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RESUMO

O tamarindo (7Tamarindus indica L.) ¢ uma fruta muito consumida pelas caracteristicas
sensoriais de sua polpa. Seu subproduto industrial, composto por casca, fibra e semente, € rico
em fitoquimicos, embora correspondam a 50-70% do fruto, sdo pouco explorados. O objetivo
deste estudo foi o biorrefino de semente e cascatfibra de tamarindo para a recuperacio de
fragdes bioativas. Extragdo fluido supercritico (SFE), liquido pressurizado (PLE), agua
subcritica (SWE) e assistida por micro-ondas (MAE), foram avaliadas comparativamente aos
métodos convencionais de Soxhlet (SOX) e agitacdo aquosa a quente (CHSE), envolvendo
diferentes temperaturas e solventes (CO», etanol, agua e etanol:dgua 50%). Os extratos foram
avaliados em relagdo ao conteudo fenodlico total (TPC), a capacidade antioxidante (DPPH,
ABTS e FRAP) e a caracterizacdo quimica. A fracdo lipidica recuperada da semente por SFE
(25 MPa e 60 °C), composta por 73 % de UFA (rica em 4cidos linoleico e oleico), ¢ uma
promissora para aplicacdo alimenticia. A fragdo fenolica recuperada da semente em PLE
(Etanol/ 60 °C/10 MPa) apresentou alto TPC (305,1 mg GAE-g™!) e capacidade antioxidante,
superior a dos outros solventes ¢ ao extrato de SOX-etanol. Em relacdo a fragao fenolica da
cascatfibra, o uso de etanol aquoso a 100 °C combinado com PLE forneceu o extrato de maior
TPC (201,6 + 0,8 mg GAE-g!), e com MAE o extrato de maior capacidade antioxidante (943,1-
1918,8 umol TEAC-g"), resultados superiores aos de SOX-etanol. Polifenéis, flavonoides e
acidos organicos foram identificados na fracao fenolica de semente e casca+fibra, com destaque
para o acido citrico, cido vanilico, rutina e orientina reportados pela primeira vez em casca de
tamarindo. A presenga dos antioxidantes nas fracdes fendlicas sugere o seu uso em formulagdes
cosméticas e alimenticias, atuando no retardo da oxidagdo desses produtos. A fracdo
polissacaridica da semente com maior contetido de carboidratos totais (72,9 g GE-100 g e.s)
foi obtida em PLE-4gua (80 °C e 10 MPa), comparado a extragdo CHSE-agua. A estratégia de
biorrefinaria proposta pela primeira vez para fracionar os compostos bioativos da semente,
possibilitou a partir da integracdo dos processos SFE+PLE+CHSE, aumentar o desempenho
antioxidante da fragdo fendlica (421,8 mg GAE-g™!), e obter 19,1% de goma de coloragio
vermelho esbranquicada, composta por xiloglucano de alta estabilidade térmica (até 300 °C),
polissacarideo que pode ser usado no revestimento de capsulas e no desenvolvimento de
produtos gelatinosos alimenticios. Nesse estudo, foi demonstrado pela primeira vez que
subprodutos subutilizados de tamarindo podem integrar diferentes rotas de biorrefinaria. Os
coprodutos de alto (fracdo bioativa) e baixo valor (biomassa residual) agregado gerados nessas
rotas sdo atraentes para as industrias alimenticia, quimica e cosmética.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, Acidos graxos; Capacidade antioxidante; Biorrefinaria.



ABSTRACT

Tamarind (Tamarindus indica L.) is a fruit widely consumed due to the sensory characteristics
of its pulp. Its industrial by-product, composed of peel, fiber, and seed, corresponds to 50-70%
of the fruit and is rich in phytochemicals, although little explored. The aim of this study was
the biorefining of tamarind seed and peel+fiber for the recovery of bioactive fractions.
Supercritical fluid extraction (SFE), pressurized liquid extraction (PLE), subcritical water
extraction (SWE), and microwave-assisted extraction (MAE) were evaluated compared to the
conventional methods of Soxhlet (SOX) and hot aqueous agitation (CHSE), involving different
temperatures and solvents (CO», ethanol, water, and 50% ethanol:water). The extracts were
evaluated for total phenolic content (TPC), antioxidant capacity (DPPH, ABTS, and FRAP),
and chemical characterization. The lipid fraction recovered from the seed by SFE (25 MPa and
60 °C), composed of 73% UFA (rich in linoleic and oleic acids) is an attractive nutritional
source for food application. The phenolic fraction of the seed obtained in PLE (Ethanol/ 60
°C/10 MPa) showed high TPC (305.1 mg GAE-g!) and antioxidant capacity, superior to that
of other solvents and SOX-ethanol extract. In the recovery of the phenolic fraction of the
peel+fiber, the use of aqueous ethanol at 100 °C combined with PLE provided the extract with
the highest TPC (201.6 + 0.8 mg GAE-g™!), and with MAE, recovered the extract of higher
antioxidant capacity (943.1-1918.8 umol TEAC-g™!), results superior to those of SOX-ethanol.
Polyphenols, flavonoids, and organic acids were identified in the phenolic fraction of seed and
peel+fiber, with emphasis on citric acid, vanillic acid, rutin, and orientin reported for the first
time in tamarind peel. The presence of these antioxidants in the phenolic fractions suggests their
use in cosmetic and food formulations, acting in the delay the oxidation of these products. The
polysaccharide fraction of the seed with the highest total carbohydrate content (72.9 g GE-100
gl e.s) was obtained in PLE-water (80 °C and 10 MPa), compared to CHASE-water extraction.
A biorefinery strategy was proposed for the first time to fractionate the bioactive compounds
from the seed. The integration of the SFE+PLE+CHSE processes made it possible to increase
the antioxidant performance of the phenolic fraction (421.8 mg GAE-g™!), and to obtain 19.1%
of whitish red gum, composed of high xyloglucan thermal stability (> 300 °C), a polysaccharide
that can be used in capsule coating and the development of gelatinous food products. In this
study, it was demonstrated for the first time that underutilized tamarind by-products can
integrate different biorefinery routes, generating co-products of high (bioactive fraction) and

low added value (residual biomass) attractive for the food, chemical, and cosmetic industries.

Keywords: Phenolic compounds, Fatty acids; Antioxidant capacity; Biorefinery.
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XG- Xiloglucano

AE- Diferenga total de cor
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DIAGRAMA CONCEITUAL

- O tamarindo (Tamarindus indica L.) é um fruto difundido em todo o mundo.
¢ - Cercade 11 a 30% de tamarindo corresponde a casca/fibra, e 25 a 40% corresponde a semente. ;
| - A semente ¢ rica em carboidratos, proteinas e lipideos, enquanto que a casca é rica em fibras e :
carboidratos totais.
- Proporcionar um destino adequado para estes subprodutos pode reduzir impactos ambientais, e |
estimular o uso desta biomassa para a extragdo de compostos de alto valor agregado, gerando

insumos em diferentes areas industriais.

- Na literatura técnico-cientifica grande parte dos estudos com residuos do tamarindo, em especial a
semente, ¢ relacionado a sua fungdo farmacologica, quimica e cosmetoldgica.

- Métodos convencionais de extracdo, como Soxhlet e maceragao utilizando solventes organicos, sao
comumente aplicados para a obten¢@o dos extratos da casca e da semente.

- Extragdo assistida em micro-ondas foi o método ndo convencional utilizado até o momento para a
extracdo de fenodlicos da casca e da semente.

- A extragdo a alta pressdo pode ser utilizada para valorizar subprodutos do tamarindo, obtendo de
forma seletiva diferentes fragcdes quimicas desta biomassa.

- Os subprodutos de tamarindo, quando submetidos a extracdo a alta pressdo, podem ser utilizados
como fonte de compostos bioativos.

- Extratos de casca e semente de tamarindo representam uma fonte de antioxidantes naturais.

- Apos a extragdo a biomassa residual pode ser fonte de produtos de baixo valor agregado.

- A integracdo dos processos de extracdo potencializa a recuperacdo de diferentes fracdes bioativas.

- Avaliar as condi¢des de extragdo e correlacionar com a seletividade dos compostos.
- Analisar os extratos quanto a sua composi¢ao quimica e fungdo antioxidante.

- Integrar processos de extracao para potencializar o aproveitamento dos subprodutos.
-Propor rotas de biorrefino dos subprodutos de acordo com as condi¢des selecionadas.

- Aplicag@o de métodos a alta pressdo para o fracionamento dos subprodutos em diferentes fracdes
! quimicas.

i - Caracterizacdo das fragOes obtidas quanto ao teor de fenolicos totais, capacidade antioxidante e
composicao quimica.

¢ - Determinagdo das condigdes ideais de processamento extrativo.

i - Obtencdo de fragdes lipidica, fendlica e polissacaridica da semente e fendlica da casca.

- Avaliacao da biomassa residual como matéria-prima para a producao de outros produtos.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS
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1.1 INTRODUCAO

A implementacao de conceitos de biorrefinaria e economia circular estd cada vez mais
presente em diferentes areas do conhecimento, visando reformular as estratégias de uso dos
produtos e reduzir os impactos ambientais em nivel organizacional, bem como o consumo de
recursos € a geragdo de residuos (AVRAAMIDOU et al., 2019). Diante desses conceitos,
recentemente surgiu o termo bioeconomia circular, que tem como base os conceitos de
economia circular, no entanto, a matéria-prima ¢ a biomassa (ARAUJO et al., 2022).

O capital natural e as caracteristicas de mercado do Brasil, tornam o pais atraente para
a aplicacdo de bioeconomia circular. De acordo com GINNI et al. (2021), cerca de 518 milhdes
de toneladas de residuos agricolas sdo gerados por ano no Brasil. A partir desses residuos,
muitos produtos e processos podem ser desenvolvidos, bem como energia, impulsionando uma
economia sustentavel (ZABANIOTOU; KAMATEROU, 2019).

Dentre os setores que requerem maior aten¢ao no gerenciamento de residuos, destaca-
se a industria de processamento de frutas, que gera mais de 500 milhdes de toneladas de residuos
em todo o mundo (BANERIJEE et al., 2017). Tamarindo (Tamarindus indica L.), por exemplo,
¢ um fruto cultivado/produzido em diferentes paises, e gera entre 50 a 70% de residuos apos
seu processamento para a producdo de doces, xaropes, geleias, sucos e frutas desidratadas
(CALUWE; HALAMOVA; DAMME, 2010; SOUZA et al., 2018).

Os residuos de tamarindo, em especial semente e casca, sdo subvalorizados
industrialmente, apesar da rica composi¢do em nutrientes (carboidratos, proteinas, vitaminas e
minerais) e compostos bioativos (compostos fendlicos, polissacarideos, polifendis, alcaloides e
acidos graxos) (MENEZES et al., 2016). Os residuos de tamarindo sd3o uma promissora fonte
de insumos apropriados para as industrias de alimentos, firmacos e cosméticos (GUPTA et al.,
2010; NARAYANASWAMY; ISMAIL, 2015; SUNDARAM et al., 2015). O xiloglucano, por
exemplo, ¢ o polissacarideo majoritario da semente e comercializado a mais de 50 anos no
Japao com a marca Glyloid®, sendo utilizado na incorporagao de diferentes produtos
alimenticios (KULKARNI et al., 2017).

A conversdo da biomassa em novos produtos, por exemplo, extratos funcionais,
principalmente nos moldes da produgdo sustentavel e renovavel, ¢ um dos desafios enfretados
pelas industrias (CHERUBINI, 2010). Além da complexidade da composicao da matriz vegetal,
uma vez que os compostos-alvo geralmente estao ligados quimicamente a uma variedade de
outras substancias (ALANON et al., 2017). Assim, o constante aperfeigoamento do processo
extrativo ¢ incentivado para obter extratos seletivos e de qualidade, que se enquadrem nos

requisitos do processamento sustentavel (CHEMAT et al., 2019).
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Extragdes convencionais como Soxhlet e maceracdo sdo os principais procedimentos
usados para obter compostos bioativos de semente e casca de tamarindo (CHUNGLOK et al.,
2014; CVETANOVIC et al., 2020). Recentemente, tecnologias de extracao sustentaveis, como
extracao fluido supercritico (SFE), extragdo liquido pressurizado (PLE) e extragdo assistida por
micro-ondas (MAE) vém sendo propostas para otimizar a extragdo das fragdes bioativas desses
residuos (REIS et al., 2016; GANESAPILLAI;, VENUGOPAL; SIMHA, 2017;
LIMSANGOUAN et al., 2020). Esses métodos usam principalmente solventes GRAS,
reconhecido como solvente seguro (Inglés: General Recognized as Safe Solvente) (CO, agua,
etanol e suas misturas) e fornecem, a partir do ajuste dos parametros operacionais, maior
seletividade para compostos-alvo (JEYARATNAM et al., 2016). Entretanto, ainda hé lacunas
quanto a valorizagao dos residuos de tamarindo, como o desenvolvimento e a otimizagao dos
processos de extragdo, a integracdo entre processos extrativos, com base nos conceitos de
biorrefinaria, e a incorporagdo dos extratos em produtos comercializaveis. Portanto, tornando

este estudo inovador e relevante cientifica e economicamente.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo ¢ a valorizagao de semente e casca+fibra de tamarindo

(Tamarindus indica L.) a partir da recuperacao de fragdes bioativas por métodos de extragdo a

alta pressao aplicados aos conceitos de biorrefinaria.

1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a composi¢ao proximal de semente e casca+fibra de tamarindo.

Comparar e avaliar a eficiéncia da extracdo com fluido supercritico (SFE) sob diferentes
pressdes e temperaturas, em relacdo a extracdo convencional Soxhlet (SOX) com
hexano, para a obtencao da fragao lipidica da semente de tamarindo.

Comparar e avaliar a eficiéncia da extracao com liquido pressurizado (PLE) e a extragdo
com agua subcritica (SWE) sob diferentes condi¢cdes de operacdo e de solvente, em
relacdo a extra¢do convencional Soxhlet (SOX) com etanol, para a obtencao da fragdo
fenodlica da semente de tamarindo.

Comparar e avaliar a eficiéncia de PLE, SWE e extrac¢do assistida por micro-ondas
(MAE) sob diferentes condi¢des de operacao e de solvente, em relagdo ao SOX com
etanol, para a obtencao da fragdo fenolica da cascatfibra de tamarindo.

Caracterizar os extratos de semente e cascatfibra de tamarindo em relagdo a
rendimento, contetido de fendlico total (TPC) e capacidade antioxidante pelos ensaios
de captura do radical DPPH, redugio do ion férrico (FRAP) e captura do radical ABTS".
Avaliar o perfil de acidos graxos da fragdo oleosa da semente de tamarindo por
cromatografia gasosa (GC-MS).

Avaliar o perfil quimico da fracdo fendlica dos extratos de semente e casca+fibra de
tamarindo por cromatografia liquida de alta resolucao e espectrometria de massa de alta
resolugdio (UPLC-QTOF-MSH).

Comparar e avaliar a eficiéncia dos extratos aquosos de PLE e SWE em relagdo a
extracdo convencional por agitacdo a quente (CHSE), para a obtencao da fracdo
polissacaridica (goma) da semente de tamarindo.

Caracterizar as gomas da semente de tamarindo em relacdo a composi¢ao quimica geral

(carboidratos totais, dcido urdnico e proteinas totais), rendimento e cor.
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Avaliar a eficiéncia de diferentes rotas de extragdo para potencializar a producao da
goma da semente, em relagdo ao rendimento, cor, estrutura quimica (NMR, FT-IR) e
estabilidade térmica (TGA e DSC), com foco no xiloglucano.

Determinar rotas de biorrefino geral para os subprodutos do processamento de

tamarindo em uma abordagem de biorrefinaria e economia circular.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

23

Subprodutos do processamento de Tamarindus indica L.: extracao e aplicacio funcional
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indica L. by-products as source of valuable active metabolites. /nnovative Food Science and Emerging
Technologies, 66 (September), 102518. (vide Apéndice A)
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2.1 SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS COMO FONTE DE COMPOSTOS
BIOATIVOS

O aumento substancial de residuos gerados em diversos setores de processamento
agroindustrial ¢ um dos desafios do século XXI (GINNI et al., 2021). Mundialmente sao
gerados 1,3 bilhdo de toneladas de residuos por ano, incluindo residuos oriundos do
processamento e do desperdicio na cadeia produtiva (FREITAS et al., 2021). Cerca de 40%
deste residuo ¢ proveniente de frutas e vegetais (BANERIJEE et al., 2017), e dentre os paises
produtores de frutas, o Brasil ¢ o lider mundial em producao, gerando assim uma grande
quantidade de residuos (PARFITT; BARTHEL; MACNAUGHTON, 2010; SAQIB et al.,
2019).

A ONU (Organizagao das Nacdes Unidas) propds em 2015 dezessete “Objetivos para
o Desenvolvimento Sustentdvel” (ODS), visando o desenvolvimento sustentdvel e economico.
Destaque especial ¢ dado as ODS de fome zero e agricultura sustentavel; e consumo e produgdo
sustentavel, que estdo diretamente associadas a biomassa residual. Até entdo, os residuos
agroindustriais ainda sdo pouco valorizados, sendo por vezes depositados em aterros ou
simplesmente descartados em locais inadequados, o que proporciona sérios problemas ao
ecossistema (FREITAS et al., 2021). Esses residuos, no entanto, possuem em sua composi¢ao
uma valiosa fonte de compostos bioativos com caracteristicas funcionais aplicaveis a diferentes
setores industriais. Assim, o aproveitamento sustentdvel da biomassa residual enfrenta
atualmente o desafio de obter essas biomoléculas e caracteriza-las (VILLELA; MEIRELES;
MENDES, 2018).

De acordo com as vias bioquimicas e classes quimicas, os compostos bioativos nas
plantas podem ser categorizados nos seguintes grupos quimicos: glicosideos (glicosideos
cardiacos, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos, saponinas e glicosideos antraquinona),
compostos fendlicos (4cidos fendlicos e hidroxicindmicos, estilbenos, flavonoides e
antocianinas), taninos, acidos graxos, terpenos, polissacarideos, alcaloides, proteinas e
peptideos (BERNHOFT, 2010; BUBALO et al., 2018). Os compostos bioativos estdo presentes
em extratos de raizes, caule, casca, folhas, flores, frutos e sementes, na planta atuam como
estratégia de defesa, em humanos e animais provocam efeitos farmacoldgicos ou toxicologicos
(AZMIR et al., 2013).

Diferentes classes de compostos podem ser identificadas em um mesmo residuo, uma
vez que cada uma dessas substincias exerce funcdo diferente na planta, podendo também
proporcionar atividades benéficas diferentes a saide (ZABANIOTOU; KAMATEROU, 2019).

Esses efeitos benéficos impulsionam a valorizacao de residuos que antes seriam descartados no
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ambiente, mas que podem ser gerenciados para integrar outras cadeias produtivas como parte

de uma economia circular, com base nos conceitos de biorrefinaria.

2.2 BIORREFINO DE SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS

A bioeconomia circular vem atraindo a atengdo cientifica e politica como uma opg¢ao
promissora para aumentar os beneficios da biomassa residual agroalimentar, aliado a redugao
do impacto ambiental. Dentro da bioecnomia circular, estdo os conceitos de biorrefinaria e
quimica verde, que englobam diferentes rotas de conversao das biomassas agroindustriais em
biocombustiveis, insumos quimicos, materiais, alimentos, ra¢des e energia (AVRAAMIDOU
et al., 2019). Apesar do conceito de biorrefinaria ser dinamico, podendo variar de acordo com
a biomassa utilizada, em geral haver4 a formag¢do de dois produtos, um de grande volume e
baixo valor econdmico unitario (Ex. biocombustiveis, fibras e substancias estruturais) e outro
de baixo volume e alto valor agregado (Ex. compostos bioativos, aditivos, etc) (CORATO et
al., 2018).

Biorrefinarias em escala industrial estdo especialmente relacionadas a produgdo de
biocombustivel. No entanto uma abordagem extrativa sequencial, que objetiva inicialmente
extratos ricos em compostos bioativos também pode auxiliar no fluxo de processamento de uma
biorrefinaria, uma vez que na biomassa residual da extragdo, podem ser compostas por
substancias ndo extraiveis (a exemplo: nutricional, estrutural), que a tornam uma relevante
matéria-prima (CHERTOW, 2000; YU; DAVIS; DIUKEMA, 2014; FIORENTINO; RIPA,
2017). Assim, de acordo com a biomassa e as rotas de integragdo propostas, o desenvolvimento
sustentavel local e regional ¢ impulsionado, indo além da dimensdo ambiental (DEUTZ;
GIBBS, 2008).

O Brasil ¢ um dos paises propicios a aplicagdo dos conceitos de biorrefinaria,
considerando a elevada producao/consumo de frutas e vegetais, grupo de alimentos de maior
desperdicio alimentar em todo o mundo (BANERJEE et al., 2017). As frutas, em especial, sdo
uma importante fonte de nutrientes e compostos bioativos, concentrando grande porcentagem
dessas substancias nos residuos do seu processamento, como casca, semente e bagaco (LIMA
et al., 2018).

Espécies frutiferas como maracuja, laranja, acerola e uva, devido ao seu cultivo em
larga escala, sdo mais conhecidas/consumidas e industrializadas em diferentes regides do
Brasil, e os seus residuos comumente reaproveitados. No entanto, frutas exoticas, como
jambolado, pitanga e tamarindo, que sdo conhecidas e consumidas de acordo com as praticas

culturais, t€ém despertado bastante atencao devido a suas propriedades sensoriais, nutricionais,
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terapéuticas e composi¢ao nutricional (SANTOS; SANTANA, 2019). Destaque especial ¢ dado
ao tamarindeiro que produz em média de 150 a 200 kg de fruto por ano, e tem participacao
crescente no agronegocios das regides Nordeste ¢ Centro-Oeste do Brasil. Considerando que
apods o processamento do tamarindo sdo gerados de 50 a 70% de subprodutos (SOUZA et al.,
2018; TOUNGOS, 2019), estratégias baseadas em conceitos de biorrefinaria para o
aproveitamento da fragdo bioativa dos residuos deste fruto sdo de elevada relevancia

socioecondmica, industrial e sustentavel.

2.3 TAMARINDO (Tamarindus indica L.)

2.3.1 Aspectos historicos

Tamarindo (Tamarindus indica L.) € um fruto pertencente a familia Fabaceae, que se
adapta facilmente em regides semitropicais com baixa pluviosidade. Este fruto ¢ popularmente
conhecido como tsamiya ou okpa na Nigéria, tamarinde na Africa do Sul e tamarindo na india
(OLAGUNIJU et al., 2018). Em pesquisa realizada em 2020 na base de dados Scopus, com as
palavras-chave: Tamarindus AND indica, foi possivel detectar o perfil de publicagdes
relacionadas a este fruto. Foram identificados um total de 1.305 documentos, relacionados as
diversas partes do fruto. A Figura 1 apresenta a linha do tempo dos artigos de relevancia a

respeito da extragdo e do aproveitamento dos residuos de tamarindo.

Figura 1- Linha do tempo dos principais estudos realizados com tamarindo de 1923 até os dias atuais.
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O primeiro artigo relacionado ao tamarindo foi publicado em 1923, no qual foram
identificados acidos citrico, tartarico e malico na polpa (FRANZEN; KAISER, 1923). Em 1948
foi publicado o primeiro artigo visando o aproveitamento de residuos do processamento de
tamarindo, no qual, SAVUR; SREENIVASAN, (1948) caracterizaram e isolaram
polissacarideos da semente para aplicagdo polimérica. GUERIN; REVEILLERE (1984),
relataram a primeira atividade funcional do extrato de tamarindo, indicando sua fungdo
antifungica. Em 1986 foi publicado o primeiro estudo de avaliagdo da modificagcdo genética do
fruto (PATEL; DEVI, 1986). Desde entdo, a diversidade genética do tamarindo se expandiu
devido a extensao das regides de plantio, a poliniza¢do cruzada das espécies e a sua rapida
adaptacao as condi¢des ambientais (BAIYERI, UGESE; NWOBODO, 2019).

Embora seja nativo de Madagascar, o tamarindo ¢ cultivado no mundo inteiro (Figura
2), devido a facil adaptabilidade e a rapida germinacdo das sementes (HAVINGA et al., 2010).
As caracteristicas sensoriais do tamarindo o tornam uma importante fonte de nutrientes na
culinaria, sendo empregado na produgdo de xaropes, sucos, polpa de frutas, geleias e doces

(CALUWE; HALAMOVA; DAMME, 2010).

Figura 2- Locais de plantagdo/comercializacao de tamarindo.

Fonte: www.discoverlife.org/mp/20q

No Brasil sdo identificadas duas variedades deste fruto, uma de sabor azedo, mais
frequentemente cultivada nos estados do Ceara e Goias, e outra adocicada encontrada em menor
producao no litoral da Bahia (REIS et al., 2016). Este fruto ¢ consumido principalmente na
forma de polpa para suco (fresca, congelada ou desidratada), mas sua polpa também ¢ utilizada
na elaboragdo de balas, doces, sucos engarrafados e licores. Em outros paises, sua polpa também

¢ usada como condimento para carnes ¢ molhos e na produgdo de refrigerantes e conservas
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(CALUWE; HALAMOVA; DAMME, 2010). A partir do processamento do fruto residuos
como semente, casca ¢ fibra sdo gerados, e apesar de serem estudados como insumo para

diferentes aplicagdes desde o ano de 1948, ainda sdo subutilizados.

2.3.2 Subprodutos do processamento de tamarindo

O tamarindo ¢ estruturalmente separado em quatro partes: a casca, marrom escuro ou
cinza, composta por rachaduras dispostas longitudinal e horizontalmente; as fibras, lenhosas
ramificadas que aderem na polpa; a polpa, parte comestivel ¢ marrom, doce ou acida; e as
sementes, internas ao endocarpo, de forma oval e marrom longo e brilhante (Figura 3) (RAO;
MATHEW, 2012). Cerca de 30-50% do tamarindo corresponde a polpa, 11 a 30% corresponde
a casca/fibra, e 25 a 40% corresponde a semente (RAO; MATHEW, 2012). Sendo a polpa a
parte do tamarindo mais utilizada industrialmente, em alguns paises, como no Brasil, os
subsprodutos gerados ainda sdo subutilizados, sendo descartados no meio ambiente ou

incorporados na alimentagao animal (AENGWANICH et al., 2009; SOUZA et al., 2018).

Figura 3- Partes do tamarindo.
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Os subprodutos de tamarindo, em especial casca e semente, possuem em sua

Fonte: Autor, 2022.

composicdo uma diversidade de substancias bioativas e funcionais que impulsionam o

aproveitamento desta biomassa como fonte de compostos de interesse industrial.

2.3.2.1 Composi¢do proximal e quimica dos residuos de tamarindo
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Os residuos de tamarindo sdo boas fontes de nutrientes como minerais, lipidios,
proteinas, fibras e carboidratos. A Tabela 1 apresenta a composi¢do proximal em gramas/100
g de matéria seca de semente, bagaco e casca de acordo com as regides de cultivo do fruto.

A semente de tamarindo ¢ formada pelo revestimento ou testa (20-30%) e pelo carocgo
ou endosperma (70-75%) (OLUSEYI; TEMITAYO, 2015). Os graos inteiros da semente sao
uma valiosa fonte de proteina (13,3-52,4 g-100 g'!) e lipidios (1,7-19,0 g-100 g'') quando
quantitativamente comparados a outras partes da fruta, devido a sua funcionalidade na planta
como o6rgao de reserva de nutrientes (FERREIRA et al., 2019). Além disso, a semente ¢ rica
em calcio, fésforo, magnésio e potassio e contém grandes quantidades de aminoacidos
essenciais (BAGUL; SONAWANE; ARYA, 2018). O revestimento da semente € rico em fibras
(20%) e taninos (20%). Os taninos, bem como o acido fitico e o inibidor de tripsina sdo
antinutrientes comumente associados a semente de leguminosas. A presenga dessas substancias
na semente de tamarindo a torna inadequada para consumo humano direto. No entanto, o
conteudo desses antinutrientes pode ser reduzido consideravelmente apos a imersao da semente
em agua quente (OLAGUNIJU et al., 2018). Apods a retirada dos antinutrientes, a semente de
tamarindo torna-se uma fonte de proteina alternativa de baixo custo e segura para o consumo
da populagdo, e os antinutrientes isolados tém potencial uso na industria farmacéutica
(OLUSEYT; TEMITAYO, 2015).

O bagaco de tamarindo, constituido por pericarpo, fibras estruturais e pedicelo da
vagem, possui uma composi¢cdo semelhante a da casca, com baixo teor lipidico (0,54-0,65 g-100
g!) e alto teor de fibras (67,4-70,3 g-100 g!). As fibras insoltiveis, representadas por lignina e
polissacarideos estruturais (celulose e hemicelulose) sdo o principal tipo de fibra presente na
casca de tamarindo (FERREIRA et al., 2019). Essas fibras agem principalmente com agao
mecanica durante o transito digestivo e afetam a digestdo de lipidios pela absor¢do de sais
biliares, usados para emulsificar globulos de gordura (GARCIA-AMEZQUITA et al., 2018). A
casca possui ainda um alto teor de carboidratos totais (16,3 g-100g™"), que também pode ser

encontrado em grandes propor¢des na semente (17,4-59,3 g-100 g'1).
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Tabela 1- Composi¢ao proximal de semente, bagaco e casca de tamarindo em gramas/100 g de matéria seca.

Residuo Origem Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Fibras*  Carboidratos** Referéncias
Brasil 10,20+£0,02 2,22+0,01 1,77+0,01 14,56+0,35 53,89+0,01 17,40+0,01 (FERREIRA et al., 2019)
Nigéria 9,66+0,15 3,60+£0,16 19,00+£0,03 48,07+0,32 5,69+0,01 23,62+0,01 (OLAGUNJU et al., 2018)

Suddo 10,99+0,10 2,50+0,01 3,90+ 0,05 20,23 0,56 3,08+0,04 59,30+ 0,40
(MOHAMED; MOHAMED; AHMED, 2015)
Semente  Sudao 11,21+£0,01 2,17+0,05 3,17+0,04 23,75+0,08 2,51 +0,01 57,33+ 0,24

Nigéria 10,2+0,01 43+0,02 13,5+0,05 52,4+0,01 6,0+0,01 19,6 £0,10 (OLUSEYI; TEMITAYO, 2015)
Brasil 9,78 +0,05 2,16+0,02 3,41+0,01 12,74+0,06 NQ 71,91+ 0,10 (LUZIA; JORGE, 2011)
india 9,44+0,14 1,78+0,03 505+1,20 1570=0,97 NQ 55,00+ 1,8 (SARKAR; GHOSH, 2016)
Bagaco*** México 6,47+0,11 4,08+£0,03 0,65+0,10 3,90+0,05 67,43+1,14 24,0+0,60 (GARCIA-AMEZQUITA et al., 2018)
Casca Brasil 5,96+0,01 3,76+0,01 0,54+0,01 3,22+0,14 70,33+0,01 16,30+0,01 (FERREIRA et al., 2019)

NQ (ndo quantificado); * Fibra alimentar total (soluvel e insolavel); ** Carboidratos totais; *** Bagacgo: constituido por residuos do pericarpo, fibras estruturais e pedicelo.
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A rica composic¢ao nutricional destacada nos residuos de tamarindo incentiva o seu
aproveitamento como fonte de energia, enquanto que seus metabdlitos secundarios podem ser
aplicados nas industrias nutracéutica, cosmética e alimenticia. No tamarindo, diferentes classes
de substancias foram identificadas, como ¢ apresentado na Tabela 2.

Dentre as classes de compostos presentes nos residuos de tamarindo, os polifenois sdo
o principal grupo estudado e identificado. Os polifendis sdo compostos organicos
caracterizados pela presenga de varias unidades estruturais de fenol encontradas em alimentos
como frutas, vegetais, sucos e chas (GONZALEZ; MORALES; ROJAS, 2020). Entre os
polifenois, os flavonoides e as catequinas sdo abundantes na maioria dos alimentos utilizados
na dieta didria da populag@o. O composto tipicamente identificado nos residuos de tamarindo,
em especial na semente, € a epicatequina e suas variacdes estruturais (Figura 4). A epicatequina
se destaca por suas funcdes bioldgicas, como atividades antimalérica, antiviral, antioxidante e
anticarcinogénica (REKSHMYD’DHARAN; ROY, 2013). A capacidade antiproliferativa ¢ a
atividade antioxidante s3o atribuidas a posi¢ao dos grupos hidroxila na estrutura molecular da
epicatequina (MURTHY et al.,, 2012; PRAKASH; BASAVARAJ; CHIDAMBARA
MURTHY, 2019).

Figura 4- Estrutura quimica da epicatequina e suas variagdes estruturais.
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Residuo Classe Quimica Composto

(+)-catequina; (-)-epicatequina; procyanidina B2; procianidina tetramica
oligomérica (hexadmero de procianidina; trimero de procianidina;
pentamero de procianidina; arecatamina B1)
Polifenoéis

Mirecetina; quercetina; kaempferol; acido galico; acido clorogénico;
acido vanilico; acido p-cumarico; acido felarico; acido cafeico;
cloranfenicol; acido elagico; acido cindmico; luteolina; apigenina;
isorhamnetina; taxifolina; morina; rutina; narigenina

Referéncia
(SUDJAROEN et al., 2005;
SINCHAIYAKIT et al., 2011; SOLE;
SRINIVASAN; AKARTE, 2013;
NAKCHAT; MEKSURIYEN;
PONGSAMART, 2014; SUNDARAM et
al., 2015)

(LUZIA; JORGE, 2011; RAZALI et al.,
2015; SUNDARAM et al., 2015)

Acido 3-metil,etil butandico; etil benzeno; o-Xileno; 3-metil 1-butanol;
Semente dodecano; 1,2,4-trimetil benzeno; decano; acido 2-etilhexil oxalico;
1,2,3-trimetil benzeno; acido palmitico; acido 14-metil pentadecandico;
acido hexadecanoico; acido linoléico; acido oléico; acido cis vacénico;
Acidos graxos acido cis-10-heptadecendico; trans 4cido 13 - octadecenoico; acido 16-
metil heptadecanoico; acido estedrico; 17-cloro 7-heptadecino; etil 9-
hexadecenoato; oleato de etila; acido 3-metil butil pentadecandico; 10,1-
biciclo tridec-1-eno; tetratriacontano; acido araquidico; acido lignocérico;
acido beénico

(AJAYI et al., 2006; LUZIA; JORGE,
2011; REIS et al., 2016)

Polissacarideos Ramnose; arabinose; galactose; glicose; manose; xilose; frutose (SHAO et al., 2019)
Tocoferois a-tocoferol; p-tocoferol; y-tocoferol; o-tocoferol; vitamina E (LUZIA; JORGE, 2011)
Pigmentos Leucoantocianidina; antocianina (SHANKARACHARY A, 1998; RAO;

’ MATHEW, 2012)
Terpenos Cantaridina (SHIRISHA; VARALAKSHMI, 2016)
Casca Polifenois (-)-epicatequina (GANESAPILLAL VENUGOPAL;
SIMHA, 2017)
Outros Saponina; galactosil glicerol; acido treo-isocitrico (SONI; SINGH; SINGH, 2018)

Fonte: Autor, 2022.
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As proantocianidinas também sdo comumente identificadas no tamarindo, em especial
proantocianidina B2, e s3o uma variagdo estrutural da epicatequina, que consistem em misturas
de polimeros compostos de unidades monoméricas de flavan-3-ol (MUNOZ-LABRADOR;
PRODANOV; VILLAMIEL, 2019). Em alimentos, essas substancias contribuem com as
caracteristicas organolépticas e com adstringéncia, amargura, acidez, viscosidade salivar,
aroma ¢ formagdo de cor (FRAGA; OTEIZA, 2011). As proantocianidinas também sao
responsaveis por alguns efeitos fisiolégicos em seres humanos, como atividades
cardiopreventiva, anti-inflamatoria, antioxidantes antialérgica, antitrombotica, antibacteriana e
anticarcinogénica (MUNOZ-LABRADOR; PRODANOV; VILLAMIEL, 2019).

Os écidos graxos sao normalmente identificados na fragao lipidica extraida da semente
de tamarindo. Essas substancias, dependendo do nimero de ligacdes duplas em sua cadeia
molecular, s3o classificadas como saturadas, monoinsaturadas, polinsaturadas e insaturadas
(combinacdo de 4cidos graxos monoinsaturados e polinsaturados) (RUIZ-RODRIGUEZ;
REGLERO; IBANEZ, 2010; BAUM et al., 2012). O consumo de 4cidos graxos saturados e
trans esta associado a doencas cardiacas nas corondrias (BAUM et al., 2012). No entanto, certos
acidos graxos tém o potencial de serem utilizados como funcionais em alimentos e
medicamentos, como os acidos graxos insaturados (RUIZ-RODRIGUEZ; REGLERO;
IBANEZ, 2010). Em estudo de extragio, BANERIJEE et al. (2017) demonstraram que a maior
porcentagem de compostos em extratos de semente de tamarindo corresponde a dcidos graxos
insaturados. Dentre estes, destaque especial ¢ dado aos acidos linoléico e oleico devido ao seu
maior percentual na semente e a sua funcionalidade antioxidante e antimicrobiana (LUZIA;
JORGE, 2011).

Outra classe de compostos amplamente encontrada na semente de tamarindo sdo os
polissacarideos. Cerca de 72% deste residuo ¢ formado por mucilagem/goma. As gomas sao
polissacarideos, que apos hidrdlise produzem uma mistura de agucares e acidos urdnicos, com
capacidade de formar géis (MANCHANDA; ARORA; MANCHANDA, 2014). A goma da
semente de tamarindo ¢ constituida de monossacarideos neutros como glicose, xilose, arabinose
e galactose, bem como agucares acidos como o 4cido urdnico, normalmente detectado
combinado com oligdmero de xilose derivado da hidrdlise dos xilanos (BHADORIYA et al.,
2011).

Polissacarideos como glucanos, xiloglucanos, galactoxiloglucano e galactomananos
foram extraidos anteriormente da semente de tamarindo. Enfase especial ¢ dada ao xiloglucano
(XQ), polissacarideo majoritario deste subproduto. O XG normalmente ¢ obtido a partir do

extrato aquoso seguido de precipitagcdo em solventes organicos ou alcoois. Na etapa de
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precipitacdo ocorre a eliminagdo de impurezas (compostos indesejados como fendlicos e
carboidratos neutros), devido a reducdo na constante dielétrica dos polissacarideos, o que induz
mudangas conformacionais, € permite que as moléculas se agreguem e precipitem, além de
melhorar a purificagdo do polissacarideo de interesse (LIU et al., 2016).

Em geral, o0 XG ¢ formado de um esqueleto de B-(1 — 4)-D-glucopiranose, que tem
suas cadeias laterais parcialmente substituidas por moléculas de a-(1 —6)-D-xilopiranose e/ou
B-(1—2)-D-galactopiranose (JANA et al., 2013). A Figura 5 mostra a estrutura geral do XG,
que pode ter diferentes conformagdes estruturais a partir de alteragdes na posicao da glicose
(Gle), xilose (Xyl) e galactose (Gal) (GOYAL; KUMAR; SHARMA, 2007). De acordo com
NGUYEN; JITTANIT; SRICHAMNONG (2019) existem trés estruturas diferentes para
unidades de repeticio do xiloglucano de tamarindo: heptassacarideo (Glc*Xyl®), octassacarideo
(Glc*Xyl*Gal) e nonassacarideo (Glc*Xyl*Gal?).

