goma de cajueiro proveniente da india e Venezuela, enquanto o &cido 4-
O-metilglucurénico na goma da Nova Guiné e india (Anderson e Bell, 1975; Campos
et al., 2012; de Paula, Heatley e Budd,1998; Menestrina et al., 1998; Mothé e Correia,

2002; Torquato et al., 2004). A estrutura molecular encontra-se representada na

Figura 3.
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Figura 3. Fragmento da estrutura elucidada da goma de cajueiro (Anacardium occidentale L).
R representa D-manose, D-xilose, L-ramnose, L-arabinose ou cadeias de arabinose com
ligacdo 1,2. R’ representa D-glicose (glu) ou acido D-glucurdnico (glu. a.), e Gal representa
galactose. Fonte: Anderson e Bell (1975).

A sintese desse exsudato pode ocorrer em todas as partes da arvore e sua
composi¢cao em termos qualitativos e quantitativos depende da maturidade das
arvores, da origem (Azeez, 2005; Costa, Rodrigues e de Paula, 1996; Porto, Augusto,
Terekhov, Hamaker e Cristianini 2015a), do tempo de exsudacgédo e das condi¢des
edafoclimaticas (Silva et al., 2010; Kumar et al., 2012), levando a variagdes fenotipicas
(Araujo et al., 2012), as quais repercutem diretamente na variagdo da composigao
quimica, o que pode ser corroborado pelo perfil de monossacarideos apresentado na
Tabela 4, a qual traz uma abordagem compilada dos estudos realizados com énfase
na composi¢ao dos monossacarideos presentes na goma da Anacardium occidentale
L. nativa de diferentes regides geograficas.

Tabela 4: Composicédo monossacaridica da goma de cajueiro (GC) (Anacardium occidentale

L.) de diferentes regides geograficas.
Origem da GC Composicao Monossacaridica Referéncia

Brasil Ramnose (0,005%), arabinose (0.03%), manose Menestrina et al. (1998).
(0,007%), galactose (0,03%), glicose (0,02%) e
oligossacarideos (0,066%).

Ceara/Brasil Galactose (72-73%), arabinose (4,6-5%), glicose (11- de Paula, Heatley e Budd
14%), ramnose (3,2-4%), manose (1%) e acido (1998).
glicurdnico (4,6%).

Venezuela Galactose (49%), arabinose (31%), ramnose (7%), de Pinto et al., (1995).
manose (4%) e xilose (1%).

india Galactose (61%), arabinose (14%), glicose (8%), Anderson, Bell e Millar
ramnose (7%), manose (2%), xilose (2%), acido (1974).
glicurénico (4,3%) e acido 4-O-metilglicurénico (1,9%).

Nova Guiné-Papua Galactose (63%), arabinose (15%), glicose (9%), Anderson, Bell e Millar
ramnose (7%), manose (1%), acido glicurdénico (4,5%) (1974).
e acido 4-O-metilglicurénico (1,2%).

india Galactose (61%), arabinose (14%), glicose (8%), Anderson e Bell (1975).
ramnose (7%), manose (2%), xilose (2%), acido
urdnico (6,2%) e acido glicurénico (5%).

Ceara/Brasil Galactose (56,7%), arabinose (10,6%), glicose (19,7%) Mothé e Freitas (2013).
e ramnose (13%).

Ceara/Brasil Galactose (66,5%), arabinose (4,2%), glicose (12,9%), Araujo et al. (2012)
ramnose (3,2%), acido glicurdnico (10,5%), outos
(2,7%).

Piaui/Brasil Galactose (59,4%), arabinose (5,3%), glicose (6,4%), Araujo et al. (2012)

ramnose (2,4%), acido glicurénico (13,5%), outros
(13%).
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Esse biopolimero tém algumas particularidades que o torna um material
atrativo, dentre as quais destacam-se a precipitagdo do mesmo por solventes
organicos polares, a exemplo do etanol e a formagao de dispersdo aquosa com baixa
viscosidade. A rede formada durante a polimerizagdo da goma tem a capacidade de
reter algumas proteinas, o0 que proporciona uma atividade tensoativa, além disso a
presencga do acido glicurénico, confere carga ibnica a esse hidrocoloide (Neto et al.,
2011; Silva et al., 2010).

A composicado quimica (Anderson e Bell, 1975; Andrade et al., 2013; de Pinto
etal., 1995; Lima et al., 2002; Menestrina et al., 1998; Naka et al., 2016; Ofori-Kwakye,
Asantewaa e Kipo, 2010; Pinto, Silva e Mansur 2018; Porto, Augusto e Cristianini,
2015b; Hakeem et al., 2008) e as propriedades fisico-quimicas (Azeez, 2005; de Paula
e Rodrigues, 1995; de Paula, Heatley e Budd, 1998; Hasnain et al., 2018; Kim et al.,
2018; Kumoro, Retnowati e Budiyati, 2013; Mothé e Rao, 2000; Mothé e de Freitas,
2018; Okoye, Onyekweli e Kunle, 2012; Porto e Cristianini, 2014; Silva e Lucas, 2018a;
Zakaria e Rahman, 1996) da GC nativa e modificada (Cunha et al., 2007; Furtado et
al., 2013; Kumoro, Retnowati e Budiyati, 2013; Lima et al., 2018; Pitombeira et al.,
2015; Porto, Augusto, Terekhov, Hamaker e Cristianini, 2015a; Silva et al., 2006)
foram investigadas por muitos pesquisadores, entretanto ainda permanece uma
lacuna na compreensao dessas propriedades, limitando desse modo a utilizagao da
GC em escala industrial, sobretudo no segmento alimenticio e farmacéutico (Ribeiro
et al., 2016).

Dentre as propriedades fisico-quimicas reportadas na literatura, Hasnain et al.
(2018) descreveram que a goma de cajueiro apresenta cor branca, € inodora,
apresenta gosto levemente acido, € mais soluvel em agua quente comparativamente
a agua fria, e em concentragéo de 1% (m/v) a 37 £ 0,5 °C o valor do pH médio da
dispersao é 4,03 e a viscosidade média é 22,64 cps.

Com relagao a massa molar média da GC, varios resultados tém sido reportados,
cujos valores variaram de 1,1 x 10° g.mol! (de Oliveira, Paula e de Paula, 2014; Paula
et al., 2011), 1,44 x 10% g.mol"' (Castro et al., 2017) e 1,8 x 10° g.mol! (Dias et al.,
2016).

Mothé e de Freitas (2014) estudaram o comportamento térmico da goma de
cajueiro sob atmosfera de nitrogénio (N2) e de ar sintético, por meio de curvas

termogravimétricas (TGA). A analise conduzida sob atmosfera de N2, exibiu o primeiro
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evento a 140 °C, que foi atribuido a evaporagdo da agua com perda de massa de
3,8%, enquanto o segundo evento ocorreu entre 245-340 °C e foi atribuido a
decomposi¢cdo da goma com perda de massa de 60,2%. A massa residual a 800 °C
foi de 22,5% em relagdo a massa inicial da amostra. As curvas de TGA/DTG para a
goma sob atmosfera de ar sintético evidenciaram um comportamento térmico em
atmosfera oxidativa semelhante ao comportamento sob nitrogénio. Quanto a analise
de calorimetria diferencial exploratéria (DSC), foi observado eventos endotérmicos na
faixa de temperatura de 245 a 360 °C com entalpias de 1422 e 26 J.g™",
respectivamente. Também foi observado eventos exotérmicos a 430 e 460 °C,
corroborando com as curvas TGA/DTG. O processo exotérmico foi atribuido pelos
autores supracitados, a oxidacdo do residuo carbonaceo formado durante a
decomposigédo da goma de cajueiro.

Olorunsola et al. (2016) identificaram na GC a presencga dos ions metalicos Na*,
K*, Mg?*, Ca?*, Cu?* nas concentragdes correspondes a 1500,0; 550,0; 1375,0; 2397,0
e 3,1 mg.kg”’, respectivamente. A GC apresentou teores de ions sddio, magnésio e
calcio superiores aos reportados para as gomas arabica e Khaya. Ambos os
biopolimeros demonstraram ainda auséncia de ions chumbo. Segundo Kumar et al.
(2012), esses cations tém impacto direto na viscosidade da goma, em contrapartida a
presenca dos sais NaCl, CaClz e AICls, promovem a reducdo da viscosidade. de
Paula, Heatley e Budd, (1998), afirmaram que a GC bruta contendo esses cations
tende a ser naturalmente transformada em sal de sddio apds purificagcao ou dialise
com NaCl 0,15 M.

Porto, Augusto e Cristianini (2015b), realizaram a caracterizagdo quimica da
GC oriunda do Ceara/Brasil, a qual exibiu teores médios de cinzas, umidade,
proteinas, lipideos e agucares totais correspondentes a 0,84; 10,51; 0,90; 0,01 e
98,25%, respectivamente. Valores relativamente semelhantes foram reportados por
Naka et al. (2016) que estudaram a composi¢ao quimica da GC bruta e purificada. A
goma purificada exibiu percentuais médios de cinzas (0,71%), umidade (8,31%) e
agucares totais (90,37mg.100g"). Nao foram identificados a presenca de lipideos,
proteinas e fibras na goma purificada, podendo esse efeito ser atribuido a eficiéncia
no processo de purificagdo da goma ou ainda ter ocorrido em fungéo da sensibilidade

desses compostos ao método analitico utilizado para a sua quantificagéo.
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Andrade et al. (2013) ao realizar uma analise comparativa da composicao
centesimal da goma arabica (GA) e a de cajueiro, observaram que esta ultima possui
teor de proteico (GA = 0,77 e GC= 1,21 g.100g™") e extrato etéreo (GA = 0,43 e GC=
1,27 9.100g"") superior ao da GA. Além disso, a GC apresentou menor teor de cinzas
(GA = 5,02 e GC= 0,85 g.100g™"), o que foi atribuido pelos autores a um menor grau
de impureza da GC. Com relagédo ao arranjo molecular, foi observado por meio dos
espectros de difragdo de raio-x que a goma arabica apresentou conformagéo amorfa
sem significativa modificagdo apds o processo de extrusdo. Por outro lado, a goma de
cajueiro apresentou alteracdo da conformagdao da cadeia molecular apés

processamento e seu percentual de cristalinidade foi superior ao da GA.
3.1.2 Extracédo e purificagdo da goma de cajueiro

Uma prospeccao comparativa dos estudos publicados com a GC revelou uma
variagao recorrente na composi¢cao centesimal e nas propriedades fisico-quimicas
desse biopolimero, atribuida as variagdes nas condigdes edafoclimaticas das areas
de cultivo do cajueiro, aos diferentes métodos analiticos utilizados para identificagéo
e quantificacdo dos seus constituintes quimicos e aos métodos de extragdo e de
purificagdo da goma. Aliado a isso, a auséncia de protocolos padronizados e
facilmente reprodutiveis para obtengdo de um material homogéneo, com expressivo
grau de pureza, elevado rendimento, baixo custo em tempo habil € um desafio a ser
suplantado e que merece a devida atengao.

O protocolo experimental para obtencao da GC envolve basicamente as etapas
de isolamento e purificacdo do material. Ambas as etapas basicas foram monitoradas
em diversos estudos (Ofori-Kwakye, Asantewaa e Kipo, 2010; Pinto, Silva e Mansuir,
2018), por meio da composicao centesimal e analises fisico-quimicas das amostras
(goma bruta e purificada) nos diferentes estagios do processo de obten¢ado da goma.

Rodrigues, Paula e Costa (1993) relataram que a etapa de isolamento da GC
consiste na remocgao de impurezas, as quais incluem sais inorganicos, os materiais
de baixa massa molecular, além das proteinas, das ligninas e dos acidos nucléicos
potencialmente presentes no exsudato bruto. Enquanto, Lima et al. (2002) discorrem
que a purificagdo envolve a transformagéo dos grupos acidos do material isolado em
carboxilatos, sobretudo o de sédio.

A literatura cientifica dispde de uma limitada quantidade de métodos e

protocolos especificos para obtengdo da GC. De modo geral, a maioria dos estudos
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com a goma utilizam basicamente os métodos de isolamento desenvolvidos por
Rinaudo e Milas (1991) (Botrel et al., 2017; da Silva et al., 2009; de Paula e Rodrigues,
1995a; Klein et al., 2018; Magalhaes et al., 2009; Neto et al., 2011; Pitombeira et al.,
2015; Rodrigues e Grosso, 2008) e Anderson, Bell e Millar (1974) (Anderson e Bell,
1975), ambos descritos por Rodrigues, Paula e Costa (1993) (Figura 4A-B), ou
métodos que efetivamente sdo decorrentes destes, porém com modificagdes (Dias et
al., 2016; Lima et al., 2002; Lustosa et al., 2017; Mothé, de Souza e Calazans, 2008;
Porto e Cristianini, 2014; Silva et al., 2010). Ao comparar o meétodo reportado por Ofori-
Kwakye, Asantewaa e Kipo (2010) com Rinaudo e Milas (1991), contata-se que os
autores obtiveram a dispersédo aquosa a 0,5% ao invés de 4%, além de terem lavado

o material com éter dietilico ao invés de etanol, agua e acetona.

Exsudfto bruto Exsudato bruto

Trituragao Trituragéo

: '

Dissolugéo (4% em H20; meio neutro
Temperatura ambiente). Dissolugéo (10% em H20/agitagao por
¢ 48h/10°C)
v
Filtrag&o (1a de vidro; funil de vidro Filtrac&o (1a de vidro; funil de vidro
sinterizadao) sinterizado)
v
Precipitacéo (etanol) Dialise (24 em H20 destilada; 2x 24 h
em H20 bidestilada; T=15 °C)
Filtragao (12 de vidro; funil de vidro +
sinterizado)
Liofilizagao
¢ Filtrado Precipitado ¢ v
Descartado Lavagem (etanol/H20; etanol e
acetona) Goma isolada
(Rendimento 50%)
\ 4
Secagem
(A) ¢ (B)

Goma isolada
(Rendimento 78%)

FIGURA 4. Etapas do processo de isolamento da goma de cajueiro pelos métodos: A=
Rinaudo-Milas e B= Anderson. Fonte: Rodrigues, Paula e Costa (1993).

Rodrigues, Paula e Costa (1993) ao comparar os métodos de isolamento
supracitados, obtiveram rendimentos divergentes (Rinaudo e Milas = 78%; Anderson
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Bell e Millar = 50%). Porém, observaram muitas similaridades quanto a composigao
centesimal e propriedades fisico-quimicas das amostras obtidas por ambos os
meétodos. Os autores concluiram que apesar do procedimento descrito por Rinaudo e
Milas (1991) ter apresentado maior rendimento e de ter sido realizado em um menor
intervalo de tempo, ele apresenta algumas limitagdes potenciais, as quais contemplam
a perda de agucares labeis e o fracionamento do material devido ao processo de
recuperacao do solido efetuado por meio da precipitagcdo com etanol. Por isso, foi
sugerido que para a obtengdo de uma GC com maior grau de pureza (imprescindivel
para estudos e aplicagbes mais refinadas) e totalmente transformada em sal de sédio
sera necessaria a execugao de etapas adicionais, uma de isolamento e duas de
purificagcdo como sugerido por Rinaudo e Milas (1991) ou uma dialise com NaCl 0,15
M como descrito por Lima et al. (2002).

Com relacao a purificacdo da GC, esta etapa ainda permanece basicamente
restrita ao protocolo reportado por Costa, Rodrigues e de Paula (1996) (Figura 5A -
C). Variacbes/adaptagdes oriundas deste também sdo descritas na literatura,
sobretudo por Torquato et al. (2004) (Azeredo et al., 2012; Carvalho et al., 2018; de
Oliveira et al., 2009; Pinto et al., 2015; Silva et al., 2018b; Kim et al., 2018).

Goma isolada

Trituragado Goma 1° purificada Goma 2° purificada
Dissolugéo (4% H20; adigéo 5,0 g de Trituragdo Dissolugéo (4% H20
NaCl/100 mL; T = ambiente) v T= ambiente)
+ Dissolugéo (3% em H20; T=ambiente +
Filtragao (funil de vidro sinterizado) 3 Troca idnica (amberlite IR-
; 120 Na+)
Filtrac&o (funil de vidro sinterizado) v
Precipitacéo (etanol) 7 Liofilizagao
Filtrac&o (funil de vidro sinterizado) Precipitagédo (Etanol) Goma liofilizada
Fitrado ¥ Precipitado » » (C)
+Descar’tado L Filtrac&o (funil de vidro
Lavagem (Etanol-H20; etanol; sinterizado)
acetona) Filtrado 4  Precipitado
(A) v \’ v
Secagem Descartado | Lavagem (Etanol-H20;
etanol; acetona)
v

Goma 1° purificada B
(Rendimento 90%) ( ) Secagem

v
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Goma 2° purificada
(Rendimento 77%)

FIGURA 5. Etapas do processo de purificacdo da goma de cajueiro: A = Primiera Purificacao;
B = Segunda Purificacido e C = Liofilizagao. Fonte: Costa, Rodrigues e de Paula (1996).

O processo descrito por Costa, Rodrigues e de Paula (1996) consiste, de
maneira sucinta, em sucessivas dispersbes da goma em meio aquoso, com
subsequentes precipitagdes da mesma em etanol, lavagens com solventes polares,
seguida pela adsorgéo em coluna de troca idnica e liofilizagdo ao término do processo
(Campos et al., 2012).

A primeira purificagao (Figura 5A) teve como objetivo, a remover as impurezas
remanescentes da etapa de isolamento e substituir os cations presentes na goma (K",
Ca?*, Mg?*, Fe*) por Na* por meio da adigéo de cloreto de sddio em excesso (Costa,
Rodrigues e de Paula, 1996). O excesso de Na* que precipitou com a goma na
primeira purificagao (Figura 5A) foi eliminado na segunda (Figura 5B). Ao término do
processo, obteve-se um material predominantemente na forma de sal, com menor
viscosidade intrinseca e massa molar ponderada. O percentual de acidos urénicos foi

mantido.

3.1.3 Estratégias emergentes para a extracdo dos polissacarideos de exsudatos

naturais

Os métodos de extragdo e purificacdo de biopolimeros em geral, sao
influenciados por diversos fatores, os quais exercem impacto direto na eficiéncia do
processo e na qualidade final do produto resultante.

Dentre os fatores comumente avaliados, destacam-se a metodologia utilizada,
o pH do solvente extrator ou da matriz a ser extraida, a relagdo solvente: matéria-
prima, o bindbmio tempo-temperatura, a natureza quimica/polaridade dos solventes
utilizados, as propriedades intrinsecas da matéria-prima (viscosidade e solubilidade),
a granulometria da matriz polimérica bruta e isolada, a velocidade de agitagdo da
mesma, o tipo de impureza presente no material, o nimero de ciclos/etapas de
extracao e purificagao, a presenca e concentracao de NaCl, dentre outros (Lima et al.,
2002; Lefsih et al., 2017). Qualquer fator que potencialize a difusividade e a

solubilidade da matriz polimérica favorecera a extragcédo (Zhang, Lin e Ye, 2018).
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Extragbes aquosas solido-liquido a frio, a quente e/ ou alcalina estao entre os
meétodos convencionais mais amplamente utilizados para obtencdo de
polissacarideos em geral (Colodel et al., 2018; Jafari et al., 2017; Nazir, Wani e
Masoodi, 2017; Raji et al., 2017; Tian et al., 2017). Sdo métodos faciimente
executaveis, entretanto apresentam algumas desvantagens, tais como elevado
consumo energeético, especialmente nos métodos a quente, os quais requerem altos
niveis de temperatura para que ocorra a transferéncia de massa indispensavel ao
processo. Além disso, essa metodologia demanda do tempo operacional prolongado,
proveniente de uma taxa de extragcdo lenta que pode resultar na degradacéo de
compostos termolabeis de interesse tecnoldgico, contribuindo na oneragao dos custos
de produgdo, somado ainda a um rendimento insatisfatorio (Arasi, Rao e
Bagyalakshmi, 2016; Nagpal et al., 2018; Rostami e Gharibzahedi, 2016; Tian et al.,
2017; Yang et al., 2015b;).

Nas ultimas duas décadas, essas deficiéncias tém impulsionado cientistas e
pesquisadores a desenvolver e/ou aprimorar métodos alternativos de extragao,
passiveis de automacao e que superem as limitagdes dos métodos convencionais
(Chemat et al., 2017). Como proposta, tém-se destacado a utilizagdo do ultrassom
(Chen et al., 2015; Hu et al., 2018b; Sekachaei et al., 2017; Wang et al., 2016c), do
micro-ondas (Leéao et al., 2018; Liu et al., 2015a; Rostami e Gharibzahedi, 2016), a
utilizacdo de enzimas (Mai et al., 2015; Nguyen et al., 2017), do campo elétrico
pulsado (de Oliveira et al., 2015; Liu et al., 2016; Parniakov et al., 2015; Yang et al.,
2017), do aquecimento 6hmico (Saberian et al., 2018), dos fluidos supercriticos (Chen
et al., 2014a; Saravana et al., 2018; Zou et al., 2018), da alta pressao (Chen et al.,
2014b; Guo et al., 2014; Shene et al., 2016; Xu et al., 2016) ou da combinagéo
simultanea destes métodos (Liu et al., 2015b; Lu et al., 2017; Wu et al., 2014; Xu et
al., 2018) como alternativa aos métodos convencionais.

Dentre os métodos supracitados, a extracao assistida por ultrassom (EAU)
destaca-se dos demais em virtude das multiplas vantagens que apresenta, sobretudo
sobre a extragdo convencional (Kumari et al., 2017a), o que € corroborado por um
nuamero expressivo de estudos (Tabela 5), os quais reportaram um rendimento do
composto alvo obtido por EAU superior aos obtidos por meio dos métodos

convencionais.
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Tabela 5: Analise comparativa da extragao sélido-liquido convencional (S-L) e assistida por
ultrassom (EUA) em estudos recentes.

Matriz Composto Condig6es Operacionais* Resultado** Referéncia
Alvo
Frutos da Polissacarideos S-L: T =3 horas; Tmp = 80°C. S-L: Ymax=6,23% Li et al. (2014).
Zizyphus jujuba EAU: T=20min; Tmp=50°C; EAU:Ymax=7,95%
cv
Rizoma Polissacarideos S-L: LI:SO =30:1 mL/g; T=120 S-L: Ymax=3,41% Zhao et al.
do Alisma min; Tmp = 75°C. EAU: EAU:Ymax=6,90% (2015).
orientalis. T=75,2min;Tmp=76,1°C;
LI:SO= 30:1 mL/g.
Raizes da Polissacarideos S-L: LI:SO=20:1 mL/g; T=3,6 S-L:Ymax= 3,79% Ma et al.
Sphallerocarpus horas; Tmp = 93°C; EAU:Ymax=6,04% (2016).
gracilis EAU: LI1:SO=17:1 mL/g;
P=300W; Tmp=81°C.
Casca de Pectina S-L: LI:SO=30:1 mL/g; T=10 S-L:Ymax=7,95% de Oliveira et
maracuja min Tmp = 85°C; pH=2,0 EAU:Ymax=12,67% al. (2016).
EAU: LI1:SO=30:1 mL/g;
P=644W/cm?2; T=10 min; Tmp
= 85°C, pH=2,0.
Feno-grego Polissacarideos S-L:LI1:SO=30:1mL/g; T=180 S-L: Ymax=20,51% Kia, Ganjloo e
(Trigonella min; Tmp = 25°C. EAU:Ymax=33,49%  Bimakr (2018).
foenum EAU: P= 120 W; T=22 min;
graecum) LI:SO = 30:1 mL/g.

Planta Lilium
davidiivar.

Polissacarideos

S-L: LI:SO=12:1 g /g; T=120 min
Tmp =70°C.

EAU: LI:SO=12:1 g/g; P=60W;
Frq = 40kHz; T=120 min; Tmp =
70°C.

S-L:Ymax=7,62%
EAU:Ymax=12,86%

Zhang, Teng, e
Zhang (2018).

* Extragdo Convencional Sdlido-Liquido (S-L); Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU); P = poténcia; T=tempo;
Tmp = temperatura; LI:SO = razao liquido: sélido; Frq= frequéncia. ** Ymax = rendimento maximo.

A eficiéncia da EAU é atribuida ao seu mecanismo de ac¢ao, composto pela

propagacdo de ondas sonoras de alta frequéncia (10 Hz-20 kHz), acima da
capacidade auditiva humana (Tiwari et al., 2015). Essas ondas ao serem propagadas
em meio fisico, promovem um gradiente de pressdo que induz a uma sequéncia de
compressoes e rarefacbes nas moléculas do meio. Se o processo de rarefacdo
(pressao negativa) excede as forgas de atracao entre as moléculas da fase continua,
ocorre a formacao de bolhas a partir dos nucleos de gas presentes no meio. Essas
bolhas crescem ao longo de varios ciclos até tornarem-se instaveis e ao se
colapsarem, implodem violentamente (Kumari et al., 2018b), gerando desse modo um
fendmeno intrinseco a esse método de extragdo, denominado “cavitacdo acustica”
(Tiwari et al., 2015) (Figura 6).
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Formagao da bolha —» Crescimento da bolha —» Tamanho instavel —» Colapso da bolha

Efeitos fisico-quimicos

Figura 6. Representagcdo esquematica do mecanismo de cavitagédo acustica. Fonte: Kumari
et al. (2018b).

A cavitagao acustica € a principal forca motriz da EAU e é responsavel pela
formacgao, expansao e colapso de bolhas (Tiwari et al., 2015; Lavilla e Bendicho,
2018). As implosdes assimétricas das bolhas geradas pela cavitagdo promovem um
incremento pontual da pressdao e da temperatura na fase continua do sistema,
intensificando a forga de cisalhamento que produz micro jatos direcionados a interface
dos materiais biolégicos. Esses micros jatos sdo capazes de gerar diversos
fendmenos fisicos, dentre os quais, a erosdo, a fragmentagcdo e a descamacéao
superficial da matriz processada (Chemat et al., 2017; Wen et al., 2018), além do fluxo
acustico, vibracao e das ondas de choque. Entre os fenbmenos quimicos, o principal
consiste na formagdo de radicais livres. Ambos os efeitos estdo associados a
frequéncia, por exemplo, os efeitos fisicos dominam em frequéncias mais baixas de
20-100 kHz, enquanto os efeitos quimicos predominam em frequéncias de 200-500
kHz e em frequéncias mais elevadas (> 1 MHz) (Tiwari et al., 2015).

Esses fendmenos podem atuar isoladamente ou sinergicamente na extragao
de compostos naturais de interesse presentes em materiais bioldégicos (Wen et al.,
2018) nos quais atuam intensificando a difus&o do solvente extrator para o interior da
célula, favorecendo a transferéncia de massa intracelular para a fase continua (Fan
et al., 2015; Santos et al., 2015; Tiwari et al., 2015; Dhanani et al., 2017; Kumairi et al.,

2018b; Nipornram et al., 2018). Adicionalmente, a implosédo das bolhas de cavitagéo



49

em um meio liquido, leva a macro turbuléncias e micro homogeneizagao do sistema
(Chemat et al., 2017), maximizando a cinética da extragao.

Os mecanismos de agao exato associados a todos esses fendmenos, ainda
nao foram elucidados completamente, porém vale ressaltar a importancia e
necessidade de conhecé-los para um aproveitamento integral do ultrassom como um
recurso tecnoldgico indispensavel aos processos modernos de extragao e purificagao
de compostos naturais. A Tabela 6 apresenta de forma sucinta os principais
fendbmenos fisicos da EAU e seus respectivos efeitos.

Tabela 6: Principais fendmenos fisicos ocasionados pela extragdo assistida por ultrassom
(EAU) e seus respectivos efeitos.

Fendémeno Definigao Efeito Resultado
Fisico

Fragmentagdo Redugdo das dimensbées da Maximizagdo da area de Incremento da transferéncia de

matriz estudada. contato. massa, o que leva ao aumento

do rendimento.

Eroséo Desgaste/abraséo da Aumeta a difusdo do Aumenta a taxa de extracdo e

superficie da matriz solvente no interior das de solubilizagdo do composto

bioldgica. células biologicas alvo.

Formagdode  Aumento da profundidadee Aumenta a taxa de Aumenta a taxa de difusdo e

Poros/Canais  velocidade de iser¢do do absorgdo do  solvente dessorcao do soluto na fase

solvente em canais e poros.

extrator.

continua.

Destruigéo Modificagdes fisicas na Aumenta a degradacdo da  Aumenta a difusdo do solvente

das estruturas  estrutura da célula. parede celular da matriz na célula, ocasionando assim

celulares bioldgica, originando  incremento na transferéncia de
estrutura de formato massa para a fase continua.
indefinido.

Fonte: Adaptado Chemat et al. (2017).

A EAU possui ainda a vantagem de acelerar o processo de extragao a baixas
temperaturas, causando menos danos as propriedades estruturais e moleculares da
matriz vegetal. Comparativamente as outras técnicas emergentes de extragdo, a EAU
€ mais segura, econdmica, ambientalmente sustentavel e mais facilmente operavel.
Devido a essas vantagens tém gerado uma aplicagdo crescente desse recurso nos
processos de extracdo e isolamento dos polissacarideos, a exemplo das gomas
naturais (Tian et al., 2017; Wang et al. 2016c). No entanto, até o presente momento,
nao ha relatos na literatura cientifica da extragdo da goma de cajueiro assistida por
tecnologias emergentes. As pesquisas publicadas com esse biopolimero até entéo,
limitam-se a extragdo solido-liquido convencional como recurso para obtengao da
goma, contrapondo-se desse modo as tendéncias atuais modernas de extragéo e

purificacdo dos materiais biolégicos de interesse.
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3.1.4 Otimizagao dos processos de extracao e purificagcdo da goma do cajueiro

A literatura cientifica possui um numero substancial de estudos (Gangopadhyay
etal., 2015; Han et al., 2016; Jouki et al., 2014; Lin et al., 2017; Niknezhad et al., 2015;
Zhang et al., 2015) que enfatizam a investigagdo exploratdria das variaveis do
processo de obtencao de polissacarideos em geral. Para isso, utilizam-se de recursos
estatisticos cuja finalidade consiste na otimizagao e predigdo das condi¢des ideais de
processo, dentre os quais, um dos mais utilizados é a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR) via Delineamento Composto Central Rotacional-DCCR.

A MSR é um método estatistico multivariado eficaz para otimizacao de
processos experimentais, desde os mais simples até os de elevado grau de
complexidade. Ele possibilita gerar uma equacao polinomial, que se ajustada, podera
ser utilizada para fins preditivos, fornecendo informacbes uteis e essenciais a
otimizagao do processo por meio da combinagao dos niveis dos fatores que fornegcam
as melhores respostas para o processo. Esse comportamento pode ainda ser ilustrado
por meio de graficos de contorno ou de superficie de resposta (Tian et al., 2017).

Campos et al. (2016), avaliaram o efeito da temperatura (30-80 °C), do tempo
de extragao (2-4 h) e da razdo agua: semente (10:1-30:1) sobre o rendimento e as
propriedades tecnolégicas da mucilagem de semente de chia, utilizando a MSR e
DCCR na extragao convencional e obtiveram nas condigdes otimizadas (80 °C, 4h e
30:1) um rendimento de 4,95 g.100g™" de semente.

Maran et al. (2016), estudaram o efeito da temperatura de extragcao (35-55 °C),
do tempo (1-5 h) e da relagdo sdlido-liquido (1:5-1:25 g.mL') na extragdo
convencional do polissacarideo de sementes de algoddo asiatico (Gossypium
arboreum L.), utilizando o MSR via DCCR e obtiveram um rendimento de 8,67% g.mL"
' de sementes nas condigdes otimizadas (temperatura 45 °C, tempo 3 h e raz&o solido-
liquido de 1:15).

