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RESUMO

A mandioca € uma matéria prima com grande papel no cenério agricola
nacional, a qual é geradora de emprego e renda em todas as regiées do pais.
O uso deste produto agricola dar-se de forma integral, devido a grande
versatilidade que possui. A raiz é utilizada para alimentacdo humana, animal e
pelas indastrias produtoras de farinha, de féculas e de energia; a parte aérea
(folhas e hastes) pode ser utilizada para a alimentacdo humana (farinha a partir
da folha) e racdo animal. Nesse contexto, o0 objetivo da tese foi avaliar
potenciais produtos derivados das folhas da mandioqueira com intuito de
versificar sua utilizacdo bem como promover a valorizacdo dessa fragdo na

matéria prima.

O primeiro capitulo desta tese apresenta uma revisdo da literatura, a
qual retrata os assuntos que sdo levantados nos capitulos seguintes. Os
capitulos de Il a VI apresentam o0s dados experimentais obtidos nesta
pesquisa. No segundo capitulo, o uso das folhas como produto minimamente
processado para transporte foi avaliado, bem como seu armazenamento sob

condicBes controladas de temperatura e atmosfera.

No terceiro capitulo, foi estudado a composicdo quimica, propriedades
fisico-quimicas e o fracionamento das proteinas das folhas dessa matéria-
prima (Manihot esculenta), tendo como base o procedimento de Osborne, onde
diferentes solventes sédo aplicados para fracionar as proteinas através de
mudancas na solubilidade que as proteinas desta folha apresentam. A partir
disso, foi realizado nos capitulos IV, V e VI a extracdo dessas proteinas
aplicando trés vias quimicas diferentes para a obtencdo de concentrado,
condicbes que permitram o desenvolvimento do segundo e terceiro

manuscrito.

Para a realizacdo do processo de extracdo, aplicou-se o planejamento
fatorial do tipo Box-Behnken, metodologia de superficie de resposta e a funcao
desejabilidade para definir condicdes oOtimas de extragcdo das proteinas da
mandioqueira em todas as vias (extracdo por solvente organico, extracdo em

condicOes acidas e extracdo em condicdes alcalinas).



Os concentrados proteicos liofilizados obtidos nas trés vias foram
caracterizados. Determinou-se o teor de compostos fendlicos totais, flavanois
totais, clorofila a, clorofila b e carotendides totais; foram avaliados os
parametros colorimétricos, e quantificado o de teor de proteina bruta, o
rendimento de extracdo de proteina e o rendimento de concentrado proteico, e
a propriedade tecnoldgica desse concentrado por meio da capacidade de
absorcado de 4gua e da capacidade de absorcao de 6leo.

A avaliacdo dessas respostas permitiu definir a condicdo otima de
processo para cada via de extracdo pela funcdo desejabilidade e
consequentemente fez-se um acompanhamento do processo de extragcdo o
qual foi considerado um processo em regime permanente; possuindo quatro
etapas: duas de entrada (folha in natura e solugdo extratora) e duas de saida
(residuo fibroso e concentrado proteico liofilizado); cujo controle foi possivel
pelo registro da massa (g), matéria seca (g/100 g), proteina bruta (g bs) e
umidade (%). Os trés concentrados proteicos liofilizados oriundos das
condicBes de desejabilidade aplicadas foram avaliados higroscopicamente, por

meio de isotermas de sor¢cdo de umidade a 25°C.

Os estudos realizados com a mandiogueira Sao promissores, pois a
partir deles foi possivel aprofundar formas de producéo e transformacao dessa
matéria-prima; fatores que podem influenciar direta ou indiretamente e de
forma positiva nas dimensdes social, ambiental, cultural e econémica da regiéo,
e por consequéncia promover valorizacdo de uma matéria prima regional,
sejam pela tentativa de popularizar outras formas de uso ou pelo

aprofundamento do conhecimento sobre esta.

Palavras-chave: produto minimamente processado; proteina; extracao;

concentrado protéico; balanco de massa.



ABSTRACT

Cassava is a raw material with remarkable role in the national agricultural
scenario, which generates employment and income in all regions of the country.
The use of this agricultural product is integral, due to its great versatility. The
root is used for food, animal feed and for the flour, starch and energy industries;
the aerial part (leaves and stems) can be used for human food (flour from the
leaf) and animal feed. In this context, the aim of this thesis was to evaluate the
potential products derived from the leaves of mandioqueira root, in order to
versify its use as well as to promote the valuation of this fraction in the raw

material.

The first chapter of the thesis presents a literature review, which portrays
the subjects that are raised in the following chapters. Chapters from Il to VI
present the experimental data obtained in this research. In the second chapter,
it was evaluated the use of leaves as a minimally processed product for
transport, as well as its storage under controlled conditions of temperature and

atmosphere.

In the third chapter, it was studied the chemical composition,
physicochemical properties and proteins fractionation of the leaves from the raw
material (Manihot esculenta), based on the Osborne procedure, where different
solvents were applied to fractionate the proteins through changes in solubility
that these protein leaves present. From this, it was performed in chapters IV, V
and VI, the extraction of proteins, applying three different chemical pathways to
obtain concentrate. These conditions allowed the development of the second

and third manuscripts.

For the extraction process, there were used: factorial design (Box-
Behnken), response surface methodology, and the desirability function, which
were applied to define the optimal conditions for the proteins of mandioqueira,
in all routes (extraction by organic solvent, extraction under acid conditions and

extraction under alkaline conditions).

The lyophilized protein concentrates obtained in the three pathways were

characterized. The total phenolic contents, total flavanols, chlorophyll a,



chlorophyll b, and total carotenoids were determined; the colorimetric
parameters were performed. Crude protein content, protein extraction yield and
protein concentrate yield were quantified. Technological properties of this
concentrate were determined through water absorption capacity and oil

absorption capacity.

The evaluation of these responses allowed the definition of the optimum
process condition for each route of extraction, by the desirability function.
Consequently, a monitoring of the extraction process was made, which was
considered a process in permanent regime, presenting four stages: two inlet
(fresh leaf and extraction solution) and two outlet (fibrous residue and
lyophilized protein concentrate); whose control was possible by recording the
mass (g), dry matter (g/100 g), crude protein (g dry basis) and moisture (%).
The three lyophilized protein concentrates derived from the conditions of
desirability were evaluated hygroscopically, by means of moisture sorption
isotherms at 25 °C.

The studies carried out with mandioqueira are promising, because from
them, it was possible to deepen forms of production and transformation of this
raw material; factors that can influence directly or indirectly and positively in the
social dimensions, environmental, cultural and economic of the region, and
consequently promote the valorization of a regional raw material, either by

trying to popularize other forms of use or by deepening knowledge about it.

Keyword: minimally processed product; protein; extraction; protein concentrate;

mass balance.
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INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot Esculenta Crantz) € uma importante cultura no
cenario agricola brasileiro, por ser um alimento de subsisténcia alimentar e
nutricional para grande parte da populacdo. Somente a regido Norte é
responsavel por aproximadamente 35,2% da producdo de mandioca, sendo
21% somente no estado do Pard; ela € geralmente produzida por pequenos
produtores, para economias locais, em que predomina o carater de
subsisténcia ou abastecimento regional (VALLE; LORENZI, 2014; GROXKO;
PEREIRA, 2021).

A producdo anual de mandioca no Brasil, em 2021, atingiu
aproximadamente 18.098.115 t/ano (IBGE, 2021). Anteriormente, no ano de
2018, foram exportadas 2,7 toneladas de raiz de mandioca, correspondendo a
um total de US$ 2.388,00 (IBGE, 2018).

A producdo da mandioca € totalmente aproveitada, devido a grande
versatilidade. A raiz é utilizada para alimentacdo humana, animal e pelas
industrias produtoras de farinha, de féculas e de energia; a parte aérea (folhas
e hastes) pode ser utilizada para a alimentacdo humana (farinha de folha de
mandioca) e animal (racdo) (TROMBINI; LEONEL, 2014; BOHNENBERGER et
al. 2010). As hastes sao de uso mais restrito, na alimentagdo animal, sob a
forma de silagens e fenos (CONAB, 2014). Dentre 0s inUmeros segmentos que
a mandioca possui para uso, as folhas da mandioqueira possuem grande
importancia nutricional, pois apresentam uma importante composicdo em
aminoacidos essenciais, exceto metionina e cisteina, o que as torna uma
alternativa potencial para uso como suplemento alimentar (YEOH; CHEW,
1976; GUERROUE et al., 1996; MAPA, 2002; ORTEGA-FLORES et al., 2003).

Embora as folhas da mandioqueira sejam potencialmente nutritivas, o
consumo delas possui algumas restricdes, devido a presenca de substancias
toxicas, como os glicosideos cianogénicos (BRADBURY; DENTON, 2014) e
devido ao elevado teor de fibras, que ndo podem ser digeridas por animais
monogastricos (GUERROUE et al., 1996). Desta forma, uma alternativa viavel
para o aproveitamento das folhas da mandioqueira € a obtencdo de um

concentrado protéico, isento dos compostos cianogénicos (MODESTI, 2007).
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Segundo a RDC N° 268, de 22 de setembro de 2005 define-se como
produtos protéicos de origem vegetal os alimentos obtidos a partir de partes
protéicas de espécie(s) vegetal(is), podendo ser apresentados em granulo, po,
liquido, ou outras formas, com excecdo daquelas ndo convencionais para
alimentos. Podem ser adicionados de outros ingredientes, desde que nao
descaracterizem o produto. Para produtos como a proteina concentrada de
soja, 0 produto deve conter na composi¢cdo o minimo de 68% de proteina, em
base seca (BRASIL, 2005).

Os concentrados protéicos elaborados a partir de fontes vegetais,
incluindo as folhas da mandioqueira, podem ser obtidos por precipitacdo das
proteinas por via térmica ou acida, basica, alcdolica e enzimatica. Alguns
trabalhos observaram que ha uma composicdo de aminoacidos essenciais nas
folhas da mandioqueira, como a isoleucina, a leucina, a valina e a treonina, que
ratificam a importancia nutricional desse coproduto da cadeia produtiva da
mandioca (YEOH; CHEW, 1976; GUERROUE et al., 1996; MAPA, 2002;
ORTEGA-FLORES et al., 2003).

Devido ao grande potencial tecnoldgico das folhas de mandioqueira e ao
elevado volume de producdo, o aproveitamento dessa matéria-prima se torna
uma alternativa viavel. O perfil de aminoacidos das folhas da mandioqueira
justifica a utilizacdo dela para a obtencdo de um produto com alto valor
agregado, como o concentrado protéico; como niveis reduzidos de substancias
antinutritivas e toxicas encontradas nas folhas da mandioqueira.

Nesse contexto, este trabalho visou estudar formas de aumentar a
valorizacdo das folhas da mandioqueira, seja pelo estudo de armazenamento,
ou pela obtencdo e caracterizacdo de concentrados proteicos por diferentes

vias. Este trabalho est& organizado em capitulos, conforme descrito a seguir:

Capitulo I. Revisao de literatura.

Este capitulo apresenta uma revisao bibliografica sobre a mandioca e
suas folhas, a conservacdo de produtos vegetais, vegetais minimamente
processados e etapas de processamento, proteinas e fundamentos da
precipitacdo, concentrado protéico, compostos bioativos e isotermas de sor¢ao

de umidade.
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Capitulo 1l. Folhas de mandioca minimamente processadas: Efeito da
embalagem sobre o padrédo microbioldgico e fisico-quimico.

Esse manuscrito foi publicado na revista Scientia Plena
(https://doi.org/10.14808/sci.plena.2021.051501). O trabalho consta de um
estudo sobre o uso das folhas de mandioca como produto minimamente
processado para transporte e a avaliagdo do armazenamento sob refrigeracao,
com base em padrdes microbiologicos e fisico-quimicos (Anexo 1).

Capitulo lll. Estudo do fracionamento das proteinas para as folhas da
mandioqueira em func¢do da solubilidade com a aplicagcdo de diferentes
solventes.

Neste capitulo, foi estudado a composicédo quimica, propriedades fisico-
quimicas e o fracionamento das proteinas das folhas da mandioqueira (Manihot

esculenta), utilizando o procedimento de Osborne.

Capitulo V. Extracdo de proteinas da mandioqueira por solucao
hidroalcodlica.

Nessa pesquisa foi utilizado o planejamento fatorial do tipo Box-
Behnken, metodologia de superficie de resposta e a funcao desejabilidade para
definir uma condicdo Otima para a extracdo das proteinas da mandioqueira,
utilizando solucdo hidroalcodlica de etanol como solucdo extratora. O
concentrado protéico liofilizado produzido foi caracterizado, realizou-se um
balanco de massa do processo de extragcdo citado e avaliou-se o

comportamento higroscopico do produto obtido.
Capitulo V. Extracéo de proteinas da mandioqueira por via acida.

Nesse capitulo aplicou-se o planejamento fatorial do tipo Box-Behnken
com o objetivo de avaliar o processo de extracao de proteinas da mandioqueira
por via acida, e avaliar as caracteristicas do concentrado proteico obtido, o
balanco de massa do processo de extracdo e o comportamento higroscépico
do produto obtido. A metodologia de superficie de resposta e a funcéo
desejabilidade foram utilizadas para definir uma condicdo Otima para o

processo de extracao.
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Capitulo VI. Extracéo de proteinas da mandioqueira em meio alcalino.

Nesta pesquisa foi utilizado o planejamento fatorial do tipo Box-Behnken,
metodologia de superficie de resposta e a funcéo desejabilidade para definicao
uma condicdo Otima para a extracdo das proteinas da mandioqueira utilizando
solucdo extratora alcalina. O concentrado protéico liofilizado produzido foi
caracterizado, um balanco de massa do processo de extracédo foi definido e,
adicionalmente, o comportamento higroscépico do produto avaliado.

Ressalta-se que o conhecimento obtido por meio da proposta deste
trabalho oferta formas de producéo, transformacdo e comercializacdo de das
folhas da mandioqueira, expondo configuracdes distintas para o enaltecimento
de possiveis atividades integradoras entre o conhecimento e desenvolvimento
cientifico a uma inclusdo produtiva e social, mediante a valorizacdo de uma

matéria prima regional.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Promover a valorizacdo das folhas da mandioqueira por meio da
avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas durante a estocagem,
bem como utilizar essas folhas para elaborar concentrados proteicos e fornecer
informacdes sobre as propriedades e condicbes de armazenamento para o

produto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o uso das folhas da mandioqueira como produto minimamente
processado para transporte e a vida util do produto, de maneira a fornecer uma
nova alternativa de consumo e a valorizagdo dessa matéria prima;

- Determinar a composicéo, as propriedades fisico-quimicas e o fracionamento
das proteinas das folhas da mandioqueira (Manihot esculenta), utilizando o
procedimento de Osborne pela primeira vez;

- Estabelecer condi¢cbes para a obtengcdo de um concentrado protéico a partir
das folhas da mandioqueira, por diferentes vias;

- Avaliar o comportamento higroscopico dos concentrados proteicos das folhas

de mandioqueira por meio das isotermas de sorcdo de umidade.
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REVISAO DE LITERATURA
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1. PRODUTOS VEGETAIS MINIMAMENTE PROCESSADOS E
CONSERVACAO

O consumo diario de hortalicas fornece beneficios ao organismo e
colabora para o desenvolvimento e a regulacdo organica do corpo, devido ao
elevado teor de vitaminas e minerais (SANTOS et al.,, 2012). Hortalicas
folhosas possuem grande facilidade de perder 4gua, o que pode ser favorecido
pela temperatura e/ou umidade relativa utilizadas durante o armazenamento ou
comercializacdo dos vegetais (ALVARES et al., 2007). Uma avaliacdo dos
diferentes métodos de processamento e preservacdo pode manifestar uma
condicao favoravel no quesito qualidade nutricional dos vegetais (KAYS, 1999;
EJOH et al., 2007).

Os consumidores nas ultimas décadas aumentaram a procura por uma
dieta saudavel e prética, sendo os vegetais minimamente processados uma
alternativa de produto (RICO et al., 2007). Alzamora et al. (2016) define como
finalidade do processamento minimo de alimentos, “manter e entregar produtos
frescos convenientemente sem perder sua qualidade nutricional e garantir que
o produto tenha um prazo de validade suficiente para permitir a distribuicdo aos
consumidores pretendidos”.

Para a elaboragcdo dos produtos minimamente processados sao
utilizados véarios métodos combinados formando uma cadeia produtiva, dentre
eles: lavagem, corte, trituracdo, embalagem e armazenamento (ARTES;
ALLENDE, 2005). Na etapa de corte, a respiracdo do tecido vegetal é
acelerada, causando lesdes mecanicas e liberando substancias presentes no
interior das células que degradam o tecido vegetal e favorecem o
desenvolvimento de microrganismos. Sendo assim, o controle dessa etapa €
primordial para obtencdo de um produto com caracteristicas semelhantes ao
original (SCHUH et al. 2020).

De acordo com Sethi et al. (2020), a lavagem com &agua remove 0S
constituintes celulares que lixiviaram para o produto durante a etapa de corte, o
que promove a reducédo da atividade microbioldgica. A aplicacdo de sanitizante
pode conferir maior reducdo dessa contaminacdo e, consequentemente,

aumento da vida util do produto. Esses sanitizantes sao geralmente aplicados


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362014000300303&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#B01
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na agua de lavagem com intuito de formar um obstaculo ao desenvolvimento
de microorganismos.

Sethi et al. (2020) ressaltam a importancia da higienizacéo e sanitizacao
de frutas e vegetais minimamente processados, sendo um importante aliado no
fornecimento global seguro desses produtos, ou seja, um produto livre de
contaminantes microbiologicos e com atributos sensoriais desejados. Uma
técnica amplamente conciliada ao processo de sanitizagdo para a conservagao
elou preservacdo de produtos vegetais € o uso de baixas temperaturas, as
quais podem promover a maximizacdo da vida util do produto, por retardar
processos metabdlicos responsaveis pelo avanco da senescéncia. Brosnan e
Sun (2001) afirmam que algumas hortalicas e plantas medicinais possuem uma
pequena vida util, por este motivo necessitam ser refrigeradas com rapidez.

A etapa de sanitizacdo € fundamental para a qualidade, seguranca e
vida util dos produtos vegetais minimamente processados (Gil et al., 2009). O
uso de produtos de cloro € amplamente recomendado para atrasar ou eliminar
0 crescimento microbiolégico, sendo o hipoclorito de sodio (NaClO) o
desinfetante mais utilizado (LEE e BAEK, 2008). A temperatura de
armazenamento € outro fator interferente pois promove o retardamento de
caracteristicas nutricionais, na minimizacdo da contaminacdo microbioldgica
entre outros (RINALDI et al., 2005).

A deterioracdo de frutas e vegetais minimamente processados pode ser
inibida pelo uso de técnicas como a aplicacdo de antioxidantes, cloro e 0 uso
de embalagem com atmosfera modificada (MAP) s&o estudadas, com a
finalidade de fornecer resultados mais claros sobre as alteracbes de produtos
vegetais durante a pos-colheita, bem como sobre as mudancas que ocorrem
nas propriedades nutricionais e nos compostos de promocao da saude dos
alimentos (GALANI et al., 2017); principalmente pelo uso da refrigeracdo ou do

congelamento.
2. MANDIOCA

A mandioca possui fundamental importancia para a agricultura brasileira,
por ser um alimento relevante para a populacédo, desde o consumo de seus
produtos, até a tolerancia aos ambientes estressantes de cultivo, quando

comparadas com outras culturas alimentares, que nao se desenvolvem em tais



35

condi¢cbes. Sob condigcdes ambientais consideradas oOtimas, é favoravel o uso
dessa cultivar em areas de plantacdo voltadas para a producdo de energia,
gracas ao elevado rendimento. A produtividade da mandioca € atribuida a facil
assimilacdo do carbono, mesmo em condicbes extremas de umidade,
temperatura e radiacao solar (EL-SHARKAWY, 2003; VALLE; LORENZI, 2014).

A mandioca pertence ao grupo de plantas cianogénicas, por apresentar
na composicdo os glicosideos cianogénicos lotaustralina e linamarina (Figura
1.1), onde a linamarina corresponde 80% aproximadamente dos glicosideos
cianogénicos (CEREDA, MATTOS; 1996; CONAB, 2014).

CN
OH % OH o N
O
HO HO O @A/
HO HO
OH 0OH

Figura 1.1. Férmulas estruturais dos glicosideos cianogénicos, linamarina e
lotaustralina (GLEADOW; MJLLER, 2014).

