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Viajar es regresar

«Viajar es marcharse de casa
es dejar los amigos

es intentar volar.

Volar conociendo otras ramas
recorriendo caminos

es intentar cambiar.

Viajar es vestirse de loco
es decir “no me importa”
es querer regresar.
Regresar valorando lo poco
saboreando una copa

es desear empezar.

Viajar es sentirse poeta
escribir una carta
es querer abrazar.

Abrazar al llegar a una puerta
aforando la calma
es dejarse besar.

Viajar es volverse mundano
es conocer otra gente

es volver a empezar.

Empezar extendiendo la mano
aprendiendo del fuerte

es sentir soledad.

Viajar es marcharse de casa
es vestirse de loco

diciendo todo y nada con una
postal.

Es dormir en otra cama
sentir que el tiempo es corto
viajar es regresar».

Gabriel Garcia Méarquez



RESUMO

EFEITO DO TIPO DE SECAGEM NO TEOR DE CAROTENOIDES TOTAIS EM
AMOSTRAS DE GUARANA (Paullinia cupana) PROVENIENTES DA REGIAO DO
BAIXO SUL DA BAHIA

O guarana (Paullinia cupana) é uma espécie nativa da Amazonia brasileira e bastante
importante na economia do Brasil, especialmente na regido sul da Bahia, visto que este estado
€ 0 maior produtor de guarana h& mais de uma década. O guarand é tradicionalmente
consumido por causa de suas propriedades antioxidantes, estimulantes, energéticas e
diureticas, atribuidas a sua alta concentracdo de metilxantinas e flavonoides. No entanto,
estudos sobre a presenca de carotenoides no guarana ainda ndo foram encontrados. Esses
compostos contribuem na prevencdo do cancer, de doencas cardiovasculares e oculares,
associadas a sua atividade pro-vitaminica A, antioxidante e imunomoduladora. Assim, o
presente trabalho demonstra a presenca de carotenoides no guarand e avalia o efeito dos
métodos de secagem no contetido de carotenoides de amostras de sementes de guarand. A
extracdo dos carotenoides foi feita com auxilio do banho ultrassénico usando acetona como
solvente extrator. A otimizacdo das condicdes de extragdo foi realizada utilizando um
delineamento composto central rotacional (DCCR 2%), onde os parametros avaliados foram:
“tempo”, “temperatura” e “poténcia”, e a resposta utilizada foi teor de carotenoides totais,
determinada por espectrofotometria com absorbancia medida em 450 nm. A melhor condicéo
experimental de extracao foi definida utilizando tempo de 13,4 minutos, temperatura de 40 °C
e 70% da poténcia total do equipamento, com uma razdo massa de amostra/volume de
solvente de 0,016 g mL™. Foram avaliadas 38 amostras de sementes de guarana provenientes
da regido do Baixo Sul da Bahia, e submetidos as diferentes condi¢Ges de secagem. A analise
de comparac6es multiplas de Tukey mostrou ndo haver diferenca entre os resultados da média
das amostras dos diferentes municipios. Com relacdo aos métodos de secagem, as amostras
secas ao sol (166,39 + 25,52 pg g™") apresentaram maiores teores que as amostras secas em
estufa natural (132,87 + 25,59 pg g™), que por sua vez ndo diferenciou das secas em aguida
rotativo (111,14 + 57,39 pg g7). A influéncia da temperatura de secagem mostrou que
secagem a altas temperaturas e tempos curtos favorecem a manutencdo de carotenoides. O
processo de liofilizagdo mostrou-se ndo favoravel, pois a concentracdo de carotenoides obtida
foi inferior (29,133 + 2,65 pg g*). Com esses resultados, foi demonstrado que embora o
guarand seja comercializado e consumido por seu alto conteddo de cafeina, esse fruto
representa uma fonte de carotenoides para o organismo humano, bem como as melhores
condigdes de secagem para minimizar a degradacdo dos mesmos. Este trabalho apresenta,
pela primeira vez na literatura, a presenca de carotenoides em amostras de sementes de
guarana.

Palavras-chave: Guarana (Paullinia cupana), carotenoides, secagem.



ABSTRACT

EFFECT OF TYPE OF DRYING IN THE CONTENT OF TOTAL CAROTENOIDS
IN SAMPLES OF GUARANA (Paullinia cupana) FROM THE BAHIA SOUTHERN
LOWLANDS REGION

Guarana (Paullinia cupana) is a plant native from the Brazilian Amazon and it is quite
important for the brazilian economy, especially in the Bahia Southern Lowlands region, since
this state is the largest producer of guarana for more than a decade. Guarana is traditionally
consumed due to its antioxidant, stimulating, energetic and diuretic properties, all of them,
attributed to its high methylxanthines and flavonoids. However, studies on the
characterization of carotenoids in guarana have not yet been found. These compounds
contribute to the prevention of cancer, cardiovascular and ocular diseases associated with their
pro-vitamin A, antioxidant and immunomodulatory activity. Thus, the present work
demonstrates the presence of carotenoids in guarana and evaluate the effect of drying methods
on the carotenoid content of guarana seeds samples. The extraction of carotenoids was done
using ultrasonic bath and acetone as the extraction solvent. To optimize the operating
conditions of the ultrasonic equipment the following parameters were evaluated: "time",
"temperature™ and "power", which were applied in a rotatable central composite design
(DCCR 2°) and measured by spectrophotometry with measured absorbance at 450 nm. The
best experimental extraction condition was defined using a time of 13.4 min, temperature of
40°C and 70% of the total power of the equipment, with a sample mass/solvent ratio of 0.016
g mL™%. Thirty-eight samples of guarana seeds from the Bahia Southern Lowlands region were
evaluated and submitted to different drying conditions. The analysis of Tukey's multiple
comparisons showed that there was not difference between the mean results of samples
collected from different cities. In relation to the drying methods, the samples dried in the sun
(166,39 + 25,52 ug g™) had higher contents than the dry samples in a natural greenhouse
(132,87 + 25,59 pg g™), which did not differentiate between droughts in rotating aguida
(111,14 + 57,39 pg g ). The influence of the drying temperature showed that drying at high
temperatures and short times favors the maintenance of carotenoids. The lyophilization
process was not favorable, because the concentration of carotenoids obtained was lower in
comparison with the other samples (29,133 + 2,65 pg g*). With these results, it was
demonstrated that although guarana is commercialized and consumed for its high caffeine
content, this fruit represents a source of carotenoids for the human organism, as well as, the
best drying conditions to minimize their degradation. This paper presents, for the first time in
the literature, the presence of carotenoids in guarana seed samples.

Key words: Guarana (Paullinia cupana), carotenoids, drying.
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1 INTRODUCAO

O guarana (Paullinia cupana) é uma planta nativa da Floresta amazonica brasileira,
onde é cultivada, processada e consumida pelos indigenas da tribo Sateré-Mawé como
produto alimenticio e medicinal. Até os anos 80, a cidade de Maués, no estado do Amazonas,
era lider absoluta na producdo do guarana, com 90% da producéo brasileira. A ampliacdo do
uso comercial da semente estimulou a expansdo do cultivo de guarand para os estados do
Acre, Rondbnia, Para e Mato Grosso, chegando até a regido cacaueira no sul da Bahia, onde o
guarand encontrou condic¢Bes edafoclimaticas ideais para seu desenvolvimento. Ha mais de
uma década o estado da Bahia é considerado o maior produtor de guarand do Brasil,
registrando em 2017 cerca de 71% da producdo nacional (CONAB, 2017). Assim, a cultura
do guarana se constitui como umas das bases socioeconémicas do Baixo Sul baiano, uma vez
que a cultura é explorada basicamente pela agricultura familiar em propriedades rurais nos
municipios da regido (EBDA, 2013).

O Brasil é considerado o maior produtor de guarana do mundo, ndo tendo
concorréncia com a producdo comercial de pequenas areas plantadas na regido amazénica
peruana e venezuelana (CONAB, 2017). Para a comercializagdo das sementes secas, 0s frutos
in natura passam por um processo de beneficiamento pds-colheita que inclui as etapas de
fermentacdo, despolpamento, lavagem com &gua e secagem. No Baixo Sul da Bahia, esses
processos sdo desenvolvidos de forma artesanal, sendo que os frutos sdo submetidos a
fermentacdo por 2 a 8 dias e despolpados por maceracdo para separar as fragdes de casca,
arilo e semente, em seguida as sementes sdo lavadas e por ultimo os grdos sdo dispostos para
secagem ao sol, em estufas solares cobertas com lona plastica incolor ou em aguida,

equipamento artesanal desenvolvido pelos produtores de guarana

O guarana é amplamente conhecido em nivel mundial por suas propriedades
medicinais tais como antioxidante, antimicrobiano, na prevencdo de doencas cardiovasculares
associadas ao seu contedo de taninos (catequina e epicatequina), polifendis, aminoacidos,
(MORAES et al., 2003), procianidinas B2, B3 e B4 (dimeros compostos por unidades flavan-
3-ol, ligados a polissacarideos) (USHIROBIRA et al., 2007) e principalmente metilxantinas
(teofilina, cafeina e teobromina) (ARAUJO et al., 2006) as quais se atribui a acio estimulante
do sistema nervoso central (KUSKOSKI et al., 2005). N&o obstante, ndo ha nenhum estudo

até o presente momento que descreva a composi¢do de carotenoides da semente do guarana.
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Este tema se mostra promissor, visto que em geral o consumo de alimentos ricos nestes
compostos proporcionam beneficios para a satde, pois, contribuem na prevencdo do cancer,
das doencas cardiovasculares e nos olhos, associadas a sua atividade pro-vitaminica A. Além
disso, apresentam alta capacidade antioxidante e atividade imunomoduladora, entre outros
beneficios (HORST; MORENO, 2009; OLMEDILLA-ALONSO; GRANADO-LORENCIO;
BLANCO, 2001; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Na analise de carotenoides em alimentos, se deve considerar que a composicao
qualitativa e quantitativa dos mesmos varia consideravelmente. Assim, tanto em diferentes
alimentos quanto em um mesmo alimento, havera varia¢do no teor e tipos de carotenoides por
causa de fatores como variedade/cultivar, estado de maturacédo, clima/origem geografica, parte
analisada, manuseio e processamento pos-colheita e condi¢@es de estocagem (KIMURA et al.,
2007; RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008). Nas etapas de pods-
colheita e estocagem, os carotenoides apresentam menor estabilidade, gerando alguns efeitos
na composicao e teor dos carotenoides nos alimentos, tais como: perda de carotenoides por
oxidacdo enzimatica causada por cortes ou trituracdo; perdas por coc¢do; destruicdo de
carotenoides por causa da secagem ao sol; desintegracdo dos tecidos e diminui¢do da retencao
de carotenoides por exposicdo a altas temperaturas e tempos prolongados; alteragdes nas
atividades biolégicas e a cor por isomerizacdo dos cis-trans-carotenoides (MELENDEZ-
MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2004; RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-
FARFAN, 2008).