Sadeghi et al. (2017), propuseram a otimizacdo da extragdo assistida por
ultrassom da goma de semente de marmelo utilizando MSR com DCCR. As variaveis
independentes estudadas foram: temperatura de extracdo (25-55 °C), tempo do
processo (3-10 min) e pH do solvente extrator (6-8). Foram avaliadas quanto a
eficiéncia do rendimento de extracdo da goma (%) e viscosidade (mPas). As

condi¢cbes operacionais 6timas foram previstas pela MSR como uma temperatura de
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extracao de 38,03 °C, pH de 6,35 e tempo (ultra-sonicacdo) de 7,68 min. Nestas
condi¢des, o rendimento e a viscosidade foram respectivamente 14,09% e 52,4 mPas.
A aplicacdo da MSR possibilita a redu¢do do numero de ensaios experimentais e
considera as interagdes entre multiplos efeitos (Xu et al., 2017), mantendo a acuracia
na analise estatistica dos dados, sem quaisquer perdas de informagdes essenciais,
além de reduzir custos com material, recurso humano e tempo.

No entanto, ainda permanece uma lacuna quanto a existéncia de estudos
dessa natureza, direcionados ao processo global (extracdo e purificacdo) para
obtencao da goma de cajueiro, até entdo limitados somente as investigagdes na etapa
de extragao propostas por Lacina, Martin e Soumaila (2017), Pinto, Silva e Mansur
(2018) e Soro, Djé e Dabonné (2018) (Tabela 7). Tal observagao reforga a auséncia e
necessidade emergencial de um protocolo oficial para obtengdo da goma, obtido sob
condi¢cbes otimizadas, que contemple todas as etapas do processo e seja faciimente
reprodutivel.

A utilizacdo da MSR ¢é fundamental no processo de extracao e purificacdo da
GC em funcdo da complexidade intrinseca para obtencdo desse material, cujo
processo envolve um numero consideravel de fatores potencialmente efetivos e que
devem ser investigados simultaneamente, dada a possibilidade de haver efeito
sinérgico. A MSR possibilita a maximizacdo do rendimento da GC sem onerar
demasiadamente o processo.

Com relagcdo a extragcao assistida por ultrassom, os fatores intrinsecos
“frequéncia, poténcia e amplitude” influenciam diretamente o efeito de cavitagao, que
por vezes repercutem na eficiéncia do método (Wen et al., 2018). Além destes, devem
ainda ser considerada as condigdes operacionais (temperatura e pressao) (Tiwari et
al., 2015), as inerentes ao solvente extrator (quantidade, concentracao, reatividade) e
a matriz bioldgica (relagao solvente extrator: soluto) (Wen et al., 2018).

Tabela 7: Estudos de otimizagédo da extracdo e purificagdo da goma de cajueiro.

Delineamento Descrigao Fatores Niveis Conclusodes Referéncia
Experimental

Plackett-Burman Método: Temperatura (T), T=30-40°C; O pH foi a unica Lacina,
Extragdo pH, razdo pH=4-10; variavel que néo Martin e
aquosa exsudato E:A=2-6 g/mL; exerceu efeito Soumaila
Etapa: bruto:agua (E:A), G=0,5-1e significativo na (2017).
Extracéo. granulometria (G), 1,5-2 mm; extracdo da goma.

velocidade de V=0-300 rpm; (0] rendimento
agitacdo (V) e TE=20-40min. maximo foi
tempo de extragao 87,31%.

(TE).
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Extragéo: Método: Extragéao: Cnaci = 3-9 g; Rendimento Pinto, Silva e
Delineamento Extracao Concentragdo de Nc=1-3; maximo  76,48% Mansur
inteiramente aquosa. NaCl (Cnaci); CE=5;75¢e nas seguintes (2018).
casualizado. Etapa: N° Ciclos de 10% (m/v); condicdes:
Purificagao: Extracdo e extragdo (Nc). ET:EX = 4:11; 7% (m/v)de CE
Fatorial 22 com purificagdo. Purificagdo: 6:1;8:1(VIV). ETEX =41e 2
trés repetigcdes no Concentragéo ciclos de extragao.
ponto central. aquosa do

exsudato (CE);

Razao etanol:

exsudato (ET:EX).

Box-Behnken Método: Temperatura (T); T= 30; 60; 90 Rendimento Soro, Dje e
Extracéo Velocidade de (°C); maximo validado= Dabonné
aquosa. Agitagéo (VG); VG=0;150 e 90,76%, nas (2018).
Etapa: Razéao agua: 300 (rpm); condigbes
Extragdo exsudato (A:EX); A:EX=2; 4; 6 otimizadas: 75°C,
Tempo (TM). (mL:g); 225 rpm, 6 mL/g e
TM=20; 30 e 35 min.
40 (min).

Cada método de extragao devera ser submetido a otimizagcdo quando utilizado
sob condic¢des diferentes das usualmente aplicadas. Azwanida (2015) afirmou que as
condigbes ideais de processo sdo exclusivas para cada material. O que sugere a
necessidade de uma abordagem para a obtengdo da GC que contemple a sua

otimizacao por meio da MSR.
3.1.5 Propriedades Técnico-funcionais da goma de cajueiro nativa e modificada

Nos ultimos anos, a goma de cajueiro tem despertado muita atengdo de
pesquisadores e cientistas de diversas areas do conhecimento, como pode ser visto
na literatura (Kumar et al., 2012). Esse interesse decorre sobretudo em virtude das
propriedades unicas deste polissacarideo, resultantes da sua estrutura, composi¢cao
quimica e conformacao molecular. Aliado ainda as suas multiplas possibilidades de
modificacdo quimica ou fisica para aplicacdes especificas.

Silva et al. (2004) constataram que a carboximetilagdo da goma de cajueiro em
meio alcalino composto por acido monocloroacético (MCA) como agente esterificante,
promoveu redug¢ao da viscosidade intrinseca na goma.

Silva et al. (2006) realizaram modificagdo quimica na goma por meio da
reticulagcédo e carboximetilagdo com epicloridrina (E) para obtencéo de géis. O grau de
inchamento dos géis diminuiu com o incremento da razao molar E/GC em virtude do
aumento da densidade devido ao processo de reticulagido. A estabilidade térmica da

GC nativa, da goma carboximetilada (CMCG) e dos seus géis derivados reticulado
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(CGgel3) e do carboximetilado reticulado (CMCGgel3), seguiu a seguinte ordem:
CGgel3 > CMCG > CMCGgel3 > GC.

Cunha et al. (2007) promoveram a oxidacdo da GC para ampliar o
comportamento polieletrolitico, alcangado pelo incremento de acidos urbénicos na
cadeia polimérica, obtendo-se ao final um material com maior viscosidade (10%) em
meio aquoso.

Neto et al. (2011) propuseram a modificagdo da GC por meio da sulfatagdo em
piridina: formamida e constataram um incremento de 4% na viscosidade da goma em
meio aquoso. Observaram ainda, maior estabilidade térmica desses derivados até 200
°C. Os autores concluiram ainda que a goma sulfatada apresentou caracteristicas
adequadas para sua utilizagdo na preparacdo de nanoparticulas de complexos
polieletroliticos.

Pitombeira et al. (2015) obtiveram nanoparticulas com a goma de cajueiro
acetilada para atuarem como nanocarredoras do farmaco indometacina e observaram
boa estabilidade do sistema coloidal durante o periodo de armazenamento de um ano.
Os estudos de liberagao in vitro, mostraram liberagcdo intensa do farmaco nas
primeiras 2 horas, seguida por uma liberagao controlada até 72 horas.

Porto, Augusto, Terekhov, Hamaker e Cristianini (2015a) propuseram aplicagao
de um recurso fisico denominado “alta pressao dindmica”, para modificacédo e
melhoramento das propriedades tecnoldgicas da GC. Os resultados mostraram uma
reducdo na viscosidade da goma, incremento na solubilidade, intumescimento e

capacidade de absorgao de 6leo.

3.1.6 Aplicagbes da Goma de Cajueiro

3.1.6.1 Area farmacéutica e médica

Nas areas médica e farmacéutica, os estudos com a goma de cajueiro tém
evidenciado um excelente desempenho da mesma como emulsificante em
formulagdes farmacéuticas (Asantewaa et al., 2011), atividade antitumoral (Floréncio
et al., 2007; Mothé, de Souza e Calazans, 2008), efeito cicatrizante (Schirato, et al.,
2006), gastroprotetor (Carvalho et al., 2015), atividade antidiarréica (Araujo et al.,

2015; Gongalves et al., 2005), efeito atimicrobiano (Marques, Albuquerque e Xavier-
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Filho,1992; Quelemes et al., 2013; Torquato et al., 2004), potencial terapéutico,
atividade antinociceptiva e antinflamatéria (da Silva et al., 2018b).

Destaque maior nessa area, tém sido dado a utilizacdo da GC como excipiente
farmacéutico para producado de comprimidos (Pinto, Silva e Mansur, 2018) e (Okoye
et al., 2009) e em pastas dentais de aceclofenaco (Hasnain et al., 2018), além de
sistema carreador (Bandeira, 2016; Olorunsola et al., 2016) de diclofenaco (Dias et
al., 2016), sistema transdérmico e agente encapsulante (Porto e Cristianini, 2018) de
farmacos, como por exemplo, da anfotericina B (Lima et al., 2018), indometacina
(Pitombeira et al., 2015), isoxsuprina (Das et al., 2014) e metronidazol (Oforl-Kwakye,
Asantewaa e Kipo, 2010).

As aplicagdes na area médica incluem ainda a utilizagdo da goma de cajueiro
em dispositivos nanobiomédicos (Araujo et al., 2012) e blendas poliméricas bioativas
e biocompativeis (Cordeiro et al., 2017; Silva et al., 2016) para tratamento topico de
feridas e edemas como agente antibacteriano e cicatricial de lesées cutaneas (Lustosa
et al., 2017; Magalhaes et al., 2009; Moreira et al., 2015).
3.1.6.2 Area de Alimentos

A GC apresenta -se como um recurso potencialmente util para a industria de
alimentos. E atéxica, inodora e insipida. Interage fortemente com a 4gua e possui uma
ampla gama de aplicagdes como: emulsificagdo, espessante e oferece desempenho
satisfatorio no encapsulamento de diversos compostos ativos (Mothé e Rao, 2000).
Estudos cientificos corroboram e enfatizam a importancia desse hidrocoloide na
industria de alimentos. A Tabela 8 apresenta o resultado sintetizado dos estudos
compilados, os quais sugerem aplicagdes potenciais para a goma de cajueiro na area

de alimentos.



Tabela 8. Aplicacbées Potenciais da Goma de Cajueiro na Industria de Alimentos.
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Aplicagao/Proposta

Resultados*

Referéncia

Cobertura comestivel em morangos.

Nanoparticula (NP) de goma de cajueiro com acido
acrilico.

Nanocompésitos de GC encapsulada com nano-
magnetita (NM).

Filmes e coberturas comestiveis de GC e amido de
mandioca (AM) e montmorilonita (MMT) aplicados
em castanhas de caju (CCs).

Nanocompdsitos biopoliméricos de poli (alcool
vinilico) (PVA), goma de cajueiro com e sem
particulas de pumice.

Revestimentos comestiveis de goma de cajueiro-
carboximetilcelulose (CMC) na vida util de goiabas
inteiras e cortadas.

Blendas poliméricas biodegradaveis de GC e
quitosana (Q).

Blendas poliméricas de alginato com a goma de
cajueiro com CaClz.

Blendas poliméricas de
nanoparticulas de magnetita (NM).

(PVA)/GC/

Filme biodegradavel de Carboximetilcelulose e
GC.

Atividade antimicrbiana contra Penicillium sp., A. fumigatus e S. sclerotiorum.

NP com um ccr/aa de 0,5 foram menores e tiveram uma maior estabilidade de armazenamento
do que NP com um ccr/aa de 1,0 ou 2.

| a regido amorfa da goma pela adicdo de nanoparticulas de NM. A Tg e a Tm foram maiores
que os da goma pura. Os resultados do TGA indicaram que a temperatura de decomposigéo
térmica do compdsito 1 com o 1 na concentragao de NM.

Revestimentos de AM-GC com ou sem MMT foram eficazes na | das taxas de oxidagdo das
CCs. Por outro lado, a presenga de MMT 1 a protegcdo do revestimento contra a perda de
umidade.

| dos dominios amorfos da blenda polimérica com o 1 da concentragdo das particulas de

pumice. Houve 1 da Tg e Tm na presencga de pumice.

Os revestimentos | a perda de massa, preservaram a firmeza e retaram as mudangas na cor dos
frutos por um periodo de 12 dias a 25-28 °C, 76,0 + 12,4% UR.

O filme de goma de cajueiro apresentou uma superficie lisa, porém com fissuras frageis que
se propagaram ao longo da matrix.

RT, MY, e BVA dos filmes foram favorecidos por maiores tempos de imersdo em CaCl 2 e
menores concentragdes da GC.

1 da Tg; | da flexibilidade do filme; 1 estabilidade térmica e resisténcia a tragdo e | no

alongamento na ruptura com o 1 NM.

A combinagdo da GC com CMC, 1 a hidrofobicidade dos filmes. Os filmes de GC / CMC/glicerol
foram considerados materiais potenciais para aplica¢des tecnolégicas.

Cruz et al. (2016).

da Silva
et al. (2009).

Ramesan e Surya
(2017).

Pinto et al. (2015).

Ramesan et al.
(2018a)

Forato et al. (2015).

Martins, Morgado e
Assis (2014).

Azeredo et al. (2012).

Ramesan et al.
(2018b).

de Britto, de Rizzo e
Assis (2012).



Blenda de polipirrol (PPy) e goma de cajueiro

Utilizagdo da GC para imobilizagéo e recuperacéo
da peroxidase (HRP).

NPA + GC para encapsulamento de 6leo essencial
(L. sidoides) (LS).

Microencapsulagéo de 6leo essencial de gengibre
com GC+ inulina (I)

Microencapsulagéo de extratos crioconcentrados

de café.

Goma de cajueiro e quitosana (Q)
microencapsulagéo do 6leo de pequi.

para

Microencapsulamento do extrato de cha verde
(Camellia sinensis var Assamica).

Nanogéis de quitosana / goma de caju para
encapsulamento de 6leo essencial.
Estabilidade oxidativa em dleo de
microencapsulado com GC.

peixe

Nanoencapsulagdo de 6leo essencial de Lippia
sidoides em quitosana e misturas das gomas de
cajueiro, chicha e angico.

GC como agente auxiliar de secagem por aspersao
do suco de caju.

Este estudo demonstrou a viabilidade de produzir uma alternativa biolégica de filme condutivo
por eletrodeposicao de PPy / GC.

A GC mostrou-se eficiente na imobilizagcdo da peroxidase. A imobilizagéo covalente da HRP foi
otimizada e alcangou um rendimento de 25,4% quando 98,2 U de HRP foi adicionado a 15 mg
de GC ativada com glutaraldeido.

Boa eficiéncia de encapsulagdo. O sistema apresentou-se como um potencial sistema de
liberagdo controlada.

O tratamento (3:1 GC:I m/m) apresentou a maior eficiéncia de encapsulagdo. Ndo houve
rachaduras, obteve boa estabilidade térmica , ndo apresentou alteragdo de fase em meio com
alta aw.

A goma de cajueiro apresentou desempenho semelhante & goma arabica como material de
parede, conferindo protegdo aos compostos volateis do extrato.

Ym= 60%; Melhr condicao: GC/Q= 22:1 em Ph 4,5. Tamanho médio das microparticulas foi de
4,8e2,7 yumparaCG/Q.

As microparticulas apresentaram potencial como ingrediente alimenticio e promotor de
beneficios a saude. A solubilidade variou de de 63% a 72,66%.

Raz&o matriz: 6leo (10: 2), goma: quitosana (1: 1) e 5% de goma apresentaram alta carga
(11,8%) e eficiéncia de encapsulagéo (70%).

Comparando a goma arabica, as microparticulas produzidas usando GC foram mais
higroscopicas, entretanto a eficiéncia de encapsulagao foi maior e a oxidagéo do 6leo foi menos
pronunciada.

¢ =+ 30 mV a - 40 mV; carga de nanoparticulas variaram de 6,7% -15,6%, com uma eficiéncia
média de encapsulamento de 62%; as amostras com altas taxas de GC apresentaram alto teor
de 6leo nanoencapsulado.

A GC atuou como substituto promissor de maltodextrina, sendo mais eficaz do que esta ao
produzir um p6é com boas propriedades de fluxo e solubilidade em agua.
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Castro et al. (2017).

Silva et al. (2010)

de Oliveira, Paula e
de Paula (2014).

Fernandes et al.
(2016).

Rodrigues e Grosso
(2008).

Carvalho et al.
(2018).

Silva et al. (2018).

Abreu et al. (2012).

Botrel et al. (2017)

Paula et al. (2017)

de Oliveira et al.
(2009)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/thermostability

Substituicdo total e parcial da maltodextrina (MT) N&o houve diferenga estatisticamente significativa sobre os teores de AA e AC do extrato
por GC como auxiliar de secagem por atomizagdo quando utilizada a GC ou a MT. As condig¢des otimizadas do processo: Te = 170°C, R= 5:1.
do extrato de bagaco de acerola.

Agente clarificante em suco de caju. A GC (4,75 g.L™") foi eficiente como agente clarificador do suco de caju. Reduziu os teores
protéicos e de taninos do suco.

Emulsificante A goma de cajueiro apresentou boas propriedades emulsificantes em emulsdes liquidas, sendo
um ingrediente promissor para ser utilizado em emulsdes de bebidas.

Atividade antimicrobiana da GC bruto e purificada. A GC purificada apresentou atividade antimicrobiana relevante contra a maioria das bactérias
estudadas, e a GC bruta apresentou atividade antimicrobiana apenas contra bactérias Gram-
positivas (MRSA, MSSA, Listeria innocua e Enterococcus faecium).
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Moreira et al. (2010).

Naka et al. (2016).

Porto e Cristianini,
(2014c).

Campos et al. (2012)

* GC = goma de cajueiro; aw = atividade de agua; cer/aa = relagdo molar goma de cajueiro: acido acrilico; Tg= Temperatura de transigéo vitrea; Tm = temperatura de fusé&o;
Ym = rendimento das microparticulas; UR= umidade relativa; RT = resisténcia a tracdo; MY=modulo de Young; BVA = barreira ao vapor deagua; 1 = aumento; |= diminuigao;
PVA= poli (alcool vinilico); {= potencial zeta; NPA = nonoparticulas de alginato; CMC = Carboximetilcelulose; U= unidade enzimatica (a quantidade de enzima que produz um

aumento de 0,1 na absorbancia ); AA=acido ascorbico; AC= antocianina; Te = Temperatura de entrada; R = razdo GC ou MT: extrato de acerola.
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3.1.7 Outras areas

Ha estudos com a GC em areas como a biotecnologia, na produgao de sistemas
de encapsulamento e liberagdo controlada de 6leos essenciais com atividade larvicida
contra o Aedes aegypti (Paula et al., 2011; Paula et al., 2012) e como suporte para

purificacdo de produtos biolégicos (Sarubbo et al., 2007).

4. Conclusoes e Perspectivas Futuras

Os polissacarideos extraidos de fontes naturais sdo uma importante classe de
macromoléculas biologicas, sobretudo em virtude da sua composi¢ao quimica e
propriedades tecnoldgicas e funcionais moduladas pela sua constituicdo. Dentro
dessa classe de compostos, destaca-se os polissacarideos ou goma de cajueiro,
extraidos do exsudato da Anacardium occidentale L. Essa goma possui relevantes e
multiplas propriedade técnico-funcionais, o que vém sendo reportado em diversos
estudos e a torna um recurso potencial para a ser explorado pela industria quimica,
farmacéutica e alimenticia, inclusive como um potencial substituto da goma arabica.
Porém, é importante destacar os desafios a serem suplantados com relagdo aos
processos que envolvem a extracao e purificagcdo dessa biomacromolécula, até entao
obtida por protocolos analiticos classicos e que oferecem rendimentos insatisfatorios,
oneram os custos produtivos e limitam dessa forma um maior aproveitamento desse
recuso natural.

Nesse contexto, métodos considerados emergentes, a exemplo da extragao
assistida por ultrassom, enzimas, micro-ondas, alta pressido hidrostatica, dentre
outras, associados a ferradas estatistica de otimizacdo das condi¢cdes operacionais
do processo, vém sendo descritos como recursos tecnologicos promissores no campo
da extracao e purificagdo de biomacromoléculas naturais.

O que torna essa revisao de literatura importante para pesquisas futuras no
campo das biomacromoléculas naturais, especialmente daquelas extraidas do
exsudato da Anacardium occidentale L., tanto ao fornecer fundamentos teéricos
essenciais no estudo dos polissacarideos, quanto por identificar problemas ou
limitacbes ainda existentes nessa area e que precisam e podem ser solucionados,

além de propor possiveis recursos para resolu¢cao da problematica identificada.
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CAPITULOII

Extracao de carboidratos totais e extrato seco total assistida por ultrassom do
exsudato de cajueiro (Anacardium occidentale L.): PARTE 1: Modelagem
matematica, otimizagao e validagdao empirica para um novo método de

extracao

Resumo

Foi realizado um estudo sistematico da extracao assistida por ultrassom (EAU), como
uma nova proposta para a obtengao de carboidratos totais (CT) e extrato seco total
(EST) no exsudado do cajueiro (Anacardium occidentale L.). O impacto simultaneo
das variaveis operacionais, poténcia nominal, tempo ultrassénico, temperatura de
extracao e razao liquido: sélido na obtencéo dos CT e EST foi avaliado. A fungao de
desejabilidade propds como condigbes ideais, 720 W, 45 min, 30°C e 25 mL.g". O
teste T detectou diferencga significativa (p < 0,05) ao comparar os dois métodos de
extracao e incrementos de 7,0% e 3,31% para TC e TDE, respectivamente obtidos
pela EAU, além de uma reducgado significativa do tempo de processamento. Os
resultados forneceram as bases tedrico-praticas para a utilizagcdo da EAU, como um
protocolo rapido e eficiente na obtencdo do CT e EST e reforcaram a importancia da
MSR na otimizacdo do processo, oportunizando dessa forma um maior

aproveitamento dessa matéria-prima com alto potencial tecnoldgico.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L. Carboidratos totais. Extragao. Ultrassom.

Otimizagéo.

1. Introdugao

O género Anacardium (familia Anacardiaceae), popularmente conhecido como
“cajueiro”, é uma espécie arbérea nativa do Brasil, também cultivada na Africa e na
Asia, com consideravel capacidade adaptativa as condi¢des edafoclimaticas tropicais
(de Brito, Silva e Rodrigues, 2018; Rajini, 2011; Serrano, Pessoa e de Paula, 2016) e

desempenha relevante papel socioeconémico no nordeste brasileiro, com uma cadeia
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produtiva que proporciona aproximadamente 250 mil empregos diretos e indiretos
(Arruda, Botelho e Carvalho, 2011).

As células epiteliais da casca do cajueiro (Anacardium occidentale L.)
produzem um exsudato rico em carboidratos, especialmente polissacarideos de alto
valor biolégico, como mecanismo de defesa bioquimica a lesdes mecanicas ou contra
o ataque de patdgenos. Quando submetido ao processo extrativo seguido por
purificacdo, esse exsudato da origem a um hidrocoldide denominado “Goma do
cajueiro” (Azeez, 2005; de Britto, de Rizzo e Assis, 2012; Lima, Lima, de Salis e
Moreira, 2002; Naka, Martin, Soumaila, Simplice e Patrice, 2016; Torquato et al.,
2004).

Essa goma tem atraido o interesse crescente de pesquisadores, visto que
apresenta propriedades fisico-quimicas potencialmente promissoras para o setor
alimenticio e farmacéutico, além de ser versatil e natural, é ainda atoxica,
biodegradavel, biocompativel (de Paula, Heatley e Budd,1998; Melo et al., 2020;
Moraes, Farias, Carvalho, Cantanhéde e Eiras, 2020), quimicamente modificavel e
biodisponivel (Brandé&o et al., 2020).

Entretanto, apesar do elevado potencial técnico-funcional dos carboidratos,
polissacarideos e demais constituintes quimicos do exsudato do cajueiro, lacunas
ainda sao identificadas no processo de obtengdo dessas macromoléculas, até entao
restritas aos métodos classicos de Rinaudo e Milas (1991) e de Anderson, Bell e Millar
(1974). Ambos os protocolos experimentais foram descritos e comparados por
Rodrigues, Paula e Costa (1993). Existem métodos de obtencao decorrentes destes,
porém com algumas modificacdes (Lima et al., 2002; Mothé, de Souza e Calazans,
2008f; Silva et al., 2010; Porto e Cristianini, 2014; Dias et al., 2016; Lustosa et al.,
2017). Apesar de serem facilmente executaveis, esses meétodos convencionais
apresentam algumas desvantagens e limitagcdes, tais como um longo tempo de
extracdo, o que eleva o consumo energético do processo e inviabiliza o
aproveitamento integral desse recurso natural, além de rendimentos insatisfatérios,
que podem decorrer de uma bioacessibilidade reduzida do solvente extrator nas
estruturas internas da matriz vegetal, as quais sédo constituidas por estruturas
supramoleculares dindmicas e complexas que atuam como barreiras fisicas naturais

€ ao mesmo tempo sao constituidas por macromoléculas de interesse tecnoldgico.
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Assim, torna-se imprescindivel desenvolver e investigar métodos alternativos
que maximizem a bioacessibilidade do solvente extrator nessas estruturas, ampliando
desse modo os fendbmenos difusivos na extracdo dos carboidratos totais e demais
compostos hidrofilicos da matriz vegetal para o meio reacional e que ao mesmo
tempo, preservem integralmente, nos extrativos de interesse, as caracteristicas
estruturais, as propriedades fisico-quimicas, biolégicas e tecnoldgicas.

Nesse contexto, a extragdo assistida por ultrassom (EAU) vem se destacando
amplamente como uma tecnologia de extragdo emergente, promissora e eficiente na
obtencdo de macromoléculas bioldgicas.

A eficiéncia da extracao assistida por ultrassom (EAU) é atribuida sobretudo,
ao seu mecanismo de agédo, composto pela propagacdo de ondas sonoras de alta
frequéncia (Tiwari et al., 2015) que, ao serem propagadas em meio fisico, promovem
um gradiente de pressao que induz a uma sequéncia de compressoes e rarefacoes
nas moléculas do meio, gerando um fendbmeno denominado “cavitagao”, principal
forca motriz da EAU (Lavilla e Bendicho, 2018; Tiwari et al., 2015). As implosdes
assimétricas das bolhas geradas pela cavitagdo promovem uma forga de
cisalhamento que produz micro-jatos direcionados a interface dos materiais
bioldgicos, os quais sdo capazes de gerar diversos fenbmenos fisicos, dentre os
quais, a erosao, a fragmentagao, sonoporacao, efeito sonocapilar, estresse local e
descamacao superficial da matriz processada. Todos esses efeitos podem ocorrer
simultaneamente ou sequencialmente (Chemat et al., 2017; Wen et al., 2018),
intensificando os fendbmenos de transporte massico (Dhanani, Shah, Gajbhiye e
Kumar, 2017; Fan, Hu, Fu e Zhang, 2015; Kumari, Tiwari, Hossain, Brunton e Rai,
2018; Nipornram, Tochampa, Rattanatraiwong e Singanusong, 2018; Santos, Aguiar,
Barbero, Rezende e Martinez 2015; Tiwari et al., 2015).

A EAU possui ainda a vantagem de acelerar o processo de extragao a baixas
temperaturas, causando menos danos as propriedades estruturais, bioldgicas e
moleculares da matriz vegetal (Tian et al., 2017; Wang et al., 2016).

No entanto, diante da evidente escassez de estudos na literatura, que
proponham a utilizacdo da UEA na obtencdo dos CT e EST no exsudato da
Anacardium occidentale L., surge a necessidade de pesquisas que enfatizem essa
abordagem tecnolégica, para um maior aproveitamento tecno-funcional e comercial

desse recurso natural.
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Desse modo, objetivou-se otimizar a extragao dos CT e EST no exsudato do
cajueiro, assistida por ultrassom, utilizando a metodologia de superficie de resposta
(MSR) via delineamento composto central rotacional (DCCR) para avaliar o impacto
simultdneo da poténcia nominal, do tempo de extracdo, da temperatura e da razéo
entre o solvente extrator e matriz vegetal, comparativamente ao método convencional

de obtencdo dessas biomacromoléculas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Matéria-prima

O exsudato bruto do Anacardium occidentale L. foi coletado no periodo de
julho/2018 a janeiro/2019, no municipio de Itapicuru (coordenadas: Latitude.
11°15°26,29”sul; Longitude. 38°11°10,27”oeste), Bahia, Brasil, acondicionado em
embalagens de polietileno-nylon e levado em transporte aéreo até o Laboratorio de
Embalagem da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil, onde foi

mantido a 25 *+ 2°C até o momento do uso.

2.2. Reagentes quimicos

Acido sulfurico PA (pureza 95-98%) foi adquirido da Fmaia Ind. Com. Ltda (Belo
Horizonte-MG, Brasil). O padrdo de monossacarideo, D-glucose (pureza = 98.0%)
foram adquiridos da Sigma—Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Fenol PA-ACS (Hexis
Cientifica, Jundiai-SP, Brasil). Todos os demais reagentes quimicos utilizados neste
estudo eram de grau analitico. As dispersdes e solugbes foram preparadas com agua
desionizada (resistividade de 18.2 MQ.cm a 25 + 2°C) em sistema Milli-Q Plus da

Millipore (Bedford, MA, EUA).
2.3. Preparo da amostra

Fragmentos do caule e materiais bioldgicos de origem animal foram removidos
manualmente do exsudato do cajueiro (EXC), que em seguida foi fragmentado com o
auxilio de um martelo e posteriormente foi triturado em um moinho de facas rotativo
(Brabender, modelo W1, Alemanha). Apds essa etapa, foi realizada a classificagao
granulométrica do material obtido em agitador de peneiras eletromagnético (Bertel,
Brasil). A fragdo granulométrica retida na peneira de 48 mesh foi acondicionada em
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potes de vidro, os quais foram mantidos em dessecadores contendo silica gel até o

momento da realizagao dos ensaios de extracao.
2.4. Extracao assistida por ultrassom

A obtengao dos extratos aquosos do EXC foi realizada em banho ultrassénico
(Transsonic TI-H10, ElIma, Alemanha) com frequéncia fixa de 25 KHz e os ensaios em
duplicata foram conduzidos de acordo com os niveis dos fatores expressos na matriz
do delineamento experimental proposto na Tabela 1. Amostras do EXC em p6, foram
dispersadas no solvente extrator (agua desionizada) sob diferentes proporg¢des
liquido: sdélido de 5:1 a 25:1 mL.g™". A suspensao foi encaminhada para extragdo dos
CT e EST sob poténcia ultrassdnica nominal de 80 a 720 W, temperatura de 30 a 70
°C e tempo de extracao de 30 a 90 min. Apds o tempo de extracao referente a cada
ensaio, as suspensdes foram centrifugadas (10.000 rpm a 10 + 2°C por 10 min), o
sobrenadante foi recolhido e o precipitado submetido a uma lavagem adicional com
agua desionizada, seguida pela centrifugacdo nas mesma condigbes utilizadas
anteriormente. Ao final, os sobrenadantes foram combinados e liofilizados (FreeZone
2.5 benchtop, Labconco, Canada) a -51 + 2°C com pressao de vacuo de 0.18 mBar

durante 3 dias.
2.5. Extragao convencional

Para fins comparativos, também foi realizada a obtencao dos extratos aquosos
do EXC, de acordo com a metodologia usualmente reportada na literatura cientifica
por Rodrigues, Paula e Costa (1993) com pequenas modificagdes. 4,0 g do EXC
moido (granulometria < 48 mesh) foi dispersado em 100 mL de agua desionizada e
mantido a 25 + 2°C durante 24 horas sob agitagdo magnética a 1.440 rpm. Apds o
tempo de extragao, as suspensdes foram centrifugadas e liofilizadas em condi¢des
idénticas ao processo descrito no item 2.4.