As diferentes susbtituigdes na estrutura do XG estdo associadas a sua estabilidade ¢
funcionalidade industrial (DUTTA; GIRI; GIRI, 2020). Por exemplo, a diferenca no grau de
substitui¢do da galactose afeta amplamente a solubilidadedo em dgua e o grau de associagdo
entre as moléculas de XG, fato importante quando se considera as propriedades das solugdes

aquosas de XG e sua aplicacdo industrial (MISHRA, 2013).

Figura 5- Estrutura geral dos xiloglucanos (XG) identificados em semente de tamarindo.
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Fonte: (GUPTA et al., 2010).

Estudos anteriores avaliaram as propriedades reologicas, quimicas e fisicas dos
polissacarideos da semente de tamarindo, mostrando suas atividades tecnoldgicas como base

polimérica de baixo custo capaz de atuar como material de parede e ser aplicado na formagao
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de filmes (RODRIGUES et al, 2018) e capsulas (ALPIZAR-REYES et al.,, 2020).
Propriedades como alta viscosidade e adesdao dos xiloglucanos contribuem para sua aplicacao
nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética, téxtil e de papel, especialmente como
estabilizador de emulsdo (GUPTA et al.,, 2010; MISHRA, 2013; NIE; DETERS, 2013;
MENDES et al., 2017).

Dada a composi¢do nutricional e quimica inerentes aos residuos de tamarindo, sua
atividade bioldgica pode variar de acordo com as cultivares e os fatores edafoclimaticos de cada
pais  MOHAMED; MOHAMED; AHMED, 2015). Assim, diferentes setores industriais podem
usar residuos de tamarindo como matéria-prima de baixo custo, agregando valor a cadeia

produtiva.

2.3.2.2 Aplicagdo funcional dos residuos de tamarindo

O tamarindo ¢ utilizado culturalmente para fins medicinal e culinario, devido a sua
composi¢do bioativa e nutricional ¢ aos seus requintados atributos de sabor (CALUWE;
HALAMOVA; DAMME, 2010). As diferentes classes de substancias associadas aos residuos
de tamarindo expandem sua aplicag@o a outras areas além da industria de alimentos. Na Figura
6 estido apresentadas as principais areas de aplicagdo de semente e casca de tamarindo, bem

como as atividades funcionais e os compostos responsaveis por essa atividade.
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Figura 6- Areas de aplicacdo dos residuos de tamarindo, bem como atividade funcional e compostos
responsaveis por esta atividade.
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Fonte: Autor, 2022.

Diante das diferentes aplicagdes dos residuos de tamarindo, a viabilidade e a
otimizagdo da extracdo dos compostos responsaveis por cada uma dessas fungdes permitem o
direcionamento das fragdes bioativas para diferentes formulagdes industriais (WANG et al.,

2016), seja a partir do uso de processos isolados ou integrados como parte de uma biorrefinaria.

2.3.2.3 Extragado de metabolitos ativos presentes em residuos de tamarindo

Considerando a riqueza de fitoquimicos presentes nos residuos de tamarindo, a escolha
adequada do método de extracdo € essencial para manter a qualidade dos produtos recuperados
e viabilizar suas aplicagdes. Diferentes métodos sdo relatados na literatura para a extragcdo
desses compostos. Nos ultimos 10 anos diversos estudos tém sido realizados utilizando
processos de extracdo para a recuperacao de metabolitos da casca e da semente de tamarindo.

A Figura 7 resume os métodos de extragdo, a faixa das condigdes operacionais avaliadas e o
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perfil quimico de interesse nos estudos realizados até o presente momento com semente e casca

de tamarindo.

Figura 7- Métodos de extragao utilizados para a valorizagdo de semente e casca tamarindo, bem como
as condigOes operacionais avaliadas e o perfil quimico de interesse.
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por micro-ondas; UAE: Extra¢ao assistida por ultrassom; SFE: Extracdo com Fluido Supercritico; SWE: Extracao
com Agua Subcritica.

Fonte: Adaptado de MARTINS et al., 2020

Os métodos de extracdo comumente usados para obter substancias bioativas presentes
nos residuos de tamarindo sdo extracao solido-liquido, Soxhlet e maceracao. A praticidade de
operagdo, o baixo custo operacional e a eficacia desses métodos favorecem o seu uso como
referéncia para estudos comparativos com métodos alternativos de extracdo e também para
aplicagdo industrial (RODRIGUEZ-SOLANA et al., 2014). Em grande parte dos estudos foi
observado o uso de solventes organicos como hexano, cloroférmio, metanol e acetato de etila,
que devido a sua toxidade tem concentragao minima permitida em formulagdes de alimentos e
medicamentos.

O uso de tecnologias verdes de extracdo ¢ uma alternativa promissora, considerando
as desvantagens relacionadas aos métodos de extragdo convencionais € a tendéncia ao
processamento mais ecologico e de baixo impacto ambiental e econdmico. Alguns desses

métodos ja foram utilizados para obter compostos bioativos presentes em residuos do
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tamarindo, por exemplo, o SFE foi usado para a recuperagdao de acidos graxos (REIS et al.,
2016), o MAE foi aplicado na obtengdo de compostos fenolicos (GANESAPILLAIL
VENUGOPAL; SIMHA, 2017) e o SWE para obten¢ao de polissacarideos (LIMSANGOUAN
et al., 2019). As vantagens e desvantagens desses métodos sdo abordadas em detalhes nas

secdes a seguir.

2.4 PROCESSOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

2.4.1 Extracio convencional

O SOX ¢ o método de extragdo convencional mais amplamente utilizado no meio
académico e industrial, sendo um método de referéncia para estudos comparativos com outros
métodos de extragao, devido aos bons rendimentos de produto final, ao baixo custo e facil
manuseio (RODRIGUEZ-SOLANA et al., 2014). O SOX ¢ baseado em uma extragdo sélido-
liquido, na qual a matriz vegetal é permeada pelo solvente em multiplos estagios de extracao,
obtendo-se ao final uma solugdo soluto-solvente multicomponente (PEREIRA; VIEIRA;
MENDES, 2011).

A extracdo SOX por se tratar de um processo exaustivo, de baixa seletividade,
demorado, e por utilizar grandes quantidades de solventes, como hidrocarbonetos, alcoois e
cloroalcanos, pode apresentar riscos ambientais, além de degradagdo ou perda de compostos
termolébeis durante o processo (BUBALO et al., 2018). Assim, devido a demanda por
processos mais sustentaveis e ambientalmente amigaveis, com menor consumo de solventes
organicos, métodos emergentes conhecidos como tecnologias verdes (green technologies), sao
propostos na literatura como uma alternativa ao SOX (HERRERO; IBANEZ, 2018;
BANOZIC; BABIC; JOKIC, 2020).

2.4.2 Tecnologias verdes de extraciao
Os métodos de extracao a alta pressao, SFE, PLE, SWE e MAE, sdo tecnologias verdes
alternativas para superar alguns desafios/desvantagens atribuidas aos métodos convencionais,

como o SOX.

2.4.2.1 Extragdo Fluido Supercritico (SFE)

SFE ¢ um processo baseado no contato da matriz a ser extraida com um fluido no
estado supercritico, que possui propriedades intermediarias entre o liquido e o gas (SHARIF et
al., 2014; CRUZ et al., 2017). O fluido supercritico pode ser utilizado industrialmente para uma

ampla variedade de aplicagdes, desde a limpeza de equipamentos até a extracao de compostos
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e a formagdo de particulas (BRUNNER, 2010). O diéxido de carbono no estado supercritico
(scCO2) ¢ o fluido mais utilizado, pois este ¢ seguro, ndo toxico, ndo cancerigeno, nao
inflamavel, inerte, facilmente disponivel em um nivel de pureza elevada e de baixo custo. O
scCO, possui ainda baixa tensdo superficial, baixa viscosidade com alta difusividade e
condi¢des criticas seguras de temperatura (31,1 °C) e pressao (7,38 MPa), que contribuem para
o seu uso industrial e para a preservagao dos compostos bioativos da matriz (HUANG; SHI;
JIANG, 2012).

De acordo com KWAN; TU; ZIMMERMAN (2016) o scCO> ¢ um excelente solvente
para a extragdo de ceras e lipidios de plantas, devido a sua capacidade de dissolugdo de
compostos pouco polares. Em geral, utilizando um processo simples com apenas scCO> e
modificagdes de pressdo e temperatura € possivel extrair compostos pouco polares
seletivamente, algo que ndo ¢ comumente obtido em extragdo convencional com solventes
organicos (ATTARD et al., 2018). No entanto, a baixa polaridade do scCO; dificulta a obten¢ao
de compostos mais polares, como os compostos fendlicos, sendo necessario em alguns casos o
uso de cosolventes, como o etanol por exemplo, ou a combinagao entre diferentes processos de
extracdo (GALLO et al., 2017).

Além das caracteristicas fisico-quimicas do scCO», o desempenho do sistema pode ser
analisado previamente a partir de uma curva cinética de extragdo (CCE), que permite avaliar a
viabilidade de aplicagdo do SFE e as condi¢des mais seletivas para o processo. a qualidade dos
extratos obtidos em SFE ¢ influenciada diretamente pela variacdo dos pardmetros de
temperatura e pressdo, que influenciam na hidrodinadmica, na solubilidade e na densidade do
fluido, consequentemente no rendimento e na qualidade do extrato (ZHAO; ZHANG, 2014;
SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).

2.4.2.1.1 Curva cinética de extragdo (CCE)

A curva global de extragdo (CGE) ou curva cinética de extragdao (CCE) ¢ utilizada
como etapa inicial em métodos de extracdo a alta pressdo para otimizar o processo, de acordo
com a relagdo do extrato bruto extraido (massa acumulada) versus o tempo de extragdo. Essa
otimizagdo ¢ realizada a partir de conhecimentos termodinamicos do processo, € pode ser
dividida em trés etapas, como mostra a Figura 8. A primeira etapa corresponde ao periodo de
taxa constante, conhecida como CER (Constant Extraction Rate), na qual ocorre a transferéncia
de massa por convec¢ao de um soluto de facil acesso, presente na parte externa do material,
para o solvente (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). A segunda etapa ¢ a FER

(Falling Extraction Rate), periodo de taxa decrescente. Nesta fase, devido a exaustdo da camada
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externa da matriz superficial, falhas sdo formadas, permitindo que o processo de difusdo do
soluto interno prevaleca em relacdo a convecgao da parte fluida, dessa forma o solvente penetra
na matriz e solubiliza o soluto mais interno, possibilitando que este seja arrastado para a parte
fluida (MAIA; ALICIEO, 2017). A terceira etapa ¢ a DC (Diffusion Controlled), na qual ocorre
um controle da taxa de transferéncia de massa, que ¢ governada pela difusdo do soluto mais
interno (SOVOVA, 1994). Assim, de forma a otimizar o tempo de extragdo, de acordo com a
maior obtencao dos solutos presentes na matriz de interesse, o processo deve ser composto das

trés etapas de extragio (SOVOVA, 1994).

Figura 8- Representacdo da curva cinética de extracdo supercritica (rendimento massico de extrato
versus tempo de extracdo). Etapas do processo (CER, FER e DC) e demonstracdo do arraste do soluto
nas diferentes etapas.

Rendimento (%)

}|
¥ X
CO;

. — Matriz vegetal lcer trer Tempo (min)

Fonte: SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016

A CCE ¢ comumente utilizada para o processo de extragdo com fluido supercritico
(SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). No entanto, como foi demonstrado por
MUSTAFA; TURNER (2011), as etapas CER, FER e DC também podem ser observadas em
PLE, onde o processo comeca com uma solubilidade controlada, seguida por uma fase

equilibrada de difusao do soluto no meio fluido.

2.4.2.2 Extragdo Liquido Pressurizado (PLE)

Extracdo Liquido Pressurizado (PLE), também conhecido por Extracdo de Solvente
Pressurizado ou Extracao de Fluido Pressurizado pode ser realizado de forma dinamica, quando
o material ¢ constantemente lavado pelo solvente, ou estatica, quando o material vegetal ¢
deixado imerso no solvente por um determinado tempo antes da extracdo (HERRERO et al.,
2013). De acordo com MUSTAFA; TURNER (2011), temperatura, tempo e tipo de solvente

sdo os principais fatores operacionais que alteram os resultados obtidos em PLE. A elevada
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temperatura (até 200 °C), por exemplo, melhora a solubilidade dos compostos e a cinética de
dessor¢cdo da matriz, melhorando o rendimento de extrato (PRONYK; MAZZA, 2009;
MUSTAFA; TURNER, 2011). No entanto, quando se trata de compostos bioativos, o aumento
de rendimento pode ndo estar relacionado com a atividade biologica de interesse, além da
possibilidade de degradagdo de compostos em elevada temperatura (BALLESTEROS-VIVAS
et al., 2020). A alta pressdo permite que o solvente permaneca em estado liquido, mesmo
quando sua temperatura esta além do seu ponto de ebulicio (WIANOWSKA; GIL, 2019). Além
de resultar em ruptura da parede celular, devido a pressdo exercida sobre a matriz, o que
melhora a transferéncia de massa do soluto da amostra para o solvente (HERRERO et al.,
2013). Apesar da influéncia da pressdo no processo, esta ndo ¢ tida como um fator variavel,
pois o seu efeito na recuperacdo da maioria das substincias naturais ¢ geralmente desprezivel
(MUSTAFA; TURNER, 2011).

Os custos em escala industrial para a aplicacdo do PLE ainda sdo elevados (DAI;
MUMPER, 2010), bem como em outros métodos a alta pressdo. Mas, em comparacao ao
Soxhlet, o PLE destaca-se por ser um método eficiente, rapido e pratico. Além de possibilitar o
uso de solventes geralmente reconhecidos como seguros, do inglés Generally Recognized as
Safe (GRAS), como etanol, dgua e/ou a combinagdo entre eles (MACHADO et al., 2015;
WIANOWSKA; GIL, 2019). Apesar de apresentar indice de polaridade intermediario (7,1) em
relagdo ao etanol (5,2) e a agua (9,0), o solvente etanol-dgua geralmente fornece elevados
rendimentos em comparacdo aos solventes individuais (MARKOM et al, 2007;
WIANOWSKA; GIL, 2019). A mistura hidroalcodlica, em determinadas matrizes aumenta a
eficiéncia de extracdo, uma vez que a parte alcodlica pode melhorar a solubilidade do soluto,
enquanto que a parte aquosa aumentaria a dessor¢ao do soluto, devido a sua atuagdo na quebra
da matriz e na ligacdo matriz-soluto (hidrogénio) (MUSTAFA; TURNER, 2011). Assim,
devido a acdo sinérgica dos solventes associada as condig¢des operacionais de PLE, uma ampla
classe de compostos, desde componentes muito polares (como agucares ou proteinas) até
compostos intermediarios/pouco polares (como carotenoides e lipidios) podem ser extraidos
(HERRERO; GALLEGO, 2019). E importante ressaltar que nos processos em que a agua pura
¢ usada como solvente, o método pode ser chamado de Extragio de Agua Quente Pressurizada
(PHWE), ¢ quando sua temperatura é superior a 100 °C, ¢ chamado de Extragdo com Agua

Subcritica (SWE) ou extragdo com agua superaquecida (MUSTAFA; TURNER, 2011).
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2.4.2.3 Extracdo Agua Subcritica (SWE)

Na extra¢do agua subcritica (SWE), a agua permanece no estado liquido, mesmo
estando acima do seu ponto de ebuli¢do, quando submetida a pressao (0,1-22,1 MPa) e
temperatura entre 100 °C (ponto de ebulicao da agua) e 374 °C (ponto critico de agua)
(HERRERO et al., 2013; ZHANG et al., 2020).

A agua, por ser um solvente ambientalmente amigavel, abundante e facilmente
acessivel, torna o SWE um processo de elevada relevancia ambiental (ZHANG et al., 2020).
SWE foi eficientemente utilizado para a extracdao de polissacarideos, pectinas, proteinas,
polifendis, oleos essenciais e fibras dietéticas provenientes de diferentes fontes naturais
(ZHANG et al., 2020). A viabilidade de extragdo dessa ampla faixa de metabolitos se deve a
alteracdo da constante dielétrica (polaridade) (¢) da 4gua, que em condi¢do ambiente (25 °C/0,1
MPa) corresponde a €=80, mas em sistema pressurizado (20 MPa) e variagdo da temperatura
entre 100-200 °C reduz para e=55-35, semelhante a constante dielétrica de solventes organicos,
como etanol (¢=24) e metanol (¢=33) em condi¢des ambiente (HERRERO; GALLEGO, 2019).
Essa modificagdo possibilita a recuperacao de compostos moderadamente polares e ndo polares
(HAGHIGHI; KHAJENOORI, 2013). Em condi¢des moderadas de temperatura (proximo a 100
°C), compostos mais polares e com alta solubilidade em agua podem ser obtidos (HERRERO
et al., 2013). Dependendo da matriz e dos compostos de interesse, temperaturas elevadas sao
mais apropriadas, devido ao aumento da taxa de difusdo e da diminui¢do na viscosidade do
solvente e na tensdo superficial da matriz celular (PLAZA; LUISA, 2019).

Apesar da eficacia na extragdo de diferentes substancias, a 4gua no estado subcritico
pode ocasionar a instabilidade de alguns solutos em temperaturas elevadas (HAGHIGHI;
KHAJENOORI, 2013). As condi¢des de SWE podem também limitar a extracdo de
determinadas matrizes vegetais, como aquelas ricas em carboidratos ou outros compostos mais
viscosos, que formam uma rede polimérica impedindo que o solvente penetre na matriz e acesse
o soluto interno (HERRERO et al., 2013). Uma solugdo para essas desvantagens € o uso de
agua acidificada em condi¢des mais brandas de temperatura ou a combinacao de processos,
sendo o SWE utilizado apos extracdes alcodlicas, por exemplo (MUSTAFA; TURNER, 2011).
Modificadores organicos e inorganicos, surfactantes e aditivos, quando combinados com a dgua
também podem melhorar a solubilidade dos compostos de interesse, além de atuarem na quebra
da parede celular e na dessor¢do dos analitos da matriz, e consequentemente melhorar a
eficiéncia da extracdo (PLAZA; LUISA, 2019).

A extragdo com agua no estado subcritico também pode ser obtida em um processo

utilizando energia de micro-ondas, que assim como em SWE ¢ realizado em vaso extrator
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fechado, no qual é possivel ajustar as condi¢cdes de pressao e temperatura para o estado
subcritico (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). A diferenca entre os extratos obtidos
nesses métodos estd relacionada a fenomenologia envolvida em cada processo, sendo assim
interessante o estudo e a avaliacao dos extratos obtidos em ambas as técnicas (PLAZA; LUISA,

2019).

2.4.2.4 Extragado Assistida por Micro-ondas (MAE)

A extragdo assistida por micro-ondas (MAE) € um método bem consolidado no campo
industrial e académico, que se baseia no aquecimento do solvente por aplicagdo de energia de
micro-ondas (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015; EKEZIE; SUN; CHENG, 2017). As
micro-ondas sdo radiacdes do espectro eletromagnético que variam em frequéncia de 300 MHz
- 300 GHz, e comprimentos de onda entre Imm a 1 m (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ,
2015). O mecanismo de aquecimento em MAE ¢ decorrente da rotacao de dipolo e da condugdo
i0nica que ocorrem no sistema, € que varia de acordo com a frequéncia e com a viscosidade do
solvente (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). Esse mecanismo permite um
aquecimento interno e homogéneo em todo o volume da matriz, intensificando a agitagdo das
moléculas intracelulares (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017). Assim, a temperatura
e a pressdo no interior da célula aumentam para niveis que resultam na quebra da parede celular,
liberando compostos internos, € consequentemente, melhorando a eficiéncia da extracao
(MENA-GARCIA et al., 2019).

Em estudo de revisdo, CARDOSO-UGARTE et al. (2014) reportaram a eficiéncia do
MAE em obter polifendis, incluindo flavonoides (flavona, isoflavonas, catequinas, flavanonas
e derivados do dacido cinamico), antocianinas, carotenoides, entre outros compostos de
diferentes matrizes vegetais. A seletividade desses compostos em MAE pode ser associada as
condi¢des de temperatura, razao solvente-matriz, e principalmente ao solvente utilizado no
processo (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). Solventes com alta constante dielétrica,
ou seja, de maior polaridade, como agua, etanol e metanol sdo comumente utilizados em MAE,
devido a sua capacidade em absorver energia eletromagnética e converté-la em calor
(DESTANDAU; MICHEL; ELFAKIR, 2013). As propriedades dielétricas dos solventes
dependem da temperatura, da frequéncia e da poténcia, que vao definir a taxa de aquecimento
do sistema (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017). A partir da otimizacao desses fatores
que interferem em MAE, vantagens como a reducdo do tempo de extracdo, do consumo de

solvente e da energia podem ser alcangadas (LLOMPART; CELEIRO; DAGNAC, 2019).



44

Em resumo, os diferentes métodos de extracdo a alta pressdo possuem vantagens e
desvantagens, que podem ser contornadas a partir de modificagcdes nos parametros do processo
ou pela associagdo com outras tecnologias, atuando de forma eficiente na obtencao dos
compostos de interesse. No entanto, dentro da linha de reaproveitamento de residuos
agroindustriais, ndo basta que o processo seja ambientalmente amigével e seletivo, os extratos
obtidos devem ser seguros, de qualidade e ter funcionalidade (CHEMAT et al., 2019). Assim,
apds a etapa de extragdo, uma etapa de caracterizacdo fisico-quimica, quimica, biologica e

citotoxica desses extratos € essencial para a conversao dos extratos em subprodutos.

2.5 CARACTERIZACAO DE EXTRATOS DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS
2.5.1 Contetdo fenolico total (TPC)

Dentre os compostos bioativos mais abundantes em frutas e vegetais encontram-se os
compostos fendlicos, identificados por exemplo, em semente de mamao (CASTRO-VARGAS
et al., 2019), bagaco de acerola (MARQUES et al., 2018), casca de maracuja (COELHO et al.,
2018) e semente de tamarindo (REIS et al., 2016). Devido a elevada concentracdo dessas
substancias, bem como sua agdo benéfica a satde, o grupo dos compostos fenolicos sdo
amplamente extraidos e avaliados em extratos de residuos agroindustriais (FREITAS et al.,
2021).

O compostos fenodlicos podem ser encontrados conjugados a matriz vegetal ou de
forma livre, compreendendo principalmente estruturas polimerizadas ou monoméricas
(ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021). De acordo com CRAFT et al. (2012) os
fendlicos podem ser subclassificados em: dacidos fendlicos, cumarinas, flavonoides,
isoflavonoides, estilbenos, lignanas e fendlicos poliméricos. Normalmente, o conteudo de
compostos fenolicos totais (TPC) € estimado nos extratos utilizando um ensaio colorimétrico
com reagente Folin-Ciocalteu.

O reagente Folin-Ciocalteu ¢ formado por sais de molibdénio e tungsténio, que em
meio alcalino e na presenca de agentes redutores, como os compostos fenolicos, formam um
complexo de molibdénio-tungsténio de coloragdo azul (CRAFT et al., 2012). A intensidade da
cor no meio de reacdo ¢ diretamente proporcional ao nimero de hidroxilas ou substincias
redutoras, j& que este ensaio € baseado na transferéncia de elétrons e mede a capacidade de
reducdo do extrato (MARGRAF et al., 2015). O complexo metéalico formado na reagdo tem
absor¢do no comprimento de onda entre 620 e 760 nm, que dependera da composi¢cdo
qualitativa e/ou quantitativa da mistura fendlica e do pH da solu¢do, geralmente ajustado pela

adicao de carbonato de sodio (CICCO et al., 2009).
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Os compostos fenolicos desempenham diferentes funcgdes bioldgicas nas plantas, em
especial atividade antioxidante, devido a presenga de hidroxilas e anéis aromaticos na sua
estrutura quimica (ANGELO; JORGE, 2007). Por esta razao, em extratos vegetais, dentro de
um conjunto de condi¢des operacionais, os compostos fendlicos tém forte associagdo com a
atividade antioxidante (CRAFT et al., 2012). No entanto, ensaios espectrofotométricos in vitro
sdo aplicados aos extratos para investigar se os compostos fenolicos totais quantificados podem
ser associados a esta atividade. Tradicionalmente sdo realizados ensaios a partir da eliminagao
do radical 1,1-difenil-2-picrilhidroxil (DPPH), e do radical 2,2'-azino-bis (3- ensaio do acido
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), e da reducao do ion férrico (FRAP) (SINCHAIY AKIT
etal., 2011; MAITL; DE; GHOSH, 2018).

2.5.2 Capacidade antioxidante de extratos vegetais

Os ensaios de capacidade antioxidante, utilizados para caracterizar extratos vegetais,
medem a capacidade de um composto antioxidante em se ligar a radicais livres. Esses ensaios
sao classificados de acordo com seu mecanismo de acdo, sendo estes baseados na transferéncia
de 4tomos de hidrogénio (HAT), transferéncia simples de elétrons (SET) ou de forma mista

(HAT/SET) (CRAFT et al., 2012).

2.5.2.1 Ensaio de eliminacdo do radical DPPH

O ensaio de eliminacdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) ¢ um dos
principais ensaios utilizados para determinar a capacidade antioxidante de diferentes matrizes
naturais, tais como frutas, vegetais, plantas medicinais, cogumelos e algas (SUN; YANG;
TSAOQO, 2018). Este ensaio tem como referéncia o estudo proposto por BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET (1995), no qual a reagdo com o DPPH foi adaptada para medir a cinética
de elimina¢do do radical a partir de um mecanismo misto (HAT/SET).

O ensaio DPPH ¢ de baixo custo, simples e amplamente utilizado em laboratdrios e
industrias, devido sua capacidade de reagir com uma variedade de compostos, incluindo
aminoacidos aromaticos, glutationa, o-tocoferol, acido ascorbico e aromadticos poli-
hidroxilados (fendlicos) (CRAFT et al., 2012). Diferentes variacdes da metodologia deste
ensaio sao propostas na literatura (SUN; YANG; TSAO, 2018). No procedimento mais comum,
os cristais de DPPH sao geralmente dissolvidos em etanol ou metanol formando uma solugdo
roxo-escuro, visivel no comprimento de onda de 517 nm (STASKO et al., 2007). Esta solugéo
¢ incubada junto ao composto antioxidante, e o radical DPPH" ¢ reduzido a DPPH, sendo

possivel observar uma descoloracdo da solugdo roxo-escuro para a cor amarelada.
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Normalmente, os resultados deste ensaio sdo expressos em ICso, ou seja, concentragdo total de
antioxidantes necessaria para reduzir a absorbancia inicial de DPPH" em 50%. No entanto, o
ICs0 ndo € um parametro suficientemente objetivo para correlacionar resultados entre diferentes
ensaios, quando se compara resultados obtidos com os padrdes mais comuns como acido
ascorbico e BHT, por exemplo. Assim, os resultados de DPPH também podem ser expressos
de acordo com a concentracao equivalente de Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-teetetil-croman-
2-carboxilico) (TEAC), o que permite uma melhor correlagdo a outros ensaios de antioxidante

(APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2018).

2.5.2.2 Ensaio de captura do radical ABTS*+

A avaliagdo da capacidade antioxidante de extratos vegetais utilizando o radical 4cido
2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) ¢ classificada, de acordo com o
mecanismo de reagdo, como um método misto (HAT/SET). Este mecanismo se deve ao radical
cationico, que atua como sonda colorimétrica, aceitando dtomos de hidrogénio ou de elétrons
fornecidos por compostos antioxidantes (SUN; YANG; TSAO, 2018).

O radical ABTS' " de coloragdo verde-azulado é formado a partir de agentes oxidantes,
como o persulfato de potassio e o dioxido de manganés solido (MnO2) (THAIPONG et al.,
2006; SU et al., 2007). A capacidade antioxidante neste ensaio ¢ medida pela capacidade do
composto antioxidante em reagir com o radical ABTS™ alterando a coloragdo da solugdo para
verde claro (APAK et al., 2016a). Este radical catidonico tem absor¢do em comprimentos de
onda (1), mas o A = 734 nm ¢ a escolha mais adequada para quantificacdo expressa em TEAC,
devido a uma ampla faixa de deteccao dos compostos, incluindo aqueles de baixa absorbancia,
como carotenoides, polifenois ou seus produtos de oxidacao (APAK et al., 2016a).

APAK et al. (2016b) destacaram diferentes criticas ao ensaio ABTS/TEAC,
relacionadas com o método utilizado para formar o ABTS" ", o tempo adequado de resfriamento
do radical (especialmente para antioxidantes de reagdo lenta), o envelhecimento e
armazenamento prolongado do radical, os compostos antioxidantes presentes na amostra
(quinonas, por exemplo), e a escolha do solvente de diluicdo do radical. Mas, em geral, a
avaliacdo da capacidade antioxidante utilizando o ensaio de ABTS ¢ eficaz e oferece vantagens
que contribuem para sua aplicagdo em diferentes matrizes vegetais (RE et al., 1999), ja que o
ABTS" ¢é soluvel em solventes aquosos e organicos, e permite a detec¢do de compostos

hidrofilicos e lipofilicos (PELLEGRINI et al., 2003).
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2.5.2.3 Ensaio de redugdo do ion férrico (FRAP)

O ensaio FRAP ¢ classificado, de acordo com o mecanismo de reagdo, como um
método de transferéncia simples de elétrons (SET). Este ensaio ¢ baseado na redu¢ao do ion
férrico (Fe*") em ion ferroso (Fe?") a partir da doacdo de elétrons de compostos antioxidantes
em um meio de reagdo com potencial redox (APAK et al., 2016b). Como sinal ou indicador da
reacdo, o sal férrico de coloragdo amarelo claro, muda para azul, quando reduzido a sal ferroso,
e a mudancga ¢ cronometrada na absorbancia de 593 nm (BENZIE; DEVAKI, 2018). O FRAP
¢ um ensaio manual simples, rapido e de baixo custo, sendo ideal para avaliar a capacidade
antioxidante de extratos que possuem em sua composi¢do compostos como acido ascorbico, o
- tocoferol (vitamina E), acido urico, bilirrubina e compostos polifendlicos, como catequinas e

outros flavonoides (BENZIE; STRAIN, 1996a; BARTOSZ, 2010).

2.5.3 Analise colorimétrica

A andlise colorimétrica é de fundamental importancia para caracterizar extratos
vegetais e direciona-los na aplica¢do industrial, uma vez que a cor ¢ um atributo decisivo na
preferéncia e escolha do consumidor (ZIELINSKI et al., 2021). Dentre os diferentes métodos
colorimétricos utilizados para avaliagdo da cor, o uso de colorimetro associado ao sistema
CIELAB se destaca por ser uma técnica ndo destrutiva, de facil manipulacido e semelhante a
visibilidade do olho humano (HUNT; POINTER, 2011). O sistema CIELAB classifica os
parametros de cor em luminosidade (L*- 100 = branco, 0 = preto), coordenada a* [(-) = verde
/ (+) = vermelho] e coordenada b* [(-) = azul / (+) = amarelo] (HUNT; POINTER, 2011;
MCGRATH; BECK; JR, 2017). Padroes de cores estdo associados a qualidade dos extratos,
podendo ser correlacionados a presenca de um perfil quimico especifico, como pigmentos
(ZIELINSKI et al., 2021). A semente de tamarindo, por exemplo, possui em sua composi¢ao
pigmentos como leucoantocianidina e antocianina de coloragdo marrom avermelhado,
anteriormente extraidos juntamente com taninos e utilizado como corante natural na
pigmentacao de 13, destinada para aplicacdo farmacéutica, bem como corante alimentar
vermelho natural (RAO; MATHEW, 2012; PRABHU; TELI, 2014).

Além dos taninos, os pigmentos da semente de tamarindo, que se concentram na casca
escura que a envolve, também podem ser recuperados associados a compostos fenolicos e
polissacarideos, a partir de extracdes com etanol, etanol aquoso e agua (SINCHAIYAKIT et
al., 2011). Dessa forma, quando o objetivo industrial sdo as fragdes bioativas, a determinacao
dos parametros de cor dos extratos ¢ um fator qualitativo importante, uma vez que, de acordo

com a aplicacdo, extratos de coloragcdo intensa podem ser indesejaveis. O xiloglucano da
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semente de tamarindo, por exemplo, ¢ o principal produto comercial recuperado desse
subproduto, sendo preferencialmente extraido a partir de sementes decorticadas para que um
produto de coloragado clara e de maior pureza possa ser obtido, e consequentemente de maior
versatilidade para diferentes aplicagdes (CRISPIN-ISIDRO et al., 2019). Além da cor, analises
das propriedades fisicas e estruturais do xiloglucano sdo necessarias para avaliacdo das suas

propriedades tecnoldgicas.

2.5.4 Propriedades fisicas e estruturais do xiloglucano (XG)

O XG da semente de tamarindo, como foi destacado na Secdo 2.3.2.1, apresenta
propriedades fisico-quimicas e reoldgicas interessantes para a industria alimenticia, quimica,
farmacoldgica e cosmética, podendo ser aplicado como aditivo alimentar, agente espessante,
estabilizante e gelificante (DUTTA; GIRI; GIRI, 2020). Essas aplicagdes sdo confirmadas a
partir de estudos de caracterizagdo das propriedades fisicas e estruturais desse polissacarideo.

A partir da andlise de espectros de FT-IR (infravermelho de transformada de Fourier),
por exemplo, os grupos funcionais presentes em extratos polissacaridicos (gomas) sdo
detectados, confirmando a presenca de carboidratos especificos, como o XG. A aplicagdo de
diferentes condicdes de extragdo pode alterar quimicamente os polissacarideos, o que reflete na
presenga de diferentes grupos funcionais, confirmados pelos espectros de FT-IR. Estudos da
literatura relataram que as bandas de absor¢do do FT-IR para atribuigdo de XG do tamarindo
podem corresponder a vibragdo de estiramento —HC—O de glucopiranosil (1018,53 cm—1),
estiramento assimétrico —C-O-C de xilopiranosil (1148,12 cm-1), vibragdo de estiramento de
hidroxila (O-H) (3411 cm—1), vibragdo de estiramento do grupo metileno (C-H) (2897 cm—1),
presenca de grupos carbonil ou acido carboxilico (C=0) (1374 e 1647 cm—1), de D-
galactopiranose (897 cm—1) e D-glucopiranose (944 cm—1) (PRIYADARSHINI et al., 2016;
SHAO et al., 2019).

Uma analise mais refinada das gomas, para a identificacdo dos grupos funcionais
presentes, pode ser realizada em ressonancia magnética nuclear (NMR). RODRIGUES et al.
(2018), apos caracterizagdo de XG do tamarindo para aplicagdo em filmes alimenticios,
confirmaram, a partir de espectros de NMR, a presenga de unidades B-D-galactopiranose, B-D-
glucopiranose e a-D-xilopiranose, representadas por sinais especificos de carbono anomérico &
104, 102 e 98, respectivamente, indicando a razdo de Galactose: Xilose: Glicose de 1: 2,43:
2,78, ap6s integragdo dos sinais de 1H e 13C.

Andlises térmicas, como a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e a

termogravimétrica (TGA), sdo realizadas no XG para avaliar sua capacidade térmica dentro de
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uma faixa de temperatura, apontando a condi¢do térmica de degradacdo e estabilizagdo do
polimero. A partir do DSC ¢ possivel verificar a quantidade de calor absorvida ou emitida pelo
polimero, determinando as temperaturas em que ocorrem processos exotérmicos ou
endotérmicos (DE PAOLI, 2008). A variacdo de massa ocasionada pela perda ou ganho nos
processos observados em DSC, pode ser confirmada por meio da analise de TGA, que fornece
essa variagdo em funcdo da temperatura (com rampa de aquecimento) ou do tempo (medida
isotérmica) (DE PAOLI, 2008). ALPIZAR-REYES et al. (2017) reportaram, a partir de
espectros de DSC, especialmente um evento exotérmico com pico médio de 310 °C e perda de
massa de 51%, indicando que o XG do tamarindo ¢ altamente termoestavel, podendo ser
incorporado em diferentes processos industriais, desde a formagdo de biomateriais até a

producao de alimentos processados.

2.6 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Com base nos componentes bioativos dos residuos de tamarindo, que foram relatados
neste capitulo, seus extratos t€ém potencial aplicagdo em processos alimenticios, quimicos ou
farmacéuticos, e/ou podem retornar a cadeia de processamento do tamarindo (fechando o ciclo),
contribuindo para o tratamento de efluentes, por exemplo.

Compostos-alvo podem ser recuperados por meio de métodos Unicos ou integrados,
conforme foi proposto em outros estudos (MAZZUTTI et al., 2018; FERRO et al., 2019).
Apesar da importancia desta etapa e dos desafios de cada método, quando as extragdes sao
realizadas corretamente (otimizadas), altos rendimentos do processo e qualidade do extrato
podem ser alcangados, para adequada utilizagdo futura. Mas poucos estudos de otimizacao
desses processos sao relatados na literatura para os residuos de tamarindo.

A etapa de extracdo de metabolitos ativos dos subprodutos de tamarindo apresenta
lacunas que necessitam de maiores investigacdes, no que se refere ao uso de métodos
ambientalmente amigéveis, solventes GRAS e estratégias de biorrefinaria integradas, que
contemplem rotas de processamento adequadas para cada residuo, o que pode ser a base para o

ciclo industrial do tamarindo e sua viabilidade industrial.
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CAPITULO 3
Valorizacao da semente de tamarindo (7amarindus indica L.) por métodos a alta pressao

para obtencio de diferentes fracdes bioativas'

1 {""""""""‘.
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Subprcdum industrial

de Comegaies | cavoiaos

Acido linoléico PLE éci_dotnitripo PLE canoidratos
Acido oléico picatequina Proteinas
Acido lignocérico SWE Procianidina B SWE Acido urénico

Acido beénico SOX Rutina CHSE
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Capituio 4

MARTINS, C. M. et al. Valorization of tamarind seeds using high-pressure extraction methods to obtain rich
fractions in fatty acid and phenolic compounds. The Journal of Supercritical Fluids, p. 105556, fev. 2022.
Disponivel em: <https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0896844622000419>.
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3.1 INTRODUCAO

A semente de tamarindo, como foi abordado no Capitulo 2, ¢ um subproduto rico em
acidos graxos e fendlicos, que possuem propriedades antioxidante, antidiarreica e anti-
inflamatéria (WAQAS et al., 2015; GUPTA; GUPTA, 2017). O uso da semente se destaca
ainda na aplicacdo em emulsdes, embalagens e encapsulamento de farmacos, devido sua rica
composicao de polissacarideos estruturais (RODRIGUES et al., 2018; SANTOS et al., 2019a).