Em razdo da estreita ligacdo entre os métodos de processamento pds-colheita e a
composicdo de carotenoides em alimentos, e a caréncia de informacdes sobre a presenca
desses compostos em sementes de guarana, surge a importancia pela otimizacdo dos métodos
de secagem do fruto que permitam a obtencdo de um produto de maior qualidade nutricional,
visando outorga-lhe um maior valor comercial e ampliar o campo de producdo do guarana do
Baixo Sul da Bahia. Essa dissertacdo faz parte de um projeto de pesquisa com o titulo
“Avaliagdo da composicdo de amostras de guarand (Paullinia cupana) por técnicas
espectroanaliticas visando & indicagdo de origem”, financiado pelo PRONEM,
FAPESB/CNPq, termo de outorga PNE 011/2014, no qual se tem desenvolvido pesquisas
sobre o conteudo de macro e microelementos, taninos e metilxantinas, visando contribuir com
informacdes que sirvam de suporte no processo de obtencdo da indicacdo de origem do
“Guarana da Mata Atlantica”.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos métodos de secagem nos teores de carotenoides em amostras de
guarané provenientes da regido do Baixo Sul da Bahia.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar a extracdo de carotenoides assistido por ultrassom utilizando ferramentas

estatisticas multivariadas;

e Quantificar os carotenoides presentes nas sementes de guarand a partir das
técnicas: espectrometria UV- Vis;

e Avaliar a influéncia de diferentes formas e temperaturas de secagem nos teores de

carotenoides em amostras de sementes de guarana.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Guarana (Paullinia Cupana)

O cultivo de guarana se inicia antes mesmo da conquista do continente americano, por
indigenas das tribos do Baixo Amazonas: os Sateré-Mawé, da regido leste do Amazonas, e 0s
Andiras do Alto do Rio Negro, proximo as fronteiras com a Colémbia e Venezuela. A
primeira descri¢do do guarana foi em 1669, época em que ocorreu 0 primeiro contato entre a
tribo Sateré-Mawé e os portugueses. O Padre Jesuita Jodo Felipe Bettendorf, relatou a
maneira como 0s indigenas processavam o guarana e o consumiam em forma de pé suspenso
em agua. Essa bebida sagrada era eficaz para combater a febre, caibras, dores de cabeca, além
de apresentar propriedades antidiarréicas, diuréticas e estimulantes (MUSEU DA PESSOA,
2007).

O guaranazeiro, como conhecida no Brasil, é a planta que produz o guarana, pertence a
familia sapindaceae. O género dessa planta foi chamado de Paullinia, em homenagem ao
médico e botanico alemdo Christian Franz Paullini. Assim, para esta espécie foi adotado o
nome de “cupana” como ¢ conhecido na Colémbia e Venezuela, por essas razbes recebeu o
nome cientifico de Paullinia cupana (GONCALVES, 1971).

Por volta de 1897, o botanico Theodor Martius encontrou no Baixo Amazonas uma
variedade da planta que chamou de Paullinia sorbilis (sorvivel), este guarand apresenta
semelhancas com o guarand ja identificado como Paullinia cupana. Em 1937, o botéanico
Adolfo Ducke descreveu diferencas morfoldgicas entre as duas espécies e sugeriu classifica-
las em duas variedades geogréficas: Paullinia cupana variedade Typica para a encontrada no
Alto do Rio Negro na Venezuela e Paullinia cupana Kunth variedade sorbilis (Martius)
Ducke para o guarana brasileiro comercialmente explorado (GONCALVES, 1971; SCHIMPL
etal., 2013).

O guarana é uma planta arbustiva semi-ereta, trepadeira e lenhosa que em seu habitat e
dependendo das condigdes de luz pode-se apoiar nas arvores da floresta e atingir altura entre 9
e 10 metros. Por outro lado, quando cultivada em local aberto e ensolarado o guarana
apresenta em media 2 metros de altura e um didmetro duas vezes superior. Frutifica em
cachos e seus frutos sdo redondos, assumindo a forma de uma capsula que pode conter até trés

sementes cada uma. Quando maduros, tornam-se vermelho-alaranjado, abrindo sua estrutura
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externa que faz surgir as sementes de cor castanha escura com um arilo -cobertura carnuda da
semente- branco e espesso, fazendo com que o guarana tenha uma forma semelhante ao olho
humano, como mostrado na Figura 1 (DALONSO, 2010; MUSEU DA PESSOA, 2007
SUFRAMA; MDICE, 2003).

Figura 1— Cacho de frutos de guarand, mostrando o fruto com suas sementes (pardo-negra)
entre o arilo (branca).

A parte comercial do guarana sdo as sementes, que passam por um processo de
beneficiamento pos-colheita que inclui a fermentagdo do fruto in natura por um periodo de
dois a oito dias, para facilitar a remogéo da casca e o arilo, podendo ser manual ou com
equipamento apropriado, seguindo-se da lavagem com agua. Posteriormente, as sementes sdo
submetidas ao processo de secagem para reduzir o teor de umidade para um intervalo de 5 a
7%, que é a faixa exigida pela industria de refrigerantes, e entre 8 a 12% pelos produtores de
bastdo de guarana (TAVARES; PEREIRA, 2005).

O Brasil é 0 maior produtor de guarana do mundo, ndo sendo concorréncia comercial
expressiva algumas pequenas areas plantadas na Amazoénia venezuelana e peruana onde 0s
cultivos também tém fins comerciais (CONAB, 2017). O IBGE reportou no inicio de 2017
gue a safra de guarana para o ano 2016 foi de 3.686 toneladas, quantidade superior em 3,28%
a producéo de 2015 que foi de 3.569 toneladas (CONAB, 2017). Para 2017 a safra de guarana
in natura é estimada pela CONAB em 3.280 toneladas, valor que foi divulgado pela

conjuntura mensal em janeiro de 2017.
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Estima-se que 70% da producdo nacional de guarana é comercializada para industria
de bebidas refrigerantes gaseificadas e energéticas. Os 30% restantes sdo destinados para sua
industrializacdo em quatro formas diferentes: em rama, em bastdo, em p6 e na forma de
xaropes e esséncias. Adicionalmente, devido as suas propriedades estimulantes, suas
propriedades lipolitica e vasodilatadora o tornam adequado para o preparo de cosméticos e
farmacos (MORAES et al., 2003; SUFRAMA; MDICE, 2003; TAVARES; PEREIRA, 2005).

A sua composi¢do quimica mostra uma semente rica em xantinas (teofilina, cafeina e
teobromina) (ARAUJO et al., 2006), catequina e epicatequina, polifendis e saponinas
(MORAES et al., 2003), razdo pela qual Ihe sdo atribuidos beneficios para a salde como
atividade antimicrobiana e antioxidante, prevencdo de doencas cardiovasculares e acles
estimulantes do sistema nervoso central (KUSKOSKI et al., 2005). Podem ser identificadas
também as procianidinas B2, B3 e B4, que sdo dimeros compostos por unidades flavan-3-ol
(USHIROBIRA et al., 2007). As sementes sao utilizadas principalmente por seu alto contetdo
de cafeina, que varia de 3,2 a 7%, sendo cerca de seis vezes superior ao encontrado nas
sementes do café (KURI, 2008). N&do sendo encontrados dados ao respeito da caracterizacdo

dos carotenoides.

3.1.1 O guarana na Bahia

Segundo relatos de moradores do municipio de Taperod, localizado a 277 km ao sul de
Salvador e a 193 km ao norte de Ilhéus, o cultivo de guarand se iniciou nesta regido na década
de 1970, quando um agricultor japonés trouxe do Amazonas as primeiras mudas da planta,
(SEAGRI, 2011). Na regido baiana a planta teve um processo de adaptacdo ao solo e ao
climatica bastante satisfatorio, devido a similaridade das condi¢des de seu habitat natural (alta
temperatura, precipitacdo média anual entre 1500 e 2000 mm e solo bem drenado)
(SCHIMPL et al., 2013), favorecendo sua rapida expansdo pelo territério do Baixo Sul da
Bahia (Figura 2), regido composta por 15 municipios e localizada no longo da Costa do

Dendé, litoral baiano, e tornando-a uma das principais culturas da regiao.

Apesar de problemas como o beneficiamento inadequado, 0s baixos precos de compra
da semente e o desestimulo dos agricultores apresentado na década de 1990, foi gracas as
diferentes atividades de capacitacdo sobre técnicas de cultivo e beneficiamento do guarana,
feitas em parceria da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) e o Sindicato de
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Trabalhadores Rurais de Taperod (SEAGRI, 2011), que esta cultura tem recuperado
consideravelmente seu valor na regido. Atualmente este territdrio concentra praticamente toda
a producdo na Bahia, posicionando o estado como o maior produtor de guarana no Brasil com
média de 2700 toneladas de semente por ano, correspondendo aproximadamente a 71% da
produgdo nacional (CONAB, 2017). Assim, o0 guarand constitui uma das bases
socioecondmicas do Baixo Sul da Bahia, uma vez que a cultura é explorada basicamente pela
agricultura familiar, que perfaz aproximadamente 11000 familias distribuidas em
propriedades rurais nos municipios da regido que tém como fonte de renda o guarana (EBDA,
2013).

Figura 2— Municipios da Regido do Baixo Sul da Bahia
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Fonte: Adaptado de Ramos, 2013.

Com o intuito de conferir maior valor comercial ao produto baiano, alguns produtores
em conjunto com associacdes de agricultores vém trabalhando para lograr a consolidacdo do
“Guarana da Mata Atlantica” a partir da obtencdo do Selo de Indicacdo Geogréfica, que inclui
o certificado da Indicacdo de Procedéncia (IP) e Denominagdo de Origem (DO) no INPI

(SANTOS, H., 2017). Portanto, faz-se necessario desenvolver pesquisas sobre a
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caracterizagdo quimica do guarana que permitam evidenciar a qualidade do produto baiano,
incluindo o estudo do seu conteddo de carotenoides.