Os ensaios foram conduzidos em duplicata com 5 repeti¢oes.

2.6. Delineamento experimental e modelagem de superficie de resposta

A MSR foi utilizada via DCCR na EAU dos extratos do exsudato da Anacardium
occidentale L. como ferramenta estatistica para estudar o efeito combinado das

variaveis independentes poténcia nominal (X1), temperatura de extragcéo (Xz), tempo
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de extragdo (Xs) e razao solvente: exsudato (X4) (Tabela 1) nas variaveis respostas,
rendimento dos carboidratos totais (CT, %) e extrato seco total (EST, %). O dominio
experimental investigado para cada fator foi proposto com base em testes preliminares
e nos limites instrumentais e operacionais. As variaveis independentes foram

codificadas de acordo com a seguinte equacgao:

x=%2 =123 (1)

AX

Em que: X é o valor codificado da variavel independente; X; é o valor da variavel
independente na escala real correspondente; Xo € o valor na escala real de X; no ponto
central e AX é o incremento de X;correspondente a variagado de 1 unidade na escala

codificada.

Tabela 1. Variaveis independentes nas escalas codificadas e reais e seus respectivos niveis
no DCCR para a otimizacao da extracao de carboidratos e extrato seco total do exsudato da
Anacardium occidentale L.).

Niveis codificados e reais
Variaveis Unidade Variaveis | das variaveis independentes
Independentes Codificadas | -2 -1 0 +1 +2
Poténcia nominal (PN) W X4 80 240 400 560 720
Temperatura de extracao (TE) °C X2 30 40 50 60 70
Tempo ultrassénico (TU) min X3 30 45 60 75 90
Razao Liquido: sdélido (L:S) mL.g”’ X4 5 10 15 20 25

A matriz do DCCR (Tabela 2) com 4 fatores em 5 niveis, consistiu em uma
parcela fatorial composta por 16 tratamentos, axial composta por 8 tratamentos e sete
repeticdes no ponto central (para estimativa do erro experimental), totalizando 31
ensaios, os quais foram conduzidos em duplicata e em ordem completamente
aleatdria. O modelo polinomial de segunda ordem descrito abaixo Eq. (2), foi utilizado

a priori para o ajuste das equacgdes de regressao:

Y = B0 + ¥, BiXi + X, BiiXi® + XSy Xhoiyq PijXiXj + & (2)

Substituindo os parametros da fungdo resposta verdadeira pelas suas

estimativas, obteve-se o modelo estimado pela Eq. (3):

$ =b0 + X, biXi + ¥, biiXi® + X3, X4 bijXiX; (3)

Em que: y é a variavel resposta; b0, bi, bii e bij sdo os parametros do modelo

e representam respectivamente o termo constante e os coeficientes dos termos
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lineares, quadraticos e de interagdo do modelo; Xi, Xi? e XiXj sdo respectivamente os
niveis lineares, quadraticos e de interagdo das variaveis independentes; K
corresponde ao numero de fatores estudados no experimento e €i representa o erro

aleatdrio (Myers, Montgomery & Anderson-Cook, 2016).

2.6.1. Otimizacao com a fungao de desejabilidade

Aos modelos ajustados foi aplicada a fungdo de desejabilidade (Derringer e
Suich, 1980). Esse algoritmo matematico propde a otimizacdo simultdnea das
variaveis respostas, as quais serao transformadas em desejabilidades individuais por
meio da Eq. (4). com o objetivo de maximizar simultaneamente os percentuais

massicos de CT e EST.

0 y <, yimin

. y—yimin . o~ ,
di = yimax—yimin  Vt mLAn < yl.< yi max 4)

1 yi = yi max

Em que: yi min, corresponde ao valor minimo aceitavel para a resposta; yi max,
corresponde ao valor maximo aceitavel para a resposta; yi, corresponde ao valor
aceitavel. Os valores de di variam no intervalo de 0 < di < 1, sendo que o valor de
desejabilidade tende a aumentar quando todas as respostas se aproximam de suas
especificacdes. Os valores das desejabilidades individuais foram combinados
utilizando a Eq. (5) gerando a desejabilidade global (D), que é a média geométrica dos

valores desejaveis individuais.

D = (dlx d2x ...dk)1/k (5)
Desta forma, quanto maior for o valor de D, maior a desejabilidade da resposta,
ou seja, o valor maximo de D corresponde a solugdo otimizada, com relagdo as

variaveis operacionais do processo estatisticamente significativas (p < 0,05).

2.6.2. Validacao do modelo ajustado

A validacdo do modelo proposto consistiu na realizagcdo de experimentos
adicionais, subsequentemente realizados nas condicdes experimentais otimizadas e

estimadas pela funcdo de desejabilidade (ltem 2.6.1). Foi realizada uma analise
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comparativa dos valores das respostas preditas pelos modelos ajustados e
experimentalmente obtidas nos ensaios adicionais de EAU realizados com 5

repeticoes, e cada repeticdo em duplicata.

2.7. Estudo comparativo dos métodos de extragao

Um estudo comparativo para avaliagcdo do desempenho dos dois métodos de
extracdo (EAU em condi¢des otimizadas e EC) em termos de rendimento dos
polissacarideos brutos (%) e extrato seco total (%) presentes no extrato do EXC, foi
realizado subsequentemente. O teste T pareado foi utilizado para esta finalidade, o
qual assumiu como hipétese de nulidade (Ho) a auséncia de diferenga significativa
entre os contrastes para cada método de extragao (Ho: Hdiferenca = 0), € como hipotese
alternativa (Ha) a validagéo da hipétese cientifica de haver diferencga significativa entre

os pares de contrates avaliados (Ha: Jdiferenca # 0).

2.8. Variaveis respostas

Os extratos liofilizados, correspondentes aos ensaios da matriz do DCCR na
EAU e os obtidos pela EC, foram utilizados para a quantificacdo dos percentuais

massicos referentes aos CT e EST.
2.8.1. Estrato Seco Total

O EST correspondeu a todos os componentes, exceto a agua, presentes nas
amostras estudadas. Matematicamente, o EST correspondeu a razdo massica entre
0s solidos totais recuperados apds o processo de secagem e os sélidos totais
fornecidos pelo extrato aquoso do exsudato.

O EST foi determinado por método gravimétrico a 105 + 2°C em estufa com
circulacao de ar (Ethik Technology Produtos e Equipamentos Cientificos Ltda., modelo
400/*ND 400/*ND-300) até obtencao de massa constante, a qual foi admitida variagéo
maxima de 0,005 g para o término do processo. A analise foi realizada em triplicata

com trés repeticdes e o EST foi estimado em base seca conforme Eq. (7).

EST (%) = % 100 (7)
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Em que EST corresponde ao extrato seco total; W1 denota a massa da amostra

apos a secagem (g) e Wo denota a massa da amostra antes da secagem (g).

2.8.2. Determinacéo do teor de carboidratos totais

A determinagdo do teor de CT foi realizada de acordo com o método
colorimétrico fenol-acido sulfurico (Dubois et al.,1956). Este método amplamente
utilizado, permite quantificar todas as classes de carboidratos, incluindo mono-, di-,
oligossacarideos, seus derivados metilicos e polissacarideos.

O sistema reacional foi composto por uma aliquota de 1,0 mL do extrato aquoso
contendo os CT, 1,0 mL da solugdo de fenol 5% (m/v) e 5,0 mL de acido sulfurico
concentrado e as leituras foram realizadas em espectrofotometro UV/VIS (UV-1800,
Shimadzu, Japao) no comprimento de onda de 490 nm. A D-glicose foi utilizada como
padrdao em diferentes concentragbes para construgdo da curva analitica (y =
0,0941x+0,0001; R2=0,9967). O rendimento percentual (m/m%) dos CT extraidos do
EXC foi estimado de acordo com Wang et al. (2019) Eq. (6) e a analise foi realizada

em triplicata com trés repeticoes.

(CT %) = [CWN] £ 100 (6)

Em que CT (%) corresponde ao rendimento dos carboidratos totais extraidos
do EXC; C é a concentragdo dos carboidratos totais presentes na amostra (mg.mL-"),
calculado a partir da equacao obtida na curva padréo; N é o fator de diluicado e W ¢é a

massa dos extratos liofilizados (mg) e utilizados no preparo das solugdes.

2.9. Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas, assim como as aquisicées dos graficos, foram
realizadas com auxilio do Software Statistica, versdo 14.0 (Statsoft Copyright, Inc.).

A adequacidade do modelo estimado para cada variavel resposta no DCCR, foi
avaliada por meio da analise de varidncia (ANOVA) (o= 0,05%) incluindo a
averiguagcao simultdnea da falta de ajuste e das estimativas dos coeficientes do
modelo por meio da probabilidade de F e do teste t de Student (a=0,05%),
respectivamente. Além disso, a qualidade do ajuste dos modelos teve como critério

adotado os coeficientes de determinagao (R?), determinagao ajustado (R?(justado)) € de
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variagdo (CV%). Os modelos ajustados foram compostos apenas pelos coeficientes
estatisticamente significativos (p < 0,05), quando possivel.
As comparagdes qualitativas referentes aos dois métodos de extragéo (EAU e

EC) foram realizadas por Teste T (a= 0,05%).

3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizacao da EAU dos extratos aquosos do exsudato da Anacardium occidentale
L. por MSR

3.1.1. Analise estatistica e ajuste dos modelos

A Tabela 2 apresenta as condi¢cdes experimentais de acordo com o DCCR e os
resultados das variaveis respostas em termos de rendimentos percentuais de CT e
EST, correspondentes a cada ensaio de EAU dos extratos da Anacardium occidentale
L.

Tabela 2. Matriz do DCCR e as variaveis respostas experimentais e preditas, expressas em

termos percentuais de carboidratos totais (CT %) e extrato seco total (EST %) extraidos do
exsudato da Anacardium occidentale L.

Ensaios? Variaveis Independentes® Respostas®
Carboidratos Totais Extrato Seco Total (EST
PN (X1) ET (X2) UT (Xs) L:S(Xq) (CT %) %)

Experimental Predito | Experimental Predito

1 560 (+1) 60 (+1)  75(+1) 10 (-1) 85,71 86,01 86,26 86,52
2 400 (0) 50 (0) 30 (-2) 15 (0) 75,29 74,79 77,48 76,85
3 240 (-1) 60 (+1)  75(+1) 10 (-1) 84,95 84,50 86,11 86,29
4 400 (0) 30(-2) 60 (0) 15 (0) 84,77 84,26 85,31 85,08
5 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 81,84 84,50 85,88 85,79
6 720 (+2) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 86,75 86,29 86,34 85,66
7 240 (-1) 40(-1)  45(-1) 10 (-1) 74,21 74,60 76,54 76,56
8 240 (1) 60 (+1)  45(-1) 20 (+1) 71,55 72,19 72,65 73,24
9 240 (-1) 60 (+1)  45(-1) 10 (-1) 75,84 76,96 77,13 77,65
10 560 (+1) 40 (-1) 75 (+1) 10 (-1) 86,80 87,91 85,63 86,18
11 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 85,18 84,50 85,98 85,79
12 560 (+1) 60 (+1)  45(-1) 10 (-1) 84,56 84,46 84,47 84,34
13 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 85,08 84,50 86,56 85,79
14 240 (-1) 40 (-1) 75 (+1) 20 (+1) 74,91 77,36 75,89 77,73
15 400 (0) 70(+2) 60 (0) 15 (0) 83,85 84,73 85,95 86,51
16 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 84,76 84,50 85,48 85,79
17 80 (-2) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 69,78 68,98 70,32 69,55
18 240 (-1) 40 (-1) 45 (-1) 20 (+1) 70,45 69,82 71,76 72,15
19 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 84,91 84,50 86,65 85,79
20 400 (0) 50 (0) 90 (+2)  15(0) 84,67 83,88 85,45 84,62
21 400 (0) 50 (0) 60 (0) 5 (-2) 87,65 87,25 86,08 87,51
22 560 (+1) 60 (+1)  45(-1) 20 (+1) 83,17 83,73 85,12 85,31
23 560 (+1) 40 (-1) 75 (+1) 20 (+1) 86,95 87,17 87,12 87,15
24 400 (0) 50 (0) 60 (0) 25 (+2) 83,04 81,74 84,92 84,08
25 560 (+1) 40 (-1)  45(-1) 10 (-1) 86,43 86,35 87,13 87,05
26 560 (+1) 40 (-1)  45(-1) 20 (+1) 84,49 85,62 86,40 88,02
27 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 85,01 84,50 87,53 85,79
28 400 (0) 50 (0) 60 (0) 15 (0) 85,49 84,50 86,07 85,79
29 240 (-1) 40 (-1) 75(+1) 10 (-1) 81,93 82,13 82,37 82,14
30 240 (-1) 60 (+1)  75(+1) 20 (+1) 80,04 79,73 81,92 81,88
31 560 (+1) 60 (+1)  75(+1) 20 (+1) 85,06 85,28 86,46 87,49
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a Os dados foram analisados estatisticamente pelo Software Statistica, versdo 14.0 com a matriz decodificada do
DCCR e os ensaios de extragdo foram executados em ordem rand6émica.

5PN (Poténcia nominal, W); TE (Temperatura de extragéo, °C); TU (Tempo ultrass6nico, min); L:S (Raz&o Liquido:
solido, mL.g™").

¢Os valores experimentais das respostas (CT % e EST %) séo expressos como média + desvio padrao, n = 3.

Observou-se, para o dominio experimental proposto e investigado no presente
estudo, que os valores experimentais de CT (%) e o EST (%) dos extratos obtidos
variaram de 69,78 a 87,65% e de 70,32 a 87,53%, respectivamente. O que a priori
leva a pressuposicéo de ter havido efeito das variaveis preditoras do DCCR sobre as
variaveis respostas, dado a magnitude da amplitude total dessas variagoes.

A relagdes funcionais empiricas entre as variaveis operacionais (PN, TE, TU e
L:S) do processo de EAU e as respectivas respostas (CT e EST) foram modeladas
pela MSR e representadas matematicamente pelas seguintes equagdes polinomiais
de segunda ordem desenvolvidas em termos de valores decodificados para as

variaveis preditoras:

CT (%) = 16,05 + 0,1324 PN + 0,2783 TE + 1,089 TU — 0,780 L:S — 0,000067 PN? —
0,005736 TU? — 0,000666 PN*TE — 0,000623 PN*TU + 0,001262 PN*L:S (7)

EST (%) = 33,04 + 0,1340 PN — 0,032 TE + 0,819 TU — 0,845 L:S — 0,000080 PN? —
0,005624 TU? — 0,000594 PN*TE — 0,000673 PN*TU + 0,001683 PN*L:S + 0,00509
TE*TU (8)

Em que CT (%) e EST (%) correspondem aos rendimentos percentuais de
carboidratos totais e extrato seco total; PN; TE; TU e L:S sdo os valores decodificados
da poténcia nominal, da temperatura de extragcao, do tempo ultrassdnico e da razao

de liquido para sélido no meio reacional, respectivamente.

As estimativas dos coeficientes que compdem os modelos (Egs. (7), (8)) e a
sua significancia estatistica estdo sumarizados na Tabela 3.
Tabela 3. ANOVA dos efeitos estimados e modelos polinomiais de segundo grau completo da

MSR para o teor de carboidratos totais e extrato seco total obtidos por EAU do exsudato da
Anacardium occidentale L.

Carboidratos Totais (CT%)° Extrato Seco Total (EST %)°

Fonte de GL SQ Valor-F  Valor-P GL SQ Valor-F Valor-P

Variacao?®
Modelo 14 811,661 42,80 0,000* 14 753,907 65,68 0,000*
PN 1 444,080 327,82 0,000* 1 386,131 470,98 0,000*
TE 1 0,341 0.25 0,623 1 3,052 3,72 0,072
TU 1 123,314 91,03 0,000* 1 90,131 109,94 0,000*
SE 1 45,484 33,58 0,000* 1 17,747 21,65 0,000*
PN? 1 86,372 63,76 0,000* 1 126,904 154,79 0,000*
TE? 1 1,463 1,08 0,314 1 2,256 2,75 0,117"
TU? 1 49,013 36,18 0,000* 1 50,016 61,01 0,000*
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S:E? 1 0,030 0,02 0,883 1 2,817 3,44 0,082
PN*TE 1 18,169 13,41 0,002* 1 14,473 17,65 0,001*
PN*TU 1 35,735 26,38 0,000 1 41,722 50,89 0,000
PN*S:E 1 16,298 12,03 0,003* 1 29,015 35,39 0,000*
TE*TU 1 1,987 1,47 0,243 1 9,310 11,36 0,004
TE*S:E 1 0,113 0,08 0,777 1 0,444 0,54 0,472
TU*S:E 1 0,070 0,05 0,823 1 0,008 0,01 0,922
Residuo 16 21,674 16 13.118
Falta de 10 12,410 0,80 0,638 10 10,407 2,30 0,160
Ajuste
Erro Puro 6 9,265 6 2,710
Total 30 833,335 30 767,024
RZ: 96,95% RZ(AJu)I 95,65% RZZ 97,63°/o RZ(AJu)I 96,45‘%
CV: 6,41% CV: 6,07%

2PN (Poténcia Nominal, W); TE (Temperatura de Extragéo, °C); TU (Tempo de Ultrassénico, min); L:S (Razao
Liquido: sélido, mL.g™).

bec As equacgdes ajustadas e utilizadas para fins preditivos, quando possivel, incluiram apenas os coeficientes
significativos (p < 0,05).

" Significativo (p < 0,05).

ns N&o-significativo (p > 0,05).

A partir dos resultados da ANOVA (Tabela 3), ficou evidente que os efeitos dos
coeficientes lineares PN, TU e L:S, quadraticos PN?, TU? e de interagdo PN*TE,
PN*TU e PN*L:S influenciaram significativamente (p < 0,05) e simultaneamente o
processo de EAU de carboidratos totais e de estrato seco total no exsudato da
Anacardium occidentale L. O EST foi ainda influenciado significativamente (p < 0,05)
pelo efeito da interagdo entre a temperatura de extracdo e o tempo ultrassénico
(TE*TU).

A construcao das relacdes matematicas funcionais entre variaveis preditoras e
as respostas experimentais obtidas (Egs. 7 e 8) seguiu ainda o principio da hierarquia,
descrito por Montgomery (2001) como um postulado em que quando um termo de
ordem superior for mantido no modelo, o de ordem inferior que o compdem também
devera ser mantido. Logo, ambos os modelos matematicos de segunda ordem
estimados, ajustados e propostos no presente estudo (Egs. 7 e 8), comtemplaram
concomitantemente o efeito ndo significativo (p > 0.05) da variavel preditora
temperatura de extracado (TE), dado a existéncia de efeito significativo (p < 0.05) no
termo de ordem superior, correspondente a interacdo entre a poténcia nominal e a
temperatura de extragdo (PN*TE). Além disso, para o teor de EST (Eq. 8) houve
adicionalmente a inclusédo da interagao estatisticamente significativa (p < 0.05) entre
a temperatura de extragéo e o tempo ultrassénico (TE*TU), reforgando a manutengao
do efeito da temperatura de extragédo (p > 0.05), dado a presenga deste no termo de
interacédo (TE*TU) cuja ordem corresponde a uma maior magnitude.

Como critério de avaliacdo adicional da adequacidade do ajuste dos modelos
(Egs. 7 e 8), observou-se ainda valores elevados para os coeficientes de
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determinagdo (R?) e determinagdo ajustado (RZajustado)), 0S quais corresponderam,
respectivamente a 97,39%, 95,12%, 98,29% e 96,79% para o CT (%) e EST (%),
indicando percentualmente o quanto da variagao total nas respostas foi explicada
pelos modelos ajustados. Constatou-se ainda que a falta de ajuste dos modelos foi
nao- significativa (p > 0,05). Ao mesmo tempo, os coeficientes de variagao baixos para
o CT (CV =6,41%) e para o EST (CV = 6,07%), demonstraram um elevado grau de
precisdo e confiabilidade analitica dos resultados experimentais reportados. De
acordo Myers, Montgomery e Anderson-Cook (2016), o CV mede a variabilidade
residual nos dados como uma porcentagem média da variavel resposta, indicando
assim o grau de precisao do modelo estimado.

Assim, os modelos estimados (Egs. 7 e 8) e ajustado aos dados experimentais
decodificados no DCCR, foram satisfatorios para predizer as relagées funcionais dos
efeitos principais e combinados das variaveis operacionais (preditoras) com relagao

as respostas (CT e EST) obtidas na EAU do exsudato da Anacardium occidentale L.

3.1.2 Analise dos efeitos estimados padronizados das variaveis independentes na

EAU de CT e EST no exsudato da Anacardium occidentale L.

As Figs. 1 e 2 correspondem, respectivamente, a representagdo grafica do
diagrama de Pareto e probabilidade normal das estimativas dos efeitos padronizados.
Com base nos resultados, observa-se que o teor de carboidratos totais (Fig. 1A) foi
impactado significativamente (p < 0,05) pelos efeitos estimados na seguinte ordem
decrescente de seus valores absolutos: PN linear> TU linear> PN quadratico> TU
quadratico> L:S linear> PN*TU> PN*TE> PN*L:S, respectivamente, com base na
magnitude e contribuicdo que cada efeito exerce sobre a resposta. Notadamente, para
o rendimento da extracdo em termos de EST, a ordem decrescente dos efeitos
estimados foi a seguinte: PN linear> PN quadratico> TU linear> TU quadratico>
PN*TU> PN*L:S> L:S linear> PN*TE> TE*TU> TE linear> L:S quadratico> TE
quadratico, respectivamente. Desse modo, torna-se evidente que a influéncia dos
fatores operacionais envolvidos na EAU de CT e EST no EXC nao pode ser descrita
somente por uma relagao linear e ou quadratica simples, mas também por uma
relacdo interativa, em que os rendimentos dependem da maneira como O0s

componentes dessas interagdes estao correlacionados.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814619301050#b0120
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Geralmente, nas situagdes em que ocorrem concomitantemente, efeitos
principais e de interagéo significativos (a um nivel de significancia estatistica pré-
estabelecida), a interpretagéo e descricdo dos resultados limita-se as estimativas dos
efeitos padronizados das interacdes, visto que as respostas avaliadas sao fortemente
influenciadas pela relagcéo de interdependéncia que estas associagdes entre os efeitos
principais estabelecem entre si. Porém, vale salientar que no presente estudo, dentro
do dominio experimental investigado, os resultados experimentais denotaram uma
contribuigdo dos efeitos principais lineares e quadraticos significativos (p < 0,05),
expressivamente superiores aos efeitos das interagdes significativas (p < 0,05) para o
teor de CT. Comportamento semelhante foi observado para o percentual de EST (Fig.
1B).

Assim, para fins praticos e tendo como base as informagdes fornecidas pelas
Figs. 1A-B e 2A-B, constata-se que as variaveis operacionais PN e TU, ambas
envolvidas na extragdo dos CT e EST no exsudado do cajueiro, foram as mais
importantes para o processo, cuja associagao com as respostas, dependendo do nivel
das outras variaveis as quais estdo associadas, teve efeito linear positivo e efeito
quadratico negativo, respectivamente, o que sugere a principio no primeiro caso, uma
relagcdo em que o processo foi favorecido pelo incremento da PN e do TU, ao mesmo
tempo em que as melhores respostas ocorrem em direcdo aos niveis superiores
desses fatores, enquanto no segundo caso a relagdo propde a existéncia de
concavidade na superficie de resposta, o que pode levar a presenca de valores
criticos, como um ponto de maximo, ou uma regidao proxima a maximizagao das
respostas.

Além disso, a coexisténcia dos efeitos padronizados significativos (p < 0,05) das
interagbes positivas e negativas, indicam haver respectivamente, sinergismos e
antagonismo entre os fatores que compdem cada interacdo dupla. Desse modo, é
possivel admitir um progndstico favoravel aos rendimentos dos produtos da EAU,
quando ocorre o deslocamento dos niveis dos fatores de seus valores inferiores para
os superiores do delineamento nas interagdes sinérgicas. Por outro lado, nas
interacdes em que a relagao indica antagonismos entre os fatores, presume-se que o
impacto positivo nas respostas se dé por uma relagao oposta entre eles.

E importante ainda notar que o efeito principal da TE foi desprezivel, dada a

nao significancia (p > 0,05) para a resposta CT e apesar de significativo (p < 0,05)
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para a obtengdo do EST, exibiu uma magnitude pouco expressiva, no entanto a

interacéo entre este fator e a potencial nominal (PN*TE) foi significativa (p < 0,05) para

ambas as respostas (Fig. 1A-B). Isso pode ser explicado pela influéncia relevante que
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Fig. 1. Diagrama de Pareto para os efeitos estimados dos termos lineares, quadraticos e de
interacdo da poténcia nominal (PN), tempo ultrassénico (TU), temperatura de extragcéo (TE),
razao liquido: solido (L:S) no teor de carboidratos totais (A) e extrato seco total (B) na extragao
assistida por ultrassom. A linha pontilhada (p = 0,05) indica a significAncia dos efeitos
absolutos, com 95% de probabilidade.

O efeito da PN exerceu no processo de extracio, tendo sido este o efeito mais

significativo (p < 0,05), cuja estimativa do valor absoluto do seu efeito principal

padronizado foi a maior dentre as demais, com isso o efeito principal da temperatura

foi praticamente anulado.
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Fig. 2. Gréafico de probabilidade normal dos efeitos estimados padronizados a 95% de
probabilidade para o rendimento percentual em termos de carboidratos totais (A) e extrato
seco total (B) da EAU do exsudato da Anacardium occidentale L. PN (poténcia nominal); TE
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(temperatura de extracao); TU (tempo ultrassénico); L:S (razao liquido: sélido). L: termo linear;
Q: termo quadratico. || — interagdes; () — efeitos principais.

3.1.3 Analise das superficies de respostas

A abordagem dos modelos empiricos preditivos ajustados (p < 0,05) (Eq. 7 e
8), foi representada pelas superficies tridimensionais (3D) e de contorno
bidimensionais (2D), para avaliar os efeitos das interagdes significativas (p < 0,05) nas
respostas obtidas.

Para a aquisicao grafica, foram mantidas a terceira e a quarta variaveis do
processo constantes, em que o valor fixo para cada uma delas, correspondeu ao seu
respectivo nivel central na matriz do DCCR.

E importante salientar que as duas respostas (CT e EST) seguiram a mesma
tendéncia quanto aos efeitos combinados dos fatores no processo de extragao. Esse
comportamento pode ser atribuido a principio, pela natureza quimica das moléculas
bioldgicas de interesse na EAU solido-liquido com agua, as quais s&o essencialmente
compostas por grupamentos funcionais polares que interagem fortemente com o
solvente extrator, por exemplo, as hidroxilas (OH), as carbonilas (C=0) e as carboxilas
(-COOH), que a nivel molecular, pode ter modelado o perfil cinético e termodinamico

do processo difusivo.
3.1.3.1 Efeito da Temperatura (TE) com a Poténcia Nominal (PN)

A Fig. 3A-D mostra o efeito combinado significativo (p < 0,05) entre a
temperatura de extracédo (TE) e a poténcia nominal (PN) nos percentuais massicos
dos CT e do EST.

I:B:I Carboldratos Totais (%)

2 S
Q 1of 200 300 400 500 800 TOD  BOO
PM (W)
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Fig. 3. Superficies de respostas para os rendimentos em termos de Carboidratos Totais (CT%)
e de Extrato Seco Total (EST%) na EAU do exsudato da Anacardium occidentale L., em
funcao da interacao significativa (p < 0,05) entre a Poténcia Nominal (PN) * Temperatura de

Extracdo (TE). A-B: Superficies 3D e 2D para o teor de CT%. C-D: Superficies 3D e 2D para
o teor de EST%.

Observa-se (Fig. 3A-D), no primeiro momento, que o processo de EAU pode
ser descrito por uma relagao funcional predominantemente linear, correspondente a
regiao das superficies de respostas delimitadas por valores abaixo de 400 W, em que
maiores percentuais de CT e de EST decorrem de incrementos simultdneos da TE e
da PN até 240 W, assim como da combinag¢ao da PN acima de 240 W com menores
valores da TE.

Uma explicacao plausivel para o comportamento supracitado, fundamenta-se
em aspectos tedricos relacionados aos mecanismos que envolvem os fenbmenos de
transporte massico em sistemas bioldgicos, assim como na termodindmica das
interagcdes inter e intramoleculares dos componentes do sistema em condigdes
operacionais especificas.

Dentre esses fundamentos, sabem-se que nos processos de extragao soélido-
liquido envolvendo estruturas biolégicas como fontes de macromoléculas orgénicas,
a temperatura contribui energeticamente para a formagao, quebra, enfraquecimento,
e dissociacao das interagdes inter e intramoleculares no sistema coloidal composto
pelo solvente extrator e pelas macromoléculas orgéanicas. O equilibrio dessas forgas,
assim como a dindmica molecular e estrutural, pode modular as propriedades fisicas,
termofisicas e osméticas do sistema reacional (Chang et al., 1993; Dashnau et al.,
2005; Li, Pordesimo e Weiss, 2004; Leckband e Israelachvili, 2001; Moschovi et al.,

2014; Speight, 2020). Essas propriedades, por sua vez, encontram-se intimamente
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relacionadas com a difusividade do analito de interesse tecnoldgico da matriz sélida
particulada para o meio, assim como na solubilidade do analito no solvente extrator
(Hatakeyama e Hatakeyama, 1998; Jayawardena et al., 2017; Joanna et al., 2017,
Gaffney e Marley, 2018) e desempenho dos mecanismos que envolvem a cavitagao
acustica (Chemat et al., 2017), cuja a eficiéncia € significativamente impactada por
diferentes parametros, como temperatura, poténcia e frequéncia ultrassonica,
natureza quimica do solvente, gas, geometria do reator, dentre outros (Ali et al., 2014).

Logo, no primeiro momento, o efeito positivo que o incremento progressivo da
TE exerce nos rendimentos, pode ser atribuido ao somatoério de alguns eventos,
dentre os quais, o aumento da condutividade térmica (Li, 2022), a reducdo da
viscosidade (Li, 2022) e da tensado superficial da agua, possibilitam uma maior
solubilidade dos analitos, assim como uma maior mobilidade do solvente extrator nos
intersticios e microestruturas celulares que compdem o tecido vegetal, a exemplo da
parede celular, levando a maiores taxas de extragdo (Cao et al., 2018; Dog et al.,
2021; Hadidi et al., 2020; Zhu, 2022).

Aliado a isso, incrementos na TE potencializa a ocorréncia de mudangas
estruturais na parede celular (Joardder et al., 2017), sobretudo em virtude do aumento
da sua porosidade, o que repercute diretamente na bioacessibilidade da agua no
interior dessa estrutura bioldgica, ocasionando assim uma extensdo nos rendimentos,
sobretudo em virtude da intensificacdo nas interagcdes intermoleculares entre o
solvente e os sitios de ligacédo dos carboidratos e demais biomoléculas integrantes da
parede celular (Li et al., 2021).