Soxhlet e maceracdo sao os métodos amplamente relatados na recuperacao de
compostos bioativos da semente de tamarindo (CHUNGLOK et al., 2014; CVETANOVIC et
al., 2020). No entanto, apresentam desvantagens como alto consumo de solventes organicos,
baixa seletividade e degradagdo de compostos termolabeis (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO,
2012; MARENDA et al., 2019). Assim, visando melhorar a extracdo das fragdes apolar
(lipidica) e polar (fendlica), na PARTE I deste capitulo, métodos de extragao a alta pressao,
como SFE, PLE e SWE foram aplicados a semente de tamarindo. A comparacdo entre os
métodos a alta pressdo e o Soxhlet, tradicionalmente utilizado, foi realizada por meio do
rendimento global. Os extratos foram caracterizados quanto ao contetdo fenolico total e a
capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP). O perfil de 4cidos graxos e compostos
fenolicos foi identificado por GC-MS e UPLC-QTOF-MSE, respectivamente para as fragdes
apolar e polar. Na PARTE II, com foco na fra¢ao polissacaridica, foi abordada a caracterizagao
quimica geral (carboidratos totais, acido urdnico e proteinas totais) dos extratos aquosos
selecionados na PARTE I, frente a extracdo convencional de CHSE. Em seguida, foi avaliada

a extracdo e a caracterizacdo (rendimento, cor) da goma da semente de tamarindo.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Caracterizacio da matéria-prima

O fruto foi adquirido em janeiro de 2019 na Tamarindo do Brasil Agroindustrial Ltda.
(Pacajus, CE, Brasil). O processamento para a obtencdo dos residuos foi realizado no
Laboratério de Processamento de Alimentos da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza,
CE, Brasil). A Figura 9 apresenta o fluxograma de processamento do tamarindo. Basicamente,
casca e fibra foram manualmente retiradas e as vagens contendo polpa e semente foram
direcionadas para o despolpamento. Em seguida para realizar o despolpamento, os utensilios
foram higienizados com agua clorada 2% e o fruto deixado imerso em dgua mineral por duas
horas em uma proporg¢ao de 2:1 de 4gua para fruto. A despolpa foi realizada em despolpadeira

(Bonina modelo 0.25 dF) com malha de 2,5 mm e batedores rotativos. Apos o processamento,
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a semente envolta de vestigios de polpa foi lavada duas vezes com agua destilada, e
posteriormente seca em estufa de circulacdo e renovagdo de ar (De Leo, Porto Alegre, Brasil),
a 60 °C por 8h. Esta condi¢ao de secagem foi determinada com base em outros estudos com
residuos de tamarindo (JANGDEY et al., 2016; SARKAR; GHOSH, 2016; GUPTA; GUPTA,
2017). Apds a secagem, a semente foi moida em moinho de facas (Marconi/De Leo, Porto
Alegre, Brasil) com malha de 2 mm e armazenada em pote hermeticamente fechado a -18 °C

até posterior determinagao do tamanho médio de particula.

Figura 9- Fluxograma de processamento da polpa de tamarindo e os residuos gerados neste processo.
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Fonte: Autor, 2022.

3.2.1.1 Determinagdo do diametro médio de particula

O diametro médio das particulas foi determinado de acordo com equacdes propostas
por Gomide (1980). Para a obten¢ao dos dados foi utilizado agitador de peneiras de série Tyler
no Laboratério de Controle e Processos de Polimeriza¢dao (LCP) da UFSC. A amostra (100 g)
foi disposta em peneiras de tamanhos 18, 20, 35, 45, 60 e 70 Mesh e agitada por 30 min. Em
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seguida, as fracdes retidas em cada uma das peneiras foram pesadas e aplicadas nas Equacoes

le?2.

(1)

2)

Nas quais, ds € o diametro médio superficial das particulas (mm), m; é a massa de amostra retira
na peneira (g), M é a massa total de amostra (g), d; ¢ o didmetro da peneira (mm) € n € o nimero

total de fragoes.

3.2.1.2 Composi¢ao proximal

O teor de umidade da semente de tamarindo foi determinado por diferenca
gravimétrica, como descrito no método AOAC 925.40 (AOAC, 1925). Basicamente, o material
umido foi deixado em estufa de circulagdo e renovagdo de ar a 105 °C por 8 h, quando foi
atingido peso constante. O teor de cinzas foi determinado pela incineracao do material em mufla
a 550 °C, como descrito no método AOAC 923.03 (AOAC, 1997). O teor lipidico foi
determinado de acordo com o método AOAC 920.39 C (AOAC, 2000) em extrator Soxhlet
com fluxo continuo de hexano por 6 h em, em seguida, o extrato foi seco em estuda a 105 °C,
até peso constante. O teor de nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldahl (AOAC, 2000)
empregando-se fator 6,25 para a conversdo deste em proteina. O teor de fibra bruta foi
determinado de acordo com o método enzimatico-gravimétrico AOAC 962.09 (AOAC, 2010),
a partir da digestdo sequencial de 4cido sulfurico, seguido de hidroxido de sddio. O teor de
carboidratos totais foi determinado por diferenga, subtraindo de cem os valores obtidos nas
analises de umidade, cinzas, lipideos, proteinas e fibras totais. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em gramas por 100 g de material seco (g-100

gl m.s).
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3.2.2 Processos de extracao
3.2.2.1 Extrag¢do com Fluido Supercritico (SFE)

A extracao com fluido supercritico (SFE) foi realizada em uma unidade construida no
Laboratorio de Termodinamica e Tecnologia Supercritica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LATESC/UFSC), com descricio completa apresentada em trabalhos anteriores
(MAZZUTTTI et al., 2018; FERRO et al., 2019). A unidade opera com pressao de até 30 MPa e
vazdes de solvente de até 2,2 kg-h!. O extrator SFE e os equipamentos que o compdem estio

apresentados na Figura 10.

Figura 10- Unidade de extragdo para o processo SFE.
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V1- Vilvula de entrada do CO,

V2- Vilvula macrométrica de salda do CO, da coluna
V3- Vélvula micrométrica de saida do CO, da coluna

Legenda 7- Frasco coletor de extrato

1- Reservatorio de CO, 8- Rotametro

2- Banho de resfriamento do CO,  9- Bomba de cossolvente

3- Ar comprimido 10- Reservatdrio de cossolvente

4- Bomba de CO,
5- Leito de extragdo
6- Banho de aquecimento

11- Purga do CO, do sistema
M1- Mandmetro de entrada de CO,
M2- Mandmetro de entrada da coluna

Fonte: FERRO et al., 2019

No inicio do processo, o cilindro de CO; ¢ aberto e o gis segue para o banho
termostatico frio (-5 °C) contendo etilenoglicol (2), o que garante que o CO> esteja em estado
liquido ao entrar na bomba. Apos uniformidade na pressdao dos mandometros, (M1 e M2), e
mantendo fechadas V2 e V3, a bomba de CO; (4) ¢ acionada e regulada até a pressdo de
trabalho. Apos ajuste do M3 na pressdo desejada, a valvula V2 ¢ o CO; pressurizado alimenta
0 vaso extrator (5). A temperatura de operacdo ¢ mantida constate por meio de um banho
termostatico (6), previamente acionado. Por fim, o CO» carreia o extrato para o frasco coletor
(7), onde, extrato e CO; sdo separados pela diferenca de densidade resultante da
despressurizacdo e sua liberagdo no ambiente apds passar pelo rotametro (8).

No presente trabalho, previamente aos ensaios em SFE, foi determinada a curva

cinética de extracdo (CCE) ou curva cinética de extragdo, utilizada para otimizar o processo,
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permitindo determinar o tempo de extragdo, no qual o maximo de rendimento de extrato bruto
pode ser extraido da matriz vegetal, com base na relacdo do extrato (massa acumulada) ou
rendimento versus o tempo de extragdo. Na determinacdo da CCE o leito de extragdo foi
preenchido com 30 g de amostra e 50 g de esfera de vidro. Apos pressurizagdo, o CO» puro foi
admitido no sistema a uma vazdo de 1,2 = 0,2 kg-h"l. O processo foi realizado a uma pressio
de 25 MPa e temperatura de 50 °C, correspondente ao ponto central dos experimentos, €
desenvolvido de acordo com o que foi descrito na anteriormente. Os frascos de coleta foram
previamente pesados e a pesagem do extrato obtido realizada em intervalos de tempo de 5, 10
e 20 min, totalizando 18 pontos de coleta em um tempo total de 4 h de extracdo. Os dados
experimentais foram ajustados em um modelo de Regressdo Linear por Partes no software
MatLab® versdao R2016a (Mathworks Inc., Natick, MA, USA), no qual trés ajustes lineares
foram aplicados. As Equagdes 3-5 representam o modelo nas trés fases da CCE, sendo elas

CER, FER e DC.

Etapa CER (t < t;gg)
y = ai + Kcgrt 3)
Etapa FER (tcpr<t < trggr)

y = ay+ Kcprtcer + Krgr(t — tepr) 4)

Etapa DC (t S tFER)

y = ay+ Kcgrtcer + Krgr(t — tepr) + Kpep (t — trgr) ®)

Nas quais, Y ¢ a massa acumulada, a, € o coeficiente linear da reta na etapa CER; K¢-gr, Krggr
e Kpcp sdo os coeficientes angulares das retas de cada uma das etapas, t € o tempo, togr € 0
ponto relativo a primeira etapa, ou seja, o tempo em que se encerra o periodo de taxa constante
(CER) e inicia periodo de taxa decrescente (FER), tpgr € 0 ponto em que se encerra a etapa
FER e se inicia a etapa DC.

Os ensaios em SFE foram executados de forma dinamica, ou seja, com passagem
continua do fluido pressurizado pela célula de extracdo. O fluido utilizado foi o CO> puro
(99,9%) (White Martins, Florian6polis, SC, Brasil). Inicialmente, a linha foi limpa com hexano,

e em seguida com CO; para retirada de sujidades ou resquicios de extragdes anteriores.
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Basicamente, ao leito de extra¢do foram adicionados 30 g de semente de tamarindo e 50 g de
esfera de vidro. As condigdes operacionais foram: tempo de 2h, pré-determinado na CCE,
temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressao fixa de 25 MPa. As condigdes de temperatura e pressao
foram baseadas no estudo proposto por REIS et al. (2016). A influéncia da pressao também foi
avaliada, mantendo a temperatura fixa em 50 °C e variando a pressdo em 20 e 30 MPa. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata. Em seguida, os extratos foram acondicionados em

frasco ambar e armazenados a -18 °C até analises.

3.2.2.2 Extragdo com Liquido Pressurizado (PLE)

A unidade de extracdo liquido pressurizado foi montada no LATESC/UFSC, cuja
descri¢do completa foi apresentada em trabalho anterior (RODRIGUES et al., 2019) (Figura
11). Este equipamento opera com temperaturas que chegam até 180 °C, vazao volumétrica de

solvente com variacdo entre 0,001 a 10 mL-min ™!

, e pressao de 10 MPa. Esta pressao foi fixada
baseada em trabalhos anteriores, que relataram ndo haver modificagdes significativas no extrato
com a variagao da pressao (MUSTAFA; TURNER, 2011; MAZZUTTI et al., 2017a). Devido
a ampla capacidade de modificagdo das condi¢des operacionais, nesta unidade ¢ possivel

realizar processos de extracao liquido pressurizado (PLE) e extracdo dgua subcritica (SWE).

Figura 11- Unidade de extragdo para os processos PLE e SWE.
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14 15 ——7| — Algodio
5 6 :
= 7 M Amostra +Esferas de vidro
13 -
5 9} 8 24— Algodédo
? P 3
~
1 2 3 4 11 12
Legenda
1- Reservatdrio de solvente 7- Visor indicador de temperatura 12- Refrigerador
2- Bomba de solvente 8- Termopar 13- Cilindro de N,
3- Vilvula de retengiio 9- Leito de extragdo com camisa de 14- Valvula reguladora de N,
4- Trocador de calor aquecimento elétrico 15- Vélvula de bloqueio de N,
5- Controlador de temperatura 10~ Valvula reguladora 16- Representacio interna do leito de extragdo
6- Mandmetro 11- Frasco colctor de extrato

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. (2019)
Apo6s limpeza do equipamento e purga do sistema, todas as valvulas (3,10,14 e 15) sdo

fechadas. A amostra, misturada com esferas de vidro, € disposta na célula de ago inoxidavel (9)



57

com algodao nas extremidades (16). Em seguida, a bomba de liquido isocratica (Waters, modelo
515, Milford, Massachusetts, EUA) (2) ¢ acionada, e o solvente ¢ pré-aquecido até a
temperatura de trabalho. O conjunto termopar tipo K (8) (modelo TM 201/15104-K, Salvi
Casagrande, Sao Paulo, Brasil) e painel (7) (modelo N1500, Novus, Porto Alegre, Brasil),
permitem o monitoramento da temperatura no interior da célula de extracdo. A pressdo de
extracdo ¢ monitorada por mandmetro analdgico (6) (modelo 23012, Salvi Casagrande, Sao
Paulo, Brasil). Entdo, o solvente ¢ transportado pela bomba de liquido isocratica (2) com vazao
volumétrica constante, até que o ocorra o enchimento completo do leito. Entdo, a valvula
reguladora (10) ¢ aberta, o extrato ¢ coletado em frasco ambar (11), e resfriado por ventilador
(12), para reduzir a temperatura da solucdo que sai no vaso coletor. O tempo de extragao ¢
monitorado manualmente com o auxilio de cronometro digital. Apds periodo de extracdo a
passagem de solvente para dentro do leito ¢ interrompida e a valvula reguladora (10) ¢
completamente aberta para total recolhimento do extrato.

A extragdo da fragdo fendlica da semente em PLE foi realizada em processo dindmico
com os solventes etanol puro (EtOH), etanol 50% (EtOH 50%) (v/v) e agua pura (agua).
Previamente aos ensaios foi determinada a CCE para cada solvente. O leito de extracao,
preenchido com 8 g de amostra e 80 g de esfera de vidro, foi pressurizado, e o solvente admitido
no sistema a uma vazio de 4 mL-min"!. O processo foi realizado a uma pressio de 10 MPa e
temperatura de 80 °C, correspondente ao ponto central dos ensaios, e desenvolvido de acordo
com o que foi descrito anteriormente. Os extratos liquidos foram recolhidos em intervalos de
tempo de 5, 10 e 20 min, totalizando 46 min (15 pontos) de extragdo com os solventes EtOH e
EtOH 50% e 56 min (17 pontos) para agua. Os extratos alcoolicos foram secos em evaporador
rotativo (Fisatom,802, Brasil) a temperatura de 40 °C e o extrato aquoso seco em liofilizador
(Liotop, modelo LD101, Sao Paulo, Brasil) por 48 h. Os dados experimentais foram ajustados
as Equacdes 3-5 para determinar a CCE.

Os ensaios em PLE foram realizados de forma dinamica, na qual ocorre a constante
percolacao do solvente aquecido e pressurizado dentro do leito de extragdo. Inicialmente, 8 g
de semente de tamarindo foram misturadas com 80 g de esferas de vidro e adicionadas no leito
de extragdo. O solvente foi pressurizado e bombeado para dentro do leito de extragdo com vazao
de 4 mL-min’!. Para cada solvente (EtOH, EtOH 50% e 4gua) foi avaliada a influéncia da
temperatura variando em 60, 80 e 100 °C, com pressao fixa de 10 MPa e tempo de 30, 25 ¢ 40
min para as extragdes em PLE com EtOH, EtOH 50% e 4gua, respectivamente. As extragdes
foram realizadas em triplicata. As condi¢des de pressdo e temperatura foram baseadas em outros

estudos com residuos agroindustriais (BASEGMEZ et al., 2017, MACK; ANDRIEKUS;
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VENSKUTONIS, 2017). Apos o periodo de extragdo, os extratos alcodlicos foram secos em
evaporador rotativo (Fisatom,802, Brasil) a temperatura de 40 °C e o extrato aquoso seco em
liofilizador (Liotop, modelo LD101, Sao Paulo, Brasil) por 48 h. Os extratos secos foram

armazenados em frasco ambar a -18 °C até analises.

3.2.2.3 Extracdo com Agua Subcritica (SWE)

O procedimento operacional e a unidade de extragdo utilizados para os ensaios de SWE
foram os mesmos do processo PLE, descritos na secao 4.2.2.3. A diferenca entre os processos
PLE e SWE consiste, principalmente, nas condigdes do sistema, sendo necessario temperatura
entre 100-374 °C e pressao entre 0,1-22,1 MPa para o SWE.

O tempo de extracdo em SWE foi determinado a partir da CCE, na qual, inicialmente
o leito de extracdo foi preenchido com 8 g de amostra e 80 g de esfera de vidro. Entdo, apos a
pressurizagdo, a agua, solvente deste processo, foi admitida no sistema a uma vazio de 4
mL-min'. O processo foi realizado com 10 MPa e 150 °C. Os extratos liquidos foram recolhidos
em intervalos de tempo de 5, 10 e 20 min, totalizando 2h de extragdo (24 pontos), e secos em
liofilizador (Liotop, modelo LD101, Sao Paulo, Brasil) por 48 h. Os dados experimentais foram
ajustados as Equacdes 3-5 para determinacio da CCE.

Os ensaios em SWE foram realizados de forma dinamica com vazao de solvente de 4
mL-min”!, pressdo de 10 MPa e tempo de 80 min, pré-determinado na CCE. A influéncia da
temperatura foi avaliada neste processo, sendo os ensaios realizados em temperaturas de 150 e
170 °C. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Apds o periodo de extragdo, a solugao

foi liofilizada por 48 h e os extratos secos armazenados em frasco ambar a -18 °C até analises.

3.2.2.4 Extragdo em Soxhlet (SOX)

A extragdo em Soxhlet (SOX) foi realizada com base no método AOAC 930.39
(AOAC, 2012) com modificacdes. Os solventes utilizados neste processo foram hexano e
etanol. Inicialmente, pesaram-se 5 g da de semente seca € moida em cartucho de papel de filtro
e adicionaram-se em um baldo de destilacio 150 mL do solvente. A extracdo, realizada na
temperatura de ebuli¢do de cada solvente (etanol-78 °C, hexano-69 °C), compreendeu em 8 a
9 ciclos continuos por hora, com um total de 6h de processo. Em seguida, a solugdo
soluto/solvente foi concentrada a vacuo em evaporador rotativo (Fisatom, 802, Brasil), a
temperatura de 40 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e os extratos secos foram

armazenados em frasco ambar a -18 °C até analises.
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3.2.2.5 Extragdo solido-liquido por agitag¢do a quente (CHSE)

A CHSE foi realizada em banho de agua quente dubnoff-modelo 304-TPA
(Ethiktechnology, Sao Paulo, Brasil) em modo estatico. Resumidamente, 3 g de semente foram
adicionados em Erlenmeyer juntamente com agua destilada como solvente nas proporgdes de
1:20 e 1:40 (m / v). Estas propor¢des foram baseadas na razdo solido/liquido das extracdes a
alta pressdo (apresentadas na secdo 2.4). A extracao foi realizada sob agitacdo constante a 80
°C por 60 min, condi¢ao baseada no estudo de ALPIZAR-REYES et al. (2017) sobre extragao
de goma da semente de tamarindo(ALPIZAR-REYES et al., 2017)(ALPIZAR-REYES et al.,
2017). Os testes foram realizados em triplicata, sendo a dispersdo resultante filtrada e o filtrado
liofilizado (Liotop, modelo LD101, Sdo Paulo, Brasil) por 48 h. Os extratos secos foram

armazenados em frasco ambar a -18 ° C até a analise.

3.2.2.6 Extratos aquosos: extragdo da goma da semente de tamarindo

Os extratos aquosos obtidos em PLE a 80 e 100 °C foram selecionados para extragao
da goma de tamarindo, devido ao maior conteudo de carboidratos totais. O extrato obtido
convencionalmente por CHSE a 80 °C também foi avaliado. A Figura 12 representa o
fluxograma de processamento da goma, que foi realizado com base na metodologia proposta
por FREITAS et al. (2005), com pequenas modificagdes. Basicamente, na extracdo CHSE, a
semente de tamarindo seca e moida foi extraida no modo estatico a 0,1 MPa, 80 °C, razado
solido/liquido de 1:20 (m/v) e tempo de 60 min, em seguida a mistura resultante foi filtrada em
pano de musselina para a obtencdo do extrato aquoso. A extragdo em PLE foi realizada no modo
dindmico a 10 MPa, razao sélido/liquido de 1:20 (m/v), tempo de 40 min e nas temperaturas de
80 e 100 °C. O extrato aquoso obtido nas extragdes (PLE e CHSE) foi precipitado em etanol na
proporcao de 1:2 (v/v) e armazenado sob refrigeracdo (4 °C) por 16 h. Em seguida, a solu¢ao
foi centrifugada a 3400 rpm por 20 min/20 °C (Q222T, Quimis, Diadema, Brasil), e o
precipitado/gel resultante foi imerso em acetona (1:3 (m/v)) por 2 h, para retirada de agua,
etanol e outros compostos soliveis em acetona (fendlicos e taninos). Entdo, a solucao foi
centrifugada (3400 rpm / 20 min/ 20 °C) e a goma resultante foi seca em estufa de circulagdo e
renovagdo de ar (De Leo, Porto Alegre, Brasil), a 50 °C por 16 h, condi¢dao baseada no estudo
proposto por RODRIGUES et al. (2018). A goma seca foi moida em almofariz até a obten¢do
de um po fino. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata e as gomas secas foram

armazenadas a -18 °C até analise.



Figura 12- Fluxograma de extragdo da goma da semente de tamarindo.
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3.2.2.7 Rendimento global (Xy) das extragoes

O rendimento global dos extratos foi calculado de acordo com a Equacao 6, ¢ os resultados
expressos como média + desvio padrao.
(6)

x, = ME 00
0= M ¥

Na qual, Xy ¢ o rendimento global da extracao (%), ME ¢ a massa do extrato seco (g), obtido

apos a extracdo e MI ¢ a massa inicial (g) do residuo de tamarindo utilizada em cada extragdo.

3.2.3 Caracterizacio dos extratos apolar e polar
3.2.3.1 Conteudo fendlico total (TPC)

O conteudo fenodlico total presente nos extratos da semente de tamarindo foi
determinado pelo método Folin-Ciocalteau, de acordo com metodologia proposta por KOSAR;
DORMAN; HILTUNEN (2005).

Os extratos foram inicialmente diluidos em seus respectivos solventes de extragao a
uma de concentragdo de 10 mg-mL! (m/v). Em tubos microcentrifuga foram adicionados 600
puL de 4gua destilada, 10 pL do extrato diluido e 50 puL do reativo Folin. Apos agitacdo em
vortex e repouso por 1 min, foram adicionados aos tubos 150 pL da solucao de carbonato de
sodio (20% m/v), meio alcalino da reagdo. Por fim, 190 puL de dgua destilada foram inseridos a
solucdo, completando-se o volume final de 1 mL. Apds nova agitacdo em vortex, os tubos foram
deixados em repouso por 2 h em temperatura ambiente e sob o abrigo da luz. O controle
negativo dos experimentos foi realizado a partir do solvente de diluicdo de cada extrato. Ao
final do periodo de reagdo, as amostras foram transferidas para microplaca de fundo chato de
96 pocos (Kasvi, Sdo José do Pinhais, Brasil), e sua absorbancia medida no comprimento de
onda de 760 nm, em Multileitora de microplacas (Multileader Infinite M200 TECAN, ZH,
Switzerland), localizada no Laboratorio Multiusuario de Estudos em Biologia da UFSC.

O teor de fendlico total presente nos extratos foi avaliado a partir da correlagdo das
absorbancias das amostras a uma curva de calibracao de solu¢do padrao de acido galico (Sigma
Aldrich) (0,06-1,4 mg-mL"'), expressa em equivalente de 4cido gilico (GAE) versus
absorbancia, representada no Apéndice B (Figura B.I). O ensaio foi realizado em triplicata e

o resultado final expresso em mg EAG.g"! de extrato seco, como descrito na Equacdo 7.
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GAE

TPC (mg GAE.g™1) = ( )*1000 (7)

Dextrato

Na qual, TPC ¢ o teor de fendlicos totais dos extratos expresso em mg GAE-g"! de extrato; GAE
é o equivalente em 4cido galico, obtido pela curva padrio (mg GAE-mL™); D ¢ a diluicdo do

extrato em mg-mL™".

3.2.3.2 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante in vitro dos extratos de sementes de tamarindo foi
determinada pelos ensaios TEAC seguindo os métodos de eliminagdo do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazil), redugdo do ion férrico (FRAP) e captura do radical ABTS". Os extratos
foram diluidos em seus respectivos solventes de extracdo até a concentracdo de 0,05 mg-mL!
(m/v). Todas as analises foram realizadas em triplicata e as amostras lidas em multi-leitor de
microplaca (Multileader Infinite M200 TECAN, ZH, Suica / laboratério multiusudrio LAMEB
/ UFSC).

3.2.3.2.1 Ensaio de eliminagao do radical DPPH

O ensaio de eliminacao do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) foi realizado de
acordo com metodologia proposta por BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET (1995),
com pequenas modificagdes. Basicamente, em microplaca foram adicionados 50 pL do extrato
diluido (0,05 mg-mL™) e 250 pL de uma solugdo etandlica de DPPH 0,125 mM. Apos 30 min
de reacdo em temperatura ambiente e sob o abrido da luz, a absorbancia das amostras foi medida
em comprimento de onda de 517 nm. O controle negativo foi determinado pela adicdo do
solvente de diluicdo no lugar da amostra. O ensaio foi realizado em triplicata e o percentual de
inibicao da atividade sequestradora do radical DPPH foi determinado pela Equacao 8. Os dados
experimentais foram correlacionados com curva de calibragao utilizando o padrao Trolox, com
concentracdo variando entre 5 e 325 pmol-L"! (Apéndice C-Figura C.I - R? = 0,992). Os
resultados foram expressos em pmol de capacidade antioxidante equivalente em Trolox por

grama de extrato seco (umol TEAC.g™).

AA (%) = [ 1- (jzz’z )] « 100 ®)
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Na qual, ABSE e ABSc sao as absorbancias do extrato e do controle negativo, respectivamente.

3.2.3.2.2 Ensaio de captura do radical ABTS"

O ensaio de captura do radical ABTS" foi descrito por RE et al. (1999) com adaptagdes
realizadas por ZIELINSKI; HAMINIUK; BETA (2016). Inicialmente, o radical ABTS" foi
preparado pela reagdo de 3 mL da solugdio estoque de ABTS 7 mmol-L!' com 3 mL da solugdo
estoque de persulfato de potassio (K2S20s) 2,45 mmol-L'. Em seguida, a solucdo foi
armazenada sob o abrigo da luz e em temperatura ambiente por 16h. No dia da andlise, 4 mL
do radical ABTS" foi diluido em 150 mL de agua, e sua absorbancia, medida no comprimento
de onda de 734 nm, foi corrigida para 0,7 para padronizar a solucdo. A andlise foi realiza em
microplaca com 20 pL do extrato diluido (0,05 mg-mL™) e 280 pL da solugdo ABTS'. Apos
reacdo de 30 min no escuro e em temperatura ambiente, a absorbancia das amostras foi medida
em comprimento de onda de 734 nm. O controle negativo foi determinado pela adi¢do do
solvente de diluicdo no lugar da amostra. O ensaio foi realizado em triplicata e o percentual de
inibi¢do da atividade sequestradora do radical ABTS" foi determinado pela Equagio 8. Os
dados experimentais foram correlacionados com curva analitica padrdo de Trolox, com
concentragio variando entre 15-325 pumol-L"! (Apéndice C-Figura C.II - R? =0,998). Os
resultados foram expressos em pumol de capacidade antioxidante equivalente em Trolox por

grama de extrato seco (umol TEAC-g™).

3.2.3.2.3 Ensaio de redugdo do ion férrico (FRAP)

A atividade de redugio do ion férrico (Fe*") em ion ferroso (Fe?") dos extratos foi
descrita por BENZIE; STRAIN (1996) com modificagdes realizadas por ZIELINSKI et al.
(2014). A solugao FRAP foi preparada por adi¢do de 60 mL do tampao acetato de s6dio 300
mmol-L"! (pH 3,6), 6 mL da solu¢io de TPTZ 10 mmol-L"! diluida em 4cido cloridrico (HCI)
40 uM, e 6 mL da solucdo de cloreto férrico (FeCls) 20 mmol. L' 10:1:1 (v/v/v). Em microplaca
foram adicionados 10 puL do extrato diluido (0,05 mg-mL™) e 290 pL da solu¢io FRAP, e
mantida a temperatura ambiente sob o abrigo da luz por 30 min. Em seguida, a absorbancia das
amostras foi medida em comprimento de onda de 593 nm. O controle negativo foi determinado
pela adicao do solvente de dilui¢dao no lugar da amostra. O ensaio foi realizado em triplicata e
os dados experimentais correlacionados com curva analitica padrdo de Trolox, com

concentracdo variando entre 25-250 pmol-L! (Apéndice C-Figura C.III - R? =0,993). Os
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resultados foram expressos em pmol de capacidade antioxidante equivalente em Trolox por

grama de extrato seco (umol TEAC-g™).

3.2.3.3 Identificacdo do perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa (GC-MS)

O perfil de 4cidos graxos dos extratos oleosos obtidos em SFE e em SOX-Hex foi
determinado por cromatografia gasosa (GC-MS) na Central de Analises do EQA-UFSC. O
extrato foi inicialmente metilado de acordo com metodologia proposta por O’FALLON et al.
(2007). Basicamente, 20 puL de o6leo foi esterificado em KOH 1 N e em MeOH por 1,5 h a 55
°C. Em seguida, metilado por catélise de H2SO4 24 N durante 1,5 h a 55 °C, e posterior adi¢do
de hexano. Apoés este processo, uma aliquota de 1 mL da fase superior (hexanica) foi coletada
e estocada a 4 °C até analise em GC-MS.

O perfil de acidos graxos dos extratos foi avaliado em cromatdgrafo a gas USA GC
7890A / MS 5975C (Agilent Technologies, California, USA). As separagdes cromatograficas
foram realizadas usando uma coluna de fenilmetil siloxane 5% (HP-5MS 30 m x 250 um x 0.25
um; Agilent Technologies). O gas de arraste foi o hélio (1,2 mL-min) e o volume de inje¢io
foide 1 pL no modo Split (1:50) a 250 °C, com atraso do solvente em 5 min. A temperatura do
forno foi mantida a 60 °C por 3 min e depois programada para 220 °C a 5 °C por minuto. A
temperatura da linha de transferéncia foi de 240 °C. O espectrometro de massa operou no modo
EI (70 eV) com uma faixa de massa de varredura de 55 a 550 m/z. O tempo total da analise foi
de 40 min. Os 4cidos graxos foram identificados por comparacdo de seus espectros de massa
com espectros disponiveis no Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) do Banco de
Dados de Espectrometro (NIST 11). Os resultados cromatograficos do GC-MS foram expressos

em percentagens da area relativa, em fun¢do do tempo de retencao (Rt).

3.2.3.4 Identificagdo do perfil quimico dos extratos por espectrometria de massas (UPLC-MS-
QTOF)

Os extratos ndo oleosos obtidos em PLE, SWE e SOX-EtOH, que apresentaram
melhores respostas quanto a composi¢do da atividade fenodlica total e antioxidante, foram
identificados em cromatografia liquida de alta eficiéncia no Laboratorio Multiusuario Quimica
de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical. As amostras foram previamente
preparadas de acordo com a metodologia proposta por NEHME et al. (2008); CHAGAS-
PAULA et al. (2015). Basicamente, os extratos foram particionados em 4 mL etanol / 4gua

(70:30), e centrifugados para separar o extrato ndo dissolvido da solu¢do. Em seguida, uma
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aliquota de ImL da fase inferior (hidroetandlica) foi removida e filtrada (0,20um PTFE). O
filtrado foi recolhido em frascos e armazenado a -80 °C até analise subsequente.

O sistema UPLC-QTOF-MS foi montado com coluna Waters Acquity UPLC BEH
(150 x 2,1 mm, 1,7 um) e temperatura constante de 40 °C. O sistema de elui¢ao gradiente
consistia em uma fase movel composta por 0,1% de 4cido formico em adgua (A) e 0,1% de acido
formico em acetonitrila (B). As condi¢des de eluicdo foram: variacao de 2% a 95% do gradiente
B (0-15 min), 100% B (15-17 min), 2 % B (17,0), 2% (17,0-19,0 min), fluxo de 0,4 mL-min!
e volume de injecao de 5 pL. Os cromatogramas foram gerados por meio de detector
(espectrometro de massa) (Waters, Milford, MA, EUA) com interface de ionizagdo por
eletrospray (ESI) nos modos de ioniza¢do positivo, adquirido na faixa de 110-1180 Da,
temperatura da fonte de 120 °C, temperatura de dessolvatacdo de 350 °C, fluxo de gas de
dessolvatagio de 500 L/he tensdo capilar de 3,2 kV. O modo de aquisi¢io foi MSE. O
equipamento foi controlado pelo programa de software MassLynx 4.1 (Waters Corporation,
EUA).

O conjunto de dados foi importado para o sofiware Mass Spectrometry - Data
Independent AnaLysis (MS-DIAL 4.48), com o objetivo de obter espectros deconvoluidos e o
alinhamento dos picos. Assim, os metabolitos foram identificados provisoriamente por suas
formulas elementares e fragmentagdo MS/MS com regras heuristicas ativadas (KIND; FIEHN,
2007; SUMNER et al., 2007). Ap6s a obtencdo dos espectros MS/MS, foi realizada uma
identificagdo presumida dos compostos, comparando os dados com informagdes de banco de
dados como KNApSAcK, Enciclopédia de Quioto de genes e banco de dados de genoma
(KEGQ), SciFinder, PubChem ¢ ChemSpider. Seguindo os parametros da iniciativa de padrdes
metabolicos (MSI) nivel 2.1 (SUMNER et al., 2007), uma identificacdo proposta foi fornecida,
incluindo formula molecular e fragmentos de MSE. E importante mencionar que a identificagio

quimica foi baseada na quimiotaxonomia (familia, género e espécie).

3.2.4 Caracterizacio dos componentes quimicos totais dos extratos aquosos

Os extratos aquosos da semente de tamarindo obtidos em PLE, SWE e CHSE-80°C
(1:20 e 1:40 m/v) foram avaliados em relagdo ao conteudo de carboidratos totais, 4cido urénico
e proteinas totais. O contetido de carboidratos totais foi determinado pelo método do acido
fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) com modificagdes realizadas por MASUKO et al.
(2005). Resumidamente, 200 uL de extrato diluido (0,2 mg-mL™") foram adicionados em tubo
de vidro com 180 pL de uma solucdo aquosa de fenol a 5% (m/v). Apds leve agitagdo, foi

adicionado ao tubo 600 pL de acido sulfirico (H2SO4) concentrado, agitado suavemente e
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posteriormente aquecido a 90 °C por 5 min em banho-maria. Apos resfriar a temperatura
ambiente, 300 uL da mistura foram transferidos para microplaca, e a absorbancia medida em
Multileitora de microplacas (Multileader Infinite M200 TECAN, ZH, Switzerland), a 490 nm,
com agua como branco. O ensaio foi realizado em triplicata e os dados experimentais
correlacionados com curva analitica padrdo de glicose, com concentra¢do entre 0,02—0,2
mg-mL™"! (Apéndice E-Figura E.I - R? =0,985). Os resultados foram expressos em grama
equivalente de glicose por 100 gramas de extrato seco (g GE-100 g™! e.s).

O conteudo de acido urdnico foi analisado pelo ensaio de meta-hidroxidifenil, de
acordo com metodologia proposta por BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN (1973). Em
tubos de vidro foram adicionados 0,2 mL do extrato diluido (0,2 mg-mL") e 1,2 mL da solucio
de tetraborato de sodio 0,0125 M preparada com acido sulfurico concentrado. Apds leve
agitacdo em vortex, os tubos foram deixados em banho-maria a 100 °C por 5 min, e
posteriormente resfriados em banho de gelo. Entdo, foi adicionado ao tubo 20 pL da solugdo de
meta-hidroxidifenil 0,15%, preparada com hidréxido de sédio 0,5% (m/v). Apds 5 min de
reacao, foi a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdmetro (800 XI, Femto, Sao
Paulo, Brasil), no comprimento de onda de 520 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e os
dados experimentais correlacionados com curva analitica padrao de acido D-galacturénico, com
concentragio entre 4,6-64,1 ng-mL™! (Apéndice E-Figura E.Il - R? =0,992). Os resultados
foram expressos em grama equivalente de acido D-galacturonico por 100 gramas de extrato
seco (g AG-100 gl e.s).

O conteudo de proteina total dos extratos foi determinado pelo método Kjeldahl
(AOAC, 2000). Inicialmente, cerca de 0,5 g de amostra foram decompostas em matéria
organica a partir de digestdo com &cido sulfirico concentrado (10 mL) a 400 °C, na presenga
de uma mistura catalitica de didxido de selénio, sulfato de cobre, sulfato de sddio (1:10:100 p:
p:p). Posteriormente, o conteudo de nitrogénio total da amostra foi determinado por destilacao
com hidroxido de sodio 40%, seguida de titulagdo com solugdo de acido cloridrico 0,1N
(padronizada). Os dados de nitrogénio obtidos foram convertidos em valores de proteina usando
um fator de conversao de 6,25, fator médio utilizado para alimentos em geral (CECCHI, 2003).
A analise foi realizada em triplicata e o resultado foi expresso em gramas por 100 g de extrato

seco (g-100g! e.s).

3.2.5 Caracteriza¢io da goma da semente de tamarindo
A goma da semente de tamarindo foi obtida a partir dos extratos de PLE (80 e 100 °C)
e CHSE-80°C (1:20 m/v) apds precipitacdo em etanol. Os métodos de extracdo foram
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comparados a partir do rendimento, de acordo com equagdo da Secdo 3.2.2.7, e goma
caracterizada por analise de cor.

Os parametros de cor das gomas foram avaliados em colorimetro espectrofotdmetro
CM-5 (Minolta® Color Reader, Osaka, Japao) com fonte de luz padronizada, a partir das
coordenadas L*, a*, b* do sistema CIELab. A analise foi realizada no Laboratorio de
Tecnologia da Biomassa na Embrapa Agroindustria Tropical. As gomas umidas foram
acondicionadas em placa de Petre com fundo branco, e as leituras realizadas em triplicata a
partir de distintos pontos de contato. Os valores de cor foram registrados como L * =
luminosidade (0 = preto, 100 = branco), a* [ (-) = verde / (+) = vermelho], b* [ (-) = azul / b*
(+) = amarelo], bem como os indices de transparéncia (Wi) e amarelecimento (Y1). A partir dos
dados experimentais de L*, a*, b* foi eterminado também a diferenga de cor (AE), de acordo

com a equacao (9) (AHMADI et al., 2012).

AE = /(L — L)2 + (a* — a)? + (b* — b)? (10)

3.2.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos no rendimento e na caracterizagao dos extratos foram reportados
como média + desvio padrdo, e analisados estatisticamente por analise unidirecional de
variancia (ANOVA). As andlises foram realizadas no software STATISTICA (versdo 12) e a
diferenca significativa entre as amostras foi determinada pelo teste de Tukey, admitindo nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo foi dividido em duas partes para apresentar os resultados da
caracterizacao dos extratos obtidos. A PARTE I corresponde aos extratos das fracdes lipidica e
fendlica e a PARTE II corresponde a caracterizagdo quimica geral dos extratos aquosos € a

extragdo e caracterizagdo da goma da semente de tamarindo.

PARTE I
3.3.1 Caracterizacido da matéria-prima

A semente de tamarindo, apds seca e moida, foi caracterizada quanto ao tamanho
médio de particulas. O didmetro médio da matriz foi de 0,40 mm. De acordo com MEIRELES

(2007) a fim de melhorar o rendimento, a percolag¢do do solvente e evitar o entupimento do leito
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extrator, a razao entre o didmetro do leito e o didmetro da particula deve estar entre 50 e 250
mm. Os leitos de extracdo utilizados neste estudo apresentam didmetro de: SFE (20 mm), PLE
(25 mm), o que proporciona uma relagdo com o diametro médio de particula dentro da faixa
proposta por MEIRELES (2007), indicando uma provavel auséncia de caminhos preferenciais
no leito e melhor eficiéncia do processo.