Uma das formas de classificar a mandioca leva em consideracédo a
dosagem de compostos cianogénicos, que estao presentes em todas as partes
da planta. Em funcdo da quantidade desses compostos nas raizes, a mandioca
pode ser classificada em dois grupos: mandioca brava, quando as raizes
apresentam teor de acido cianidrico superior a 100 mg/kg expresso em HCN e
mandioca mansa, quando potencial cianogénico das raizes é inferior a este
valor (MCKEY et al.,, 2010). Apesar do potencial toxicoldgico, a cultura da
mandioca apresenta grande versatilidade de uso, tanto na alimentacdo humana
como na alimentacdo animal, seja da parte aérea da planta, das hastes e das
raizes, como destacado no Quadro 1 (CONAB, 2014).
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Parte |Folhas Alimentacéo animal (racdo) e humana (suplemento)
aerea |Hastes Alimentac&o animal (silagens, fenos e in natura)
Alimentagédo |Cozida, frita, bolos, biscoitos, paes, tortas, roscas, cremes,
humana pudins
,:liir:\n?tagao Crua, cozida, desidratada (farinhas, raspas e pellets)
Uso alimenticio
(amido nativo e |Glucose, maltose,
amido gelatinas e féculas
modificado)
Fécula (amido . : [ exti
( ) Uso industrial |Adesivos, téxtil, papel e
. . celulose, farmacéutica,
(amido nativo e .
. explosivos, calgcados,
amido : )
o i tintas, embutidos,
Q modificado) I
3 calcados
o . Confeitarias, padarias,
IndUstri Amido Uso alimenticio |industria de biscoitos
naustria fermentado ~ ’
paes
Consumo Farinhas de mesa
Farinhas humano Farinha panificada
Consumo animal |Rac¢des balanceadas
Farinhas de Alimentacéo animal
Raspas raspas Alimentagcdo humana
Consumo animal |Racdes balanceadas
" Combustiveis, desinfetante, bebidas,
Alcool . "
perfumarias/farmacéutica

Fonte: CONAB (2014)

Para avaliar a utilizacdo de uma matéria-prima € primordial ter um

conhecimento basico da composicdo centesimal, das diferentes partes da

cultura. Neste contexto, na Tabela 1, é possivel verificar a diferenca na

composicao centesimal das diferentes partes da mandioca, com destaque para

o alto teor protéico nas folhas.
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Tabela 1.1. Composicao e propriedades fisico-quimicas das diferentes partes

da mandioca.
Folha da Farinha das
Propriedades Raiz in natura* T w folhas da
mandioca o ew
mandioca

Umidade (g/100 g) - 68 —72 6,60
Proteinas (g/100 g bs) 4,92 19-29 23
Carboidratos totais (g/100 g bs) 82,38 - 22,27
Lipideos (g/100 g bs) 0,88 1-10 7,22
Matéria seca (g/100 g) 10,07 - -
Cinzas (g/100 g) - 4-7 -
Acidez (mEqg NaOH/100 g) - 2-5 9,2

*Chiwona-Karltun (2015); **Modesto Junior, Chisté e Pena (2019); ***Trombini e Leonel (2014)

Do ponto de vista socioeconémico, a mandioca é cultivada em todas as
regides brasileiras, o que esta relacionado com os habitos alimentares das
populacdes. A mandioca de mesa é comercializada e/ou consumida em todo o
Brasil, tanto in natura, quanto minimamente processada ou na forma pré-cozida
e congelada (AGUIAR, 2011; CONAB, 2016).

De acordo com o relatério mensal de fevereiro de 2022 da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), estima-se que a producdo da raiz de
mandioca para esse ano é de 18 milhGes de toneladas para uma area total
coletada de 1,24 milhdo de hectares; o que mostra um aumento da area
plantada de 1,17%, um aumento na area colhida de 1,10%, mas uma queda de
produtividade de 15t/h para 14,45t/h quando comparado a 2021, ou seja, uma
gueda de produtividade de 3,71% e uma reducdo na producéo total de 2,65%
da raiz. Fato que foi justificado pelas alteracdes climaticas intensas na regido
Centro-Sul reduzindo a produtividade das lavouras de mandioca (CONAB,
2022).

Nas regibes Norte e Nordeste, a mandioca € vista como uma das
principais fontes de alimento, sendo cultivada em pequenas extensdes de terra,
em sua maioria. No Estado do Para, a mandioca é consumida principalmente
na forma de farinha (farinhas seca, d'agua e mista). Essa cultura possui grande
demanda devido ao crescimento da cadeia produtiva, a qual se encontra ligada
ao setor industrial, pela producdo da fécula, embutidos e outros derivados da
mandioca (SEBRAE, 2008).
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3. FOLHAS DE MANDIOCA

Durante o beneficiamento da mandioca, inumeros residuos
agroindustriais sdo gerados, caracterizados como cascas, polpa, aguas
residuais e folhas. Outra forma de se desperdicar as folhas da mandioca € na
fase de colheita das raizes (SILVA et al., 2012).

As folhas da mandioca, na regiao Norte do Brasil, sdo consumidas em
pratos tipicos como a mani¢oba, a qual € composta de folhas de mandioca
trituradas e fervidas com agua por varios dias (CAMARA; MADRUGA, 2001). O
consumo das folhas de mandioca, por sua vez, pode se dar de diferentes
formas, de acordo com o costume de cada pais. Dados apresentados pelos
autores Latif e Muller (2015), referentes ao variado emprego das folhas da
mandioca, em diferentes paises, sdo apresentados no Quadro 2.

As folhas da mandioca apresentam um elevado teor de proteina e um
importante perfil de aminoacidos essenciais, motivos pelos quais as folhas de
mandioca podem ser consideradas uma fonte potencial de proteina
(ORESEGUN et al., 2016). Segundo Guerroué et al. (1996), as proteinas da
folha da mandioca sao ricas em acido glutamico, acido aspartico e leucina.

As folhas da mandioca tém sido estudadas com frequéncia, na Europa,
América e Asia, com intuito de obter fontes de proteinas com alto valor
agregado e economicamente viaveis, com base no processo de extracdo da
proteina e na definicAo do uso industrial, em funcdo das propriedades
funcionais-tecnolégicas (SILVA et al., 2012). Dentre os produtos estudados
estdo os concentrados protéicos, que segundo Fasuyi (2005) podem
apresentar um importante perfil de aminoacidos, em funcdo do perfil de
aminoéacidos observado nas folhas da mandioca, o qual pode ser observado na
Tabela 1.2.

Coldebella et al. (2013) estudaram diferentes métodos de extracdo das
proteinas, para a elaboracdo de concentrado protéico a partir das folhas de
mandioca, sendo a coagulacdo proteica realizada pela variagdo da
temperatura, por precipitacdo isoelétrica, por solubilizacdo das proteinas e por
fermentacdo do suco da folha. Neste estudo, a solubilidade minima de
proteinas e as maiores precipitacdes de proteinas em folhas de mandioca

ocorreram para valores de pH entre 4,0-5,0.
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Quadro 2. Consumo de folhas de mandioca como alimento em diferentes

paises.

Pais

Forma de consumo

Nome do prato

Forma de consumo

Brasil

Como suplemento
alimentar para
combater a
desnutricao

Multimistura, pratos
tipicos da regido norte
do pais

Para a manicoba as folhas
da mandioca sdo moidas e
cozidas por
aproximadamente uma
semana, onde sao
acrescidas carnes de
porco e bovina, e outros
ingredientes defumados e
salgados.

Congo

Hortalica preferida,
consumo de 40-170
g/dia

Pondu, Sakasaka,
Matamba, Sombe

E feito um produto com
consisténcia pastosa, mais
OuU menos compacta, com
legumes para cozimento
de 30 a 40 minutos. Pode
ser utilizado carne, peixe
salgado ou cabra no
cozimento das folhas.

Indonésia

Consumida como
uma hortalica

Daun Singkong, Daun
ubi tumbuk

S&0 cozidas em uma pasta
de especiarias fritas, sendo
frequentemente cozida
com uma pequena
berinjela amarga, ou
apenas em gordura animal
e sal.

Malasia

Um dos vegetais
tradicionais

Masak lemak pucuk
ubi

As folhas de mandioca séo
picadas e fritas em 6leo e
especiarias, forma uma
pasta e é adicionada em
leite de coco para a
elaboracdo do ensopado

Sri Lanka

Consumo médio de
35 a 100 g/dia

Malluma

As folhas sao trituradas em
pildo com pimenta e
especiarias. A pasta
formada é frita em azeite
de coco, juntamente com
carne.

Tanzania

Consumida como
uma hortalica

Kisanby, Kisamvu

Uma sopa de legumes com
especiarias, que é
combinada com folha de
mandioca e peixe.

Zambia

Frequentemente

Kizaka, Ngwada

Sao folhas lavadas e
maceradas em pildo, as
quais passam por um
longo processo de pré-
cozimento com fervura. O
preparo é frito em 6leo de
palma e cebola.

Fonte: Latif e Muller (2015)



40

Tabela 1.2. Perfil de aminoéacidos em folhas de mandioca.

AMinoacidos g de aminoacido/100 g mg de aminoacido/ 100

(BAYATA, 2019) g de folha (FAO, 2002)
Alanina 340 421
Acido aspartico 490 671
Arginina 300 381
Glicina 350 365
Acido glutamico 400 717
Histidina 130 157
Isoleucina 330 339
Lisina 370 437
Metionina 70 118
Cistina 40 77
Metionina+Cistina 110 195
Leucina 540 900
Serina 340 332
Treonina 270 327
Fenilalanina 180 386
Valina 20 401
Tirosina 180 274
Triptofano 50 102
Prolina 180 342

De acordo com CUI et al. (2017) a extracdo de proteina vegetais com
solucdes alcalinas é viavel, porém as condicbes (concentracdo, temperatura,
tempo e relacdo sdlido-liquido) devem ser levadas em consideracdao para um
maior rendimento da extracdo. Em seu estudo com folhas de cha atingiu-se
uma taxa de extracdo de aproximadamente 56%, por meio do uso de NaOH 0,1
M, relacdo sélido-liquido de 40:1, tempo de extracdo de 5h e temperatura de
40°C.

Modesti et al. (2007) caracterizaram concentrados protéicos de folhas de
mandioca, obtido por precipitacdo com calor (80°C) e por via acida (HCI
concentrado). O teor de proteinas nos concentrados aumentou em 57,72%,
guando comparados com os teores encontrados na farinha das folhas de
mandioca. Os rendimentos de extracdo das proteinas foram semelhantes para
os dois métodos de precipitacéo utilizados. A minima solubilidade de nitrogénio
dos concentrados protéicos foi observada em pH entre 3 e 5.



41

Ortega-Flores et al. (2003) avaliaram a qualidade proteica de folhas
desidratadas de mandioca, por meio de 8 ensaios biol6gicos com ratos, nos
quais foram administradas ragées com composi¢cdes distintas para cada
animal. Os autores constataram que quando as folhas da mandioca foram
usadas, as formulacdes das racdes apresentaram qualidade proteica baixa, o
que foi atribuido aos elevados teores de fibra, que interferiram na
digestibilidade das races e no valor biol6gico das mesmas. Assim, a pesquisa
mostrou que as folhas de mandioca ndo devem representar mais de 50% da

formulacdo da mistura proteica, para que apresente efeito benéfico.

4. PROTEINAS E FUNDAMENTOS DA PRECIPITACAO

As proteinas sdo constituidas por unidades monoméricas de
aminodacidos, 0s quais apresentam na estrutura um grupo amino primario e um
grupo carboxila, ligados a um mesmo atomo de carbono; exceto a prolina que
possui um grupo amino secundario. As posi¢cdes dos aminoacidos na cadeia
dao origem as diferentes proteinas. Cada aminoacido € distinguido por uma
cadeia lateral caracteristica, que pode ser apolar (hidrofébica), polar carregada
(hidrofilica) ou polar ndo carregada (Figura 1.2) (VOET; VOET, 2006).

As proteinas possuem grande importancia para 0S organismos, por
atuarem no crescimento e desenvolvimento, pois atuam como reguladores do
metabolismo, no transporte de nutrientes, como catalisadores naturais, nas
defesas imunolégicas, como receptores de membranas e muitas outras
funcdes (PAIVA; ALFENAS; BRESSAN, 2007).

As proteinas dispdem de propriedades funcionais também aplicadas a industria
de alimentos, as quais sédo de grande relevancia tecnolégica no processamento
e na elaboracao de produtos, devido a algumas particularidades que possuem.
Estas propriedades estdo associadas as caracteristicas proprias da proteina: a
estrutura molecular, o tamanho e 0s compostos com interagdo ao sistema
protéico, e propriedades associadas ao ambiente em que ela se encontra (a
forca ibnica e o pH). Dentre as propriedades funcionais de interesse para
induUstria, destacam-se: a interacdo agua/oleo, a emulsificacdo, a capacidade
de formacdo de espuma, a viscosidade, a geleificacdo, entre outras. Além
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disso, as proteinas podem ser incorporadas em produtos alimentares, a fim de
melhorar o sabor, a textura e outros atributos sensoriais de produtos
processados (CORREA et al., 2002;YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2007).
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Figura 1.2. Classificacdo dos aminoacidos essenciais de acordo com o grupo

R das cadeias laterais.
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As propriedades funcionais das proteinas séo atribuidas a fatores
intrinsecos (estrutura molecular e composicdo) e fatores extrinsecos
(temperatura, pH e substancias quimicas ambientais). A medida que esses
aspectos sao modificados, a estrutura das proteinas dos alimentos
consequentemente € alterada, o que promove alteracdo nas propriedades
funcionais (SFORZA; TEDESCHI; WIERENGA, 2016).

Fatores como a hidrofobicidade e a solubilidade podem influenciar
diretamente nas propriedades dos alimentos. A hidrofobicidade pode ser
descrita como a tendéncia das moléculas hidrofobicas de reduzir ao maximo a
superficie de contato com a agua. Duas moléculas hidrofébicas tentam se unir
e evitar que a superficie mitua entre em contato com a agua. Esta propriedade
desempenha um papel importante nas interacdes proteina-proteina, a qual
pode contribuir para o dobramento ou desdobramento de proteinas e
agregacdo das mesmas (CALDARELLI; DE LOS RIOS, 2001; DAMODARAN;
2010).

As proteinas séo classificadas de varias formas, quanto a sua estrutura,
funcdo e solubilidade, sendo este ultimo fator o comumente empregado.
Osborne (1924) é um dos estudiosos da classificacdo das proteinas vegetais,
quanto a solubilidade em diferentes solventes, sendo este principio ainda
utilizado por diversos autores. Vondel, Lambrecht e Delcour (2020) propuseram
a separacdo cromatografica das proteinas da quinoa, baseada na teorica de
Osborne, que classifica as proteinas quanto a solubilidade em &gua
(albuminas), em solu¢cbes salinas (globulinas), em alcalis (glutelinas) e em
alcool (prolaminas).

Ressalta-se que a solubilidade é definida como a percentagem de
proteina em solucdo aquosa, que nao é precipitada ou sedimentada por forcas
centrifugas moderadas. Essa propriedade pode ser definida como uma das
condi¢cdes de maior importancia na avaliacdo das proteinas. A solubilidade
atribui elementos como textura, cor, emulsificacdo, espuma e as propriedades
sensoriais dos produtos alimentares. Na maioria das proteinas, a solubilidade
ocorre em meios com pHs acidos ou alcalinos, devido a grande quantidade de
cargas de mesmo sinal, o que favorece a repulsdo das moléculas e aumenta a
solubilidade. No ponto isoelétrico (pl), por sua vez, a quantidade de cargas

positivas e negativas se iguala e, e a repulsdo das moléculas praticamente &
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anulada; o que diminuindo a solubilidade das proteinas e aumenta a
precipitacdo das mesmas (SGARBIERI, 1996, SFORZA; TEDESCH],
WIERENGA, 2016).

Quando avaliado o uso de solventes diferentes usados sucessivas
vezes, resulta no fracionamento das proteinas em diferentes grupos de acordo
com a afinidade da matéria prima e os solventes aplicados. A solubilidade ja foi
utilizada como um método de monitoramento da desnaturacéo das proteinas. A
desnaturacdo promove o desdobramento da proteina, que se encontra em
estado nativo e bem definido, a um modelo desordenado; mudanca essa que
pode ser reversivel ou irreversivel. Neste caso, fatores responsaveis pelas
estruturas secundéaria e terciaria das proteinas cessam. A desnhaturacdo
proteica pode ocorrer devido a acdes externas, seja por um fator fisico como a
temperatura, alta pressdo, cisalhamento; ou um fator quimico como pH,
polaridade de solventes ou aditivos que possuem a capacidade de modificar o
ambiente i6nico (DAMODARAN; 2010).

A temperatura quando alta ou baixa, pode promover a desnaturacéo
proteica, de acordo com o tipo de proteina e/ou condi¢cdes impostas; pois
desestabiliza principalmente as interacées ndo-covalentes. A medida que a
temperatura € aumentada as ligacGes de hidrogénio e interacfes eletrostaticas,
que sdo exotérmicas por natureza, sdo enfraquecidas. As interacfes
hidrofébicas (que sdo de natureza endotérmica), por sua vez, quando as
proteinas sdo expostas ao calor sdo fortalecidas; e quando a temperatura
atinge niveis de 70 a 80°C, essas interacbes se tornam extremas
(CALDARELLI; DE LOS RIOS, 2001; DAMODARAN, 2010).

O uso de aditivos, como os sais, pode promover a desnaturacdo de
proteinas. Em meios com concentracdes salinas maiores que 1 M, a agua
disponivel terd maior contato com o sal presente no meio, causando a
desidratacéo da proteina e, caso esta desidratacdo seja satisfatoria, ocorrera a
reducdo da solubilidade e, consequentemente, a precipitacdo proteica, o que &
conhecido como “salting out”. Em meios com baixas concentra¢des salinas (<
0,2 M), por sua vez, o sal se une as proteinas com cargas opostas, 0 que
promove a reducdo da energia livre eletrostatica da proteina e

consequentemente 0 aumento da solubilidade proteica, devido ao
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favorecimento da interagdo agua-proteina; o que € conhecido como “salting in”
(DAMODARAN, 2010; USTUNOL, 2015).

Os solventes organicos sao geralmente utilizados na extracao,
purificacdo e concentracdo de enzimas, pois em concentracbes elevadas
atuam como desnaturadores protéicos e em baixas concentracdes promoverem
a solubilidade de proteinas. Este tipo de desnaturacéo pode ser reversivel, em
funcdo da polaridade da solucdo hidroalcéolica e da concentragdo utilizada.
Solventes organicos com polaridades inferiores a polaridade da agua, como o
etanol, reduz a constante dielétrica do meio em que a proteina se encontra,
afetando a estabilidade do sistema (JAMADAGNI; GODAWAT; GARDE, 2011,
USTUNOL, 2015).

5. CONCENTRADO PROTEICO E PROCESSOS DE EXTRACAO

De acordo com a RDC N° 268, de 22 de setembro de 2005 um
concentrado protéico deve apresentar um valor minimo de 68% de proteinas,
em base seca, e valores maximos de 8% de umidade, 5% de fibra bruta, 1% de
lipideos e 5% de cinzas.

As folhas da mandioca, possuem na composi¢cao, grande quantidade de
proteina, porém a digestibilidade dessas proteinas pelos seres humanos é
muito baixa, devido aos elevados valores de fibras e polifendis, nas folhas. As
proteinas das folhas da mandioca possuem uma importante composicado em
aminoé&cidos; com caréncia apenas dos aminoacidos metionina e triptofano,
mas com alto valores de lisina (AWOYINKA; ABEGUNDE; ADEWUSI, 1995).
Neste contexto, a obtencdo de concentrados protéicos a partir das folhas da
mandioca, pode ser uma alternativa para minimizar o impacto das fibras e
polifendis. Adicionalmente, um concentrado protéico pode ser utilizado como
um produto funcional, quando adicionado a outros alimentos, devido ao alto
teor de proteinas e ao perfil de aminoacidos (MODESTI et al., 2007).

O processo de producédo de concentrado protéico de folhas baseia-se na
extracdo das proteinas, pela ruptura celular das folhas, o que promove a
formacdo de um liquido e um residuo fibroso. No liquido ficam os compostos
sollveis existentes nas células vegetais, como as proteinas. Para promover a

precipitacdo das proteinas pode-se utilizar diferentes métodos, como a
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precipitacdo isoelétrica, a precipitacdo com alcool, a precipitacdo isoelétrica
associada a precipitacdo com alcool, a precipitacdo com &lcool e a extragdo
com agua, entre outros métodos (MODESTI et al., 2007; YU; AHMEDNA;
GOKTEPE, 2007).

Na obtencdo de concentrados protéicos diversos métodos podem ser
utiizados para a precipitacdo das proteinas, tais como: a precipitacdo
isoelétrica (acao da variacdo do pH), precipitacdo por termocoagulacdo (acdo
da temperatura), precipitacdo com solventes organicos, como o etanol, o
butanol, a acetona e o éter, e ainda a extracdo por acdo de enzimas, como as
proteases (SILVA et al., 2012; COLDEBELLA et al., 2013).

A precipitacdo isoelétrica se baseia na alteracao do pH do meio, o qual é
ajustado ao ponto isoelétrico (pl) da proteina. Essa precipitacdo ocorre devido
a proteina possuir carga elétrica liquida nula, ou seja, ha o equilibrio entre as
cargas negativas e positivas dos grupamentos ibnicos existentes nas moléculas
de proteina. Com isso, ocorre a reducdo das interacdes dos grupos protéicos
(agregacao) e, consequentemente, a solubilidade da proteina atinge um valor
minimo (HARRISON et al., 2003).

O uso de solventes orgénicos em alta concentragdo promove a
precipitacdo das proteinas, devido a acdo dos solventes nas interacdes
hidrofébicas das moléculas, o que desestabilizadas as ligac6es de hidrogénio.
Assim, as cadeias laterais apolares das proteinas sao enfraguecidas, bem
como as interacdes hidrofdbicas, o que é favorecido pela alta solubilidade das
cadeias laterais n&o polares em solventes organicos (DAMODARAN, 2010).

A termocoagulacéo de proteinas de folhas ocorre geralmente na faixa de
temperatura de 60-90°C. Em temperaturas superiores a 40°C, a maioria das
proteinas passa a ser instavel, devido ao aumento na energia cinética térmica
que promove o desdobramento das proteinas, ou seja, inicia-se a desnaturagao
proteica, devido a exposi¢cédo de grupos apolares, a agregagao e a precipitacao
das proteinas e, consequentemente, a redugéo da solubilidade. Essa alteragcéo
da solubilidade das proteinas ocorre devido a interacdo proteina-proteina, a
qual possui carater hidrofobico. Caso ndo ocorra a interacéo proteina-proteina,
pode ocorrer a uma interacdo proteina-solvente, que possui carater ibnico, e
resulta no aumento da solubilidade proteica, dificultando a precipitacdo das
proteinas (SGARBIERI, 1996; DAMODARAN, 2010).
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De acordo com Yang e Sagis (2021), a extracdo de proteinas vegetais
tem sido foco de recentes estudos. Assim, os métodos de extracdo podem ser
usados para fontes vegetais locais, como as folhas de mandioqueira), e em

outras fontes vegetais, como girassol, a colza e microalgas.

6. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo produtos obtidos do metabolismo
secundario das plantas, os quais apresentam como caracteristica estrutural no
minimo um anel aromatico, em gque um ou mais grupos hidroxila estédo ligados
a estas regides (BRAVO, 1998).

Estes compostos sdo sintetizados de acordo com condigcbes ambientais
e possuem classificacdo variada, como uma funcdo do numero dos anéis
fendlicos que apresenta e das estruturas elementares que se ligam aos anéis e
a outros, essas diferencas promovem algumas classificacdes como acidos
fendlicos, flavondides, estilbenos e lignanas (KOH; MITCHELL, 2006).

De acordo com Hassimoto e Mercadante (2018), existem mais de 10.000
compostos fendlicos encontrados no reino vegetal, os quais sdo subdivididos
de acordo com as substituicbes na estrutura fundamental (Figura 1.3), dentre

0S majoritarios presentes nos alimentos estdo os acidos fendlicos e

flavonoides.
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Figura 1.3. Classes de compostos fendlicos presentes nos alimentos

De acordo com Santos et al. (2016), as folhas de mandioca tém se
destacado nos ultimos anos, por apresentar grande potencial nutricional, a qual

pOSSui em sua composicao proteinas, vitaminas e minerais, além da presenca
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de compostos fendlicos. No estudo feito com farinha de folhas de mandioca, os
autores identificaram o0s seguintes compostos fendlicos, catequina, &cido
gélico, epigalocatequina, &cido clorogénico e galocatequina, sendo a catequina

0 composto majoritario.

7. ISOTERMA DE SORCAO DE UMIDADE

A agua possui grande importancia na vida util dos alimentos, pois atuam
diretamente na propriedade dos alimentos, o que permite favorecer reacdes de
deterioracdo fisica e quimica por meio de sua capacidade de dissolver
reagentes, mobiliza-los e também participar das reacbes; por iSso 0 seu
gerenciamento € fundamental na tecnologia de alimentos (LABUZA,;
ALTUNAKAR, 2020). A interacdo da agua com analitos de um determinado
produto alimenticio esclarece a capacidade higroscopica que possui, 0 que a
torna um indicador importante na producdo, estabilidade e estocagem de
alimentos que apresentem baixa umidade (LABUZA, 1975). Devido ao impacto
de sua influéncia nos alimentos, conceitos foram definidos para elucidar os

processos moleculares da dgua nesses sistemas (REID; FENNEMA, 2010).

A 4gua em alimentos pode ser classificada como agua ligada e agua
livre. A 4gua livre presente no alimento mantém as mesmas caracteristicas da
agua pura, apresentando um valor de atividade de agua (ay) igual a 1, a qual
estd a disposicdo para o crescimento de micro-organismos, por exemplo. A
agua ligada € a fracdo de agua que esta intimamente ligada a outros elementos
dos alimentos e possui um valor de a,, abaixo de 1 (HAYATI et al., 2021).

O termo atividade e agua (a,) € uma importante definicdo, além de ser
imprescindivel para relatar a disponibilidade e mobilidade de agua em
alimentos. (AKSIL et al. 2019). A a,, de um alimento é definida a partir da razado
entre a pressao de vapor do proprio alimento em equilibrio e a pressao de
vapor de agua pura em condi¢cdes analogas (FDA, 1984; LABUZA, 1975).
Tendo em vista a importancia de se conhecer essa interacdo agua-alimento, é
necessario determinar a combinacéo entre o teor de umidade de equilibrio e a
aw, conhecido como isoterma de sorcdo (adsorcédo ou dessorcao) (AKSIL et al.
2019).
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A configuracdo de uma isoterma é definida pela maneira que a agua se
liga ao sistema, como no caso de sistemas com moléculas de agua com
interagcbes mais fracas, as quais geram uma maior a,, O que sugerem a
formacdo de produto mais instavel (ANDRADE et al., 2011; GUICHAU et al.,
2020).

A forma sigmdide € geralmente encontrada em curvas isotérmicas de
produtos alimenticios. As isotermas de sor¢cdo podem ser divididas em trés
fracOes: a da agua monocamada (tipo 1) que corresponde a adsorcdo de uma
camada monomolecular de agua, da agua multicamada (tipo IlI) que caracteriza
a adsorcdo nas camadas adicionais acima da monocamada e da agua em
movimento livre (tipo Ill) que equivale a 4gua existente nos poros, capaz de
facilitar a dissolucdo das fracdes soluveis do sistema (LOMAURO; BAKSHI;
LABUZA, 1985; HAYATI et al., 2021).

A simulagdo do comportamento de sorcao foi realizada inUmeras vezes,
gerando mais de 200 modelos de diferentes autores, sendo alguns embasados
subjetivamente e outros embasados experimentalmente. Ressalta-se que a
porcdo de agua absorvida por um determinado produto estd inerente a
composi¢do quimica, estado fisico-quimico e estrutura fisica; proporcionando
isotermas de sorcao originais para cada tipo de produto (ANDRADE et al.,
2011; AL-MUHTASERB et al., 2002).
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RESUMO

O estudo apresenta uma alternativa para o processamento minimo das
folhas da mandioca trituradas; um produto amplamente utilizado na culinéria da
regido Norte. Um planejamento Box-Behnken foi utilizado para definir a
concentracdo da solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) e o tempo de imersao
(t) capazes de garantir niveis aceitaveis para coliformes termotolerantes e
bolores e leveduras, nas folhas. As folhas sanitizadas nesta condi¢cdo foram
trituradas; acondicionadas em embalagens de polietileno, em atmosfera padréo
(PE-SV) e sob vacuo (PE-CV), e em embalagem de poliamida sob vacuo (PA-
CV); e armazenadas a 7°C, por 30 dias. Foram acompanhadas as
propriedades: perda de massa, a,, pH, acidez, solidos soluveis, cor
instrumental, clorofila a e b, e compostos fendlicos; além da avaliacdo de
Salmonella spp, coliformes termotoletantes, bolores e leveduras e bactérias
psicrotroficas. Foi definida como condigdo 6tima para a sanitizagdo, a imersao
das folhas por 20 min, em uma solugdo 250 mg/L de NaClO, seguida de
lavagem com agua. O comportamento das propriedades fisico-quimicas e
microbioldgicas indicaram que as folhas da mandioca sanitizadas e trituradas
estardo adequadas para o consumo por 24 h, se acondicionadas (PE-SV), por
até 7 dias em PE-CV e por 14 dias em PA-CV, se armazenadas a 7°C.

PALARAS-CHAVE: Manihot esculenta, sanitizacdo, processamento minimo.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Grantz) é uma cultura de raiz tropical,
que possui uma composicdo abundante em amido. Esta espécie se destaca
por apresentar uma producdo mundial de 296,8 milhdes de toneladas e uma
area cultivada 26,6 milhdes de hectares (WANG et al., 2020). No Brasil, estima-
se uma producéo de 20,2 milhdes de toneladas de mandioca, sendo a regiao
Norte responséavel por 36,1% dessa producéo (IBGE, 2019).

No Brasil, as raizes da mandioca podem ser encontradas na forma
minimamente processada ou pré-cozida e congelada (AGUIAR et al., 2011), e
o principal uso da raiz na regido Norte é para a fabricacdo da farinha de mesa e
do tucupi (CHISTE; COHEN, 2006). As folhas de mandioca, por sua vez, s&o
utilizadas como ingrediente de pratos tipicos da cultura amazénica (MODESTO
JUNIOR et al., 2019), como a manigoba; um produto obtido com as folhas da
mandioca trituradas e fervidas com agua por varios dias, para a eliminagédo do
cianeto (CAMARA; MADRUGA, 2001). As folhas da mandioca sdo comumente
comercializadas em feiras livres, do estado do Para, na forma in naturas ou
trituradas, com ou sem cozimento. Estas sdo comercializadas a granel ou em
embalagens de polietileno; a temperatura ambiente. Em paises como o Congo,
a Indonésia, a Malasia e a Tanzania, as folhas de mandioca sédo consumidas
como hortalica (LATIF; MULLER, 2015).

A composicado de matérias primas de origem vegetal tem promovido um
aumento na procura por esse tipo de produto, bem como incentivado estudos,
em funcdo das acdes benéficas desses produtos a saude (KHANAM et al.,
2012). O mercado consumidor, por sua vez, tem apresentado mudancas na
forma de consumo destes produtos e, nesse contexto, 0s produtos
minimamente processados tém ganhando destaque, devido as vantagens
nutricionais e a praticidade de uso (SANTOS et al., 2019).

O processo minimo tem se tornado uma importante ferramenta para a
industria de alimentos; especialmente para vegetais. Porém, a utilizacdo de
pré-tratamentos, como o0 corte do vegetal, pode promover a liberacdo de
material celular, no local da lesdo e, assim, favorecer o crescimento de
microrganismos e 0 aumento das taxas de senescéncia; reduzindo a vida util
do produto (ALI et al., 2018).
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O processamento minimo € composto por etapas, como: lavagem,
classificagdo, sanitizacdo, corte, centrifugacdo, embalagem e refrigeracéo
(FANTUZZI et al., 2004). A sanitizacdo de produtos minimamente processados
€ de fundamental importancia para controlar o avanco de processos
deteriorativos de origem microbiolégica, pois esta etapa tem o intuito de
eliminar microrganismos e reduzir a deterioracdo a niveis seguros
(BRACKETT, 1987; VILARIN et al., 2020).

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
microbiolégico e fisico-quimico das folhas da mandioca minimamente
processadas; visando apresentar uma alternativa mais segura de preservacao

para essas folhas, bem como agregar valor a cadeia produtiva da mandioca.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIA PRIMA

As folhas de mandioca utilizadas na pesquisa foram coletadas no
municipio de Salvaterra (Pard, Brasil) (Latitude: 00° 45' 12" Sul, Longitude: 48°
31' 00" Oeste, altitude de 5 m), em uma fazenda as margens da PA-154. As
folhas foram colhidas em junho de 2019, com um ciclo do cultivar de oito
meses. As folhas foram transportadas a temperatura ambiente (x28°C), em
embalagens de polietileno com capacidade para 10 kg e dimensdes de 60 cm x
40 cm (comprimento x largura) e espessura do filme de 0,10 mm, até o
Laboratério de Fontes Amilaceas da Universidade Federal do Para (Belém,
Pard, Brasil). As folhas foram separadas dos talos, com auxilio de uma tesoura
de aco-inox, em um tempo inferior a 24 horas, apés a coleta. Em seguida as
folhas foram submetidas as diferentes condic6es de processamento minimo. O
acesso a espécie utilizada esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestédo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, sob
0 numero A5SD5AD?2.

2.2. DEFINICAO DAS CONDICOES DE SANITIZACAO DAS FOLHAS

Nesta etapa da pesquisa foi utilizado um planejamento experimental,

para definir a concentracéo de hipoclorito de sédio e o tempo de imersdo das
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folhas a serem utilizados no processamento minimo das folhas. Para isto, foi
utilizado um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken, a metodologia de
superficies de resposta (MSR) e a funcédo desejabilidade. Foi avaliado o efeito
das variaveis de entrada (variaveis independentes): concentracdo de hipoclorito
de sodio (C) na solucédo sanitizante (100 — 300 mg/L) e tempo de imersao (t)
das folhas na solugdo (10 — 30 min), sobre as respostas contagem de
coliformes a 45°C e de bolores e leveduras (variaveis dependentes). A matriz
do planejamento experimental € apresentada na Tabela 2.1 (primeira a terceira

colunas).

Tabela 2.1. Matriz do planejamento fatorial Box-Behnken e os resultados para
coliformes a 45°C e bolores e leveduras, para 0 processo de sanitizacdo das
folhas de mandioca.

Variaveis originais

(variaveis codificadas) Respostas

Corrida Coliformes a Bolores e
C (X1) t (X2) 45°C leveduras
(NMP/Q) (UFC/ g)
1 100 (-1) 10 (-1) <3,0 1,18x10*
2 100 (-1) 20 (0) <3,0 1,18x10*
3 100 (-1) 30 (+1) <3,0 0,45x10"
4 200 (0) 10 (-1) <3,0 0,09x10*
5 200 (0) 20 (0) <3,0 1,82 x10*
6 200 (0) 30 (+1) <3,0 0,36x10"
7 300 (+1) 10 (-1) <3,0 0,45x10"

8 300 (+1) 20 (0) <3,0 ND
9 300 (+1) 30 (+1) <3,0 0,54x10"
10 200 (0) 20 (0) <3,0 0,27x10"
11 200 (0) 20 (0) <3,0 0,27x10*

C: concentracao de hipoclorito de sédio (mg/L); t: tempo de imersédo (min); Xi:
C; Xz: t; NMP: numero mais provavel; UFC: unidade formadora de colbnia; ND:

nao detectado.

Antes de realizar as corridas do planejamento experimental, as folhas da
mandioca foram submetidas a uma etapa de selecdo das folhas integras,
seguida de lavagem com agua corrente. Em seguida, foi realizada a
sanitizacdo, nas diferentes condi¢cbes do planejamento. Apds o tempo de

contato, as folhas foram enxaguadas com agua destilada, para retirar o cloro
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em excesso e, em seguida, foram secas superficialmente com auxilio de uma
centrifuga manual para folhas e verduras, de polipropileno, com capacidade
para 4,5 L (Alves Plastic, NCM:39241000, Gaspar Mirim, Brasil). Apds estas

etapas as folhas foram submetidas a analise microbioldgica.
2.3. PROCESSAMENTO MINIMO DAS FOLHAS

Apls a definicdo da condicdo da sanitizagdo foram realizadas as
corridas para a definicdo de uma condicdo de processamento minimo para as
folnas de mandioca. Para tal, foram realizadas as seguintes etapas: selecéo
das folhas integras; lavagem com agua corrente; sanitizacdo com hipoclorito de
sédio, na condi¢cdo 6tima; enxague com agua destilada, para retirar o cloro em
excesso; e secagem superficial por centrifugacédo. Em seguida, as folhas foram
trituradas, em um triturador de bancada (Mondial, Power Mixer 500W, China).
O estudo foi realizado com as folhas trituradas, por ser essa a principal forma
de comercializagéo do produto.

Para avaliar a condi¢cdo de acondicionamento, as folhas trituradas foram
divididas em trés grupos. No primeiro grupo as folhas foram acondicionadas em
embalagem de polietilieno com vacuo (PE-CV), no segundo grupo as folhas
foram acondicionadas em embalagem de poliamida com vacuo (PA-CV) e no
terceiro grupo, usado como controle, as folhas foram acondicionadas em
embalagem de polietiieno sem vacuo (PE-SV). Apds embaladas, todas as
amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (7°C+1°C). Para as amostras
que foram embaladas sob vacuo foi utilizada uma seladora a vacuo (Selovac,
Jumbo Mini, S&o Paulo, Brasil), em pressédo de 10 mmHg por 3 s. O controle do
armazenamento foi realizado nos tempos de 0, 1, 7, 14, 21 e 30 dias, quando
amostras foram retiradas para a realizacdo das analises microbiolégicas,
fisicas e quimicas. As etapas do processamento sdo apresentadas no
fluxograma da Figura 2.1.
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Figura 2.1. Fluxograma das etapas do processamento minimo das folhas de

mandioca.

2.4. DETERMINACOES ANALITICAS

Analises microbioldgicas

Nas determinagdes microbiologicas foi utilizado o método do numero

mais provavel (NMP) APHA 9:2015 para contagem de coliformes a 45°C; o

método de plagueamento APHA 21:2015, para contagem de bolores e

leveduras; e o método de plagueamento APHA 13.61:2015, para contagem de
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bactérias psicrotroficas em alimentos; todos segundo os métodos oficiais da
American Public Health Association — APHA (SILVA, 2017).

Andlises fisicas e quimicas

As amostras foram submetidas as analises de perda de massa, por
gravimetria (Simdes et al., 2019); atividade de agua (a.), em termohigrémetro
digital (Aqualab 4TE, Decagon Devices Inc, USA); pH, em pHmetro de bancada
(KASVI, k39-2014B, China); acidez total titulavel (ATT), por titulagdo com
hidroxido de sddio (AOAC, 1997); e sdlidos soluveis totais (SST), em
refratbmetro digital de bancada (Quimis, Q76780, S&o Paulo, Brasil) (AOAC,
1997).

Foram também quantificados compostos quimicos de interesse. Clorofila
a e clorofila b foram determinadas por leitura dos extratos a 470 nm, 661,6 nm
e 664,8 nm, em espectrofotdmetro (BEL Photonics, BEL Engineering, Monza,
Italy) (LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001). Compostos fendlicos totais
foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau (WATERHOUSE, 2002),
sendo a quantificacdo feita com auxilio de uma curva analitica de &cido galico,
na faixa de concentracdo de 0,02 a 0,06 pg de acido galico/uL (absorvancia
entre 0,160 e 0,895). Os extratos foram obtidos de acordo com Boeing et al.
(2014).

As amostras foram ainda submetidas a andlise de cor instrumental, em
um colorimetro digital (Chroma Meter CR-300, Konica Minolta, Japao), baseado
no sistema CIELAB. Foi utilizada a seguinte calibracdo: fonte de luz D65/
geometria de visdo de 0° (componente especular incluido), valores do branco X
=0,3174 e do cinza Y = 0,3349. Foram determinados os parametros a*, b*, L*,
c* e h°, por leitura direta no equipamento. A determinagcédo da variagdo de cor
(AE) foi calculada pela Equacgao 2.1 (PATHARE, OPARA E AL-SAID, 2013).

AE =|(aa" F + (ab°f + (AL f ] 2.1)
onde, AL* = variagao da luminosidade, indicando a diferenga em mais claro (+)
e escuro (-), Aa* = diferengca em vermelho (+) e verde (-), Ab* = diferenga em

amarelo (+) e azul (-) e AE = diferencga total de cor.
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2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do planejamento experimental foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), para estimar os parametros estatisticos, a falta de
ajuste do modelo e o coeficiente de determinacéo (R?). Os testes de ajuste e de
predicdo do modelo polinomial (Equacdo 2.2) foram realizados ao nivel de

significancia de 5%.
Y =B, + B,C + By C” + Bt + Byt + B,,Ct+B,,,C't+B,,,C0 (22)

onde, Y é a variavel dependente (coliformes a 45°C/g e bolores e leveduras );
C e t representam as variaveis independentes concentracdo de hipoclorito e
tempo de imerséao; 3o representa o termo constante; B, e B, sdo o0s coeficientes
lineares; B11 e P22 sdo os coeficientes quadraticos; B2 € 0 coeficiente de
interacdo da concentracao de hipoclorito linear e tempo de imerséo linear, B112
€ o coeficiente de interacdo da concentracdo de hipoclorito quadratico e tempo
de imersao linear e P12, € 0 coeficiente de interagcdo da concentracao de
hipoclorito linear e tempo de imersédo quadratico.

Para a definicdo da condicdo Otima, para a sanitizacdo das folhas, foi
utilizada a metodologia de superficie de resposta e a funcdo desejabilidade. Os
valores de desejabilidade variam de 0 a 1, onde O representa um valor
completamente indesejado e 1 o valor mais desejavel (DERRINGER; SUICH,
1980). Para obter o grafico da funcédo desejabilidade foram utilizadas taxas de
variacdo da desejabilidade (s e t) iguais a 2 e um fator de grade de 4.

Para avaliar o comportamento das propriedades microbiolégicas, fisicas
e guimicas analisadas durante o armazenamento das folhas de mandioca
minimamente processadas, 0s resultados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e ao teste complementar de Tukey, com 5% de
significancia, para a comparagdo das médias. Todas as andlises estatisticas

foram realizadas com auxilio do programa Statistica 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. OTIMIZACAO DA SANITIZACAO

Os resultados obtidos para coliformes a 45°C/g (NMP/g) e bolores e
leveduras (UFC/g), para o planejamento Box-Behnken, sdo apresentados na

Tabela 2.2 (quarta e quinta colunas).

Tabela 2.2. Matriz do planejamento fatorial Box-Behnken e os resultados para
coliformes a 45°C e bolores e leveduras, para 0 processo de sanitizacado das

folhas de mandioca.

Variaveis originais

(variaveis codificadas) Respostas

Corrida Coliformes a  Bolores e
C (X1) t (X2) 45°C leveduras
(NMP/qg) (UFC/ g)
1 100 (-1) 10 (-1) <3,0 1,18x101
2 100 (-1) 20 (0) <3,0 1,18x101
3 100 (-1) 30 (+1) <3,0 0,45x101
4 200 (0) 10 (-1) <3,0 0,09x101
5 200 (0) 20 (0) <3,0 1,82 x101
6 200 (0) 30 (+1) <3,0 0,36x101
7 300 (+1) 10 (-1) <3,0 0,45x101

8 300 (+1) 20 (0) <3,0 ND
9 300 (+1) 30 (+1) <3,0 0,54x101
10 200 (0) 20 (0) <3,0 0,27x101
11 200 (0) 20 (0) <3,0 0,27x101

C: concentracdo de hipoclorito de sédio (mg/L); t: tempo de imersao (min); X;: C; Xz: t;
NMP: niumero mais provavel; UFC: unidade formadora de col6nia; ND: ndo detectado.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA estabelece o limite
maximo para coliformes termotolerantes de 5x10° NMP/g para produtos
correlatos (BRASIL, 2001) e nao preconiza um padrdao para bolores e
leveduras. Como todas as condicbes de sanitizacdo garantiram contagens
muito baixas para coliformes termotolerantes (< 3,0), a contagem de bolores e
leveduras foi utilizada para a avaliacdo da eficiéncia do processo de
sanitizagao das folhas. Os resultados da ANOVA aplicada a esta resposta sé&o
apresentados Tabela 2.3, considerado apenas os efeitos significativos (p <
0,05).
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Tabela 2.3. Efeito estimado, erro puro, teste t e grau de significancia estatistica

(p), para os fatores do modelo ajustado a contagem de bolores e leveduras.