Notadamente, sabe-se ainda que, a medida que a temperatura do processo
aumenta, ocorre o aumento do coeficiente de difusividade efetivo (Deff). Essa relagéo
de dependéncia direta entre a temperatura e o Detr, também repercute na maximizagao
dos produtos obtidos ao intensificar os processos difusivos (Chilev et al., 2014; Liu et
al., 2021; Gabaldon-Leyva et al., 2007; Khan et al., 2016; Zhu, 2022).

Por outro lado, o efeito negativo nos rendimentos que a TE exerceu quando
associada a PN acima de 240 W, pode estar relacionado, ao limiar critico que a TE
apresenta, acima do qual, ocorre um efeito aparentemente destrutivo nos
componentes biolégicos termossensiveis, ocasionando hidrdlise, clivagem nas
ligacbes glicosidicas ou despolimerizagado das cadeias polissacaridicas (Golbargi et

al., 2021; Hadidi et al., 2020). A evaporagao da agua ocasionada com pelo ganho de



100

calor via aumento de temperatura, também pode ser considerada um fator limitante
na eficiéncia do processo (Dutta, 2009) e reducao desses rendimentos.

Adicionalmente, é relatado na literatura que aumentos progressivos de
temperatura durante os processos extrativos ocasionam impacto na efetividade dos
fendmenos inerentes a cavitagdo acustica promovidos pelo ultrassom, o que
consequentemente reduz a eficiéncia global na transferéncia de massa potencializada
pela aplicagdo do ultrassom nos processos extrativos (Chemat et al., 2017).

O aumento da temperatura contribui para o aumento da pressao de vapor da
agua. Isso ocasiona uma sequéncia de eventos, dentre os quais, destacam-se a
reducao do “limiar de cavitagao”, definido por Nguyen et al. (2017), como a amplitude
minima de pressao sonora necessaria para iniciar a cavitagao acustica. Essa reducao
do limiar, repercute na formagao de bolhas de cavitacdo mais faciimente e dessa
forma mais numerosas, no entanto, as bolhas formadas contém uma maior quantidade
de vapor do solvente em seu interior, 0 que reduz a energia ultrassénica produzida
pela cavitacdo em virtude do enfraquecimento do colapso dessa estrutura, tornando
esse fendbmeno menos violento, sobretudo em decorréncia da entalpia gerada durante
o colapso ser utilizada para fins de condensagao do vapor. Dessa forma, ocorre uma
atenuacao dos efeitos da cavitacado acustica nas superficies das estruturas biolodgicas
que compdem a interface solido-liquido (Auret et al., 1993; Luche, 1998; Mason e
Lorimer, 1989; Morton et al., 2021; Niemczewski, 2007; Plesset, 1972; Shima et al.,
1998; Van, 2008; Santos et al., 2009; Shah et al., 1999; Thompson e Doraiswamy,
1999; Yasui, 2001), impactando assim na reducdo dos processos difusivos. As
tendéncias opostas supracitadas sugerem que uma temperatura ou faixa de
temperatura 6tima pode ocorrer, na qual a cavitagao é mais intensa e eficaz. No geral,
0s maiores efeitos sonoquimicos sdo observados em temperaturas amenas, quando
a maior parcela do conteudo da bolha de cavitagao € preenchida por gas.

E importante observar que a regido das superficies com PN superiores a 400
W passa a ser representada, sobretudo, por uma relagao funcional quadratica entre
as variaveis do processo, supostamente caracterizada pela condicao experimental de
equilibrio cinético e termodinamico, correspondente aos rendimentos maximos, os
quais foram 86,75% e 86,34% para os CT e EST, respectivamente. Nesta regiao,
mantendo uma dada PN fixa, maiores percentuais de CT e EST foram obtidos em

combinacdo da PN com menores temperaturas de extracdo. Esse comportamento
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pode ser explicado pelo efeito atenuante previamente descrito, exercido por elevadas
temperaturas com relagao aos fendbmenos fisico-quimicos e mecanicos promovidos
pela cavitagdo acustica nas paredes celulares dos tecidos vegetais.

Por sua vez, mantendo uma data temperatura fixa, rendimentos mais
acentuados foram obtidos com a aplicagcdo de maiores densidades de energia
ultrassbnica por meio do incremento na poténcia nominal aplicada ao sistema. Esse
comportamento possivelmente estar associado a amplificagdo dos efeitos da
cavitacdo acustica com o incremento da poténcia ultrassénica de entrada no sistema
reacional. Dentre os efeitos, pode ser descritos as alteragdes histolégicas na
superficie e parede celular da matriz biolégica utilizada, como o aumento de microjatos
e com isso acentuacao do diametro dos poros presentes na parede celular tipicamente
semipermeavel, a formacdo de novos poros e elevados cisalhamentos ocasionam a
fragmentacgao total ou parcial dessa microestrutura, tornando os sitios de ligagao dos
componentes intracelulares, a exemplo dos carboidratos totais e demais componentes
fortemente polares, mais acessiveis e consequentemente potencializando a
transferéncia de massa para o meio. Nessas condigdes operacionais especificas, a
TE passa a ter um efeito adjuvante no processo, enquanto a PN passa a exercer efeito
critico.

Muitos autores (Alzorqi et al., 2017; Guo et al., 2022a; Guo et al., 2022b; Maran
et al., 2013; Wang et al., 2014; Wang et al., 2018; Wang et al., 2021; Zheng et al.,
2016) reportaram resultados semelhantes e concordam quanto a contribuigédo positiva
exercida pela poténcia ultrassGnica na extragdo de biomoléculas e atribuem a
eficiéncia extrativa a extensdo dos efeitos fisico-quimicos da cavitagdao acustica e
cisalhamento mecanico com o aumento progressivo da poténcia ultrassonica
fornecida ao sistema, sob condicbes de temperatura, pressido, frequéncia
ultrassénica, concentragao de solutos, natureza quimica e volume do meio reacional
especificas e controladas.

No entanto, € possivel observar ainda um efeito negativo nas respostas,
exercido quando ocorre uma associacdo da RP em torno de 720 W com TE superiores
a 50 °C. De acordo com Alzorqi et al. (2017), a elevagédo extensiva da poténcia
ultrassbénica podera decompor os componentes extraidos, resultando em menores
rendimentos ou segundo Mulay, e Rathod (2022) pode ainda ser atribuido a

propagacao ineficiente das ondas ultrassénicas. O efeito aparentemente destrutivo
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que a combinagao simultanea de valores relativamente elevados da PN e TE exercem
em macromoléculas bioldgicas também foi relatado por Chen et al. (2022), Guo et al.
(2022b), Wang et al. (2014) e Zheng et al. (2016).

De acordo com Dezhkunov (2002), a intensidade cavitacional com a variagao
da temperatura do liquido € um dos métodos mais simples para modificar a atividade
da cavitagdo. Uma mudanga na temperatura implica em alteragéo direta em uma série
de parametros que exercem uma forte influéncia sobre os tamanhos dos nucleos de
cavitacdo, dinamica e densidade das bolhas e sua distribuicdo de tamanho no campo
de cavitacéao.

Em sintese e com base nos resultados descritos, pode-se discorrer que a
temperatura do fluido extrator € um dos fatores criticos na cinética dos processos
difusivos que envolvem os fendmenos de transporte, a exemplo da transferéncia de
massa solido-liquido decorrente da extracdo de macromoléculas em sistemas
bioldgicos, a citar os mono, os oligo e os polissacarideos presentes na parede celular
do exsudato da Anacardium occidentale L. Sob essa perspectiva, constata-se que
esse efeito € decorrente sobretudo, da influéncia multipla e direta que essa
propriedade de estado exerce no balangco de forgcas que permeiam as relagdes
hidricas entre o solvente extrator e o interior das estruturas biolégicas compostas por
células do tecido vegetal. Porém, pode-se inferir que o seu efeito € mais pronunciado,
quando combinado com valores amenos de energia ultrassOnica aplicada ao
processo. O mesmo ocorre com a PN, que exerce efeito critico quando a TE encontra-
se proxima e/ou ligeiramente superior a ambiente. Desse modo, o efeito da
temperatura, assim como o da poténcia ultrassOnica aplicada ao sistema reacional
nao pode ser amplamente generalizado, pois € notavel a interdependéncia que esses

fatores estabelecem entre si.
3.1.3.2 Efeito do Tempo Ultrassénico (TU) com a Poténcia Nominal (PN)

A Fig. 4A-D apresenta a interagéao significativa (p < 0,05) entre o TU e a PN na
obtencgao dos percentuais massicos de CT e de EST.

Por meio do diagnéstico grafico (Fig. 4A-D), é possivel constatar a ocorréncia
de uma relagao funcional predominantemente quadratica entre as variaveis preditivas
do processo extrativo que compdem a interacdo TU*PN, em que incrementos
progressivos e simultaneos nos valores de TU e PN, até um limiar critico, repercutem

positivamente nos rendimentos obtidos.
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Fig. 4. Superficies de respostas para os rendimentos em termos de Carboidratos Totais (CT%)
e de Extrato Seco Total (EST%) na EAU do exsudato da Anacardium occidentale L., em
funcdo da interagdo significativa (p < 0,05) entre a Poténcia Nominal (PN) * Tempo

Ultrassénico (TU). A-B: Superficies 3D e 2D para o teor de CT%. C-D: Superficies 3D e 2D
para o teor de EST%.

Para o intervalo experimental estudado e mantendo fixa a temperatura de
extragdo em 50 °C e a razdo liquido: solido em 15 mL.g™!, observa-se (Fig. 4A-D) uma
regido de platd, a partir da qual, incrementos nos valores da PN e do TU néo

promoveram variagdes nos rendimentos. Essa regido, supostamente caracterizada

pela condigdo de equilibrio cinético e termodindmico dos processos

predominantemente difusivos, pode ainda ser reconhecida como a regidao na qual
ocorre a combinagao dos niveis ideais entre os fatores (PN e TU), promovendo com
isso uma condigdo de resposta 6tima para o processo de EAU, na qual foram
estimados os rendimentos maximos a 720 W durante 60 min, tendo correspondidos a
86,75% e 86,34% para CT e EST, respectivamente. A partir dessa combinacao ideal,
incrementos nos valores da PN e TU n&o ocasionam a maximizagao das respostas,

ao contrario, € observado que acima dos niveis maximos positivos da PN e TU, ocorre
uma leve reducao dos percentuais dos produtos extrativos.



104

A importancia que o efeito da PN exerce nos processos extrativos solido-liquido
foi amplamente descrita no item 3.1.3.1 e o efeito positivo que essa variavel preditora
exerce nas respostas quando associada ao tempo de extragdo, € decorrente, em
sintese, dos fenbmenos e mecanismos inerentes a cavitacdo acustica promovida e
intensificada com o incremento da poténcia. Por outro lado, de acordo com Zhu et al.
(2015), parece bastante razoavel pressupor que o tempo de extragao consiste em um
dos fatores que influencia fortemente a eficiéncia do processo e a seletividade do
fluido extrator, sobretudo em decorréncia do tempo minimo requerido de exposi¢ao
da matriz biologica para que elevadas taxas de extrativos sejam obtidas e assim possa
ser atingida a condi¢cao de equilibrio ou saturagao. Nesse caso, convém hipotetizar
que quanto maior o tempo de exposicdo da matriz bioldgica ao fluido extrator, maior
sera os rendimentos do processo. No entanto, € possivel salientar, com base na
analise candbnica das superficies de respostas obtidas (Fig.4A e C), que nem sempre
esse comportamento foi observado, ao contrario, apods atingir o equilibrio
hidrodinamico, foi observada uma leve reducao nas taxas de extracao das moléculas
bioldgicas obtidas. Esse comportamento pode ser atribuido ao efeito degradativo nas
macromoléculas que o ultrassom promoveu com a incidéncia de efeitos da cavitagao
acustica para além do tempo necessario.

Com base na analise candnica das superficies de respostas (Fig.4A e C), é
possivel identificar que as inclinagdes nas curvas seguiram perfil assintético, tipicos
de processos de transferéncia de massa solido-liquido em sistema biolégicos, com
intensidades nas taxas de extracdo diferentes ao longo do processo, tendo desse
modo evidenciado indiretamente, por meio dos rendimentos massicos, que o processo
apresentou taxas de extragdo diferentes ao longo do tempo. Com base nessa
abordagem, é possivel inferir que os primeiros 40 min de processo é caracterizado
por taxas de extragao rapidas, seguidas por taxas moderadas e lentas ao longo dos
intervalos de tempo adicionais, até atingir o nivel de saturacdo, com taxas
semelhantes e maximas por volta de 60 min de extragao e redugdo amena quando o
processo excedeu 80 min. Perfil semelhante foi descrito por Bogdanov e Svinyarov
(2013), Zhu et al. (2015).

Uma explicacao plausivel para elucidar o impacto que a combinagao do efeito
do TU e PN exerce nas taxas da extracdo solvolitica solido-liquido assistida por

ultrassom de macromoléculas bioldgicas, envolve alguns fenémenos fisico-quimicos,
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dentre os quais, podem ser descritos, no primeiro momento o potencial quimico, forga
motriz que impulsiona o fendbmeno de transporte massico, é grande o suficiente para
promover o contato imediato da agua e suas espécies quimicas dissociadas (H* e -
OH) com a interface da matriz sélida, ocasionando a lixiviagdo/transferéncia de
moléculas polares da superficie solida para o meio reacional por meio da solvatagao
do analito. Esse estagio ocorre em um curto periodo, o que suporta afirmar,
possivelmente ser o responsavel por elevadas taxas de extracdo no inicio do processo
e rendimentos pouco expressivos, pois as macromoléculas de interesse, em sua
maioria, encontram-se nas estruturas internas das ceélulas vegetais, o que ocasionara
uma reducdo nas taxas de extragdo (Chanioti, Liadakis e Tzia, 2014; Herodez,
Hadolin, Skerget e Knez, 2003; Perez, Carelli e Crapiste, 2011; Rakotondramasy-
Rabesiaka, Havet, Porte e Fauduet, 2009; Zhu, 2022), supostamente por demandar
maior intervalo de tempo e gasto energético para o solvente difundir-se pelos poros e
capilares da matriz sélida, alcancgar o interior dessas estruturas, quebrar as interagdes
intermoleculares analito-analito e substitui-las parcialmente e ou/ integralmente por
interagbes analito-solvente, as quais segundo Jayawardena, Pandithavidana e
Sameera (2017) é auxiliada pela entropia, pois as moléculas preferem conformacgdes
de baixa energia, seguido por difusdo pelos intersticios internos da membrana e
finalmente dessorvido para o meio reacional, até atingir condigcbes saturadas,
equalizando o potencial quimico entre as fases, o que torna o fenémeno de transporte
progressivamente mais lento e dificil de ocorrer. Por outro lado, a cavitagdo acustica
potencializa a bioacessibilidade da agua para o interior da membrana celular,
amplificando a area de contato com a matriz sélida, o que pode resultar em difusao
com taxas de extracao extensivamente aumentadas, comparativamente ao processo
convencional, sem aplicagcdo de ultrassom em alta frequéncia, pois de acordo com
Dutta (2009), a taxa e o tempo de extracao dependem fortemente da microestrutura
da matriz sélida.

Stirk et al. (2020) estudaram o efeito dos métodos de ruptura celular na extragao
de compostos bioativos presentes na biomassa de microalgas e concluiram que tanto
a sonicacdo quanto a moagem da biomassa promoveram significativamente a
maximizagcdo do rendimento do extrato em comparagdo com as amostras somente

liofilizadas, o que os levaram a concluir a necessidade de métodos de ruptura celular
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para obtencdo de rendimentos satisfatorios nos processos extrativos. Repercutindo
desse modo em tempo de extragao mais curto.

Por outro lado, € importante salientar ainda, que fixando o TU, maiores
rendimentos (CT e EST) sdo obtidos com o incremento da PN, independentemente
do valor de TU fixado. O inverso disso também ocorre para a PN, ou seja, fixando a
PN, um incremento do TU promove maiores percentuais massicos de CT e EST. O
que reforga o impacto positivo nas taxas de extracdo soélido-liquido por meio de
mecanismos que potencializem o contato entre o analito e o solvente. Quaisquer preé-
tratamentos ou mecanismos que ocasionem mudangas na estrutura fisica da matriz
solida, seja maximizando a presenga de poros, ou ocasionando a disruptiva,
fragmentacado, segundo Rakotondramasy-Rabesiaka, Havet, Porte e Fauduet (2009)
reduzira a resisténcia adicional das paredes celulares e resultara na intensificagcao da

difusdo, repercutindo em maiores rendimentos.

3.1.3.3 Efeito da Razao Liquido: Solido (L:S) com a Poténcia Nominal (PN)

A Fig. 5A-D apresenta a interacao significativa (p < 0,05) entre arazédo L: Se a
PN na extracdo de CT e de EST. Ao manter o tempo e a temperatura invariaveis
durante o processo de extracdo, com valores correspondentes a 60 min e 50 °C, foi
possivel identificar a coexisténcia de relagdes distintas entre os diferentes niveis dos
fatores que compdem a interagao supracitada ao longo de toda a regido das
superficies de respostas. Desse modo, € possivel sugerir que a interagdo L:S*PN
promoveu um forte impacto nos fenbmenos de transporte massico associados ao
material biolégico no presente estudo, contudo, a eficiéncia do processo nao pdde ser
descrita por um comportamento genérico, pois foi influenciada de maneira distinta pela
combinagado dos diferentes niveis dos fatores que compdem a interagdo (L:S*PN).
Logo, tona-se necessario um diagnostico sistematico ao longo das superficies (Fig.
5A-D), que contemple os possiveis fendmenos fisico-quimicos decorrentes das
relagdes entre L:S*PN e os correlacionem aos diferentes percentuais massicos

obtidos ao longo do processo.



107

{A} {E',i Carboldratos Totals (%)
26
24
4 22
F _ 20
o =18
e - 16
E E 44
% 12
A 10|
z B
B
.
0 100 200 300 400 500 BO0 7FOO BO0O
PR (W)
(€) (D) Extrato Seco Total (%)
26
i 24
= 22
& 1 L
%‘-‘ i 18
% 2 16
g b
= % 12
=

O 100 200 300 400 500 €00 700 8OO
PM (W)

Fig. 5. Superficies de respostas para os rendimentos em termos de Carboidratos Totais (CT%)
e de Extrato Seco Total (EST%) na EAU do exsudato da Anacardium occidentale L., em
funcdo da interagao significativa (p < 0,05) entre a Poténcia Nominal (PN) * Raz&o Liquido:

Solido (L: S). A-B: Superficies 3D e 2D para o teor de CT%. C-D: Superficies 3D e 2D para o
teor de EST%.

Os rendimentos (CT e EST) foram progressivamente amplificados (Fig. 5A-D)
quando ocorreu o incremento da poténcia nominal até valores proximos a 560 W,
associado a uma leve redugéo progressiva na razao L: S até o seu limite inferior no
delineamento. No entanto, a eficiéncia do processo passou a ser sensivelmente
reduzida quando a PN assumiu valores superiores a 560 W combinado a razdes L:S
inferiores a 15 mL.g™". A abordagem da dinamica de bolhas de cavitag&o acustica em
sistemas multibolhas ou de bolha unica realizada por Brotchie, Grieser e Ashokkumar
(2009) e Merouani et al. (2013) evidenciaram uma tendéncia geral de que o tamanho
meédio para uma bolha ressonante € proporcional ao aumento da amplitude ou
poténcia acustica. Logo, é possivel presumir que o aumento da PN até valores

proximos a 560 W com a reducdo da relacéo L:S, promoveu um colapso das bolhas
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de cavitagdo mais intenso e violento, impactando desse modo em uma maior area
interfacial soélido -liquido e consequentemente na eficiéncia dos fendbmenos de
transporte massico com maiores rendimentos.

Associado a isso, uma possivel explicacdo complementar para o aumento
progressivo dos percentuais massicos nessas condi¢cdes operacionais, pode estar
relacionado a adigdo da matriz vegetal particulada em quantidades elevadas, dentro
de uma faixa especifica no meio liquido. Com base em estudos que reportam o efeito
da adicdo de particulas suspensas no meio reacional sob aplicagcdo de ultrassom,
observou-se, de modo geral, que a existéncia dessas particulas suspensas no meio
liquido, em quantidade apropriada, fornece locais/sitios de nucleagao suplementares
para as bolhas ativas de cavitag&do. Isso ocorre, porque a presenga de rugosidade
superficial nesses elementos sélidos leva a diminui¢do do limiar de cavitagéo, o qual
€ responsavel por aumentar a quantidade de bolhas no sistema irradiado por
ultrassom, elevando as atividades e rendimentos sonoquimicos. Esses efeitos sao
ainda proporcionais a concentragdo dessas particulas no meio liquido (Haosheng,
Jiadao e Darong, 2009; Shanei e Shanei, 2017a; Shanei et al., 2020b; Tuziuti et al.,
2005). Logo, as superficies sélidas do exsudato suspensas em agua, passam ter mais
chances de serem danificadas/ ou sofrerem disrup¢ao pelo impacto de um volume
grande de bolhas formadas, potencializando desse modo a transferéncia de massa
da matriz para o meio reacional.

E importante observar ainda (Fig. 5A-D), que mantendo a PN fixa, maiores
percentuais de CT e de EST foram obtidos em combinacdo da PN com menores
razdes L:S, o que reforga a explicacao supracitada. No entanto, ao fixar a razao L:S,
maiores teores de CT e EST foram obtidos em combinacdo da L:S com maiores
valores de PN.

Por outro lado, uma explicagao plausivel para a redugao nas taxas de extrativos
quando a PN foi superior a 560 W e L:S inferior a 15 mL.g™", pode ser devido a
coexisténcia de diversos fendmenos complexos que atenuam os efeitos da cavitacao
acustica no meio reacional quando ao sistema € aplicado poténcias nominais de
magnitudes elevadas, ou aos efeitos fisico-quimicos ocasionados pela presenca
significativa dos extrativos no meio reacional ou até mesmo a degradacao desses
extrativos em fungdo de uma atividade cavitacional excessiva. Esses eventos podem

estar ocorrendo ao mesmo tempo ou ndo, e a contribuigdo de cada um deles para os
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rendimentos massicos, resultam das condigdes operacionais especificas impostas ao
sistema extrator.

Dentre os fenbmenos que exercem efeito de atenuacdo da atividade
cavitacional, pode ser citado o “efeito de blindagem”, descrito amplamente como um
fendmeno de formacéo de nuvens de bolhas no meio reacional proporcionalmente a
progressao ascendente da poténcia ultrassénica (Zijlstra et al., 2015). Quando a
poténcia nominal € aumentada, ocorre um aumento direto na densidade da nuvem de
bolhas, pois as forgas atrativas inter-bolhas sobressaem as repulsivas, ocasionando
desse modo o enfraquecimento da propagacdo do campo acustico, restringindo as
zonas ativas proximas a fonte emissora desse campo, enfraquecendo assim a
propagacéo do campo acustico no meio reacional e o colapso das bolhas proximo a
interface sdlido- liquido, intensificando assim a blindagem dos efeitos cavitacionais
(Grosjean, Julcour, Louisnard e Barthe, 2019; Lebon, Tzanakis, Pericleous e Eskin,
2018; Khavairi et al., 2021; Tzanakis et al., 2016a; Tzanakis, Lebon, Eskin e Pericleous,
2017b).

Outra possibilidade para a atenuagao dos efeitos da cavitagao acustica no meio
reacional com o aumento progressivo da densidade de bolhas e o surgimento de
zonas de saturagdo, com o incremento progressivo da PN além do limiar critico,
consiste na intensificagdo da probabilidade de deformacéo das bolhas de cavitagao
pelos impactos interbolhas e seu colapso de forma n&o esférica. Esse colapso
assimétrico por sua vez, ocasiona a redugéo da eficiéncia energética por bolha, o que
reduz a intensidade da atividade cavitacional (Dezhkunov, 2002; Peregrine, 1994).
Esses fenbmenos atenuantes impactam negativamente na eficiéncia dos fendbmenos
de transporte massico dos extrativos de interesse presentes na da matriz vegetal para
0 meio reacional e podem explicar a reducdo dos percentuais massicos quando as
condi¢cbes operacionais corresponderam aos valores anteriormente descritos para a
PN e arazéo L:S.

E importante salientar ainda, o impacto na atividade cavitacional e fenémenos
de transporte massico que as particulas constituintes da matriz vegetal (exsudato da
Anacardium occidentale L.) exercem quando suspensas em meio aquoso. Para as
situacdes especificas em que as razdes L:S corresponderam a valores inferiores a 15

mL.g™', é possivel presumir que uma elevada concentragdo dessas particulas solidas
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em meio aquoso, contribuiu fortemente para a atenuagao da atividade cavitacional em
fungcdo das mudancas nas propriedades fisico-quimicas da agua.

Foi discutido nas sessdes anteriores que um dos requisitos para a ocorréncia
da cavitagdo acustica, consiste na presenga de pressao negativa na regido de
rarefagdo da onda sonora e ao mesmo tempo, que essa pressado supere as forgas
coesivas do meio reacional. Assim, maiores concentracdes de carboidratos e demais
componentes que perfazem o EST no meio, promovem maiores forgas coesivas no
meio liquido, com o aumento da viscosidade, tensdo superficial e densidade do
solvente extrator. Isso repercute diretamente na redugao do desempenho e eficiéncia
dos fendmenos disruptivos e mecanicos inerentes a cavitagdo acustica promovida
pelo ultrassom, atenuando-os sensivelmente e repercutindo negativamente nas taxas
de extracdo (Ali et al., 2014; Franco et al., 2007; Taghizadeh e Mehrdad, 2003).

E possivel ainda, discorrer acerca da coexisténcia de uma regido nas
superficies 2D e 3D, acima de 20 mL.g™' e de 560 W em que o processo de extragao
foi mais efetivo. Nessa regido, identificou-se a predominéncia de uma relagéo
funcional contraria a descrita anteriormente, em que ocorre sinergismo entre as
variaveis preditoras do processo que integram a interacdo PN*L:S. Nessa regido, as
respostas passaram a serem favorecidas pela combinagcédo de valores proximos ao
extremo positivo da PN e razbes L:S continuamente superiores a 15 mL.g™!, tendo
alcancado os rendimentos maximos do processo, os quais corresponderam a 87,65%
e 86,34% para CT e EST, respectivamente, com PN de 720 W e L:S de 15 mL.g™".
Uma leve reducdo nesses percentuais pode ser identificada em condigbes
operacionais acima da descrita.

Uma maior relagao L:S nos processos extrativos, implica em um meio reacional
diluido, dado ao volume elevado de solvente proporcionalmente a quantidade do
analito dispersa. De acordo com Zhu et al. (2015), essa relacdo L:S impacta
diretamente em um gradiente de potencial quimico elevado entre as células vegetais
e o0 solvente extrator, impulsionando dessa forma os processos difusivos de
macromoléculas biolégicas em curto periodo e com maior magnitude, alcangando
assim elevas taxas de extracédo. O que implica na necessidade de maiores intensidade
de poténcia ultrassonica para transpor as barreiras fisicas, pelas maiores distancias

conferidas pelos maiores volumes de agua entre os sitios de reagao presentes na
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interface solido-liquido e interior da matriz, para que assim, possa ao final ser
alcancada uma situagao de equilibrio cinético e termodinamico.

No entanto, uma leve reducdo dos rendimentos em condi¢gdes operacionais
envolvendo simultaneamente elevadas PN e razdes L:S, pode estar supostamente
associada ao fato das intensidades na PN, acima de um limiar critico, aliado a
dispersbes diluidas, causarem a degradagdo dos CT e EST dispersos no meio
reacional, reduzindo dessa forma os percentuais massicos ao término do processo. O
estudo da degradagdo de polimeros em meio aquoso tem sido extensivamente
investigado e reportado por muitos pesquisadores (Basedow e Ebert, 1979; Desai,
Shenoy e Gogate, 2008; Mohod e Gogate, 2011; Koda, Mori, Matsumoto e Nomura,
1994a; Zou et al., 2012).

Uma extensdo maior na degradagdo ultrassGnica de macromoléculas
organicas, a exemplo dos polissacarideos, € mais propicia a ocorrer em dispersoes
diluidas com elevadas poténcias ultrassdnicas, pois nessas condi¢des a probabilidade
de despolimerizagcdo causada pelo cisalhamento eficiente na cadeia do polimero é
maior. Esses dados indicam que a constante de taxa de degradagao ultrassénica
diminui com o aumento da concentragdo da solugdo (Harkal, Gogate, Pandit e
Shenoy, 2006; Lorimer, Mason, Cuthbert e Brookfield, 1995; Szu, Zon, Schneerson e
Robbins,1986). Segundo Taghizadeh e Mehrdad (2003), a interpretacdo dessas
observacdes é que ha menos sobreposicdo entre as cadeias poliméricas em baixa
concentracdo. Portanto, eles sdo mais suscetiveis as forgas hidrodindmicas e de
cisalhamento gerados em torno das bolhas de cavitagdo. Com o aumento da
concentracado da solugao, suas viscosidades aumentam e reduzem os gradientes de
cisalhamento ao redor das bolhas em colapso; portanto, a taxa de degradagao
também diminui. Segundo Koda, Taguchi e Futamura (2011b), a clivagem das cadeias
poliméricas ocorre preferencialmente centro dessa estrutura, além disso, Gronroos,
Pirkonen e Ruppert (2004), afirmam que moléculas maiores sdo degradadas mais
rapidamente.

Além disso, uma elevada propor¢ao de agua para matriz particulada, acima de
um valor 6timo, prolonga a distédncia entre os sitios de reagdo presentes em sua
superficie e estruturas internas, ocasionando uma redugao nas taxas dos processos
difusivos, além do inconveniente em se trabalhar com grandes volumes e desperdicio

de solvente, incorrendo em prejuizos econémicos.
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3.1.3.4 Efeito da Temperatura de Extragdo (TE) com o Tempo Ultrassénico (TU) no
teor de Estrato Seco Total (EST)

A Fig. 6A-B apresenta a relagao funcional para a obtengao do EST, expressa
pela interacao significativa (p < 0,05) do TU com a TE, mantendo fixa a PN e a razao
L:S em 400 W e 15 mL.g™", respectivamente.

Por meio da superficie de resposta e curva de contorno (Fig. 6A-B), foi possivel
discorrer acerca do impacto que a combinagao das variaveis preditoras TU e TE
exercem na extracdo de EST. Sendo ainda relevante o diagndstico descritivo das
tendéncias multiplas coexistentes nas taxas de obtengdo do EST existentes ao longo
de toda a area compreendida pela superficie e a interdependéncia dessa resposta

com os diferentes niveis dos fatores estudado em simbiose.
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Fig. 6. Superficie de resposta para o rendimento em termo de Extrato Seco Total (EST%) na
EAU do exsudato da Anacardium occidentale L., em fungdo da interagéo significativa (p <

0,05) entre a Temperatura de Extragao (TE) * Tempo Ultrassénico (TU) A-B: Superficie 3D e
2D para o teor de EST%.

A extensdo na eficiéncia do processo extrativo investigado com base na
interacdo TE*TU, em termos de EST, pode ser descrita e alcancada de dois modos.
Um deles, corresponde a uma leve reducido progressiva nos valores dos niveis de
temperatura até o seu extremo negativo no delineamento proposto, associado ao
aumento continuo do tempo ultrassénico, até cerca de 60 min. Essas condicbes
repercutiram positivamente nos percentuais de EST, o qual nessas condic¢des, atingiu
aproximadamente o valor maximo de 85,31%. Uma explicagao plausivel para esse
comportamento, consiste na hipétese de que sob temperaturas amenas, € necessaria

uma ampliacdo do intervalo de tempo para que a extragdo dos componentes,
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majoritariamente hidrofilicos, presentes no interior da parede celular da célula vegetal,
ocorram por completo e dessa forma possa ser atingido o equilibrio termodinamico e
cinético do processo difusivo. A situacao inversa também pode ser aplicada, sob
condi¢cdes reduzidas do tempo de extracdo, ocorre a necessidade de aplicacdo da
temperatura em maior magnitude, a fim de compensar o tempo reduzido e manter
dessa forma a transferéncia massica do interior da célula para o meio reacional em
niveis elevados. Descricdo semelhante foi relatada por Liu et al. (2021), os quais
observaram que em temperaturas mais elevadas, o equilibrio da extracdo foi
alcangcado mais rapidamente.