3.1.2 Beneficiamento pds-colheita do guarana: fermentacédo e secagem

O processo de beneficiamento pos-colheita de guarana é o segmento da fase produtiva
qgue demanda atencdo especial, por ter influéncia no rendimento e na qualidade do produto
final (SANTOS, L., 2014). Apés a colheita, os frutos sdo acondicionados em sacos ou
amontoados em um local limpo durante dois a oito dias para serem fermentados e assim
facilitar o despolpamento (separacdo das fracOes de casca, arilo e semente). Alguns
produtores possuem equipamentos mecanizados, construidos artesanalmente, para o
despolpamento (Figura 3), e nesse caso, 0s frutos frescos ndo sdo submetidos ao processo de

fermentacao.

Figura 3—Maquina artesanal despolpadora de guarana

Apbs o despolpamento, as sementes sdo submetidas ao processo de secagem,
possibilitando a uniformidade no processo e obtengdo do produto e menor peso para
transporte e maior seguranga contra o crescimento de microrganismos. Na regido do Baixo
Sul da Bahia os pequenos produtores utilizam como método principal de secagem, a secagem
natural, especificamente a secagem ao sol e secagem em estufa natural (Figuras 4A e 4B,

respetivamente). Na secagem ao sol as sementes sdo expostas diretamente a radiagéo solar,
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colocadas em piso apropriado sobre uma lona pléstica, a qual é capaz de reter calor e fazer
com que a semente perca agua por aquecimento, tanto do piso quanto da superficie
ligeiramente proxima as sementes, e pela acdo do potencial de secagem do ar; o tempo de
secagem relatado pelos produtores é de um periodo entre 5 e 8 dias até atingir a porcentagem
de umidade exigida pelos compradores (5-7%). Outros produtores utilizam estufas naturais,
que sdo estruturas artesanais, com piso de cimento ou madeira, cobertas com pléstico incolor
(Figura 4B). O funcionamento se baseia na transferéncia de energia, onde a radiacao atravessa
o0 plastico e é convertida em calor, o qual € retido pela estrutura, mantendo a temperatura
interna superior a externa. Segundo relatos dos produtores, este processo permite a secagem
das sementes de guarana em cerca de 6 dias. Os dois métodos descritos apresentam como
vantagem ser bastante econdémicos, ja que ndo empregam gasto de energia para equipamentos
sofisticados de secagem. Porém, sdo métodos que requerem longos periodos de exposicéo ao

processo, além da dependéncia das condi¢fes climaticas, que podem atrasar a secagem.

Alternativamente, alguns produtores usam o aguida, uma estrutura também construida
artesanalmente, que possui um tacho metéalico onde a secagem € feita a fogo brando,
mexendo-se as sementes constantemente de forma manual em aguida convencional (Figura
4C) ou por um sistema mecanico de espatulas, em aguidé rotativo (Figura 4D), por apresentar
melhor transferéncia de calor, este processo leva em torno de 2 a 3 horas. Embora seja um
método que leva menor tempo de processamento, 0 aguida tem como desvantagem a queima
de madeira para geracdo de calor, que gera fumaca associada com a producdo de
contaminantes como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Além disso, este
procedimento pode gerar alteracdes na qualidade do produto final, como por exemplo, na
coloragéo, odor e gosto (aroma).

De acordo com Park e colaboradores (2007), as vantagens que se atribuem aos
processos de secagem em geral sdo: 0 aumento da vida Gtil do produto, diminuicdo das a¢6es
microbioldgicas, e facilidade no transporte e comercializacdo. Apesar da importancia da
secagem para 0 guarana, esse método ainda representa ligeira desvantagens para os produtores
do baixo sul, devido sua falta de controle, que podem causar perda de compostos volateis
(perda de aroma), reacdes de degradacdo enzimatica, perdas de nutrientes, entre outros
(CEBALLOS-ORTIZ; JIMENEZ-MUNGUIA, 2012; SANTOS et al., 2015), resultando na
diminuicdo da qualidade do produto.
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Figura 4— Métodos de secagem de sementes de guarané da regido do Baixo Sul da Bahia (A)
secagem em estufa. (B) secagem ao sol. (C) secagem em aguida convencional. (D)
secagem em aguida rotativo

3.2 Carotenoides

O termo caroteno foi designado pelo quimico alemdo Heinrich W.F. Wackenroder
(1798-1854), que em 1831 cristalizou o pigmento hidrocarboneto de cor alaranjada, a partir da
cenoura (Daucus carota). Em 1837, J. J. Berzelius deu 0 nome de xantofilas aos pigmentos
amarelos mais polares extraidos de folhas de Outono. Posteriormente, em 1911 o boténico
russo Mijail S. Tsvet conseguiu separar esses pigmentos através de cromatografia (OMENN,
1998).

Antigamente o interesse dos pesquisadores esteve focado na relagdo entre os
carotenoides e o transporte de oxigénio pela planta, entretanto, foi reconhecida como fungéo
principal a capacidade de absorver luz juntamente com a clorofila no mecanismo da

fotossintese. Estes compostos também agem como filtros de radiacdo ultravioleta, protegendo
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as plantas da foto-oxidacdo, prevenindo as células de danos provocados pelo oxigénio
singleto, além de protegerem as plantas de infecgdes, danos causados por estresse oxidativo,
exposicdo severa a luz ou ferimentos (OLIVEIRA, 2005). O processo de maturacdo €
acompanhado pela decomposic¢éo da clorofila enquanto os cloroplastos sdo transformados em
cromoplastos. A simples transformacéo dessa organela da lugar a um aumento expressivo na
quantidade e variedade de carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Existem mais de 700 carotenoides ja identificados que estdo amplamente distribuidos
na natureza. Os carotenoides sdo compostos formados a partir de oito unidades de isopreno
(Cs), sendo a maioria tetraterpenos (Cyo). Sua estrutura bésica é simétrica, linear e invertida no
centro. Podem ser classificados em carotenos, compostos formados unicamente por carbono e
hidrogénio, por exemplo, o licopeno e B-caroteno; e, as xantofilas, que além de carbono e
hidrogénio possuem oxigénio na sua estrutura, geralmente nos anéis terminais, como a luteina
e capsantina. Estas estruturas sdo produto de modifica¢fes que incluem reagdes de ciclizagéo,
hidrogenacdo, desidrogenacdo, introducdo de funcBes de oxigénio, rearranjo, extensdo ou
reducdo de cadeia ou combinac@es delas (DE OLIVEIRA, 2005; OLMEDILLA; GRANADO;
BLANCO, 2001; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Figura 5— Estrutura molecular de alguns carotenoides
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Fonte: Adaptado de Rodriguez-Amaya et al., 2008.

Como mostrado na Figura 5, os carotenoides possuem um sistema de ligacGes duplas
conjugadas que constitui um grupo cromdforo, que proporciona aos carotenoides a cor
caracteristica (do amarelo ao vermelho) e a capacidade de absorcdo de luz no espectro visivel,

que serve de base para sua identificacdo e quantificacdo. Meléndez-Martinez et al. (2007),
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indicam que ha uma relacdo entre os espectros de absorcdo e o nimero de ligagdes duplas
conjugadas, assim quanto mais longo o croméforo, maior o comprimento de onda de maxima
absorcéo. Por exemplo, o licopeno, carotenoide aciclico mais insaturado, com 11 ligacdes
duplas conjugadas, responsavel pela cor vermelha do tomate, tem comprimentos de onda de
absorcdo longos (440, 478 e 504 nm). Em contraste, o fitoeno (trés ligagdes duplas
conjugadas), também presente no tomate, € incolor e apresenta um comprimento maximo de
absorcéo de 276, 286 e 297 nm (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A presenca das instauracdes
traz como consequéncia sensibilidade: a luz, temperatura, acidez, enzimas e reagdes de
oxidagédo. Estes fatores promovem a oxidagdo ou isomerizacdo dos carotenoides que se
encontram na forma all-trans (forma mais estavel) para a configuracdo cis (forma menos
estavel), formando carotenoides epoxidos e apocarotenoides, resultando na perda da cor e da
atividade pro-vitaminica A nos alimentos (AMBROSIO; CAMPOS; DE FARO, 2006;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Algumas propriedades quimicas e fisicas identificadas sdo: absorcdo de luz; captura do
oxigénio singleto; interacdo com radicais livres; sofrem isomerizacdo e oxidacdo facilmente;
sdo substancias lipofilicas praticamente insolGveis em agua; sdo sollveis em solventes
organicos como acetona, éter etilico, acetato de etila e cloroférmio. Os carotenos séo
facilmente sollveis em éter de petréleo e hexano, as xantofilas se solubilizam melhor em
metanol e etanol (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

3.2.1 Carotenoides em alimentos

Os carotenoides sdo 0s pigmentos responsaveis pelas cores de amarelo a laranja ou
vermelho de muitos alimentos como frutas, hortalicas, peixes e frutos do mar (Tabela 1). A
composicao qualitativa e quantitativa de carotenoides nos alimentos varia consideravelmente.
Num mesmo alimento, por exemplo, também havera variacdo produto de fatores como
variedade/cultivar, estado de maturacdo, clima/ estacdo e origem geografica, parte analisada,
condi¢cdes de plantio, manuseio e processamento pds-colheita e condicGes de estocagem
(KIMURA et al., 2007; RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Os carotenoides sdao compostos que apresentam estabilidade na sua matriz natural, no
entanto o processamento poés-colheita e a estocagem podem gerar alguns efeitos na

composigdo de carotenoides como o aumento do teor de carotenoides apds a colheita, se
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preservado o sistema enzimatico responsavel da carotenogénese que forneca a continuidade
do processo de biossintese; perda ou destruicdo de carotenoides por oxidacdo enzimatica
causada por cortes ou trituracdo, resultando em perdas nas atividades bioldgicas e a cor por
isomerizacdo dos trans- carotenoides. Perdas por tipos de cocgdo na seguinte ordem: micro-
ondas < cozido ao vapor < fervido < frito; a secagem tradicional ao sol que ocasiona uma
importante destruicdo de carotenoides; exposicdo a altas temperaturas e tempos prolongados
que gera desintegracdo dos tecidos e diminuicdo da retencdo. Tratamentos a alta presséo, a
alta temperatura e tempos reduzidos, com prote¢édo da luz, o branqueamento e o congelamento
sdo alternativas para diminuir as perdas de carotenoides nos processos pos-colheita
(MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2004; RODRIGUEZ-AMAYA;
KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

Tabela 1— Fontes naturais dos principais carotenoides

Carotenoides Fontes
a-caroteno Abdbora, cenoura, brdcolis, espinafre, vagem
[3-caroteno Acerola, cenoura, buriti, batata-doce, mandioca, piment&o, mel&o
B-criptoxantina Acerola, mamao, laranja, péssego, tomate arb6reo, milho, ervilha
Licopeno Tomate, melancia, goiaba vermelha, mamé&o vermelho
Luteina Abdbora, alface, brocolis, coentro, couve, rucula, salsa, milho verde
Zeaxantina Laranja, camu-camu, manga, milho, morango, couve tomate arboreo

Fonte: Adaptado de Silva, 2014.