Efeito

Fator ) Erro puro t P
estimado
Média 5,03 0,16 30,89 0,001
C -6,06 0,43 -14,14 0,005
c? -4,00 0,32 -12,59 0,006
Ct 4,09 0,53 7,79 0,016
Ct? -4,32 0,45 -9,50 0,011
C?t 2,95 0,45 6,50 0,023

C: concentracdo de hipoclorito de sédio (mg/L); t: tempo de imersdo (min); t:

teste t; p: nivel de probabilidade.

A concentracdo de hipoclorito (C) apresentou efeito negativo e
desejavel, pois o aumento de C promoveu a reducao da contagem de bolores e
leveduras (BL) nas folhas. O tempo de imersao (t), por sua vez, ndo apresentou
efeito significativo quando avaliado individualmente; apenas quando presentes
nas interacdes com C. A ordenacado dos efeitos das variaveis estudadas sobre
as respostas, para o processo de sanitizacao das folhas de mandioca, pode ser
melhor visualizado no grafico de Pareto (Figura 2.2), onde pode ser
comprovado que a concentracéo de hipoclorito de sédio (C e C?) foi a variavel
gue apresentou o maior efeito isolado sobre a reducéo da contagem de bolores

e leveduras.



69

c

Figura 2.2. Grafico de Pareto para contagem de bolores e leveduras (UFC/g).

Na Tabela 2.4 sdo apresentados os resultados da ANOVA, para a
regressdo do modelo de segunda ordem, com os valores de F calculado e
tabelado e o coeficiente de determinagcédo (R?), para a resposta contagem de
bolores e leveduras (BL); considerando apenas os efeitos significativos. Os
resultados indicam que o ajuste do modelo a resposta foi significativo, a um
nivel de confianca de 95%. O valor do Fcacuado SUp€rior ao valor do Fiapelado
(Fcalculado/ Frabelado > 8) ratifica que o modelo ajustado (Equacéo 2.3) é preditivo
(BRUNS; SCARMINIO; BARROS NETO, 2001). O valor do R2, por sua vez,
indica que o modelo explica 98% da variacao total dos dados observados para
a variavel contagem de bolores e leveduras. Adicionalmente, o valor de
Fiabelado/Fcalculado  Maior que cinco, para a falta de ajuste, asseguram a
inexisténcia de falta de ajuste.

Tabela 2.4. Andalise de varidncia (ANOVA) para a regressdao do modelo
ajustado a resposta contagem de bolores e leveduras.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado R?
Regressédo 151,97 5 30,39 44,67 5,05 0,98
Residuos 3,40 5 0,68

Falta de ajuste 2,85 3 0,95 3,45 19,16

Erro Puro 0,55 2 0,28
Total 155,37 10
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SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

BL=23,42-0,112C+1,92x10*C?%-4,73x10°>Ct+6,29x10°Ct?+8,73x10°tC?  (2.3)

A superficie de resposta e as curvas de contorno geradas pela Equacéo
2.3, para a resposta contagem de BL, sdo apresentadas na Figura 2.3. A

Figura 2.3a mostra que o aumento de C promoveu a reducdo em BL, cujos

efeitos foram mais representativos para valores de C entre 200 e 300 mg/L e
em t intermediaria (20 min); condi¢cdes nas quais a sanitizacdo foi mais eficaz.
A Figura 2.3b evidencia ainda que, para t superiores a 20 min foi possivel obter
0s mesmos niveis de destruicdo para BL (2 UFC/g), utilizando menores C
(entre 200 e 250 mg/L). Efeito semelhante foi observado para os tratamentos
com maiores valores de C (entre 250 e 300 mg/L), os quais permitiram utilizar
menores t (entre 14 e 20 min). Estes resultados sao importantes, para efeitos
praticos, pois possibilita a reducdo de custo para a sanitizagdo das folhas da
mandioca, devido a reducdo da demanda de hipoclorito de sédio ou ao

emprego de menores tempos de processo.
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Figura 2.3. Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a
contagem de bolores e leveduras.

A Figura 2.4 apresenta os graficos com os perfis para a concentracao de
hipoclorito de sodio (C) e o tempo de imerséo (t), bem como para a fungéo de
desejabilidade global, no dominio experimental do processo de sanitizacdo das
folnas da mandioca. Os valores atribuidos a funcédo desejabilidade para a

otimizacao do processo de sanitizacdo foram: 0 para 11,82 UFC/g (indesejado),
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0,5 para 591 UFC/g (moderadamente desejavel) e 1 para 0,0 UFC/g
(desejavel); valores maximo, médio e minimo, para a resposta contagem de
BL.

A desejabilidade global varia de 0 a 1 e, quanto mais o valor se aproxima
de 1, melhor €& a otimizacdo simultdnea das variaveis estudadas
(AKHNAZAROVA; KAFAROV, 1982). Assim o valor observado para a
desejabilidade global, de 0,98, permite afirmar que os 6timos individuais para C
e t, relativos a contagem de BL, estdo proximos entre si, 0 que permite a
selecdo de uma condicao experimental que atenda ambas variaveis. Assim, as
condi¢cdes otimas definidas pela funcdo desejabilidade, para o processo de
sanitizacdo das folhas da mandioca, sdo: uma concentracdo da solucdo
aguosa de hipoclorito de 250 mg/L e um tempo de imersdo das folhas na
solucdo de 20 min. Nesta condicdo, a contagem de bolores e leveduras foi

estimada em 1,05 UFC/g.
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Figura 2.4. Gréafico da funcdo desejabilidade para contagem de bolores e

leveduras.
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Berbari et al. (2001) avaliaram a eficiéncia do cloro, em trés diferentes
concentracdes (70, 100 e 130 mg/L) e por um tempo de imerséo de 15 min,
sobre a sanitizagdo da alface. Os produtos minimamente processados
apresentaram uma contagem de bolores e leveduras de 5x10°, 6x103 e 3x10°
UFClg, respectivamente; apds 9 dias de armazenamento a 2°C. Estes niveis
de contaminacgéo foram superiores aos observado para as folhas da mandioca,
no dominio experimental (Tabela 2.1).

3.2. ARMAZENAMENTO DAS FOLHAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

Apés acondicionadas nas embalagens, as folhas de mandioca foram
armazenadas em Incubadora BOD Refrigerada (Quimis, Q315M16, Brasil) a
7°C, durante 30 dias, quando foram realizadas as andlises de perda de massa,
aw, pH, acidez total, SST, cor instrumental, clorofila a e b, compostos fendlicos
totais, Salmonella spp/25g, coliformes a 45°C/g, contagem de bactérias
psicrotroficas e contagem de bolores e leveduras; cujos resultados serdo

apresentados e discutidos a sequir.

Perda de massa e atividade de agua

Os resultados da perda de massa das folhas de mandioca, nas
diferentes embalagens, sdo apresentados na Figura 2.5. A perda de massa das
folnas de mandioca aumentou com o tempo de armazenamento, mas esse
aumento foi estatisticamente maior (p < 0,05) para as folhas acondicionadas
em embalagem de polietileno (PE), independente da aplicacdo de vacuo (PE-
SV) ou da nao aplicacdo de vacuo (PE-CV). O aumento observado foi mais
representativo, a partir dos 21 dias de armazenamento, quando a perda de
massa das amostras PE-SV e PE-CV continuou aumentando, enquanto 0s
valores observados para as folhas acondicionadas em embalagem de
poliamida (PA) com vacuo (PA-CV) permaneceram estatisticamente inalterados
(p > 0,05). Em 30 dias de armazenamento a perda de massa das folhas
acondicionadas em embalagem de PE (PE-SV e PE-CV) atingiu um valor de
aproximadamente 4,5%, enquanto para as folhas acondicionadas em

embalagem de PE a perda de massa permaneceu inferior a 2%.
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Figura 2.5. Perda de massa (%) das folhas de mandioca minimamente
processadas, armazenadas a 7°C; nas diferentes condicbes de embalagem. (m)

Polietileno sem vacuo, (A ) Polietileno com vacuo e (e) Poliamida com vacuo.

De acordo com Saltveit (2003), as les@es fisicas causadas em vegetais
frescos triturados, promovem uma resposta fisica e fisiolégica imediata no
tecido vegetal, promovendo o acumulo de 4gua na superficie e a exposi¢cao do
tecido a propagacdo de contaminantes (alteracdes fisicas) e posteriores
mudancas, como a difusdo de gases e a alteracdo na aparéncia da superficie
(alteracdes fisioldgicas). O acumulo de agua na superficie favorece a perda da
agua e, consequentemente a perda de massa do vegetal. Em sintese, os
resultados indicam que se a variavel de controle for a perda de massa, as
folnas de mandioca trituradas podem ser acondicionadas em embalagem de
PE sem véacuo, por até 21 dias, se armazenadas a 7°C. Porém, se for desejado
um tempo de armazenamento a 7°C, de até 30 dias, é recomendado que as
folnas sejam acondicionadas em embalagem de PA, sob vacuo, para um

controle mais efetivo da variavel.

As atividades de agua (a,) dos produtos minimamente processados néo
apresentaram valores discrepantes (dados ndo apresentados) entre os tipos de
embalagem empregadas (polietleno e poliamida), as condigcbes de
armazenamento (com e sem vacuo) e entre os dias de armazenamento.
Valores de a,, proximo a 0,99 séo condicfes favoraveis para o desenvolvimento

de microrganismos nas folhas da mandioca, caso a mesma nao seja
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higienizada, sanitizadas, acondicionada e armazenada em condicOes

apropriadas.
pH, Acidez total e Sélidos soluveis

Na Figura 2.6 sdo apresentados os comportamentos do pH, da acidez
total titulavel (ATT) e dos sodlidos soluveis (SS), nas folhas de mandioca
minimamente processadas, durante o armazenamento a 7°C. Foi observada
uma reducdo do pH das folhas, no primeiro dia de armazenamento, a qual foi
mais significativa para PE-SV, seguida de PE-CV e PA-CV. No sétimo dia, o pH
das folhas aumentou para valores estatisticamente iguais aos iniciais, e
permaneceu praticamente inalterado até o final do armazenamento. Rinaldi et
al. (2005) avaliaram o armazenamento do repolho minimamente processado, a
5 e 10°C, e observaram o aumento do pH do vegetal, durante o
armazenamento. O aumento observado no pH é atribuido a necessidade de
neutralizar a acidificacdo do meio provocada pelo diéxido de carbono (CO,),
produto da reacéo de respiracdo pos-colheita (KADER, 1986, MORENO et al.,
2016). Assim, a pequena variacdo do pH pode ser atribuida as baixas taxa de

respiracdo das folhas de mandioca, na temperatura de armazenamento (7°C).
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Figura 2.6. Valores de pH (a), acidez total titulavel (ATT) (b) e solidos soltveis
(SS) (c), para as folhas de mandioca minimamente processadas, durante o
armazenamento a 7°C. (m) Polietileno sem vacuo, (A ) Polietileno com vacuo e

() Poliamida com vacuo.

A ATT sofreu um aumento significativo (p < 0,05) no primeiro dia de
armazenamento, para todas as condicbes de embalagem e, em seguida,
ocorreu um decréscimo até o valor inicial, para PE-SV, e para valores inferiores
aos iniciais, para PE-CV e PA-CV; no 21° dia de armazenamento. O aumento
abrupto da ATT, nas primeiras 24 horas de armazenamento, pode ser atribuido
ao consumo elevado de oxigénio (O;), devido ao processo de respiracdo do
vegetal, que acumula CO, e agua. O CO; formado pode dissolver na agua para
formar o acido carbénico (H,CO3), um &cido fraco, que tende a ionizar, para
formar fons hidrogénio, bicarbonato (HCO3) e carbonato (COs%), promovendo
a diminuicdo do pH (Figura 2.6a) e o aumentando da acidez (Figura 2.6b)
(NEWTON, 2007).

A reducdo da ATT ocorrida a partir do primeiro dia de armazenamento
para as folhas embaladas sob vacuo (PE-CV e PA-CV) e do sétimo dia para as
folhas embalada em atmosfera padrao (PE-SV), pode ser atribuida ao consumo
de &cidos organicos, como substrato por microrganismos, devido a limitacdo do

processo de respiracdo das folhas e ao decréscimo das reservas energéticas;
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uma vez que os tecidos vegetais ndo atuarem como sitios de armazenamento
de carbono (ROURA et al., 2000; RINALDI et al., 2005). A menor concentracéo
de O, e, consequentemente, a maior limitagdo ao processo de respiragao, para
as folhas embaladas a vacuo (PE-CV e PA-CV), fez com gque nestas amostras
a reducdo da ATT tenha ocorrido em um menor tempo e com maior
intensidade. Quando sao utilizadas embalagens de materiais com baixa
permeabilidade ao O,, como a poliamina, o efeito mencionado é mais
significativo (NGADI et al.,, 2012), o que foi observado para as folhas
embaladas em PA-CV (Figura 2.6b).

Até o sétimo dia de armazenamento ocorreu um aumento de 0,5 °Brix,
no teor sélidos sollveis totais (SST), para as folhas de mandioca, em todas as
condicbes de embalagem (Figura 2.6c). Este comportamento pode ser
atribuido a tracos de acucares oriundos da degradacéo da parede celular ou a
acucares soluveis derivados da degradacdo de carboidratos de
armazenamento do vegetal (MANESS; PERKINS-VEAZIE, 2003). A partir do
sétimo dia ocorreu uma abruta diminuicdo nos SST, das folhas embaladas em
atmosfera padréo (PE-SV), de 6 °Brix para 1 °Brix; no 21° dia. Para as folhas
embaladas a vacuo, os SST diminuiram a partir do 14° dia para PE-CV e
apenas a partir do 21° dia para PA-CV; atingindo 1 °Brix e 4 °Brix,
respectivamente, no 30° dia. Assim, a utilizacdo de embalagem de poliamida
sob vacuo para o acondicionamento das folhas da mandioca trituradas, foi a
condicdo que se mostrou mais eficiente no controle dos SST, para o
armazenamento a 7°C.

Com o passar do tempo de armazenamento, as taxas de respiracdo do
vegetal sdo minimizadas, promovendo a mudanca da rota aerébica para a rota
anaerdbica, para suprir a demanda energética. Nos vegetais ocorre
majoritariamente a fermentacdo alcodlica, a qual é precedida da fermentacdo
lactica, que promove o acumulo de acido lactico e induz a acidificagdo do
citosol, um sinal para ativagdo da fermentacdo alcodlica, devido as condi¢des
de hipoxia criadas no ambiente, ou mesmo pela possivel presenca de bactérias
laticas (PORTE; MAIA, 2001; DAMODARAN et al.,, 2010; NELSON; COX,
2011). Na rota anaerdbica ocorrera a mudanca do ciclo de Krebs para a via
glicolitica, na qual o acido piravico é descarboxilado para formar acetaldeido e,

consequentemente, CO, e etanol (KADER, 1986). A producéo de &cido latico,
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etanol, entre outros intermediarios, promovem alteracées no pH, ATT e SST,
durante o armazenamento.

As alterag6es observadas durante o armazenamento podem também ser
atribuias ao aumento da concentracdo de CO, dentro das embalagens.
Temperaturas entre 6°C e 10°C, na presenca do CO,, podem induzir alteracdes
microbiologicas, como o0 desenvolvimento de microrganismos mesofilos,
quando comparados com condigcbes atmosféricas padrdo (VAROQUAUX;
WILEY, 1997). Pode ainda ocorrer o desenvolvimento de microrganismos da
flora acido-lactica, promovendo a reducdo da ATT (Figura 2.6b) e dos SST
(Figura 2.6¢) (HINTLIAN; HOTCHKISS, 1986), ou o desenvolvimento de
microrganismos psicrotréficos, como as Pseudomonas spp, que sao 0s maiores
deterioradores de hortalicas (BRACKETT, 1997).

Cor instrumental, clorofila a e clorofila b

Na Figura 7 sdo apresentados os comportamentos dos parametros de
cor instrumental, bem como da clorofila a e de clorofila b, nas folhas da
mandioca minimamente processadas, durante o armazenamento a 7°C. Os
valores dos parametros de cor indicam a presenca das cores verde (-a*) e
amarelo (+b*) escuro (L* < 40), nas folhas da mandioca. A perda das
coloracdes verde e amarela, e o escurecimento das folhas embaladas em PE-
SV e PE-CV foram mais significativos a partir do 14° dia de armazenamento.
Estes resultados indicaram que o uso do vacuo néo foi favoravel na retencao

da cor, quando embalagens de polietileno foram usadas.
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na mesma linha, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Figura 2.7. Parametros de cor instrumental e perfil da clorofila a (barras) e da

clorofila b (linha), para as folhas de mandioca minimamente processadas,
durante o armazenamento a 7°C. (a) PE-SV, (b) PE-CV e (c) PA-CV.

Para as folhas embaladas em PA-CV, por sua vez, as cores verde e

amarelo, bem como a luminosidade, foram mantidas durante os 30 dias de
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armazenamento. Este comportamento é atribuido a maior eficiéncia da
embalagem de poliamida na manutencao do vacuo (TYUFTIN; KERRY, 2020).
Os resultados sao ratificados pelo comportamento observado para o Chroma
(c"), o angulo Hue (h°) e a variacdo total de cor (AE).

O escurecimento das folhas pode ser atribuido as injarias sofridas
durante o longo periodo de armazenamento a frio. Tomas-Barberan et al.
(1997) e Mai e Glomb (2013) observaram que o acido clorogénico foi um dos
compostos fendlicos responsaveis pelo escurecimento das folhas de alface, e
Thakur et al. (1974) identificaram este &cido como um dos principais compostos
fenolicos presentes nas folhas de mandioca.

Em relacdo ao comportamento da clorofila durante o armazenamento
das folhas de mandioca minimamente processadas, foi observado um mesmo
padrao de degradacao para a clorofila a e para a clorofila b; cuja reducéo foi
mais significativa a partir de sétimo dia de armazenamento. O inicio da
degradacdo da clorofila pode ser atribuido & remocgdo do grupo fitol e a
formacéo de clorofilideo, por acdo da clorofilase. A reacédo é favorecida pela
liberacdo da enzima presente no cloroplasto, durante o processo de trituracao
da folha (STREIT et al., 2005). O aumento da concentracao das clorofilas a e b,
observado a partir do 21° dia de armazenamento, pode ser atribuido ao
aumento da perda da massa das folhas (Figura 5), o qual promoveu a

concentracdo dos pigmentos.
Compostos fendlicos totais

A Figura 8 apresenta o comportamento dos teores de compostos
fendlicos totais (mg eq. acido galico/g de folha fresca), nas folhas de mandioca
minimamente processadas, durante o armazenamento. A concentracao inicial
de compostos fendlicos nas folhas foi proxima aos valores observados por
Suresh et al. (2011), em extratos obtidos com metanol (64mg/g), metanol
acidificado (136 mg/g) e acetona (164 mg/g), dos caules de folhas de
mandioca.

Foi observada a degradacdo dos compostos fendlicos das folhas,
durante todo o armazenamento, a qual foi mais significativa a partir do sétimo
dia de armazenamento, independente da embalagem e da atmosfera utilizadas.

Apés os 30 dias de armazenamento, 0s niveis maximos de degradacao
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observados foram de 93%, 49% e 62%, para as folhas embaladas em PE-SV,
PE-CV e PA-CV. Os resultados mostram que as embalagens a vacuo foram
bem mais eficientes na retencdo dos compostos fendlicos das folhas, e que o
acondicionamento em PE-CV foi mais eficiente que em PA-CV. Este
comportamento pode ser atribuido ao fato de as folhas acondicionadas em
embalagem de polietileno terem apresentado uma perda de massa duas vezes
superior as folhas acondicionadas em embalagem de poliamida (Figura 5), o
gue promoveu a maior concentracdo dos compostos na primeira.

Vallejo et al. (2003) estudaram o armazenamento brocolis recém-
colhidos por 7 dias a 1°C para simular o tempo maximo gasto no transporte e
distribuicdo e do produto e por mais 3 dias a 15°C com o intuito de simular o
tempo gasto no mercado de varejo. Posteriormente, Vallejo et al. (2003)
verificaram que apos 10 dias ocorreram perdas consideraveis de compostos
fenolicos foram perdidos, em torno de 44-51, 59-62 e 73-74% em base Umida
para derivados do acido sinapico, flavondides totais e derivados do acido

cafeoil-quinico.
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Figura 2.8. Teor de compostos fenolicos nas folhas de mandioca minimamente
processadas, durante o armazenamento a 7°C. Valores com letras iguais, na

mesma faixa, ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Analises microbiolégicas

Apbés o processo de sanitizacdo, as folhas de mandioca foram
submetidas as analises de Salmonella spp., bolores e leveduras, coliformes a
45°C e bactérias psicrotroficas. Como os resultados nao revelaram a presenca
de Salmonella, em 25 g de folha fresca, esta analise ndo foi realizada durante o
armazenamento das folhas. Os demais microrganismos, por sua vez, foram
analisados durante os 30 dias de armazenamento, e 0s resultados séo
apresentados na Tabela 2.5.