Outra maneira de maximizar as taxas de EST, consistiu nha combinacao de
temperaturas de extragao préximas a 60 °C e tempos ultrassonicos de 75 min. Nessas
condi¢cbes operacionais, foi possivel alcancar um rendimento em termos de EST
mMAaximo para o processo e correspondente a 86,26%.

No entanto, foi possivel constatar ainda, a ocorréncia de uma redugéao
progressiva nos percentuais de EST, quando o intervalo de tempo foi superior a 60
min, combinado com temperaturas abaixo de 50 °C. Ao se atingir o equilibrio, condigao
na qual possivelmente ocorre a equalizagdo dos potenciais quimicos dos
componentes de interesse dentro e fora da estrutura celular, a extensao do tempo
aliada a redugao da temperatura podem ter ocasionado perdas adicionais desses
componentes no meio.

Apesar dessa reducédo no EST ter ocorrido sob o decréscimo progressivo da
temperatura, contrariando a principio o comportamento esperado, pois a incidéncia de
temperaturas amenas tende a dificultar os processos de despolimerizagao de
polimeros e macromoléculas com elevada massa molecular, o que favorece o
rendimento do processo. No entanto, o comportamento observado foi contrario ao
supracitado.

Possivelmente, esse comportamento pode ser explicado sobretudo em virtude
dos efeitos degradativos ocasionados pela cavitagdo acustica incidente no meio
durante intervalos longos de tempo, pois, conforme descrito ao longo da discussao
deste estudo, temperaturas amenas contribuem para a intensificacdo e maior
eficiéncia da atividade cavitacional, o que presumivelmente pode ter levado a clivagem

ou degradacgao acentuada dos componentes extraidos na matriz vegetal.



114

3.1.4 Otimizagao da EAU pela fungao de desejabilidade

A otimizacgao simultanea dos fatores operacionais (PN, TE, TU, L:S) da EAU foi
realizada utilizando os modelos de segundo grau preditivos (Eq. 7 e 8) e compostos,
quando possivel, somente pelas estimativas dos termos significativos (p < 0,05), de
acordo com a MSR. Dessa forma, o algoritmo de otimizagao simultanea foi conduzido
com o objetivo de obter teores maximos de carboidratos e solidos totais extraidos do
exsudato da Anacardium occidentale L.

Segundo De Oliveira et al. (2020), para cada funcéo de desejabilidade individual,
d, é proposta uma resposta especifica, y, € seus valores sdo expressos de acordo
com uma escala adimensional com intervalo numérico entre 0-1.

A Fig. 7 apresenta os perfis das desejabilidades individuais, referentes a cada
uma das variaveis respostas, assim como o perfil da desejabilidade global com os
valores previstos para a maximizagao simultdnea de CT e EST. Esta ultima foi
expressa pela combinagdo das médias geométricas dos valores das desejabilidades
individuais. Assim, no presente estudo, a desejabilidade global, D, correspondeu a 1,
sugerindo que esse valor maximo foi alcangado ao serem empregadas as condi¢des
operacionais propostas na otimizacao global.

Logo, de acordo com a fungao de desejabilidade, para o dominio experimental
proposto no presente estudo, as condicdes operacionais que maximizarao 0 processo
de extragdo dos CT e EST na matriz vegetal particulada, correspondem a poténcia
nominal de 720 W, durante 45 minutos, a 30 °C com a razao liquido: sdlido de 25

mL.g"!, como pode ser visualizado na Fig. 7.
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Fig. 7. Otimizagdo simultanea usando a funcido de desejabilidade para maximizagao das
respostas experimentais compostas pelos percentuais massicos de Carboidratos Totais (CT)
e Extrato Seco Total (EST). PN (Poténcia Nominal, W); TE (Temperatura de Extragao, °C);
TU (Tempo Ultrassénico, min); L:S (Razao liquido: solido, mL.g™").

A Tabela 4 apresenta a predicdo para as respostas (CT e EST) multiplas,
incluindo os valores do ajuste, o erro padréo ajustado e os intervalos de confianga e

padréao a 95% de probabilidade.

Tabela 4. Predicao de Multiplas Respostas pela funcido de desejabilidade.

Resposta Ajuste  EP Ajustado IC de 95% IP de 95%
Carboidratos totais (%) 90,67 1,99 (86,54; 94,81) (85,95; 95,40)
Extrato seco total (%) 93,91 1,80 (90,15; 97,67) (89,66; 98,16)

* EP: Erro padrao ajustado; IC: Intervalo de confianga a p < 0,05; IP: Intervalo Padrdo a p < 0,05.

Em sintese, é possivel discorrer acerca dos fendmenos fisico-quimicos que
envolvem o processo de extragdo de CT e EST, utilizando uma abordagem
matematica que evidencia, reforca e justifica o significado dos valores previstos pela
funcao de desejabilidade para a otimizagdo dos fatores preditivos que envolvem os
fendbmenos de transporte massico no exsudato da Anacardium occidentale L. via
ultrassom.

O efeito positivo e de maior magnitude para a PN a 720 W (maior intensidade
no delineamento), é atribuido a produgédo de um numero expressivo de bolhas de
cavitacao no solvente extrator, resultando em pressdes mais intensas, as quais foram

capazes de ocasionar poros ou mesmo romper a parede celular do material biolégico
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e promover uma taxa mais elevada da transferéncia de massa (Chemat et al., 2017;
Shivamathi et al., 2019; Vinatoru, 2001), mediante a adsorg¢ao do solvente no interior
da célula, o qual promoveu o incremento do coeficiente de difusdo dos componentes
intracelulares (Moorthy, Maran, Muneeswari, Naganyashree e Shivamathi, 2015;
Tahmouzi, 2014), ao mesmo tempo, sem ocasionar a hidrolise e decomposi¢ao das
cadeias polissacaridicas, sobretudo pelo efeito combinado com outros fatores, dentre
os quais, a TE, o TU e a L:S, respectivamente. Comportamento semelhante na
extracao de polissacarideos assistida por ultrassom, foi descrito por Wang, Liu e Hu
(2014); Zheng, Li e Wang (2014).

Ao aplicar uma PN de 720 W, o tempo ultrassénico (TU) ndo devera ser inferior
ou superior a 45 min, dado que nessas condi¢des foi atingido o equilibrio dindmico do
processo, o qual envolve cinética e termodinamica do processo. TU inferior,
supostamente promoveu menores rendimentos em virtude de uma transferéncia de
massa incompleta. Em contrapartida, o TU prolongado com uma poténcia elevada,
pode resultar na degradagdo dos polissacarideos e demais componentes
essencialmente hidrofilicos presentes na matriz vegetal, com reduc&o nos valores das
respostas (PN e EST). Comportamento semelhante foi reportado por Du et al. (2016);
Wang, Liu e Hu (2014).

Com relagdo a uma L:S de 25mL.g™", o valor correspondeu ao nivel positivo
maximo do delineamento e foi sugerido pela fungdo desejabilidade, pois em
combinacdo com as outras condi¢cdes operacionais especificas e supracitadas, L:S de
25 mL.g™", contribui fortemente para a maximizagéo das respostas. Segundo Xu et al.
(2014), uma proporgao maior de agua em relagao a matéria-prima implica em um
maior gradiente de concentragéo entre as células do material bioldgico e o solvente
no meio externo, o que eleva o potencial quimico e aumento da forca motriz para a
transferéncia de massa de macromoléculas bioldgicas. Aliado a isso, uma menor
concentracdo da matéria-prima, ocasiona uma menor viscosidade do solvente
extrator, o que facilita a dissolugdo de mais moléculas de polissacarideos na agua
(Cui et al., 2014; Liu et al., 2017; Zhao, Zhang, Dong e Liu 2015). Observou-se ainda,
que a intensidade da cavitagédo acustica diminui com o incremento da viscosidade do
meio, uma vez que a formacgao da cavitagdo exige que a pressao negativa na regiao

de rarefacdo da funcdo de onda supere as forgas coesivas naturais, sendo mais
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dificeis de ocorrer em meios viscosos (Chen, You, Abbasi, Fu e Liu, 2015; Gogate e
Pandit, 2004; Qu, Li, Zhang, Zeng e Fu, 2016; Xu et al., 2014).

A temperatura de extracdo também é comumente citada como um fator que
exerce impacto significativo na obtencdo de polissacarideos de forma geral (Wang,
Liu e Hu, 2014). Porém, no presente estudo, apenas a interagao deste fator com a PN
foi significativa para as respostas CT e EST. Uma explicagao plausivel consiste na
evidéncia da PN ter sido a variavel de maior impacto e contribuicdo no processo
extrativo, tendo sobreposto ou anulado o efeito isolado da temperatura, a qual so6 teve
significancia quando interagindo antagonicamente com a PN. Sendo assim, uma PN
elevada (720 W) impactaria de forma negativa com uma temperatura elevada,
ocasionando uma provavel instabilidade térmica com consequente hidrélise das
cadeias polissacaridicas ou até mesmo atenuagdo da intensidade e atividade
cavitacional. O que reduziria os teores de TC e o EST. Esse comportamento foi
observado no presente estudo, em que o fator PN em seu nivel mais elevado (720 W)
foi suficientemente efetivo para promover a difusdo dos polissacarideos no meio
extrator, mesmo quando a temperatura foi mantida em seu nivel mais baixo,
correspondente a 30°C.

Zhang, Wang, Jiao, Chen e Mao (2008) e Zhao, Kwok e Liang (2007), relatam
que a pressao de vapor do solvente extrator exerce uma importante influéncia na
ocorréncia e na intensidade da cavitagao acustica e que essa pressao aumenta ou
diminui com o incremento ou redugao da temperatura. Temperaturas elevadas,
repercutem diretamente na diminuicdo da tensao superficial do solvente e reduz as
forcas de cisalhamento nas proximidades das microbolhas ocasionadas pela
cavitacdo acustica, causando redugcdo no impacto do colapso dessas bolhas nas
paredes celulares do material biolégico, o contrario ocorre em temperaturas amenas,
nas quais, as bolhas implodem com forga relativamente maior, 0 que aumenta a
ruptura dos tecidos celulares durante a extracdo e consequentemente favorece
positivamente o rendimento dos compostos de interesse. Esse comportamento foi

observado no presente estudo.

3.1.5 Validagdo do Modelo Proposto
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Para averiguar a adequacidade e exatiddo dos modelos ajustados, foram
realizados novos ensaios de extragao com cinco repeticdes genuinas, conduzidos sob
as condigbes propostas pela otimizagdo via funcdo de desejabilidade, as quais
corresponderam a poténcia nominal do ultrassom de 720 W, durante 45 minutos, a 30
°C, com a razao solvente extrator: exsudato do cajueiro de 25 mL.g™".

Os resultados experimentais para os rendimentos médios dos carboidratos
totais (CT%) e extrato seco total (EST%) foram 90,89 + 3,96% (n =5) € 94,38 + 0,081%
(n =5), respectivamente. Os valores tedricos previstos pelos modelos ajustados foram
CT% de 90,67% e EST% de 93,91%, o que revelou excelente correlagdo com os
valores experimentais obtidos. O que pode ser reforgcado estatisticamente pela
presenca desses valores dentro do intervalo de confianga a p < 0,05, proposto pela
funcao de desejabilidade e descrito na Tabela 4, sec¢éo 3.1.4.

Desse modo, pode-se inferir que o modelo proposto e as condi¢des
operacionais reportadas pela fungdo de desejabilidade na otimizagao é adequado e
preditivo para a extracdo de CT e EST do exsudato da Anacardium occidentale L. Nas
condigbes propostas, houve uma eficiéncia maxima extrativa, o que supostamente

favoreceu o coeficiente de difusdo dos componentes soluveis do exsudato em H20.

3.1.6 Comparacdo da extragdo assistida por ultrassom (EAU) com a Extragdo

Convencional (EC)

O Teste T detectou diferenga significativa (p < 0,05) entre as respostas obtidas
pelos dois métodos de extragdo (assistido por ultrassom e convencional). Enquanto a
EAU nas condi¢des otimizadas forneceu valor médio para os CT de 90,89%, na EC o
valor obtido foi 84,09%. Para a resposta, EST, a EAU nas condi¢gdes otimizadas
forneceu valor médio de 94,38%, enquanto na EC foi fornecido 91,06% de EST.

Desse modo, observa-se que a EAU aumentou cerca de 7,0% o valor dos CT
e 3,31% de EST, obtidos com um tempo de extracao relativamente curto, de 45 min,
enquanto a EC levou 24 horas, elevando assim o custo operacional para obtencao do
componente de interesse, dado ao elevado consumo energético para manter a
agitacdo e temperatura constante (25 °C * 2) do sistema extrator por um longo

periodo.

4. Conclusao
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A MSR via DCCR mostrou-se como um recurso estatistico eficiente na
otimizacado das variaveis do processo de extragdo de CT e EST do exsudato da
Anacardium occidentale L. assistido por ultrassom. As condi¢des ideais para obtencao
dos percentuais massicos para as respostas na EAU, foram propostas pela funcéo de
desejabilidade, a qual correspondeu a 720 W, por 45 min, a 30 °C, com uma razao
L:S de 25 mL.g". Sob essas condigbes, os modelos polinomiais de segunda ordem
ajustados foram validados e apresentaram valores experimentais elevados para as
respostas CT e EST, os quais corresponderam a 90,89% e 94,38%, respectivamente
e foram significativamente superiores aos obtidos na EC, a qual levou um tempo de
extracdo de 24 horas. O que reafirma a maior adequacidade da EAU
comparativamente a EC, dado a sua maior eficiéncia massica e energética, pois a
EAU leva 45 min para atingir a condi¢gado de equilibrio cinético e termodinéamico do
processo difusivo, enquanto na EC esse tempo é demasiadamente prolongado e leva
cerca de 24 horas., 0 que impacta negativamente no maior custo financeiro para a
obtencado dos compostos de interesse.

Sa0 ainda necessarios estudos complementares, com enfoque na otimizacéo
do isolamento e purificagdo das macromoléculas de interesse tecnoldgico obtidas via
EAU no presente estudo, para desse modo haver um protocolo experimental
completo, que forneca as bases para obteng¢ao de componentes quimicos do exsudato
da Anacardium occidentale L. com elevado rendimento e pureza, e assim possa haver
um melhor aproveitamento desse recurso natural de expressivo valor tecnoldgico, em

especial pela industria de alimentos.
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CAPITULO Il

Extrato aquoso assistido por ultrassom e método convencional do exsudato
de cajueiro (Anacardium occidentale L.): PARTE 2: Analise comparativa da

caracterizagao estrutural, molecular e microscépica

Resumo

Os tecidos dos exsudatos vegetais sdo constituidos por estruturas celulares, a
exemplo da parede celular, rica em macromoléculas de elevado valor biolégico e
técnico-funcional, como os carboidratos, com propriedades fisico-quimicas de
interesse para os diversos setores da economia. Nesse contexto, a matriz vegetal
conhecida como “exsudato do cajueiro” (Anacardium occidentale L.) tem sido
sistematicamente descrita como uma fonte potencial de obtencido dessas
biomacromoléculas. Assim, este estudo tem como objetivo, avaliar o efeito da
extracao assistida por ultrassom (EAU) sob condi¢des otimizadas, proposta em uma
pesquisa anterior, na composi¢cao quimica, estrutural, propriedades fisico-quimicas e
microestrutura do extrato aquoso rico em carboidratos totais do exsudato da
Anacardium occidentale L. e comparar ainda com o extrato obtido por extracao
convencional (EC). Foram realizadas as andlises da composi¢gdo monossacaridica,
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier, difracédo de
raios-x, analise termogravimétrica, calorimetria diferencial de varredura e microscopia
eletrébnica de varredura. As analises de caracterizagao fisico-quimica, estruturais,
morfoldgicas e térmicas revelaram semelhancgas praticamente indistinguiveis entre o
extrato obtido pela EAU otimizada e EC. Podendo inferir que a EAU manteve a
integridade estrutural e quimica dos componentes majoritarios, descritos por
carboidratos totais, presentes no extrato, podendo assim ser utilizada amplamente nas
condicbes operacionais descritas anteriormente, para a obtengdo dessas

biomacromoléculas.

Palavras-chave: Anacardium occidentale L; biomacromoléculas; caracterizagao;

extracdo assistida por ultrassom; exsudato.
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1. Introdugao

As paredes celulares vegetais sao estruturas supramoleculares complexas e
dindmicas, compostas essencialmente por macromoléculas biolégicas, como
polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos. Essas estruturas atuam no controle
da estabilidade biolégica e biomecanica, nas relagdes hidricas e funcionais que
regulam o crescimento da planta (Anderson e Kieber, 2020; Carpita e Gilbeaut, 1993;
Sila et al., 2009).

Dentre as classes de macromoléculas supracitadas, os polissacarideos
apresentam destaque notorio e tém despertado o interesse crescente de
pesquisadores e diversos setores da economia, a exemplo da industria alimenticia e
farmacéutica, sobretudo em virtude da sua atoxicidade, biodisponibilidade,
versatilidade, atividade bioldgica, biodegradabilidade (Gong et al., 2022; Vazquez-
Gonzalez et al., 2021).

Nesse contexto, os polissacarideos extraidos do exsudato da Anacardium
occidentale L, vem se destacando como uma biomacromolécula com propriedades
tecno-funcionais aplicaveis e potenciais, dentre as quais destacam-se a sua utilizagao
como nanoparticulas (Araruna et al., 2020; Brandao et al., 2020; da Silva, Feitosa,
Paula e de Paula, 2009; Richter et al., 2020) e microparticulas (de Oliveira et al., 2020)
carreadoras de compostos bioativos (de Oliveira et al., 2020; de Souza et al., 2020),
farmacos (Oliveira et al., 2021; Ribeiro et al., 2021) e antimicrobianos (Araruna et al.,
2020), assim como matriz em biossensores para a deteccao de bactérias (Melo et al.,
2020). Na area médica tem apresentado ainda atividade antitumoral (Barros et al.,
2020), antidiarreica (Araujo et al., 2015), antiflamatéria (Schirato et al., 2006) e
potencial terapéutico em doencas esofagicas (Nicolau et al., 2019). Na engenharia de
tecidos, tem sido proposto a sua aplicagdo na produgao de biomateriais (Ferreira et
al., 2021). Em alimentos, como constituinte em blendas poliméricas biodegradaveis
(Moreira et al., 2020; Oliveira et al., 2020), estabilizante (Cardial et al., 2019) e
emulsificante (Porto e Cristianini, 2014) natural.

Essa biomacromolécula é classificada quimicamente como heteropolissacarideo
natural, complexo, acido, ramificado e hidrossoluvel, que apresenta com fonte de
obtencdo, o exsudato da espécie arborea denominada “cajueiro” (Anacardium
occidentale L). Apresenta como denominagado bioquimica € arabinogalactana,

constituida por uma cadeia principal de B-galactose-(1—3), com ramificagbes de [3-
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galactose (1—6), ligadas a cadeias laterais curtas de arabinose (1—2), além de
ramnose, manose, glicose, acido glucurdnico, acido 4-O-metilglucurénico e xilose
como residuos terminais (Anderson e Bell, 1975; Campos et al., 2012; de Paula,
Heatley e Budd,1998; Menestrina, lacomini, Jones e Gorin, 1998; Mothé e Correia,
2002; Torquato et al., 2004).

No entanto, existe uma escassez de estudos que proponham novos protocolos
experimentais para o melhor aproveitamento desse recurso natural, baseado em
tecnologias emergentes que oferegam um produto com menores custos operacionais,
maiores rendimentos e que mantenham as caracteristicas e composicao fisico-
quimica e atividade bioldgica tipica dessas macromoléculas.

Assim, este estudo surge como uma abordagem complementar e faz parte de
uma pesquisa sistematica e ampla no desenvolvimento analitico de uma nova
metodologia proposta para a obtengcdo dessas macromoléculas de interesse
tecnologico. Desse modo, o objetivo central desta pesquisa consistiu na analise
comparativa dos extratos aquosos do exsudato da (Anacardium occidentale L) obtidos
sob condigdes otimizadas da extragcdo assistida por ultrassom (EAU) investigada em
um estudo anterior a este e da extragao convencional (EC) amplamente divulgada na
literatura, avaliando o efeito de cada método na composi¢ao molecular, elucidagao
estrutural e caracterizacdo fisico-quimica, complementando ao maximo as
informagdes necessarias para um conhecimento amplo das macromoléculas

estudadas.

2. Material e Métodos
2.1. Matéria-prima

O exsudato bruto do Anacardium occidentale L. foi coletado no periodo de
julho/2018 a janeiro/2019, no municipio de Itapicuru (coordenadas: Latitude.
11°15°26,29”sul; Longitude. 38°11°10,27”oceste), Bahia, Brasil, acondicionado em
embalagens de polietileno-nylon e levado em transporte aéreo até o Laboratério de
Embalagem da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil, onde foi

mantido a 25 + 2°C até o momento do uso.

2.2. Reagentes Quimicos
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Todos os reagentes quimicos utilizados neste estudo eram de grau analitico.
As dispersdes e solugdes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade de 18.2
MQ.cm a 25°C + 2) em sistema Milli-Q Plus da Millipore (Bedford, MA, EUA).

2.3. Pré-tratamento do Exsudato da Anacardium occidentale L.

O exsudato da Anacardium occidentale L. foi previamente moido e classificado
granulometricamente (fracdo utilizada de 48 mesh) de acordo com a metodologia
descrita pelos autores deste estudo, em pesquisa precedente a essa, com a matriz

vegetal supracitada.
2.4. Obtencao dos Extratos Aquosos da Anacardium occidentale L.
2.4.1 Extragao Assistida por Ultrassom (EAU)

A obtencédo do extrato aquoso assistido por ultrassom ((Transsonic TI-H10,
Elma, Alemanha) da Anacardium occidentale L. foi realizada com as condicoes
operacionais otimizadas e propostas em estudo anterior a este, as quais
corresponderam a 720 W, por 45 min, a 30 £ 2°C, com a razdo agua: exsudato de 25
mL.g™', respectivamente.

Ao término do processo de extracdo, as suspensdes foram centrifugadas
(10.000 rpm a 10 £ 2°C por 10 min), o sobrenadante foi recolhido e o precipitado
submetido a uma lavagem adicional com agua desionizada, seguida por centrifugacao
adicional. Os sobrenadantes foram combinados e liofilizados (FreeZone 2.5 benchtop,

Labconco, Canada) a -51 £ 2°C com pressao de vacuo de 0.18 mBar durante 3 dias.

2.4.2 Extragao Convencional (EC)

Para fins comparativos, foi realizada a extracdo em meio aquoso dos sélidos
totais da Anacardium occidentale L. de acordo com a metodologia usualmente
reportada na literatura cientifica por Rodrigues, Paula e Costa (1993) com pequenas
modifica¢des. 4,0 g do exsudato moido (granulometria < 48 mesh) foi dispersado em
100 mL de agua desionizada e mantido a 25 + 2°C durante 24 horas sob agitacéo
magnética a 1.440 rpm. Transcorrido o tempo de extragcdo, as suspensdes foram

centrifugadas e liofilizadas em condi¢des idénticas ao processo descrito no item 2.4.1.

2.5. Métodos Analiticos
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As analises de caracterizagao dos extratos aquosos da Anacardium occidentale
L. foram realizadas no exsudato particulado e nos extratos liofilizados obtidos por 2
meétodos diferentes, EAU na condicdo otimizada e por EC, em estudo realizado
anteriormente por estes autores. E importante salientar que no estudo anterior e
complementar a este, os extratos liofilizados foram quantificados percentualmente
quanto a composicao de carboidratos totais, que apresentou valores médios de
90,89% para o extrato obtido via EAU e 84,09% na EC. Logo, os extratos
caracterizados nesta segcdao do estudo, s&do constituidos majoritariamente por
macromoléculas de carboidratos totais e podem assim ter a descricdo das analises

associadas essencialmente, a presenca tipica dessa classe de compostos.

2.5.1. Analise da Composicdo de Monossacarideos

Os monossacarideos foram identificados e quantificados em Laboratorio
Externo, acreditado pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) (n° acreditagdo CRL 1100), localizado em Valinhos-SP-Brasil. A
metodologia analitica foi realizada de acordo como protocolo experimental descrito
por Thompson (1990).

2.5.2. Espectroscopia na regiao do infravermelho com Transformada de Fourier

Os grupos funcionais e as interagdes intermoleculares dos constituintes
organicos das amostras estudadas, foram identificados por meio da espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), modelo Varian 660-IR (Agilent,
Santa Clara, Califérnia, EUA) equipado com acessorio de reflectancia total atenuada
(ATR) (GladiATR) com cristal de diamante, em uma amplitude de 400 cm-" a 4000 cm-
', com 32 varreduras e resolugdo de 4 cm™' para cada espectro. Cada amostra foi
distribuida de maneira uniforme sobre a superficie do cristal de leitura do acessoério
(ATR) e em seguida prensada pelo dispositivo do equipamento. As analises foram
conduzidas no Departamento de quimica da Universidade Federal de
Vicosa/MG/Brasil. Os espectros foram analisados com auxilio do software Origin,
versao 2020.

2.5.3. Difragao de Raios-X (DRX)


https://www.google.com/search?rlz=1C1EJFC_enBR839BR844&sxsrf=ACYBGNSr2WQlCzMUvyBW9PHtbv1VS20GwQ:1573326036803&q=Santa+Clara+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYJYMT80oSFZxzEosSFTScE3My0w5vLsrLTNQEAA6Nm-tfAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiLnqic6N3lAhUFIbkGHYy9AJcQmxMoATARegQIDBAH
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As analises de DRX foram realizadas a 25 °C, com auxilio de um difratbmetro
PANalytical, (modelo X'Pert PRO, Almelo, Holanda), operando com radiagao de Co
(Ka A =1,54 A), tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA. Os difratogramas das amostras
analisadas, foram obtidos a um intervalo de difragdo angular variando de 10° a 100°
(26) com velocidade de varredura de 2° min' (Saeidy et al., 2018). A andlise foi
realizada no Laboratério de DRX do Departamento de Fisica da Universidade Federal

de Vigosa, Vicosa - MG, Brasil.
2.5.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microestrutura e morfologia superficial das amostras do EXC em p6 e dos
extratos de PBEXC foram evidenciadas visualmente com auxilio do microscopio
eletrénico de varredura (Modelo TM3000, Hitachi High-Tech) com magnificacées de
50 a 300x, sob condi¢des de baixo vacuo e tensao de aceleragao de elétrons no modo
automatico. As amostras foram distribuidas em stub contendo fita dupla face de

carbono.
2.5.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

A TGA foi realizada em analisador termogravimétrico (modelo DTG-60H,
Shimadzu, Kyoto, Japao) com a finalidade de avaliar a estabilidade térmica e o perfil
de decomposicdo, volatiizacdo e evaporacdo das amostras analisadas.
Aproximadamente 4 mg de cada amostra foi aquecida a uma faixa de temperatura de
30 °C a 900 °C com uma taxa de aquecimento crescente de 10°C.min"" sob atmosfera
de nitrogénio (50 cm3-min-'). Os resultados foram avaliados descritivamente por meio

de curvas termogravimétricas.
2.5.6. Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

O comportamento térmico das amostras foi determinado por DSC, utilizando
um calorimetro DSC 60 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o). Cada amostra (aproximadamente
2,00 mg) foi acondicionada em panelas de aluminio hermeticamente seladas e
submetidas a um fluxo de calor de 30 a 500 °C com uma taxa de 10 °C.min-! sob
atmosfera de nitrogénio a uma vazao constante de 30 cm3.min-'. Os eventos térmicos
foram analisados por meio das curvas calorimétricas, as quais esbogaram a relagao

da energia em funcao da temperatura intrinseca a cada evento.

2.6. Analise Estatistica
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As analises quantitativas, composi¢ao monossacaridica, atividade antioxidante
in vitro e teor de compostos fendlicos totais, do exsudato da Anacardium occidentale
L. e das amostras obtidas pelos dois métodos de extracdo (EAU e EC), foram
realizadas com trés repeticdes genuinas conduzidas em triplicata. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F de Fisher (p <0,05) e
as médias das amostras foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), com o
auxilio do Software Statistica, versao 14.0 (Statsoft Copyright, Inc.) e expressos como
meédia * desvio padrio.

A analise descritiva foi utilizada para avaliagdo dos resultados da
espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear,
das microscopias eletronica de varredura, difracdo de raios-x, termogravimetria e
calorimetria diferencial exploratdria.

Os graficos das analises descritivas e atividade antioxidade in vitro, foram
plotados com o auxilio do Software Origin, versao 2020 (OriginLab, Massachusetts,
EUA).

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao
Todas as analises de caracterizagao foram realizadas no exsudato e nos

extratos da A. occidentale L., obtidos por dois métodos diferentes, EAU e EC.

3.1.2 Composig¢ao Monossacaridica

A composicdo quantitativa média dos monossacarideos presentes no exsudato
e nos extratos da A. occidentale L. obtidos pela EC e EAU, encontra-se sumarizado

na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo monossacaridica em base seca (b.s.), do exsudato da Anacardium
occidentale L. e dos extratos obtidos pela EAU e EC.

Monossacarideo Exsudato (%) Extrato EC (%) Extrato EAU (%)
Arabinose 4,032 2,72¢ 3,27°
Fucose 0,39° 0,412 0,35°¢
Galactose 55,32° 55,552 54,52¢
Glicose 8,08P 7,19¢° 9,412
Manose’ ND ND ND
Ramnose 4,16° 4,392 4,32°
Xilose® ND ND ND

" ND: N&o detectado.
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™ Valores médios (n = 2) seguidos com letras minusculas diferentes em uma mesma linha apresentam diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras ao nivel de 0,05% de significancia pelo teste de Tukey.

A galactose foi 0 monossacarideo majoritario dentre as fragées analisadas para
todas as amostras, o que confirma o perfil esperado, pois essa fragao
monossacaridica é descrita na literatura (Anderson e Bell, 1975) como o constituinte
da cadeia principal dos polissacarideos obtidos no processo extrativo com o exsudato
da A. occidentale L. e a esse monossacarideo é atribuida a fracdo majoritaria dentre
as demais fragbes glicidicas constituintes. Foi identificado ainda a presenga da
glicose, da ramnose, da arabinose e da fucose, respectivamente. Em todas as
amostras analisadas, nao foi detectada fracdes de manose e xilose.

Perfil quantitativo e qualitativo semelhante para fragdes monossacaridicas foi
reportado concomitantemente por de Paula, Heatle e Budd (1998), Araujo et al.
(2012), Mothé e Freitas (2013) para os extratos obtidos do exsudato da A. occidentale
L. de origem Brasileira. Porém, perfil qualitativo diferente para essa
biomacromolécula, foi demonstrado por de Pinto, Martinez, Mendoza, Ocando e Rivas
(1995), Anderson, Bell e Millar (1974) e Anderson e Bell (1975). Esses pesquisadores
identificaram também a presenca de manose e xilose nessas biomacromoléculas de
origem venezuelana e indiana. Menestrina, lacomini, Jones e Gorin (1998)
descreveram ainda a presenga de manose nos extratos polissacaridicos da A.
occidentale L. brasileira.