Nas industrias de alimentos, os carotenoides sdo utilizados principalmente como
corantes, a fim de repor a cor perdida durante o processo de armazenagem, colorir 0s
alimentos incolores, uniformizar a coloracdo de alguns produtos alimenticios, promover a
pigmentacdo adequada de alguns animais, como no caso do uso da astaxantina na criagdo de
peixes como salméo e camardes, e enriquecedor de produtos alimentares devido a suas
atividades bioldgicas (MALDONADE, 2003).

3.2.2 Importancia dos carotenoides para a saide humana
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Os carotenoides sdo sintetizados somente por plantas e micro-organismos. Os animais
sdo incapazes de biossintetiza-los e, portanto, dependem da alimentacdo para sua obtencé&o,
nesse sentido, as principais fontes desses compostos na alimentacdo humana sdo frutas e
vegetais. Embora sejam compostos presentes em niveis muito baixos (microgramas por
grama), os carotenoides estdo entre os constituintes alimenticios mais importantes
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008) e uns dos mais estudados

por suas implicacdes na satude humana.

Atribui-se como funcdo principal de alguns carotenoides a atividade pro-vitaminica A,
que é a capacidade de alguns carotenoides de se converter em vitamina A (retinol). Esta
vitamina é importante nos processos normais de crescimento e desenvolvimento; na protecdo
da pele de danos foto-oxidativos gerados por exposicao a raios solares ultravioleta (UV), bom
funcionamento do sistema imune e a visdo. Adicionalmente, os carotenoides apresentam
acOes bioldgicas como capacidade antioxidante, na qual espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio geradas pelo metabolismo sdo inativadas resultando na protegdo ou tratamento
contra danos oxidativos relacionados com doencas crénicas nao transmissiveis como oculares,
cancer e doencas cardiovasculares; protecdo da macula ldtea devido a sua acdo como filtro da
luz solar, especificamente na absor¢do de luz azul; prevencdo de doengas carenciais, devido a
deficiéncia de vitamina A; atividade imunomoduladora e capacidade de modulacdo da
expressao génica (HORST; MORENO, 2009; OLMEDILLA; GRANADO; BLANCO, 2001;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Por conseguinte, os nutricionistas recomendam incluir na dieta frutas e verduras como
a cenoura e algumas variedades de abobrinha e abobora por seu contetido de a-caroteno e [3-
caroteno; o mamao, fonte de B-criptoxantina; vegetais folhosos de coloracdo verde escuro que
sdo fontes de luteina; a manga, fonte de violaxantina; tomate, fonte de licopeno; péssego,
fonte de d-caroteno; entre outros. As fontes vegetais constituem o 95% do consumo de
carotenoides na dieta, 0 5% restante se associa com fontes animais como gema de 0VoOs,
moluscos, crustaceos, figado, peixes e lacticinios (OLMEDILLA; GRANADO; BLANCO,
2001; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001)

3.3 Extracdo, identificacdo e quantificacdo de carotenoides
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O processo de extragdo é um dos mais utilizados para o isolamento de compostos
ativos em plantas. No caso dos carotenoides sua extracdo depende da solubilidade, pois séo
insolveis em agua e solGveis em solventes organicos como acetona, cloroférmio, acetato de

etila, tetrahidrofurano, alcoois, entre outros.

Diversas técnicas podem ser empregadas na extracdo de carotenoides, como extracdo
por maceracéo estatica com almofariz e pistilo ou cinética utilizando homogeneizadores, estas
técnicas foram usadas por Kimura et al., (2007) para extracado de carotenoides em amostras de
batata doce, mandioca e milho, as quais ndo apresentaram diferencas em funcdo da
concentracdo de carotenoides totais extraidos. Extrac@es assistida por ultrassom e extragdo
por Soxhlet sdo bastante utilizadas para extrair carotenoides, no entanto, a extragdo assistida
por ultrassom se mostra melhor em termos de eficiéncia, pois, apresenta vantagens como: alta
reprodutibilidade, possibilidade de utilizacdo para uma ampla faixa de tamanho da amostra
oferecendo boa recuperacdo dos analitos, rapidez no processamento da amostra (cerca de 15
min) e baixo custo, todo isto por meio de um equipamento simples e de fécil operacdo, que
permite a otimizacdo dos parametros de extracdo por ultrassom, incluindo tipo de solvente ou
composicdo do solvente (OLIVEIRA C.; OLIVEIRA R.; LANDGRAF, 2009; PLACIDINA,
1998).

Para o desenvolvimento do processo de extragdo, Rodriguez-Amaya (2001), faz as
seguintes recomendacdes: executar as analises 0 mais rapido possivel; ndo utilizar altas
temperaturas; proteger as amostras contra a luz; usar solventes organicos de grau analitico e
livres de impurezas destrutivas; no possivel empregar agentes antioxidantes e neutralizantes.
Amostras frescas cortadas ou picadas devem ser analisadas imediatamente, alem disso, para
aumentar a extracao de alguns tecidos que apresentam resisténcia ao solvente, é conveniente
coloca-las na geladeira por cerca de 20 minutos. Com o mesmo objetivo, as amostras secas

devem ser ligeiramente reidratadas de maneira homogénea (KIMURA et al., 2007).

Os extratos brutos obtidos podem ser analisados diretamente no comprimento de onda
de 450 nm pois nesta regido sdo poucos os interferentes. Entretanto, se for necessario €

possivel aplicar métodos de purificagdo para eliminar interferentes ndo desejados.

Na ordem, a particdo é o primeiro método de purificacdo, utilizado para remover a
agua que pode estar contida no extrato, usam-se solventes como hexano, éter dietilico, éter de

petréleo e diclorometano ou misturas desses solventes. Etapa € necessaria para a separagdo
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dos componentes do extrato por Cromatografia de Coluna Aberta (OCC em inglés). Para
analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC em inglés) o extrato as vezes é
evaporado diretamente até a secura e depois dissolvido no solvente usado como fase movel ou

solvente compativel.

A saponificacdo é outra etapa de purificacdo do extrato, empregado para retirar
compostos como clorofilas ou lipideos que podem interferir na analise cromatogréfica. Seu
uso pode ser dispensado, s6 se ndo for absolutamente necessario, pois pode provocar
degradacédo dos carotenoides, tal como descrito por Kimura et al. (1990), quem avaliaram a
saponificacdo em amostras de tomate, couve e mamao. O método mostrou-se ineficiente para
as duas primeiras matrizes, porém necessario para as amostras de mamao devido a presenca
de carotenoides esterificados, concluindo que ha casos onde ndo € necessario realizar esta

etapa.

Para andlise de carotenoides totais a técnica utilizada é a espectrometria UV-Vis, a
quantificacdo é feita medindo a absorcdo total da amostra com um comprimento de onda
especifico, sendo geralmente o B-caroteno o padrdo analitico de referéncia, o0 comprimento de
onda maximo desse padrao varia entre 425 a 485 nm dependendo do solvente (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

A técnica mais utilizada para separacdo de carotenoides é, a HPLC em fase reversa
com colunas Cig e Cgo. As colunas Cig resultam ser mais eficientes na separacéo de estruturas
poliméricas do que nas monomeéricas. Colunas Czo oferecem a possibilidade de separar maior
namero de isdmeros, além de ser a Unica coluna capaz de separar isbmeros de carotendides
ndo-simétricos. As fases moveis mais comuns sdo as combinagdes de acetonitrila, metanol,
diclorometano, tetrahidrofurano, cloroférmio e acetato de etila. A eluicdo em gradiente resulta
ser mais eficiente em funcdo da separacdo dos carotenoides, no entanto, a elui¢do isocratica
oferece maior reprodutibilidade e menor tempo de separacdo para carotenoides pro-vitamina
A. Para determinar a concentracao de carotenoides é necessaria a calibracdo por padronizagéo
interna ou externa, as curvas de calibracdo sdo construidas com padrdes, a exatiddo do método
depende de sua pureza e o grau de exatiddo com que sdo calculadas suas concentragdes.
Técnicas classicas também podem ser utilizadas, como a separacdo por Cromatografia de
Camada Delgada (TLC em inglés) utilizada em analises qualitativas e monitoramento de
reacOes quimicas. A OCC é utilizada tradicionalmente para a separacdo desses compostos e
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quantificacdo e para sua utilizagdo como padrGes analiticos. (RODRIGUEZ-AMAYA,
KIMURA, 2004; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Para a quantificacdo dos carotenoides totais em amostras de sementes de guarana, as
técnicas a serem utilizadas no presente estudo serdo a extracdo assistida por ultrassom e

andlises por espectrofotometria UV-Vis.

3.4 Técnicas de otimizacdo multivariada para extracao

As técnicas de planejamento experimental sdo ferramentas estatisticas utilizadas para
planejar e otimizar experimentos de forma multivariada, onde as varidveis que influenciam na
resposta experimental sdo variadas simultaneamente. Esta técnica apresenta vantagens se
comparada com técnicas de otimizacdo tradicionais, onde apenas a variacdo de um fator é
avaliada por vez. Assim 0 uso de planejamento de experimentos multivariado possibilita a
reducdo de tempo, reducdo de consumo de reagentes e possibilidade de avaliar as interagdes
das variaveis entre si (GALDAMEZ, 2002; LEARDI, 2009).

A otimizacdo multivariada envolve uma série de passos determinantes no sucesso dos
resultados. O primeiro passo € realizar uma triagem de variaveis para identificar a
significancia estatistica das mesmas sobre a resposta e as interacGes entre os fatores. Nesse
caso um planejamento fatorial fracionario é utilizado quando se tem um grande numero de
fatores ou planejamento fatorial completo utilizando um minimo de experimentos.
Determinados os fatores que influenciam diretamente na resposta, pode ser executada a
otimizacdo a partir da metodologia de superficie de resposta (NETO; SCARMINIO; BURNS,
2010).