A Tabela 3 apresenta a composi¢do proximal da semente de tamarindo. Os valores
encontrados para umidade e cinzas foram similares aos reportados na literatura. MOHAMED;
MOHAMED; AHMED (2015), por exemplo, em estudo das propriedades fisico-quimicas da
semente de tamarindo de coloragdo marrom, originarias do Sudao, reportaram valores de 11,2
+0,01 g-100g™! para umidade € 2,2 + 0,05 g-100g™! para cinzas. Em estudo similar, FERREIRA
et al. (2019) encontraram valores de 10,2 = 0,02 g-100g™! para umidade e 2,2 + 0,01 g-100g™
para cinzas presentes em semente de tamarindo cultivada no cerrado brasileiro.

Em relacdo ao teor de proteinas (20,7 = 0,3 g-100g™! m.s) e carboidratos (50,8 + 0,9
g-100g™! m.s), foi observado que estes correspondem a cerca de 71% do total da composicio
proximal da semente de tamarindo. De acordo com BAGUL; SONAWANE; ARYA (2018), a
semente de tamarindo contém grande quantidade de aminoacidos essenciais, o que a torna uma
fonte de proteinas, bem como de carboidratos e lipideos, uma vez que € na semente que se
concentra a reserva de nutrientes da planta. Em relacdo ao teor de carboidratos, o valor
encontrado no presente estudo, esta dentro da faixa de percentual dessa substancia (17,4-59,3
g-100 g m.s) relatado para a semente de tamarindo cultivada no Brasil (LUZIA; JORGE, 2011;
FERREIRA et al., 2019). Os carboidratos da semente de tamarindo, em especial os
xiloglucanos, sdo amplamente extraidos e avaliados em relagdo as suas propriedades texturais
e nutricionais, normalmente aplicadas a alimentos e formulagdes de medicamentos
(SIVAKUMAR; KARUPPAIY AN, 2020).

Além dos carboidratos e das proteinas, a semente de tamarindo destaca-se pelo seu
teor lipidico. Neste estudo foi encontrado um teor lipidico de 5,3 + 0,3 g-100g™!, resultado
superior ao de outros estudos da literatura (1,7 - 3,4 g-100g! m.s) (LUZIA; JORGE, 2011;
FERREIRA et al., 2019).

O teor fibras totais foi de 9,3 = 0,6 g-100g™! m.s. Martins et al. (2020) reportaram que
em relacdo a semente de tamarindo oriunda de diferentes paises de cultivo, aquelas de origem
brasileira apresentam maior teor de fibras, contendo cerca de 10 vezes mais fibras do que
amostras de outros paises. Estas variacdes podem ocorrer devido as condi¢des do solo, as
praticas de cultivo, as mudangas climaticas e as cultivares utilizadas em cada regido (OKELLO

etal., 2017; FERREIRA et al., 2019).
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Tabela 3 - Composi¢do proximal em gramas por 100 g de semente de tamarindo seca.

Umidade 11,8 £0,6
Cinzas 2,1 +0,02
Proteinas 20,7+0,3
Lipidios 5,3+0,3
Fibras totais 9,3+0,6
Carboidratos totais 50,8 +0,9

A caracterizagao da matéria-prima em relagdo a composi¢ao proximal destacou grupos
de maior percentual na semente de tamarindo. Assim, os métodos de extracdo foram
determinados de acordo com as fragdes de interesse. Posterior as etapas de extragdo a biomassa
residual, ainda composta por fibras € minerais pode ser aproveitada para fins especificos, como

fibra alimentar, refor¢o polimérico ou racao animal, por exemplo.

3.3.2 Curvas cinéticas de extraciao (CCE)

A determinacao do tempo do processo, foi realizada por meio de curvas cinéticas de
extragdo (CCE) para cada método de extracdo analisado. Esta andlise prévia do tempo ¢
importante para a posterior avaliacdo da influéncia das condi¢des operacionais no rendimento
global (Xo). Em todas as curvas cinéticas da semente de tamarindo foram observadas trés etapas
de extracdo. Na etapa inicial, correspondente a taxa de extra¢do constante (CER), ocorre a
transferéncia de massa por convecgao do soluto de facil acesso (soluto envolto das particulas)
para o solvente. Em seguida, o processo entra na etapa decrescente de extracao (FER), que ¢
governada pelo mecanismo convectivo, que continua ocorrendo na superficie da particula, em
conjunto com o mecanismo difusivo, que ocorre devido a entrada do solvente na matriz através
de passagens formadas na superficie externa, solubilizando o soluto e posteriormente ocorrendo
a difusdo da mistura soluto-solvente para a superficie. Devido a a¢do conjunta dos mecanismos
de transferéncia de massa, a taxa de extragdo em FER ¢ reduzida, com o progressivo
esgotamento do soluto de facil acesso. Por fim, o processo entra na etapa difusional (DC),
quando o mecanismo de transferéncia de massa ¢ governado pela difusdo do soluto interno para
o fluido (solvente) (SOVOVA, 1994; MAZZUTTI et al., 2017b). De forma a otimizar o tempo
de extragdo, garantindo que maior percentual do soluto tenha sido extraido, o processo deve
alcancar a etapa difusiva (DC).

A CCE para a semente de tamarindo realizada em SFE (CCE-SFE) esta representada
na Figura 13. Os resultados obtidos a partir dos dados experimentais da CCE-SFE foram



70

ajustados no modelo de regressdo linear (Secdo 3.2.2.2), e os pardmetros cinéticos estao

apresentados na Tabela 4.

Figura 13 - CCE da semente de tamarindo realizada em SFE a 25 MPa, 50 °C e vazdo de CO> de 1,2 +
0,2 kg-h.
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Fonte: Autor, 2022.

Tabela 4 - Parametros cinéticos da CCE-SFE da semente de tamarindo realizada a 25 MPa, 50 °C e
vazdo de CO> de 1,2 £ 0,2 kg-h.

Etapa da extracao

Parametro CER FER DC
t 0-20 25-70 >70
m 0,7393 0,3718 0,1993
Xo 2,4642 1,2392 0,6643
K 4.95x 102 6,31 x 1073 1,04 x 1073
R? 0,99 0,95 0,96

t: durago da etapa de extragdo (min); m: massa de extrato aproximada (g); Xo: rendimento da etapa (%); K: taxa
de extragdo g.min"'; R* ajuste dos dados experimentais

Os dados obtidos na CCE-SFE demonstram que apds 70 min de extracdo, fim da etapa
FER, a etapa difusional ja havia sido alcancada. Assim, de modo a garantir a maxima
recuperagao do soluto disponivel na matriz, o tempo de 2h, correspondente a um rendimento de
4,04% de 6leo, foi fixado para todos os ensaios de determinagdo de rendimento (Xo) em SFE.

Em relacdo a PLE foi realizada uma CCE para cada solvente analisado: etanol puro
(EtOH), etanol 50% (EtOH 50%) (v/v) e agua, na condi¢do de 80 °C, 10 MPa e vazdo do
solvente de 4 mL-min!. As CCE-PLE estdo representadas na Figura 14. Os dados
experimentais, plotados em um modelo de regressdo linear por partes estdo apresentados na

Tabela 5.
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Figura 14 - CCE da semente de tamarindo realizada em PLE com solventes EtOH (a), EtOH 50% (b) e
agua (c) a 10 MPa, 80 °C e vazio do solvente de 4 mL-min!. Além da reducdo da coloragdo do extrato
com o tempo em EtOH e EtOH 50%.
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Tabela 5 - Parametros cinéticos da CCE-PLE da semente de tamarindo realizada com os solventes EtOH,
EtOH 50% e 4gua a 10 MPa, 80 °C e vazdo do solvente de 4 mL-min"'.

Solvente

Etapa da extracao

Parametro

CER FER DC
t 0-8 10-25 >25
m 0,6124 0,2529 0,0787
EtOH Xo 7,6497 3,1590 0,9830
K 5,54 x 107 1,3x 102 3,13x 107
R? 0,96 0,98 0,99
t 0-8 10-22 >22
m 0,89 0,2995 0,1539
EtOH 50% Xo 11,1156 3,7405 1,9221
K 6,89 x 1072 1,41 x 102 5,49 x1073
R? 0,98 0,97 0,99
t 0-10 13-36 >36
m 0,2058 0,1348 0,0464
Agua Xo 2,5709 1,6839 0,5796
K 1,91 x 107 4,68x 107 1,88 x 10
R? 0,97 0,98 0,96
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t: duracdo da etapa de extragdo (min); m: massa de extrato aproximada (g); Xo: rendimento da etapa (%); K: taxa
de extracdo g.min’'; R* ajuste dos dados experimentais

De acordo com a Figura 14 todos os solventes analisados apresentaram
comportamento semelhante, mas com etapas de extracdo definidas em tempos diferentes. Esta
diferenga pode ser observada ao avaliar as CCE dos solventes EtOH e EtOH 50%, que
apresentaram um tempo necessario para atingir a etapa difusional de 25 e 22 min,
respectivamente. A rapida extracdo na mistura hidroalcodlica pode estar associada a maior
solubilidade dos solutos da semente de tamarindo neste solvente. A partir de 30 e 25 min de
extracdo com EtOH e EtOH 50%, foi observada uma manuten¢ao na coloragao clara do extrato
recuperado (foto dos extatos), o que sugere, juntamente com a curva cinética, a aproximacao
da taxa nula de extragdo. Assim, de modo a garantir a maxima recuperacao do soluto disponivel
na matriz, os tempos de 30 e 25 min, correspondentes a um rendimento de 11,22% e 15,21%,
foram fixados para os ensaios de determina¢ao de rendimento (Xo) em PLE com EtOH e EtOH
50%, respectivamente.

Na curva cinética da 4gua em PLE (CCE-PLE-agua), o periodo difusional foi
alcangado a partir de 36 min de extracdo. Em comparagdo aos outros solventes analisados em
PLE, a CCE-PLE-4agua apresentou periodos mais longos e menor rendimento em todas as etapas
de extragdo, o que pode ser relacionado a dificuldade da 4gua pura em permear matrizes que
possuem em sua composicdo substincias mais viscosas, como polissacarideos, por exemplo
(CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012). Esta dificuldade de permeag¢do do solvente pode ser
correlacionada ainda a problemas que ocorreram no decorrer do processo experimental como:
instabilidade da pressao e da vazao de saida do solvente no periodo entre 15-30 min. Além do
entumescimento da biomassa residual observado apds sua retirada do leito de extragdo. Assim,
visando o alcance da etapa difusional, o tempo de 40 min, correspondente a um rendimento de
4,46%, foi fixado para os ensaios de rendimento em PLE-agua.

A seletividade da agua também foi avaliada a partir do uso de temperaturas mais
elevadas no processo de SWE. Na Figura 15 e na Tabela 6 estdo apresentados os resultados
obtidos para a CCE-SWE, realizada com temperatura de 150 °C, pressdao de 10 MPa e vazdo do

solvente de 4 mL-min™'.
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Figura 15 - CCE da semente de tamarindo realizada em SWE a 10 MPa, 150 °C e vazdo do solvente de
4 mL-min’!, bem como a redu¢io da colora¢do do extrato com o tempo.
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Fonte: Autor, 2022.

Tabela 6 - Parametros cinéticos da CCE-SWE da semente de tamarindo realizada a 10 MPa, 150 °C e
vazio do solvente de 4 mL-min™'.

Etapa da extracao

Parametro CER FER DC
t (min) 0-16 19-56 >56
m (g) 0,4953 0,5194 0,3979
Xo (%) 6,1877 6,4888 4,9709
K (g.min™) 2,7x 1072 1,3x 1072 5,7x 103
R? 0,97 0,99 0,99

t: durag@o da etapa de extragdo (min); m: massa de extrato aproximada (g); Xo: rendimento da etapa (%); K: taxa
de extracdo g.min’'; R* ajuste dos dados experimentais

A CCE-SWE apresentou um comportamento crescente, diferente do que foi observado
para os outros métodos de extracdo. No entanto, apos aplicagcdo dos dados experimentais no
modelo de regressdo linear por partes, foi observado ajuste dos dados (R?) entre 0,97 e 0,99.
Assim como na extracao aquosa em PLE, foi observado experimentalmente uma instabilidade
na pressdo, que em CCE-SWE ocorreu até os primeiros 40 min de extracdo, além da
modificacdo visual do extrato, o qual inicialmente apresentava-se escuro e com bastante
espuma. Estas modificagcdes visuais foram menos expressivas a partir de 61 min, quando o

extrato de coloracdo clara e sem espuma foi obtido. Diante das modificagdes visuais do extrato
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e visando o alcance da etapa difusional, o tempo de 80 min, correspondente a um rendimento

de 14,74%, foi fixado para os ensaios de determinagdo de rendimento (Xo) em SWE.

3.3.3 Avalia¢ao do rendimento global das extracoes

A Tabela 7 apresenta os valores de rendimento global (Xo) obtidos nas extracdes SFE,
PLE, SWE e SOX. Considerando os diferentes métodos de extragdo, solventes e condi¢des
utilizadas, os valores de rendimento do processo variaram de 3,0 a 16,4%. Essa variagdo se
deve as diferencas nos aspectos fenomenoldgicos de cada método, que sintonizam a
seletividade em relacdo aos compostos bioativos presentes na matriz vegetal. O SFE, por
exemplo, ¢ geralmente usado para recuperar compostos apolares (PEREIRA; MEIRELES,
2010), como lipidios e acidos graxos, associados a fracdo oleosa de sementes de tamarindo
(REIS et al., 2016; OKELLO et al., 2018).

O SFE foi avaliado quanto a sua seletividade na extrag@o da fragao lipidica da semente
de tamarindo. Neste processo, o CO: puro foi utilizado como solvente, e diferentes temperaturas
(40, 50 e 60 °C) e pressdes (20, 25 e 30 MPa) foram avaliadas para determinar a condi¢do
operacional de melhor resposta. A modificacdo das condi¢des de temperatura e pressio, nao
apresentou variacgao significativa (p<0,05) nos rendimentos de SFE. Em temperatura constante
de 50 °C, o aumento da pressdo (de 20 para 25 MPa) aumentou levemente o rendimento do
processo devido ao incremento na densidade de CO2, e consequente aumento da solubilidade
do soluto no solvente, contribuindo também para a quebra das particulas, facilitando a liberagao
do soluto mais interno do material s6lido (GUINDANTI et al., 2016; ANDRADE; PONCELET;
FERREIRA, 2017). Enquanto que em pressao constante (25 MPa) e aumento da temperatura
(de 40 para 60 °C) também foi observado um pequeno aumento no rendimento, o que se deve
ao aumento da pressdo de vapor do soluto, apesar da diminui¢do da densidade de CO:
(MAZZUTTI et al., 2018). A partir dos dados da Tabela 7, foi observado que o melhor
desempenho de rendimento de SFE foi de 3,70% fornecido a 60 °C e 25 MPa. REIS et al.
(2016), estudando uma variedade de semente de tamarindo doce, encontraram menor
rendimento de SFE (2,58%) a 25 MPa e 50 °C.

A extracdo em SOX com hexano foi utilizada como método de referéncia para a
extracdo da fracao lipidica. Comparando os valores de rendimento obtidos pelos solventes
apolares, CO» (para SFE) e hexano (para SOX), o maior rendimento foi fornecido por SOX-
HEX, de 5,5% (p <0,05), provavelmente devido ao reuso do solvente, bem como maior tempo
de extracao, quando comparado ao SFE, favorecendo a recuperagao do soluto (CHEMAT et al.,

2015). No entanto, o SFE com CO;, como método de extragdo seletivo, pode preservar a
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qualidade dos extratos recuperados. Além disso, considerando que a semente de tamarindo ¢
composta por 5,3 + 0,3 g-100g™! de lipideos (Secdo 3.3.1), a partir da extragdo em SFE foi
possivel recuperar 70 % dos lipideos, o que torna este método atrativo para indistrias que visam
oleos seletivos e de qualidade. Em contraste, caso a fracdo de interesse nao seja a lipidica, a
extracdo em SOX-Hex pode ser eficientemente utilizada como etapa prévia a outros processos

que utilizem solventes mais polares, como etanol, metanol e dgua, por exemplo.

Tabela 7- Rendimento global dos extratos de semente de tamarindo obtidos nas extragdes a alta pressdo
(SFE, PLE e SWE) e convencional (SOX).

Método Solvente Condicio de extragio Xo (%)™
25 MPa/ 40 °C 3,3+0,1
25 MPa /50 °C 3,4+0,1
SFE CO2 25 MPa/ 60 °C 3,7+0,1
20 MPa /50 °C 3,02 + 0.02
30 MPa /50 °C 3,14 + 0.06
10 MPa / 60°C 9.4+0,1"
EtOH 10 MPa / 80°C 10,4 +0,1¢
10 MPa / 100°C 11,2+0,2
50% 10 MPa / 60°C 14,6 + 0,1;d
PLE EtOH/Agua 10 MPa / 80°C 15,6 + 0,1
10 MPa / 100°C 13,5 £ 0,29
10 MPa / 60°C 5,8+0,5
Agua 10 MPa / 80°C 4.4 + 0,31
10 MPa / 100°C 4.4+ (41
. 10 MPa / 150 °C 12,7+ 1,1¢F
SWE Agua 10 MPa/ 170 °C 20,1+ 1,5
HEX 69 °C 5,5+0,3
SOX EtOH 78 °C 16,4 +0,1°

(D média + desvio padrio da capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP); Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias (p < 0,05). SFE: Extra¢do Fluido Supercritico; PLE: Extracao
Liquido Pressurizado; SWE: Extragdo Agua Subcritica; SOX: Soxhlet; EtOH: etanol

A extracdo em SOX também foi eficaz na obtencdo da fragcdo polar utilizando etanol
como solvente. Como pode ser observado na Tabela 7 o SOX-EtOH forneceu rendimento
(16,4%) superior ao dos demais extratos, sugerindo a alta afinidade do etanol por uma grande
variedade de compostos da semente de tamarindo. O uso do etanol também foi eficaz no método
de alta pressao, PLE, proporcionando rendimentos de 9,4 a 11,2%, com a vantagem adicional
de um processo muito mais curto (30 min), em comparacdo ao SOX (6h). Os valores de
rendimento PLE-EtOH tiveram um ligeiro, mas significativo aumento (p <0,05), quando a
temperatura variou de 60 a 100 °C. A alta temperatura combinada com a alta pressao podem ter

contribuido para romper as ligacdes moleculares de van der Waals, hidrogénio e dipolo-dipolo
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entre o soluto e a matriz celular (MUSTAFA; TURNER, 2011). Assim, a energia de ativacao
necessaria para a solubilizagdo do soluto ¢ reduzida, melhorando o acesso do solvente ao soluto
interno e aumentando o rendimento (LASTA et al., 2019).

Os melhores resultados de PLE se devem ao uso de altas pressoes, associado ao uso
de solventes polares (etanol, agua). De acordo com MARKOM et al. (2007) o indice de
polaridade de etanol, 4gua e etanol/agua 50% ¢ 5,2, 9,0 e 7,9, respectivamente. Essa diferenca
de polaridade tem forte efeito na seletividade dos compostos fendlicos, maior grupo quimico
da semente de tamarindo (MARTINS et al., 2020), e pode ser observada pelas diferencas
estatisticas obtidas nos resultados de PLE (Tabela 7). O rendimento por PLE-EtOH 50% (13,5
- 15,6%) foi estatisticamente maior (p <0,05) do que PLE-EtOH. Esse resultado pode estar
associado a presenca de polifendis com diversos grupos hidroxila, como glicosideos e acidos
hidroxicinamicos (acidos cafeico, fertlico, p-cumarico), comumente encontrados em sementes
de tamarindo, ¢ de maior solubilidade em misturas hidroalcodlicas, devido a propriedades
fisico-quimicas (estabilidade, polaridade) desses compostos (ALONSO-SALCES et al., 2001;
RAZALI et al., 2015). RODRIGUEZ-CABO et al. (2018) também reportaram que em
comparagdo com solventes etanol puro, acetona e metanol, a mistura binaria de etanol: 4gua
(1:1) combinada com a alta pressdao (10 MPa) e temperatura (100 °C) do PLE possibilitaram
alcangar elevados rendimentos de polifenois (catequina e epicatequina) presentes em residuos
da industria vitivinicola.

Apesar do bom desempenho do solvente EtOH 50%, o aumento da temperatura do
PLE de 80 para 100 °C reduziu em 2% o rendimento. Sabe-se que compostos termoldbeis
podem ser degradados em processos de alta temperatura. Mas, neste caso, o menor rendimento
também pode ser atribuido a reducdo da polaridade do solvente, que mesmo em misturas
hidroalcoodlicas tem suas fracdes individuais modificadas, além da maior a¢do da fragdo aquosa
no sistema, uma vez que a dgua pode exercer atividade hidrolitica em temperaturas elevadas,
devido ao aumento de sua constante de ionizagdo (HERRERO et al., 2013; ERSAN et al., 2018).
Consequentemente, a agua quando utilizada em misturas ou pura pode propiciar a ruptura de
moléculas maiores, como os polissacarideos, que uma vez tendo sua estrtura quimica rompida
podem formar uma rede polimérica, e dificultar a permeagao do solvente no leito, o que pode
reduzir o rendimento final da extragdo (TEO et al., 2010; FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ,
2015).

A influéncia da agua pura em alta temperatura e pressao foi claramente observada no
rendimento dos extratos de PLE-4gua. O rendimento obtido com este solvente variou entre 4,4

e 5,8%, sendo o melhor resultado obtido na temperatura mais baixa (60 °C). E importante
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ressaltar que a semente de tamarindo ¢ uma das fontes mais abundantes de XG, que possuem
alta capacidade de retencao de dgua, podendo se agregar em conformagdes cruzadas e paralelas,
com estrutura semelhante a cordas (KOZIOL et al., 2015; MARTINS et al., 2020). Essa
agregacao, como relatado anteriormente, pode dificultar o acesso do solvente a solutos internos
a matriz, o que pode refletir em um menor rendimento do processo (PICOUT et al., 2003;
FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). MUNOZ-GONZALEZ et al. (2014), em extracio
de fitoquimicos presentes no bagago de uva utilizando PLE com 4gua a 90 °C por 12 min,
também atribuiram rendimentos mais baixos a interacao da 4gua com compostos mais polares
como peptideos, proteinas e pectinas presentes na matriz. Os autores incentivaram o uso de
temperaturas mais brandas ou a modificagdo do solvente por misturas hidroalcoolicas com
maior percentual de etanol ou etanol puro.

Apesar dos baixos rendimentos da agua em PLE, quando este solvente foi utilizado
com temperaturas mais altas (150 e 170 °C) em SWE foram obtidos rendimentos mais altos,
com variagdo entre 12,6 - 20,1%, estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). Neste processo,
o aumento da temperatura foi diretamente proporcional ao aumento do rendimento. Em SWE,
a temperatura ¢ o parametro de maior influéncia na eficiéncia do processo, devido a
modificacdo da constante dielétrica da agua e sua consequente interagdo molecular com uma
ampla classe de compostos, como polifenodis, diterpenos e polissacarideos (PLAZA; LUISA,
2019). Assim como no presente estudo, SVARC-GAJIC et al. (2017) relataram em extragio de
compostos fenolicos de gengibre, que o aumento da temperatura para até¢ 180 °C combinado
com pressao de 5 MPa melhorou o rendimento e a atividade antioxidante do extrato.

No entanto, de acordo com a natureza quimica dos componentes visados, o uso da agua
em altas temperaturas pode ser limitado (HERRERO et al., 2015). Assim, ¢ importante avaliar
se os elevados rendimentos obtidos na temperatura de 170 °C sdo compostos de interesse
antioxidante, ou se sdo compostos bioativos que podem ter se formado ou hidrolisado, como
polissacarideos, por exemplo. Analises adicionais sdo necessarias para comprovar estas
reagoes, e verificar a composi¢cdo quimica e a funcionalidade antioxidante desses extratos.

Em geral, comparando os valores de rendimento para todos os métodos de extracdo,
sugere-se que a semente de tamarindo contém menor percentual de componentes apolares,
soluveis em SFE com CO;, e em SOX-Hex, além da grande quantidade de substancias polares,
recuperadas por solventes polares (etanol, 4gua e sua mistura), com rendimentos de até 20,1%,
pelo SWE. Uma avaliagdo mais clara do efeito dos métodos e das condi¢des de extracdo serd
avaliada nas proximas secdes, considerando a qualidade do extrato de acordo com sua

capacidade antioxidante e perfil de metabolitos ativos.
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3.3.4 Avaliacao do contetido fenoélico total (TPC) dos extratos

Os extratos da semente de tamarindo foram avaliados quanto ao conteudo de fendlicos
totais (TPC) de acordo com a correlagdo em curva padrao de acido galico (Apéndice - Figura
A.I com R?de 0,996). Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico (GAE)

por g de extrato, e variaram entre 0,6 a 305,1 mg GAE-g!, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8 - Conteudo de fendlicos totais dos extratos de semente de tamarindo obtidos nas extracdes a
alta pressao (SFE, PLE e SWE) e convencional (SOX).

TPC (mg GAE-g’!

Extracao Solvente Condicao de extracio %
extrato seco)
25 MPa /40 °C 2,3+0,2%
25 MPa/ 50 °C 3,1 £0,1%
SFE CO; 25 MPa/ 60 °C 1,6 £0,1%
20 MPa/ 50 °C 1,09 + 0,03%
30 MPa/ 50 °C 0,60 = 0,03
10 MPa / 60 °C 305,1 2,92
EtOH 10 MPa / 80 °C 2942 +0,8"
10 MPa / 100 °C 269,2 + 0,4
10 MPa/ 60 °C 128,5 + 1,4¢
PLE EtOH 50% 10 MPa/ 80 °C 124,8 + 0,5¢
10 MPa/ 100 °C 147,7 +0,9¢
10 MPa / 60 °C 102,6 + 1,6
Agua 10 MPa / 80 °C 147,5 +3,3°
10 MPa/ 100 °C 135,7 +2,8f
. 10 MPa / 150 °C 119,8 +0,3"
SWE Agua 10 MPa / 170 °C 79.5 + 0,8
HEX 69 °C 1,7+0,1%
SOX EtOH 78 °C 262,9 +0,7¢

*média + desvio padrdo do contetido de fendlicos totais (TPC); Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as médias (p < 0,05). SFE: Extra¢do Fluido Supercritico; PLE: Extracdo Liquido
Pressurizado; SWE: Extragdo Agua Subcritica; SOX: Soxhlet; HEX: hexano; EtOH: etanol

Os extratos oleosos obtidos pelas extragdes SFE e SOX-Hex apresentaram os menores
resultados, sem diferenca significativa entre eles (p <0,05), o que era esperado considerando as
caracteristicas apolares dos solventes (CO2 e hexano), que ndo favorecem a solubiliza¢do de
compostos fendlicos de polaridade intermediaria a alta (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO,
2012). Dentre essas extragdes, o processo SFE a 25 MPa, 50 °C, 2h e vazao de CO> de 1,2 kg-h
! proporcionou o maior TPC (3,1 mg GAE-g"'). Esse resultado de TPC foi inferior ao
encontrado por REIS et al. (2016), que relataram TPC de 25,1 mg GAE-g! para o extrato obtido
na mesma condicao de pressdo e temperatura, porém com maior tempo de processo (4 h) e com
semente de tamarindo da variedade doce, fatores que podem ter influenciado no aumento do

TPC. Outros estudos de extracao também destacaram menor TPC em extratos obtidos em SFE
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e SOX-Hex, quando comparado a extratos obtidos em outros métodos de extrago a alta pressao
usando solventes polares ou a mistura entre eles (FERRO et al., 2019; SANTOS et al., 2021).

Em relagao aos extratos obtidos com solventes polares (etanol e 4gua) demonstraram
maior recuperagao de compostos fenolicos, o que foi evidenciado pelos elevados resultados de
PLE e SOX-EtOH. A extracdo em PLE-EtOH a 10 MPa, 60 °C por 30 min, por exemplo,
proporcionou o maior resultado de TPC (305,1 mg GAE-g!). A anélise desse resultado sugere
que uma maior propor¢ao de compostos fenolicos de polaridade intermedidria esta presente na
semente de tamarindo, devido a maior solubilidade em etanol, em comparacdo ao solvente
EtOH 50%, que apresenta solubilidade para compostos de polaridade intermediaria-alta. O uso
de etanol 99% foi previamente relatado como eficiente na extragdo de compostos fenolicos da
semente de tamarindo. LUZIA; JORGE (2011), por exemplo, realizaram a maceracdo da
semente de tamarindo com etanol por 30 min em temperatura ambiente e encontraram valor de
TPC de 49,3 mg GAE-g’!, resultado seis vezes mais baixo do que o encontrado no presente
trabalho em PLE com etanol (305,1 mg GAE-g!). O principal diferencial é o uso de alta
pressao, que pode ter potencializado a recuperagdo de compostos fenodlicos da semente de
tamarindo.

Altos valores de TPC também foram detectados em extratos recuperados no solvente
hidroalcodlico (124,8 - 147,7 mg GAE-g!). O TPC dos extratos obtidos em PLE-EtOH 50%
nao apresentou diferencga estatistica nas menores temperaturas (60 e 80 °C). SARKAR; GHOSH
(2018), por exemplo, em extragdo convencional usando EtOH 50% em banho maria a 50 °C
por 3 h obtiveram o méaximo valor de TPC (35,9 mg GAE-g™') entre os solventes (4gua, etanol
50% e metanol 50%) e temperaturas (30-50 °C) analisados. O resultado obtido por SARKAR;
GHOSH (2018) foi inferior ao TPC obtido no presente estudo em PLE com condi¢do similar
(EtOH 50% /60 °C), mas com o emprego de alta pressdo (128,5 mg GAE-g!). No processo
PLE-EtOH 50% foi observado ainda que o aumento da temperatura para 100 °C aumentou o
valor de TPC, o que sugere que essa condicao favoreceu a ruptura da parede celular das
particulas e a melhor solubilidade dos compostos fendlicos, principalmente aqueles de média a
alta polaridade que possuem maior afinidade pela fracdo aquosa do solvente (CHEMAT et al.,
2019).

Embora a agua seja o solvente mais polar utilizado neste estudo, o uso de agua pura
proporcionou menores valores de TPC em PLE (102,6 - 147,5 mg GAE-g ') e em SWE (79,5 -
119,8 mg GAE-g!), quando comparados aos resultados dos demais solventes polares
analisados. Esse resultado corrobora com os baixos valores de rendimento obtidos por este

solvente em PLE-dgua, e pode estar relacionado ao longo tempo de extragdao (40 min) e a
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atividade hidrolitica da agua. Conforme relatado anteriormente, a 4gua quente pressurizada
pode favorecer a extragdo de substancias mais viscosas, o que pode dificultar o acesso do
solvente aos compostos fenolicos, que normalmente estdo localizados nos vacuolos celulares
ou ligados a componentes da parede celular (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). Os
valores mais baixos de TPC também podem ser correlacionados com a seletividade da agua por
compostos fenodlicos presentes na semente de tamarindo. Esta seletividade estd diretamente
relacionada com as diferentes temperaturas analisadas. Em temperaturas moderadas (até¢ 100
°C) a constante dielétrica da dgua ¢ mais alta, sendo seletiva para compostos mais polares,
enquanto que em temperaturas entre 100-374 °C esta constante dielétrica ¢ reduzida,
equivalente a de solventes organicos, sendo seletiva para compostos menos polares
(HERRERO et al., 2013). E importante observar que, apesar dos baixos valores de TPC dos
extratos aquosos, em comparag¢do ao etanol, o desempenho da dgua do presente estudo foi
melhor do que o relatado na literatura para outros métodos. SORADECH et al. (2016), por
exemplo, relataram TPC de 39,3 mg GAE-g™! de extrato aquoso de semente de tamarindo obtido
por maceracao por 48 h.

Os resultados de TPC dos extratos de semente de tamarindo, obtidos por diferentes
métodos e condi¢des de extragdo, demonstraram que ha uma grande variagdo no teor de
fenolicos presentes nesta matéria-prima. De acordo com CRAFT et al. (2012) esta variagao
também pode ser relacionada com a capacidade antioxidante dos extratos, mas acredita-se que
ensaios especificos para avaliar esta atividade sdo necessarios, devido ao complexo modo de

acdo dos antioxidantes.

3.3.5 Avaliacao da capacidade antioxidante dos extratos

A capacidade antioxidante dos extratos de semente de tamarindo foi avaliada pelos
ensaios de DPPH, ABTS e FRAP, a fim de comprovar sua atividade funcional como
antioxidante natural. Os dados experimentais para os ensaios foram correlacionados com curva
padrio de Trolox, com valores de R? de 0,9924, 0,9982 e 0,993, respectivamente (Apéndice
C). Os resultados foram expressos em pmol equivalente de Trolox (TEAC) por g de extrato

(umol TEAC-g™!), e estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9- Capacidade antioxidante dos extratos de semente de tamarindo obtidos nas extragdes a alta
pressao (SFE, PLE e SWE) e convencional (SOX).

Condicao de

DPPH

ABTS

FRAP

Extracio Solvente extraciio (umol TEAC-g! (umol TEAC-g' (umol TEAC-g!
extrato seco)’  extrato seco)  extrato seco)V
25 MPa /40 °C 2,6+0,1 1,2+0,18 249,1 + 8,21k
25 MPa /50 °C 2,7+0,1 1,2+0,1¢8 433,9 + 24 ,2¢
SFE CO, 25 MPa /60 °C 2,9+0,1 1,3+0,18 483,6 + 32,5%
20 MPa /50 °C 2,83+0,01 1,18 £ 0,058 171,51 + 10,14
30 MPa /50 °C 2,59+0,01 1,07 £ 0,028 202,42 + 12,6
10 MPa /60 °C 1.926,7 + 13,6* 2.605,7+10,00  2.281,2+23,7°
EtOH 10 MPa /80 °C 1.790,7 + 27,9° 2.055,9+98,4>  1.409,1 +26,4°
10 MPa /100°C 1.395,0+ 16,2° 1.943,1 + 87,5° 1.183,6 + 18,9¢
10 MPa /60 °C 1.265,2 + 39,14 1.980,6 + 9,0° 1.263,0 + 71,84
PLE EStOOO/I;I 10 MPa /80 °C 716,8 + 14,3¢ 1.608,7 + 16,3¢ 649,1 +37,8°
10 MPa /100°C 725,3 +£30,8° 1.509,5 +45,3° 346,7 + 146"
10 MPa /60 °C 590,0 + 40,6" 911,0 + 23,4 516,9 +29,7%
Agua 10 MPa /80 °C 603,3 +8,7" 1.120,5 + 43,74 672,1 £36,7°
10 MPa /100°C 4949 + 17,38 988,5+3,7° 496,4 + 34,9%
, 10 MPa /150 °C 636,5 +26,0" 1.232,9 + 30,14 300,6 + 19,71
SWE Agua
10 MPa /170 °C 368,8 £27,0" 865,5+ 14,7° 138,8+ 7,9
HEX 69 °C 19+0,1 1.9+0,1¢ 584.2 = 23 2¢f
SO% EtOH 78 °C 193534425 2.677,6+66,5 2.6412+759

(D média + desvio padrio da capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP); Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencga significativa entre as médias (p’< 0,05). SFE: Extra¢ao com Fluido Supercritico; PLE: Extragdo
com Liquido Pressurizado; SWE: Extracdo com Agua Subcritica; SOX: Soxhlet; EtOH: etanol

Os ensaios DPPH e ABTS apresentaram resultados similares, com valores entre 1,9-
1926,7 pumol TEAC-g! para DPPH, e 1,2 — 2.605,7 pmol TEAC-g"' para ABTS. Esta
semelhanca se deve ao mecanismo de acdo desses ensaios que sdo governados pela captura dos
radicais DPPH e ABTS" a partir da transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio. O
FRAP, ensaio comandado apenas pela doacdo de elétrons, apresentou valores entre 171,5 —
2.281,2 umol TEAC-g!. O maior resultado encontrado em FRAP, em relagio ao DPPH e ao
ABTS, pode estar relacionado a sua alta capacidade em reagir com antioxidantes como vitamina
E, 4cido urico e compostos polifenodlicos, como catequinas e outros flavonoides, que estao
presentes em elevada concentracdo na semente de tamarindo (BENZIE; DEVAKI, 2018;

MARTINS et al., 2020). Os diferentes resultados entre os testes devem-se as caracteristicas
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estruturais dos compostos e a sua forte ligagdo com cada um dos radicais, ou seja, a capacidade
desses compostos em doar atomos de elétron e/ou hidrogénio (APAK; CAPANOGLU;
SHAHIDI, 2018).

A melhor capacidade antioxidante dos extratos de semente de tamarindo, avaliada nos
ensaios de DPPH e ABTS, foi obtida na extracdo PLE-EtOH / 60 °C / 30 min (1.926,7 — 2.605,7
umol TEAC-g), que foi estatisticamente igual ao resultado do extrato obtido em SOX com
etanol / 6 h (1.935,3 —2.677,6 pmol TEAC-g™). Esse resultado no PLE, comparado ao método
de SOX, pode ser explicado pela pressao aplicada ao sistema (10 MPa), que auxilia na ruptura
da parede celular e melhora a transferéncia de massa do soluto para o solvente (HERRERO;
GALLEGO, 2019). Os resultados do método FRAP indicam que duas amostras recuperadas
por etanol apresentaram maior desempenho antioxidante, SOX-EtOH (2.641,2 pmol TEAC-g
1 seguido de PLE-EtOH a 60 °C (2.281,2 pmol TEAC-g™!). O melhor desempenho do método
SOX, em relagdo ao PLE, pode ser devido a reciclagem do solvente e ao elevado tempo de
processo (6 h, comparado a 30 min), o que pode favorecer a extragdo de varias substancias
como d4cidos organicos, catequinas, entre outros flavonodides, comumente encontrados em
sementes de tamarindo, que interagem com os radicais dos métodos DPPH, ABTS e FRAP
(CRAFT etal., 2012; APAK et al., 2016b).

De acordo com HERRERO; GALLEGO (2019), os solventes polares favorecem a
extracdo de compostos fendlicos, taninos e polifendis, devido a sua alta interagdo molecular
com essas substancias. O uso desses solventes ja foi utilizado com eficacia em outros estudos
com a semente de tamarindo. RAZALI et al. (2012), por exemplo, ao compararem o efeito dos
solventes metanol, acetato de etila e hexano, revelaram que na extrag¢ao solido/liquido realizada
a temperatura ambiente por 24h, o solvente metanol apresentou resultados mais elevados para
DPPH (2.940 umol TEAC-g!), ABTS (2880 pmol TEAC-g ') e FRAP (1.460 umol TEAC-g’
1, enquanto que o solvente hexano forneceu a menor capacidade antioxidante (310-1.130 umol
TEAC:-g™!). Comportamento semelhante foi observado no presente estudo, em que os extratos
com maior capacidade antioxidante foram obtidos com a maioria dos solventes polares (etanol,
etanol 50% e agua) utilizados em PLE e SWE, enquanto a menor capacidade antioxidante foi
obtida com os solventes de menor polaridade (hexano e CO;) usados em SFE e SOX. Os
solventes de baixa polaridade sdo mais seletivos por substdncias como acidos graxos,
carotenoides, ceras e gorduras, que apresentam baixa capacidade antioxidante comparado aos
compostos fendlicos (SARAVANA et al., 2018). Assim, a elevada seletividade dos solventes

polares, consolidada na literatura, aliada as condigdes de alta pressdo e temperatura, utilizadas
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no presente estudo, reduziram o tempo de processo e melhoraram a capacidade antioxidante
dos extratos da semente de tamarindo.