Um explicagado plausivel para isso, consiste no fato da sintese do exsudato
ocorrer em todas as partes da arvore e a sua composi¢cao em termos qualitativos e
quantitativos correlaciona-se diretamente com a maturidade da planta, origem (Costa,
Rodrigues e de Paula, 1996; Azeez, 2005; Porto, Augusto, Terekhov, Hamaker, e
Cristianini, 2015), tempo de exsudagéao e condi¢gbes edafoclimaticas (Silva, Santiago,
Purcena e Fernandes, 2010; kumar, Moin, Ahmed e Shivakumar, 2012), levando a
variagdes fenotipicas (Araujo et al., 2012), as quais repercutem diretamente na
variagao da composicao quimica, em especial dos monossacarideos.

Com base nos resultados obtidos, € possivel inferir que a composicéo
majoritaria da matriz vegetal, assim como dos extratos aquosos derivados dessa
matriz bioldgica e obtidos pelos dois métodos de extragao, € tipicamente constituida
pela classe de macromoléculas organicas classificada como carboidratos. No entanto,

€ importante salientar que tanto o exsudato da A. occidentale L., quanto os seus
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extratos aquosos, sao misturas complexas, e como tais, mesmo que em menores
contribuicdo massicas, sao constituidas ainda por outros componentes quimicos. De
acordo com Costa, Rodrigues e Paula (1996), sdo consideradas substéncias ou
impurezas presentes nos extratos obtidos a partir de exsudatos naturais, acidos
nucléicos, proteinas, sais inorganicos, ligninas, substancias de baixa massa molar,
dentre outras. Portanto, ndo é recomendavel utilizarmos de designacao generalizada
para esses extratos como se fossem amostras constituidas unicamente por
carboidratos totais e ou polissacarideos, dado que nesta etapa do estudo, nao foi
realizado o isolamento e purificagdo adicionalmente a obtengdo dessas misturas
aquosas complexas.

De modo geral, € possivel observar ainda que as fragdes monossacaridicas
apresentaram percentuais médios semelhantes entre os extratos obtidos pelos
diferentes métodos de obtencdo. Isso € um forte indicio de que a EAU além de
promover um incremento no rendimento massico e redu¢ao no tempo de obtencgao,

ainda manteve a composi¢ao quimica tipica dessas macromoléculas biologicas.

3.1.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FT-IR)

Os espectros no infravermelho médio do exsudato e dos extratos da A.

occidentale L. sdo observados na Fig.1.
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Fig. 1. Espectros FT-IR do exsudato da A. occidentale L. (a) e dos extratos polissacaridicos
obtidos pela extragao convencional (b) e extracéo assistida por ultrassom (c).

Os espectros (Fig. 1, a, b e c) apresentaram uma banda larga de absorgdo com
formato de sino entre 3646 - 3000 cm™', relacionada com as vibragdes de estiramento
dos grupamentos hidroxilas (OH). E possivel atribuir a presenca dessa banda aos
modos vibracionais das ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares (Barbosa,
2007) de hidroxilas associadas aos alcoois amplamente presentes nas fragbes
monossacaridicas e aos acidos carboxilicos, como o acido D-galacturénico (Golbargi,
Gharibzahedi, Zoghi, Mohammadi e Hashemifesharaki, 2021) constituintes da matriz
vegetal e presentes nos extratos da A. occidentale L.

Além disso, os espectros de FT-IR apresentaram uma banda caracteristica
entre 2993 - 2829 cm-', a qual é atribuida a vibragéo de estiramento de C-H. Segundo
Pinto, Holanda, Silva e Mansur (2018), esta banda esta relacionada ao
monossacarideo galactose presente majoritariamente no exsudato e nos extratos
obtidos.

A banda de absorgdo em 1639 cm-! esta associada a deformagdo angular do
grupamento OH das moléculas de agua (Klein et al., 2018) absorvida pelos extratos
liofilizados e pela resina bruta. Outros picos de maior intensidade foram observados
em na regido compreendida entre 1150 a 1010 cm™', os quais estdo relacionados a
vibracbes de estiramento de C-O-C de ligagdes glicosidicas, deformacédo de
grupamentos OH de alcool (Pitombeira et al., 2015; Lima et al., 2018) e estiramento
do grupamento -CO (Mothé e Freitas, 2013a; Hasnain, Rishishwar, Rishishwar e
Nayak, 2018) em 1070 cm™', respectivamente.

Os espectros apresentaram bandas especificas e caracteristicas das fracoes
monossacaridicas que constituem os carboidratos extraidos do exsudato da A.
occidentale L. Observou-se ainda uma elevada similaridade entre os espectros das
amostras analisadas, os quais foram praticamente indistinguiveis, com diferengas
minimas apenas na intensidade das bandas, especialmente na resina bruta, cujas
bandas de absorcdo em geral foram menos intensas. Isso demostra que tanto a EC
quanto a EAU mantiveram a estrutura e composi¢ao quimica caracteristica do material

obtido ao final do processo extrativo.

3.1.4 Difragao de Raios-X (XRD)
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Os difratogramas originalmente obtidos para a resina bruta e os extratos
polissacaridicos liofilizados, foram submetidos a corregdo da linha de base e
normalizagdo, utilizando o software Origin, versao 9.7 e podem ser observados na Fig.
2.

Os difratogramas (a, b, c) revelaram estruturas predominantemente amorfas
para as trés amostras, cuja presenca de um amplo pico de difragado, caracteristico de
materiais amorfos, foi observado em cada material, a aproximadamente, 20 = 19.55°,
19.65° e 19.20° para a RB e os extratos obtidos pela EC e EAU, respectivamente. O
que é corroborado concomitantemente, pelos valores relativos estimados do IC, pelas
imagens obtidas na microscopia eletronica de varredura (ltem 3.1.5), assim como
pelos resultados observados por Ramesan, Jose, Jayakrishnan e Anilkumar (2018),
em seus estudos com a GC. Ainda, de acordo com Olorunsola, Bhatia, Tytler e Adikwu
(2016), a presenga de um unico pico principal abaixo de 26 = 25°, é indicativo de
materiais predominantemente amorfos. Podendo inferir que os processos de extragao
avaliados no presente estudo, ndo modificaram a estrutura dos polissacarideos
obtidos, tendo sido mantida a organizagdo e conformagdo molecular tipica e
caracteristica do material apés o processamento. Nao tendo havido rompimento de

ligacdes quimicas e hidrolise das cadeias polissacaridicas.

ld.

Intensidade (u.a.)

20 (°)

Fig. 2. Difratogramas de raios-x do exsudato da A. occidentale L. (a) e dos extratos
polissacaridicos obtidos pela extragao convencional (b) e extragao assistida por ultrassom (c).
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3.1.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microestrutura e morfologia da RB (granulometria 48 mesh) e dos extratos
liofilizados obtidos pela EC e EAU foi investigada por meio da analise de MEV e as
imagens obtidas sdo apresentadas na Fig. 3 (A-C).

As imagens revelam estruturas predominantemente irregulares e assimétricas,
com organizagao espacial aleatoria, tipicamente amorfas, em concordancia com os
resultados da analise de XRD (ltem 3.1.4).

As micrografias da RB (Fig. 3A1-A3) mostram estruturas irregulares com
superficies relativamente intactas, o que era esperado, pois a RB ndo passou por
nenhum processamento drastico, tendo sido apenas fragmentada, moida e
classificada granulometricamente. Perfil semelhante foi reportado por Xu et al. (2017)
na caracterizagao dos polissacarideos extraidos da Morchella conica.

As imagens dos extratos (B-C) forneceram evidéncias visuais das alteracdes

estruturais inerentes a cada método de extracdo (EC e EAU).
Apesar de algumas semelhancgas estruturais observadas entre as amostras obtidas
por diferentes métodos de extracdo, as diferengas na organizacdo espacial sao
evidentes. O extrato obtido pela EC (Fig.3 B1, B2 e B3) apresentou superficies lisas,
com algumas fendas e um certo nivel de organizacao espacial das estruturas, as quais
encontram-se mais préxima umas das outras. Em contrapartida, com uma
magnificagado de 300x, foi possivel observar que o extrato obtido por EAU (Fig.3 C1,
C2 e C3), apresentou superficie rugosa, com algumas cavidades e estruturas mais
dispersas. Essas diferencas podem ser decorrentes do fenbmeno da cavitagao
acustica, principal forca motriz da EAU e que segundo Chemat et al. (2017) e Wen et
al. (2018) geram eroséo, fragmentacao e descamacao superficial da matriz biologica
processada.

Pode-se inferir desse modo, que o efeito da cavitacao além de promover um
incremento na transferéncia de massa durante o processo de extracao, pode exercer
um impacto positivo ndo s6 na estrutura celular da matriz biolégica, mas também pode

se estender aos compostos de interesse obtidos na extragao.
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Fig. 3. Micrografias obtidas por MEV para a resina bruta (RB) e os extratos polissacaridicos
obtidos por extragao convencional (EC) e assistida por ultrassom (EAU). RB magnificagao de
50x (A1), 100x (A2) e 300x (A3). Extrato por EC com magnificagéo de 50x (B1), 100x (B2) e
300x (B3) e Extrato por EAU com magnificagdo de 50x (C1), 100x (C2) e 300x (C3).

3.1.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica sob atmosfera inerte (N2), da RB e dos extratos
polissacaridicos do cajueiro (EPC) obtidos por diferentes métodos de extragao, é
apresentada nas curvas de analise termogravimétrica (TGA) e suas respectivas
derivadas (DTG) (Fig. 4a - b). Observa-se que o perfil termogravimétrico das amostras
foi semelhante entre si e com o comportamento térmico descrito na literatura para os
polissacarideos extraidos da resina do cajueiro (da Silva, Feitosa, Paula e de Paula,
2009; Klein et al., 2018; Mothé e de Freitas, 2018; Paula et al., 2012) e de outras
fontes naturais (Abuduwaili et al., 2019; Liu et al., 2019; Song et al., 2019). Tanto a
RB, quanto os EPC apresentaram trés eventos térmicos principais, associados a
percentuais analogos da perda de massa em um mesmo evento, demonstrando que
a extracao assistida por ultrassom e a convencional ndo foram capazes de alterarem

as propriedades termogravimétricas dos EPC obtidos.
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Informagdes acerca da estabilidade térmica da RB é tao importante quanto nos
extratos obtidos a partir dessa matéria-prima. Pois a partir dessas informacoes, pode-
se delimitar a faixa de maxima temperatura a ser aplicada durante o processo de
extragdo dos polissacarideos presentes na RB, evitando assim reacgdes indesejaveis
de despolimerizagdo ou hidrolise, mantendo dessa forma a estrutura tipica dos
polissacarideos obtidos a partir dessa matéria-prima.

Para as trés amostras, o primeiro evento ocorreu entre 30 °C a 120 °C e
correspondeu a aproximadamente 9,33%, 8,87% e 7,19% da variagcdo de massa para
a RB, EC e EAU, respectivamente. Essa primeira perda de massa € atribuida a
dessorgao e evaporagao da agua adsorvida pela cadeia polimérica desses materiais,
essencialmente composta por grupos funcionais de natureza hidrofilica e corroborou
ao evento descrito por Klein et al. (2018) para a GC.

O segundo evento térmico ocorreu entre 250 °C a 400 °C e apresentou a maior
perda de massa, tendo correspondido a aproximadamente 63,40%, 76,97% e 72,15%
para a RB, EC e EAU, respectivamente. De acordo com Zohuriaan e Shokrolahi
(2004), esse estagio é caracterizado pela decomposi¢céo dos polissacarideos, sendo
atribuido a ocorréncia de reagdes de desidratacdo da cadeia principal, formacao de
composto volateis e despolimerizacgao, resultando na formagao de H20, CO e CHa.

O terceiro evento térmico teve inicio em temperaturas acima 430 °C. Este evento
€ relacionado a degradacéo dos subprodutos gerados durante as reagdes ocorridas
nos eventos anteriormente descritos, como materiais carbonaceos, ocorrendo
liberagédo de CO2 e CO (Mothé e de Freitas, 2014). Um residuo com cerca de 6,93%
e 4,17% foi retido ao término do processo (900 °C) para a RB e EAU, respectivamente.
Em contrapartida, o extrato EC ndo apresentou massa residual final, tendo sido todo
o subproduto gerado nos eventos anteriores, degradado a 749 °C.

O comportamento térmico sob atmosfera inerte, reportado na literatura para a
GC envolve basicamente a descri¢cao dos trés eventos observados neste estudo para
a RB e os extratos EC e EAU. Porém, para GC, um heteropolissacarideo obtido apés
a purificacdo dos extratos aquosos brutos, foi unanime o relato da presenca de dois
estagios consecutivos de decomposicao revelados na DTG (Silva et al., 2006; Paula
et al., 2012; Klein et al., 2018; Mothé e de Freitas, 2018). No presente estudo, foi

observado apenas a ocorréncia da decomposicao térmica de todas as amostras em
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estagio unico (DTG, Fig. 9b), o qual contemplou o intervalo de temperatura descrito
para a decomposigao em duplo estagio.

Possiveis diferengas no comportamento térmico da GC, pode ser associada, de
acordo com Cunha, Maciel, Sierakowski, Paula e Feitosa (2007) a variagbes na
estrutura e presenca de grupos funcionais no material. Outra explicagdo provavel,
segundo da Silva, Feitosa, Paula e de Paula (2009), deve-se, a diferentes taxas de
aquecimento, a qual € escolhida pelo analista e programada para o protocolo analitico-
experimental. Outra suposigao descrita por Mothé e Rao (2000), é o efeito da agua
presente na GC, que interfere diretamente no perfil térmico desta, tendo sido
observado por eles que as curvas de TG sob N2 mostraram apenas uma etapa de
decomposi¢cdo da goma com temperatura de maxima taxa de variagdo de massa
(Tmax) em torno de 300 °C.

Supostamente, como os extratos ndo passaram por nenhum processo de
purificacdo, contém além dos polissacarideos, componente majoritario, outros
compostos, tais como pigmentos, proteinas, minerais e extrato etéreo, os quais podem

ter interagido e influenciado parcialmente o comportamento tipico dos polissacarideos.
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Fig. 4. Curvas termogravimétricas (TGA) (a) e suas derivadas (DTG) (b). Resina bruta (—RB),
Extragcado convencional (— EC) e extracao assistida por ultrassom (— EAU).

3.1.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os dados térmicos da RB, EC e EAU, obtidos por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) em atmosfera inerte (N2), sdo apresentados na Fig. 5. De forma geral,
as curvas calorimétricas apresentaram comportamento semelhante, com variagao

apenas nas temperaturas de inicio, pico e fim de cada evento térmico, o que de acordo
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com Patel, Tanna, Mishra e Jha (2018), esta associado a variagbes na composi¢cao
monossacaridica ou conformacao estrutural, intrinseca a cada amostra avaliada.

O deslocamento na linha de base, visualizado somente ao ampliar cada
termograma, sugere possivelmente a ocorréncia de uma transigdo de segunda ordem,
especificamente da transigao vitrea (Tg), entre aproximadamente 53 a 68 °C (Fig. 5a),
50 a 62 °C (Fig. 5b) e 146 a 148 °C (Fig. 5¢c) na RB, e extratos polissacaridicos obtidos
pela EC e EAU, respectivamente. Observou-se que o EPC obtido pela EAU
apresentou uma Tg cerca de trés vezes maior que as demais amostras, indicando
uma estabilidade térmica superior ao seu correlato extrato obtido pela EC.

A Tg é influenciada por varios fatores, dentre os quais, granulometria das
amostras, o peso molecular, a estrutura quimica e o teor de umidade exercem impacto
direto no valor da Tg. Materiais com alta Tg sdo capazes de produzir materiais mais
estaveis durante o processamento e armazenamento (Bhandari e Hartel, 2005; Mothé
e Rao, 2000).

Um pico endotérmico estreito e simétrico, caracteristico de uma transicdo de
primeira ordem, foi 0 mais expressivo em todos os termogramas e evidenciou a
ocorréncia de fusdo em ambas as amostras. No termograma da RB (Fig. 5a), do EPC
por EC (Fig. 5b) e do EPC por EAU (Fig. 5¢), a transicdao endotérmica ocorreu
respectivamente entre 169 a 183 °C, com pico em torno de 170 °C, 180 a 196 °C,
com pico em 181 °C e 183 a 196 °C, com pico em 184 °C e correspondeu a uma
entalpia de 197.90 J.g', -132.73 J.g', -128.93 J.g', na RB, EC e EAU,
respectivamente. De acordo com Mothé e Rao (2000), esse evento endotérmico é
atribuido a fusao dos cristalitos presentes em cada uma das amostras.

Contrapondo o comportamento esperado, nao foi possivel a visualizacdo de
evento endotérmico préximo a faixa de temperatura em que ocorre a evaporacao da
agua presente na RB e nos extratos. Esse perfil pode estar associado a baixa umidade
das amostras, cujo teor de agua presente nao foi suficiente para promover uma
transicao de primeira ordem, tipicamente associada a dessor¢ao da umidade.

Os termogramas revelaram ainda a presenga de evento exotérmico, relativo a
decomposicdo da cadeia polimérica, seguida pela oxidagao do residuo carbonaceo
(Mothé e de Freitas, 2014), o que corrobora com os resultados da termogravimetria
(Item 3.1.6). Para a RB, essa decomposi¢cdo ocorreu em um unico estagio, cuja

temperatura variou entre 284 a 330 °C, com pico em 309 °C, e entalpia de 72. 80 J.g"



144

', aproximadamente. Tanto no EPC obtido por EC, quanto no EAU, houve uma leve
sobreposicao de picos exotérmicos, sugerindo que a decomposi¢gao da cadeia
polimérica ocorreu em duplo estagio e contemplou o intervalo de temperatura de
aproximadamente 283 a 356 °C e 285 a 361 °C, com entalpia estimada em torno de
133.63 J.g' e 83.44 J.g', para a EC e EAU, respectivamente. Comportamento

semelhante para a GC, foi descrito por de Oliveira, Paula, e de Paula (2014).
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Fig. 5. Curvas Calorimétrcas da resina bruta (a) (RB) e dos extratos polissacaridicos obtidos
pela extragdo convencional (b) (EC) e pela extragado assistida por ultrassom (c) (EAU).

4. Conclusao

As analises de caracterizacdo, mostraram de modo geral, semelhanga na
composicao dos extratos obtidos pelos dois métodos de extragao, em funcao do perfil
estrutural, morfolégico e térmico. Nao tendo havido impacto negativo na estrutura
quimica tipica desses polissacarideos, nas condicdes em que ambos 0s processos de
extracdo foram realizados.

Sao ainda necessarios, estudos complementares, com enfoque na otimizacao

da purificacdo dos polissacarideos brutos obtidos pela EAU, para desse modo haver
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um protocolo experimental completo, que fornega as bases para obtengao da GC com
elevado rendimento e pureza, e assim possa haver um melhor aproveitamento desse

polissacarideo de expressivo valor potencial, em especial pela industria de alimentos.
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CAPITULO IV

Ultrasound-Assisted Cinnamaldehyde Nanoemulsion: Optimization of

Operational Variables, Colloidal Properties and in-vitro Antibacterial Activity

Nanoemulsao de Cinamaldeido Assistida por Ultrassom: Otimizagao das
Variaveis Operacionais, Propriedades Coloidais e Atividade Antibacteriana in-

vitro

Nanoemulsion de cinamaldehido asistida por ultrasonidos: optimizacion de las

variables operativas, propiedades coloidales y actividad antibacteriana in vitro
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Abstract

Ultrasound-assisted cinnamaldehyde nanoemulsions (CNN) emerge as an
energetically viable and potentially promising alternative for the controlled delivery of
this bioactive organic compound. This context, the main objective of the study was to
optimize the operational variables of the ultrasound-assisted production process of
CNN in order to evaluate the effect of operational elements on the kinetic stability,
bioactive composition and antibacterial activity of the obtained CNN. Response surface
methodology (RSM) via rotational central composite design was used for fitting, when
possible, second-order polynomial models. The sonication time (TS) and the amplitude
of ultrasonic power (AP) were the studied factors, while the response variables
corresponded to the hydrodynamic diameter (DH), the polydispersity index (PDI), the
zeta potential (ZP), the turbidity (T) and the total phenolic composition (TCP),
respectively. The in-vitro antibacterial activity of the obtained systems was carried out
by means of the analytical methodology of diffusion on agar-well. The results showed
that regardless of the TS used in the process, the lowest values for the DH and T of
the nanoemulsions were obtained under conditions of low amplitude of ultrasonic
power. The PDI values revealed that the NNC were monodisperse, with preserved TCP
contents during the obtaining process and considerable antibacterial activity.
Therefore, it was possible, by means of MSR, to propose the ideal operational
conditions during the preparation and thus obtain NNC with physicochemical
characteristics that reinforce their high kinetic stability and maintenance of bioactive

and antimicrobial composition during processing.

Keywords: Cinnamaldehyde; Nanoemulsion; Ultrasound; Antibacterial Activity;

Optimization.

Resumo

Nanoemulsdes de cinamaldeido (NNC) assistidas por ultrassom, surgem como uma
alternativa energeticamente viavel e potencialmente promissora para a entrega
controlada desse composto organico bioativo. Nesse contexto, o objetivo central do
estudo consistiu na otimizagdo das variaveis operacionais do processo de produgao
assistida por ultrassom de NNC, a fim de avaliar o efeito dos elementos operacionais

na estabilidade cinética, composi¢ao bioativa e atividade antibacteriana das NNC
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obtidas. A metodologia de superficie de resposta (MSR), via delineamento composto
central rotacional foi utilizada para o ajuste, quando possivel, dos modelos polinomiais
de segunda ordem. O tempo de sonicagédo (TS) e a amplitude da poténcia (AP)
ultrassbnica foram os fatores estudados, enquanto as variaveis respostas
corresponderam, respectivamente ao didmetro hidrodindmico (Dx), ao indice de
polidispersidade (PDI), ao potencial zeta (PZ), a turbidez (T) e a composic¢ao fendlica
total (CFT). A atividade antibacteriana in-vitro dos sistemas obtidos foi realizada por
meio da metodologia analitica de difusdo em agar-pogo. Os resultados mostraram que
independentemente do TS utilizado no processo, os menores valores paraoDuea T
das nanoemulsdes foram obtidos em condigbes otimizadas com baixa amplitude da
poténcia ultrassonica. Os valores de PDI revelaram que as NNC eram monodispersas,
com teores de CFT preservados durante o processo de obtencdo e consideravel
atividade antibacteriana. Logo, foi possivel, por meio da MSR propor as condi¢cdes
operacionais ideais durante o preparo e assim obter NNC com caracteristicas fisico-
quimicas que reforcam a sua elevada estabilidade cinética e manutengcdo da

composicao bioativa e antimicrobiana durante o processamento.

Palavras-chave: Cinamaldeido; Nanoemulsao; Ultrassom; Atividade antibacteriana;

Otimizagéo.

Resumen

Las nanoemulsiones de cinamaldehido (CNN) asistidas por ultrasonidos surgen como
una alternativa energéticamente viable y potencialmente prometedora para la
administracién controlada de este compuesto organico bioactivo. Teniendo en cuenta
lo anterior, el objetivo principal del estudio fue optimizar las variables operativas del
proceso de produccion de CNN asistida por ultrasonidos para evaluar el efecto de los
elementos operativos sobre la estabilidad cinética, la composicion bioactiva y la
actividad antibacteriana de la CNN obtenida. Se utilizé la metodologia de la superficie
de respuesta (RSM), empleando un disefio compuesto central rotativo para
ensamblar, cuando fuera posible, modelos polinémicos de segundo orden. El tiempo
de sonicacion (TS) y la amplitud de la potencia ultrasénica (AP) fueron los factores
estudiados, mientras que las variables de respuesta correspondieron al diametro

hidrodinamico (DH), el indice de polidispersidad (PDI), el potencial zeta (ZP), la
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turbidez (T) y la composicion fendlica total (TCP), respectivamente. La actividad
antibacteriana in vitro de los sistemas obtenidos se llevd a cabo mediante una
metodologia analitica de difusion en agar de pozo. Los resultados mostraron que,
independientemente del TS utilizado en el proceso, los valores mas bajos de DHy T
de las nanoemulsiones se obtuvieron en condiciones de baja amplitud de la potencia
ultrasénica. Los valores de PDI revelaron que los NNCs eran monodispersos, con
contenidos de TCP retenidos durante el proceso y una considerable actividad
antibacteriana. De este modo, fue posible, a través de la MSR, proponer las
condiciones Optimas de operacion durante la preparacion y asi obtener NNCs con
caracteristicas fisicoquimicas que potencian su alta estabilidad cinética y el
mantenimiento de la composicion bioactiva y antimicrobiana durante el

procesamiento.

Palabras clave: Cinnamaldehido; Nanoemulsion; Ultrasonido; Actividad

antibacteriana; Optimizacion.

1. Introdugao

O cinamaldeido (Co9 Hs O; CAS: 104-55-2.) € um composto organico natural
(Balaguer et al., 2013) com elevada hidrofobicidade (Cui et al., 2022) e
comercialmente conhecido como cinnamal; aldeido cinamico; fenilacroleina; 3-
fenilpropenal; 3-fenil-2-propen-1-al; 2-propenal, 3-fenil. A sua ocorréncia natural o
categoriza como o composto quimico majoritario do 6leo essencial da canela e de
outras espécies do género Cinnamomum sp., como canfora e cassia (Cocchiara et al.,
2005; Shreaz et al., 2012; Bhattacharya, Narain, Bondesson, 2021). Aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) e reconhecido como GRAS (21 CFR 182.60), o
cinamaldeido integra ainda uma lista de substéncias consideradas seguras pelo
Conselho Europeu, portanto, pode ser utilizado em alimentos (COE No. 102)
(Cocchiara et al., 2005).

O perfil fitoquimico do cinemaldeido o coloca como um potente composto
nutracéutico, com propriedades amplamente reconhecidas e consolidadas na
literatura cientifica, despertando o interesse de varios setores da economia e de
pesquisadores. Doyle e Stephens, 2019; Shreaz, et al., 2016; Wan et al., 2022, Kim,
Park e Park, 2004; Thirapanmethee et al., 2021; Chen, Xia e Xiao, 2022; Buglak e
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Bahnson, 2018; Karim, Fathi e Soleimanian-Zad, 202; Song et al., 2013, estao entre
0s pesquisadores que reportaram a expressiva atividade antimicrobiana, antioxidante,
efeitos farmacoldgicos, além de potencial substituto dos conservantes sintéticos na
industria alimenticia (Karim, Fathi e Soleimanian-Zad, 2021). No entanto, esse
composto apresenta relativa instabilidade as condicbes ambientais e de
processamento, tais como calor, luz, umidade, oxigénio, aliada a sua elevada
volatilidade, e reduzida hidrossolubilidade, que impactam negativamente nas
potencialidades apresentadas por ele, o que pode limitar seu espectro de aplicacao
tecnolégica, sobretudo na industria farmacéutica, quimica, cosmética e alimenticia
(Shreaz, et al., 2016; Karim, Fathi e Soleimanian-Zad, 2021).

Como recurso proposto para minimizar tais inconvenientes e ampliar as
potencialidades fitoquimicas e nutracéuticas do cinamaldeido, tem sido proposto a sua
retencdo em sistemas de entrega, dentre os quais as naoemulsdes tem se
apresentado como uma alternativa viavel, eficiente e promissora para preservar e até
mesmo maximizar as propriedades desse composto, sobretudo em termos de sua
biodisponibilidade, bioacessibilidade, estabilidade térmica e quimica frente a
condicbes ambientes e de processamento adversas (Doost et al., 2020; Gauthier, e
Capron, 2021; Sun et al., 2021).

Nanoemulsdes, podem ser definidas como sistemas coloidais obtidos a partir
de dois liquidos imisciveis, logo o processo é termodinamicamente desfavoravel, com
tamanhos médios na escala nanométrica entre 20 a 200 nm (Komaiko e McClements,
2015; Doost et al., 2020; Gauthier, e Capron, 2021), assim, a extensdo da sua
estabilidade cinética € usualmente mensurada por meio da analise do seu diametro
hidrodinamico (Dw,), indice de polidispersidade (PDI), potencial zeta (PZ) e tensao
interfacial (McClements e Jafari, 2018). De acordo com McClements, (2011), a
estabilidade cinética das nanoemulsdes resultam de um equilibrio dinadmico e tende a
ser melhorada pela reducao da tensao interfacial, monodispersidade e reducédo do
didmetro hidrodinamico das goticulas do composto lipofilico para o caso de sistema
O/A (6leo/agua), retidas na fase continua, minimizando dessa forma, possiveis e
eventuais mecanismos de desestabilizagdo coloidal, como a coalescéncia, o
amadurecimento de Ostwald, a floculagao, a cremeacgao e a sedimentagao (Gupta et
al., 2016; Gauthier, e Capron, 2021). Dentre os fatores intimamente correlacionados

com as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes, o método
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de obtengao pode ser considerado critico e determinante para o desenvolvimento
amplo das nanoemulsdes como sistemas coloidais promissores e efetivos na protecao
e entrega de compostos bioativos. Além do mais, a composi¢do em termos massicos
de seus componentes quimicos, bem como a natureza quimica destes, sao
imprescindiveis no desempenho final desses sistemas.

Alguns métodos de obtengcdo de nanoemulsbes, como a emulsificacdo
assistida por ultrassom, tem se destacado, por apresentar beneficios como baixo
custo energético produtivo para a obtencédo de sistemas coloidais monodispersos e
cineticamente mais estaveis, além da facilidade operacional e de controle do processo
(Abbas et al., 2013).

A obtencido de nanoemusldes assistida por ultrassom envolve mecanismos
dindmicos e complexos que produzem forgcas de cisalhamento, estresse mecanico,
cavitagcdo acustica (formagao, crescimento e implosdo de bolhas de gas/vapor)
(Suslick, 1989) e efeitos quimicos indiretos, analogos a radiagao ionizante, dentro os
quais a formacdo de espécies reativas, sobretudo em suspensdes e dispersoes
aquosas (Miller, 1950). Todos esses fenbmenos repercutem como efeitos adversos e
de magnitudes variadas, as quais impactam de forma muito particular e direta na
estabilidade cinética do sistema, estabilidade quimica do composto retido na fase
continua e eficiéncia (Gogate e Kabadi, 2009), por isso a importancia de estudos que
enfoquem nos métodos de preparo e variaveis operacionais envolvidas no processo,
a fim de manter ou até mesmo potencializar a qualidade biolégica do composto
bioativo e estabilidade cinética do sistema coloidal para entrega controlada.

Frente a escassez de estudos cujo foco seja a avaliagdo simultanea dos efeitos
que as condicoes de processo, a exemplo do tempo de sonicacdo e o aporte
energético exercem no desempenho, propriedades e estabilidade particular para as
nanoemulsdes de cinemaldeido, surge a necessidade de pesquisas que promovam
uma convergéncia centralizada no desenvolvimento de metodologias analiticas e
protocolos experimentais otimizados e que ao mesmo tempo essas condigdes
operacionais sejam representativas para os sistemas coloidais desenvolvidos,
contemplando as suas particularidades, como estrutura quimica, mecanismos e
provaveis sitios de interacdo entre os componentes, especialmente aquelas contendo

compostos termolabeis, como o cinamaldeido. A fim de obter um sistema coloidal de
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entrega que mantenha as propriedades quimicas, biolégicas e nutracéuticas em
maxima integridade durante o processo de obtencao e armazenamento.