A metodologia de superficie de resposta (RSM em inglés) é uma ferramenta estatistica
gue usa ajuste de modelos matematicos e técnicas estatisticas para descrever o
comportamento de uma combinacao de niveis dos fatores dentro de uma regido 6tima (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). As metodologias de superficie de resposta mais empregadas
para otimizacdo de procedimentos analiticos utilizam o planejamento de misturas,
planejamento Box-Behnken, matriz Doehlert e planejamento composto central (FERREIRA,
2015; NOVAES et al., 2016).

3.4.1 Delineamento composto central



32

Em geral, um planejamento ou delineamento composto central (DCC) para k fatores é
formado pela combinacdo de trés partes: um planejamento fatorial fracionario ou completo,
pontos axiais (em estrela), e um total de n ensaios realizados no ponto central. Este ponto é
selecionado para obter varias propriedades, como rotatividade ou ortogonalidade, para obter
os ajustes lineares de polinbmios quadraticos, ou de ordem superior. As repeticbes nesse
ponto tém como finalidade fornecer uma medida do erro puro e estabilizar a variancia da
resposta prevista (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Este tipo de planejamento € uma
melhor alternativa ao planejamento fatorial de trés niveis, pois demanda uma menor
quantidade de experimentos. O numero de experimentos nesse planejamento estd definido

pela equacao 1.
1)
N = k? + 2k + pc

Onde k é o nimero de fatores a serem otimizados e pc € o nimero de experimentos
adicionais no ponto central (NOVAES et al., 2017; TARLEY et al., 2009).

Figura 6 — Representacdo grafica do planejamento composto central de trés niveis.
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Fonte: Tomado de Leardi, 2009.

O planejamento fatorial composto central é empregado para obter as melhores
condi¢Bes operacionais de um sistema em estudo, realizando-se um ndmero menor de

experimentos comparado com o0 processo univariado. Permite determinar que fatores tém
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efeitos relevantes na resposta e medir as interacGes entre os diferentes fatores. A analise das
interacOes é bastante importante nos processos de otimizagdo. Quando planejamentos ndo séo
usados, as possiveis interacfes ndo sdo detectadas, isso dificulta a otimizacdo e pode acarrear

mais tempo para chegar a otimizacdo méaxima do sistema (BRITO; PINTO; BRUNO;
AZEREDO, 2003).
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4  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos e material

Para a secagem de sementes de guarand foram utilizadas estufa natural e aguida
rotativo (equipamento alternativo desenvolvido pelos produtores do Baixo Sul da Bahia).
Estufa com circulacdo e renovacdo de ar modelo CR/100 Sterilifer (Sdo Paulo, Brasil) com
controle digital de temperatura para a reducdo de umidade das sementes de guarana. Para a
trituracdo das amostras foi utilizado um moinho de bolas modelo TE-350 Tecnal (Séo Paulo,
Brasil). Balanca analitica modelo AUW 220-D Shimadzu (Quioto, Japdo), utilizada para a
pesagem das amostras. Para a extracdo das amostras foi utilizado um banho ultrassonico
modelo Elmasonic P 30H Elma (Alemanha) equipado com controle de tempo, temperatura,
poténcia e frequéncia. Espectrofotémetro UV-Vis modelo SP-2000UV Tecnal (Séo Paulo,
Brasil), utilizado para medida de absorbancia dos extratos. Para liofilizagdo de uma das
amostras de sementes foi utilizado um liofilizador modelo FreeZone 4.5 litros da Labconco.

4.2 Reagentes

Para o procedimento de extracdo dos carotenoides foi utilizada acetona P.A. da Synth.
Para a reidratacdo das amostras de sementes de guarana em pé e fase mdvel agua ultrapura

! obtida a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q

com resistividade 18,2 MQ cm’
(Millipore, Bedford, MA, USA). Todos os solventes constituintes da fase movel foram
filtrados em um sistema de filtracdo a vacuo contendo filtro de membrana de 0,22 um e

desgaseificados em um banho ultrassénico antes das anélises.

4.3 Amostragem

As amostras foram coletadas diretamente em propriedades rurais produtoras de
guarand nos municipios de Nilo Pecanha/BA, Camamu/BA, Taperod/BA e também em
cooperativa de fomento agricola, no municipio de Valengca/BA, em janeiro de 2016. Foram
adquiridas 27 amostras de guarana em forma de sementes, previamente colhidas e submetidas
a processo de secagem pelos proprios produtores (Tabela 2). Adicionalmente, para o
desenvolvimento de experimento do efeito da temperatura de secagem foi adquirida uma
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quantidade de frutos frescos de guarana, no municipio de Taperod/BA, no dia 13 de abril de
2017. Uma fracdo desses frutos foi passada na despolpadora para separar a casca e o arilo da
semente. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos limpos e encaminhadas
ao Laboratorio de Pesquisa em Quimica Analitica (LPQA-UESC).

Tabela 2 — Relacdo das amostras de guarana coletadas nos municipios de Camamu, Nilo
Pecanha, Taperoa e Valenca

Origem? (Codigo)

Processamento Total
Pés-colheita Camamu Nilo Pecanha  Taperoda  Valenga amostras
© (NP) () (V)

SecageT em aguida 3 2 1 3 9
rotativo

Secagem em estufa 1 0 5 3 9
natural

Secagem ao sol 3 3 3 0 9

& Municipios da Regido do Baixo Sul da Bahia.
® Equipamento alternativo desenvolvido pelos produtores do Baixo Sul da Bahia para a secagem de sementes
de guarana.

4.4 Pré-tratamento das amostras

Para a avaliacdo dos métodos de secagem utilizados pelos produtores de guarana as
amostras de sementes foram inicialmente submetidas a um processo de secagem em estufa
com circulacdo e renovacdo de ar, em temperatura de 50 °C durante 16 h para reducdo e
padronizacdo do teor de umidade. Posteriormente, foram trituradas em moinho de bolas por
aproximadamente 3 min, transferidas para recipientes plasticos previamente descontaminados

e armazenadas em dessecadores a temperatura ambiente e protegidos da luz.

Para o desenvolvimento do experimento de avaliacdo da temperatura de secagem, 0s
frutos frescos coletados foram separados da fracdo de casca e arilo. As sementes foram
lavadas e submetidas a secagem na sombra a temperatura ambiente durante 24 h para reducédo
de teor de umidade. Apds foram divididas em 11 partes iguais e uma das amostras foi
liofilizada durante 96 h. As 10 amostras restantes foram secas em estufa de circulacdo e
renovacdo de ar em diferentes temperaturas e tempos até atingir cerca de 7% de umidade,

como mostrado na Tabela 3. Posteriormente, foram trituradas em moinho de bolas por
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aproximadamente 5 min, transferidas para recipientes plasticos previamente descontaminados

e armazenadas em dessecadores a temperatura ambiente e protegidos da luz.

Tabela 3 — Temperatura e tempo de secagem de amostras de sementes de guarana

Amostra Temperatura (°C) Tempo (h)

ES1 Liofilizado 96
ES2 40 120
ES3 50 25
ES4 60 22
ES5 80 20
ES6 100 20
ES7 120 8
ES8 140 7
ES9 160 4
ES10 180 3
ES11 200 3

ES=Experimento de secagem

4.5 Otimizacdo da extracdo de carotenoides assistida por ultrassom

Para a extracdo de carotenoides foram otimizados o0s seguintes parametros
simultaneamente: tempo, temperatura e poténcia do banho ultrassénico, usando uma amostra
selecionada aleatoriamente. Foi proposto um delineamento composto central rotacional
(DCCR 2% com triplicata no ponto central, totalizando 17 experimentos. As variaveis tempo,
variaram da seguinte forma 1 a 20 min, temperatura, de 30 a 50 °C e a poténcia de sonicagdo
de 40 a 100% da poténcia maxima do equipamento (320 W) com frequéncia fixada em 80
kHz.

A extracdo dos carotenoides se baseou na metodologia proposta por Kimura e
colaboradores (2007) com adaptagdes. Foram peneirados com uma malha de nylon (25-420
Mesh) aproximadamente 0,5000 g de cada amostra de guarana em po, a fim de torna-la mais
homogénea. Posteriormente, foram pesados 0,4000 g de cada amostra em balanca analitica.
Com o intuito de permitir a penetracdo eficiente do solvente nos tecidos do guarand, foi feita
uma etapa de reidratacdo das amostras em temperatura controlada (20 °C), assim adicionou-se

um volume de agua ultrapura suficiente para cobri-la (cerca de 3 mL) e deixou-se em repouso
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durante 5 minutos. Apos, foram adicionados aproximadamente 22 mL de acetona e deixou-se
em repouso novamente por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram levadas para sonicagao
no banho ultrassonico nas condicdes experimentais do DCCR 2°. Os extratos foram
transferidos para balGes volumétricos de 25 mL e o volume final completado com acetona. Os
extratos foram filtrados em filtros Millex (PVDF) com tamanho de poro de 0,22 pum e
analisados no espectrofotometro UV-Vis, a resposta avaliada foi a concentracdo de
carotenoides totais em fragdo de p-caroteno (g g™). Depois de definir as melhores condigdes
de extracdo, foram realizados ensaios para definicdo da melhor razdo massa/volume de
solvente extrator. Todos os experimentos foram realizados em ordem aleat6ria e em ambiente

com iluminagéo reduzida.

4.6 Determinacdo de carotenoides totais por espectrofotometria UV-Vis

A determinacdo de carotenoides totais por espectrofotometria foi aplicada para o total
de 38 amostras objeto de estudo neste trabalho. Para a determinacéo de carotenoides totais em
fracdo de B-caroteno, a absorbancia dos extratos foi medida em comprimento de onda de 450
nm. A concentracdo foi calculada de acordo com as equacgdes (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001):

_ AX Yy X108
Xug) = A% %100 @)

Xug 3
o ®
(ng/9) Massa de amostra

Onde A corresponde & absorbancia (abs), y volume total (mL) do extrato, A% a0

coeficiente de extin¢do ou absortividade molar em um solvente especifico (2620 para B-
caroteno em acetona na faixa de 450 nm (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007)), x a massa

ou concentracao de carotenoides.

As respostas obtidas foram submetidas a anélise de variancia (p < 0,05) e teste de

comparacao de médias de Tukey utilizando o software Design Experto 10 (Stat-Easy).
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4.7 Validagao

O procedimento de extracdo proposto foi validado a partir da avaliacdo dos seguintes

parametros analiticos: precisdo (repetibilidade) e precisdo intermediaria.