Em avalia¢ao do rendimento dos extratos obtidos nas diferentes fragdes da semente de
tamarindo foi observado que o solvente de extracdo de maior eficiéncia seria uma mistura
hidroalcoodlica. Porém, testes de capacidade antioxidante ¢ TPC mostraram que o solvente
etanol 99% possui maior seletividade pelos componentes fendlicos responsaveis por esta
atividade. Foi observado também que as condi¢des de extragdo em que a maior capacidade
antioxidante foi alcangada corroboram com os dados previamente encontrados em TPC. Assim,
em avalia¢do da relacdo entre TPC e os ensaios de capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e
FRAP), por meio da correlagdo de Pearson, foram obtidas correlagdes de 0,96 (TPC-DPPH),
0,94 (TPC-ABTS) e 0,78 (TPC-FRAP). A correlagdo positiva e proxima de 1 entre DPPH e
ABTS com TPC mostra que a capacidade antioxidante dos extratos de semente de tamarindo
se deve principalmente a presenga de compostos que interagem com esses radicais por meio de
um mecanismo misto, ou seja, baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) e
transferéncia simples de elétrons (SET) (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2018). Essa forte
correlagdo demonstra que a semente de tamarindo ¢ formada por uma fragao fenolica com alta
capacidade antioxidante, o que sugere o uso dessa matriz como boa fonte de antioxidantes

naturais.

3.3.6 Perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa (GC-MS)

A fragdo lipidica da semente de tamarindo obtida em SFE a 25 MPa (40, 50 e 60 °C),
e em SOX com hexano (SOX-Hex) foi avaliada em GC-MS. As condi¢des de SFE foram
escolhidas devido a modificagdo da pressao (200 e 300 MPa) nao ter apresentado diferenca
significativa nas respostas para rendimento, TPC e capacidade antioxidante. Os &cidos graxos
foram identificados de acordo com a similaridade dos espectros obtidos em relacdo ao banco
de dados NIST, e os compostos majoritarios foram escolhidos de acordo com o percentual de
area, conforme apresentado na Tabela 10.

Em geral, 10 compostos foram identificados, incluindo 4cidos graxos saturados (SFA)
e acidos graxos insaturados (UFA). O 6leo de sementes de tamarindo obtido por SFE, para
todas as temperaturas, apresentou alto teor de acidos graxos insaturados (UFA), principalmente
as amostras recuperadas a 40 e 60 ° C, com cerca de 70 % de UFA, representado principalmente
pelo acido linoléico (9,12-Octadecadiendico (Z, Z)) e acidos oleico (dcido 9-octadecenodico
(2)), e quase 30 % de acidos graxos saturados (SFA), particularmente o 4cido palmitico (acido

hexadecanoico) e o acido lignocérico (4cido tetracosandico). O teor de UFA (Tabela 2) foi
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superior ao relatado na literatura (26,4% -55,6%), dentro da faixa de SFA (40,1% -59,7%) de
amostras de sementes de tamarindo obtidas por solventes organicos (CALUWE;
HALAMOVA; DAMME, 2010; AZAD, 2018).

O principal acido graxo da frag¢ao oleosa obtido em SFE foi o acido linoléico. O acido
linoléico ¢ um acido graxo poliinsaturado (PUFA) que corresponde a 38,8 a 79,4% dos acidos
graxos de diferentes residuos agroindustriais, sendo essencial para o funcionamento do
organismo (RUIZ-RODRIGUEZ; REGLERO; IBANEZ, 2010; SILVA; JORGE, 2014). REIS
et al. (2016), identificaram diferentes UFA e SFA em semente de tamarindo da variedade doce,
recuperadas por SFE com CO; a 10, 17 e 25 MPa e 20, 35 e 50 °C, incluindo écido linoléico.
Os autores destacaram a presenca de 23,8% de acido linoléico na amostra recuperada a 25 MPa
/50 °C, valor inferior ao obtido no presente estudo (48,8%), recuperado a 25 MPa/ 60 °C. Essa
diferenca pode ser atribuida as variedades de tamarindo utilizadas e a influéncia da pressao de
vapor do soluto, que aumenta com a temperatura, contribuindo para aumentar o rendimento de
extragdo (MAZZUTTI et al., 2018). Alta solubilidade do acido linoléico em CO> supercritico
foi observada comparando os resultados para SFE 25MPa / 60 °C (48,8%) com SOX-hexano
(40,9%).

O segundo composto majoritario foi o acido oleico (acido 9-octadecenodico (Z)-),
obtido a partir de amostras de SFE (50 e 60 °C) com 20,3 e 21,3%, respectivamente. O acido
oleico ¢ um acido graxo monoinsaturado essencial (6mega 9) que desempenha um papel
fundamental no metabolismo e na sintese hormonal (COSTA et al., 2018). Também foi
observado um isomero posicional do 4acido oleico, o 4cido 7-octadecendico, a partir de amostras
de SFE 40 °C e SOX-hexano, altamente detectado em SOX-hexano (25,5%) provavelmente
devido a reciclagem do solvente e o longo processo (6 h) em comparagdo com o SFE,
contribuindo para quebrar a longa cadeia do acido oleico e para formag¢do do isomero
posicional. O 4cido oleico e/ ou seus isomeros também foram relatados como um dos principais
UFA de residuos agroindustriais, como sementes de graviola e abobora (SILVA; JORGE,
2014), bagaco de laranja (BENELLI et al., 2010) e também de 6leo de semente de tamarindo
(SUTRISNO; RETNOSARI; MARFU’AH, 2019). De acordo com BENELLI et al. (2010), o
acido oleico foi associado a atividade antibacteriana, util para considerar esta fragdo como
ingrediente para alimentos e cosméticos.

Alguns SFA, como os ésteres metilicos do acido docosandico (acido beénico) e acido
tetracosanoico (acido lignocérico), normalmente encontrados em sementes de frutas e vegetais
(HEWAVITHARANA et al., 2020), também foram identificados no 6leo da semente de

tamarindo. Esses SFA de cadeia longa (4cidos lignocérico, oleico, palmitico, estearico e
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beénico) foram previamente identificados por CHACON-FERNANDEZ et al. (2019), que
relataram o potencial uso de extratos de semente de tamarindo para formulagdes dermatoldgicas
e medicamentosas devido a alta estabilidade térmica em comparagdo a outros acidos graxos de
cadeia média (caprilico, céaprico, azelaico e laurico) (SAHLE et al., 2015).

Em geral, os perfis de acidos graxos das amostras de SFE e SOX-hexano sdo
semelhantes, demonstrando a eficiéncia da tecnologia verde em obter 6leo de semente de
tamarindo em um processo rapido (2 h), em comparacdo com 6h para Soxhlet. A amostra
recuperada por SFE a 25 MPa / 60 °C apresentou o perfil de dcidos graxos mais semelhante ao
SOX-hexano, utilizado industrialmente. Além do alto teor de UFA da amostra de SFE (73,7%),
proporcionando atributos nutricionais e funcionais, alguns SFA também detectados podem estar
associados a caracteristicas para uso farmacéutico e cosmético, por exemplo (RUIZ-
RODRIGUEZ; REGLERO; IBANEZ, 2010; CHACON-FERNANDEZ et al., 2019). Assim,
devido a versatilidade e alta qualidade da fragdo oleosa recuperada pelo SFE a 25 MPa / 60 °C,
esta condi¢do foi selecionada para realizar o processo de extragdo combinada proposto no

Capitulo 4.
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Tabela 10 - Percentual dos principais acidos graxos identificados na fragdo lipidica da semente de tamarindo, obtida em SFE e SOX-hexano.

Area do pico (%)
SFE (CO, /25 MPa) SOX
Rt - Féormula o o o ..
(min) Acido graxo CAS molecular 40 °C 50 °C 60 °C Hexano Referéncia
Ci17H340, (REIS etal., 2016;

30.4 Acido hexadecanoico 000112-39-0 11,7 11,8 11,7 10,2 BAYOI; FOUNDIKOU;

ETOA, 2021)
337 Acido 9,12—oct;c)l_ecad1en01co (Z, 000060-33-3 CisH320; 50.2 32.8 48.8 40.9 (LUZIA; JORGE, 2011)
33.8 Acido 7-octadecendico 056875-67-3 CisH3402 23,1 ni ni 25,5 (SUTRISNO et al., 2019)
33.9 Acido 9-octadecendico (Z) - 000112-62-9 CioH3602 ni 20,3 21,3 ni (SUTRISNO et al., 2019)
: Ci9H3302 (BAYOI; FOUNDIKOU;

34.1 Estearato de metila 000112-61-8 5,1 5,1 4.8 4,1 ETOA, 2021)
- .. C23Hi602 (BAYOI; FOUNDIKOU;

35.2 Acido docosandico 000929-77-1 2,8 1,9 2,1 3,3 ETOA, 2021)
37.4 Acido (2)-11-eicosendico 1000333-63-8 C21H400: 1,8 1,8 1,8 1,4 (SUTRISNO et al., 2019)
37.6 9-eicosenoato de metila 1000336-50-5 C21H400: ni ni 1,8 1,4 (SUTRISNO et al., 2019)
38.1 Acido eicosanoico 001120-28-1 C21H#20; 2,2 2,4 23 1,7 (SUTRISNO et al., 2019)
38.5 Acido tetracosandico 002442-49-1 CasHs002 ni 4,4 4,8 4,7 (SUTRISNO et al., 2019)

Rt: tempo de retencdo; CAS: Chemical Abstracts Service; nd: ndo detectado. SFE: Extrac@o de fluido supercritico; SOX: Soxhlet;
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3.3.7 Perfil quimico dos extratos por UPLC-QTOF-MSF

Uma analise exploratoria do perfil fendlico dos extratos de semente de tamarindo
obtidos em PLE-etanol / 60 °C (a), PLE-etanol 50% / 80 °C (b), PLE-4gua / 80 °C (c),
SWE /150 °C (d) e SOX-etanol (e) foi realizada por meio de cromatografia liquida de
alta resolucdo e espectrometria de massa de alta resolu¢io (UPLC-QTOF-MSF). Estes
extratos foram selecionados pelas melhores respostas em TPC e capacidade antioxidante.

O conjunto de técnicas permitiu a caracterizagdo ¢ a identificagao de acidos
organicos, procianidinas e outros compostos fendlicos nos extratos. A Tabela 11 resume
a lista de compostos tentativamente identificados, bem como o tempo de retencgdo (Rt),
massas detectadas no modo de ionizacdo negativa [M - H]", fragmentos dos ions MS/MS,
férmula molecular e referéncias de caracterizagcdo. As informacdes geradas a partir dos
cromatogramas e dos espectros de massa possibilitaram a anotacdo de 10 metabdlitos,
presentes em todos os extratos analisados, mas com picos de intensidade diferente entre
as amostras, como pode ser observado no mapa de calor apresentado na Figura 16, bem

como nos cromatogramas do Apéndice D-Figura D.I.



Tabela 11 - Compostos tentativamente identificados na fragao fendlica de extratos de sementes de tamarindo usando UPLC - QTOF-MS/MS.
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ESI’

Pico (nlfiil) MS MS MS/MS Erro Ill::)){erzllzlll:r Anotacao do Pico* Referéncia
calculado [M-HJ (ppm)

I 174 1490086 1490083  /ZO%4B 810079, g C:HgOs Acido tartérico (SANG et al., 2019)

2 1,92 133,0137 133,0133 115,0056 -3,0 C4HOs Acido malico (SOBEH et al., 2018)
111,0078; 173,0082 o f (PRAKASH; BASKARAN;

3 1,93 191,0192 191,0188 2,1 CsHsO- Acido citrico KUDACHIKAR, 2019)
109,0305; 125,0235; . (PRAKASH; BASKARAN;

4 5,13 289,0712 289,0713 2450591 0,3 Ci5H1406 Catequina KUDACHIKAR, 2019)
289,0699; 407,0765; Dimero de

5 5,35 577,1346 577,1330 4250901 4511141 -2,8 C30H26012 procianidina Tipo B (DA SILVA et al., 2017)
125,0231; 221,0741; . . (PRAKASH; BASKARAN;

6 5,75 289,0712 289,0703 2450588 -3,1 CisH1406 Epicatequina KUDACHIKAR, 2019)
713,1499; 577,1399; Trimero de

7 5,81 865,1980 865,1940 575.1663: 289.0710 -4,0 C4sH33015 procianidina Tipo B (DA SILVA etal., 2017)
289,0671; 407,0789; Tetrimero de

8 5,92 1153,2614 1153,2659  425,0869; 577,1401; -0,7 CooHs0024 N . (DA SILVA et al., 2017)

procianidina Tipo B
865,2115

151,0353; 179,0516; Quercetina-3-0- .

9 665 6091456 609,145  271,0182:343,0855 05  CyuHxOus rutinosideo (ABLREIDAT ¢t 321'0’220(;15 ’
300,0247; 301,0312 (rutina) ”

10 7,01 447,0927 447,0924 285,0374 -0,7 C21H2001; Orientina (FILHO et al., 2020)

*Metabolitos identificados em todas os extratos (PLE-etanol / 60 °C, PLE-etanol 50% / 80 °C, PLE-agua / 80 °C, SWE /150 °C e SOX-etanol); Rt: tempo de retengdo.
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Figura 16 - Mapa de calor baseado na intensidade dos picos cromatograficos obtidos em UPLC-QTOF-
MS em modo de ionizacdo negativa ([MH]-) referente aos metabdlitos anotados nos extratos de
sementes de tamarindo.

I 4 BN Extragao 250 Extragdo

Ac. Tartarico PLE- etanol / 60 °C

’ PLE- etanol 50 % / 80 °C
Ac. Malico 200 PLE- agua/ 80 °C
. o SWE /150 °C
Ac. Citrico 150 B sOx - etanol
Catequina

100

Dimero de Procianidina
Epicatequina 50

Trimero de Procianidina
Tetrdmero de Procianidina
Rutina

Orientina

Fonte: Autor, 2022.

O grupo dos metabolitos fendlicos foi dominante nos extratos da semente de tamarindo
(Figura 16). Dentre esses compostos, a procianidina apresentou pico de maior intensidade.
Uma série de procianidinas originarias da unidade fenolica flavan-3-ol (catequina),
principalmente ligadas por meio de uma ligagao C4-C8 foi identificada como do tipo B (NETO
et al., 2020). Os picos 5, 7 e 8 identificados como dimero, trimero e tetramero de procianidina,
respectivamente, apresentaram maior intensidade no extrato etanolico obtido em PLE a 60 °C
(a). O trimero da procianidina tipo B (pico 7) foi o pico mais expressivo dentre todos os
compostos identificados, bem como nesse extrato. Esse composto também foi observado com
alta intensidade no extrato de SOX (e). Procianidinas sdo compostos de alto peso molecular,
que em geral tém sua extracdo intensificada em processos de alta temperatura e pressdo, como
o PLE, normalmente utilizando solventes de alta polaridade, como a dgua pura (NETO et al.,
2020). Porém, no presente estudo, os extratos aquosos (¢ e d) apresentaram picos de baixa
intensidade desses compostos. Esta baixa intensidade pode estar relacionada a capacidade das
procianidinas em meio aquoso de interagir, por meio de ligacdes de hidrogénio, com
polissacarideos da parede celular, no presente estudo, principalmente xiloglucanos, de alta
concentracdo na semente de tamarindo (FRANQUIN-TRINQUIER et al., 2014).

Esse estudo ¢ o primeiro relato de identificacdo de uma série de procianidinas em
extratos de semente de tamarindo obtidos a alta pressdo. Anteriormente, SUDJAROEN et al.
(2005), relataram em extratos de sementes de tamarindo obtidos na extragdo sélido-liquido com

acetona / metanol / agua (70: 29: 0,5) a presenca de procianidina B2, trimero de procianidina,
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tetramero de procianidina, pentamero de procianidina e hexadmero de procianidina. Mais
recentemente, CVETANOVIC et al. (2020) relataram diferentes concentracdes de dimeros,
trimeros e tetrameros de procianidinas presentes em extratos obtidos por maceracdo em
diferentes temperaturas (20, 40 e 60 °C) e concentragdes de uma mistura hidroalcodlica
(metanol: dgua - 30, 50 e 70%). As procianidinas, bem como as moléculas de catequina das
quais s3o formadas, sdo conhecidas pela elevada atividade antioxidante em extratos vegetais,
tendo diferentes acdes benéfica a satde (DZAH et al., 2020).

Os flavondis catequina e epicatequina, representados pelos picos 4 ¢ 6,
respectivamente, foram identificados em todos os extratos com baixa intensidade (Figura 16).
Porém, ambos os compostos apresentaram picos de maior intensidade no extrato aquoso obtido
em SWE (d). A epicatequina, assim como outros compostos que possuem VAarios grupos
hidroxila em sua estrutura, sdo hidrofilicos e geralmente apresentam maiores solubilidades em
solugdes aquosas (ALONSO-SALCES et al.,, 2001). Esses flavon6is também foram
identificados com baixa intensidade em extratos da semente de tamarindo obtidos por
maceragdo com metanol por 24h (RAZALI et al., 2015) e com agua por 48 h (SORADECH et
al., 2016). Em todos esses estudos, a epicatequina esteve associada a atividade antioxidante dos
extratos (SARKAR; GHOSH, 2016), bem como a diversas atividades biologicas, como
potencial antidiabético (BHADORIYA et al., 2018), antiinflamatério (SUNDARAM et al.,
2015) e antidiarreico (GUPTA; GUPTA, 2017).

Dentro do grupo dos compostos fenolicos, o flavonoide quercetina-3-O-rutinosideo
(rutina), correspondente ao pico 9 apresentou maior intensidade nos extratos etandlicos obtidos
em PLE (a) e SOX (e). Em processos de alta temperatura, a rutina tem uma solubilidade maior
em etanol do que em solventes aquosos (XI; LUO, 2015; GULLON et al., 2017). A melhor
solubilidade desse composto em solvente alcodlico também foi relatada por CVETANOVIC et
al. (2020) ao identificar quercetina-3-O-rutinosideo em extrato obtido em condi¢do de
maceracao otimizada, com temperatura de 23,38 °C e médxima concentracdo de metanol de
69,99%. Além da rutina, nos extratos do presente estudo foi identificado o flavonoide orientina,
correspondente ao pico 10. Este composto apresentou picos de intensidade intermedidria-baixa
em todos os extratos, exceto para o extrato de SWE /150 °C (d), no qual nao foi identificado.
A literatura indica que flavonoides, extraidos principalmente de fontes naturais, exercem efeito
antioxidante, antiinflamatorio e antimicrobiano em produtos farmacéuticos e alimenticios
(GULLON et al., 2017).

Além dos compostos fenolicos, foram identificados alguns acidos organicos de

elevada concentragdo nos extratos. Destaque especial ¢ dado ao acido citrico, que apresentou
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pico de maior intensidade nos extratos aquosos (¢ e d), sendo o extrato obtido em SWE o de
maior intensidade, seguido do extrato hidroalcoolico (b) obtido em PLE. O acido tartarico
também apresentou picos de elevada intensidade no extrato aquoso (c¢) e hidroalcodlico (b).
Apesar da diferenga de intensidade dos picos nos métodos de extragcdo, em geral os processos
a elevada pressao utilizando especialmente d4gua como solvente contribuiram para a extragao
dos acidos organicos, antes comumente identificados em extratos de folha (GUMGUMIJEE;
KHEDR; HAJAR, 2012) e polpa (JANGDEY et al., 2016) de tamarindo, mas dificilmente na
semente. De acordo com JUNIOR et al. (2021), os 4cidos organicos extraidos dos residuos
agroindustriais sdo mondmeros potenciais para aplicagdo na industria de polimeros,
contribuindo para a conversdo da biomassa dentro de um conceito de biorrefinaria. Esses
compostos também podem ser aplicados na industria de alimentos € cosméticos como um
regulador de pH, ou mesmo associados a 4gua para formar solventes acidificados para a
extragcdo de antocianinas, proteinas, polissacarideos e polifendis (GUO et al., 2015; MAKRIS,
2018).

Em geral, os diferentes compostos fenolicos identificados na semente de tamarindo
costumam estar associados a funcionalidade antioxidante desse subproduto (CALUWE;
HALAMOVA; DAMME, 2010). No presente estudo, essa atividade pode ser atribuida em
particular as procianidinas e ao flavonoide rutina, que apresentaram picos de maior intensidade
nos extratos etanolicos obtidos em PLE, corroborando com os resultados mais expressivos de
TPC e capacidade antioxidante obtidos nesse extrato. Assim, a semente de tamarindo pode ser
considerada uma fonte de compostos fendlicos, sendo esta avaliagdo uma perspectiva futura
promissora para o ciclo industrial do processamento de tamarindo, uma vez que esses

compostos sao de alta relevancia industrial.

PARTE 11

Na Parte I deste capitulo foi observado que os extratos aquosos obtidos em SWE e
PLE apresentaram bom rendimento, apesar de baixo contetido fendlico total e capacidade
antioxidante, quando comparado aos extratos alcodlicos. Como foi discutido anteriormente, o
maior rendimento pode estar associado com a elevada concentracdo de carboidratos (50,8
g-100g™) e proteinas (20,7 g-100g™") na semente de tamarindo. Assim, a Parte II deste capitulo
teve como objetivo avaliar a extragdo de carboidratos totais, dcido urdnico e proteinas totais
nos extratos aquosos da semente de tamarindo, bem como a extragdo e a caracterizacao

qualitativa da goma. Além das tecnologias verdes de extracdo (PLE e SWE) foi realizada
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também a extragdo convencional por agitacdo a quente (CHSE) com temperatura de 80 °C e

razdo solido/liquido de 1:20 e 1:40 (m/v).

3.3.8 Avaliacao dos componentes quimicos nos extratos aquosos
O efeito das condi¢des de extracdao no conteudo de carboidratos totais, dcido urénico

e proteinas totais nos extratos aquosos da semente de tamarindo ¢ apresentado na Tabela 12.

Tabela 12 - Contetido de componentes quimicos totais dos extratos aquosos da semente de tamarindo
obtidos nas extragoes a alta pressdo (PLE e SWE) e convencional (CHSE).

Extracio Condigio de Xo (%) Carboidratos totais Acido urdnico Proteinas totais
¢ extragiio oo (2 GE-100 g'e.s)® (g AG-100g'es)®  (g-100 g'e.s)®
s (/n61?v)C |ossr0s G8=08 7.8+0,1° 16,1 +0,2°
PLE 1m0 (/IE/OV)C | aax0ze m9x100 9,2%0,1° 12,24 0,6°
10 MPa/ 100 °C/ . . . )
1:20 (m/v) 44+04° 746+ 18 9,3 +0,1 7.8 40,6
10 MPa/ 150 °C/ d b . .
1:40 (m/v) 127117 69,9+0,1 9,14 0,1 13,94 0,1
SWE 10 MPa/ 170 °C/
a ° . . . )
1:40 (mpyy  2OTEL 642£05 6.8+ 0,5 16,9+ 0,3
0,1 MPa/ 80°C/ 23’6 + 0’4b 30,6 + 0’46 6,7 + 0,7C 12,8 4 O,lbc
1:20 (m/v)
CHSE 0,1 /80°C/
> MPa ° a d b o
1:40 (mpyy 208 EOL 37821 8,5+ 04 13,6 % 0,1

(D média + desvio padrio; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias (p <
0,05). PLE: Extragio com Liquido Pressurizado; SWE: Extragdo com Agua Subcritica; CHSE: Extragio
convencional por agitagdo térmica; e.s: extrato seco; GE: equivalente de glicose; AG: equivalente de acido D-
galacturonico.

O contetdo de carboidratos totais dos extratos foi avaliado de acordo com curva
padrdo de glicose (Apéndice E-Figura E.I com R? de 0,985), e expresso em g equivalente de
glicose (GE) por 100 g de extrato seco. Os dados experimentais demonstram que o aumento da
temperatura de extragdo até certo ponto foi acompanhado por um aumento no conteudo de
carboidratos. Os melhores resultados foram obtidos nos extratos de PLE-80°C (72,9 + 1,0 g
GE-100 g'e.s)e PLE-100 °C (74,6 = 1,8 g GE-100 g'' e.s), ndo havendo diferenca significativa
(p< 0,05) entre eles. SAMAL; DANGI (2014) em estudo de isolamento e caracterizacdo de
polissacarideo da semente de tamarindo reportaram valor de carboidratos totais de 78,4 g

GE-100 g e.s apos extragdo com 4agua quente acidificada (4cido citrico 0,3 % p/p). O resultado
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reportado por SAMAL; DANGI (2014) foi semelhante ao obtido no presente estudo em PLE,
utilizando apenas agua pura a alta pressdo (10 MPa), o que representa uma alternativa
promissora ao uso de modificadores, como solugdes acidas.

O aumento da temperatura do processo (150 e 170 °C) em SWE, para atingir o estado
subcritico da dgua, reduziu o contetido de carboidratos totais no extrato. Este efeito decrescente
pode estar relacionado a alta temperatura de extracdo, que favorece a maior difusdo de outras
substancias, como produtos derivados da reacao de Maillard (PLAZA et al., 2010a). Além das
mudangas irreversiveis que podem ter ocorrido na conformag¢ao molecular do polissacarideo
(PLAZA; LUISA, 2019). Essa modificagdo estrutural pode ser de interesse industrial, por
exemplo, GETACHEW; CHUN (2017) demonstraram que a extragdo em SWE (180 °C-
220 °C/ 3-6 MPa) modificou a estrutura molecular do polissacarideo do grao de café,
melhorando sua funcionalidade antioxidante, quando comparado ao extrato convencional
obtido com agua a 80 °C.

De acordo com YANG et al. (2019) a extracdo convencional com agua quente € o
método mais utilizado para a obtengao de polissacarideos de sementes, devido ao menor custo
de processamento. No presente estudo foi observado que apesar do maior rendimento de CHSE-
80 °C (23,6 - 27,8 %), o extrato apresentou menor contetido de carboidratos totais (30,6 — 37,8
g GE-100 g e.s), quando comparado aos extratos obtidos nas tecnologias verdes de extra¢io
(PLE e SWE). Essa diferenga entre os métodos de extragdo pode ser relacionada especialmente
a alta pressao (10 MPa), que combinada a elevada temperatura, aumenta a transferéncia de
massa a partir do rompimento das paredes celulares, e a eficiéncia da extragdo, sem que seja
necessario o uso de modificadores como enzimas ou solugdo acida (PLAZA; LUISA, 2019).

Estudos anteriores relataram que apds a extracao aquosa da semente de tamarindo sdo
obtidas gomas estruturalmente compostas por agucares neutros (carboidratos totais) e 4cidos
urdnicos, conectados por ligacdes glicosidicas (MANCHANDA; ARORA; MANCHANDA,
2014). No presente estudo, o contetdo de acido urdnico dos extratos aquosos da semente de
tamarindo foi avaliado de acordo com curva padriao de acido p-galacturdnico (Apéndice E-
Figura E.II com R?=0,992), e os resultados expressos em g equivalente de acido D-
galacturénico (AG) por 100 g de extrato.

O conteudo de 4cido urénico dos extratos variou entre 6,7 a 9.3 g AG-100g™ e.s,
indicando que polissacarideos pécticos podem ser extraidos das paredes celulares da semente
de tamarindo. Os melhores resultados foram obtidos nas temperaturas entre 80 e 150 °C,
independentemente do método e das condigdes (tempo e razdo sélido/liquido) de extracdo, os

valores encontrados estdo dentro da faixa de percentual de &cidos urdnicos reportados na
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literatura para extratos polissacaridicos da semente de tamarindo (3,4-6,3g AG-100g! e.s),
obtidos com agua quente a 80 °C (SAMAL; DANGI, 2014; MOHAMED; MOHAMED;
AHMED, 2015). Esses resultados também sao superiores ao que foi reportado em extratos de
outras sementes, como de agrido (Lepidium sativum L.) (6,7 g AG-100g™") (BEHROUZIAN;
RAZAVI; PHILLIPS, 2014) e chia (5,3 g AG-100g™!) (TIMILSENA et al., 2016), obtidos por
extragdo convencional com agua quente. Os residuos de 4cido urdnico associados aos
polissacarideos podem alterar as propriedades fisico-quimicas e a solubilidade dos conjugados
de carboidratos, aumentando o seu potencial antioxidante, espessante e estabilizador em
alimentos processados (SHARMA et al., 2015; YARLEY et al., 2021).

Além da associagdo polissacarideo-acidos urdnicos, o complexo polissacarideo-
proteina solivel em d4gua também estd relacionado com a atividade metabdlica dos
polissacarideos em geral (HAO et al., 2020). No presente estudo foi observado que o contetido
de proteinas totais nos extratos variou entre 7,8 — 16,9 g-100g™! e.s. Na Tabela 12 ¢é possivel
observar que ndo houve diferenca estatistica entre os extratos obtidos em CHSE nas razdes
solido: liquido 1:20 e 1:40 (m/v). Enquanto que nas tecnologias verdes de extragdo, o aumento
da temperatura em PLE reduziu o conteudo de proteinas, e em SWE aumentou o contetido desse
macronutriente. Sabendo que a dgua nas diferentes temperaturas utilizadas (60-100 °C (PLE) e
150-170 °C (SWE)) pode desempenhar propriedades fisico-quimicas distintas, € que sistemas
pressurizados podem ocasionar a agregacdo e/ou a desintegracdo das proteinas por hidrolise
(POURALI; ASGHARI; YOSHIDA, 2009), reacdes diferentes podem ocorrer em cada
processo. RAVBER; KNEZ; SKERGET (2015), por exemplo, em estudo de extragio da
semente de girassol com agua pressurizada (5-120 min / 1:20 (m/v)), demonstraram que o
aumento da temperatura de 60 °C para 100 °C reduziu o conteudo de proteinas no extrato,
devido a menor solubilidade dessas substancias em temperaturas mais altas. Enquanto que
SUNPHORKA et al. (2012) demonstraram que o aumento da temperatura em SWE (150-250
°C/ 0—60 min) favoreceu a solubilidade e a agregacdo da proteina extraida do farelo de arroz,
consequentemente aumentando o seu rendimento proteico.

Apesar das diferencas operacionais entre os métodos, ndo houve diferenca
significativa entre os extratos obtidos em PLE (60 °C/40 min) e SWE (170 °C/80 min),
demonstrando que se o objetivo fosse um extrato aquoso proteico, ambas as condigdes sdo
promissoras. A partir dessas condi¢des, foi possivel recuperar cerca de 77 % do valor total de
proteina (20,7 g-100g! m.s) da semente de tamarindo seca e moida. Visando a economia no
processo industrial, a extracdo em PLE ¢ mais vidvel, devido ao menor tempo e consumo de

solvente. No entanto, sabendo que a semente de tamarindo possui proteinas de carater anfifilico,
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devido sua composi¢do de aminodcidos polares e ndo polares como lisina, acido glutamico,
acido aspartico, glicina e leucina (BHATTACHARYA et al., 1994), ¢ possivel que nesses
extratos distintas proteinas tenham sido extraidas. Assim, de acordo com a aplicagdo dos
extratos, analises adicionais de identificacdo e quantificacao dos aminodcidos sao necessarias
para determinar qualitativamente a melhor condi¢do de extragdo da fragdo protéica.
Considerando que o objetivo principal do presente estudo, que sdo os carboidratos da
semente de tamarindo, e que este ¢ o primeiro relato de extragdo com agua pura pressurizada
para a obtencao dessas substancias, os resultados das tecnologias verdes foram promissores,
quando comparado ao método convencional. Dentre as condic¢des a alta pressdo, a extragdo em
PLE-80 °C ¢ uma alternativa viavel para a obten¢ao dessas substancias, devido a recuperacao
de um maior conteudo de carboidratos totais, bem como a menor demanda energética,
relacionada a tempo (40 min), temperatura (80 °C) e volume de solvente (1:20 (m/v)) utilizado
no processo. A partir dessa condicao foi possivel recuperar 14,5 % do valor total de carboidratos
(50,8 g-100g™! m.s) da semente de tamarindo seca e moida, um percentual mais do que duas
vezes superior ao que foi recuperado a partir da extragdo convencional CHSE na mesma

temperatura (7,1 %).

3.3.9 Caracterizacio da goma da semente de tamarindo integral
3.3.9.1 Rendimento global (Xy)

Considerando que os extratos aquosos da semente de tamarindo obtidos em PLE-80
°C, PLE-100 °C e CHSE-80 °C (1:20 m/v) apresentaram o melhor conteudo de carboidratos
totais, essas condi¢des foram selecionadas para avaliar a extracdo da goma de tamarindo, apos
precipitacdo do extrato aquoso em etanol, conforme fluxograma da Secao 3.2.2.6.

Apds precipitagdo em etanol, lavagem com acetona e secagem, as gomas
apresentaram rendimento em base seca de 2,1 + 0,1%, 2,2 + 0,1% e 19,1 = 0,8% para PLE-80
°C, PLE-100 °C e CHSE-80 °C, respectivamente. A extracao convencional foi a mais eficiente,
uma vez que este processo foi realizado no modo estatico sob agitacdo constante no leito de
extracdo, o que auxilia a dispersagdo e hidratacdo da matriz, e melhora a liberacdo da goma
(PATIL; JADGE, 2008). O rendimento de CHSE-80 °C foi compativel com resultados
relatados para gomas de outras matrizes, incluindo semente de jaca (Artocarpus heterophyllus
L.) (18,8%) (NAYAK; PAL; SANTRA, 2015) e semente de Plantago ciliata (18,6%)
(ADDOUN et al., 2020), também obtidas em CHSE. No entanto, o resultado do presente estudo
foi inferior ao de outras extracdes da goma da semente de tamarindo (27,9-29,3 %) (ALPIZAR-
REYES et al., 2017; CRISPIN-ISIDRO et al., 2019). Essa diferenca no rendimento pode ser
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relacionada as operacgdes unitarias envolvidas no processo usado em cada estudo, ALPIZAR-
REYES et al. (2017), por exemplo, ndo precipitou o extrato aquoso em etanol, obtendo uma
mucilagem multicomponente, possivelmente de menor pureza, comparada ao do presente
estudo; enquanto que CRISPIN-ISIDRO et al. (2019), apds extragdo com agua quente (80°C/30
min) refrigerou o material (extrato+material solido) (20 °C/24 h) previamente a etapa de
precipitagdo em etanol, o que pode ter influenciado para aumentar a liberacdo da goma, e

consequentemente fornecer maior rendimento.

3.3.9.2 Determinag¢do dos pardmetros de cor

A analise dos parametros de cor foi realizada nas gomas de tamarindo seca e imida.
A goma seca, de todas as condi¢cdes de extragdo, ndo apresentou diferenca significativa nos
parametros de cor, o que pode estar relacionado com a condi¢do de secagem utilizada (50 °C/16
h). Em contrapartida, amostras de goma umida (ap6s imersdo em acetona), apresentadas na
Figura 17 relativas a extracdo com PLE-80 °C, PLE-100 °C e CHSE-80 °C (1:20 m/v), indicam
que a goma obtida em CHSE (c) apresentou superficie firme e lisa, comparada as gomas de
PLE (a e b). Essa diferenca visual também foi observada nos parametros de cor L*, a" e b”,

como apresentado na Tabela 13.

Figura 17- Gomas de tamarindo imidas obtidas do extrato aquoso de (a) PLE-80°C, (b) PLE-100 °C ¢
CHSE-80 °C apds precipitagdo em etanol.

Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 13- Parametros de cor L*, a*, b* das gomas obtidas da semente de tamarindo integral.

Condicao de extracio

PLE PLE CHSE

Paragitfl?s de 80 °C/ 40 min 100 °C/ 40 min 80 °C/ 60 min
L* 36,9 +0,1° 28,8+ 1,3¢ 452 +0,3°
a* 9,1+0,1° 6,4 + 0,3° 11,67 £0,1°
b* 6,9 +0,1° 55+03° 7,7+0,1°
AE 63,3 +0,1° 70,9 £ 1,4° 55,8 +0,3¢
C* 11,4+0,1° 8,4 +0,4° 14,0 + 0,2
h° 37,3 +0,3° 41,1 £0,1° 33,5+0,2°
Wi -52,8+0,7° 54,1 + 4,5 454 + 1,47
Yi 22,8 +0,2° 21,5+ 1,3 21,9 + 0,4°

(1) média + desvio padrio; Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as médias (p <
0,05). PLE: Extragdo com Liquido Pressurizado; CHSE: Extracdo convencional por agitacdo térmica. L*:
claridade; a*: (verde/vermelho), b*: (azul/amarelo), AE: variagdo de cor, C*: cromaticidade/indice de saturagao,
h°: angulo de tonalidade, Wi: indice de branco, Yi: indice de amarelecimento.

Valores de L (claridade) significativamente mais elevados foram observados na goma
extraida em CHSE, seguido de PLE-80 °C e PLE-100 °C, corroborando com os valores de
intensidade de cor das gomas, representado por C* (cromaticidade). Esse resultado demonstra
que a partir de PLE sao obtidas gomas mais escuras, que pode estar relacionado com a eficiéncia
da alta pressao em romper a matriz celular e facilitar a recuperacao de diferentes componentes
(MUSTAFA; TURNER, 2011), especialmente compostos fenolicos e pigmentos presentes na
casca da semente, uma vez que as gomas foram obtidas a partir da matéria-prima integral, sem
pré-tratamento para a sua decorticagdo. NGUYEN; JITTANIT; SRICHAMNONG (2019)
demonstraram que apds dercoticagdo da semente de tamarindo em micro-ondas a 850 W por 3
min foram obtidas gomas de coloragdo marrom clara.

A goma obtida em CHSE apresentou coloracdo vermelho-amarelada de maior
intensidade, confirmado pelos valores estatisticamente superiores de a* (11,67 £0,1) e b* (7,7
+ 0,1), respectivamente. Os valores da coordenada a* (coordenada verde-vermelho) podem ser
associados a pigmentos do tegumento da semente (BAGUL; SONAWANE; ARYA, 2015),
enquanto que a coloragio amarelada, representada pela coordenada b* (coordenada azul-
amarelo), pode estar associada a gorduras compostas por pigmentos (por exemplo,
carotenoides) (CRISPIN-ISIDRO et al., 2019). Do ponto de vista tecnologico, a presenca desses
pigmentos nas gomas representa um efeito negativo que pode dificultar sua aplicacdo futura.

Dessa forma, sdo necessdrias estratégias de combinacdo de processos de extragdo e/ou a



98

decorticacdo da semente para a retirada de interferentes de cor e purificacdo da goma. A

influéncia dessas etapas sera abordada em mais detalhes no Capitulo 4.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, a semente de tamarindo, uma promissora fonte de carboidratos,
proteinas e lipideos, forneceu extratos ricos em compostos bioativos, obtidos eficientemente a
partir de métodos de extragdo a alta pressdo. As diferentes condigdes de temperatura e
composi¢ao do solvente (COa, etanol, etanol / agua e agua) promoveram forte influéncia na
extracdo e funcionalidade antioxidante das fragdes lipidica, fenolica e polissacaridica. A partir
do uso de solventes de baixa polaridade, foram obtidos dois tipos de 6leo. O 6leo obtido em
SFE com CO; a 25 MPa e 60 °C, apresentou maior porcentagem de 4cidos graxos insaturados
(70%) (4cidos linoleico e oleico). O dleo obtido em Soxhlet (SOX) com hexano apresentou
maior porcentagem de acidos graxos saturados (54%) (acido estearico, beénico, miristico). A
fragdo fenodlica da semente de tamarindo foi eficientemente obtida em PLE com etanol (60 °C
e 10 MPa), que apresentou maior TPC e capacidade antioxidante dentre as condi¢des
analisadas, além de atividade semelhante ao extrato recuperado em SOX com etanol. A
identificacdo da fracdo fendlica comprovou a atividade antioxidante do extrato etanolico pela
presenca, em particular de procianidinas tipo B, rutina e orientina, mas acidos organicos e
outros compostos fendlicos também foram identificados em todos os extratos selecionados. A
fragdo polissacaridica com maior contetido de carboidratos totais (72,9 g GE-100 g™!) foi obtida
pela primeira vez com agua pura pressurizada em PLE (80 °C e 10 MPa). Apos precipitagdo
em etanol, a caracterizacao dos extratos demonstrou que uma goma clara de coloragdo vermelho
amarelada e com maior rendimento (19,1%) foi obtida em CHSE (80 °C e 1:20 (m/v)). A
extracdo em PLE, que até o presente momento nao havia sido aplicada para a semente de
tamarindo, bem como o SFE demonstraram ser tecnologias verdes promissoras para a
recuperagdo de acidos graxos, compostos fendlicos e polissacarideos desse subproduto de
tamarindo. Dessa forma, as condi¢des de extracao selecionadas para esses métodos podem ser
utilizadas isoladamente ou combinadas, para potencializar os coprodutos gerados e sua futura

aplicacdo em diferentes setores industriais.
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CAPITULO 4
Integracio dos processos de extracio para potencializar a produc¢io de goma da semente

de Tamarindus indica L.