De maneira geral, com a evolucdo do tempo de armazenamento, foi
observado um aumento na contagem dos microrganismos avaliados, nas folhas
de mandioca minimamente processadas; independente da condicdo de
embalagem. Porém, um maior aumento foi observado para as folhas
embaladas em polietileno, sendo as maiores contagens observadas para a
embalagem sem véacuo (PE-SV). Um melhor controle microbiolégico foi

observado para as folhas embaladas em PA-CV.

Tabela 2.5. Contagem de bolores e leveduras, coliformes a 45°C e bactérias
psicrotréficas, nas folhas de mandioca minimamente processadas, durante o
armazenamento a 7°C.

Temp Bolores e leveduras Coliformes a 45°C Bactérias psicrotroficas
0 (UFC/g) (NMP/g) (UFC/g)

(dias) PE-SV PE-CV PA-CV PE-SV PE-CV PA-CV PE-SV  PE-CV  PA-CV
0 6,82x102 6,82x10° 6,82x10° <3,0 <3,0 <3,0 6,82x102 6,82x102 6,82x102
1 7,73x10* 4,86x10" 1,91x10° <3,0 <3,0 <3,0 7,73x10* 4,86x10" 1,91x10°
7  1,58x10° 8,18x10° 2,52x10* 3,6 3,6 3,6 1,58x10° 8,18x10°> 2,52x10"
14 1,20x10" 7,32x10° 2,73x10° <3,0 <3,0 <3,0 1,20x10" 7,32x10° 2,73x10°
21 3,14x10° 1,10x10° 1,03x10’ <3,0 <3,0 <3,0 3,14x10° 1,10x10° 1,03x10’
30 4,00x10° 1,82x10% 9,55x10° 9,2 <3,0 <3,0 4,00x10° 1,82x10° 9,55x10’
PE-SV: Polietileno sem vacuo, PE-CV: polietieno com véacuo, PA-CV:

poliamida com vacuo.

by

Schuh et al. (2020) avaliaram produtos a base de hortalicas
minimamente processadas (broto, repolho, couve, alface, saladas tropicais e
italianas), comercializados em trés diferentes supermercados no municipio de
Concérdia, em Santa Catarina, as quais apresentaram valores de coliformes

termotolerantes inferiores a 3,0 NMP/g. Santos et al. (2019), por sua vez,
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analisaram salada de hortalicas minimamente processadas, a qual apresentou
uma contagem de coliformes a 45°C também menor que 3,0 NMP/g.

Durante os 30 dias de armazenamento, ndo foi observado um aumento
da contagem de coliformes a 45°C nas folhas de mandioca minimamente
processadas, exceto no 30° dia, para PE-SV. Porém os valores observados
nao excederam ao limite estabelecido pela legislacdo brasileira (102 NMP/g)
(BRASIL, 2001). Estes resultados confirmam a eficiéncia da condicdo de
sanitizacao utilizada, no processamento minimo das folhas de mandioca; bem
como da temperatura de armazenamento.

A contaminagao inicial de bolores e leveduras nas folhas da mandioca
minimamente processada foi de 6x102 UFC/g, valor inferior ao encontrado por
Berbari et al. (2001), em folhas de alface minimamente processadas, cuja
contagem foi de 2x10% UFC/g. Apdés 9 dias de armazenamento a 2°C, 0s
autores observaram uma contagem de 3x103 UFC/g, para bolores e leveduras,
folhas de alface minimamente processadas.

Em relacdo as bactérias psicrotréficas, a contagem atingiu valores da
ordem de grandeza de 10® UFC/g folha fresca, aos 30 dias de armazenamento.
As maiores contagens (>10° UFC/g) foram observadas a partir do sétimo dia
para PE-SV, 14° dia para PE-CV e 21° dia para PA-CV. Porém, a legislacdo
brasileira ndo define as bactérias psicrotroficas como possiveis contaminantes
para vegetais minimamente processados. Hébraud e Potier (1999) ressaltam
que a avaliacdo da presenca de bactérias psicrotroficas em alimentos
refrigerados € relevante, uma vez que a presenca destes microrganismos €
causa cotidiana de deterioracdo e intoxicagdo alimentar. Park et al. (2022)
reportaram a contaminacéao de leite, sorvete, produtos lacteos, salada de arroz,
temperos e vegetais como alface por bactérias psicrotroficas, por meio do
Bacillus cereus psicrotolerante, o qual pode se tornar um perigo potencial de
intoxicacdo alimentar devido as suas caracteristicas toxigénicas.

De acordo com Francis et al. (1999), a temperatura € a variavel de maior
influéncia no crescimento de microrganismos, em vegetais minimamente
processados. Estes autores observaram que as bactérias psicrotroficas
Aeromonas hydrophila cresceram em produtos minimamente processados,

armazenados sob refrigeragéo (2°C-5°C).
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Santos et al. (2019) encontraram contagem de bactérias psicrotréficas
maior que 3x102 UFC/g, em salada de hortalicas comerciais. Fantuzzi et al.
(2004) observaram contagem de 10* UFC/g, para bactérias psicrotréficas, em
repolho minimamente processado, sanitizado com hipoclorito de sédio a 200
mg/L, por 10 min. Jacxsens et al. (2002) constataram a presenca de bactérias
psicrotroficas em vegetais frescos cortados, acondicionados sob atmosfera
modificada e armazenados sob refrigeracdo (7°C). Garg et al. (1990) e Fan e
Song (2008) encontraram contagens entre 10° e 10° UFC/ g, para bactérias
psicrotréficas, em produtos como alface, salada de repolho e couve-flor. Em um
estudo com alface americana picada em tiras, Barriga et al. (1991) observaram
um aumento de bactérias psicrotréficas de 10* para 10° UFC/g, durante o
armazenamento em atmosfera modificada, por 12 dias.

Estudos adicionais sdo necessarios, visando estabelecer valores de
referéncia, para bactérias psicrotréficas e para bolores e leveduras, pois estes
microrganismos podem ser indicadores do bom estado de conservagao de um
alimento. A avaliacdo das bactérias psicrotroficas em vegetais minimamente
processados é de grande importancia, pois em temperaturas de refrigeracdo
ideais para produtos vegetais (0°C a 7°C), pode ocorrer grande

desenvolvimento desses microrganismos.
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4. CONCLUSAO

Pela primeira vez foi estudado um processamento minimo para as folhas
da mandioqueira trituradas. A condi¢cdo 6tima definida para a sanitizacdo das
folhas da mandioqueira foi a imerséao das folhas por 20 min, em uma solucéo
aguosa com 250 mg/L de hipoclorito de sodio. Durante o armazenamento a
7°C, por sua vez, ocorreu o aumento da perda de massa das folhas, o qual foi
mais expressivo para as folhas acondicionadas em embalagem de polietileno,
em atmosfera padrdo (PE-SV) e sob vacuo (PE-CV). A avaliacdo da cor
instrumental indicou que o uso do vacuo nao foi promissor na manutencao da
cor das folhas, quando embalagens de PE foram utilizadas. Os compostos
fendlicos sofreram degradacédo durante todo o armazenamento, a qual foi mais
representativa a partir do sétimo dia, indiferentemente da embalagem e da
atmosfera utilizadas. Em geral, houve um melhor controle microbiolégico para
as amostras acondicionadas em embalagem de poliamida sob vacuo (PA-CV).
O estudo mostrou que as folhas da mandioqueira trituradas, se armazenadas a
7°C, estardo adequadas para 0 consumo por apenas 24 horas, se
acondicionadas em embalagem de PE-SV; por até 7 dias quando embalagem
de PE-CV forem utilizadas; e por até 14 dias se acondicionadas em
embalagem de PA-CV. Embora esta embalagem tenha sido a mais eficiente, a
embalagem de PE-CV se apresentaram como uma boa alternativa para a
conservacdo das folhas da mandioqueira minimamente processadas; por

representar um menor.
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CAPITULO Il

ESTUDO DO FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS DAS FOLHAS

DA MANDIOQUEIRA COM DIFERENTES SOLVENTES
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas gerais das folhas de
mandioqueira (Manihot esculenta), como um possivel insumo para a obtencéo
de concentrado proteico, bem como quantificar as fracdes proteicas obtidas
das folhas, com énfase na prolamina, que apresenta propriedade anfifilica. A
composi¢cdo quimica das folhas foi determinada e no extrato obtido com os
solventes acetona:agua:acido acético (70:29,5:0,5, v/iv/v) foram determinadas
as concentracdes de compostos fendlicos totais (CFT) e flavanois totais (FT).
As proteinas das folhas foram fracionadas por um estudo preliminar de
extragdo sequencial de Osborne, e o ponto isoelétrico (Pl) das fracdes foi
determinado, com base na solubilidade das proteinas, em diferentes pH. Em
100 gramas das folhas frescas de mandioqueira foram observados 71,60 g de
umidade, 2,04 g de cinzas, 4,05 g de lipideos, 15,45 g de carboidratos e 6,86 g
de proteinas. As folhas liofilizadas apresentaram 356,4 mg equivalente &cido
gdlico/g, para CFT, e 5,4 mg equivalente catequina/g, para FT. Nas fracdes de
proteinas extraidas das folhas foram observados 0,13 g de albuminas, 0,08 g
de globulina, 0,89 g de glutelinas e 4,38 g de prolaminas; em 100 g da folha in
natura. Os PI's das fracbes proteicas foram observados em valores de pH 4,0
para as albuminas, pH 7,0 para as globulinas, pH 3,0 para as glutelinas e pH 2

para as prolaminas.

PALARAS-CHAVE: Manihot esculenta, extracdo sequencial, Osborne.
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1. INTRODUCAO

ProjecOes recentes das Nagdes Unidas (ONU) mostram um crescimento
alarmante da populagdo mundial, a qual podera atingir 9,73 bilhdes de pessoas
em 2050. Havendo a necessidade crescente de aumentar essa producéo
agricola mundial, na Africa Subsaariana e no Sul da Asia necessitaria mais que
dobrar até 2050 e o resto do mundo precisaria aumentar um tergo do volume
de produgéo atual (FAO, 2017).

De acordo com Segatto et al. (2022), em 2025 havera uma demanda de
7 milhdes de toneladas de insumos proteicos para consumo, a qual ndo sera
suprida pela pecuaria devido a reducdo da ingestdo de carne em 50 % nos
proximos anos para alcancar metas de sustentabilidade, assim fontes de
proteina vegetais sdo necessarias para auxiliar nessa adversidade.

O interesse por proteinas extraidas de folhas para a alimentacéo
humana tem ganhado forga com o passar dos anos, por se tratar de uma
matéria prima abundante, devido a diversidade de espécies vegetais
disponiveis na natureza (ORTEGA-FLORES et al, 2003). As folhas da
mandioca, por exemplo, possuem propriedades nutricionais importantes, como
teores de proteinas entre 19,7 e 29,5% em base seca (bs) e de carboidratos
entre 66,1 e 72,1% bs (MODESTO JUNIOR; CHISTE; PENA, 2019). O alto teor
proteico observado na folha da mandioca chama a atencdo para o
desenvolvimento de estudos, que visem avaliar a sua aplicabilidade.

Esa matéria prima destaca-se por apresentar na COmposicdo compostos
bioativos. Pesquisa realizada por Koubala et al. (2015) determinou o teor de
compostos fenolicos totais nas folhas de cinco gendétipos de mandioca, sendo
observados valores entre 6,02 a 15,06 mg equivalentes de acido géalico/100 g
de folha em base uUmida (bu). Santos et al. (2016) avaliaram o perfil de
compostos fenolicos na farinha das folhas de mandioca e encontraram o acido
galico, a galocatequina, a catequina, o acido clorogénico e a epigalocatequina;
com destaque para a catequina (208 mg/100 g).

Neste contexto, uma avaliacdo deste macronutriente pode fornecer
informagdes importantes, como: a quantidade de proteinas soliveis e a

classificagcdo das proteinas, por fracionamento. Ha estudos preliminares que
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permitem classificar as proteinas vegetais de acordo com a solubilidade
(SHEWRY; HALFORD, 2002).

Diante o exposto, um melhor conhecimento cientifico sobre as folhas da
mandioqueira (Manihot esculenta), como potencial para aplicagOes
alimenticias, se faz necessario. Assim, o0 objetivo deste estudo foi determinar a
composicdo quimica, propriedades fisico-quimicas, e avaliar pela primeira vez
o fracionamento das proteinas soluveis das folhas da mandioqueira, com

énfase na prolamina, utilizando o procedimento de Osborne.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. COLETA DAS FOLHAS DE MADIOCA

As folhas de mandioqueira utilizadas no estudo possuiam 8 meses de idade,
estas foram coletadas no més de junho de 2020, no municipio de Salvaterra
(Para, Brasil) (Latitude: 00° 45' 12" S, Longitude: 48° 31' 00" W, altitude de 5
m). As folhas foram transportadas a temperatura ambiente (x28°C), em
embalagens de polietileno de alta densidade, com dimensfes de 30 cm x 16
cm (comprimento x largura) e espessura do filme de 0,10 mm, até o Laboratério
de Fontes Amilaceas da Universidade Federal do Para (Belém, Para, Brasil).
Em menos de 24 horas apés a coleta, as folhas foram separadas dos talos,
com auxilio de uma tesoura de poda. O acesso a espécie utilizada esta
cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, sob o nimero ASD5AD?2.

As folhas foram selecionadas, para utilizacdo apenas das folhas
integras, as quais foram inicialmente lavadas com agua corrente, em seguida,
foram higienizadas com detergente neutro por 10 min, seguido de enxague
com &gua corrente, para a eliminacdo do detergente neutro residual. As folhas
foram tratadas em uma solucéo aquosa a 250 mg/L de hipoclorito de sodio, por

imersdo durante 20 min, seguida de enxague com agua corrente, para a
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retirada do hipoclorito em excesso. Apos a eliminacdo do excesso de agua da
superficie, as folhas foram armazenadas em embalagem de poliamida a vacuo

por 3 meses a -30°C até o inicio do estudo.
2.2. DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DAS FOLHAS

As folhas de mandioqueira foram caracterizadas, para a determinacéo
das seguintes propriedades: umidade, segundo o método 920.151 da AOAC
(1997); teor de cinzas, segundo método 930.05 da AOAC (1997); proteinas
totais, pela metodologia de micro-Kjeldahl, baseado no método 920.87 da
AOAC (1997), empregando o fator de conversdo de nitrogénio em proteina de
5,75 (proteina vegetal); teor de lipideos, pelo método 922.06 da AOAC (1997) e
carboidratos totais, por diferenca, segundo a Resolu¢cdo RDC n° 360 (BRASIL,
2003).

2.3. QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E
FLAVANOIS TOTAIS NAS FOLHAS

As folhas de mandioqueira foram inicialmente liofilizadas, para a
obtencdo do extrato a ser utilizado na quantificacdo dos compostos fendlicos
totais (CFT) e dos flavandis totais (FT). Para o processo de liofilizacdo, as
folnas foram trituradas e congeladas a -30°C, dispersas em bandejas do
liofilizador (modelo Advantage Plus EL 85). A bomba de vacuo (modelo 200
5SD Vac Pump) operou a uma pressao de 200 mTorr e o condensador a -50°C.
O material foi mantido no liofilizador por 72 horas. Para a obtencdo do extrato
foi utilizado como solvente extrator acetona:agua:acido acético (70:29,5:0,5,
v/Ivlv), de acordo com o método descrito por Boeing et al. (2014).

Os CFT foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau
(WATERHOUSE, 2002), sendo a quantificacéo feita com auxilio de uma curva
analitica de acido gélico, na faixa de concentracéo de 1,0 a 60,0 mg de acido
galico/L (absorbancia entre 0,0258 e 0,8474). O meétodo se baseia na
reatividade comum dos polifendis quando submetidos a uma interacdo entre os
acidos fosfomolibdico e fosfotlingstico durante 30 min, a qual acontece por um
mecanismo de reacdo engajado, devido a transferéncia de elétrons

(mecanismo redox). Para tal, 250 yL do extrato ou agua destilada (para o
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branco) foram misturados com 250 pL de Folin-Ciocalteu 10% e 1250 uL de
carbonato de sédio 7,5%. A solucdo foi entdo submetida a leitura em
espectrofotometro UV-Visivel (Modelo Cary 50, marca Varian, Australia), a 765
nm.

Os flavanois totais (FT) foram quantificados pelo método do p-
dimetilaminocinamaldeido (DMACA), que tem como principio a condensacao
da molécula de flavanol com o DMACA, conforme o descrito por McMurrough,
Baert (1994) e Delcour, Varebeke e Janssens (1985). Para tal, foram
misturados 200 pL do extrato com 1000 pL de DMACA 1%, diluido em HCI:
metanol resfriado, na proporgdo de 1:3 (v/v). A mistura reativa foi mantida no
escuro por 10 min, antes de ser submetida a leitura em espectrofotbmetro a
640 nm.

2.4. FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS

O método de extracdo em sequéncia de Osborne (1924) foi usado para
separar as fracdes de proteinas das folhas de mandioqueira, de acordo com a
solubilidade, sendo: fracdo 1 — soluvel em agua (albuminas), fracdo 2 — solavel
em solucbes salinas (globulinas), fracdo 3 — soluvel em alcalis (glutelinas) e
fracdo 4 — soltvel em alcool (prolaminas) (Makeri et al. (2017)).

As extracBes foram realizadas de acordo com Makeri et al. (2017), com
modificacdes. Para a primeira etapa de extracdo 40,18 g de folhas de
mandioqueira in natura foram trituradas, com auxilio e 240 mL de agua ultra
pura, em um ultra turrax (modelo T25 digital, IKA, Alemanha) a 13.000 rpm/min.
O material obtido foi transferido para um reator de vidro encamisado, que foi
mantido sob agitacao intermitente, a 25°C por 2 h. Apds este tempo, 0 conjunto
foi mantido em repouso por 30 min e, em seguida, o material foi centrifugado
(Modelo SL-5GR, marca Spmlaba, Sdo Paulo) a 3500 x g por 10 min. O
sobrenadante (S1) foi armazenado a -25°C e o precipitado (P1) seguiu para a
proxima etapa de extracéo.

Nas proximas etapas de extracdo foram utilizados, 0 mesmo volume de
solvente e as mesmas condi¢gOes para os procedimentos de extracdo, repouso
e centrifugacado, utilizados na primeira extracdo, sendo alterado apenas o
solvente extrator. Na segunda etapa de extracdo, o precipitado P1 proveniente

da primeira etapa foi submetido a extragdo com solucdo de NaCl (0,42M),
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originando o sobrenadante S2 e o precipitado P2. Na terceira etapa, a extracao
do precipitado P2 foi realizada com solu¢cdo de NaOH 0,1M (pH 9,0), dando
origem ao sobrenadante S3 e ao precipitado P3. Na Ultima etapa, o precipitado
P3 foi submetido a extracdo com etanol a 70%, para a obter o sobrenadante S4
e o precipitado P4. As quantidades de proteina contidas nos sobrenadantes S1,
S2, S3 e S4 foram determinadas pelo método de Bradford adaptado (ERNST;
ZOR, 2010).

2.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS POR BRADFORD

Para a quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford,
inicialmente foi obtida uma curva analitica de sete pontos, com concentracdes
de 0 a 25 pg de albumina do soro bovino/mL. De acordo com Ernst e Zor
(2010), a razéo das leituras de absorbancia nos comprimentos de onda de 590
nm e 450 nm segue um comportamento linear com a concentracao de proteina,
sendo possivel a quantificacdo de valores muito pequenos, de até 50 ng de
albumina sérica bovina. Assim, fez-se a obtencdo da curva analitica de acordo
com a sequéncia descrita: 200 pL da solucdo padrédo foram misturados a 1000
puL do reagente de Bradford e deixados para reagir por 5 min, para o
desenvolvimento da cor. A leitura da absorbéancia foi realizada nos
comprimentos de onda de 590 nm e 450 nm. Como branco foi utilizada a agua

ultra pura.
2.6. PONTO ISOELETRICO DAS PROTEINAS SOLUVEIS

Os extratos obtidos no item 2.4 foram avaliados em diferentes pH’s com
intuito de definir o ponto isoelétrico de cada sobrenadante e avaliar a interacéo
proteina soluvel e solvente, para isso utilizou-se o seguinte procedimento: a 0,5
mL de cada sobrenadante (S1, S2, S3 e S4) foram adicionados 4,5 mL de 4gua
ultra pura, em tubos de ensaio. O pH da solucao foi ajustado para diferentes
valores, entre 2 e 11, com o auxilio de solu¢cdes de NaOH 0,1N e HCI 0,1N. Os
tubos contendo a solugao foram agitados ocasionalmente por 2 horas e, em
seguida, fez-se a quantificacdo da proteina soluvel, com auxilio da curva

analitica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DA MANDIOQUEIRA

As folhas de mandioqueira utilizadas foram caracterizadas, visando
apresentar dados sobre a composicdo em macronutrientes da matéria prima,
bem como conhecer o teor de proteinas totais. As folhas frescas da
mandioqueira apresentaram, em média, 71,60 + 2,11 g/100 g de umidade, 2,04
+ 0,01 g/100 g de cinzas, 4,05 + 0,10 g/100 g de lipideos, 15,45 + 0,43 g/100 g
de carboidratos totais, e 6,86 + 0,39 ¢g/100 g de proteinas. Os resultados
indicam que as proteinas sdo o0 segundo maior macronutriente nas folhas da
mandioqueira, e representam 24,2 g/100 g da base seca (bs).