Desse modo, o presente estudo objetivou otimizar as variaveis do processo
envolvidas na elaboragdo de nanoemulsdes de cinemaldeido (NNC) assistida por
ultrassom com o auxilio da metodologia de superficie de resposta via delineamento
composto central rotacional e avaliar o impacto que esses elementos operacionais
exercem simultaneamente nas propriedades coloidais, composigédo fendlica total e

atividade contra bactérias patogénicas.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

O Cinamaldeido, pureza 99.67%, foi adquirido da Quinari (Ponta Grossa,
Brasil). O tensoativo polissorbato 80 foi fornecido pela Vetec (tween 80, Duque de
Caxias, Brasil). O Acido galico e folin-ciocalteau, foram adquiridos da Sigma—Aldrich
(Saint Louis, MO, USA). Todos os demais reagentes quimicos utilizados neste estudo
eram de grau analitico. As nanoemulsdes, solugdes e dispersdes foram preparadas
com agua ultrapura (resistividade de 18.2 MQ.cm a 25°C £ 2) em sistema Milli-Q Plus
da Millipore (Bedford, MA, EUA).

2.2 Delineamento Experimental e Modelagem de Superficie de Resposta

A MSR foi utilizada via DCCR na obtengao das nanoemulsdes de cinemaldeido
assistida por ultrassom como ferramenta estatistica para estudar o efeito combinado
das variaveis operacionais TS e AP (Tabela 1) nas variaveis respostas Dn, PZ, PDI,
CFT e T, respectivamente. O dominio experimental investigado para cada um dos
fatores foi proposto com base em testes preliminares, contribuicbes da literatura
cientifica analogas ao sistema coloidal estudado e especialmente nos limites
instrumentais e operacionais do desruptor de células ultrassbénico utilizado. As

variaveis independentes foram codificadas de acordo com a equacéo 1.

X j=1,2,3 (1)

X =
AX

Em que: X é o valor codificado da variavel independente; X; é o valor da variavel
independente na escala real correspondente; Xo € o valor na escala real de X; no ponto
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central e AX é o incremento de X;correspondente a variagdo de 1 unidade na escala

codificada.

Tabela 1. Variaveis independentes nas escalas codificadas e reais e seus respectivos niveis
no DCCR para a otimizagdo da nanoemulsdo de cinamaldeido.

Niveis codificados e reais das
Variaveis Independentes Unidade Cédigo variaveis independentes
-2 -1 0 +1 +2
Amplitude da Poténcia (AP) % X1 20 30 55 80 90
Tempo de Sonicagao (TS) min X2 5 15 38 60 70

Fonte: Os autores

A matriz do DCCR com 2 fatores em 3 niveis, consistiu em uma parcela fatorial
composta por 4 tratamentos, axial composta por 4 tratamentos e 5 repeticdes no ponto
central (para estimativa do erro experimental), totalizando 13 ensaios, os quais foram
conduzidos em ordem randémica. O modelo polinomial de segunda ordem descrito

abaixo Eq. (2), foi utilizado a priori para o ajuste das equagdes de regressao:

Y = B0 + XK, BiXi + T, BiiXi® + Xy T4 BijXIX] + i (2)

Substituindo os parametros da fungdo resposta verdadeira pelas suas

estimativas, obteve-se o modelo estimado pela Eq. (3):

$ =b0 + X, biXi + ¥, biiXi® + X7, X4 bijXiX; (3)

Em que: y é a variavel resposta; b0, bi, bii e bij s&o os parametros do modelo
e representam respectivamente o termo constante e os coeficientes dos termos
lineares, quadraticos e de interagdo do modelo; Xi, Xi e XiXj sdo respectivamente os
niveis lineares, quadraticos e de interacdo das variaveis independentes; K
corresponde ao numero de fatores estudados no experimento e €i representa o erro

aleatdrio (Myers, Montgomery e Anderson-Cook, 2016).

2.3 Formulagao e Preparo da Emulsao e Nanoemulsdes de Cinamaldeido

As nanoemulsdes O/A (6leo/dgua) obtidas no presente estudo continham de
modo geral, percentuais massicos fixos dos seus componentes, 0s quais
corresponderam, respectivamente a 95.95% (m/m) de agua desionizada; 0.61% (m/m)
de tensoativo tween 80 e 3.44% (m/m) de cinamaldeido. Essa composigao foi
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previamente otimizada pelos autores deste trabalho em pesquisa anterior (dados nao

publicados).

O protocolo experimental para o preparo das nanoemulsdes contemplou
basicamente trés etapas diferentes e complementares. Este foi baseado na
metodologia experimental descrita por Hou et al. (2021), com modificagdes. Em todas
as fases de preparo, as amostras foram mantidas sob o abrigado da luz e controle da
temperatura.

Agua desionizada e tween 80, foram inicialmente dispersados sob agitagéo
magnética a 14.400 rpm durante 30 min a 25 + 2 °C. A fase aquosa foi adicionado
lentamente gota-a-gota o composto lipofilico cinamaldeido com auxilio de pipetador
automatico. O sistema permaneceu sob agitagdo magnética por mais 30 minutos,
perfazendo um tempo total de preparo de 60 min. Nessa fase do processo designada
como etapa 1, foi obtida a emulsdo grosseira utilizada posteriormente para fins
comparativos e denominada de controle A.

Na segunda etapa do processo, emulsdes grosseiras previamente preparadas
em condic¢des idénticas a etapa 1 foram homogeneizadas em ultra-turrax (Ultraturrax
T-25, IKA, Staufen, Germany) por 5 min a 20.000 rpm com temperatura em torno de
5 + 2°C controlada com banho de gelo. Ao final, foi obtida a nanoemulséo designada
como controle B.

A terceira fase do protocolo experimental foi caracterizada pela producao
assistida por ultrassom das nanoemulsdes utilizadas na otimizagdo das variaveis
operacionais descritas como tempo de sonicagdo (TS) e amplitude da poténcia
ultrassénica (AP). Essa fase contemplou simultaneamente amostras oriundas das
etapas 1 e 2, respectivamente, ou seja, sistemas coloidais preparados conforme
etapas 1 e 2 seguiram para a etapa 3. Nesta, as amostras foram submetidas a novo
processo de emulsificacdo, porém com o auxilio de desruptor de células ultrassdnico
(Poténcia de entrada 500 W, Modelo DES500, Unique Group), com micro-ponta na
frequéncia ultrassénica de 40 kHz, com valores de TS e AP determinados conforme a
matriz do delineamento composto central rotacional. Durante o ST as amostras foram
mantidas com temperatura em torno de 5 £ 2°C controlada com auxilio do banho de
gelo. Ao final de cada intervalo de tempo foram obtidas as nanoemulsdes assistidas

por ultrassom.
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2.4 Estudo Comparativo

As nanoemulsdes designadas controles A e B, obtidas nas etapas 2 e 3,
respectivamente, do protocolo experimental descrito no item 2.2 foram utilizadas para
fins comparativos dos produtos em cada etapa do processo global. Cada fase do
processo de emulsificagdo recebeu um aporte energético diferente, de acordo com o
meétodo e tempo aplicado ao sistema. Na etapa 1, o controle A foi emulsionado sob
agitacdo magnética. Na etapa 2, o controle B previamente emulsionado na etapa 1,

foi re-emulsionado com auxilio de homogeneizador mecanico ultra-turrax.
2.5 Variaveis Respostas

2.5.1 Distribuicdo do Tamanho Hidrodinamico, indice de Polidispersidade e Potencial
Zeta

A distribuicao do tamanho hidrodinadmico (DH) e o indice de polidispersidade
(PDI) foram estimados pela técnica de espalhamento dindmico de luz -
DLS utilizando a equacdo de Stokes-Einstein e a medida do potencial elétrico
superficial (potencial zeta, PZ) foi calculado pela equagdo de Henry a partir da
mobilidade electroforética das nanoestruturas estudadas, utilizando o Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Zen Instrument Ltd, United Kingdom) a 25 + 2 °C, com laser a 633 nm
e angulo de leitura de 173° (Nascimento et al., 2020). Para evitar o efeito de multiplos
espalhamentos de luz as amostras foram dispersas (1:12 v/v) em agua desionizada
(25 £ 2 °C; viscosidade 0.8872 cP; indice de refragao de 1.330 e constante dielétrica
de 78.5) na proporgcao de 1:12 (v/v). Os valores médios do Du, PDI e PZ foram
expressos como a meédia £ desvio padrao, obtidos a partir da leitura em ftriplicata de

trés aliquotas de amostras retiradas da mesma unidade experimental.
2.5.2 Teor de Compostos fendlicos Totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais (CFT) das emulsdes controles
A e B e das nanoemulsdes do DCCR foram determinados de acordo com o método
analitico descrito por Singleton e Rossi (1965). O acido galico foi utilizado como
padrdo para a construgdo da curva analitica (Equagdo: y = 0.0969X + 0.0023, R? =
0.999) e as absorbancias foram mensuradas em comprimento de onda de 760 nm

com o auxilio de espectrofotdbmetro UV-VIS (UV-1800, Shimadzu, Japdo). Os
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resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico (GAE)/100 g de

amostra.
2.5.3 Turbidez

A turbidez (T) das amostras previamente diluidas (1:20 v/v) em agua
desionizada, foi determinada indiretamente pela quantificacido da densidade 6ptica a
600 nm a 25 + °C com auxilio de espectrofotdmetro UV-VIS (UV-1800, Shimadzu,
Japao). A agua desionizada foi utilizada como branco e o comprimento do caminho
das cubetas de quartzo foi de 1,0 cm (Sharma, Kaur, Khatkar, 2021; Falleh,et al.,
2022). A analise foi conduzida com 2 repeticdes em cada repeticdo em triplicata. Os
resultados (cm™) foram expressos em como a média + desvio padrao referente a cada
determinacao analitica. O calculo da T foi realizado de acordo com a equacgao 4
(Pearce e Kinsella, 1978).

T = 2.30L3AV (4)

Em que: T = turbidez (cm™"); A = absorbancia da amostra a 600 nm; V = fator

de diluicdo e L= comprimento do caminho éptico da cubeta utilizada (cm).
2.6 Ensaios Biologicos In Vitro
2.6.1 Bactérias

Culturas puras obtidas da American Type Culture Collection de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Listeria innocua (ATCC 33090), Salmonella Choleraesuis (ATCC
10708) foram utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana in-vitro das emulsdes
controles (A e B) e nanoemulsdes obtidas a partir do DCCR. A fase continua dos
sistemas coloidais, constituida por agua desionizada e tween 80, assim como 0s seus

componentes individuais foram utilizados como controles positivos.
2.6.2 Preparo do Inéculo

As culturas estoques das cepas bacterianas foram ativadas de acordo com a
metodologia analitica descrita por de Oliveira et al. (2020) com modificagbes. As
bactérias, previamente armazenadas a -80 °C foram ativadas em caldo Mueller-Hinton
(MH) (Difco Laboratories) e posteriormente incubadas a 37 + 2°C por 24 horas. Apos

esse intervalo de tempo, uma aliquota correspondente a cada bactéria foi estriada em



162

placa contendo meio nao seletivo para contagem padrao (PCA, Plate Count Agar,
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) e novamente incubadas a 37 + 2°C
durante 24 horas. Em seguida, colénias correspondentes a cada uma das bactérias
isoladas foram ressuspensas em solugao salina a 0.85% (m/v) e a densidade optica
da suspensao foi ajustada (0.09 a 0.11) conforme padrédo da escala de 0,5 de
McFarland a 600 nm com auxilio de espectrofotobmetro uv/vis (GBC Scientific
Equipment, Australia) para uma concentragao final de 102 unidades formadoras de
coldénia/mL (UFC-mL-"). Foram realizadas diluigdes seriadas até atingir a concentragao

final de 102 UFC-mL™", posteriormente confirmadas por contagem padrido em placa.
2.6.2 Medigao do Diametro da Zona de Inibicao

O método de difugao em agar-poco (CLSI, 2012), com algumas modificagdes,
foi utilizado para avaliar a efetividade in-vitro das emulsdes controles A-E e

nanoemulsdées do DCCR na inibicdo do crescimento bacteriano.

As suspensdes dos inéculos padronizados, conforme item 2.6.1, foram
inoculados (100 uL) na concentragéo de 10° UFC.mL™" sobre a superficie das placas
e esgotados com auxilio de alga de Dygalski. As placas contendo agar Mueller-Hinton
(MHA) (Difco Laboratories) foram utilizadas para a Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442), a Salmonella Choleraesuis (ATCC 10708) e para o Staphylococcus aureus
(ATCC 6538). Agar Tryptic Soy (TSA) (Acumedia, EUA) foi utilizado para a Escherichia
coli (ATCC 11229) e agar Brain Heart Infusion (BHIA) (Kasvi, Brasil) foi utilizado em
Listeria innocua (ATCC 33090). Apés inoculagao, o centro de cada uma das placas foi
perfurado assepticamente, com o auxilio de ponteiras para formacao dos pogos com
diametro aproximadamente correspondentes a 6 mm. Os pogos foram preenchidos
com 20 uL correspondente a cada tratamento estudado. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37 + 2°C durante 24 horas e apds esse intervalo de tempo, procedeu-se
com a realizagdo das medidas das zonas de inibigado em torno do pogo com o auxilio
de régua milimetrada. O experimento foi conduzido em 2 repeticdes e cada repeticao
foi realizada em duplicata para todos os tratamentos estudados. Os resultados foram

expressos em cm como média £ desvio padréo, n = 2.

2.7 Analise estatistica
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Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software
Statistica, versao 14.0.

A adequacidade do modelo estimado para cada variavel resposta no DCCR foi
avaliada por meio da analise de variancia (ANOVA) (p < 0.05) incluindo a averiguagao
simultanea da falta de ajuste e das estimativas dos coeficientes do modelo por meio
da probabilidade de F e do teste t de Student (p > 0.05), respectivamente. Além disso,
a qualidade do ajuste dos modelos teve como critério adotado o coeficiente de
determinacgéo (R?). Os modelos ajustados foram compostos apenas pelos coeficientes
estatisticamente significativos (p < 0.05), quando possivel.

As comparacgoes qualitativas referentes aos tratamentos controles A e B, e a
analise microbiologica foram submetidas a ANOVA e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a p < 0.05.

As medidas de dispersao (amplitude, média, desvio padrao e variancia) foram
utilizadas para avaliagdo dos resultados analiticos em que néo foi possivel a
realizacédo do ajuste estatistico (p < 0.05).

As analises de correlacdo entre as variaveis respostas foram estabelecidas
pelo método de Pearson a p < 0.05.

Analise descritiva visual das imagens fotograficas foi utilizada nos resultados
da atividade bioldgica in-vitro, como recurso complementar aos valores matematicos

meédios referentes as zonas de inibicao bacteriana.

3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizacao das variaveis operacionais do processo de obtencao da nanoemulsao

com cinamaldeido assistida por ultrassom e estudo comparativo

Os resultados das variaveis respostas em cada ensaio executado em ordem
randdmica foram expressos como o valor médio de duas repeticdes conduzidas em

triplicata com o seu correspondente desvio padréao (média + desvio padrao).
3.1.1 Potencial Zeta (P2)

O potencial zeta (PZ) das nanoemulsées produzidas de acordo com as
condi¢cdes operacionais descritas pelo DCCR e a analise de variancia para essa

resposta, encontram-se sumarizados na Tabela 2.
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A nanoemulsao quando submetida a intervalos de amplitudes de poténcia (AM)
e tempo de sonicagao (TS) para do dominio experimental investigado no presente
estudo e para o nivel de significancia estabelecido como p < 0.05, ndo sofreu impacto
estatisticamente significativo (p > 0.05) dessas variaveis preditoras quanto ao PZ, cujo
valor médio correspondeu a -13.69 mV independentemente da AM e TS utilizada em
seu processo de obtengcdo. Desse modo, as variagbes em termos de PZ para os
ensaios realizados (Tabela 2), ndo puderam ser descritas por um modelo estatistico
estimado que fosse capaz de explicar e predizer possiveis efeitos da AP e ST sobre

essa resposta.

Tabela 2. Matriz decodificada do DCCR e Andlise de Variancia para o ajuste do modelo
estatistico referente a resposta experimental PZ. Os dados sao média + desvio padréo, n = 2.

Ensaios Variaveis Independentes’ Variavel Resposta”
AP (%) TS (min) PZ (mV)
1 55 38 13.2+0.44
2 55 38 -13.4 £ 0,80
3 55 38 -14.2 £1.50
4 30 15 -11.9+1.46
5 55 70 -12.9 £ 0.00
6 80 15 -13.1£0.73
7 55 38 -14.8 £1.93
8 90 38 -15.4 + 3.51
9 30 60 -13.7£0.73
10 55 38 -14.6 £ 0.28
11 80 60 -13.0 £ 0.30
12 20 38 -12.7£1.15
13 55 5 -15.1 £0.20
Analise de variancia para a resposta potencial zeta.
Resposta Modelo Fa™ R?
PZ (mV) PZ=-13.69 £ 1.04 - -

Fonte: Os autores.

* AP: Amplitude da poténcia; TS: Tempo de sonicagao. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Software
Statistica, versao 10.4 com a matriz decodificada do DCCR e os ensaios foram executados em ordem randémica.

** PZ: Potencial zeta.

*** Valor de p para a falta de ajuste do modelo estatistico (n&o significativo para p > 0.05).

E importante salientar que todas as nanoemulsdes produzidas no presente
estudo, apresentaram potencial zeta negativo (Tabela 2), indicando a presenga de
moléculas portadoras de carga negativa na interface das goticulas de cinamaldeido
que compodem a fase dispersa do sistema. Esse comportamento pode ser considerado
atipico em sistemas coloidais cuja composicéo € restrita apenas a presenca de uma
fase organica predominantemente lipofilica e uma fase continua constituida por agua
ultrapura e um tensoativo de natureza exclusivamente anidénica, a exemplo do tween

80. Valor semelhante foi reportado por Uthumpa, Indranupakorn e Asasutjarit. (2013),
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que ao produzirem nanoemulsdes com extrato de gengibre utilizando tensoativo
anionico, obtiveram PZ de -20.8+0.4 mV.

A presencga dessas cargas pode estar relacionada a adsorgao na interface O/A
de possiveis impurezas e /ou acidos graxos livres, a exemplo do acido oleico, derivado
do tween 80, assim como hidroxilas ("OH) resultantes da dissociagdo da agua que ao
orientarem-se proximo a interface da micela, contribuem para a reducédo da carga
superficial do sistema (Gomes, Costa e Cunha 2018). Estudos da literatura classica
que contemplam e investigam os efeitos e mecanismos envolvidos na sonoquimica
(Wood e Loomis 1927; Suslick, 1989; Riesz, e Kondo. 1992; Mason e Lorimer, 2002),
dentre os quais, a formacao de espécies quimicas reativas, tais como hidroxilas (fOH)
e atomo de hidrogénio (H*) em solugbes aquosas sob aplicagdo de energia
ultrassénica, discorrem acerca da dissociagdo das moléculas de agua via indugéo por
cavitagao acustica, dado ao aumento de temperatura (500-15.000K) e pressao (100-
5.000 atm) altamente localizadas durante os ciclos de implosao das microbolhas de
gas e/ou vapor na fase continua.

Nesse contexto, as medidas de dispersdo amostral, podem ser utilizadas como
recurso estatistico adicional para refinamento da compreensao dos fenémenos fisico-
quimicos associados a distribuigdo matematica dos resultados. Dentre as medidas
utilizadas, a amplitude, a variancia e o desvio padréo estimados para o PZ dos ensaios
corresponderam respectivamente aos valores 3.5, 1.09 e 1.04, os quais indicaram um
grau de variabilidade sutil para o PZ entre os tratamentos obtidos sob diferentes
combinagdes das variaveis operacionais (TS e AP) e porcentagens fixas dos
componentes massicos dos sistemas coloidais obtidos. Esse comportamento reforga
a pressuposicado de que a distribuicdo das cargas na superficie das nanoestruturas
resultam de um conjunto de fatores e balango de forgas atrativas e repulsivas que
encontram-se intimamente relacionadas a natureza em termos qualitativos (estrutura
quimica e propriedades fisico-quimicas) e quantitativos (percentual massico total) dos
componentes da fase dispersa (composto lipofilico) e da fase continua (tensoativo e
agua, por exemplo) do sistema coloidal, associada ainda aos efeitos quimicos
induzidos indiretamente nas estruturas pela cavitagéo acustica.

Logo, nos sistemas coloidais tipificados por composicao fixa e ao mesmo tempo
restrito a presenca de tensoativos de natureza quimica aniénica, possiveis variagdes

da combinacgao binomial do TS e da AP, passa a ser menos expressiva para o balango
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final das cargas presentes na interface O/A, comparativamente a natureza quimica
dos componentes do sistema, os quais possuem uma contribuicdo mais efetiva e

expressiva no balango final das cargas na interface O/A.

3.1.2 Diametro hidrodinamico (DH)

As medidas de espalhamento de luz para a determinacdo do Dwn das
nanoemulsdes foram influenciadas estatisticamente (p < 0.05) pelo efeito linear
positivo e quadratico negativo da AP, no qual o modelo empirico ajustado encontra-

se disposto na Tabela 3.

Tabela 3. Matriz decodificada do DCCR e Andlise de Variancia para o ajuste do modelo
estatistico referente a resposta experimental Dy. Os dados sdo média + desvio padrao, n = 2.

Ensaios Variaveis Independentes’ Variavel Resposta”
AP (%) TS (min) Du (nm)
1 55 38 152.1£0.19
2 55 38 140,0 £ 4.00
3 55 38 140,0 £ 3.51
4 30 15 115.2+1.15
5 55 70 137.3+£0.23
6 80 15 134.3+0.42
7 55 38 139.8+1.15
8 90 38 125.6 +1.13
9 30 60 132.6 £ 0.25
10 55 38 136.6 £ 0.30
11 80 60 139.6 + 0.63
12 20 38 110.3+0.35
13 55 5 136.6 + 3.55
Anadlise de varidncia para a resposta didmetro hidrodinamico
Resposta Modelo™ Fa™ R?
Dx (nm) Dn=64.97 + 2.82 AP — 0.54 0.76
4.85 AP?

Fonte: Os autores.

* AP: Amplitude da poténcia; TS: Tempo de sonicagdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Software
Statistica, versao 10.4 com a matriz decodificada do DCCR e os ensaios foram executados em ordem randdémica.

** Dn: Potencial zeta.

*** AP: Amplitude da poténcia; AP: Coeficiente linear; AP% Coeficiente quadratico. As equagdes ajustadas e
utilizadas para fins preditivos, quando possivel, incluiram apenas os coeficientes significativos pelo teste t de
Student (p < 0.05).

**** Valor de p para a falta de ajuste do modelo estatistico (ndo significativo para p > 0.05).

A Figura 1 representa graficamente o efeito da variagdo da AP no Dnmédio dos
ensaios exibidos pela matriz do DCCR. Inicialmente, é possivel observar um
comportamento tipicamente linear entre o Dn e a AP, previamente evidenciado pela
relacdo empirica descrita anteriormente. Essa linearidade é caracterizada pelo

incremento no DH das nanoemulsdes quase que diretamente proporcional ao aumento
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da AP. No entanto, ao atingir uma AP préxima a 60%, o Dn passa a ser reduzido em

funcdo do aumento da AP.

Figura 1. Modelo estatistico polinomial de segunda ordem ajustado (p < 0.05) para o Du
das nanoemulsées do DCCR em func¢éo da variavel preditora AP.

inmetro Hidvodinamicn {nm)
-

nsl /4 = Dy = 64,97 + LB AP - 4,85 AD"
B-=0T74

20 i 4 in-n- &0 T 8 an '_l.||'|
Amplitude da Poténcia (%)
Fonte: Os autores.

Gaikwad e Pandit, (2008) relataram que para um intervalo de tempo fixo, a
medida que a intensidade da poténcia nominal aplicada ao sistema coloidal aumenta,
ocorre incremento no numero de goticulas formadas, ou seja, maior retengéo da fase
dispersa na fase continua. Eles atribuiram esse comportamento a extensdo da
cavitacao acustica, uma vez que a medida que a poténcia aumenta, ocorre aumento
direto da amplitude de pressao e temperatura, ambas responsaveis pela quebra,
cisalhamento (estresse fisico) e turbuléncia da fase lipofilica, além da reducdo da
tensao interfacial e viscosidade do meio (alteragao fisico-quimica), facilitando assim a
dispersado de uma fase na outra e com isso a formacéao de sistemas nanoestruturados.

No entanto, o presente estudo apresentou comportamento contrario, dado que
nem sempre a extensao na incidéncia energética, por meio de maiores AP fornecidas
ao sistema coloidal, resultou em nanoestruturas com Dn médios menores.

Uma explicagao plausivel e consistente com os resultados obtidos para o Dn,
foi descrita por Jafari et al. (2008), os quais discorreram acerca do fenébmeno de re-
coalescéncia como consequente “over-processing”. Segundo esses autores, o
aumento substancial do Dn em sistemas coloidais € induzido pelo fornecimento de
energia acima do limiar critico, o qual ao promover a formagao de goticulas sem

cobertura interfacial do tensoativo, tendem a reagrupar-se, dada a sua instabilidade
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termodinamica intrinseca, associada a alguns fatores, a citar a cobertura incompleta
da interface pelo tensoativo presente na fase continua, a turbuléncia de alta
intensidade gerada pela energia sonoquimica, o que leva essas goticulas a colidirem
umas com as outras, reagrupando-se e levando ao aumento do Dn. Eles afirmam
ainda que cada colisdo pode nao levar necessariamente a re-coalescéncia, porém se
o sistema nao dispuser de tensoativo suficiente para cobrir toda a area interfacial,
incluindo aquelas recém-formadas, estas goticulas tenderdo a reagruparem-se,
proporcionalmente a AP aplicada ao sistema.

Logo, pode-se concluir que o D final do sistema coloidal, consiste em um
equilibrio dinamico entre a quebra e re-coalescéncia da fase dispersa (et al., 2006).
Esse equilibrio é fortemente influenciado diretamente pelo aporte energético fornecido
sistema, ou seja, em processos que envolvem a nano-emulsificagdo assistida por
ultrassom, a AP é um fator critico a ser considerado, além dele, vale ressaltar que a
quantidade e natureza quimica do tensoativo também impacta diretamente na
extensao desse equilibrio e demais fatores, tais como a temperatura do sistema, que
influenciam propriedades como viscosidade, também impactam indiretamente no
estabelecimento ou ndo desse equilibrio dindmico. Esse comportamento foi
observado no presente estudo, dado que os menores valores para o Dx foram obtidos
com a aplicagao de AP correspondente ao extremo inferior (negativo) do DCCR, o
qual correspondeu a 20% de AP. Enquanto os maiores Dx foram quantificados nas
nanoemuslées produzidas com aplicacdo de AP prdoximas ao ponto central do
delineamento, o qual correspondeu a 55%.

Isto significa que embora a entrada de energia durante a emulsificacao tenha
sido aumentada, as emulsdes obtidas tém Dn maiores em vez de tamanhos menores
esperados em decorréncia do “over-processing”.

Sendo assim, pode-se inferir que nanoemulsdes produzidas com cinemaldeido,
agua e tween 80 em proporgdes massicas fixas, correspondentes a 3.44%, 95.95% e
0.61%, respectivamente e dentro do dominio experimental (AP 20-90%) investigado,
o valor critico para a AP correspondeu a intensidade da AP proximo a 20%. Com isso,
valores de AP acima desse limiar e abaixo de 60%, induziram o “over-processing”
levando a re-coalescéncia das goticulas formadas, os que possivelmente foi o
responsavel pelo incremento do Dn das nanoemulsdes produzidas. Logo, menores

valores de AP foram mais interessante para manter o equilibrio do sistema, pois um
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aumento adicional da AP possivelmente levou a maiores taxas de re-coalescéncia
com o resultante aumento do DH, especialmente pelo fato da quantidade de tensoativo
utilizada ter sido fixa e possivelmente a formag¢ao de novas nanoestruturas acima do
equilibrio dindmico, ndo puderem ser estabilizadas pelo tensoativo, dado a auséncia
de quantidade extra disponivel deste e suficiente para cobrir toda a extensao
interfacial das nanoestruturas recém formadas com o incremento da AP.

Portanto, quanto mais energia, maior a area interfacial e maior a quantidade de
tensoativo necessario para reduzir a tensdo e manter o sistema em equilibrio

dindmico.

3.1.3 indice de Polidispersidade (PDI)

As variacbes do PDI em resposta as condicbes operacionais dentro dos
intervalos de AP e TS no processo de obtencdo das nanoemulsdes nao foi
estatisticamente significativa (p > 0.05) (Tabela 4), desse modo, as diferengas nos
valores médios de PDI das nanoemulsdes correspondentes aos ensaios 1-13 (Tabela
4) ndo puderam ser modeladas por uma relagdo empirica que explicasse
estatisticamente p < 0.05 o efeito que as variaveis preditoras (AP e TS) exerceram na
resposta obtida. O PDI apresentou valor médio de 0.181. Valores analogos a esse
foram descritos por De Matos et al. (2018), que ao produzirem nanoemulsées com
curcumina, obtiveram PDI médio < 0.20.

Tabela 4. Matriz decodificada do DCCR e Andlise de Variancia para o ajuste do modelo

estatistico referente a resposta experimental PDI. Os dados sdo média + desvio padrao, n =
2.

Ensaios Variaveis Independentes’ Variavel Resposta”
AP (%) TS (min) PDI
1 55 38 0.179 £ 0.00
2 55 38 0.198 £ 0.00
3 55 38 0.176 + 0.00
4 30 15 0.176 + 0.00
5 55 70 0.176 £ 0.00
6 80 15 0.168 + 0.00
7 55 38 0.185+0.00
8 90 38 0.171 £ 0.00
9 30 60 0.184 + 0.00
10 55 38 0.179 £ 0.00
11 80 60 0.185 + 0.00
12 20 38 0.186 + 0.00
13 55 5 0.194 +0.00
Anadlise de varidncia para a resposta indice de polidispersidade
Resposta Modelo Fa™ R?
PDI PDI = 0.181 + 0.008 - -

Fonte: Os autores.
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* AP: Amplitude da poténcia; TS: Tempo de sonicagdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Software
Statistica, versdo 10.4 com a matriz decodificada do DCCR e os ensaios foram executados em ordem randémica.

** PDI: Indice de polidispersidade.

*** Valor de p para a falta de ajuste do modelo estatistico (n&o significativo para p > 0.05).

Gul et al. (2018) discorreram que valores de PDI proximo de 0.05 correspondem
a amostras com distribuicdo monodispersas, enquanto valores superiores a 0.70
apresentam forte indicativo de que o sistema coloidal apresenta uma distribuicdo de
tamanho muito ampla.

A amplitude, a variancia e o desvio padrao estimados para o PDI dos ensaios
(Tabela 4) corresponderam respectivamente aos valores 0.026, 0.000073 e 0.0085,
0s quais indicaram um grau de variabilidade bastante estreito para o PDI entre os
tratamentos. Diante do exposto, os resultados mostraram que as nanoemulsdes
elaboradas sob diferentes condi¢cdes de AP e TS, independentemente do binbmio AP
verus TS utilizado em seu preparo, apresentaram de modo geral distribuigdo
monomodais, indicando assim que essa propriedade nao sofreu interferéncias das

condi¢des operacionais durante o preparo.

3.1.4 Compostos fendlicos Totais (CFT)

Assim como o PZ e o PDI, nao foi possivel propor um modelo para o CFT que
ajustasse as variagdes dos dados experimentais obtidos e pudesse ser usado para
fins preditivos. O valor médio do CFT correspondeu a 0.021 £ 0.001 mg GAE/100 g
de amostra.