Semente
" !
Convencional Verde Alternativa verde
SOX (Hexano) SFE (CO,) SFE (CO,)
§ - 5 Caracterizagdo
SOX (Etanol) PLE (Etanol) PLE (Etanol) i Rendimento :
! Parametros de cor '
‘ ‘ ‘ | Estrutura quimica (FT-IR / NMR) |
CHSE (Agua) PLE (Agua) CHSE (Agua) :\Establlldade térmica (DSC / TGA))I:
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4.1 INTRODUCAO

Os resultados obtidos no capitulo anterior, partindo da semente de tamarindo integral,
permitiram selecionar as melhores condi¢des de extragdo para a obtencao das fragdes lipidica,
fendlica e polissacaridica, de acordo com a atividade funcional do extrato e sua composi¢ao
quimica. A recuperagdo dessas fracdes, que sdo de alto valor agregado, sob a abordagem de
biorrefinaria em cascata ¢ promissora, possibilitando conservar/potencializar os componentes
bioativos, reduzir a geracao de residuos e produzir diferentes coprodutos a partir da integragao
dos processos (MAZZUTTI et al., 2018; FERRO et al., 2019). Até o presente momento nao ha
relatos de extracdo sequencial para a obtencdo dessas fragdes, especialmente a fragdo
polissacaridica, na qual se concentra o xiloglucano, principal produto comercial da semente de
tamarindo.

Nesse contexto, o objetivo deste capitulo ¢ avaliar a integracdo dos processos de
extragdo, a partir das condi¢do selecionadas no Capitulo 3, para potencializar a extragdo da
goma da semente de tamarindo, com foco no xiloglucano, bem como analisar sua qualidade
fisico-quimica. Trés rotas de extracdo (1-Convencional, 2-Alta pressdo e 3-Alternativa
combinada) sdo propostas de forma que, as fragdes bioativas sejam recuperadas em ordem
crescente de polaridade. A comparagdo entre as rotas considerou o rendimento das diferentes
fragdes e a cor da goma. Os componentes polissacaridicos da goma, com foco no xiloglucano
(XG) foram avaliados em relagdo a estrutura quimica (NMR, FTIR) e comportamento térmico
(TGA e DSC). A rota de melhor resposta para a goma em termos de rendimento, cor e
caracterizagcdo quimica do xiloglucano foi selecionada para avaliar a fracdo fenolica quanto a
atividade antioxidante e o TPC, e comparar esta fracdo com os resultados obtidos nas extracdes

individuais, a partir da matéria-prima integral, apresentados no Capitulo 3.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Rotas de extracao

De acordo com os dados do Capitulo 3, trés rotas de integragdo dos processos foram
propostas: uma rota convencional (Rota 1), correspondente aos métodos convencionais (SOX
e CHSE); uma rota a alta pressao (Rota 2), que corresponde os métodos SFE e PLE, e uma rota
alternativa combinada (Rota 3), que integra SFE, PLE e CHSE. As rotas foram propostas de
acordo com a polaridade dos compostos a serem recuperados, iniciando com o solvente de
menor polaridade (CO2-SFE ou hexano-SOX), seguido do solvente de média polaridade
(etanol-PLE ou SOX) e por fim o solvente de maior polaridade (d4gua-PLE ou CHSE). A Figura
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18 apresenta o fluxograma esquematico das rotas de extragdo e suas condigdes operacionais,

bem como os residuos e os produtos gerados em cada etapa.

Figura 18 - Fluxograma das rotas 1 (convencional), 2 (verde) e 3 (alternativa combinada) para extracdo
da goma de semente de tamarindo e as respectivas condi¢des operacionais envolvidas em cada etapa.

...... | ROTA1:CONVENCIONAL |-, ..._.| ROTA2:ALTAPRESSAO | ____

( SEMENTE DE TAMARINDO) (__ SEMENTE DE TAMARINDO)
--;)mato = =

( ] SOX

|.. A:"S?:J‘R Hexano /0.1 Ma /8g°C

|
|

I

|

I

1

I

I

|

I

1

I

i

I -
| 4 . .
! |, Residuo sdlido
: -
I f

! |' Extrato

|| POLAR

i

1

I

I

|

I

1

I

1

I

I

|

I

1

I

1

SOX
Etanol /0.1 MPa / 78 °C

s .
'\ Residuo sdlido
CHSE
Agua /0,1 MPa /80 °C
|" Biomassa | || Filtragdo em pano
| residual de musselina

(Extrato aquoso

PLE
Etanol /10 MPa / 80 °C
Il

e o
(_Residuo sélido

---1 ROTA 3: ALTERNATIVA COMBINADA }-

CHSE
Agua /0.1 MPa / 80 °C

| |" Biomassa | | Filtracio em pano
| | residual de musselina

-

|'; BiDr_nassa PLE
\. residual Agua 110 MPa / 80 °C

|
|

I

|

I

1

I

I

|

I

1

I

1

I

I

|

I

1

'

I f
! |' Extrato
i | roLAR
1

I

1

I

I

|

I

1

I

1

I

I

|

I

1

I

1

I

I:‘I_E:n(tratc: aguoso I:‘!Extrato aquoso

Precipitagdo em Etanol Precipitagdo em Etanol

1:2 (wv) { 4°CF 18 h

1:2 (vov) [ 4°Ci 16 h 1:2 (viv) / 4°Ci 16 h

— - =

([ Residuo Centrifugagio

| liquide 2400 rpm / 20 *C 1 20 min
\_lAquosao) l

(frecipitado gel

Residuo
liquido
(Aguaoso)

Centrifugagio
3400 rpm / 20 °C / 20 min

Centrifugagio
3400 rpm / 20 °C / 20 min

{ Residuo
| liquido
\ (Aguosa)

'if'recipitado gel I(f'ret:ipitad{:i gel

Precipitagdo Acetona
1:23{pv)/2h

Precipitagdo Acetona
13 (pv)i2h

Precipitagdo Acetona
1:3{pv)/ 2h

Centrifugagao
3400 rpm / 20 *C | 20 min

Centrifugagdo
“— 2400 rpm / 20 °C / 20 min

Centrifugagao
3400 rpm / 20 *C./ 20 min

{ Residuo { Residuo r'/ Residuo
| tiquido | tiquido - | rtiquido
\_{Acetona) \_{Acetona) \_(Acstona)

(frecipitado gel

Secagem/Moagem
SH°CI16h
i

GOMA DA SEMENTE

(_Precipitado gel

Secagem/Moagem
50°Cr18h
I

GOMA DA SEMENTE

'if'recipitado gel

Secagem/Moagem
50°C/18h

GOMA DA SEMENTE

SFE: Extra¢do com Fluido Supercritico; PLE: Extragdo com Liquido Pressurizado, SOX: Soxhlet; CHSE:
Extragdo convencional por agitagdo térmica.
Fonte: Autor, 2022.

4.2.2 Caracterizac¢io geral da goma da semente de tamarindo

As rotas foram comparadas em relagdo ao rendimento global, calculado de acordo com
a Equacdo 6 (Secao 3.2.2.7), e morfologia da superficie da biomassa residual apds a extragao
da goma. Ao final de cada rota de extragdo, a biomassa residual foi seca a 60 °C por 24 h, fixada

em tubos, revestida com uma camada de ouro de 16 nm e analisada sob vacuo em SEM
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(microscdpio eletronico de varredura) (JEOL JSM 6390 LV, Musashino, Akishima, Japao). As
imagens de SEM foram obtidas com voltagem de 10 KV e aumento de 150 X.

A goma foi caracterizada de acordo com os parametros de cor, conforme descritos no
Capitulo 3 (Seg¢dao 3.2.5.1). Os ensaios foram realizados em triplicata em colorimetro
espectrofotometro CM-5 (Minolta® Color Reader, Osaka, Japao) a partir das coordenadas L*,
a*, b* do sistema CIELab.

4.2.3 Caracterizacao estrutural e térmica da goma da semente de tamarindo

A caracterizacdo da estrutura dos componentes polissacaridicos da goma, com foco no
xiloglucano (XG), foi realizada a partir de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
espectros de ressondncia magnética nuclear (NMR), calorimetria exploratoria diferencial

(DSC) e analise termogravimétrica (TGA).

4.2.3.1 Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo dos grupos funcionais foi analisada em um espectrOmetro
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Agilent, modelo Carry 660), de acordo
com metodologia proposta por RODRIGUES et al. (2018). As gomas secas foram misturadas
com po de brometo de potassio de grau espectroscopico (KBr) e prensadas, formando pellets.
Em seguida, as amostras foram analisadas no modulo de reflectancia difusa no intervalo de 400

- 4000 cm™', com resolugdo de 4 cm™ e 128 varreduras.

4.2.3.2 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e termogravimétrica (TGA)

A andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi realizada em Jade-DSC
(Perkin Elmer) (TA Instruments, New Castle, DE, EUA) para a obtencdo das curvas de DSC
das gomas da semente de tamarindo. Aproximadamente 2 mg de amostra secas em estufa (50
°C por 24 h) foram acondicionadas em cadinhos de alumina, e analisadas sob atmosfera de
nitrogénio com fluxo de ar de 20 mL'min™ e aquecidas entre 22 °C e 450 °C com taxa de
aquecimento de 10 °C'min’'.

A estabilidade térmica das particulas polissacaridicas das gomas foi avaliada por
analise térmica gravimétrica (TGA). As curvas de TGA e termogravimetria diferencial (DTQ)
foram medidas em STA 449 F3 Jupiter (Netzche, TA Instruments Japan CO., Japan).
Previamente aos ensaios, as amostras foram secas a 50 °C por 24h. A andlise foi conduzida com

10 £ 0,1 mg de amostra em cadinho de alumina, usando atmosfera de nitrogénio com fluxo de
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60 mL-min"!, rampa de aquecimento na faixa de temperatura de 30-800 °C e taxa de

aquecimento de 10 °C-min’!.

4.2.4 Caracterizacao da fracao fendlica

A fragdo fenodlica da amostra obtida na rota que apresentou as melhores respostas, em
termos de rendimento, cor e caracterizagdo quimica do xiloglucano apds caracterizacdo da
goma, foi avaliada em relagdo ao conteudo de fenolicos totais (TPC) e a atividade antioxidante
(DPPH, ABTS e FRAP), de acordo com metodologia descrita no Capitulo 3 (Secado 3.2.3). Os
resultados obtidos com a rota combinada de extragdes foram comparados aos dados da extracao

isolada (Capitulo 3).

4.2.5 Analise estatistica

Os resultados do rendimento e cor das gomas foram reportados como média + desvio
padrdo, e avaliados por andlise unidirecional de varidncia (ANOVA). As andlises foram
realizadas no software STATISTICA (versdo 12) e a diferenca significativa entre as amostras

foi determinada pelo teste de Tukey, admitindo nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Efeito das condicoes de extracdo no rendimento e na morfologia da biomassa
residual

A Figura 19 apresenta os valores de rendimento global (Xo) de cada etapa das 3 rotas
de extracdo. Maiores rendimentos foram obtidos nas rotas 1 e 3, especialmente na tltima etapa,
representada pelo método CHSE, para a recuperagdo da goma de tamarindo. A rota 1 apresentou
rendimento da goma estatisticamente (p>0,05) maior (21,8 %). Os métodos SOX e CHSE (rota
1) apresentam longos tempos de processo (6 e 1h, respectivamente) e também contemplam
recirculacao de solvente (SOX) e modo estatico (CHSE), que podem contribuir para aumento
do rendimento. Em contrapartida, o menor rendimento na tltima etapa foi obtido por PLE com
agua da rota 2 (2,3%). Sabe-se que a goma da semente de tamarindo ¢ majoritariamente
composta de XG, polimero que em processo dinadmico pressurizado pode se agregar
ocasionando o inchago da matriz, devido a sua alta capacidade de retencdo de agua, o que
dificulta a passagem do solvente no leito de extragdo, e pode refletir em um menor rendimento
(PICOUT et al., 2003; FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). Nesse caso, o uso de
modificadores como soluc¢des aquosas acidas para a extragdo e/ou um tratamento enzimatico

no extrato podem ser eficientes para aumentar a recuperacdo de XG. Segundo
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LIMSANGOUAN et al., (2019, 2020), o uso de modificadores pode aumentar o rendimento de
XG da semente de tamarindo para até 52,6 %, utilizando extragdo PLE com 4gua nas condi¢des
de 500 MPa, 100 °C por 10 min, e posterior tratamento do extrato liquido com 0,25 ml da

enzima protease.



Figura 19 - Rendimento global dos extratos em cada etapa das extragdes das rotas 1 (convencional), 2 (verde) e 3 (alternativa combinada).
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SFE: Extragdo com Fluido Supercritico; PLE: Extragdo com Liquido Pressurizado, SOX: Soxhlet; CHSE: Extragdo convencional por agitagdo térmica; EtOH: Etanol; Hex:

hexano
Fonte, Autor 2022.
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As imagens de SEM apresentadas na Figura 20 mostram o efeito das etapas de
extracdo no material solido, e corroboram com os maiores rendimentos das rotas 1 e 3 (com
CHSE na 3? etapa de cada rota), pois evidenciam as maiores mudancgas estruturais no solido,
indicando uma superficie modificada (em rela¢do ao so6lido original), composta por dobras e
rupturas intensas. Essa ruptura da estrutura da matriz permite a entrada do solvente nos canais
celulares, melhorando a eficiéncia da extragcdo. Outros estudos de extracdao que utilizaram a
integracdo dos processos para a obtencdo de fragdes bioativas também relataram maior
eficiéncia de extracdo (rendimento), bem como melhor atividade funcional dos extratos,
comparado aos processos individuais (MAZZUTTI et al., 2018; FERRO et al., 2019). Na rota
2, na qual foram utilizados apenas processos a alta pressdo, também sdo observadas rupturas na
matriz, porém, menos expressivas do que nas biomassas das rotas 1 e 3, quando avaliamos as
imagens de SEM na 3° etapa da rota, o que pode ser relacionado com o comportamento do XG

a alta pressdo, como discutido anteriormente.

Figura 20 - Morfologia das biomassas residuais apos cada etapa das extra¢des das rotas 1 (convencional),
2 (verde) e 3 (alternativa combinada), com ampliagdo de 150X.
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Fonte, Autor 2022.
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Considerando que o presente estudo ¢ pioneiro na integragdo de processos para a
obtencdo da goma de tamarindo, e que alto rendimento pode ndo estar relacionado ao alcance
de amostras de qualidade, sdo necessarias analises adicionais das caracteristicas fisico-quimicas
e estruturais dos componentes polissacaridicos das gomas para direcionar sua aplicagao

industrial.

4.3.2 Avaliacao dos parametros de cor das gomas

A Tabela 14 apresenta os parametros de cor das gomas obtidas nas rotas 1, 2 € 3. Os
resultados demonstram que a goma da rota 3 (alternativa combinada) ¢ mais clara, com
tendéncia a coloragio vermelho esbranquigado, comprovado pelos maiores valores de L
(claridade) e Wi (indice de branco) e menores valores de a* e b", respectivamente. De acordo
com PATIL; JADGE (2008), gomas de coloracdo clara sdo preferiveis industrialmente, devido
a sua versatilidade para aplicagdo em diferentes produtos. CRISPIN-ISIDRO et al. (2019)
reportaram resultado similar ao do presente estudo ao avaliar diferentes pré-tratamentos da
semente de tamarindo para a obtencdo de XG. Os autores demonstraram que gomas mais claras
foram obtidas a partir da semente desengordurada e desproteinada, confirmado pelos valores

de L" significativamente mais altos, quando comparado a goma da semente integral.

Tabela 14 - Parametros de cor L*, a*, b* das gomas obtidas nas rotas 1 (convencional), 2 (verde) e 3
(alternativa verde).

Rotas de extracao

Parametros de 1 2 3
cor Convencional (" Verde (V Alternativa verde (V
L* 40,9 + 0,4° 39,9 +0.4° 448 +0,12
a* 3,2+0,2° 11,1 £0,1° 3,2+0,1°
b* 3,6 +0,1° 9,3+0,2° -0,7+0,1°
AE 58,6 + 0,6° 61,1 +£0,5° 54,6 +0,1°¢
C* 4.8 +0,2° 14,5+ 0,12 32+0,1°
h 48,5+ 1,2¢ 39,9 £0,5° 34,7+0,9°
Wi -19,33£0,1° -67,9+1,4° 20,4 +1,12
Yi 11,1 £0,2° 27,9 £ 0,4* -1,8 £0,4°

(1) média + desvio padrdo; Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as médias (p <
0,05). PLE: Extracdo com Liquido Pressurizado, CHSE: Extragdo convencional por agitagdo térmica. L*:
claridade; a*: (verde/vermelho), b*: (azul/amarelo), AE: variagdo de cor, C*: cromaticidade/indice de saturagdo,
h°: angulo de tonalidade, Wi: indice de branco, Yi: indice de amarelecimento.

A Figura 21 apresenta imagem das gomas de tamarindo (rotas 1, 2 e 3) antes da
secagem. A goma da rota 2 (alta pressdo), comparada com as outras amostras, apresentou

coloracdo mais escura, com menor valor de L* (39,9 £+ 0,4) e valores estatisticamente superiores
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de C*(cromaticidade), a* (11, = 0,1) e b* (9,3 £ 0,1), indicando uma cor vermelho amarelada
intensa. Estes valores foram similares a cor da goma obtida a partir da semente integral em
PLE- 80°C/40 min (processo unico) (L*= 36,4 / a*= 9,1 / b*= 6,9), como apresentado no
Capitulo 3 (Se¢ao 3.3.9.1). Na rota 2 também foi observada a maior variagao de cor (AE) (61,1
+ 0,5), comparada as gomas obtidas nas outras rotas, o que pode estar associado a presenca de
alguns compostos (acidos graxos, fendlicos e pigmentos) recuperados em associagdo com 0s
carboidratos na etapa de extracdo da goma com PLE-agua, uma vez que essas caracteristicas de
cor nao foram observadas na goma obtida com CHSE-agua (rota 3), que também passou por
processos a alta pressao (SFE e PLE) nas etapas de extragdo iniciais.

O uso de PLE-agua para extrair a goma de tamarindo na rota 2 pode ter favorecido
também a formacao de produtos da reacdo de Maillard, uma vez que a 4gua quente pressurizada
(PLE com 4agua) contribui para a quebra das ligagdes glicosidicas e associagdo dos
monossacarideos neutros com aminoacidos, o que favorece a formagao de compostos derivados
dessa reagdo, podendo ocasionar uma cor intensa (marrom-avermelhado) na goma (NGUYEN;
JITTANIT; SRICHAMNONG, 2019). LIMSANGOUAN et al. (2020) em estudo de extracdao
do XG da semente de tamarindo, também relataram a recuperagdo de gomas mais escuras na
extragdo a alta pressao (125 MPa/5-15 min), quando comparada a extragdo convencional com
agua quente (45 °C/3 h). Os autores atribuiram o escurecimento da goma como consequéncia
da reacdo de Maillard e a caramelizacao, mas principalmente devido a reagdo de escurecimento

enzimatico, uma vez que as gomas foram tratadas com a enzima protease.

Figura 21 - Gomas de tamarindo timidas (previamente a secagem) obtidas nas rotas 1- convencional (a),
2-alta pressdo (b) e 3-alternativa combinada (c).

Fonte: Autor, 2022.
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A integragdo dos processos de extracdo, especialmente processos a alta pressdo,
apresentaram forte influéncia na colora¢do da goma. Assim, visando a aplicacdo industrial, a
goma obtida na rota 3 (alternativa combinada) pode ser uma alternativa promissora
tecnologicamente, uma vez que a partir desta combinagao de processos (SFE+PLE+CHSE), foi
obtida uma goma de colora¢do vermelha de menor intensidade, quando comparada as gomas
das outras rotas (1 e 2) e a goma da semente integral obtida em CHSE-80 °C (processo tnico)

(Secao 3.3.9.1), sendo versatil para aplicagao em diferentes produtos.

4.3.3 Caracterizacio estrutural da goma da semente de tamarindo

O espectro de infravermelho (FTIR) das amostras de goma de semente de tamarindo,
obtidas pelas rotas 1, 2 e 3, ¢ apresentado na Figura 22. Os espectros FTIR das gomas das trés
rotas de extracdo assemelham-se ao de XG, como reportado por RODRIGUES et al. (2018). A
primeira regiio do espectro apresentou uma banda larga em 3446,12 cm™! correspondente ao
estiramento vibracional do grupo hidroxila (OH), liga¢des intra e inter-moleculares que sdo a
base dos carboidratos (KACURAKOVA et al., 1998; GETACHEW; CHUN, 2017). A banda
vista em 2915,8 cm’! é atribuida a uma fraca vibragdo de estiramento C-H de alcanos
(MISHRA; MALHOTRA, 2012). A banda em 1658 cm’ pode ser atribuida ao 4cido
carboxilico, com forte alongamento C=0, e ao banda em 14482 cm™ corresponde ao
grupamento amida, e podem indicar uma impureza de proteinas nas gomas (ALPIZAR-REYES
et al., 2017; BINOJ; RAJ; INDRAN, 2018), sendo observada maior intensidade dessas bandas

na goma da rota 2.
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Figura 22- FTIR das gomas de tamarindo obtidas nas rotas 1- convencional (a), 2-alta pressao (b) e 3-
alternativa combinada (c).
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Fonte: Autor, 2022.

De acordo com RAZAVI et al. (2014) a area entre 800 ¢ 1200 cm™ ¢ banda de
absorbancia caracteristica de polissacarideos, conhecida como fingerprint (impressao digital).
Dentro desta regido sdo observadas as bandas de absor¢do em torno de 892, 948 e 1047 cm™,
que sdo caracteristicas do XG (SZYMANSKA-CHARGOT; ZDUNEK, 2013; ALPIZAR-
REYES et al., 2017). As bandas em 1047,14 ¢ 948,79 cm’! sdo resultado de eventos que
ocorrem no anel de XG, relacionados ao estiramento C-O e a vibrag¢do do anel, respectivamente,
enquanto que ao banda em 892,86 cm™' ¢ atribuida ao estiramento C-H caracteristico de ligagdes
B-glicosidicas (1 — 4) entre unidades de glicose e xilose (KACURAKOVA et al., 1998;
SZYMANSKA-CHARGOT; ZDUNEK, 2013). A presenca dessas bandas demonstra que todas
as rotas de extracdo permitem a recupera¢do de XG, sendo que as gomas das rotas 1 e 3
apresentaram possiveis bandas de interferentes (proteinas, por exemplo) com menor

intensidade.

4.3.4 Caracterizac¢io térmica da goma da semente de tamarindo
Andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC) foram

utilizadas para avaliar o comportamento e a instabilidade térmica das particulas polissacaridicas



111

presentes na goma da semente de tamarindo. Os perfis de DSC, como mostra a Figura 23,
exibiram um Unico pico de transi¢do térmica na faixa de temperatura entre 250-350 °C. Os
termogramas das gomas das rotas 1 e 3 (Figura 23A e C) mostram uma transi¢do exotérmica
com temperatura do pico de 3015 e 316 °C, e calor de decomposi¢do de -363,02 J-g! e -450,25
J-g’! respectivamente. Na goma da rota 2 também foi observado um evento exotérmico (Figura
23B), em temperatura mais baixa, com pico em 306 °C, e maior variagdo de entalpia de -
1568,35 J'g’!. ALPIZAR-REYES et al. (2017) ao caracterizarem goma da semente de
tamarindo, também reportaram por analise de DSC um evento exotérmico com pico em 310 °C
¢ entalpia de -130,80 J-g”!, ao qual os autores atribuiram a decomposigao térmica do XG. Outros
autores reportaram comportamento exotérmico, semelhante ao do presente estudo, relacionado
a degradacdo de polissacarideos da goma ardbica (com pico de temperatura de 322,7 °C)
(ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004) e do XG da semente de tamarindo (temperatura acima
de 227 °C) (MISHRA; MALHOTRA, 2012).

Figura 23 - DSC das gomas de tamarindo obtidas nas rotas 1- convencional (A), 2-alta pressao (B) e 3-
alternativa combinada (C), na faixa de temperatura de 22-450 °C.
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A analise termogravimétrica (TG) e sua derivada (DTG), apresentadas na Figura 24,
demonstram que os sinais termogravimétricos das gomas das trés rotas de extragdo foram
semelhantes, resultando em dois eventos de perda de massa. A primeira regido (abaixo de 170
°C) esta associada a perda de agua adsorvida pelas particulas polissacaridicas, com perda de
massa de 6,8, 9,9 e 8,6 %, para as rotas 1, 2 e 3, respectivamente (BINOJ; RAJ; INDRAN,
2018; CRISPIN-ISIDRO et al, 2019). A segunda variagio de massa correspondeu a
decomposi¢do térmica do polissacarideo ocorrida em temperaturas a partir de 307,1 °C para
rota 1 (Y=19,3 %); 277,4 °C para rota 2 (Y=13,7 %) e 300,3 °C para rota 3 (Y=21,6 %),
corroborando com os resultados de DSC. Comportamento de perda de massa com temperatura
semelhante foi observado em goma de jatoba (297 °C) (FARIAS et al., 2018), de cajueiro-
japonés (Hovenia dulcis) (230 °C) (YANG et al., 2019), de tamarindo (276-280 °C) (CRISPIN-
ISIDRO et al., 2019) e em goma xantana (330 °C) (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004).

Figura 24 - Analise termogravimétrica (TG) das gomas de tamarindo obtidas nas trés rotas (A). Curvas
de TG+DTG das gomas obtidas nas rotas 1- convencional (B), 2-alta pressdo (C) e 3-alternativa
combinada (D).

Massa %
A) 100 B) .
80 - i
e
60 —_— 9
@)
e a
40 o
S ‘ o o
e i 0
201 § 1 —oTe §
20
—  Rofat g | =
04 —— Rota2 15
~— Rota3 04 |
-20 I
AR R e e e g
o
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
C) T T T T
10018 D D) 1004
90 4 ‘ -1
o L= 80 - -
V] @) s
£ =2 8 o
- [ Q = e _ Q,
© [ 52 *® ‘ N
7] [ © --10
@ 60+ [ % @ 40 ‘ 3
= —1G [ L & | —16 %
50 DTG s = = 204 oT6 . =
| | [
40 - - | i
S il \
30

T T T T T
100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Fonte: Autor, 2022.

T
100

T
200

T T
400 500

Temperatura (°C)

T
300

T
600

T
700



113

Os resultados da Figura 24 demonstram que as gomas obtidas nas trés rotas
apresentaram alta estabilidade térmica do polissacarideo, sugerindo que as particulas de
mucilagem da semente de tamarindo obtidas nessas condi¢des sdo altamente termoestaveis.
Devido a sua degradacgao térmica ocorrer em temperatura a partir de 300 °C, o XG presente nas
gomas torna-se atraente para aplicagdo em processos de elevada temperatura, como agente
estabilizante de alimentos e bebidas processados, e na formula¢ao de emulsdes filmogénicas e

embalagens biodegradaveis, sem que sua estrutura e funcionalidade sejam modificadas.

4.3.5 Caracterizacao da fracgao fendlica

A partir da caracteriza¢do das gomas, foi observado que o uso de CHSE nas rotas 1 e
3 forneceu gomas com estrutura muito semelhante. Embora a rota 1 (SOX+SOX+CHSE)
resulte em maior rendimento em cada uma das fragdes, comparado com as demais rotas, a rota
3 (SFE+PLE+CHSE) parece ser uma alternativa viavel, devido a qualidade das frag¢des iniciais
(oleosa e fendlica) ricas em compostos de alto valor agregado (observada no Capitulo 3), bem
como da goma (fragdo polissacaridica) de coloracdo clara e termoestavel, de interesse industrial.
Para completar a comparagao entre processo integrado e processo individual, a fragdo fendlica
obtida na rota 3 (etapa 2) foi caracterizada em termos de capacidade antioxidante e conteudo
total de fendlicos. Esta fragdo foi comparada com os extratos obtidos por SOX-etanol e PLE
(Etanol/ 10 MPa/60 °C), a partir de processos individuais realizados com a semente de
tamarindo integral (resultados apresentados no Capitulo 3), para avaliar a eficiéncia da
combinagao dos processos.

A Figura 25 mostra os resultados de TPC e capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e
FRAP) das fragdes etanolicas (SOX e PLE-1? etapa) obtidas da semente de tamarindo integral,
comparado com PLE-2? etapa, obtido da semente desengordurada por SFE, referente a segunda
etapa da rota 3. O rendimento da fragdao fenolica por PLE-2* etapa foi estatisticamente maior
(p<0,05) do que os processos individuais. O melhor desempenho do PLE-2* etapa também ¢
observado pelos valores de DPPH e ABTS. Esses resultados podem estar associados a ruptura
celular durante a despressurizagdo do SFE, favorecendo a solubilizagdo dos componentes
fenolicos, que apresentam potencial antioxidante.

Os resultados de FRAP (Figura 24) nao apresentaram diferenca significativa entre as
amostras de PLE (1* e 2? etapas). A localiza¢do celular dos componentes bioativos e suas
caracteristicas quimicas (formula, tamanho e polaridade) afetam a capacidade antioxidante

(CRAFT et al., 2012). Assim, compostos como vitamina E e acido turico (de sementes de
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tamarindo, livres ou ligados), que respondem ao método FRAP, podem estar presentes em

ambos os extratos (PLE 1% e 2% etapas) (BARTOSZ, 2010).

Figura 25 - Teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) dos extratos
etandlicos obtidos por SOX e PLE-1* etapa (10 MPa/60 °C), com a semente de tamarindo integral, e
PLE-2? etapa (SFE: 25 MPa/60°C + PLE: 10 MPa/60°C), obtido na rota 3.
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Fonte: Autor, 2022.

A combinacdo de processos a alta pressdo (SFE seguido de PLE) para fracionar
compostos de tamarindo € uma inovagao que resultou em melhores valores de TPC, variando
de 305,1 + 2,9 mg GAE-g"' (PLE 1° etapa) para 427,8 mg GAE-g"' (PLE 2 etapa). Em um
processo de 2,5 h (SFE + PLE) foi obtido resultado semelhante ao de CHUNGLOK et al. (2014)
(501,9 mg GAE-g ) apds 12 h de extragio sequencial da semente em Soxhlet com hexano e
metanol. Assim, considerando a abordagem de integragdo dos processos, foi possivel fracionar
eficientemente a matéria-prima (semente de tamarindo) recuperando trés importantes fracdes:
(1) fracdo oleosa SFE, rica em PUFA (Sec¢ao 3.3.7), (2) fragdo fendlica PLE com alto potencial
antioxidante (Secdo 4.3.5), e (3) fracdo polissacaridica CHSE, composta de XG com alta
estabilidade térmica (Secao 4.3.4).
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4.4 CONSIDERACOES FINAIS

A integragao dos processos de extragao, bem como o uso de alta pressao apresentaram
forte influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da goma da semente de
tamarindo. Apesar da goma da rota 1 (SOX + SOX + CHSE) ter apresentado maior rendimento
(21,8), a goma da rota 3 (SFE + PLE + CHSE) apresentou coloracdo vermelho de menor
intensidade e as maiores mudancas estruturais na biomassa residual, confirmadas pelas imagens
SEM, indicando maior pureza da goma, e sua possivel aplicagdao industrial. No espectro de
FTIR, as bandas observadas entre 892-1047 cm™!, confirmaram a presenca de xiloglucano nas
particulas das gomas, o que foi corroborado pelos resultados de DSC e TGA. A melhor
estabilidade térmica (até¢ 300 °C) foi observada nas gomas das rotas 1 e 3, indicando sua
possivel aplicacdo em revestimento de capsulas e no desenvolvimento de produtos gelatinosos
alimenticios, por exemplo. Dentre as rotas propostas, a alternativa verde (Rota 3) pode ser uma
estratégia escalondvel industrialmente, devido a coloragdo e a melhor estabilidade térmica da
goma, ¢ ao aumento do desempenho antioxidante da fracdo fendlica e qualidade do extrato
oleoso. Dessa forma, partindo dessa rota, 1 t de semente de tamarindo, pode levar a producao
de 37 kg de acidos graxos, 90 kg de extrato rico em fendlicos, 191 kg de goma, composta

especialmente pelo xiloglucano, como foi observado a partir da sua caracterizagdo estrutural.
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CAPITULO 5
Casca de tamarindo (7amarindus indica L.): biomassa lignoceluldsica fonte de

compostos fendlicos
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5.1 INTRODUCAO

A casca de tamarindo, como foi apresentado no Capitulo 2, ¢ um subproduto do
processamento deste fruto pouco explorado em relacao ao seu potencial bioativo e composi¢ao
quimica. De acordo com MARTINS et al. (2020), a casca de tamarindo ¢ uma biomassa
lignoceluldsica formada por hemicelulose (11,0 %), celulose (72,8 %) e lignina (15,4%), sendo
utilizada como ragdo animal, refor¢co polimérico, base téxtil ou pigmentacdo dos mesmos.
Relatos da literatura indicaram a presenca de terpenos (SHIRISHA; VARALAKSHMI, 2016),
polifen6is (GANESAPILLAIL; VENUGOPAL; SIMHA, 2017) e saponinas (SONI; SINGH;
SINGH, 2018) na composi¢ao da casca de tamarindo.

Compostos fendlicos foram obtidos da casca de tamarindo pelo método Soxhlet
(ATAWODI; LIMAN; ONYKE, 2013) e por maceragdo (SUTRISNA et al., 2015), embora
estas técnicas sejam difundidas (Capitulo 2), os processos demandam elevado tempo e
normalmente fornecem extratos de baixa seletividade (MARENDA et al., 2019). Desta forma,
tecnologias verdes a alta pressdo, como PLE, SWE e MAE sao alternativas ambientalmente
seguras e seletivas aos compostos fendlicos (RODRIGUES et al., 2020). No caso de matrizes
lignocelulodsicas, como a casca de tamarindo, as técnicas a alta pressdo podem atuar também na
extragdo da lignina e no rompimento da fibra, atuando como pré-tratamento da matriz no
processo de extracdo de nanofibra de celulose. Até o presente momento nao ha relatos na
literatura do uso de tecnologias verdes de extragdo para a recuperagao de compostos fendlicos
da casca de tamarindo e do pré-tratamento a alta pressdo desta matriz lignocelulosica para a
obtencao de nanofibra de celulose.

Nesse contexto, o objetivo deste capitulo € a recuperacao de compostos fendlicos da
casca/fibra de tamarindo, visando avaliar a eficiéncia das tecnologias verdes de extracao (PLE,
SWE e MAE), em comparagdo ao SOX-etanol. A comparagdo considerou o rendimento da
extragcdo, enquanto os extratos recuperados foram avaliados quanto ao contetido fenoélico total
(TPC) e a capacidade antioxidante. O perfil quimico dos extratos foi avaliado por UPLC-
QTOF-MS. Sendo este o primeiro estudo de extragdo com tecnologias verdes para a valorizagdo
da casca/fibra de tamarindo, os residuos das extragdes aquosas que apresentaram melhores
respostas na etapa inicial foram analisados em microscopia eletronica de varredura (SEM) para

avaliar a eficiéncia da alta pressdo em romper as fibras.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Caracteriza¢io da matéria-prima

ApoOs processamento do tamarindo, casca + fibra foram lavados com agua destilada
para retirada de p6 e outros residuos. Em seguida, o material foi seco em estufa de circulacao e
renovagdo de ar a 60 °C por 8h. Esta condi¢do foi determinada com base em dados da literatura
sobre processamento de residuos de tamarindo (JANGDEY et al., 2016; SARKAR; GHOSH,
2016; GUPTA; GUPTA, 2017). Entao, o material, contendo casca + fibra, foi moido em moinho
de facas (Marconi/De Leo, Porto Alegre, Brasil) com malha de 2 mm. A matéria-prima seca e
moida foi acondicionada em recipiente hermeticamente fechado e armazenada a -18 °C.

O diametro médio das particulas foi determinado com base nas equagdes propostas por
GOMIDE (1980) (Secao 4.2.1.1). A composi¢do proximal da casca de tamarindo foi realizada
similarmente como foi descrito para a semente (Se¢do 4.2.1.2). Basicamente, foi determinado
o teor de umidade (AOAC, 1925), cinzas (AOAC, 1997), lipidios (AOAC, 2000), proteinas
totais (método Kjeldahl), fibra bruta (AOAC, 2010) e teor de carboidratos totais (analisado por
diferenga). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos em g-100

g! de amostra seca.

5.2.2 Métodos de extracao
5.2.2.1 Extragdo Soxhlet (SOX)

A extragdo Soxhlet (SOX) foi realizada com base no método AOAC 930.39 (AOAC,
2012) com modificagdes. Neste método foi usado etanol como solvente. Inicialmente, pesaram-
se 5 g da casca/fibra seca e moida em cartucho de papel de filtro e adicionaram-se em um balao
de destilagao com 150 ml do solvente. O processo foi realizado na temperatura de ebulicao do
etanol (~78 °C), com 10 ciclos continuos por hora, no total de 6h de processo. Em seguida, a
solugdo soluto/solvente foi concentrada a vacuo em evaporador rotativo (Fisatom, 802, Brasil)
na temperatura de 40 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e os extratos secos foram

armazenados em frasco ambar a -18 °C até analises.

5.2.2.2 Extragdo com liquido pressurizado (PLE)

Os ensaios em PLE foram realizados em unidade montada no LATESC, descrita em
detalhes na Sec¢ao 3.2.2.3. Previamente aos ensaios em PLE, foi determinada a curva cinética
de extracdo (CCE) para os solventes etanol (EtOH) e mistura etanol: 4gua a 50% (v/v) (EtOH
50%). A CCE do PLE foi realizada em 10 MPa, 80 °C e vazdo do solvente de 4 mL.min". Os

frascos de coleta, previamente pesados, foram coletados em intervalos de tempo de 5, 10 e 20
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min, até 46 min de extragdo. Os pontos experimentais da CCE, no total de 15 pontos, foram
ajustados em software Origin de acordo com as Equacdes 3-5, para identificar as etapas de
extracdo CER, FER e DC do processo (descritas na se¢do 2.2.2.1.1), e plotar uma curva da
relacdo entre a massa acumulada de extrato versus o tempo de extragdo.

Os ensaios de PLE foram realizados de forma dindmica. Basicamente, 8 g de
casca/fibra foram misturadas com 80 g de esferas de vidro e adicionados no leito de extracao.
Foi avaliada a influéncia dos solventes EtOH e EtOH 50% sob diferentes temperaturas (60, 80
e 100 °C), pressido de 10 MPa, vazio do solvente de 4 mL.min"! e tempo de 25 min, determinado
de acordo com CCE, para ambos os solventes. As condi¢des de pressdo e temperatura foram
baseadas em outros estudos com casca de residuos agroindustriais (MAZZUTTI et al., 2018;
SANTOS et al., 2019b). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Apos a extragdo, a
solucao resultante foi concentrada a vacuo para remocgao do solvente, e os extratos secos foram

acondicionados em frasco &mbar e armazenados a -18 °C até analises.