De acordo com Wobeto et al. (2004), as folhas da mandioqueira in
natura apresentam de 69 a 72% de umidade dependo do tipo de cultivar;
valores estes semelhantes ao observado nas folhas utilizadas neste estudo.
Santos et al. (2020) avaliaram a composi¢ao centesimal das folhas frescas de
mandioca, provenientes da Bahia, e encontraram 1,39 a 2,47% de cinzas, 0,69
a 3,65% de lipidios, 47,2 a 68,1% de carboidratos e 8,23 a 11,6% de proteina.
As folhas de mandioca estudadas apresentaram teores de cinzas e de lipidios
da mesma ordem de grandeza, porém os resultados obtidos para proteinas e,
principalmente para carboidratos, foram inferiores aos encontrados pelos
autores, o que pode ser atribuido a umidade das folhas utilizadas no estudo,
que foi duas vezes maior do que a umidade das folhas de mandioca
analisadas.

Chaiareekitwat et al. (2022) avaliaram o teor proteico de folhas de
mandioca, em funcao da cultivar, da idade da planta e da posi¢édo da folha, e
observaram teores de proteina bruta entre 18,50 a 34,82% bs. Quando
expresso em relacdo a matéria seca, o teor de proteina nas folhas de mandioca
estudada (24,2 g/100 g bs) se apresentou dentro da faixa reportada pelos
autores. Outros fatores que podem justificar os resultados divergentes
observados para algumas propriedades sdo: variedade da planta, o tipo de
solo, a umidade do ar, a radiacdo, a precipitacdo pluviométrica. O municipio de
Salvaterra (PA), local onde foi feita a coleta das folhas estudadas, apresentar
ecossistemas de floresta de terra firme e de varzea, e faixas de transicao de

savana com uma elevacao de 5 m.
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3.2. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVANOIS TOTAIS NAS
FOLHAS DE MANDIOCA

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) observado nas folhas de
mandioqueira estudada foi de 356,43 mg * 24,4 equivalente acido galico/g da
folha liofilizada. Este valor foi inferior aos encontrados por Linn e Myint (2018),
na mandioqueira, quando o etanol foi utilizado como solvente de extracdo
(784,22 mg de equivalentes de &cido gélico/g em b.s.) e quando a extragao foi
realizada por via aquosa (446,22 mg de equivalentes de acido galico/g em
b.s.).

Além da origem, da idade e de condi¢cbes edafocliméticas, a divergéncia
entre os resultados observados para CFT nas folhas de mandioqueira pode ser
atribuida ao pré-tratamento aplicado. As folhas utilizadas por Linn e Myint
(2018) foram apenas lavagem com &agua corrente, enquanto as folhas do
presente estudo foram lavadas com agua corrente, higienizadas com
detergente neutro por 10 min, sanitizadas com hipoclorito de sédio a 250 mg/L
por 20 min, e novamente enxaguadas com agua. Assim, o hipoclorito de sédio
pode ter provocado a degradacdo de compostos fendlicos das folhas de
mandioqueira, por ser um potente agente oxidante. Segundo Minatel et al.
(2017), a relacé@o cloro e teor de compostos fendlicos ndo possui consenso
definido, contudo os autores afirmam que o uso de hipoclorito de sédio a
temperatura ambiente pode promover a reducdo do teor de compostos
fendlicos para ocorrer a formacao de produtos de oxidagdo; fato citado em
estudo com cebola roxa, que apresentou perdas de flavonéis (23%) e
antocianinas (13%) apos higienizacdo com hipoclorito de sodio a 50°C em
fatias de cebola roxa (PEREZ-GREGORIO et al., 2011).

Quanto aos flavanais totais (FT), a quantidade observada nas folhas de
mandioqueira estudada foi de 5,37 mg + 0,40 catequina/ g da folha liofilizada.
Marie-Magdeleine et al. (2010) realizaram uma triagem fitoquimica das folhas
de mandioca apenas para a identificagdo dos compostos presentes, onde
constataram a presencga de fendis, taninos condensados, flavondides, flavanos,
cumarinas e triterpenos, e esterdis. Santos et al. (2016) analisaram e
quantificaram os flavandis totais em extratos obtidos da farinha da folha de

mandioca, utilizando solventes semelhantes ao empregado no presente estudo,
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e observaram, em média, 155,96 mg de catequina em bs /100 g farinha de
folhas de mandioca, 19,30 mg epigalocatequina em bs /100 g farinha de folhas
de mandioca e 9,10 mg de galocatequina em bs /100 g farinha de folhas de
mandioca. A somatoria destas fracbes corresponde a um valor FT de 184,36
mg/100 g em bs, o qual é 2,91 vezes menor que o valor encontrado nas folhas
estudadas (537 mg = 0,40 catequina/ 100 g da folha liofilizada).

3.3. FRACOES DE PROTEINAS NAS FOLHAS DA MANDIOQUEIRA

Os resultados obtidos para o fracionamento das proteinas das folhas de
mandioqueira sdo apresentados na Figura 3.1. Este fracionamento preliminar

permitiu separar por classe as proteinas de acordo com Osborne (1924).
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Figura 3.1. Estimativa do teor de proteinas nas folhas de mandioqueira in
natura segundo a classificacdo empirica de Osborne. S1 — albuminas, S2 —

globulinas, S3 — glutelina e S4 — prolaminas.

O resultado estimado de proteinas sollveis foi menor para a fragdo S1
(0,13 g albumina/100 g de folha in natura). De acordo com Osborne (1924),
empiricamente, a fracdo S1, extraida com agua ultra pura, € constituida pelas
proteinas do grupo das albuminas. Por serem proteinas globulares compactas,
este grupo de proteinas apresenta baixo peso molecular (10 a 18 kDa) e uma
estrutura composta por duas cadeias polipeptidicas, formadas por ligacbes de
pontes de dissulfeto (GONZALEZ-PEREZ; ARELLANO; IRNASA-CSIC, 2009).

A fracdo S2 (0,08 g globulina/ 100 g de folha in natura), extraida com a

solucdo salina de NaCl, é constituida pelo grupo das globulinas (OSBORNE,
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1924), as quais sdo proteinas globulares insoliveis em agua, que apresentam
um peso molecular superior as albuminas. De acordo com Rodriguez et al.
(2011), ocasionalmente proteinas de folhas de plantas ndo apresentam boa
solubilidade em agua, e podem ser computadas no grupo das globulinas. Isso
se deve a uma possivel ligacdo de albuminas a parede celular, o que dificulta o
fracionamento.

A fracdo proteica extraida com a solucdo de NaOH (S3), representada
pelo grupo das glutelinas, apresentou um valor de 0,89 g/100 g de folhas in
natura. Finalmente, a fragdo S4, extraida com etanol, e que representa o grupo
das prolaminas, foi a fracdo mais representativa das proteinas presente nas
folnas de mandioqueira (4,38 g/100 g de folhas in natura). De acordo com
Rasheed et al. (2020), as glutelinas e as prolaminas podem apresentar
similaridades, porém elas diferem quanto a massa molar e aos tipos de ligacao
quimica. Em estado nativo as prolaminas formam pontes de dissulfeto
intramoleculares, enquanto as glutelinas tendem a formar ligacbes pontes de
dissulfeto intermolecurlamente, fazendo com que estas fracbes apresentem
diferentes o processo de extracao.

De acordo com Song et al. (2020) e Hinderink et al. (2021), as moléculas
de prolamina possuem a capacidade de se auto-organizar devido as
propriedades anfifilicas que apresentam; assim, elas podem ser estudadas
como um possivel sistema de entrega de diferentes compostos bioativos. Este
fato salienta a importancia dessa fracdo no estudo, uma vez que elas
representaram aproximadamente 64% das proteinas das folhas da

mandioqueira.
Curva padréao de quantificacédo de proteinas pelo método de Bradford

A partir da curva analitica criada para a quantificacdo das proteinas
sollveis, obteve-se uma equacdo da reta para a correlacdo entre razdo os
comprimentos de onda (Absorbanciasgonm/Absorbanciassonm) € a concentracéo
do padréo de albumina de soro bovino (BSA) (Figura 3.2), a qual foi utilizada

para determinar o teor protéico.
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Figura 3.2. Grafico de calibracao linearizado de Bradford

3.4. PONTOS ISOELETRICO E SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS
FRACIONADAS

Com o objetivo de determinar o ponto isoelétrico (Figura 3.3) e a
solubilidade das proteinas contida nas fracdes S1, S2, S3, e S4, extraidas com
os diferentes solventes, foi quantificado o teor de proteinas na faixa de pH
entre 2 e 11. O ponto isoelétrico de uma proteina corresponde ao valor de pH
no qual a molécula se encontra eletricamente neutra, condi¢cdo na qual ocorre
uma menor solubilidade da proteina na solugdo e, consequentemente, um
menor teor de proteina é detectado.

Na Figura 3.3 é possivel observar que a proteina da fracdo S1 (grupo
das albuminas) apresentou ponto isoelétrico em pH 4,0. Em estudo realizado
por Coldebella et al. (2013) com folha de mandioca, os autores observaram
uma menor solubilidade proteica no sobrenadante avaliado, entre os valores de
pH de 4,0 a 5,0, e definiram esta faixa como a que compreende o ponto
isoelétrico da proteina. Resultado semelhante foi obtido para as proteinas
extraidas das folhas de Moringa oleifera, que apresentaram uma menor
solubilidade entre valores de pH de 3,5 a 4,0 (SOO et al., 2021).
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Figura 3.3. Teor de proteinas nas fracdes proteicas extraidas das folhas de
mandioqueira in natura, em funcdo do pH. Albumina (S1), globulina (S2),

glutelina (S3) e prolamina (S4).

Para as proteinas da fracdo S2 (grupo das globulinas) o menor teor de
proteinas foi obtido em pH 7,0, indicando que este € o0 ponto isoelétrico da
proteina. Contudo supdem-se que a relacdo solucdo salina-proteina utilizada
pode ter influenciado na resposta. O pH 7,0 pode indicar uma neutralidade
elétrica, portanto um ponto isoibnico, ou seja, a proteina esta apresentando um
namero equivalente de cargas positivas e negativas. Isso se deve pela
concentracdo de proteina, onde € possivel supor que € baixa, logo, toda a
proteina presente nessa solu¢cdo muito diluida apresentara ponto isoiénico igual
7. Vale ressaltar que nessa etapa do fracionamento utilizou-se um sal neutro
(NaCl) em concentragdo adequada, 2 a 10%, para promover a separagado das
globulinas por diluigdo. N&o foram encontrados resultados semelhantes para
folhas da mandioqueira na literatura, sendo esta a primeira vez a ser
evidenciado a neutralidade elétrica durante o fracionamento de proteinas para
esta matriz (SGARBIERI, 1996).

O comportamento observado das proteinas da fragdo S3 (grupo das
glutelinas) (Figura 3.3) indicou que o ponto isoelétrico da proteina ocorre em
pH 3,0. Makeri et al. (2017) avaliaram o fracionamento e realizaram a

caracterizacgao fisico-quimica e estrutural das fracdes proteicas de sementes de
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feijdo alado e de soja, e obtiveram resultados semelhante para a solubilidade
das fracBes de proteinas dos grupos das globulinas da soja e das globulinas e
albuminas do feijao alado, em pH 3,0. De acordo com Sgarbieri (1996), para
um grande namero de proteinas o ponto isoelétrico se encontra na faixa de pH
de 3,5a6,5.

Para as proteinas da fragcdo S4 (grupo das prolaminas) foi observada a
menor solubilidade (1,60 g/100 g das folhas in natura) em pH 2,0, indicando
que este é o ponto isoelétrico da proteina. Mohanta et al. (2019) avaliaram a
massa molecular e o ponto isoelétrico (Pl) de proteinas vegetais e encontraram
um Pl em pH 2, para a fracdo proteica extraida da pimenta-aji (Capsicum

baccatum).

Quando avaliada a interacdo proteina-solvente na Figura 3.3 é possivel
constatar a solubilidade das fragdes obtidas. A maior solubilidade da proteina é
identificada pelo maior teor proteico encontrado na curva. Assim, a fragcdo S1
apresentou maior teor proteico (0,15 g/100 g de folha in natura) entre pH 8 e
11, indicando que as proteinas desta fracdo apresentam afinidade alcalina. A
fracdo S2 foi mais soltvel (0,43 g /100 g de folha in natura) em pH 3, 0 que
sugere que as proteinas desta fracdo possuem afinidade por meio acido. Para
a fracdo S3, o pH 10 foi o que indicou maior teor proteico (1,04 g /100 g de
folha in natura), pH no qual a fracdo S4 apresentou também o maior teor
proteico (2,94 g /100 g de folha in natura). Estes resultados sugerem também

uma maior afinidade das proteinas das fracdes S3 e S4 pelo meio alcalino.
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4. CONCLUSAO

Um estudo inicial foi necessério para constatar que € viavel a utilizagéo
das folhas da mandioqgueira (Manihot esculenta) para a extracao de proteinas.
As folhas frescas de mandioqueira apresentaram 6,86 g de proteinas/100 g,
além de apresentarem importantes concentracbes de compostos fendlicos
(356,43 mg * 24,4 equivalente acido galico/g) e de flavandis (5,37 mg + 0,40
catequinal/g), em relacao a folha liofilizada. O método de Osborne se mostrou
eficaz na separacao das fracdes de proteinas das folhas de mandioqueira, em
funcdo da solubilidade em agua (albuminas), em solucdo salina (globulinas),
em alcali (glutelinas) e em A&lcool (prolaminas); sendo esta a fracdo de
proteinas encontrada em maior quantidade (4,38 g/100 g de folha in natura);
fracdo de interesse deste estudo. A avaliagdo do ponto isoelétrico (PIl) das
fracGes proteicas indicou que as albuminas apresentaram Pl em pH = 4, as
glutelinas em pH = 3 e as prolaminas em H = 2. No caso das globulinas houve
uma indicacéo de que o Pl ocorreu em pH 7. As fragbes de albumina, glutelina
e prolamina apresentaram maior solubilidade em pH’s basicos, enquanto a
fracdo de globulina foi mais solivel em meio acido. Assim, o presente estudo
explorou propriedades que podem indicar o potencial das folhas de
mandioqueira para a obtencdo de concentrado proteico, além de ter indicado

condicBes para o isolamento das fragBes proteicas das folhas.
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CAPITULO IV

EXTRACAO DE PROTEINAS DAS FOLHAS DE MANDIOQUEIRA

POR SOLUCAO HIDROALCOOLICA
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RESUMO

O estudo avaliou o processo de extracdo de proteinas das folhas de
mandioqueira, utilizando solugdo hidroalcodlica de etanol como solvente
extrator. Um planejamento experimental foi utilizado para avaliar o efeito da
concentracfes de etanol (40, 50 e 60%), da temperatura (-5, 15 e 35°C) e do
tempo (30, 135 e 240 min) do processo sobre o rendimento de extracdo de
proteina (REP), o rendimento do concentrado proteico (RCP), e o teor de
composto fendlicos totais (CFT), flavanais totais (FT), clorofila a (Cl a), clorofila
b (Cl b), carotendides totais (CT), cor instrumental, capacidade de absorcédo de
dgua (CAA) e oleo (CAO) do concentrado proteico. O REP e o RCP
apresentaram maiores valores em corridas distintas, corrida 3 (40% de etanol,
35°C e 135 min de extracdo) e corrida 13 (50% de etanol, 15°C e 135 min de
extracao), respectivamente. O processo proposto para a extragédo de proteinas
manteve teores consideraveis de compostos bioativos (CT, CFT e FT) no
produto final. Os altos valores de CAA e CAO encontrados se assemelham a
outros resultados encontrados para concentrados protéicos na literatura. Os
liofilizados obtidos apresentaram cores mais escuras (L* < 50) e coloracao
verde ao amarelo, com uma variagdo de cor muito distinta quando comparada
a mandiogueira in natura. A desejabilidade global definiu as condi¢cdes 6timas
de processo (etanol de 54%, 6°C e 30 min de extracdo) de acordo com as
variaveis REP, RCP, CFT, CT e PB. Neste contexto, foi feito o balanco de
massa e a avaliagdo do comportamento higroscépico dos produtos, onde as
isoterma de adsorcéo de umidade apresentou comportamento do tipo Il e a de
dessorcdo se classificou como tipo Il, a modelagem matematica dos dados
indicam que o modelo de Peleg foi o0 mais capaz de predizer as isotermas de

adsorcao e dessorcdo de umidade do concentrado protéico.
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1. INTRODUCAO

O consumo de proteinas ou produtos proteicos, como concentrados e
isolados proteicos, é recomendado na alimentacdo didria para assegurar as
funcdes vitais desempenhadas por esses macronutrientes (PAIVA; ALFENAS;
BRESSAN, 2007). Assim, aliado a crescente demanda por alimentos
promotores da saude, tem-se impulsionado o desenvolvimento de ingredientes
proteicos funcionais. Além disso, ha um interesse cada vez maior em explorar
novas fontes de proteinas derivadas de plantas, com base em principios de
saude, ambientais e econbmicos (HOUDE et al., 2018). Neste sentido, as
folhas verdes dos vegetais, em geral, ttm mostrado caracteristicas favoraveis
para o uso como fonte de proteinas na dieta humana, que podem ser utilizadas
no combate a desnutricdo e na producdo de racdes mais nutritivas para 0s
animais (SOARES et al., 2016).

Ressalta-se que é indispensavel o consumo de aminoécidos essenciais,
a qual € comumente suprida por produtos de origem animal, contudo, com o
crescimento populacional faz-se necessario a procura de novas fontes de
proteinas a base de plantas. Assim, estudos tém sido realizado utilizando
diferentes matérias primas de origem vegetal, com o intuito de produzir
concentrado proteico, sendo um exemplo, a mandioqueira (AKYUZ; ERSUS,
2021). Inumeros fatores podem influenciar a elaboracdo de concentrados
protéicos vegetais, 0 que se torna necessario avaliar o procedimento aplicado
na obtencao deste produto.

Dentre os métodos, destaca-se a utilizacdo de solventes organicos,
como o etanol, utilizados para solubilizar as proteinas e separa-las dos demais
compostos presentes (PEREZ et al., 2022), como no estudo realizado para a
extracdo de proteinas do residuo de cha feito pela combinacdo de alcool-alcali
como solucao extratora (CHEN et al., 2012). Diante 0 exposto, este capitulo
tem o objetivo de avaliar a aplicabilidade de solucéao hidroalcodlica na extracéao
de proteinas da mandioqueira e avaliar as caracteristicas do produto obtido.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.MATERIA PRIMA

Folhas de mandioqueira com 8 meses de cultivo foram utilizadas no
desenvolvimento dessa pesquisa. A coleta foi realizada no més de junho de
2020, no municipio de Salvaterra (Para, Brasil) (Latitude: 00° 45' 12" S,
Longitude: 48° 31' 00" W, altitude de 5 m). O acesso a espécie utilizada esta
cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, sob o nimero ASD5AD?2.

2.2. EXTRACAO DE PROTEINAS DA MANDIOQUEIRA

Para cada ensaio de extragdo, as folhas de mandioqueira in natura (=20
g) foram misturadas com solugdo extratora numa propor¢cdo de 1:10
(folha:solugéo) e trituradas em um ultra turrax modelo T25 digital (IKA,
Alemanha) a 13.000 rpm por 1min. O liquido verde obtido foi transferido para
um reator cilindrico de vidro encamisado com tampa esmerilhada e capacidade
para 250 mL (dimensodes: externa de 80 mm x 115 mm e interna de 50 mm x
100 mm), acoplado a um termdémetro, para registro constante da temperatura,

onde foram realizadas as corridas de extracdo, em condicfes pré-definidas.

Um planejamento Box-Behnken foi utilizado para avaliar a extracdo das
proteinas pelo uso de solucdo hidroalcodlica em diferentes concentracdes. O
planejamento foi constituido de trés niveis (+1, 0 e -1), com trés réplicas no
ponto central, totalizando 15 corridas (Tabela 4.1). O etanol foi utilizado como
solucdo hidroalcodlica (alcool etilico PA com 995% de pureza) nas
concentracdes de 40, 50 e 60%. As curvas de contorno foram determinadas em
fungéo dos fatores significativos, definidos a partir da avaliacdo dos efeitos e do
diagrama de Pareto.
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Tabela 4.1. Niveis codificados e originais das varidveis independentes
utilizadas no planejamento fatorial do tipo Box-Behnken, utilizado na extracao
de proteinas da mandioqueira com etanol.

Va_ri_élvel Variavel original
Corrida codificada
X, X, X Concentragao Temperatura Tempo
(%) (°C) (min)
1 -1 -1 0 40 -5 135
2 +1 -1 0 60 -5 135
3 -1 +1 0 40 35 135
4 +1 +1 0 60 35 135
5 -1 0 -1 40 15 30
6 + 0 -1 60 15 30
7 -1 0 +1 40 15 240
8 +1 0 +1 60 15 240
9 0 -1 -1 50 -5 30
10 0 +1 -1 50 35 30
11 0 -1 +1 50 -5 240
12 0 +1 +1 50 35 240
13 0 0 0 50 0 135
14 0 0 0 50 0 135
15 0 0 0 50 0 135

A Figura 4.1 descreve as principais etapas do processo de extracdo de
proteinas da das folhas de mandioqueira utilizando o etanol como solucdo
extratora. O produto da extracdo foi liofilizado e submetido as analises de
compostos fendlicos totais (mg acido gélico/g do liofilizado), flavanéis totais (mg
catequina/g do liofilizado), proteina bruta (%), clorofila a e b (ug/g do liofilizado),
carotendides totais (ug/ g do liofilizado), analise colorimétrica (L*, a*, b*, c*, h° e
AE), rendimento de extracdo de proteinas (%), rendimento de concentrado
proteico (%), capacidade de absorcdo de agua (g/g base seca — bs) e
capacidade de absorcéo de oOleo (g/g bs).
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Folha in natura
i

Trituragéo e Solugéo extratora
(13000 rpm/ 1 min) (etanol 40, 50 ou 60%)

Yl

Extracdo LS _ Controle de tempo e temperatura

i
| Filtragao | »| Residuo fibroso
!
| Filtrado |
i
Centrifugagao
(4500xg/ 20 mina 15°C)
3
’ Sobrenadante 1 |

2 lavagens | Centrifugagdo
(200 mL de agua mili-Q) (4500xg/ 20 mina 15°C)

—  Precipitado 1 >

Termocoagulagdo acida
(acido nitrico 4M, pH 1,0/60°C/  [«+—| Sobrenadante 2
30min)

[

Centrifugagao
(4500xg/ 20 mina 15°C)

1
Precipitado 2

Liofilizagao Precipitado 1
(453 mTorr/condensador a -44,5°C) (lavado)

'

| P liofilizado |

'y

Figura 4.1. Etapas da extracdo e precipitacdo de proteinas da mandioqueira

utilizando solucéo hidroalcodlica.