A repetibilidade foi estimada através do desvio padrdo relativo (RSD) de dez extracbes
em um dia. A precisdo intermediaria foi analisada através do RSD de dez extracdes, durante
trés dias, totalizando trinta extragdes.

Como critério de aceitacdo foi utilizada a equacdo de Horwitz (Equacdo 4), quem
deduziu uma expressao para predizer o valor esperado para 0 RSD a partir da concentracdo do

analito:
(4)
RSDH — 2(1—0,5 log C)

Onde: C ¢ a fracdo de massa expressa como exponencial de 10. O valor de RSD obtido €

comparado com o predito por Horwitz (RSDy) baseado no parametro HorRat:

RSD,
RSDy

HorRat = (5)

Se o valor do parametro HorRat esta entre 0,5-2,0 pode-se considerar que o método

apresenta valores aceitaveis de precisdo (Jurado, 2008; Paschoal et al., 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacdo da extracdo assistida por ultrassom

Foi desenvolvido o planejamento composto central com as varidveis: temperatura,
tempo de sonicagdo e poténcia do banho ultrassonico. As respostas foram calculadas
utilizando as Equagdes 2 e 3, expostas no item 4.7. Na Tabela 4, sdo apresentadas todas as
condicdes de extracdo propostas, esses dados foram inseridos no software Design Expert 10
(Stat-Easy) para o ajuste de um modelo matematico aprovado pela analise de variancia

(ANOVA, p < 0,05) que explicasse a variagdo dos resultados.

Tabela 4 — Delineamento composto central rotacional (DCCR 2%) com as combinagdes dos
fatores de operacdo do equipamento de ultrassom e seus respectivos valores de
carotenoides extraidos em fracdo de -caroteno

Fatores Resposta
Eﬁgrepr?rrr?e(rj\(t)o Tem gcg;ltu ra -E;T r5))0 ul tﬁggsgri:itg/: da exizzg’gesn(cﬂge;_l)
poténcia maxima)

1 -1(35) -1(4,9) -1 (50) 114,29
2 +1 (45) -1(4,9) -1 (50) 129,59
3 -1(35) +1 (16,1) -1 (50) 115,33
4 +1 (45) +1 (16,1) -1 (50) 130,70
5 -1(35) -1(4,9) +1 (90) 141,14
6 +1 (45) -1(4,9) +1 (90) 137,27
7 -1(35) +1 (16,1) +1 (90) 131,78
8 +1 (45) +1 (16,1) +1 (90) 136,64
9 0 (40) 0(10,5) 0 (70) 129,04
10 0 (40) 0 (10,5) 0 (70) 122,53
11 0 (40) 0(10,5) 0 (70) 125,39
12 -1,68 (30) 0(10,5) 0 (70) 108,85
13 +1,68 (50) 0 (10,5) 0 (70) 121,81
14 0 (40) -1,68 (1) 0 (70) 110,18
15 0 (40) +1,68 (20) 0 (70) 117,71
16 0 (40) 0(10,5) -1,68 (40) 137,49
17 0 (40) 0(10,5) +1,68 (100) 115,79
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Foram avaliados os modelos linear, quadratico, cubico e cubico reduzido. A Tabela 5
mostra um resumo da ANOVA para cada modelo matematico avaliado, os resultados da
distribuicdo de Fisher (teste F) e os valores de probabilidade (p < 0,05) para a regresséo e a

falta de ajuste.

Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia ANOVA para as respostas avaliadas

Regressao Falta de ajuste
Modelo
Feal p-valor Feal p-valor
Linear 0,74 0,5485 11,97 0,0796
Quadratico 0,36 0,7837 14,84 0,0647
Cubico 0,42 0,7468 20,08 0,0481
Cubico reduzido 0,32 0,9437 24,88 0,0390

Fcac = valor de F calculado pelo modelo matemaético; p-valor= p< 0,05

Os valores calculados para F, ou seja, a razdo entre a média quadréatica da regressao e a
média quadratica dos residuos (MQr/MQr) foram menores que os p-valor ao nivel de
probabilidade de 5% demonstrando que as regressdes ndo sdo estatisticamente significativas
para todos os modelos testados. Em relacdo a falta de ajuste, os valores calculados para F, ou
seja, a razdo entre a média quadratica da falta de ajuste e a média quadratica do erro puro
(MQfaj/MQep) foram maiores que os p-valor ao nivel de probabilidade de 5%, mostrando que
ndo houve significancia de falta de ajuste aos modelos. Assim, pode-se concluir que os
modelos testados ndo foram validos para realizar previsdes, isto por causa da presenca de um
experimento identificado como outlier, experimento 17, (t= -7,810) como mostrado na Figura
7A. Os outlier (conhecidos como valores de “T”, t-values em inglés) sdo valores atipicamente
grandes ou pequenos (t £3,5) que podem indicar um problema com o modelo matematico ou
uma causa especial associada a essa observacdo particular, e, portanto, devem ser
cuidadosamente examinados (KRABER; WHITCOMB; ANDERSON, 2005). Uma
alternativa de tratamento de outlier € a proposta por Ferreira (2015), quem sugere substituir o
valor anémalo pela média dos valores restantes na matriz de dados do planejamento, pois o
novo valor ndo causaria alteracdo do modelo matematico por se tratar da média, e ndo se

perderia esse grau de liberdade e regido experimental, estratégia que foi adotada e conduziu a
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reducdo no valor t= -6,382, contudo, 0 experimento continuou sendo reconhecido como
outlier (Figura 7B) n&o fornecendo melhoras na significancia do modelo.

Figura 7 — Grafico de “outlier T versus numero do experimento para a concentracdo de

carotenoides em fra¢do de B-caroteno. (A) antes do tratamento do residuo; (B)
apos o tratamento do residuo
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Considerando que a estratégia anterior ndo foi efetiva, procedeu-se com a analise de
dados da Tabela 4 que mostraram experimentos semelhantes ao experimento 17 onde as
variaveis temperatura e tempo sdo 40°C e 10,5 min respetivamente, com varia¢fes na poténcia
do equipamento, como os experimentos N° 9, 10,11 (com 70% da poténcia), 16 (com 40%) e
17 (com 100%). As respostas desses experimentos apresentaram uma diminuicdo na média de
10,80 pg g™ com o aumento da poténcia, sendo o experimento 17 0 que apresentou menor
concentracdo na extracdo de carotenoides (115 pg g™). Este resultado sugere que nos 100% da
poténcia a energia ocasionou o decréscimo na extracdo. Essa elevada poténcia se relaciona
com uma alta amplitude vibracional, que produz um aumento na formacgdo de bolhas de
cavitacdo por unidade de area, fato que pode desfavorecer o crescimento e o colapso delas.
Além disso, pode dificultar a propagacdo das ondas do ultrassom no meio, causando
diminuicdo da energia liberada o que propicia uma diminuicdo na extracdo (SANTANA,
2013; SUN et al., 2011). Considerando que os carotenoides sdo susceptiveis ao ataque de
espécies radicalares, outra possivel causa é a exposicdo dos carotenoides a radicais livres,
formados no processo de cavitacdo, devido ao aumento da energia no sistema (JUNIOR;
KRUG; KORN, 2006). Consequentemente, o experimento 17 foi excluido do planejamento -
causando a perda dessa pequena regido experimental- e os dados dos 16 experimentos
restantes foram submetidos novamente a analise no software para construcdo do modelo
matematico. Na Tabela 6, estdo apresentados os resultados da distribuicdo de Fisher (teste F)
e os valores de probabilidade (p < 0,05) para a regressdo e a falta de ajuste para os modelos

avaliados.

Tabela 6 — Resumo da andlise de variancia ANOVA para as respostas dos 16 experimentos

avaliados
Regressao Falta de ajuste
Modelo

Feal p-valor Feal p-valor
Linear 1,10 0,3864 11,40 0,0833
Quadratico 10,83 0,0045 1,64 0,4120
Cubico 11,22 0,0847 0,89 0,4460
Cubico reduzido 9,11 0,0124 1,90 0,3635

Feac = valor de F calculado pelo modelo matematico; p-valor= p< 0,05
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Os modelos que se mostraram como significativos foram os modelos quadratico e
cubico reduzido. No entanto, analisando os graficos de valores preditos versus valores
observados e os graficos de residuos versus valores preditos para os dois modelos, observou-
se que para 0 modelo cubico reduzido esses graficos apresentaram um melhor ajuste do
modelo com os dados experimentais (Figura 8A), e uma distribuicédo residual independente e
aleatoria (Figura 8B) respectivamente, do que os gréficos do modelo quadratico (Figura 9A e
9B), assim os graficos do modelo cubico reduzido reafirmam o bom poder de previsdo do

mesmo, tornando-o apto para as previsoes.

Figura 8 — Graéfico de valores observados x preditos (A) e Gréfico de residuos (B) para o
modelo cubico reduzido para o planejamento composto central
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Figura 9 — Gréfico de valores observados x preditos (A) e Grafico de residuos (B) para o
modelo quadratico para o planejamento composto central
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A Tabela 7 mostra os resultados da ANOVA (p< 0,05) para o0 modelo ctbico reduzido,
observa-se que a variavel tempo apresenta uma menor significancia (p>0,05), assim como
suas interacbes com “temperatura” e “poténcia”, as quais se vém influenciadas como
evidenciado nos p-valor correspondentes, no entanto, se fossem excluidas do modelo, poderia
afetar negativamente o poder de previsdo do mesmo, logo esses parametros ndo foram

retirados.



45

Tabela 7 — ANOVA para 0 modelo cubico reduzido

Quigg{i‘cica GL Ql#r?éddri%do Valor Fea Prob >F
Modelo 1488,70 10 148,87 9,11 0,0124
A (Temperatura) 209,07 1 209,07 12,80 0,0159
B (Tempo) 1,70 1 1,70 0,10 0,7599
C (Poténcia) 529,96 1 529,96 32,45 0,0023
A? 103,78 1 103,78 6,35 0,0531
B? 139,13 1 139,13 8,52 0,0331
C? 703,50 1 703,50 43,07 0,0012
AB 9,69 1 9,69 0,59 0,4760
AC 110,03 1 110,03 6,74 0,0485
BC 18,44 1 18,44 1,13 0,3366
ABC 9,41 1 9,41 0,58 0,4821
Residuo 81,67 5 16,33
Falta de ajuste 60,43 3 20,14 1,90 0,3635
Erro puro 21,24 2 10,62
Total 1570,37 15

GL= graus de liberdade; F.,= valor de F calculado pelo modelo matematico.