5.2.2.3 Extracdo com Agua Subcritica (SWE)

Os ensaios em SWE foram realizados em unidade montada no LATESC, descrita em
detalhes na Secdo 3.2.2.3. A CCE foi realizada, previamente aos ensaios SWE, para determinar
o tempo de extra¢do, e conduzida a 10 MPa, 130 °C e vazio de 4gua de 4 mL-min™'. Os frascos
de coleta foram previamente pesados e a coleta dos extratos realizada em intervalos de tempo
de 5 e 10 min, totalizando 60 min de extragdo, correspondente a 21 pontos. Os dados da CCE
foram ajustados em software Origin, de acordo com as Equagdes 3-5, para verificar as fases
CER, FER e DC do processo.

Os ensaios de SWE foram realizados de forma dindmica com 8 g de casca/fibra
misturadas com 80 g de esferas de vidro e dispostas no leito com algoddo nas extremidades
para evitar a passagem de solidos para a linha de extragdo. A dgua, utilizada como solvente, foi
previamente deixada em banho ultrassonico por 30 min, em seguida filtrada em papel de filtro
para a retirada de sujidades. Diferentes condigdes de temperatura foram avaliadas, de 130, 150
e 170 °C, na pressdo de 10 MPa, vazio do solvente de 4 mL.min"! e tempo de 35 min (definido
pela CCE). Os ensaios foram realizados em triplicata. Apos a extragdo, as amostras foram
liofilizadas (Liotop, modelo LD101, Sdo Paulo, Brasil) por 48 h e os extratos secos

acondicionados em frasco ambar e armazenados a -18 °C até analises.
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5.2.2.4 Extragdo Assistida por Micro-ondas (MAE)

A extragdo assistida por micro-ondas (MAE) foi realizada em extrator Monowave 200
(Anton Paar, Graz, Austria). O MAE foi realizado no modo estatico com os solventes EtOH
50% e agua, que apresentaram melhores rendimentos em PLE e SWE, respectivamente. O
tempo de extracdo em MAE foi determinado a partir da CCE para cada solvente. A CCE foi
realizada com razao casca/solvente de 1:15 (m/v), temperatura de 80 °C para EtOH 50% e 130
°C para agua. Os frascos de coleta foram previamente pesados e a coleta das amostras realizada
em intervalos de tempo de 2, 3 ¢ 5 min, totalizando 30 min de extracdo (10 pontos). Os dados
da CCE foram ajustados em software Origin, de acordo com as Equagoes 3-5.

Os ensaios em MAE foram realizados com 1g de amostra adicionada ao frasco de
extracdo juntamente com um agitador magnético e 15 mL de solvente. Para o EtOH 50% foram
avaliadas as temperaturas de 60, 80 e 100 °C com tempo de 13 min (determinado pela CCE).
Para a agua foram avaliadas as temperaturas de 110, 130 e 150 °C com tempo de 16 min. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata. Apds o periodo de extracdo, os extratos
hidroalcoolicos foram concentrados a vacuo, e o extrato aquoso foi liofilizado por 48h. Todos

os extratos secos foram armazenados a -18 °C até analises.

5.2.2.5 Rendimento global das extragoes
O rendimento dos extratos foi calculado de acordo com a Equacéo 6, e os resultados

dos rendimentos expressos como média + desvio padrao.

5.2.3 Caracterizacao dos extratos
5.2.3.1 Conteudo fenolico total (TPC) e Capacidade antioxidante

O contetdo fenolico total dos extratos foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau,
de acordo com a metodologia proposta por KOSAR; DORMAN; HILTUNEN (2005). A
descricdo da metodologia foi apresentada em detalhes na Se¢ao 3.2.3.1. Os ensaios foram
realizados em triplicata e o resultado final expresso em mg equivalente de acido galico por
grama de extrato seco (mg GAE-g™!).

A capacidade antioxidante in vitro dos extratos foi determinada por meio de trés
ensaios: eliminacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), reducdo do ion férrico
(FRAP) ¢ captura do radical ABTS", que foram descritos anteriormente na Se¢ao 3.2.3.2. Todas
as andlises foram realizadas em Multileitora de microplacas (Multileader Infinite M200
TECAN, ZH, Switzerland), e com concentracdo de 0,05 mg-mL™! de extrato por solvente. Os

ensaios foram realizados em triplicata e o resultado final foi expresso em pmol equivalente de
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Trolox por grama de extrato seco (umol TEAC-g'). Os valores obtidos para a capacidade
antioxidante foram correlacionados com os resultados obtidos no conteudo de fendlicos totais

(TPC) por meio do coeficiente de correlacao de Pearson realizado no programa Excel.

5.2.3.2 Identificagdo do perfil quimico dos extratos por Espectrometria de massas (UPLC-MS-
QTOF)

A identificagdo do perfil fendlico dos extratos PLE, SWE e MAE, que obtiveram maior
conteudo fendlico total e capacidade antioxidante, foi realizada em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (UPLC-QTOF-MSE). O preparo das amostras e a descri¢do do método utilizado

estdo apresentados em detalhes na Segao 3.2.3.4.

5.2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos na caracterizagdo do extrato foram reportados como média +
desvio padrdo, e analisados estatisticamente por andlise unidirecional de variancia (ANOVA).
As analises foram realizadas no software STATISTICA (versdo 12) e a diferenca significativa
entre as amostras foi determinada pelo teste de Tukey, admitindo nivel de significancia de 5%

(p <0,05).

5.2.4 Morfologia da biomassa residual da extracio

Microscopia eletronica de varredura (SEM) foi utilizada para avaliar a morfologia da
superficie da mistura cascat+fibra de tamarindo (Figura 26). A andlise foi realizada em
microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM 6390 LV, Musashino, Akishima, Japao)
localizado no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis, SC). Trés amostras da mistura (casca+fibra) foram avaliadas: (A)
matéria-prima integral; (B) biomassa residual apos SWE/150 °C e (C) biomassa residual apos
MAE/150 °C. As biomassas residuais das extragdes aquosas foram selecionadas devido ao
maior rendimento e a eficiéncia da agua em quebrar a estrutura celulésica da matriz
(cascattfibra) (Secdo 5.3.3). As trés amostras (A, B e C) foram secas a 60 °C por 24 h, em
seguida fixadas em stubs e revestidas com duas camadas de 16 nm de ouro, usando um
metalizado (Baltec SCD 0005). A analise foi realizada sob vacuo, voltagem de 10 KV, aumento
de 50 X para visualizar a matéria-prima total, ¢ 150 X para melhorar a visualizagdo dos

granulos.
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Figura 26 - Mistura casca+fibra de tamarindo seca e moida.

Fonte: Autor, 2022.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Caracterizacio da matéria-prima

A caracterizagdo inicial da mistura (casca+fibra) de tamarindo indicou, por meio da
andlise granulométrica, o tamanho médio de particula de 0,47 mm. A Tabela 15 mostra a média
e o desvio padrao da composicdo proximal da casca de tamarindo. Os resultados encontrados
para umidade, cinzas, lipideos e proteinas foram similares ao que foi reportado por FERREIRA
et al. (2019), tnico estudo que fez a caracterizagao deste residuo até o presente momento. Os
autores citaram valores de 5,96 + 0,01; 3,76 £ 0,01; 0,54 + 0,01 e 3,22 + 0,14 g-100 g'! para
umidade, cinzas, lipideos e proteinas, respectivamente. Os baixos valores obtidos para teor de
lipideos e de proteinas ja eram esperados, uma vez que a maior fracdo destas substancias se
concentra na semente e na polpa do tamarindo (CALUWE; HALAMOVA; DAMME, 2010;
MARTINS et al., 2020).
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Tabela 15- Composigdo proximal em gramas/100 g de casca+fibra de tamarindo seca.

Umidade 7,6 £0,1
Cinzas 2,2+0,1
Proteinas 3,8+0,1
Lipideos 0,5+0,1
Fibras totais 72,1+1,9
Carboidratos totais 13,8 £ 1,7

O teor de fibras totais (72,1 £ 1,9 g-100 g™') representou mais da metade do total de
substancias encontradas na casca. As fibras sdo encontradas em grande propor¢ao em
leguminosas, frutas e vegetais, além de residuos do processamento destes alimentos. De acordo
com MACAGNAN et al. (2015) residuos de frutas possuem em sua composi¢ao fibras com
acdo redutora nos niveis de triglicerideos séricos e colesterol hepatico. As fibras influenciam
ainda na saude intestinal, como reducao do pH fecal e aumento da umidade fecal, além de
atuarem no transito intestinal mecanico, no qual afetam a digestdo dos lipidios pela absor¢ao
dos sais biliares, atuando na emulsao dos glébulos de gordura (GARCIA-AMEZQUITA et al.,
2018).

A segunda classe de compostos de maior propor¢do na casca de tamarindo foram os
carboidratos totais (13,8 £ 1,7 g-100 g'). Em estudo realizado por FERREIRA et al. (2019) foi
reportado um valor de 16,1 £+ 0,01 g-100 g!. Considerando que a matriz utilizada no presente
estudo foi cultivada no nordeste, e aquela utilizada por FERREIRA et al. (2019) foi cultivada
no centro-oeste do Brasil, fatores edafoclimaticos, como a composi¢ao do solo, por exemplo,
sao de elevado impacto para a diferenca entre os resultados. O tipo de solo interfere diretamente
no teor dos carboidratos, devido a presenca de substancias como Zn e K, minerais essenciais
que atuam na formagao de carboidratos e na regulacdo do metabolismo dos agucares (OKELLO
et al., 2017).

As fibras e os carboidratos, identificados como majoritarios na casca de tamarindo,
possuem diferentes efeitos fisioldogicos no organismo humano, que variam de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas dessas substancias. Na composi¢ao deste residuo também sao
reportados compostos como terpenos, polifendis e saponinas (EL-SIDDEG et al., 2006;
MARTINS et al., 2020). Assim, a partir da casca de tamarindo podem ser recuperados
diferentes extratos com caracteristicas e composigdes distintas, que definem sua funcionalidade

e consequente potencial de aplicagao.
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5.3.2 Curvas cinéticas de extracio

Ensaios iniciais foram realizados nas extragdes PLE, SWE e MAE para fixar o tempo
de extragdo, a partir de curvas cinéticas de extracdo (CCE). Este tempo € necessario para
posteriormente avaliar os efeitos das diferentes condigdes operacionais analisadas. Todas as
CCE obtidas para a casca de tamarindo apresentaram comportamento cinético contendo trés
etapas de extragcdo. Na etapa inicial (CER), correspondente aos primeiros pontos da curva,
ocorre a taxa de extragdo constante, na qual a transferéncia de massa ¢ governada pela
convecgdo entre o soluto de facil acesso e o meio fluido (solvente). A etapa seguinte ¢
corresponde a taxa decrescente de extragdo (FER), quando ocorre o inicio do mecanismo de
difusdo, que controla a transferéncia de massa em conjunto com a conveccao. Nesta etapa, o
solvente entra nas particulas nas areas de falhas na camada superficial de soluto, solubilizando
0 mesmo, com posterior difusdo da mistura soluto-solvente para a superficie da particula. Nas
outras regides da particula onde a camada superficial de soluto ainda se encontra intacta, o
mecanismo convectivo de transferéncia de massa ainda ocorre. Esta combinagdo de
mecanismos faz com que nesta etapa FER a taxa de extracdo seja decrescente, com o
progressivo esgotamento do soluto de facil acesso. Por fim, foi observada a etapa difusional
(DC) quando o mecanismo de transferéncia de massa ¢ governado pela difusdo do soluto do
interior da particula para o fluido (solvente), onde a transferéncia de massa se aproxima da taxa
nula de extragdo (MICHIELIN et al., 2005). A escolha do tempo ideal de extragdo foi
determinada quando o processo alcangou a etapa difusiva, garantindo a recuperagdo de maior
percentual do soluto extraivel.

A Figura 27 apresentada as curvas cinéticas de extracdo (CCE) obtidas por PLE para
as fragdes etandlica (EtOH) e hidroalcodlica (EtOH 50%), em um processo realizado a 10 MPa,
80 °C e vazdo de solvente de 4 mL-min’!, além da redugio da coloracio do extrato com o tempo.
Os dados experimentais das CCE, plotados em um modelo de regressao linear por partes estao

apresentados na Tabela 16.
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Figura 27 - CCE da casca de tamarindo obtida por PLE com 10 MPa, 80 °C, tempo de até 50 minutos
e vazio do solvente de 4 mL-min™' para os solventes EtOH (a) e EtOH 50% (b), bem como a redugdo
da coloragdo do extrato com o tempo.
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Tabela 16- Parametros cinéticos da CCE-PLE da casca de tamarindo realizada com os solventes EtOH
e EtOH 50% a 10 MPa, 80 °C e vazdo do solvente de 4 mL-min’".

Etapa da extracgao

Solvente Parametro CER FER DC

t (min) 0-6 8-22 >22

m (g) 0,37 0,14 0,03

EtOH Xo 4,67 1,82 0,44
K 3,6 x 107 79x 103 9,1x10*

R? 0,96 0,98 0,87

t (min) 0-8 10-22 >22

m (g) 0,73 0,22 0,07

EtOH 50% Xo 9,05 2,82 0,87
K 6,1 x 107 1,0x 102 2.5x 107

R? 0,98 0,94 0,95

t: durago da etapa de extragdo (min); m: massa de extrato aproximada (g); Xo: rendimento da etapa (%); K: taxa
de extragdo g.min"'; R* ajuste dos dados experimentais

As curvas obtidas para ambos os solventes de extracao (Figura 27) apresentaram as

trés etapas do processo (CER, FER e DC) bem definidas, com variagdo no tempo de processo

e na massa acumulada em cada etapa. A mistura hidroalcodlica apresentou maior rendimento

em todas as etapas da CCE, o que pode estar relacionada a maior solubilidade dos solutos da

casca de tamarindo nesse solvente. Apesar dessa diferenga, para ambos os solventes, a etapa

difusional foi alcangada apds 22 min de extracdo. A partir desta etapa foi observada uma

manuten¢do da coloracdo do extrato recuperado (foto dos extratos), o que sugere, juntamente

com a curva cinética, a aproximacao da taxa nula (DC) de extracdo dos compostos da matriz
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solida. De modo a garantir a maxima recuperagdo do soluto disponivel na casca de tamarindo,
o tempo de 25 min, correspondente a um rendimento de 6,65% e 12,08% para EtOH ¢ EtOH
50%, respectivamente, foi fixado para todos os ensaios de determinacdo de rendimento (Xo) em
PLE.

A CCE em SWE foi realizada a 10 MPa, 130 °C e vazdo de solvente de 4 mL-min’'.
A Figura 28 apresenta a CCE-SWE, bem como a reducao da coloragdo do extrato com o tempo.
Os dados experimentais da CCE foram ajustados por um modelo de regressao linear por partes,

e os parametros cinéticos sao apresentados na Tabela 17.

Figura 28 - CCE-SWE da casca de tamarindo realizada com agua a 10 MPa, 130 °C e vazio do solvente
de 4 mL-min’!, bem como a redugdo da coloragdo do extrato com o tempo.
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Tabela 17 - Parametros cinéticos obtidos na CCE-SWE da casca de tamarindo realizada com agua a 10
MPa, 130 °C e vazio do solvente de 4 mL-min™'.

Etapa da extracio

Parametro CER FER DC
t (min) 0-6 8-28 >28
m (g) 0,91 0,35 0,08
Xo 11,31 4,39 0,97

K 12,1 x 10 1,3x 10 2,0x 103
R? 0,98 0,97 0,97

t: duracdo da etapa de extragdo (min); m: massa de extrato aproximada (g); Xo: rendimento da etapa (%); K: taxa
de extragdo g.min"'; R* ajuste dos dados experimentais
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A CCE-SWE ¢ caracterizada por trés etapas de extracdo. A primeira etapa, de extracao
rapida e constante, foi observada no periodo entre 0-6 min e teve taxa de extragdo (Kcgr) de
12,1 x 102 g'min’!. Esta taxa de extragdo foi dez vezes maior do que as taxas de extra¢io das
outras etapas, sugerindo grande solubilidade dos componentes da matriz solida na agua
subcritica. Apos 28 min de extracdo, a etapa difusional foi alcangada, correspondendo ao final
da etapa decrescente de extragao (FER). A partir desta etapa foi observada uma manutencao da
coloragao clara do extrato recuperado (foto dos extratos), o que sugere, juntamente com a curva
cinética, a aproximagdo da taxa nula de extra¢do dos compostos da matriz solida (Figura 28).
Desta forma, o tempo de 35 min de extragdo, correspondente a um rendimento de 16,04%, foi
fixado para os ensaios de rendimento em SWE, devido ao alcance da fase difusional do
processo.

A CCE do solvente EtOH 50% apresentou os melhores resultados de rendimento em
PLE (alcangando 12,1% comparado com etanol). A dgua subcritica (SWE) também conferiu
altos rendimentos de processo (até¢ 16,0%). Desta forma, esses solventes (EtOH 50% e 4gua)
também foram aplicados para o processo MAE. As CCE-MAE foram construidas em um
processo no modo estatico, com razao sélido-liquido de 1:15 (m/v) e temperaturas de 80 e 130
°C para EtOH 50% e agua, respectivamente. Essas temperaturas foram as mesmas utilizadas
nos processos PLE e SWE. Na Figura 29 estio apresentadas as CCE-MAE. Os dados
experimentais das curvas cinéticas foram ajustados por um modelo de regressdao linear por

partes, e os pardmetros cinéticos sdo apresentados na Tabela 18.

Figura 29 - CCE-MAE da casca de tamarindo realizada com os solventes EtOH 50% a 80 °C (a) e 4gua
a 130 °C (b).
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Tabela 18 - Parametros cinéticos obtidos na CCE-MAE da casca de tamarindo realizada com EtOH 50%
a 80 °C e agua a 130 °C.

Solvente / Parimetro Etapa de extracio

Temperatura CER FER DC

t 0-5 7-12 >12

o m 0,13 0,02 0,001

Et(gg ng) / Xo 12,88 1,43 0,11
K 9,6 x 1073 2,1x107 8,3x 107

R? 0,95 0,96 0,99

t 0-5 7-16 >16

Acua / m 0,14 0,02 0,007

13%“3C Xo 14,50 1,41 0,67
K 8,2x 103 9,8x 10 3,7x10*

R? 0,93 0,92 0,98

t: durag@o da etapa de extragdo (min); m: massa de extrato aproximada (g); Xo: rendimento da etapa (%); K: taxa
de extracdo g.min’'; R* ajuste dos dados experimentais

As CCE-MAE (Figura 29), embora tenham apresentado comportamento cinético
semelhante ao que foi observado nos outros métodos de extragdo (PLE e SWE), evidenciaram
menor tempo de processo (até 30 min). Em MAE, a energia de micro-ondas ¢ facilmente
absorvida por solventes aquosos e hidroalcoodlicos, o que facilita a rapida difusdo do soluto para
fora do solido (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015). Dessa forma, o processo atinge a
etapa difusional mais rdpido, como foi observado nas CCE-MAE da casca de tamarindo. Ao
final da etapa FER o rendimento ja havia sido bastante reduzido, assim, os tempos de 12 e 16
min, correspondente a rendimentos de 14,30% e 15,90% para os solventes EtOH 50% e agua,

respectivamente, foram fixados para os ensaios de rendimento em MAE.

5.3.3 Avaliacdo do rendimento global (Xo) de extraciao

A Tabela 19 apresenta os valores de rendimento global (Xo) obtidos nas extracdes
PLE, SWE, MAE e SOX para a casca de tamarindo. Considerando as diferentes condi¢des de
extrac¢do, os valores de rendimento variaram de 3,7 a 22,8%. Essa variacao se deve as diferencas
nos aspectos fenomenoldgicos de cada método, que refletem na seletividade dos solutos

presentes na matriz vegetal.
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Tabela 19- Rendimento global dos extratos da casca de tamarindo obtidos nas extracdes PLE SWE,
MAE e SOX.

Método Solvente Temperatura Xo (%)D
60 °C 3,7+0,3'
EtOH 80 °C 5,8 +£0,2%
100 °C 7,2 £0,1
PLE 60 °C 12,0 £ 0,2
50% EtOH/Agua 80 °C 13,3 +0,1%
100 °C 152 +0,1¢
110 °C 13,8 £ 0,19
SWE Agua 130 °C 16,9 + 0,4°
150 °C 22,8 £0,3°
60 °C 9,6+0,1"
50% EtOH/Agua 80 °C 11,6 +0,2¢
100 °C 12,8 +0,3°f
MAE 110 °C 12,2+ 0,2%
Agua 130 °C 13,7+0,14
150 °C 15,5+ 0,6°
SOX EtOH 8,3+0,1

(1 média + desvio padrdo do rendimento; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
as médias (p < 0,05). PLE: Extracdo com Liquido Pressurizado; SWE: Extracdo com Agua Subcritica; MAE:
Extragao assistida por micro-ondas; SOX: Soxhlet; EtOH: etanol.

Os maiores rendimentos globais foram obtidos em SWE com é4gua como solvente
(16,9% e 22,8% a 130 e 150 °C, respectivamente), mostrando relagdo direta com o aumento da
temperatura. A agua ¢ um solvente altamente polar, mas quando em sistemas pressurizados
(10MPa) e temperaturas entre 100-200 °C pode reduzir sua constante dielétrica de €=80 (25
°C/0,1 MPa) para €=55-35, o que altera sua polarizabilidade, melhorando a solubilizagcdo de
uma ampla gama de compostos de polaridade intermedidria-baixa (HERRERO; GALLEGO,
2019). Além disso, a 4gua subcritica exibe propriedades hidrolitica, devido ao aumento da sua
constante de ionizagdo, o que pode resultar na quebra de componentes ligados, como taninos,
por exemplo, que estio presentes na casca de tamarindo (CALUWE; HALAMOVA; DAMME,
2010). A correlagdo do rendimento com a presenca de taninos em extratos de SWE também foi
reportada por ERSAN et al. (2018) em estudo de extragdo de compostos fendlicos da casca de
pistache (Pistacia vera L.). Os autores reportaram que a variacao da temperatura entre 110-150
°C em um processo pressurizado (6,9 MPa) aumentou o rendimento da extracao de 59,1 para
70,9% com a elevagdo da temperatura, atribuindo o maior rendimento obtido em 150 °C a
presenca de galotanino no extrato.

O elevado rendimento em SWE também pode estar associado a formacgdo de
compostos derivados da reacdo de Maillard, visto que a casca de tamarindo possui em sua

composi¢do elevado teor de carboidratos totais (reportado na sec¢do 4.3.1), que podem reagir
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com aminodcidos da propria matéria prima levando a formacdo de produtos de caramelizagado
com capacidade antioxidante (PLAZA et al., 2010a). RODRIGUES et al. (2019) em avalia¢ao
da eficiéncia de SWE para a recuperacao de compostos fendlicos da semente de mamao
reportaram um progresso nas reagoes de Maillard com o aumento da temperatura (entre 70 -
150 °C). Os autores relataram que a 150 °C foi obtido o rendimento mais alto, e que nessa
condicdo a capacidade antioxidante do extrato teve correlagdo positiva com os produtos da
reagao de Maillard.

O aumento da temperatura, assim como em SWE, foi relevante para o aumento do
rendimento em PLE. Os melhores rendimentos de PLE foram obtidos com o solvente
hidroalcoolico (EtOH 50%) (15,2%) na maxima temperatura (100 °C). Sabe-se que a casca de
tamarindo ¢ formada por compostos como polifendis e terpenos que, de acordo com sua
estrutura quimica, podem ter maior solubilidade em solventes hidroalcoolicos do que em etanol
puro (BIONDO et al., 2014; MARTINS et al., 2020). As condi¢gdes de elevada pressdo e
temperatura do PLE, aliadas a maior solubilidade dos solutos da casca de tamarindo em EtOH
50%, contribuem para a maior transferéncia de massa e consequentemente maior rendimento
de extragdo. Na literatura, outros estudos de extragao de compostos fenélicos em PLE também
relataram maior rendimento em extratos hidroalcodlicos. SANTOS et al. (2019), por exemplo,
em extracdo de compostos fendlicos da casca de feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret)
utilizando PLE com diferentes temperaturas (40, 55, 80 °C), relataram que o maximo Xy foi
obtido com solvente hidroalcoodlico (EtOH 50%), quando comparado aos outros solventes
analisados (etanol, agua). Os autores atribuiram esse resultado a acdo sinérgica entre os
solventes, uma vez que um solvente pode melhorar a solubilidade do soluto, enquanto o outro
aumentaria a dessorcao do soluto.

A extragdo convencional em SOX com etanol apresentou rendimento (8,3 £ 0,1%)
estatisticamente (p<0,05) mais baixo do que o resultado obtido em todas as condigdes
analisadas, mas superior ao rendimento obtido em PLE-EtOH (3,7 - 7,2%), condi¢ao de menor
rendimento desse estudo. Comparando o resultado de SOX-EtOH e PLE-EtOH, fatores
operacionais de SOX como longo tempo (6h) e reuso do solvente podem estar relacionados ao
maior rendimento, devido ao esgotamento a que a matriz ¢ levada neste processo (MAZZUTTI
etal., 2017b).

Diante do melhor desempenho do EtOH 50% em PLE, bem como da 4gua em SWE,
esses solventes e as mesmas condi¢cdes de temperatura utilizadas nesses métodos, foram
analisadas em MAE, para avaliar a eficdcia dos solventes aliada ao aquecimento de micro-

ondas. Assim, foi observado que o rendimento das extracdes em MAE variou entre 9,6 € 15,5%,



131

sendo o melhor resultado obtido a 150 °C. Neste processo, em ambos os solventes, 0 aumento
da temperatura influenciou positivamente no rendimento, devido a redu¢@o da viscosidade do
solvente e da tensdo superficial, que favorecem a solubilizacdo do soluto para a fase fluida
(solvente) (RODRIGUES et al., 2020). Entre os solventes analisados em MAE, a dgua pura
apresentou maior eficiéncia, o que pode estar relacionado a sua maior capacidade de absorver
as micro-ondas e a rapida reorientacao dos seus dipolos no campo elétrico, permitindo a melhor
absor¢dao da energia eletromagnética e a dissipagao na forma de calor, consequentemente,
melhorando o rendimento de extragdo (VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).

O aquecimento por micro-ondas associado ao sistema pressurizado (2,4 MPa)
influenciaram para um rapido aquecimento do solvente, fazendo com que o processo em MAE
fosse mais curto, quando comparado aos outros métodos de extracdo (PLE e SWE), o que ¢
relevante do ponto de vista industrial, devido a economia de tempo (FLOREZ; CONDE;
DOMINGUEZ, 2015). Esta relagio tempo versus eficiéncia do processo pode ser claramaente
observada ao avaliar os rendimentos obtidos em MAE e PLE com o EtOH 50%, por exemplo.
Em 12 min de processo em MAE, utilizando apenas 15 mL de solvente foi obtido rendimento
de 9,6-12,8%, resultado semelhante ao que foi relatado para PLE em 25 min nas temperaturas
mais baixas (12,0% e 13,3 a 60 e 80 °C, respectivamente), utilizando 4 vezes mais o volume de
solvente (100 mL). Esta diferenga no consumo de solvente nos métodos pode ser atribuida ao
modo estatico utilizado em MAE, no qual o equilibrio entre os solutos ainda ligados a matriz e
aqueles ja solubilizados no solvente pode ser alcancado com um menor volume de solvente
(HERRERO et al., 2013). Apesar de algumas diferengas operacionais, ambos os métodos de
extracdo podem fornecer extratos de elevado rendimento, quando comparado a processos

convencionais, como o Soxhlet-EtOH.

5.3.4 Avalia¢ao do conteudo fenoélico total (TPC) dos extratos

O conteudo fenolico total (TPC) dos extratos da casca de tamarindo foi avaliado de
acordo com curva padrio de acido galico (Apéndice C-Figura C.I com R? de 0,996), e expresso
em mg equivalente de 4cido galico (GAE) por g de extrato. A Tabela 20 apresenta os resultados

de TPC obtidos nas diferentes condi¢des de extragdo analisadas.
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Tabela 20- Contetido de fenodlicos totais (TPC) dos extratos da casca de tamarindo obtidos em extragdes
a alta pressdo (PLE, SWE e MAE) e convencional (SOX).

Método de

extracio Solvente Temperatura (°C) TPC (mg GAE-gH)®
60 92,4 +0,5'
Etanol 80 90,9 +0,3!
100 102,3 + 0,9%
PLE 60 160,8 + 0,6°
Etanol 50% 80 194,7 +0,5°
100 201,6 + 0,82
110 1424 + 1,18
SWE Agua 130 147,6 +0,5°
150 1494 + 0,3f
60 1752+ 1,19
Etanol 50% 80 174,8 + 1,24
100 191,1 + 0,6
MAE 110 90,4 + 0,2
Agua 130 121,2 +0,3!
150 123,4 +0,6"
SOX EtOH 115,1 + 1,00

M) média = desvio padrdo do contetido de fendlicos totais (TPC); Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as médias (p < 0,05). PLE: Extragdo Liquido Pressurizado; SWE: Extracdo Agua
Subcritica; MAE: Extracdo assistida por micro-ondas; SOX: Soxhlet.

O TPC dos extratos variou entre 90,4 a 201,6 mg GAE-g!. A modificagio da
temperatura foi o parametro do processo de maior influéncia para a variagdo dos resultados,
visto que independente do solvente, o aumento da temperatura foi diretamente proporcional ao
aumento do TPC. Esta correlacdo positiva se deve, em especial, a acdo da temperatura no
sistema, que favorece a ruptura da parede celular das particulas e o aumento da solubilidade
dos polifendis (SARKAR; GHOSH, 2016).

Entre os solventes analisados, o uso de EtOH 50% forneceu os melhores resultados de
TPC, em ambos os métodos de extracdo (PLE e MAE), especialmente no extrato obtido em
PLE a 100 °C, que apresentou TPC estatisticamente mais alto (201,6 mg GAE-g'). Este
resultado corrobora com os relatos da literatura de que a casca de tamarindo é composta por
polifendis, que assim como acidos hidroxicinamicos sdo compostos mais hidrofilicos e de maior
solubilizacdo em solucdo hidroalcodlica do que em etanol puro (SANTOS et al., 2019b;
MARTINS et al., 2020). Em relagdo aos métodos de extracdo, ¢ relevante destacar que o uso
de alta pressdo em PLE (10 MPa), quando comparado a pressdao de MAE (2,4 MPa), pode ter
contribuido para o rompimento da parede celular, bem como das liga¢cdes hidrofobicas na
membrana, o que modifica a distribuicdo e agregacao de compostos fenolicos, facilitando o

fluxo de solvente no sistema de PLE (CASQUETE et al., 2015).
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O segundo solvente de maior eficiéncia na extragdo de fenolicos totais da casca de
tamarindo foi a 4gua pura. O uso da 4gua em SWE forneceu maior TPC entre 142,4 - 149,4 mg
GAE-g!. Este resultado pode ser correlacionado ao estado subcritico da 4gua, no qual suas
ligacdes de hidrogénio sdao enfraquecidas, reduzindo sua constante dielétrica, e
consequentemente, intensificando suas propriedades de dissolugido por compostos fenolicos de
uma ampla faixa de polaridade (SINGH; SALDANA, 2011; BURSAC KOVACEVIC et al.,
2018). Outros fatores relevantes para os melhores resultados em SWE, quando comparado ao
extrato de MAE-agua nas mesmas condicoes, estdao relacionados com a forma de aquecimento
da amostra, a0 modo de execugdo do processo (estatico/dinamico), € consequentemente ao
maior tempo de extracdo (35 min) (CHEMAT et al., 2017; BUBALO et al., 2018).

Em relagdo a extragdo convencional foi observado que o extrato de SOX com EtOH
apresentou valores de TPC estatisticamente mais baixos do que os métodos a alta pressao,
exceto para o extrato de PLE-EtOH, bem como também foi observado anteriormente na
avalia¢do do rendimento global (Xo). Sabe-se que em SOX o reuso do solvente por um longo
periodo de extracdo pode fornecer um extrato multicomponente formado por solutos de
interesse (fendlicos), bem como interferentes co-extraidos, que podem afetar a analise de
compostos fenodlicos totais (TPC). Enquanto que a extracdo em PLE-EtOH, apesar de apresentar
resultados inferiores aos de SOX, apresenta vantagem quando € considerada a redu¢do no tempo
de extragao.

Os resultados apresentados até o momento demonstram que compostos fendlicos da
casca de tamarindo sdo eficientemente obtidos com EtOH 50% em sistema pressurizado a 100
°C. No entanto, tendo em vista a obtencdo de uma fracdo polar com atividade funcional, a
avaliagdo da capacidade antioxidante e da composi¢ao fenolica desse extrato poderd investigar

melhor eficiéncia dessa condigao.

5.3.5 Avaliacido da capacidade antioxidante dos extratos

A Tabela 21 mostra a capacidade antioxidante dos extratos da casca de tamarindo. Os
resultados foram correlacionados com curva padrio de Trolox (R? de 0,9924, 0,9982 ¢ 0,993,
para DPPH, ABTS e FRAP, respectivamente-Apéndice C), e expressos em pumol equivalente
de Trolox por g de extrato seco (umol TEAC-g™).

Dadas as diferencas quimicas de cada grupo de antioxidantes presentes em uma matriz
vegetal, foi observado um comportamento distinto na capacidade antioxidante dos extratos, de
acordo com os radicais avaliados (DPPH, ABTS e FRAP). A partir do ensaio FRAP, por
exemplo, foi observada a menor capacidade antioxidante (301,11 - 1169,17 umol TEAC-g™),
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enquanto que a partir dos ensaios de DPPH (404,7 - 943,1 pmol TEAC-g'') e ABTS (606,2 -
1918,8 umol TEAC-g') foi observada maior capacidade antioxidante dos extratos. Este
resultado sugere que o mecanismo dominante de reagao antioxidante dos compostos da casca
de tamarindo pode ser proveniente de uma reagao mista, com transferéncia de elétrons e atomos

de hidrogénio (APAK et al., 2016a).

Tabela 21 - Capacidade antioxidante dos extratos da casca de tamarindo obtidos nas extracdes a alta
pressao (SFE, PLE e SWE) e convencional (SOX).

Método DPPH ABTS FRAP
de Solvente  Temperatura (°C) (umol TEAC-g~ (umol TEAC-g! (umol TEAC-g!
extracio ! extrato seco)” extrato seco)’  extrato seco)V
60 404,7 + 11,0 606,2 + 12,71 301,1 + 15,9
EtOH 80 415,3 £ 15,0 747,8 + 11,8 309,4 + 14,8
PLE 100 436,5 + 6,91 856,3 + 18,0" 388,9 + 19,2'h
60 668,1 +4,6° 1274,3 + 24,24 313,3+3,8
EStOO()/I;I 80 637,1 £3.3F 1314,8 + 34,9¢ 581,1 £13,08
100 7249 + 7,24 1429,5 + 16,0° 822,8 + 10,44
110 544,6 + 1,3# 1079,9 + 8,6f 646,7 + 4,4°
SWE Agua 130 552,3 + 8,38 1041,0 + 14,9" 748,9 + 15,1°¢
150 446,2 £ 7,3 918,4 + 14,68 653,3+13,2F
60 772,9 £ 5,5¢ 1312,1 + 7,74 655,5 +20,6"
Pt 80 850, £3,9°  1540,64+9,5° 8917+ 16,0°
MAE 100 943,1 £4,0* 1918,8 + 11,4* 1169,2 + 18,6*
110 662,6 + 5,9¢ 1431,1 +£23,9° 961,1 + 28,8"
Agua 130 565.1+53¢ 138274261 9986+ 21,00
150 492,7 +7,5h 1198,3 +24,1° 846,7 + 16,94
SOX EtOH 4825+ 52" 10454 + 248" 661,7 +26,6"

(1) média + desvio padrio da capacidade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP); Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias (p < 0,05). PLE: Extracdo Liquido Pressurizado; SWE: Extracdo
Agua Subcritica; MAE: Extracdo assistida por micro-ondas; SOX: Soxhlet.

O extrato obtido em MAE com EtOH 50% e 100 °C apresentou capacidade
antioxidante estatisticamente mais alta (p<0,05), com valores de 943,13 pmol TEAC-g™! para
DPPH, 1918,8 umol TEAC-g! para ABTS e de 1169,2 umol TEAC-g' para FRAP. Os
melhores resultados com a solugdo hidroalcoolica ja eram esperados, devido sua maior
afinidade pelos compostos presentes na casca, como foi discutido nas se¢des anteriores. O uso
de EtOH 50% a 100 °C em PLE também forneceu extratos com valores elevados de TPC (724,9
— 1429,5 pmol TEAC-g'), apesar de serem inferiores aos que foram obtidos em MAE. A
solugdo hidroalcoodlica associada ao menor tempo de processo € a0 mecanismo de aquecimento

por micro-ondas, do interior a extremidade da célula, podem ter favorecido a preservagao dos
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compostos antioxidantes termolabeis e melhorado a eficiéncia de extracdo dos dessas
substancias (FLOREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2015; CHEMAT et al., 2019). Em estudo
anterior, GANESAPILLAI; VENUGOPAL; SIMHA (2017) relataram a eficiéncia de MAE em
extrair flavonoides da casca de tamarindo, em especial a (-)-epicatequina. Os autores
destacaram que o solvente etanol teve melhor eficiéncia de extragdo em relagdo ao acetato de
etila, e na condicdo de 180 W de poténcia a matriz de menor didmetro (0,2 mm) apresentou
elevado teor de (-)-epicatequina (62,3 mg-100g™' amostra seca), quando comparada a0 método
de ultrassom (avaliado como convencional) e as outras condi¢gdes analisadas em MAE (100 W
/0,4 mm).

O aumento da temperatura também influenciou significativamente (p <0,05) a
capacidade antioxidante dos extratos obtidos com agua pura. Em SWE e MAE os extratos
aquosos obtidos a 130 °C (temperatura intermedidria) apresentaram melhor capacidade
antioxidante, independentemente do tempo de processo ¢ dos fendmenos envolvidos em cada
método. Assim, foi observado que na méaxima temperatura (150 °C) houve uma redugdo na
capacidade antioxidante dos extratos, o que pode estar relacionado a degradagdo parcial de
compostos antioxidantes termolabeis (PLAZA; LUISA, 2019). Outros estudos da literatura
também reportaram a degradagdo dos compostos antioxidantes em extragdo com agua
subcritica. Relatos referentes a casca do kiwi, por exemplo, que apresenta composicao quimica
semelhante a matriz do presente estudo, demonstraram degradacao dos compostos e reducao da
capacidade antioxidante a partir da aplica¢do de agua pura até 160 °C (GUTHRIE et al., 2020)
ou agua acidificada até 200 °C (KHEIRKHAH; BAROUTIAN; QUEK, 2019).

No entanto, ¢ importante destacar que devido a modificacdo na polarizabilidade da
agua no estado subcritico, o extrato da casca de tamarindo pode conter duas fracdes, uma
formada por compostos de baixo peso molecular (fenois, pequenos peptideos e produtos da
reacdo de Maillard) e outra com compostos de alto peso molecular (polissacarideos), que
naturalmente podem apresentar maior ou menor capacidade antioxidante, respectivamente
(PLAZA etal., 2010a). Diante da reducao da capacidade antioxidante dos extratos aquosos com
o aumento da temperatura em SWE e MAE, supde-se que os extratos obtidos a temperatura <
130 °C e a > 150 °C podem apresentar porcentagens distintas de cada uma dessas fragdes.
Andlises adicionais para a avaliagdo dos produtos da reacdo de Maillard, teor de carboidratos
totais e proteinas nos extratos podem auxiliar na detec¢ao das fracdes de compostos e sua
correlacdo com a capacidade antioxidante (PLAZA et al., 2010b; RODRIGUES et al., 2019).