2.2.1. Determinacéo de compostos fendlicos totais e flavandis totais

Os extratos dos produtos das corridas do planejamento experimental
foram obtidos de acordo com Boeing et al. (2014), para a realizacdo de todas
as analises de composto bioativos.

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados pelo método
de Folin-Ciocalteau (WATERHOUSE, 2002), sendo a quantificagéo feita com
auxilio de uma curva analitica de &cido galico, na faixa de concentracdo de 1 a
60 mg de acido gélico/L (absorbancia entre 0,0258 e 0,8474). Este método tem
como base a reatividade comum dos polifendis, quando submetidos a uma
interacdo entre os acidos fosfomolibdico e fosfotingstico, por 30 min; o que
acontece por um mecanismo de reacdo engajado, devido a uma transferéncia
de elétrons (mecanismo redox). A marcha analitica ocorreu da seguinte
maneira: 250 yuL de amostra ou agua destilada para o branco, 250 uL de Folin-

Ciocalteu 10% e 1250 pL de carbonato de sédio 7,5% foram misturados, e a
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solucéo foi submetida a leitura, em espectrofotometro UV-Visivel (Modelo Cary
50, marca Varian).

Os flavanodis totais (FT) foram determinados pelo método de p-
dimetilaminocinamaldeido (DMACA), o qual tem como principio a condensacao
da molécula de flavanol com o DMACA, conforme o descrito por McMurrough,
Baert (1994) e Delcour, Varebeke e Janssens (1985). A marcha analitica
seguiu a mistura de 200 pL de extrato e 1000 pL de p-
Dimetilaminocinamaldeido (DMACA) 1% diluido em HCI: metanol resfriado, na
proporcao de 1:3 (v/v), o qual reagiu por 10 min, na auséncia de luz, e seguiu

para posterior leitura em espectrofotometro a 640 nm.
2.2.2. Determinacédo de proteina bruta

Para a determinacdo da proteina bruta das amostras foi utilizado o
método de micro-Kjeldahl, de acordo com o método n° 920.87 da AOAC
(1997). O método tem como base a transformacdo do nitrogénio da amostra
em sulfato de amonio, mediante digestdo com é&cido sulfarico, com posterior
destilacdo para liberacdo de amébnia gasosa, a qual reage com solucdo de
acido bdrico para formacdo de borato de amoénio, seguido de titulacdo com
solucdo de &cido cloridrico padronizada. O fator de conversdo nitrogénio-
proteina empregado foi de 5,75 (AOAC, 1997).

2.2.3. Determinacédo da clorofila a, clorofila b e carotendides totais

A base para a gquantificacdo espectroscopica da clorofila a (ug/g do
liofilizado), clorofila b (ug/g do liofilizado) e carotendides totais (ug/g do
liofilizado) foram as metodologias propostas por Lichtenthaler e Buschmann
(2001). Os extratos foram submetidos a leitura em 664,1 nm, 648,6 nm e 470
nm. Para a analise foram pesados aproximadamente 0,02 g da amostra
liofilizada, o qual foi macerado com solugéo de etanol com 5% (v/v) de agua,
seguido de filtracdo em papel qualitativo. A solucdo foi aferida em balédo

volumétrico de 10 mL, com a solucado extratora.
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2.2.4. Andlise colorimétrica

As amostras foram analisadas em um colorimetro digital (Chroma Meter
CR-300, Konica Minolta, Japao), baseado no sistema CIELAB. Para a
calibracdo do equipamento foi utilizado uma fonte de luz D65, geometria de
visdo de 0° (componente especular incluido), valores do branco X = 0,3174 e
do cinza Y = 0,3349. Foram determinados os parametros a*, b*, L*, ¢* e h°, por
leitura direta no equipamento. Para a obtencao dos valores da variagéo total de
cor (AE) foi utilizado pela Equacéo 4.1 (PATHARE, OPARA E AL-SAID, 2013).

AE = (a2 f + (a7 P + (s F]? @.)

onde, AL* = variacdo da luminosidade, indicando a diferenga em mais claro (+)
e escuro (-), Aa* = diferengca em vermelho (+) e verde (-), Ab* = diferenca em

amarelo (+) e azul (-) e AE = diferenca total de cor.

2.2.5. Rendimento de extracdo de proteina

Para a obtencdo do rendimento de extracdo de proteina (REP, %) foi
efetuado o calculo da massa de proteina no concentrado, em relagdo a massa
de proteina na mandioqueira utilizada na extracdo (SILVA et al., 2012),

conforme a Equacgéao 4.2.

PBCP
PBIE

REP (%)== x100 (4.2)

onde, PBCP é a massa de proteina bruta do concentrado proteico (g) e PBIE &

a massa de proteina bruta presente na amostra inicial (g).
2.2.6. Rendimento de concentrado proteico

O rendimento do concentrado proteico (RCP, %) foi quantificado por
meio da relagédo entre a massa do concentrado proteico obtido em cada corrida
e a massa inicial de folha de mandioqueira utilizada (SILVA et al., 2012), pela

Equacéo 4.3.

RCP (%)= 1= x100 (4.3)
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onde, MCP é a massa do concentrado proteico (g) e MIE é a massa de matéria

seca nas folhas utilizadas na extracéo (g).
2.2.7. Capacidade de absorcdo de agua e capacidade de absorcao de 6leo

Para determinar a capacidade de absorcédo de agua (CAA) e capacidade
de absorcao 6leo (CAO) das proteinas da mandioqueira foi utilizado o método
descrito por Cao et al. (2009), mantendo-se a propor¢cdo de 1:10 (m/v),
amostra:agua (ou 6leo). As amostras foram pesadas (=0,05 g) em eppendorf e
misturadas com agua destilada ou 0Oleo vegetal refinado (0,5 mL), com o auxilio
de um agitador de tubo vértex (modelo K45-2820, marca KASVI basic, Brasil).
As misturas foram centrifugadas (Modelo SL-5GR, marca Spmlaba, Sdo Paulo)
a 1200 x g por 25 min. As amostras foram mantidas inclinadas por 30 min com
intuito de escoar o liquido remanescente (sobrenadante), ndo absorvido. O
ganho de massa por unidade de massa de proteina, em base seca, foi
registrado como a capacidade de absorcdo de dgua ou de éleo Equacéo 4.4.

CAA ou CAO= T2 (4.4)
m

1

Onde m; € 0 peso da amostra seca e m, € 0 peso da amostra Umida

apos a drenagem da agua ou 6leo.
2.3. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis avaliadas no planejamento foram concentracdo de alcool
etilico (%), temperatura (°C) e tempo (min). Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) para estimativa dos parametros
estatisticos, da falta de ajuste do modelo e do coeficiente de determinacéao (R?2).
Os testes de ajuste e predicdo do modelo foram realizados ao nivel de
significancia de 5% pelo programa Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT INC.,
1995). Os modelos quadraticos foram avaliados de acordo com o coeficiente de
determinacao (R?).

Para a definicdo da condicéo 6tima do planejamento, para a extracao de
proteinas da mandioqueira, foi utilizada a metodologia de superficie de
resposta e a funcdo desejabilidade. O método de otimizacdo simultanea

denominada “Funcdo Desejabilidade”, o qual consiste na transformacéo de
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uma funcdo desejabilidade para cada variavel de resposta, onde os valores de
desejabilidade séo especificados em uma faixa de 0 a 1, no qual O representa o
valor indesejado e 1 o valor desejavel (DERRINGER; SUICH, 1980). Neste
planejamento, os valores de desejabilidade foram definidos como 0 para o valor
minimo, 0,8 como valor médio e 1 como o valor maximo, para todas as
respostas.

Barros Neto, Scarminio e Bruns (2007) indicam que apés a
determinacao da desejabilidade para cada resposta (desejabilidade individual)
€ necessario correlacionar todas a uma desejabilidade global, a qual
geralmente €& dada pela média geométrica de “m” das desejabilidades
individuais. Esta rotina promove a reducdo das variaveis respostas em um

anico valor: a desejabilidade global, descrita ha Equacéao 4.5.

D= "/d;d,d; ...dp, (4.5)

onde, m é nimero de respostas. Para uma resposta qualquer dm = 0 define a
mesma como completamente indesejavel, logo a desejabilidade global é igual a
zero.

Para a obtencéo do gréafico da funcdo desejabilidade foram utilizadas as
taxas de variacdo da desejabilidade (s e t), onde os expoentes s e t
estabelecem a importancia da funcdo para descobrir o valor desejado. De
acordo com Derringer e Suich (1980), essas taxas sao fundamentadas no
seguinte principio: seja Li (valor inferior), LS (valor superior) e M (valor
mediano), os quais sdo desejados para a resposta Y, com Li < M < LS.; sendo
que para s =t =1, a funcéo desejabilidade aumenta linearmente com M; para s
<let<1, afuncdo é convexa; e paras>1et>1, afuncdo é concava. Para
obter o gréafico da funcao desejabilidade foram utilizadas taxas de variacao da
desejabilidade (s e t) iguais a 2 e um fator de grade de 4 para as respostas
proteina bruta (PB), rendimento de concentrado proteico (RCP) e rendimento
de extracdo de proteina (REP). Para as respostas composto fendlicos totais
(CFT) e carotendides totais (CT), os valore de s e t foram iguais a 1.

O software Statistica 7.0 também foi utilizado para o ajuste dos modelos
matematicos aos dados experimentais de adsorcdo e dessor¢cdo de umidade

do produto. Aléem da anélise de regressédo nao-linear, utilizou-se a metodologia
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de estimativa de Levenberg Marquardt, com um critério de convergéncia de 10°
6

Para avaliar a qualidade dos ajustes dos modelos foi utilizado o
coeficiente de determinacdo (R?), erro médio quadratico (RMSE) (Equacao

4.6), o desvio médio relativo (P) (Equacéo 4.7) e da analise de residuos.

1
RMSE = Ez?zlm - ?1)2] /2 (4.6)
100 Yi-Yi
P=—2Xi % (4.7)

onde: Y; = valor observado; Y; = valor predito; n = nimero de dados

observados.

2.4. BALANCO DE MASSA EM CONDICOES ESTABELCIDAS POR
DESEJABILIDADE GLOBAL COM USO DE SOLUCAO HIDROALCOOLICA

O balanco de massa (Figura 4.2) foi considerado um processo em
regime permanente, em que foi utilizada a condicdo Otima definida para o
processo de extracdo de proteinas da mandioqueira, mediante funcdo
desejabilidade. Foi realizado o acompanhamento das quatro etapas do
processo: duas de entrada (folha in natura e solucdo extratora) e duas de saida
(residuo fibroso e concentrado proteico liofilizado); cujo controle foi possivel
pelo registro da massa (g), matéria seca (g/100 g), proteina bruta (g bs) e
umidade (%).

3

Folha in natura (FF)
Solugao Rza;"r Residuo fibroso (RF)
hidroalcodlica (S) extracéo
~
Filtrado (F) Concentrado proteico (CP)
Liofilizador >

Figura 4.2. Balanco de massa de acordo a desejabilidade global.
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Os produtos obtidos na condicdo de desejabilidade global do processo
de extracdo foi liofilizado e submetido as analises de proteina bruta (PB),
rendimento do concentrado proteico (RCP), rendimento da extracdo de
proteina (REP), composto fendlicos totais (CFT) e carotendides totais (CT).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
2.5. ISOTERMA DE SORC;AO DE UMIDADE

O concentrado proteico liofilizado, obtido na condic&o 6tima, foi avaliado
higroscopicamente, por meio das isotermas de sorcdo de umidade. As
isotermas foram obtidas em um analisador de sorcédo de vapor (VSA) (Aqualab
VSA, Decagon, USA) a 25°C, conforme metodologia descrita por Silva e Pena
(2018). Inicialmente, uma quantidade representativa de amostra, de 800 a 1000
mg, foi pesada em capsula de aco inoxidavel e o registro da massa foi efetuado
na propria balanca micro analitica do equipamento. O equipamento foi
programado para obter dados de sor¢do (adsorcao e dessorgcédo) de umidade,
em uma faixa de atividade de agua (a,) de 0,1 a 0,9, pelo método DVS. Neste
procedimento, equipamento promove o registro continuo das massas e valores
de a, até o alcance de cada condi¢cdo de equilibrio, definida pelo registro de
trés medidas consecutivas, da variagdo massa/tempo (dm/dt %), com valor
igual ou menor que 0,1. Ao final do processo, a amostra foi submetida a
secagem, pelo método 920.151 da AOAC (1997), para a determinacdo da
matéria seca. Os ajustes dos modelos matematicos aos dados experimentais
de adsorcéo e dessorcédo de umidade do produto sdo apresentados na Tabela
4.2.

Tabela 4.2. Modelos utilizados na predicao da isoterma de sorgao.

Modelo matematico Equacéao
Blahovec m= Aw n Ay
(BLAHOVEC; YANNIOTIS, 2009) a;+(bg.a,) az-(bya,)
1
C
Ferro-Fontan B
(FONTAN et al., 1982) m=

In (%)
GAB _ a.cka,,

(MAROULIS; TSAMI; MARINOS-KOURIS, 1988) ™~ [(1-kaay,).(1+(c-1).kay]
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Halsey

(HALSEY, 1948) [lna ]
Henderson _-In(1-ay)
(HENDERSON, 1952) 1- -ay
Oswin [ ]
(OSWIN, 1946) 1-a,,
Pele

(PELgEG, 1993) m=ky.a, +kp.a
Smith

(SMITH, 1947)

m=b+a.ln(1-a,)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. RESULTADOS DA EXTRACAO DE PROTEINAS DA MANDIOQUEIRA
COM ETANOL

Neste item encontram-se todas os resultados obtidos nas corridas do

planejamento experimental realizado.
3.1.1. Compostos fendlicos totais e flavanois totais

A Tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos para compostos fendlicos
totais (CFT) e flavandis totais (FT) dos pés liofilizados obtidos pelo

planejamento experimental, para a extracdo com etanol.
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Tabela 4.3. Teor de compostos fendlicos totais (mg eq. acido galico/g
liofilizado) e flavandis totais (mg eq. catequina/g liofilizado) nos pés liofilizados
obtidos da extracao de proteinas da mandioqueira com etanol, em cada corrida
do planejamento.

Compostos fendlicos totais

Flavandis totais

Corrida (mg eq. acido galico/g do (mg eq. catequina/g do

liofilizado) liofilizad o)
1 198,4+6,38 1,63+0,05
2 206,7+12,80 1,71+0,09
3 200,9+13,96 1,30+0,09
4 142,0+7,35 1,21+0,16
5 362,9+12,91 4,08+0,14
6 221,0+2,74 1,67+0,12
7 216,7+23,83 3,99+0,34
8 143,1+13,26 0,69+0,11
9 184,1+10,32 0,83+0,08
10 188,3+16,42 1,03+0,02
11 232,6+8,53 1,33+0,11
12 189,7+16,50 1,92+0,06
13 274,4+7,43 2,13+0,29
14 160,9+11,84 2,70+0,22
15 224,2411,16 1,46+0,05

O contetudo de fendlicos totais variou de 142 a 362,9 mg eq. acido
galico/g do liofilizado e o conteudo de flavandis totais variou de 0,69 a 4,10 mg
eq. catequina/g liofilizado. Os maiores teores de CFT e FT foram observados
para a corrida 5, que utilizou uma concentracao de etanol de 40%, temperatura
de 15°C e um tempo de extracdo de 30 min. Nao foi observada uma tendéncia
definida para estas respostas, no dominio experimental. As extracfes fendlicas
de matérias primas vegetais podem ser influenciadas por indmeros fatores
como tipos e proporcdes de solventes, temperaturas de extracao, tempos de
extracdo e proporcdes solido-liquido, etc. Em estudo de extracdo a frio
sequencial e fracionada de compostos fitoquimicos realizado por Palavicini et
al. (2022), foi observado rendimentos baixos quando utilizada baixa
temperatura (4°C), por causa de altas tensdo superficial e viscosidade
mantidas pelo solvente, logo apresentando menor interacdo solvente e

compostos solaveis. Conjectura-se que 0 mesmo ocorreu nas extracdes da
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mandioqueira pela faixa de temperatura utilizada no planejamento ser entre -5
a 35°c.
3.1.2. Proteina bruta

Na Figura 4.3 sdo apresentados valores, em porcentagem, de proteinas
totais observados para os pos liofilizados, dos extratos obtidos em cada corrida
do planejamento experimental. De acordo com os resultados, o maior
percentual de proteina bruta (=46%) foi observado no ponto central do
planejamento, cujas condi¢des de extracdo foram 50% de etanol, 15°C e 135

min de extracao.
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Figura 4.3. Teores de proteina bruta (% bs) para os pos liofilizados obtidos da
extragdo de proteinas da mandioqueira com etanol, em cada corrida do

planejamento.

Teo et al. (2010) produziram concentrado protéico de folhas de
mandioqueira desidratadas utilizando a coagulacdo por etanol. Os autores,
homogeneizaram as folhas com agua destilada (propor¢cdo 1:20, p:v) e
realizaram filtracdo. O filtrado produzido teve adicdo de etanol (concentracdo
final de 30%, v/v) para a precipitacdo das proteinas, as quais foram separadas
por filtracdo. Ao final do processo os autores atingiram 60 % de proteina bruta;
sendo superior ao encontrado no presente trabalho. E importante ressaltar que
que os autores utilizaram um fator de conversdo nitrogénio-proteina de 6,25,

enquanto no presente trabalho foi utilizado o fator de 5,75. (AOAC, 1997).



123

3.1.3. Clorofila a, clorofila b, carotendides totais e colorimetria

Na Figura 4.4 sao apresentados os resultados para os teores de clorofila
a (Cl a, pg/g do liofilizado), clorofila b (ClI b, pg/g do liofilizado) e carotendides
(CT, ug/g do liofilizado) (Apéndice 4.1), bem como os parametros de cor
instrumental (Apéndice 4.11) e as imagens dos pos liofilizados obtidos nas
diferentes corridas do planejamento experimental.

O solvente utilizado no processo de extragdo tornou viavel também a
extracdo das clorofilas, juntamente com as proteinas, uma vez que as clorofilas
a e b sdo muito soluveis em etanol (RAHAYUNINGSIH et al., 2018). Os teores
de clorofila variaram entre 4,8 a 9,0 mg/g (corridas 13 e 4, respectivamente) do
liofilizado para a clorofila a e entre 0,6 e 2,5 mg/g do liofilizado (corridas 13 e
11, respectivamente) para a clorofila b. Observa-se que os maiores valores de
clorofila b (Cl b) alcancados ocorreram em baixa temperatura (-5°C) com
valores de 2 a 2,5 mg/g do liofilizado (corridas 1, 2 e 11), a clorofila a (Cl a)
apresentou valores mais altos em concentragdes de 60% de etanol, sendo as
corridas 2, 4 e 6, 0 mesmo nao se estende a corrida 8, supdem-se que o tempo
elevado de extracdo (240 min) possa ter influenciado; ou em menor
temperatura de extracao (-5°C), no caso das corridas 1, 2,9 e 11.