Como recurso complementar, a estatistica descritiva apresentou medidas de
dispersdo amostral para amplitude, a variancia e o desvio padrdao estimados
correspondestes, respectivamente aos valores 0.0052, 0.000002 e 0,0014. Esses
resultados denotam a auséncia de impacto efetivo das diferentes condi¢cées impostas
pela combinagao das variaveis (AP e TS) operacionais durante o processo de
sonicacao dos sistemas nanoemulsionados. Desse modo, pode-se inferir que os
compostos fendlicos totais presentes no cinemaldeido mantiveram-se eficientemente
retidos na fase dispersa, dado a auséncia de variagdes expressivas em seu teor entre
os ensaios (Tabela 5). Observacao adicional pode ser feita quanto as vantagens na
proposta dos mecanismos de entrega, a exemplo das nanoemulsées como sistemas

coloidais contendo compostos bioativos termossensiveis, a exemplo dos fendlicos
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totais presentes no cinemaldeido, os quais foram eficientemente preservados durante

0 processo de obtengado dessas nanoestruturas.

Tabela 5. Matriz decodificada do DCCR e Andlise de Variancia para o ajuste do modelo
estatistico referente a resposta experimental CFT. Os dados sdo média * desvio padréo, n =
2.

Ensaios Variaveis Independentes’ Variavel Resposta”
AP (%) TS (min) CFT (mg GAE/100g)
1 55 38 0.024 +0.00
2 55 38 0.022 +0.00
3 55 38 0.021 +£0.00
4 30 15 0.019 +0.00
5 55 70 0.023 +0.00
6 80 15 0.020 +0.00
7 55 38 0.022 +0.00
8 90 38 0.022 +0.00
9 30 60 0.022 +0.00
10 55 38 0.021 +£0.00
11 80 60 0.020 +0.00
12 20 38 0.019 +0.00
13 55 5 0.020 +0.00
Analise de varidncia para a resposta compostos fendlicos totais
Resposta Modelo Fa™ R?
CFT CFT =0.021 + 0.001 - -

Fonte: Os autores.

* AP: Amplitude da poténcia; TS: Tempo de sonicagdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Software
Statistica, versao 10.4 com a matriz decodificada do DCCR e os ensaios foram executados em ordem randémica.

** CFT: Compostos fendlicos totais.

*** Valor de p para a falta de ajuste do modelo estatistico (ndo significativo para p > 0.05).

3.1.5 Turbidez (T)
A turbidez das nanoemulsdes (Tabela 2) pode ser descrita pela relagao

empirica funcional do efeito linear positivo da AP e efeito quadratico negativo da AP
(Tabela 6).

Tabela 6. Matriz decodificada do DCCR e Andlise de Variancia para o ajuste do modelo
estatistico referente a resposta experimental T. Os dados s&o média + desvio padréo, n = 2.

Ensaios Variaveis Independentes’ Variavel Resposta”
AP (%) TS (min) T (m™)
1 55 38 535.448 £ 5.75
2 55 38 370.399 £ 14.48
3 55 38 414.540 + 15.23
4 30 15 234.138 £ 14.49
5 55 70 360.803 £ 8.79
6 80 15 308.986 + 11.99
7 55 38 437.570 £ 19.94
8 90 38 291.713 £ 13.30
9 30 60 385.753 £ 11.52
10 55 38 374.238 £ 9.97
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11 80 60 335.854 + 18.51
12 20 38 232.219 £ 11.99
13 55 5 376.157 + 25.96
Analise de variancia para a resposta indice de polidispersidade
Resposta Modelo™ Fa ™™ R?
T T=16.77 + 0.57 AP -3.10 0.68 0.55
AP2

Fonte: Os autores.

* AP: Amplitude da poténcia; TS: Tempo de sonicagdo. Os dados foram analisados estatisticamente pelo Software
Statistica, versdo 10.4 com a matriz decodificada do DCCR e os ensaios foram executados em ordem randémica.

** T: Turbidez (m™).
*** AP: Amplitude da poténcia; AP: Coeficiente linear; AP% Coeficiente quadratico. As equagdes ajustadas e

utilizadas para fins preditivos, quando possivel, incluiram apenas os coeficientes significativos pelo teste t de
Student (p < 0.05).

**** Valor de p para a falta de ajuste do modelo estatistico (ndo significativo para p > 0.05).

Apesar do efeito linear da AP ndo ter sido estatisticamente significativo (p >
0.05) para a resposta T, ele foi adicionado ao modelo em razdo do principio da
hierarquia, descrito por Montgomery (2001) como um postulado em que quando um
termo de ordem superior for mantido no modelo, o de ordem inferior que o compdem
também devera ser mantido. Logo, o modelo matematico de segunda ordem
estimado, ajustado e proposto para T, comtemplou concomitantemente o efeito nédo
significativo (p > 0.05) da AP linear, dado a existéncia de efeito significativo (p < 0.05)
no termo de ordem superior, correspondente a AP2.

A Figura 2A apresenta o comportamento da T expresso graficamente a partir
do seu modelo ajustado (p < 0.05). A similaridade em termos de perfil grafico entre o
Du e a T ndo é ao acaso, ambas as respostas, supostamente estdo fortemente
correlacionas. Tendéncia semelhante foi descrita por Qui et al. (2022), os quais
afirmaram que quanto maior o D, maior sera a T da nanoemulsdo. Zhang, Peppard
e Reineccius. (2015) explicam que para sistemas coloidais em escala nanométrica, as
dimensodes da fase particulada sdo muito menores do que o comprimento de onda da
luz (r << A), ocasionando espalhamento de luz suave e, portanto, baixa turbidez.

Assim, os menores valores médios de T foram obtidos com a aplicagao de
menor aporte energético ao sistema coloidal, ou seja, valores de AP proximo ao limite
inferior do DCCR sao mais apropriados para a obtengcao de nanoemulsées mais

limpidas (Figura 2B) e cineticamente mais estaveis.
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Figura 2A. Modelo estatistico polinomial de segunda ordem ajustado (p < 0.05) paraa T
das nanoemulsdes do DCCR em fungao da variavel preditora AP.
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Fonte: Os autores.

Figura 2B. Imagem das nanoemulsdes’ dispersas na agua desionizada antes da andlise de
turbidez.
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Fonte: Os autores

* Ensaios do DCCR com as nanoemulsdes organizadas sequencialmente da esquerda para a direita, seguindo a
ordem1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 e 13, respectivamente.

3.2 Estudo comparativo dos sistemas coloidais em etapas distintas do protocolo

experimental de obtencgao

A Tabela 7 apresenta os resultados médios do teste de Tukey aplicado aos
resultados fisico-quimicos (PZ, Dn, PDI, CFT e T) das nanoemulsdes intituladas
controles A e B, obtidas em etapas sequenciais do processo de emulsificagdo por
homogeneizagdo mecéanica de baixo e alto aporte energético, respectivamente.

O teste de Tukey (Tabela 4) revelou diferenca estatisticamente significativa (p
< 0.05) entre os controles A e B para os valores médios correspondentes ao PZ, D,
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PDI e T, respectivamente. Esses resultados denotam uma forte evidéncia do impacto
que o aporte energético, assim como as forcas de cisalhamento as quais estao
diretamente correlacionadas a quantidade de energia fornecida ao sistema durante a
homogeneizagao, resultam em nanoemulsdes com perfis fisico-quimicos distintos e
possivelmente com niveis de estabilidade cinética e termodinamica variaveis. Diante
do exposto, é possivel inferir que o sistema coloidal correspondente ao controle A,
comparativamente ao controle B, apresentou menor espectro para a estabilidade
cinética e termodinamica, dado a sua maior contribuicdo em termos de Dn, PDl e T,
aliado ainda a uma menor contribuicdo em mddulo para o PZ que o controle B.

A auséncia de diferenca estatisticamente significativa (p > 0.05) para o teor de
TPC entre as nanoemulsdes controles A-B estar de acordo com o comportamento
esperado, dado ao percentual massico fixo e idéntico do composto bioativo
cinemaldeido na formulacdo das nanoemulsées. Esses resultados indicam ainda que
independente do aporte energético e consequentemente do mecanismo de estresse
aplicado ao sistema coloidal, a quantidade do componente lipofilico a ser nano
emulsionado permaneceu invariavel, ndo tendo sofrido impacto significativo (p< 0.05)
do método de obtengao.
Tabela 7. Teste de Tukey a 95% de probabilidade para os valores médios da caracterizagéo

fisico-quimica dos sistemas coloidais em diferentes etapas do protocolo experimental de
obtengdo. Os dados sdo média + desvio padrdo, n = 2.

Caracterizagao**
Amostra’ PZ (mV) DH (nm) PDI CFT (mg T (m™)
GAE/100
g9)
Controle A -8.64 + 0.52P 296.47 + 88.972 0.749 + 0.242 0.014 + 0.002 552.720 + 20.762
Controle B -15,9 + 1.132 151.48 + 11.70° 0.269 + 0.01° 0.016 + 0.002 178.483 + 11.52°

Fonte: Os autores.

* Controle A: Nanoemulsdo obtida com a aplicagdo de baixa energia em que a emulsificagdo resultou da
homogeneizagdo do sistema em chapa aquecedora com o auxilio de agitador magnético a 14.400 rpm durante 60
min. Controle B: Nanoemulsdo obtida em duas etapas consecutivas de homogeneizacéo, a primeira em chapa
aquecedora a 14.400 rpm /60 min (baixa energia), somado a etapa seguinte em ultra-turrax a 20.000rpm/5min (alta
energia).

** PZ: Potencial zeta; Du: Didmetro hidrodinamico; PDI: indice de polidispersidade; CFT: Compostos fendlicos
totais; T: Turbidez. Os resultados da caracterizagédo analitica foram obtidos com duas repeti¢cdes e cada repeticdo
foi realizada em triplicata e expressa como média + desvio padrao.

**Valores médios seguidos com letras diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenga estatisticamente
significativa entre os tratamentos ao nivel de 0.05% de significdncia pelo teste de Tukey.

3.3 Atividade antibacteriana das nanoemulsodes in-vitro

O cinemaldeido é um composto bioativo descrito na literatura como agente

antimicrobiano eficaz na inibicdo do crescimento microbiolégico de bactéria e fungos
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(Louis et al., 2021). Quando esse antimicrobiano natural é retido na fase continua das
nanoemulsdes, a biodisponibilidade dele nos fenbmenos de transporte massico,
sobretudo via difusdo para o interior da célula microbiana, € maximizado,
especialmente em virtude do reduzido Du desse composto quando presente em
sistemas coloidais. Tornando possivel essas trocas massicas através de uma
microestrutura porosa presente de modo geral nas células bacterianas, sem que para
isso seja necessario demanda energética expressiva. No entanto, € importante
salientar que as estruturas de entrega, a exemplo das nanoeulsbes tornam o
composto lipofilico distribuido ao longo da fase continua em uma espécie de goticulas
cuja tensao interfacial foi reduzida pela presenga do tensoativo tween 80. Desse
modo, € importante destacar que de modo geral, especialmente nos ensaios
microbioldgicos in-vitro, em que os fatores externos sao controlados e possiveis fontes
de erro aleatério sdo minimizadas, os processos difusivos nos sistemas coloidais
apresentam uma interdependéncia cinética maior e a taxa de liberagdo dos compostos
bioativos podem ser consideradas menores logo apds a obtengao desses sistemas.
Os valores médios para os diametros dos halos de inibicdo encontram-se
dispostos na Tabela 8. De modo geral, esses resultados analiticos serviram para
mensurar o quanto cada nanoemulsao foi eficiente na atividade antimicrobiana das
bactérias gram positivas e gram negativas utilizadas, e desse modo, indiretamente
inferir o quanto a combinagdo do bindmio ST e AP impactou na eficiéncia
antimicrobiana de cada nanoemulsao dos ensaios propostos pelo DCCR e nas

nanoemusldes controles A-B.



Tabela 8. Didmetro médio dos halos de inibicdo para a Pseudomonas aeruginosa, a Escherichia coli, a Staphylococcus

aureus, a Listeria innocua e a Salmonella choleraesuis. Os dados s&do média + desvio padréo, n = 2.

Halo de inibigdo (cm)”

Nanoemulséo Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Staphylococcus Listeria innocua Salmonella

aureus choleraesuis
Ensaio 1 1.65 + 0.05%8A 1.40 £ 0.10%8 2.05+0.15% 1.50 + 0.00%8 1.48 + 0.03¢°paB
Ensaio 2 1.75 £ 0.07°A 1.40 £ 0.00%A 1.95 + 0.35%A 1.63 +0.18%A 1.53 £ 0.18°aA
Ensaio 3 2.05 £ 0.05%4 1.25 + 0.05%C 1.75 £ 0.15%8A 1.65 + 0.052CBA 1.60 + 0.0Qc°paCB
Ensaio 4 1.90 % 0.14baA 1.50 £ 0.28%A 1.95 +0.07%A 1.55 £ 0.072A 1.83 + 0.04baA
Ensaio 5 1.90 % 0.00baA 1.45 + 0.05%A 1.80 + 0.20%A 1.78 £ 0.032A 1.35 + 0.15%A
Ensaio 6 1.95 + 0.35024 1.50 £ 0.28%A 1.95+0.212A 1.65 +0.073A 1.33+£0.11°A
Ensaio 7 1.95 + 0.0504 1.55 + 0.25%A 1.80 + 0.20%A 1.58 + 0.273A 1.60 + 0.10¢°paA
Ensaio 8 1.85 % 0.070aBA 1.20 + 0.002¢ 2.25 £ 0.072A 1.55 + (0.2128C 1.88 £ 0.113BA
Ensaio 9 2.45 £ 0.25%A 1.30 £ 0.10%¢ 2.15 + 0.05%8A 1.50 + 0.102CB 1.40 + 0.15¢aCB
Ensaio 10 2.10 £ 0.14b3BA 1.70 £ 0.28%BA 2.30 £ 0.142A 1.53 £ 0.04%8 1.48 % 0.0400aB
Ensaio 11 2.05 + 0.15PaBA 1.50 + 0.00%8 2.45 +0.25% 1.63 + 0.0238 1.43 + 0.03°aB
Ensaio 12 1.60 + 0.1458A 1.60 + 0.008A 2.20 £ 0.28% 1.60 + 0.282BA 1.35 £ 0.07°08
Ensaio 13 1.60 + 0.10°CB 1.30 + 0.002¢ 2.00 £ 0.002A 1.73 £ 0.0828A 1.48 + 0.03¢°paCB
Controle A 1.65 = 0.07A 1.33+£0.15%A 2.10 £ 0.362A 1.20 £ 0.28%A 1.30 = 0.00%
Controle B 1.65 + 0.219BA 1.35+0.07%8 2.30 £ 0.173A 1.38 £+ 0.1138 1.15 £ 0.21°8

Fonte: Os autores.

* Os valores médios dos halos de inibicdo foram obtidos como a média de 2 repeticdes conduzidas em duplicada, expressos como mean = SD, n =

2

* Valores médios seguidos com letras mindsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferencga estatisticamente significativa entre os

tratamentos ao nivel de 0.05% de significancia pelo teste de Tukey.
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Todas as nanoemulsdes, independentemente das condigbes operacionais
utilizadas no processo de obtencéo, apresentaram zona de inibicao para as bactérias
avaliadas. O valor médio do halo de inibigdo para a Pseudomonas aeruginosa (PA), a
Escherichia coli (EC), a Staphylococcus aureus (SA), a Listeria innocua (LI) e a
Salmonella choleraesuis (SC), variou entre 1.60 - 2.45; 1.20 — 1.70; 1.75 — 2.45; 1.20
—1.78 e 1.15 - 1.88 cm, respectivamente. Considerando as perdas do cinamaldeido
por volatilizacdo e ou oxidagcao despreziveis durante o processo de preparo das
nanoemulsoes, € importante salientar que este composto contribuiu de maneira fixa
com 3.44% (m/m) da massa total das nanoemuslsdes, logo, é possivel mensurar
teoricamente, e com base na monodipersidade que as nanoemulsdes apresentaram,
que cada aliquota de nanoemulsao utilizada para os ensaios antibacterianos, continha
aproximadamente cerca de 6.88 x 10 g de cinemaldeido. O que nos leva a concluir
a poténcia antibacteriana que esse composto exerce, mesmo quando presente em
quantidades minimas.

Em condigbes in-vivo, a exemplo da utilizacdo das nanoemulsbes em
alimentos, possivelmente essa liberagao controlada dos compostos bioativos retidos
na fase continua de uma nanoestrutura de entrega passam a apresentar taxas de
transferéncia massica variadas e interdependentes diretamente das condi¢des
intrinsecas do alimento, a exemplo do pH, acidez total, composi¢ao centesimal, assim
como também do ambiente, a exemplo da temperatura, umidade relativa, luz, enfim,
previsbes acerca da efetividade dos compostos antimicrobianos, a exemplo do
cinemaldeido em sistemas nanoemulsionados podem e devem ser realizadas levando
em consideragao as condigdes operacionais para obtencdo desses sistemas e a
matriz alimenticia, bem como o ambiente em que esse alimento devera ser
armazenado.

Conforme esperado, todas as nanoemulsdes correspondentes aos pontos
centrais, ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p > 0.05) pelo
teste de Tukey, para um mesmo grupo de bactérias. Demostrando dessa forma
excelente reprodutibilidade das condicdes operacionais utilizadas.

Para a Pseudomonas aeruginosa, a atividade antibacteriana do sistema de
entrega produzido de acordo com o ensaio 9 (30% e 60 min) apresentou o maior valor
médio para a zona de inibigdo, tendo o0 mesmo correspondido a 2.45 cm e diferido (p

< 0.05) das amostras correspondentes aos ensaios 1, 2, 12, 13 e controles A-B,
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respectivamente, enquanto para a Salmonella choleraesuis o ensaio 8 (90% e 38 min)
exibiu o maior halo médio, com valor de 1.88 cm e ao mesmo tempo tendo este diferido
significativamente (p < 0.05) dos ensaios 5, 6, 12 e dos controles A-B. Em
contrapartida, ndo foi observado nenhuma diferenga significativa (p > 0.05) entre os
ensaios para a Escherichia coli, o Staphylococcus aureus e a Listeria innocua. Esses
resultados sugerem que a sensibilidade bacteriana para os sistemas de entrega em
escala nanométrica obtidos sob diferentes condi¢des operacionais foi praticamente a
mesma. Uma explicagdo plausivel para esse comportamento, consiste no fato da
pouca ou nenhuma variabilidade no teor de compostos fendlicos totais ao final do
processo de produgdo das nanoemulsdes, indicando uma manutencdo nos
percentuais massicos teoricos fixos do agente bioativo cinamaldeido para todos os
ensaios do delineamento, assim como também dos controles A-B.

Os contrastes analisados para as nanoemulsdes obtidas em condigdes
operacionais fixas (dentro de um mesmo ensaio), porém entre os diferentes grupos
de bactérias, indicaram de modo geral comportamentos distintos, quanto aos
diferentes niveis de sensibilidade bacteriana ao cinemaldeido, o que supostamente
esta relacionado as particularidades e especificidades de cada bactéria,
especialmente no que tange a sua morfologia, composi¢cao e estrutura celular, os
quais impactam diretamente em seus mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos.

As nanoemulsdes obtidas em condigdes analogas do processo (ensaios 1, 2,
3, 7 e 10), as quais corresponderam aos pontos centrais do delineamento,
apresentaram, como esperado, niveis semelhantes de sensibilidade bacteriana para
um mesmo grupo de bactérias. De modo geral, a sensibilidade ao cinamaldeido
presente nas nanoemulsdes correspondes a esses ensaios, foi maior e indistinguiveis
(p < 0.05) para Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
comparativamente a Listeria innocua, Salmonella choleraesuis e Escherichia coli,
respectivamente.

Apesar da nanoemulsdo obtida conforme o ensaio 4, ndo ter apresentado
diferenga significativa (p < 0.05) quanto a atividade bacteriana entre as diferentes
cepas, foi possivel observar niveis de sensibilidade ao cinemaldeido na seguinte
ordem decrescente de gradagao, tomando como base os valores médios das zonas

de inibicdo: AS > PA > SC > LI > EC, respectivamente. Comportamento semelhante
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foi observado para a nanoemulsao produzida conforme os ensaios 5, 6 e controle A,
respectivamente.

O Staphylococcus aureus, a Salmonella choleraesuis e a Pseudomonas
aeruginosa néao diferiram (p > 0.05) entre se quanto a nanoemulsdo obtida conforme
ensaio 8, tendo apresentado valores médios das zonas de inibigdo na seguinte ordem
decrescente SA > SC > PA, respectivamente, enquanto diferenga significativa (p <
0.05) para a sensibilidade ao cinemaldeido foi constatada entre o grupo composto por
Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis, respectivamente e 0 grupo
formado por Listeria innocua e Escherichia coli.

As nanoemulsbes produzidas de acordo com os ensaios 9, 11 e
15apresentaram, respectivamente, comportamentos analogos quanto a atividade
dessas bactérias contra o cinemaldeido presente nesses sistemas coloidais. De modo
geral, nado foi possivel identificar diferengas entre Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (p > 0.05), no entanto, o oposto a isso (p < 0.05) ocorreu
entre esse grupo de bactérias (AS e PA) e o grupo composto por Listeria innocua,
Salmonella choleraesuis e Escherichia coli, respectivamente.

A sensibilidade antibacteriana ao cinamaldeido presente na nanoemulséo
obtida conforme o ensaio 12, foi identificada como nao significativa (p > 0.05) para o
grupo composto concomitantemente por Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria innocua e Escherichia coli. Diferengcas (p < 0.05) foram
constatadas somente entre Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis.

O grupo de bactérias composto por Staphylococcus aureus € Listeria innocua,
nao diferiram (p > 0.05), quanto a sensibilidade dessas bactérias ao cinamaldeido
presente na nanoemuséao produzida conforme o ensaio 13. Comportamento oposto a
esse foi identificado (p < 0.05) entre Staphylococcus aureus e o grupo integralizado
por Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis.

Com base nos resultados descritos para as comparagdes multiplas qualitativas,
entre as diferentes bactérias para as nanoemulsdes obtidas em condicdes idénticas
do processo, é possivel inferir, de modo genérico, que mesmo entre os diferentes
ensaios, as bactérias apresentaram uma tendéncia na atividade antibacteriana
relativamente semelhante. Essa tendéncia, descrita por uma maior sensibilidade ao
cinamaldeido por parte do Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foi

praticamente oposta a menor sensibilidade ao cinamaldeido, quase sempre
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apresentada pela Listeria innocua, Salmonella choleraesuis e Escherichia coli. Nos
extremos, quase sempre o cinamaldeido incorporado as nanoemulsdes promoveu
uma maior sensibilidade no Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
tipificados, respectivamente como bactérias gram-positiva e gram-negativa e menor
sensibilidade pelas bactérias gram-negativas Salmonella choleraesuis e Escherichia
coli, respectivamente.

Com excecdo da Pseudomonas aeruginosa, esse comportamento corrobora
com o esperado, pois em teoria, esperava-se que maiores zonas de inibigao, as quais
correspondem a uma maior sensibilidade da bactéria ao agente antibacteriano,
fossem identificadas em bactérias gram-positivas, sendo o comportamento contrario
idealmente suposto para as bactérias gram-negativas. Possivelmente, essa maior
sensibilidade a presenga do composto antimicrobiano em bactérias gram-positivas
pode estar associada as propriedades da parede celular. A parede celular das
bactérias Gram-negativas € mais complexa, devido a presenca de uma membrana
externa, composta principalmente de lipopolissacarideos, além de uma fina camada
de peptidoglicano (< 10 nm). Em contrapartida, as bactérias Gram-positivas tém
parede celular de peptidoglicano espessa, no entanto, porosa (20-80 nm) (Noori,
Zeynali, Almasi, 2018; Varghese e Balachandran, 2021). Assim, a membrana externa
das bactérias Gram-negativas atua como uma barreira de permeabilidade, de modo
que os processos difusivos do cinamaldeido retido nas nanoemulsdes para o interior
da célula foram reduzidos.

No entanto, comportamento atipico foi observado para a Pseudomonas
aeruginosa, que apesar de ser uma bactéria gram-negativa e supostamente mais
resistente e menos sensivel a presenga de agente antimicrobianos. Esse
comportamento, denota possivelmente a ocorréncia de mecanismos de resisténcia
bacteriana muito especificos e intrinsecos a cada microorganismo para o
antimicrobiano em estudo, os quais podem n&o estar relacionados somente as
diferengas na composicao da parede celular das bactérias e ao mesmo tempo podem
ter sido decisivas quanto aos processos difusivos passivos e ativos envolvidos nos
mecanismos de resisténcia antibacteriana na presengca das nanoemulsdes

produzidas.

3.4 Correlacao de Pearson



181

Os resultados para a correlagado entre as propriedades coloidais, 6pticas,
composi¢ao bioativa e atividade antibacteriana in-vitro das nanoemulsdes do DCCR
sao apresentadas na Tabela 9.

O didametro hidrodinamico (Dr) apresentou uma correlagdo moderada positiva
(r=0.676) com o teor de compostos fendlicos totais (CFT) e forte positiva (r = 0.903)
com a turbidez das nanoemulsdes. O CFT correlacionou-se com a turbidez de forma
positiva e moderada (r = 0.732). Esses resultados confirmam de modo satisfatério o
comportamento previamente hipotetizado nos itens 3.1.2; 3.1.4 e 3.1.5, pois mostram
a relacao de interdependéncia positiva entre as propriedades cinética e Optica e a

composicao fendlica total das nanoemuldes.



Tabela 9. Correlacdo de Pearson (r) entre as propriedades*™ coloidais, Opticas, composicdo bioativa e atividade

antibacteriana in-vitro das nanoemulsdes do DCCR.

PZ Dn PDI__ CFT T PA EC AS L SC
Pz 1.000 0293 -0.095 -0.317  -0.331  -0.047 0.365 -0.041 0.024 -0.270
Dy 1.000 0128 0.676*  0.903*  0.100 -0.180 -0.192 0.088 -0.247
PDI 1.000 -0.057  0.162  -0.263 0.024 0.062 0.139 -0.206
CFT 1.000  0.732*  0.079 -0.372 -0.136 -0.142 -0.049
T 1.000  0.063 -0.193 -0.269 -0.129 -0.180
PA 1.000 -0.033 0.130 -0.303 -0.056
EC 1.000 0.207 -0.103 -0.354
SA 1.000 -0.415 -0.054
Ll 1.000 -0.340
e, 1.000

Fonte: Os autores

* A correlagao foi estabelecida pelo método de Pearson. * indica correlagao estatisticamente significativa ao nivel de 0.05% de significancia.
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** PA: Pseudomonas aeruginosa; EC: Escherichia coli; SA: Staphylococcus aureus; LI: Listeria innocua e SC: Salmonella choleraesuis; PZ: Potencial zeta; Dy
Diametro hidrodinamico; PDI: Indice de polidispersidade; CFT: Compostos fendlicos totais; T: Turbidez.
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Tendéncia semelhante foi reportada por Qi et al. (2022), os quais constataram,
que nanoemulsdes de D-limoneno produzidas por homogeneizagao por alta pressao
apresentaram menor diametro hidrodinamico e menor turbidez. Eles inferiram que
maiores valores para o D1 ocasionam fendmenos de desestabilizagao, a exemplo da
coalescéncia, e estes fenbmenos impactam diretamente na redugao da turbidez dos
sistemas avaliados.

Ao mesmo tempo, o aumento da turbidez correlacionou-se positivamente com
os teores de compostos fendlicos totais, os quais, nestas condigcbes encontram-se
supostamente mais disponiveis e menos retidos na fase continua do sistema coloidal.
A relagao inversa provavelmente se da pela maior ocorréncia de espalhamento de luz

uv/vis ao incidir nas amostras contendo fragdes livres de cinamaldeido.

4. Conclusoes

Os sistemas coloidais produzidos no presente estudo, apresentaram-se
monodispersos e dentro da escala nanométrica esperada, independentemente do
bindmio de tempo de sonicagao e amplitude da poténcia utilizada. A metodologia de
superficie de resposta por meio do delineamento composto central rotacional foi uma
ferramenta util e eficiente para a determinagdo das condi¢cdes ideais do processo
assistido por ultrassom das nanoemulsdes de cinamaldeido. Os resultados sugeriram
que a AP foi a Unica variavel preditora a exercer efeito significativo (p < 0.05), tendo
influenciado de maneira critica o Dn e a T dos sistemas obtidos.

Verificou-se que nanoemulsdes potencialmente mais estaveis em termos
cinéticos, foram obtidas com amplitude de poténcia correspondente a 20%,
independentemente do tempo requerido para o processo de sonicagao, apresentando
menores valores de DH e T. Assim, o uso de menores tempos de sonicag&o torna-se
mais econémico do ponto de vista energético.

Todas as nanoemulsdes preservaram de modo satisfatorio o teor de compostos
fendlicos totais durante o protocolo analitico experimental produtivo e mantiveram
assim a efetividade contra o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, a Escherichia
coli, a Staphylococcus aureus, a Listeria innocua e a Salmonella choleraesuis.

Foi possivel confirmar estatisticamente (p < 0.05) que maiores valores de Dn
ocasionam uma reducdo na transparéncia das nanoemulsdes, tornando-as mais
susceptiveis aos fendmenos de desestabilizagdo. Ao mesmo tempo que o aumento

da turbidez promove um incremento na quantificacdo dos teores de compostos
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fendlicos totais (CFT), supostamente livres e mais disponiveis para as reagdes
envolvidas na quantificagao desse composto bioativo.

As nanoemulsdes de cinemaldeido assistidas por ultrassom sdo uma
alternativa robusta e energeticamente atrativa a ser utilizada especialmente na
industria de alimentos, visto que seu processo de obtencao requer um baixo aporte
energético e tempo reduzido de sonicagao. Aliado a isso, a demanda expressiva dos
consumidores por produtos de elevada qualidade nutracéutica e a potencial
seguranga que esses sistemas coloidais podem oferecer a matriz alimenticia em
termos microbiolégicos para o consumo humano, tem se tornado cada vez mais um

atrativo emergente a ser explorado.
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Material Suplementar

Figura 3A. Imagens dos halos de inibicdo de Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 3B. Imagens dos halos de inibicdo de Escherichia coli.
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Figura 3C. Imagens dos halos de inibicdo de Staphylococcus aureus.
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Figura 3D. Imagens dos halos de inibicao de Listeria innocua.
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Fonte: Os autores.

Figura 3E. Imagens dos halos de inibicdo de Salmonella choleraesuis.
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Fonte: Os autores.
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CONCLUSAO GERAL

O ultrassom de alta intensidade (UAI) mostrou-se como um recurso tecnologico
eficaz, versatil e viavel para os processos de extracdo de carboidratos totais (CT) e
extrato seco total (EST) do exsudato da Anacardium occidentale L., assim como para
a elaboragdo da nanoemulsdo de cinamaldeido (NNC), ao fornecer elevados
rendimentos massicos em curto tempo e sob baixas temperaturas, mantendo ainda a
composi¢ao quimica e perfil estrutural tipico das macromoléculas biolégicas extraidas,
além disso, para os sistemas coloidais obtidos via aplicagao do UAI, foi possivel obter
NNC com caracteristicas fisico-quimicas que reforcam a sua elevada estabilidade
cinética e manutencdo da composi¢cao bioativa e antimicrobiana durante o
processamento. Aliado a isso, a metodologia de superficie de resposta, via
delineamento composto central rotacional, mostrou-se uma ferramenta estatistica
imprescindivel na otimizagdo das variaveis operacionais inerentes a cada um dos
processos.

Os resultados forneceram as bases tedrico-praticas para a utilizacao da
extragao assistida por ultrassom, como um protocolo rapido e eficiente, oportunizando
dessa forma um maior aproveitamento dessa tecnologia de elevado desempenho e
obtendo por meio da sua aplicagao otimizada, produtos potencialmente relevantes,

quanto ao valor biolégico, funcional e tecnolégico.