Deste modo, o modelo cubico reduzido foi definido como mais adequado para
previsdo do ponto 6timo e foi utilizado para a construcdo do grafico de contorno e superficie
de resposta a fim de visualizar melhor os resultados. A partir da analise da superficie de
resposta (Figura 10) é possivel verificar que uma maior eficiéncia de extracdo ocorre em
temperaturas e tempo proximo aos valores do ponto central correspondentes. Assim, o0 ponto
6timo previsto pelo modelo matematico é€: Tempo de extracdo de 13,4 min, temperatura de
40°C e 70% da poténcia total do banho ultrassonico, prevendo uma extracio de 125,20 ug g™
de carotenoides em fra¢do de -caroteno. Com o proposito de avaliar essa condigdo tedrica na
pratica, realizou-se em triplicata a extracdo de carotenoides da mesma amostra, obtendo uma
concentracdo de carotenoides de 133,22 + 5,01 pg g, estes valores foram associados ao valor
de “t” de 4,303, gerando um intervalo de confianga variando de aproximadamente 112 a 154

ug g, intervalo esse que engloba o valor predito.
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Figura 10 — Gréfico de contorno (A) e grafico de superficie de resposta (B) para o modelo
cubico reduzido para o delineamento composto central rotacional
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Determinadas as melhores condi¢des de operacdo do banho ultrassénico, foi otimizada
a razdo massa/volume de solvente extrator. Foram testadas extracbes com a seguinte
proporcdo: 0,008, 0,012, 0,016, 0,020 e 0,024 g mL™ e submetidas a analise no Teste Tukey

ao nivel de probabilidade de 5%. Os resultados mostraram que, as trés primeiras relaces
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apresentaram maior rendimento e ndo diferiram estatisticamente entre elas, enquanto que as
relagdes 0,020 e 0,024 g mL™ apresentam menor rendimento, mostrando um efeito de
saturacdo de solvente extrator maior. Sendo assim, mesmo que as extracOes testadas entre
0,008 e 0,016 g mL™ ndo indicaram diferencas significativas, extracdes acima de 0,008 g mL"
! apresentaram diminuicdo no rendimento, ndo obstante, foi determinado que a razdo
massa/solvente extrator ideal de trabalho foi a de 0,016 g mL™, pensando em uma extragdo
com uma quantidade suficiente para apresentar um sinal analitico sem dificuldade de

deteccdo.

5.1.1 Validagédo

Com relacdo ao método de extracdo, foram conferidos os parametros de repetibilidade
(10 extracBes em um dia) e precisdo intermediaria (10 extracdes durante 3 dias consecutivos),
analisados através do desvio padrdo relativo (RSD). Sua estimacdo teve porcentagens de
6,76% e 9,92%, respetivamente. Estes valores foram relacionados com a equacgédo de Horwitz
(Equacdo 4), assim, o parametro HorRat (Equacdo 5), apresentou valores de 0,90% para
repetibilidade e 1,33% para precisdo intermediaria. Portanto, pode-se considerar os achados

como aceitaveis por estar na faixa indicada (0,5-2,0).

5.2 Determinacéo de carotenoides totais por espectrometria UV-Vis

5.2.1 Avaliacdo dos métodos de secagem

A determinacdo de carotenoides totais foi aplicada em 27 amostras de sementes de
guarand submetidas aos métodos de secagem pelos proprios produtores de guarand de
municipios da Regido do Baixo Sul da Bahia. Na Tabela 8 é possivel observar que os valores
da média das concentracdes de carotenoides para cada municipio apresentaram variaces
discretas. Estes resultados ja eram esperados, considerando-se que 0s municipios de
amostragem sdo todos vizinhos e, em consequéncia, apresentam caracteristicas

edafoclimaticas semelhantes.

Analisando os resultados em relacdo aos metodos de secagem para cada municipio,
foram encontradas varia¢Ges importantes na concentracdo de carotenoides em amostras secas
em aguidé rotativo (amostras C-01, C-02 e C-03) produzidas no municipio de Camamu. Por

outra parte, variagOes discretas foram encontradas para as NP-01 e NP-02 produzidas em Nilo
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Pecanha e as amostras V-01, V-02 e V-03 produzidas em Valenga, amostras secas também em
aguida rotativo. Porém, ao comparar as amostras de todos 0s municipios secas por esse
método, pode-se evidenciar que ha maiores diferencas, apresentando concentragdes de
carotenoides que variam desde 44,703 + 5,07 ug g™* (amostra NP-01) até 198,65 + 13,29 ug g
! (amostra V-03). Variacdes discretas na concentracdo de carotenoides foram encontradas
para amostras secas ao sol e secas em estufa natural tanto produzidas no mesmo municipio
quanto produzidas em municipios diferentes. Essas variacdes podem estar associadas a falta

de padronizacao dos processos de secagem entre os diferentes produtores.

Para avaliar possiveis diferencas entre os métodos de secagem utilizados pelos
produtores de guarana na Bahia, os resultados experimentais foram submetidos a ANOVA e
Teste Tukey ao nivel de probabilidade de 5%. Na Tabela 8, apresentam-se os valores da
média das concentracGes de carotenoides para cada método de secagem. Pode-se descrever
que as amostras submetidas a secagem ao sol apresentaram maior contetdo de carotenoides
totais (166,39 + 25,52 pg g™). Formulou-se a hipdtese de que a luz solar, particularmente a
radiacdo UV, poderia ter um efeito na degradacdo de carotenoides nas sementes de guarana
maior em comparagao com a secagem em estufa natural e a secagem em aguida. No entanto,
os resultados obtidos neste estudo mostram que a pesar da exposicao direta ao sol as sementes
secas por este método ndo apresentaram efeito negativo na concentracdo de carotenoides
totais. Esses resultados podem ser atribuidos a danos causados pela radiacdo UV unicamente
sobre a superficie das sementes e que ndao conseguiram penetrar o seu tecido interno,

conservando assim a estrutura dos carotenoides contidos na parte interna das sementes.

Em relacdo a secagem em estufa natural e em aguida rotativo, pode-se observar que as
médias dos valores de concentracdo de carotenoides ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, porém, se comparados esses resultados com o resultado obtido na
secagem ao sol, evidencia-se que as concentracdes de carotenoides sdo menores. Esses
valores sdo possivelmente decorrentes da falta de controle na temperatura em relacdo com o
tempo de exposicdo as quais foram submetidas as sementes de guarana para sua secagem, pois
segundo informacdes dos produtores a secagem em estufa natural tem uma duracdo de 4-5
dias, e a secagem em aguida rotativo é feita durante 3-4 horas, processos desenvolvidos em
temperaturas maiores que a temperatura ambiente, e sem controle. A interacdo de altas

temperaturas e grandes tempos de exposi¢do a secagem comprometem os tecidos da matriz
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gerando sua desintegracdo e por tanto diminuicdo na retencdo dos carotenoides
(RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).
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Tabela 8 — Concentracdo de carotenoides totais em amostras de sementes de guarana

submetidas aos métodos de secagem em aguida, estufa natural e ao sol

Amostra

Concentragéo de carotenoides (ug g™)

Aguida

Estufa natural

Sol

Média (ug g™*) por

municipio

c-01
C-02
C-03
C-04
C-05
C-06
C-07
NP-01
NP-02
NP-03
NP-04
NP-05
T-01
T-02
T-03
T-04
T-05
T-06
T-07
T-08
T-09
V-01
V-02
V-03
V-04
V-05
V-06
Média
(g g™) por
método

177,78 + 5,11
103,68 + 2,75
51,791 £ 5,82

44,703 £ 5,07
96,297 + 6,96

47,121 £ 0,34

173,09 + 8,47
107,21 £5,92
198,65 + 13,29

111,14 +57,39°

100,44 + 4,74

121,20 + 11,22
191,07 + 15,73
128,48 + 8,75
122,61 + 8,90
130,36 + 10,88

123,36 + 4,21
151,95+ 4,45
126,32 + 1,69

132,87 + 25 59°

162,94 + 20,88
169,56 + 10,68
164,51 +7,19

128,88 + 13,52
152,02 + 8,10
147,77 + 6,93

213,11 + 21,52
180,29 + 14,85
178,45 + 10,99

166,39 + 25,522

132,96 + 46,16

113,93 +4184

Fdkk

145,86 + 49,49

Fkkkk

146,76 + 32,96

C=Camamu/BA; NP=Nilo Pecanha/BA; T=Taperoa/BA; V=Valenca/BA; Dados expressos como média +
desvio padrdo sendo *(n=3); **(n=21); ***(n=15); ****(n=27); *****(n=18); Letras iguais, na mesma
linha, indicam que ndo ha diferenca significativa entre si, ao nivel de 5% de probabilidade no teste Tukey.
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Em um estudo feito por Bechoff e colaboradores (2009) que avaliou o efeito da
secagem (direta ao sol e coberta) e armazenamento na retencdo total de carotenoides
(estimativa da retencédo de provitamina A) em batata doce de cor laranja cultivada em Uganda,
os resultados mostraram que a retencdo de carotenoides totais nessa classe de batata nédo
depende do tipo de secagem, pois amostras secas ao sol apresentaram menor perda de
carotenoides (meédia de 8,7%) que amostras secas ao sol em secadores solares cobertos com
plasticos resistentes e ndo resistentes a radiacdo ultravioleta (9,01%). Embora a diferenca na
perda de carotenoides totais na secagem por estes diferentes métodos ndo seja significativa,
perdas de cerca de 70% foram registradas nos resultados da avaliagdo do tempo de
armazenamento a temperatura ambiente. Em relagdo com o tipo de secagem, a tendéncia dos

resultados desse estudo é similar com os resultados encontrados no presente trabalho.

Rahman et al. (1995) avaliaram a retencdo de p-caroteno em folhas de juta e espinafre
vermelho as quais foram submetidas a secagem em forno e secagem ao sol. A melhor
retencdo obtida foi de 98% e 96% para folhas de juta e espinafre vermelho, respectivamente,
secas em forno durante 12 horas. Os autores ressaltam que embora a porcentagem de retencéo
tenha sido alta esse método ndo é acessivel para as comunidades rurais da zona de estudo. A
maior reducdo de B-caroteno foi a observada nos vegetais secos ao sol durante 2 dias em
recipientes descobertos, com retencdo de 64% para folhas de juta e 66% para folhas de
espinafre vermelho. Entretanto, folhas secas ao sol em recipiente coberto também durante 2
dias retiveram [-caroteno em 82% e 84% respetivamente. Este estudo mostra que processos
de secagem em altas temperaturas e menores tempos contribuem na maior retencdo de
carotenoides totais do que processos mais longos e com exposicdo a radiacdo solar direta.
Além disso, que a secagem de matrizes vegetais protegidas da luz € uma boa alternativa de
secagem de alimentos quando ndo estdo disponiveis equipamentos especializados que
permitam otimizar esse processo e obter produtos de boa qualidade nutricional.