Em comparacdo a extragcdo convencional de SOX, os extratos da casca de tamarindo

obtidos nos métodos a alta pressao, em especial MAE, apresentaram capacidade antioxidante
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estatisticamente (p<0,05) superior ao que foi reportado para o extrato de SOX-EtOH (482,5 —
1045,4 umol TEAC:-g™). Estes resultados demonstram a relevancia dos métodos a alta pressdo
no ciclo de biorrefino da casca de tamarindo para fornecer extratos com funcionalidade
antioxidante (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012).

Em geral, a capacidade antioxidante de extratos vegetais pode estar correlacionada ao
conteudo de fenolico total (TPC) e a variada concentragdo de polifendis extraiveis (EPP). No
entanto, de acordo com CRAFT et al. (2012), em alguns casos a correlacao entre TPC e a
capacidade antioxidante ¢ muito baixa. Este fato foi observado no presente estudo, no qual, a
partir da correlacdo de Pearson, esta relacdo apresentou valores de 0,73 (TPC-DPPH), 0,64
(TPC-ABTS) e 0,33 (TPC-FRAP). Esses dados sugerem que na casca de tamarindo existem em
propor¢ao moderada de compostos fenolicos totais que atuam como antioxidante a partir de
mecanismo misto de reacdo (HAT/SET) com os radicais livres. No entanto, devido aos bons
resultados obtidos nos ensaios TEAC, a casca de tamarindo pode ser composta por outros
compostos antioxidantes especificos, como flavonoides e fendlicos poliméricos
(proantocianidinas e taninos hidrolisados), que normalmente ndao sao quantificados
adequadamente por meio de ensaio fenol total (TPC). Assim, para correlacionar a atividade
antioxidante dos extratos da casca de tamarindo com essas substancias em particular, ensaios

especificos devem ser realizados para cada classe de compostos.

5.3.6 Perfil quimico dos extratos por UPLC-QTOF-MSE

Os extratos da casca de tamarindo obtidos nas condi¢des de (a) PLE-etanol / 100 °C,
(b) PLE-etanol 50% / 100 °C, (c) SWE / 130 °C, (d) MAE-etanol 50% / 100 °C, (¢) MAE-agua
/ 130 °C e (f) SOX-etanol foram selecionados pelas maximas respostas em TPC e capacidade
antioxidante. Uma andlise exploratoria do perfil fendlico desses extratos foi realizada em
cromatografia liquida de alta resolucdo e espectrometria de massa de alta resolugao (UPLC-
QTOF-MSH).

A Tabela 22 resume a lista de compostos tentativamente identificados, bem como o
tempo de retencdo (Rt), massas detectadas no modo de ionizac¢do negativa [M - H]", fragmentos
dos ions MS/MS, férmula molecular e referéncias de caracterizagdo. As informagdes geradas a
partir dos cromatogramas (Apéndice D-Figura D.II) permitiram a anotacdo de onze
metabolitos, entre os quais estdo alguns acidos organicos, procianidinas € outros compostos
fenodlicos. A Figura 30 apresenta um grafico de calor plotado a partir da intensidade dos picos

cromatograficos identificados nos extratos da casca de tamarindo.
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Figura 30 - Mapa de calor baseado na intensidade dos picos cromatograficos obtidos em UPLC-QTOF-
MS em modo de ionizacdo negativa ([MH]-) referente aos metabolitos anotados nos extratos de casca
de tamarindo.

I 4. I Extragdo 700 Extragido
" .. PLE - etanol / 100 °C
Ac. Tartarico 600 I PLE - etanol 50 % / 100 °C
Ac. Malico 500 SWE - 130 °C
. o MAE - etanol 50 % / 100 °C
Ac. Citrico 400 B MAE - agua /130 °C
. . SOX - etanol
Ac. Vanilico
300

Catequina

. - 200
Dimero de Procianidina
Epicatequina 100

Trimero de Procianidina
Tetrdmero de Procianidina
Rutina

Orientina

Fonte: Autor, 2022.

No grupo dos acidos organicos, o acido tartdrico, correspondente ao pico 1, foi o
metabolito que apresentou maior intensidade, em particular no extrato obtido em MAE-etanol
50% / 100 °C (d). A presenca de acido tartarico na casca foi relatada anteriormente por
FERREIRA et al. (2019), em estudo de caracterizagao fisico-quimica de diferentes partes do
tamarindo. Os autores destacaram um teor de 6,53 g de acido tartarico por 100 g de casca seca.
Este relato corrobora com os dados de identificagao do presente estudo, no qual o acido tartarico
foi observado com intensidade moderada-baixa em todos os extratos analisados. A elevada
intensidade desse composto no extrato hidroalcodlico de MAE pode estar relacionada a maior
capacidade antioxidante observada anteriormente nesse extrato, visto que que os acidos
organicos presentes em tamarindo estdo relacionados a capacidade antioxidante, a acidez
caracteristica deste fruto (CALUWE; HALAMOVA; DAMME, 2010). Devido as diferentes
funcionalidades benéficas a saude, os 4cidos orgéanicos podem ser utilizados em substitui¢ao
aos acidos minerais (&cidos cloridrico e sulfurico, por exemplo) em processos de extracdo de
outras substancias, como polissacarideos e proteinas, por exemplo, e assim aplicados na
formulacao de novos produtos na industria de alimentos e cosméticos (MAKRIS, 2018;

MAGALHAES JUNIOR et al., 2021).



Tabela 22 - Compostos tentativamente identificados na fracao fenoélica de extratos de casca de tamarindo usando UPLC- QTOF-MS/MS.
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Férmula

ESI’ Anotacio do Pico* Referéncia
Pico Rt molecular
(min) MS MS MS/MS Erro
calculado [M-HJ (ppm)
1 1,74 149,0086 149,0083 72,9942; 87,0079 -2,0 C4HeOs Acido tartarico (SANG et al., 2019)
2 1,92 133,0137 133,0133 115,0056 -3,0 C4H4Os Acido malico (SOBEH et al., 2018)
) o s (PRAKASH; BASKARAN;
3 1,93 191,0192 191,0188 111,0078; 173,0082 2,1 CsHsO~ Acido citrico KUDACHIKAR, 2019)
4 3,91 167,0344 167,0342 123,0442; 152,0075 -1,2 CsH704 Acido vanilico (LT et al., 2020)
109,0305; 125,0235; . (PRAKASH; BASKARAN;
5 5,13 289,0712 289,0713 2450591 0,3 Ci5H1406 Catequina KUDACHIKAR, 2019)
289,0699; 407,0765; Dimero de
6 5,35 577,1346 577,1330 425.0001: 451,1141 2,8 C30H26012 procianidina Tipo B (DA SILVA et al., 2017)
125,0231; 221,0741; . . (PRAKASH; BASKARAN;
7 5,75 289,0712 289,0703 245.0588 -3,1 Ci15sH140¢ Epicatequina KUDACHIKAR, 2019)
713,1499; 577,1399; Trimero de
8 5,81 865,1980 865,1940 575.1663: 289.0710 -4,0 CssH33015 procianidina Tipo B (DA SILVA et al., 2017)
289,0671; 407,0789; TetrAmero de
9 5,92 1153,2614 1153,2659  425,0869; 577,1401; -0,7 Co0Hs50024 . . (DA SILVA et al., 2017)
procianidina Tipo B
865,2115
151,0353; 179,0516; Quercetina-3-0- .
10 6,65 609,1456 609,1459 271,0182; 343,0855; 0,5 C27H30016 rutinosideo (A%%Egg;[z?;t 31(')’220(;15’
300,0247; 301,0312 (rutina) ”
11 7,01 447,0927 447,0924 285,0374 -0,7 C21H2001, Orientina (FILHO et al., 2020)

* Metabolitos identificados em todas os extratos: PLE-etanol /100 °C (a); PLE-etanol 50% / 100 °C (b); SWE /130°C (¢); MAE-etanol 50% / 100 °C (d); MAE-agua /130 °C
(e) e SOX-etanol (f); Rt: tempo de retengdo.
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O grupo dos metabdlitos fenodlicos foi dominante nos extratos da casca de tamarindo.
Dentro deste grupo, flavonoides e um acido fenolico foram identificados. O é4cido vanilico,
correspondente ao pico 4, foi identificado em todos os extratos com baixa intensidade.
Catequina e epicatequina, correspondentes aos picos 5 e 7, respectivamente, foram
identificados em maior intensidade no extrato de MAE-agua / 130 °C (e). GANESAPILLALI,
VENUGOPAL; SIMHA (2017) relataram anteriormente a eficiéncia de MAE em extrair
flavonoides, em especial a (-)-epicatequina, utilizando etanol puro como solvente. Os autores
relataram ainda que a atividade antioxidante dos extratos foi majoritariamente atribuida a este
composto. Assim como este relato, no presente estudo, a melhor capacidade antioxidante
(565,13 — 1382,69 umol TEAC-g"') do extrato aquoso de MAE pode estar relacionada em
especial a presenga de epicatequina, visto que polifenois, comumente encontrados em frutas e
vegetais, possuem elevada atividade antioxidante, antimalérica, antiviral e anticarcinogénica
(REKSHMYD’DHARAN; ROY, 2013).

Uma série de procianidinas foram identificadas como dimero, trimero e tetrdmero de
procianidina do Tipo B, correspondentes aos picos 6, 8 ¢ 9, respectivamente. Esses metabolitos
foram detectados com maior intensidade no extrato de PLE-etanol 50% / 100 °C (b). Como as
proantocianidinas estdo armazenadas em vacuolos de células vegetais ou associadas a parede
celular e a outros componentes celulares, como proteinas e fibras, as condi¢gdes de elevada
temperatura e pressao do PLE podem ter auxiliado na quebra dessas ligagdes (DZAH et al.,
2020). E importante destacar que nos extratos de baixa-nula deteccio desse metabélito, sua
composicao ainda pode ser elevada na biomassa residual de extragdo, o que incentiva o uso
deste residuo como matéria-prima para outros processos ou produtos, como fibra alimentar
antioxidante, por exemplo (DZAH et al., 2020).

Os flavonoides, rutina e orientina, correspondentes aos picos 10 e 11, respectivamente,
apresentaram intensidade intermediaria em todos os extratos, exceto os extratos etanolicos
obtidos em PLE (a) e SOX (f). Em processos de alta temperatura, rutina e orientina tem uma
solubilidade maior em etanol do que em solventes aquosos, o que também foi relatado
anteriormente para os extratos de semente de tamarindo (apresentados no Capitulo 3). A
literatura indica que esses flavonoides, extraidos principalmente de fontes naturais, exercem
efeito antioxidante, antiinflamatdrio e antimicrobiano em produtos farmacéuticos e alimenticios
(GULLON et al., 2017).

De acordo com MARTINS et al. (2020) poucos estudos de extracdo e identificagdo de
metabolitos ativos presentes na casca de tamarindo foram realizados até o momento. Este € o

primeiro relato de 4cido citrico, acido vanilico, rutina e orientina na casca de tamarindo, que
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antes foram identificados apenas em extratos da semente. Outros estudos de extracdo com
cascas de frutas utilizando métodos a alta pressdo relataram composicdo similar ao que foi
encontrado no presente estudo. RUDKE et al. (2019), por exemplo, destacaram a identificagao
de acidos fendlicos e flavonoides em extrato hidroalcoolico da casca de buriti (Mauritia
flexuosa L.) obtido em PLE. O uso de SWE foi reportado na literatura como um método
promissor para a extracdo de catequina e epicatequina do cha verde (ETOH et al., 2010),
derivados de 4cido hidroxicinamico como acido felirico e caféico presentes na casca de batata
(SINGH; SALDANA, 2011) e quercetina ¢ kaempferol da casca de cebola (MUNIR et al.,
2018). Diante da eficiéncia dos métodos a alta pressdo apresentada neste e em outros relatos da
literatura, bem como a presenca de metabolitos ativos na casca de tamarindo, as condi¢des de

extracdo aplicadas a este residuo sdo relevantes para o ciclo de biorrefino de tamarindo.

5.3.7 Morfologia da biomassa residual da extracio

A casca de tamarindo ¢ composta de 72,8 % de celulose, o que a torna atrativa matéria-
prima para a produgdo de nanofibra de celulose. A dgua pressurizada, em processos como SWE
e MAE, pode provocar reacdes hidroliticas em matrizes lignoceluldsicas, rompendo as ligagdes
covalentes entre as cadeias de lignina e os constituintes da celulose e da hemicelulose,
maximizando a exposicdo das regides amorfas do material vegetal, atuando como pré-
tratamento na producao de nanofibra de celulose (MOHAN; BANERJEE; GOUD, 2015; TEO;
WAHAB, 2020). Dessa forma, as biomassas residuais obtidas apos as extragdes aquosas em
SWE-150 °C e MAE-150 °C foram selecionadas para avaliagao da morfologia estrutural, por
meio de analise de SEM.

A Figura 31 apresenta as imagens de SEM para a matriz (casca+fibra) de tamarindo
integral (A) e residual das extragdes (B e C). As biomassas apds as extracdes (SWE e MAE)
apresentaram estrutura diferente da matéria prima integral (Figura 31 A). No residuo obtido
ap6s MAE-150°C (Figura 31 C), a fibra, em forma de bastonete, apresentou pequenas ranhuras
na estrutura, € a casca, em forma de granulo, apresentou formagao de microcavidades. Essas
alteracdes estruturais estdo especialmente relacionadas a alta capacidade da 4gua em absorver
as micro-ondas, permitindo a melhor absor¢do da energia eletromagnética e a dissipagdo na
forma de calor, 0 que ocasiona o rompimento da matriz e melhora a eficiéncia da extracdo

(VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).
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Figura 31 - Imagens de SEM da mistura (casca+fibra) de tamarindo com ampliacao de S0X: (A) matéria-
prima integral; (B) biomassa ap6s SWE-150 °C; (C) biomassa ap6s MAE-150 °C, bem como imagens
dos granulos da casca com ampliagdo de 150X, para cada amostra analisada.

10KV XS0l S00um A X150 100pm
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Fonte: Autor, 2022.

A biomassa residual ap6s SWE-150 °C (Figura 31 B) apresentou diferenca em relacao
a matéria-prima (antes da extragdo) (Figura 31 A), e ao residuo de MAE-150 °C (Figura 31
C). O maior tempo de processo em SWE (40 min / 10 MPa) comparado a MAE (12 min / 2,4
MPa), deve ter contribuido para a maior modificacdo estrutural do sélido. Como destacado
anteriormente, a agua pressurizada pode ocasionar reagdes hidroliticas na matriz, removendo
hemicelulose e parte da lignina, que atuam como substancias conectoras entre as fibras (XU et
al., 2019), promovendo assim, alta ruptura da fibra e a formag¢do de microcavidades nos
granulos de casca (Figura 31 B). Este fendmeno permite o acesso do solvente a substancias
internas como compostos fendlicos hidrossoluveis, que foram quantificados anteriormente no
extrato aquoso de SWE (Secdo 5.3.4).

A alta pressdao (10 MPa) de SWE e a rapida despressurizagdo apds a extragdo estdo
associadas ao cisalhamento da matriz analisada, podendo resultar na desfibrilacdo da celulose
e na exposicao das superficies internas a fibra (DEEPA et al., 2011), como pode ser observado
na Figura 31 B. Resultados similares sdo obtidos no pré-tratamento mecanico de matrizes
lignoceluldsicas para a producgdo de nanofibra de celulose, no qual as fibrilas e as nanofibrilas

sdo expostas, promovendo maior area de contato e ligagdo entre as fibrilas (ABDUL KHALIL;
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BHAT; IREANA YUSRA, 2012). Outras biomassas lignoceluldsicas, como fibras de bananeira
(DEEPA et al., 2011) e bagaco de cana-de-acicar (HONGRATTANAVICHIT; AHT-ONG,
2020), ap0s pré-tratamento hidrotérmico e pressurizado apresentaram eficiente desfibrilagdo da
matriz e produgdo de nanofibra de celulose.

SWE-150 °C foi eficaz no rompimento da fibra e na formag¢ao de cavidades no granulo
da casca de tamarindo, corroborando com o maior rendimento (22,8%) obtido nesta condigao
(Secao 5.3.3). Esse resultado ¢ relevante industrialmente, tendo em vista que a principal
dificuldade em utilizar residuos agroindustriais ¢ a necessidade de pré-tratamentos para
processar e desconstruir a biomassa bruta, antes da produ¢ao de nanofibra de celulose (TEO;
WAHAB, 2020). Dessa forma, a partir dessa condi¢do, investigagdes futuras da biomassa
residual devem se concentrar nas etapas de branqueamento e tratamento mecanico para a
completa fibrilagdo (escala nano) (ABDUL KHALIL; BHAT; IREANA YUSRA, 2012). Em
seguida investigagcdes a respeito da sua composicdo quimica, morfoldgica e propriedades

térmicas sdo necessarias para avaliar a funcionalidade industrial da nanofibra produzida.

5.4 CONSIDERACAO FINAL

Extratos de composi¢do metabodlica ativa foram obtidos eficientemente da casca de
tamarindo a partir de métodos de extragdo pressurizados, quando comparados a extracao
convencional SOX. Os métodos de extragdo e as condi¢des operacionais (temperatura e
solvente) apresentaram forte influéncia na obtengdo dos extratos funcionais. O melhor
rendimento foi obtido em SWE a 150 °C (22,8%). No entanto, a capacidade seletiva para a
obtenc¢do de extratos com funcionalidade antioxidante foi evidenciada pelo uso de EtOH 50%
a 100 °C, que combinado com PLE apresentou extrato de maior TPC (201,6 + 0,8 mg GAE g
1), e com MAE forneceu extrato de maior capacidade antioxidante (943,1-1918,8 pmol
TEAC-g'). Essa atividade pode estar relacionada, em especial, ao A4cido tartirico e
procianidinas, devido a maior intensidade dos picos cromatograficos nos extratos de MAE e
PLE, respectivamente. O perfil fenodlico dos extratos evidenciou também a presenca de outros
acidos organicos e compostos fendlicos, dentre estes, acido citrico, 4cido vanilico, rutina e
orientina foram identificados pela primeira vez em extrato da casca de tamarindo. A micrografia
das biomassas residuais confirmou que a atividade hidrolitica da agua subcritica (SWE)
maximizou a exposicdo das regides amorfas do material vegetal, podendo ser considerado um
pré-tratamento na produg@o de nanofibra de celulose. A partir dessas condi¢des de extracdo,
distintas rotas de biorrefino da casca de tamarindo podem ser tracadas para a obtencdo de

produtos de baixo e alto valor agregado associados a industria alimenticia e quimica.
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CAPITULO 6
Proposta de recuperacao de compostos de valor agregado dos subprodutos do

processamento de tamarindo seguindo uma abordagem de biorrefinaria
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6.1 INTRODUCAO

Nos capitulos anteriores foi demonstrado que o tamarindo, fruto difundido em mais de
50 paises, ¢ uma importante fonte nutricional e de compostos bioativos. No Brasil o tamarindo
¢ classificado como exoético, mas sua participagdo € crescente no agronegocio das regides
Nordeste e Centro-Oeste (FERREIRA et al., 2019). Seu subproduto industrial, composto por
casca, fibra e semente, ¢é rico em fitoquimicos, como foi apresentado nos Capitulos 3 (semente)
e 5 (cascatfibra). Em paises asiaticos, especialmente india e Tailandia, esses subprodutos ja
integram a cadeia de processamento de produtos alimenticios (doces, geleias, embalagens
biodegradaveis) e cosméticos (filtro solar, hidratante, sabonete, etc), representando biomassas
promissoras para a aplicacdo do conceito de biorrefinaria e economia circular em outros paises
como o Brasil (BAGUL; SONAWANE; ARYA, 2015; MARTINS et al., 2020).

Seguindo os conceitos de bioeconomia circular, subprodutos agroindustriais podem
ser convertidos em produtos de baixo valor econdmico, como biocombustiveis, € em produtos
de alto valor agregado, como extratos ricos em compostos bioativos, componentes quimicos e
aditivos (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; DEL CASTILLO-LLAMOSAS et al., 2021).
Na perspectiva de sustentabilidade ambiental, as principais vantagens da utilizacdo de
subprodutos agroindustriais como matérias-primas sao o baixo custo e a redugdo dos impactos
ambientais.

Diante do exposto, o objetivo deste capitulo ¢ propor uma abordagem de biorrefinaria,
com base nos resultados apresentados nos capitulos anteriores, ¢ em estudos da literatura
referentes a aplicagdo industrial das fragdes de baixo e alto valor agregado obtidos dos

subprodutos de tamarindo (semente, casca+fibra).

6.2 PROPOSTA DE BIORREFINARIA PARA OS SUBPRODUTOS DE TAMARINDO

No Capitulo 3 as melhores condi¢des de extracdo das fragdes lipidica, fendlica e
polissacaridica da semente de tamarindo foram selecionadas de acordo com a atividade
antioxidante (Se¢do 3.3.5) e a composicao quimica (Sec¢des 3.3.6 € 3.3.7). Posteriormente, no
Capitulo 4, essas condi¢des foram integradas, e trés rotas de extracdo (Se¢do 4.2.1) foram
avaliadas para potencializar a extragdo da fragdo polissacaridica da semente, com foco na
obtengdo e caracterizacao estrutural do xiloglucano. No Capitulo 5, as condi¢des de extragao
da fracdo fenolica da mistura cascatfibra foram definidas, de acordo com a atividade
antioxidante (Se¢do 5.3.5) e a composi¢do quimica (Secdo 5.3.6) dos extratos.

Os resultados reportados nos capitulos 3, 4 e 5 demonstraram que tecnologias verdes

de extra¢dao (SFE, PLE, MAE e SWE) sdo promissoras para a valorizacao dos subprodutos de
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tamarindo, fornecendo fragdes de baixo e alto valor agregado, que podem ser utilizadas em
processos de biorremediagdo, produgdo de biocombustivel e na elaboragdo de novos produtos,
como alimentos, firmacos e cosméticos. Diante desses resultados, a Figura 32 apresenta uma
proposta de biorrefinaria para semente e casca+fibra de tamarindo.

Casca e fibra juntos correspondem entre 11 e 30 % do fruto inteiro do tamarindo (RAO;
MATHEW, 2012). Esse material é formado especialmente por carboidratos (13,8 g-100g™!) e
fibras soltveis e insolveis (72,1 g-100g™") (como reportado na seciio 5.3.1), representadas por
polissacarideos estruturais, como celulose, hemicelulose e lignina (FERREIRA et al., 2019).
Devido a sua composicao lignocelulosica, casca e fibra, dentro de um conceito de biorrefinaria,
como mostra a Figura 32, podem ser utilizadas de forma direta em processos de biorremediagao
de 4guas residuais do processamento da polpa de tamarindo, obtendo-se agua purificada. Essa
biomassa também pode ser utilizada como fonte de energia na produgdo de biocombustivel,
gerando etanol como produto. Agua e etanol gerados nesses processos podem ser utilizados
como solventes de extracdo de compostos de alto valor agregado da casca de tamarindo.

No Capitulo 5 (se¢do 5.3.4) foi demonstrado que o tratamento de casca+fibra a alta
pressdo usando um solvente hidroalcodlico em PLE com condi¢des brandas (<100 °C),
recuperou extrativos soliveis como acidos organicos e compostos fenolicos (Se¢do 5.3.6),
posteriormente, utilizando agua em SWE (<150 °C), a hemicelulose pode ter sido hidrolisada
obtendo-se uma biomassa residual (fase solida) rica em lignina e celulose (Secao 5.3.7). A partir
da integracdo de PLE e SWE, os extrativos hidroalcolicos podem ser destinados para a
elaboragdo de farmacos, devido sua atividade moluscicida e antibacteriana (OKOH et al., 2017,
SONI; SINGH; SINGH, 2018) e para a produgdo de alimentos funcionais, devido sua atividade
anti-lipase e sua agdo como inibidor de obesidade e doengas associadas (BUCHHOLZ;
MELZIG, 2016). Enquanto que a biomassa residual (ap6s PLE+SWE) pode ser utilizada como
matéria-prima para a producgdo de nanofibra de celulose, aplicavel como refor¢o polimérico de
embalagens, capsulas, fabricacdo automotiva, tecidos para uso industrial € médico (mordante)

(BINOJ; RAJ; DANIEL, 2017; BINOJ; RAJ; INDRAN, 2018; QUEIROZ et al., 2018).



Figura 32- Subprodutos do processamento de tamarindo em uma abordagem de biorrefinaria.
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Os solventes verdes (dgua e etanol) gerados a partir de casca+fibra, também podem
ser destinados para a recuperacao de extrativos de média a alta polaridade presentes na semente
de tamarindo. A semente foi investigada de forma aprofundada no presente estudo, uma vez
que sua rica composicdo em dacidos graxos, compostos fendlicos e polissacarideos ¢
amplamente explorada em diferentes paises.

No Capitulo 3 foi demonstrado que a partir de extracdes a alta pressdo (SFE e PLE)
em condigdes brandas de temperatura (60 °C), fragdes lipidica e fendlica da semente de
tamarindo sao eficientemente recuperadas (Secao 3.3.3). Usando CO; como solvente em SFE
foi recuperado uma fracao de baixa polaridade, rica em UFA (4cidos linol€ico e oleico) e SFA
(acidos lignocérico e beénico) (Sec¢dao 3.3.6), com potencial aplicacdo como conservante de
emulsdes cosméticas e alimentos, devido as suas propriedades antioxidante e antimicrobiana
(RUIZ-RODRIGUEZ; REGLERO; IBANEZ, 2010). A extracdo etandlica em PLE (Se¢io
3.3.7) proporcionou a recuperacao de acido citrico, que pode ser utilizado como conservante na
industria alimenticia, e procianidinas tipo B e rutina, destinadas a produ¢do de farmacos e
alimentos funcionais, como potencial antidiabético, anti-inflamatério e antidiarreico
(SUKSOMTIP; PONGSAMART, 2008; SARKAR; GHOSH, 2016; BHADORIYA et al.,
2018).

A integracdo das extracdes a alta pressdo (SFE e PLE) com o CHSE, como foi
apresentado no Capitulo 4 (Se¢do 4.2.1) proporcionou a recuperacao de fragdes lipidica (se¢ao
3.3.6), fenolica (secdo 4.3.5) e polissacaridica (se¢dao 4.3.1 e 4.3.2) mais seletivas, quando
comparado as outras rotas de biorrefino sugeridas, sendo uma alternativa viavel para a proposta
de biorrefinaria apresentada na Figura 32. A partir dessa integragdo de processos, a biomassa
residual (ap6s SFE+PLE) pode ser hidrolisada em CHSE utilizando apenas 4gua como solvente,
potencializando a recuperagdo da fracdo polissacaridica (Secdo 4.3.1).

A fragdo polissacaridica, especialmente composta por XG (como demonstrado nas
secoes 4.3.3 € 4.3.4), ¢ a mais relevante industrialmente. Devido as suas propriedades de aditivo
alimentar, agente espessante, estabilizante e gelificante, aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration), o XG ¢ o coproduto da semente mais versatil e comercializado no mundo
(DUTTA; GIRI; GIRI, 2020). Na industria de alimentos o XG pode ser utilizado como
ingrediente funcional para o controle reologico de meios aquosos, como iogurtes e sucos, bem
como agente geleificante na fabricacdo de embalagens biodegradaveis e revestimentos de frutas
como mamao e goiaba, prolongando sua vida util (JANGDEY et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2018; SANTOS et al., 2019a). No Japao, o XG ¢ comercializado com a marca Glyloid® a mais

de 50 anos, sendo utilizado na incorporagdo de molhos, para melhorar a viscosidade, em
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sobremesas congeladas, para produzir cristais de gelo mais finos, e em bebidas, para melhorar
a estabilidade e mascarar o sabor amargo (KULKARNTI et al., 2017). Na industria farmacéutica
0 XG pode ser utilizado como material de parede de capsulas atuando na entrega controlada de
drogas e no tratamento de doenga gastrointestinal, devido a sua eficiente inibi¢do de radicais
livres e acdo antioxidante (PERIASAMY etal., 2018; DUTTA; GIRI; GIRI, 2020). Na industria
cosmética e quimica o XG pode ser aplicado como estabilizante de emulsdes, espessante de
tintas para impressdo téxtil e agente cremoso no latex (MISHRA; MALHOTRA, 2009;
WAQAS et al., 2014).

A integragdo dos processos SFE+PLE+CHSE recuperou um percentual total de
extraiveis de 39,1 %, como apresentado no balango de massa da Figura 33. Assim, apos a
recuperagdo das fracdes de alto valor agregado, a biomassa residual da semente (cerca de 60%)
pode ser destinada ainda como fonte de carboidratos ndo extraiveis, como celulose e lignina,
por exemplo, podendo ser utilizada como matéria-prima para a producdo de biocombustivel,
contribuindo para a geracdo de energia e retornando a cadeia de processamento do tamarindo

(fechando o ciclo).

Figura 33 - Representagdo grafica do balango de massa das fragdes extraiveis recuperadas da semente
de tamarindo a partir da integragdo dos processos SFE +PLE +CHSE.
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Embora os custos operacionais dos métodos de extragdo propostos ainda ndo tenham
sido analisados, os resultados reportados no presente estudo demonstraram que as fragdes de
alto e baixo valor agregado recuperadas dos subprodutos do tamarindo sao de grande relevancia

para diferentes setores industriais.
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CAPITULO 7

Conclusao e sugestio de trabalhos futuros

ERE-L




150

7.1 CONCLUSAO GERAL

Semente e casca+fibra de tamarindo, subprodutos do processamento deste fruto,
podem ser eficientemente valorizados a partir de métodos de extragdo a alta pressao, frente aos
métodos convencionais (SOX e CHSE). Os diferentes métodos avaliados, as condi¢des de
processo empregadas e os solventes utilizados definem os produtos que podem ser recuperados
dos residuos, influenciando na extragdo, composi¢ao e funcionalidade dos extratos.

A composi¢cdo proximal das matrizes estudadas demonstrou que a semente de
tamarindo é rica em carboidratos (50,8 g-100 g!), proteinas (20,7 g-100 g) e lipideos (5,3
g-100 g!). Casca+fibra é composta majoritariamente por fibras totais (72,1 g-100 g'!) seguido
de carboidratos (13,8 g-100 g'). Esta composi¢do corrobora com as fragdes bioativas mais
exploradas e de maior funcionalidade industrial em cada residuo, com destaque especial para
as fracoes lipidica, fenodlica e polissacaridica da semente e fragdes fendlica e fibrosa da casca.

A fracdo lipidica da semente de tamarindo foi obtida com maiores rendimentos em
SOX com hexano (SOX-Hexano) (5,5%), seguido de SFE com CO; supercritico (3,7%). O
extrato oleoso obtido em SFE a 25 MPa / 60 °C, composto por 73,7 % de UFA (4cidos
lignocérico e behénico), ¢ uma atraente fonte nutricional e funcional para aplicagdo em
alimentos. Alguns SFA (4cidos lignocérico e behénico), também detectados neste extrato
possuem caracteristicas promissoras para uso farmacéutico e cosmético.

O uso de 4gua subcritica (SWE) foi promissor para a recuperagao do maior rendimento
da fragdo polar de semente a 170 °C (20,0%) e de casca+fibra a 150 °C (20,8%). Enquanto que
extratos etandlicos da semente obtidos em PLE (10 MPa/60 °C) apresentaram maior conteudo
fenolico total (TPC) e capacidade antioxidante. Para casca+fibra, o uso de etanol aquoso (50%)
aplicado em PLE (10 MPa/100°C) forneceu o extrato de maior TPC, e nesta mesma condi¢do
em MAE forneceu o extrato de maior capacidade antioxidante. Polifendis, flavonoides e alguns
acidos organicos foram identificados nos extratos de semente e casca+fibra. Enfase especial é
dada ao acido citrico, acido vanilico, rutina e orientina, que foram relatados pela primeira vez
em extratos da cascatfibra de tamarindo.

A partir da extra¢do aquosa da semente em PLE (60 °C/40 min) foi obtido um extrato
com 77 % do valor de proteina desta matriz (20,7 g-100g™! m.s), o que o torna uma atrativa
fonte de proteinas para incorporagdao em alimentos funcionais e produtos plant-based
(hamburguer, bala de goma, iogurtes, etc.). Com foco nos carboidratos da semente integral, o
uso de PLE (80 °C/40 min) também se mostrou promissor, possibilitando a recuperagdo de 14,5
% do valor total de carboidratos (50,8 g-100g' m.s). Dessa forma, foi proposto um

processamento integrado em ordem crescente de polaridade, com processo inicial de
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desengorduramento da semente para melhorar a recuperagdo da fracdo fenodlica, e
posteriormente potencializar a extracdo aquosa da fracdo polissacaridica (goma). A integracao
dos processos SFE + PLE + CHSE possibilitou a recuperagao de uma fragao lipidica, rica em
UFA, o aumentou no desempenho antioxidante da fracdo fenodlica (rica em fenolicos
antioxidantes) e a obten¢do de uma goma de elevado rendimento (19,1 %), coloragdo vermelho
clara de baixa intensidade e composta de xiloglucano, polissacarideo de alta estabilidade
térmica (até¢ 300 °C), extraido pela primeira vez com agua pura pressurizada.

Diante dos conceitos de biorrefinaria € economia circular, apresentados pela primeira
vez para a valorizagdo de semente e cascatfibra de tamarindo, métodos a alta pressdo, como o
PLE e SWE, relatados ineditamente neste estudo, podem ser utilizados isoladamente ou
combinados, integrando uma rota de recuperacdo das fracdes de baixo e alto valor agregado
associadas a diferentes setores industriais, desde a biorremediagao e producao de combustivel

até a recuperacao de fragdes bioativas para aplicagdo em alimentos, firmacos e cosméticos.

7.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

- Testar outras concentra¢des de etanol, como o uso de etanol azedtropo para a obtencdo da
fragdo fendlica da semente de tamarindo.

- Caracterizar os residuos s6lidos e liquidos obtidos nas rotas integradas da semente, em relacdo
a composi¢do quimica (carboidratos, proteinas).

- Caracterizar as propriedades tecnologicas (geleificante, emulsionante, etc.) das gomas da
semente obtidas nas rotas integradas.

- Testar as gomas da semente no desenvolvimento de produtos alimenticios e/ou cosméticos.

- Analisar o conteudo de carboidratos totais e acucares redutores obtidos nos extratos da
casca+tfibra.

- Caracterizar a composicao quimica, morfologica e as propriedades térmicas da nanofibra de
celulose obtida da biomassa residual da extragao de casca+fibra.

- Realizar andlise técnico-economica e avaliagdo do ciclo de vida a partir das rotas de biorrefino

propostas para semente e casca de tamarindo.
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APENDICE A - ARTIGOS PUBLICADOS
A.I- Revisdo referente a valorizagdo dos subprodutos de tamarindo (Apresentado no Capitulo

2)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Feywords Tamaring (Tamarndus indica 1.3 palp is highly consumed due ta the appreciable sensorial attributes, However,
Tamarind the fruit processing generates from 50 to 70% of residue, correaponding to peel, fiber, and seeds; a biomazs still
Biaactive compounds unexplored and usually discarded in the environment. In this perspective, the present review highlights and

Nep-canventional extractions
Bistechnologieal application
Biarefirery concept

suminarizes the current literarure data abour the main bioactive compounds associated to by-products from
tamarind processing. Then, to balance the lack of information on these residues, an overview on extraction
methaods {s also presented, linked to the recovery of relevant compounds from these residues and possible ap-
plications for the resulting products. Phenalic compounds, fatty acids, and palysaccharides are the main classes
of substances from ramarind by-products, which, when processed, are submitted o traditional extraction
mesthaxds [Saxhlet and maceration). Ta spread the environmental appeal of these residues as viable bicmas, non
wraditional extraction methods, silll underused for tamarind by-products, are valued. These methods are inter-
esting altermatives to obtain valuable comp dequate for Functicmal fords, packaging Formulations, med
icines, and cosmetics.
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HIGHLIGHTS GRAPHICAL ABSTRACT

= Fracton: rich in differant bicactive
compounds were obtained from tama-
rind seeds.

= The solvent type had strong influence on
the =zelectivity of the recowvered
compounds.

w Lingleie, oleic, and stearic acids were
the main fatty acids from lipid fraction.

= The phenclic fracdon contains organic
acids, procyanidins, rtin and orientin.

»The integradon of SFE and PLE pro-
ceszes increased the antioxidant poten-
dal of the recovered fracton.




176

APENDICE B - CURVA ANALITICA DE ACIDO GALICO

Figura B.I — Curva analitica de acido galico utilizada na determinagcdo do contetido de

compostos fenodlicos totais dos extratos de semente (Capitulo 4) e casca (Capitulo 5) de

tamarindo.
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APENDICE C - CURVA ANALITICA DE TROLOX

Figura C.I — Curva analitica de Trolox utilizada na determinagdo da capacidade antioxidante,
dos extratos de semente (Capitulo 4) e casca (Capitulo 5) de tamarindo, por meio do ensaio de

DPPH.
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Figura C.II — Curva analitica de Trolox utilizada na determinag¢do da capacidade antioxidante,
dos extratos de semente (Capitulo 4) e casca (Capitulo 5) de tamarindo, por meio do ensaio de

ABTS.
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Figura C.III — Curva analitica de Trolox utilizada na determinac¢ao da capacidade antioxidante,
dos extratos de semente (Capitulo 4) e casca (Capitulo 5) de tamarindo, por meio do ensaio de

FRAP.

0,6
e
0,5 .‘..o
."...
@
0,4
S ° ,..'"' °
<% ".'
203 °.®
o
3 0.
<02 .
K
y =0,0011x + 0,0126
0,1 "_.-' R?=0,993
Ry
o L9®
0 100 200 300 400 500 600

Concentracgdo de Trolox (umol.L)



179

APENDICE D - CROMATOGRAMAS UPLC-QTOF-MS

Figura D.I- Cromatogramas dos metabolitos anotados nos extratos de semente de tamarindo e

analisados em UPLC-QTOF-MS em modo de ionizagao negativa ((MH]-).
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Legenda dos picos: acido tartarico (1), acido malico (2), acido citrico (3), catequina (4), dimero de procianidina
do tipo B (5), epicatequina (6), trimero de procianidina do tipo B (7), tetrimero de procianidina do tipo B (8),
Rutina (9), Orientina (10).
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Figura D.II- Cromatogramas dos metabolitos anotados nos extratos de casca de tamarindo e

analisados em UPLC-QTOF-MS em modo de ionizacao negativa ((MH]-).
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de procianidina do tipo B (6), epicatequina (7), trimero de procianidina do tipo B (8), tetrdmero de procianidina
do tipo B (9), Rutina (10), Orientina (11).



181

APENDICE E - CURVAS ANALITICAS DE GLICOSE E ACIDO D-
GALACTURONICO

Figura E.I — Curva analitica de glicose utilizada na quantificagdo de carboidratos totais, dos
extratos aquosos da semente de tamarindo (Capitulo 3-PARTE II), por meio do método de acido

fenol-sulfurico.
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Figura E.I1 — Curva analitica de 4cido p-galacturonico utilizada na quantificagdo de acido

urdnico, nos extratos aquosos da semente de tamarindo (Capitulo 3-PARTE II).
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