5.2.2 Avaliacdo influéncia da temperatura de secagem

Como exposto anteriormente, o contetdo de carotenoides em matrizes vegetais
depende do tempo e temperatura de processamento. A Tabela 9, mostra os valores médios de
concentragdo de carotenoides extraidos para cada amostra submetidas ao processo de secagem
por liofilizacdo e secagem em estufa de circulacdo e renovagdo de ar, nos tempos

correspondentes.
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Com os resultados da Tabela 9, pode-se evidenciar que as amostras que apresentaram
diferenga significativa em relacdo com as demais foram as amostras ES1 e ES10. A amostra
ES1, obtida por liofilizacdo durante 96 horas, apresentou 0 menor contetido de carotenoides,
29,133 + 2,65 pg g, valor que é considerado baixo tendo em conta que a liofilizagdo é um
processo de desidratagdo caracterizado por manter a boa qualidade nutricional e sensorial do
alimento. A pesar disso, a liofilizagdo promove a degradacdo dos carotenoides no processo,
pois a estrutura celular e os complexos contidos nos alimentos podem se romper, esse fator
junto com o aumento da porosidade da matriz, gerado pela liofilizacdo, facilita a exposicao
dos carotenoides ao oxigénio ao logo do tempo o que propicia sua destruicdo (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1993; ALVES et al., 2008).

Tabela 9 — Valores médios de concentragdo de carotenoides totais para cada amostra

Concentracéo de

Amostra  Temperatura (°C)  Tempo (h) carotenoides + dp (1g o) Grupo
ES1 Liofilizado 96 29,133 + 2,65° 1
ES2 40 120 153,98 + 13,8¢

ES3 50 25 144,60 + 9,03

ES4 60 22 149,72 + 8,01 2
ES5 80 20 145,14 + 10,8°

ES6 100 20 143,87 + 8,511

ES7 120 8 174,80 + 4,63°

ES8 140 7 201,09 + 2,68°

ES9 160 4 204,89 + 1,21° 3
ES10 180 3 254,77 + 4,85°

ES11 200 3 219,18 + 6,83°

EF = experimento de secagem; dp= desvio padrdo (n=3); Letras iguais, na mesma coluna, indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as amostras, ao nivel de 5% de probabilidade no teste Tukey.

Estudos realizados por Shofian e colaboradores (2006) sobre a influéncia da
liofilizagdo em compostos antioxidantes de amostras de frutas tropicais, mostraram que houve
uma perda no conteddo de B-caroteno de 26 e 43% apds a liofilizacdo de manga e melancia,
respetivamente. Amostras de carambola e maméao também apresentaram perda no contetido de
[B-caroteno apos a liofilizagdo. No entanto, a diferenca em relacdo as amostras frescas néo foi

considerada como estatisticamente significativa. Os autores atribuem esses resultados a
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possivel degradacao do [-caroteno presente nas membranas lipidicas ou nos vacuolos

plasméticos das matrizes.

O contetdo de carotenoides totais em amostras de pimenta rocoto “in natura” €
liofilizadas com e sem semente, foram avaliadas por Caballero et al. (2017). Os resultados
mostraram que as amostras liofilizadas apresentaram uma perda no conteddo de carotenoides
se comparadas com as amostras “in natura” com e sem semente. Os autores explicam que
esses resultados podem ser decorrentes da degradacdo enzimatica dos carotenoides que estao

contidos nos vacuolos plasmaticos.

Em contrapartida, a amostra ES10 seca em estufa durante 3 horas a 180°C, apresentou
a maior concentracdo de carotenoides 254,77 + 4,85 ug g*. Pode-se evidenciar uma perda de
13,97% no contetdo de carotenoides se comparada com a amostra ES11 seca durante o
mesmo tempo, porém a 200°C. Por outra parte, grupos de amostras que ndo apresentaram
diferengas significativas entre si como as amostras, ES8, ES9 e ES11 onde o processo de
secagem foi feito em temperaturas > 140°C em um periodo de tempo de 3 — 7 horas,
comparadas as amostras do grupo 2 secas em temperaturas de 40 - 100°C, respectivamente,
em tempos entre 20 e 120 horas, mostram que tempos menores de exposicdo a altas
temperaturas de secagem favorecem, em média, a retencdo de carotenoides na matriz, em
29,23% no caso do presente estudo. Em relacdo a amostra ES7, pode-se concluir que embora
apresente diferencas estatisticamente significativas com as demais amostras em funcdo do
contetido de carotenoides (174,80 + 4,63 ug g™*), este experimento indica o inicio do aumento
da concentracdo dos carotenoides em funcdo do incremento de temperatura e reducdo de
tempo de secagem. Esses resultados respondem a sugestdo feita por Rodriguez-Amaya e
colaboradores (2008) quem propdem como alternativa, processamentos rapidos a altas
temperaturas para evitar a degradacdo dos tecidos da matriz e aumentar a retencdo dos
compostos.

Pérez-Galvez e Fernandez-Garrido (1997) avaliaram a termodegradacdo de
carotenoides no pimentdo durante a secagem em estufa e auséncia de luz em temperaturas de
30 até 100 °C em um periodo de 7 dias, mostrando como resultado que em temperaturas de
secagem < 60 °C ndo se apresentam diferencas significativas em fungdo da concentracdo de
carotenoides totais, no entanto, com o aumento da temperatura a partir de 70 °C se aprecia a
perda de estabilidade dos carotenoides, evidenciada na diminuicdo no conteido de
carotenoides totais. Considerando a relagcdo entre o tempo e temperatura de secagem 0s
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resultados confirmaram que quanto maior tempo de exposicao a secagem a altas temperaturas,
menor estabilidade dos carotenoides, o que se relaciona com os resultados encontrados na

presente pesquisa.

Finalmente, na Figura 10 séo apresentados os resultados obtidos tanto nos métodos de
secagem utilizados pelos produtores de guarand, quanto os obtidos na liofilizacdo e secagem
com estufa de circulacéo e renovacdo de ar. Observa-se que, de forma geral, 0s experimentos
feitos no laboratdrio - em que a temperatura, o tempo e a exposi¢do a luz foram controlados -
as amostras apresentaram maior concentracdo de carotenoides totais. No que se refere, a
média das concentracfes desses compostos obtidos em amostras secas em aguida, estufa
natural e ao sol, mostram-se mais relacionadas com os resultados obtidos para as amostras do
grupo 2 onde os tempos de exposicdo foram longos (120 — 20 h) e as temperaturas
ligeiramente altas (40— 100°C). Além disso, mostram-se significativamente menores em
relacdo as amostras do grupo 3, as quais, como foi mencionado anteriormente, foram
submetidas a secagem a temperaturas mais altas (120 — 200°C) e tempos menores (8 — 3 h).
Assim, considerando os resultados obtidos no presente estudo, sugere-se a aplicacdo das
condigdes do experimento ES10 (temperatura de 180°C, tempo 3 horas e protecdo da luz)
como padrdo de secagem de sementes de guarand, a fim de obter um produto rico em

conteudo de carotenoides.

Figura 11 — Gréfico de concentracdo de carotenoides (1g g™) vs. condices de secagem
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6 CONCLUSOES

A técnica de extracdo assistida por ultrassom mostrou-se adequada para a extragdo de
carotenoides em amostras de guarana, uma vez que permite ter controle das variaveis, tempo,
temperatura e poténcia, as quais influenciam significativamente a eficiéncia de extracdo dos

carotenoides da matriz.

A utilizacdo do delineamento composto central permitiu estabelecer a combinagédo
ideal entre as variaveis, que permitisse extrair uma concentracdo de carotenoides totais
significativa, 133,22 + 5,01 pg g™, empregando apenas 13,4 min, 40°C e 0 70% da poténcia
do banho ultrassonico, condi¢des que podem limitar a degradacdo dos carotenoides no
processo de extragdo. Assim como a temperatura, 0 excesso de poténcia se mostrou

prejudicial para a extracdo dos carotenoides.

A determinacdo de carotenoides totais por espectrofotometria UV-Vis possibilitou o
estudo da variagdo do conteldo de carotenoides em amostras de guarana, secas pelos trés
diferentes métodos usados pelos produtores de guarana do Baixo Sul da Bahia. Concluiu-se
que houve diferencas significativas entre as amostras secas ao sol e as amostras secas em
estufa natural e em aguida. Os menores valores de concentracdo de carotenoides totais foram
obtidos para esses dois ultimos métodos.

A partir do experimento de avaliacdo da temperatura de secagem foi possivel
identificar que altas temperaturas de secagem em tempos curtos de exposicdo, representam
condicBes 6timas de processamento em termos de manutencdo de carotenoides em amostras

de guarana.

A pesar de ser bastante reconhecido e consumido por seu alto conteudo de flavonoides
e metilxantinas, foi demonstrado que o guarana é uma boa fonte de carotenoides, compostos
essenciais para 0 organismo humano pois podem apresentar alta atividade provitaminica A,
atividade antioxidante, imunomoduladora e anticancerigena. Este trabalho apresenta, pela
primeira vez na literatura, dados sobre a presenca de carotenoides em amostras de sementes

de guarana.

Os resultados apresentados na presente dissertacdo, fornecem dados importantes sobre
a qualidade nutricional do guarana da regido do Baixo Sul da Bahia, 0s quais contribuem no
processo de obtencdo dos certificados da Indicacdo de Procedéncia (IP) e Denominacdo de
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Origem (DO) que permitam alcangar a consolidacdo do “Guarana da Mata Atlantica” e dessa

maneira aumentar o valor comercial do produto da regi&o.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

» ldentificacdo e determinacdo do teor de carotenoides individuais das amostras de guarana

produzidas na regido do Baixo Sul do estado da Bahia

» Estudo da maturacgéo do fruto em termos da presenca de carotenoides.

» Auvaliacdo da composicdo e capacidade antioxidante das fragdes de casca, semente e arilo

de amostras de guarané produzidas na regido do Baixo Sul do estado da Bahia.

» Auvaliacdo do conteldo de carotenoides em bebidas preparadas a base de guarana.
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