Segundo Damodaran, (2010), em meio com elevada concentragédo de
alcoois, como o etanol, a clorofilase é ativada. A acdo enzimatica promove a
retirada do grupo fitol da clorofila, a qual é facilitada por ser insolivel em
solventes polares. A saida do fitol possibilita a formacédo do clorofilideo, o qual
sofre esterificacdo produzindo o etil clorofilideo, responsavel pela alteracdo da
coloracdo verde. As concentracfes de etanol utilizadas e a dispersdo da
enzima devido ao rompimento da parede celular no processo de trituracdo das

folhas de mandioqueira facilitaram a interagéo enzima-clorofila.
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Cla = 6494,27 £172,79
Clb =1159,13 £ 60,73
CT=1869,11 £98,61

*=43,31£1,10
a*=-833%0,16
b*=23,64 £0,53
¢*=25,07 £0,55

h° =109,40 0,07
AE=7,58 0,31

Cla= 511579+ 199,42
Clb =1194,70 + 58,94
CT=1794,22 134,11

L*=4305%1,73
a*=-7,20 £0,31
b*= 2372+0,98

4,79 1,03
=106,89 £ 0,06
AE=731%053

Cla = 6187,26% 156,50
Clb=1324,14+8278
CT=1796,08+ 116,91

L*=4578 4,18
a*=.7,99 £0,62
b*=24,03 +2,01
¢ =2533%210
h°=108,40 £0,14
AE=8,08 +1,36

Cla = 4846,92 + 256,51
Clb = 650,06 5,17
CT=1568,116,32

L*=44,87 +2,06
a*=651%0,18
b*= 2591%1,19
c'= 26,71£1,19
h°=104,12 20,32
AE =846 +0,48

Cla =8968,13 44,09
Clb = 1234,63 £ 25,40
CT=229579%110,12

L*=4296+282
a*=-7,30 0,45
b*= 21,76:1,11
¢ =2294%119
° = 108,54 £0,22
AE=768%0,23

Cla=7149,34+ 278,96
Clb = 1300,03+ 92,89
CT=2264,23% 33,41

*=3897 +212
a*=-8,50 £0,37
b*= 2296%1,06
c=24,48 1,12

h° = 110,31 0,06
AE =4,64 0,09

Cla = 5164,88+ 261,20
Clb = 1529,75 + 85,10
CT=1479,02+104,23

*=4531+2,56
2*=-10,03 £0,49
b*=2550 +1,45
c*=27,40 £1,53

h°= 111,47+0,18
AE=9,57 +1,10
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Cla = 6165,00 £ 550,14
Clb = 174537 £92,34
CT=1771,50£12,54

L*=3889%232
2*=-10,48 £ 0,60
b*=24,82+024
c*=26,33 £1,39

° =113,45 0,11
AE =313 0,07

Cla=5514,52 +79,70
Clb = 1582,49 + 36,46
CT= 166557 + 88,91

L*=43,00£0,23
7,09£0,13

¢*=2571£0,26
° = 106,02 + 0,27
AE=7,502%0,16

Cla=6653,20+321,24
Clb =1418,72+18,71
2126,8 + 89,55

L*=42,01+256
a*=-9,4110,52
b*=2368 1,46
c*=2548 155

h° =111,67 20,16
AE=511£0,50

Figura 4.4. Teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b) e carotenoides totais
(CT), expressos em ug/g do liofilizado, e parametros de cor instrumental e
imagens para os pos liofilizados obtidos da extragcdo de proteinas da
mandioqueira com etanol, em cada corrida do planejamento. (a) corrida 1, (b)
corrida 2, (c) corrida 3, (d) corrida 4, (e) corrida 5, (f) corrida 6, (g) corrida 7, (h)
corrida 8, (i) corrida 9, (j) corrida 10, (k) corrida 11, (l) corrida 12, (m) corrida 13,
(n) corrida 14 e (o) corrida 15.
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Em relacdo ao teor de carotendides totais (CT), o menor valor foi
observado para a corrida 14 (50% de etanol, 15°C e 135 min de extracado) (1,5
mg/g do liofilizado) e o maior valor para a corrida 11 (50% de etanol, -5°C e 240
min) (2,7 mg/g do liofilizado). Os valores de CT observados nos pos liofilizados
obtidos no dominio experimental sdo considerados elevador. Kulkarni e Nikolov
(2018) reportaram a extracdo de uma fracdo de pigmento de alto valor,
contendo clorofila e carotendides, no processo de extracdo de proteina de
microalgas, com etanol. O etanol pode afetar diretamente a permeabilidade da
parede celular (RIVERA; CANE, 2012), sendo também um importante solvente
para a extracdo de carotendides, uma vez que estes compostos bioativos se
encontram nas paredes celulares e nas células vegetais. De acordo com
Santamaria-Fernandez e Lubeck (2020), quase 80% das proteinas foliares se
encontram nos cloroplastos, onde 50% delas fazem parte das membranas
tilacéides, as quais englobam lipidios e pigmentos, como a clorofila e os
carotendides. Assim, os resultados obtidos na pesquisa indicam que a
utilizacao do etanol na extracdo das proteinas da mandioqueira favorece, além
da extracdo das proteinas, a extracao da clorofila e de carotendides.

Para os parametros de cor instrumental, os valores de L* indicam cores
mais escuras (L* < 50), a ordem de grandeza e os valores negativos de a*
ratificam a presenca da coloragéo verde, os valores positivos de b* indicam a
presenca da coloracdo amarela nas amostras. Os valores de c* indicam uma
saturacdo moderada das cores do liofilizado e os valores de h° proximos a 110°
indicam que os produtos apresentaram uma coloragcdo amarela-esverdeada.

Os produtos das corridas 1 (Figura 4.4a), 2 (Figura 4.4b), 5 (Figura
4.4e), 9 (Figura 4.4i), 11 (Figura 4.4k) e 15 (Figura 4.40), visivelmente,
apresentaram a coloracdo verde mais proximas a tonalidade das folhas de
mandioqueira, resultado coerente com a variagdo de cor que apresentam
(menores valores). A variagao total de cor (AE) mede a diferenga entre os
valores das coordenadas de cor L*, a* e b* para as folhas da mandioqueira in
natura e os valores das coordenadas de cor para os pos liofilizados. De acordo
com Adekunte et al. (2010) as diferencas na cor compreensivel podem ser
calculadas e classificadas em trés tipos; sendo: muito distintas (AE>3), distintas
(1,5<AE<3) e pequenas diferengas (1,5<AE). Com base nesta classificagao, as

cores dos produtos obtidos em todas as corridas sao classificadas como muito
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distintas da cor das folhas da mandioqueira in natura; sendo que a menor
variacéo foi observada para a corrida 5 (Figura 4.4e) (60% de etanol, 15°C e 30

min de extracao).

3.1.4. Rendimento de extracdo de proteina e rendimento de concentrado

proteico

No inicio dos processos de extracdo das proteinas a quantidade de
proteina disponivel nas folhas da mandioqueira in natura era de 6,86 g/100 g
(=28,2% bs). Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores obtidos para o
rendimento de concentrado proteico (RCP) e o rendimento de extracdo de
proteina (REP).

Tabela 4.4. Rendimentos de concentrado proteico (RCP) e de extracdo de
proteina (REP), para a extracdo de proteinas da mandioqueira com etanol, em
cada corrida do planejamento.

Corrida RCP (%) REP (%)
1 5,46 8,85
2 13,84 24,10
3 15,76 22,14
4 12,08 20,75
5 7,68 10,78
6 12,92 22,25
7 14,18 19,67
8 10,18 16,91
9 9,24 15,84
10 15,69 23,17
11 11,89 19,06
12 14,35 20,91
13 14,45 26,71
14 14,84 19,01
15 12,87 24,55

A corrida 3 (40% de etanol, 35°C e 135 min de extracdo) foi a que
apresentou maior valor de RCP (15,85%), enquanto o maior valor de REP
(26,7%) foi observado para o produto da corrida 13 (50% de etanol, 15°C e 135
min de extracdo). De acordo com Cui et al. (2017), o uso de solventes

organicos como etanol, acetona e butanol, pode promover a desnaturacao das
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proteinas de plantas, pois estes tipos de solventes apresentam uma certa
hidrofobicidade, o que permite maior interagdo com proteinas com a cadeia
lateral ndo-polar e proteinas ligadas a lipideos. Assim, supdem-se que 0O
elevado teor de lipideos nas folhas de mandioqueira (4%), quando comparadas
a outras hortalicas como no caso do espinafre (0,17%), pode ter favorecido a
extracdo das proteinas (KALA; PRAKASH, 2007). Seguindo Zhang et al.
(2017), o uso do etanol na solugdo extratora tende a diminuir a constante
dielétrica do meio, o que promove a precipitacdo da proteina. O etanol permite
ainda remover lipideos, pigmentos presentes nos vegetais como a clorofila,
carotendides e compostos fendlicos.

Em um estudo de extracdo de proteinas do residuo de cha, Chen et al.
(2012) avaliaram a combinacdo de alcool-alcali como solucdo extratora. De
acordo com o estudo, o aumento da concentragdo de etanol aumentou a
producdo de proteinas, até uma concentracdo de 60%, acima da qual o
rendimento de extragdo diminuiu. Assim, os autores definiram como sendo 60%
a concentracdo de etanol mais adequada para o processo estudado. Como, no
presente estudo a concentracdo maxima de etanol utilizada foi justamente
60%, h& um indicativo de que para obter maiores valores de RCP e REP seria

necessaria a combinacdo de outros solventes ou de outros métodos.
3.1.5. Capacidade de absorcado de 4gua e capacidade de absorcao de 6leo

Os resultados obtidos para a capacidade de absorcdo de dgua (CAA) e
capacidade de absorcao de 6leo (CAO) sdo apresentados na Tabela 4.5.
Rodsamran e Sothornvit (2018) estudaram as propriedades fisico-quimicas e
funcionais das proteinas obtidas de um sobrenadante (leite de coco) e um
precipitado (torta do 6leo). Os autores identificaram os concentrados obtidos do
sobrenadante por SPP e o concentrado obtido do precipitado por PPP. Para o
SPP foram observados valores de CAA entre 0,78 a 2,92 g/g bs e para o PPP
valores entre 2,30 a 3,43 g/g bs. Para a CAO os valores variaram entre 2,26 a
3,25 g/g bs para SPP e entre 2,60 a 3,40 g/g bs para PPP. Estes valores foram
bem inferiores aos observados a CAA e a CAO dos concentrados proteicos da
mandioqueira. Os altos valores de CAA e CAO se assemelham aos resultados
encontrados para concentrados protéicos de gréo-de-bico que variaram de 4,90
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a 7,94 g/lg bs e 10,90 a 14,60 g/g bs, respectivamente (AYDEMIR;
YEMENICIOGLU, 2013).
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Tabela 4.5. Capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de absor¢ao
de Oleo (CAO) para os pos liofilizado obtido da extracdo de proteinas da
mandioqueira com etanol, em cada corrida do planejamento.

Corrida CAA (g/g bs) CAO (g/g bs)
1 8,70 £ 0,08 6,74 £ 0,13
2 6,86 + 0,10 5,86 + 0,33
3 8,30 £ 0,27 7,32+0,16
4 7,75%+0,13 7,19 £ 0,74
5 7,47 £0,19 7,05 % 0,32
6 7,77 £ 0,26 7,35+0,12
7 8,64 + 0,42 6,56 + 0,28
8 7,23+0,44 6,56 £ 0,24
9 7,53 +£0,89 7,10+ 0,26
10 7,78 £ 0,60 7,11 £ 0,08
11 7,45 £ 0,37 6,73 0,17
12 6,52 + 0,03 6,24 + 0,47
13 6,55+ 0,31 7,34 +£0,23
14 6,71 +0,17 6,45 + 0,04
15 6,92 £ 0,22 6,59 + 0,32

De acordo com Damodaran (2010), quando solventes organicos, como o
etanol, séo utilizados na extragéao, estes provocam alteragéo na solubilidade da
proteina, ocasionando o aumento de forcas eletrostaticas intra e
intermoleculares. Porém, quando ha interacdo intramolecular repulsiva,
desencadeia o desdobramento da proteina, o que pode viabilizar a reducao da
solubilidade da proteina em meio aquoso. Para o concentrado proteico da
mandioqueira, os valores da CAA foram maiores do que os valores da CAO em
todas as corridas, com excec¢ao da corrida 13. Estes resultados sugerem que o
uso do etanol na solugcdo extratora promoveu nas proteinas uma maior
exposicao de locais hidrofilicos, com maior afinidade por moléculas de agua.

As proteinas vegetais que possuem altos valores de capacidade de
absorcédo de agua e 6leo (CAA e CAO) podem ser utilizadas como ampliadores
em produtos carneos ou produtos correspondentes a carne para o mercado
vegano, como por exemplo, a adicdo de gréo de bico e farinha de ervilha na
elaboracdo de mortadela suina com baixo teor de gordura que promoveu um
aumento do rendimento devido a uma menor perda de liquido (SANJEEWA et
al., 2010).
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3.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Um planejamento experimental foi utilizado para definir a concentragéo
de etanol na solugéo extratora, a temperatura e o0 tempo para o processo de
extracdo de proteinas das folhas de mandioqueira. Para definir a condicéo
otima foi utilizado um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken, a metodologia
de superficies de resposta (MSR) e a fungcdo desejabilidade. Foram avaliados
os efeitos das variaveis de entrada (variaveis independentes): concentracdo de
etanol (E) na extracdo da proteina (40 — 60%), temperatura de extracdo (T) (-5°
— 35°C) e tempo de extracdo (t) (30 — 240 min), sobre as respostas (variaveis
dependentes): teor de clorofila a (Cl a), teor de clorofila b (Cl b), teor de
carotendides totais (CT), variacdo de cor (AE), quantidade de proteina bruta
(PB), teor de flavandis totais (FAT), teor de compostos fendlicos totais (CF),
rendimento do concentrado proteico (RCP), rendimento de extracdo da
proteina (REP), capacidade de absorcdo de &gua (CAA) e capacidade de
absorcdo de o6leo (CAO). A matriz do planejamento experimental e 0s
resultados para as respostas avaliadas sdo apresentados na Tabela 4.6.

A ANOVA mostrou que as variaveis concentracao de etanol, temperatura
e tempo de extracdo ndo apresentaram efeitos significativos (p > 0,05),
lineares, quadraticos e de interacdo sobre as respostas clorofila a, clorofila b,
carotendides totais, compostos fendlicos totais, flavanadis totais, proteina bruta,
variacdo de cor, rendimento de extracdo de proteina e capacidade de absorcéo
de 6leo (dados ndo mostrados). Porém, ndo ha uma comprovacéao efetiva que
possa ratificar que a hipétese nula é falsa, o que s6 poderia ser viavel com a
ampliacdo do dominio experimental. Por outro lado, a ANOVA mostrou que as
variaveis concentracdo de etanol, temperatura e tempo de extracdo exerceram
efeitos significativos (p < 0,05) sobre as respostas rendimento do concentrado
proteico (RCP) e capacidade de absorcdo de agua (CAA) (Tabela 4.7). A
qualidade dos dados é ratificada pelos baixos valores dos residuos, além da
distribuicdo aleatéria, o que pode ser constatado nos Apéndices 4.1l (RCP) e
4.1V (CAA).
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Tabela 4.6. Matriz do planejamento fatorial Box-Behnken e os resultados para as respostas do Planejamento para a extracéo de
proteinas da mandioqueira, utilizando o etanol como solvente.

Variéveis originais

Respostas (Variaveis dependentes)

Corrida (variaveis codificadas)

E(X) TX) t(Xz) Cla Clb CT AE PB FAT CF RCP REP CAA CAO
1 40 -5 135 8553,58 2385,13 2483,05 4,12 39,21 163 1984 546 885 8,70 6,74
2 60 -5 135 7671,20 2053,67 2519,84 4,51 42,09 1,71 206,7 13,84 24,10 6,86 5,86
3 40 35 135 5115,79 1194,70 179422 7,31 33,95 1,30 200,9 15,76 22,14 8,30 7,32
4 60 35 135 8968,13 1234,63 2295,79 7,68 41,52 1,21 1420 12,08 20,75 7,75 7,19
5 40 15 30 6165,00 1745,37 177150 3,13 3395 4,08 3629 7,68 10,78 7,47 7,05
6 60 15 30 7179,60 1018,11 258391 7,48 41,63 1,67 221,0 1292 2225 7,77 7,35
7 40 15 240 5175,21 1082,25 1972,35 6,21 33,52 3,99 216,7 14,18 19,67 8,64 6,56
8 60 15 240 6187,26 1324,14 1796,08 8,08 40,14 0,69 143,1 10,18 16,91 7,23 6,56
9 50 -5 30 7149,34 1300,03 2264,23 4,64 41,43 0,83 184,1 9,24 1584 753 7,10
10 50 35 30 5514,52 1582,49 1665,57 7,50 3570 1,03 188,3 15,69 23,17 7,78 7,11
11 50 -5 240 8593,67 245765 2697,28 585 38,76 1,33 2326 11,89 19,06 7,45 6,73
12 50 35 240 6494,27 1159,13 1869,11 7,58 3521 1,92 189,7 14,35 2091 6,52 6,24
13 50 15 135 4846,92 650,06 1568,11 8,46 44,66 2,13 2744 14,45 26,71 655 7,34
14 50 15 135 5164,88 1529,75 1479,02 9,57 30,97 2,70 1609 14,84 19,01 6,71 6,45
15 50 15 135 6653,29 1418,72 2126,84 5,11 46,09 1,46 2242 12,87 2455 6,92 6,59

E: concentracdo de etanol na solucao extratora (%); T: temperatura de extragédo (°C); t: tempo de extracdo (min); Cl a: Clorofila a (ug/g do liofilizado); ClI b:

Clorofila b (ug/g do liofilizado); CT: carotendides totais (ug/g do liofilizado); AE variacdo total de cor; PT: proteina bruta (%); FAT: flavanéis totais (mg eq.

catequina/g do liofilizado); CF: compostos fendlicos totais (mg eq. acido gélico/g do liofilizado); RCP: rendimento do concentrado proteico (%); REP:

rendimento de extracdo de proteina (%); CAA: capacidade de absorcéo de agua (g/g bs); CAO: capacidade de absorcao de 6leo (g/g bs).
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Tabela 4.7. Efeito estimado, erro puro e grau de significancia estatistica (p)
para os fatores do modelo rendimento do concentrado proteico (RCP) e

capacidade de absorcéo de agua (CAA).

RCP CAA
Fator Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p
estimado estimado
Média 11,9385 0,3005 0,0006 7,6664 0,0541 <0,0001
E 1,4859 0,7359 0,1809 -0,8743 0,1325 0,0222
E2 1,9121 0,5416 0,0717 -0,8163 0,0975 0,0140
T 4,3642 0,7359 0,0273 -0,0481 0,1325 0,7515
T2 0,3592 0,5416 0,5755 -0,3588 0,0975 0,0666
t 1,2675 0,7359 0,2272 -0,1760 0,1325 0,3154
t2 0,9025 0,5416 0,2376 -0,2353 0,0975 0,1373
ExT -6,0344 1,0408 0,0285 0,6422 0,1874 0,0756
Ext -4,6234 1,0408 0,0471 -0,8547 0,1874 0,0448
Txt -1,9919 1,0408 0,1958 -0,5863 0,1874 0,0888

Variaveis significativas (p < 0,05) em negrito.

A temperatura linear (T) apresentou um efeito positivo sobre a resposta
RCP, indicando que o aumento do nivel mais baixo (-1) para o nivel mais alto
(+1) da variavel temperatura ocorreu um aumento no valor do RCP, no
processo de extracdo de proteinas, em meio alcodlico, com etanol. Foram
também observados efeitos lineares significativos, com sinais negativos, para
as interacfes concentracdo de etanol x temperatura e concentracéo de etanol x
tempo de extragéo sobre a resposta RCP (p < 0,05).

Os efeitos estimados dos fatores de entrada em relacdo a resposta
(CAA),

independentes concentracdo de etanol, linear (E) e quadratico (E2). O efeito

no dominio experimental, foram significativos para as variaveis

negativo observado para E indica que a reducéo da concentracao de etanol do
maior nivel (+1) para o menor nivel (-1) provocou o aumento da CAA do
concentrado proteico liofilizado. O efeito da interacdo entre as variaveis
independentes concentracdo de etanol x tempo de extracdo foi também linear
(Et) também foi significativo sobre a resposta CAA (p < 0,05).

O grafico de Pareto (Figura 4.5) descreve os efeitos estimados
padronizados que cada variavel dependente desempenhou sobre as respostas.
A linha vertical tracejada que atravessa os efeitos € indicativa do limite de

rejeicdo da hipdtese nula (p = 0,05), considerando 95% de confian¢a. Logo,
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apenas os efeitos posicionados a direita desta linha sdo considerados para
efeitos de avaliacdo das respostas. Na Figura 4.5a, o grafico de Pareto
confirma que os efeitos T, ET e Et foram significativos para a resposta RCP e a
Figura 4.5b mostra que os efeitos E, E2 e Et foram os significativas para a
resposta CAA, pois ultrapassaram o limite de rejeicdo da hipotese nula a 95%

de significancia.

(@)

5,93

-5,80

p=0,05

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

‘ (b)
N
-8,37

Efeito estimado padronizado (Valor absoluto)

Figura 4.5. Grafico de Pareto para a resposta rendimento do concentrado

proteico - RCP (a) e capacidade de absorcao de dgua — CAA (b).
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Na Tabela 4.8 sdo apresentados os resultados da ANOVA, para a
regressdo dos modelos ajustados as respostas RCP e CAA, utilizando apenas
os efeitos significativos; sendo: a soma quadratica, os graus de liberdade, a
média quadratica, os valores de F calculado e tabelado, o coeficiente de
determinacao (R2), bem como as equacdes ajustadas para as respostas.

O valor do Rz demonstra que o modelo explica 97% da variacdo total dos
dados observados para a variavel RCP e 86% para a variavel CAA. A ANOVA
evidencia que o modelo ajustado para a resposta RCP e CAA (equagdes na
Tabela 4.8) foi significativo, com 95% de confianca; mas apenas preditivo para
RCP por ser o Unico a apresentar regressao significativa, ou seja, Fcarculado
superior ao Fupelado; @ falta de ajuste foi ndo significativa para RCP e CAA pois
apresentou Fcaculado iNferior ao Fiapelado. AS Superficies de resposta e as curvas
de contorno obtidas pelos modelos de regressdo para RCP e CAA, sao

apresentadas na Figura 4.6.

Tabela 4.8. Andlise de variancia (ANOVA) para a regressdao do modelo
ajustado as respostas RCP e CAA.

Fonte de variacao SQ GL MQ  Fcaculado Ftabelado R2
Rendimento do concentrado proteico (RCP)

Regresséo 123,1898 9 13,6878 15,42 4,77 0,965

Residuos 4,4372 5 0,8874

Falta de ajuste 2,2708 3 3,9677 0,70 19,16

Erro Puro 2,1664 2 0,7569

Total 127,6270 14 1,0832

RCP =-68,74+2,51E - 0,02E2 + 0,95T - 0,0009T2 - 0,015 ET - 0,002 x 135E —
0,0005x 135 T + 18,13

Capacidade de absorcéo de dgua (CAA)

Regresséo 5,9537 9 0,6615 3,53 4,77 0,864
Residuos 0,9379 5 0,1876

Falta de ajuste 0,8676 3 0,3437 8,24 19,16

Erro Puro 0,0702 2 0,2892

Total 6,8915 14 0,0351

CAA = 28,22- 0,83E + 0,008E? - 0,09T + 0,0009T2 + 0,002ET — 0,0004 x 135E
—0,0001x135T + 2,53

SQ: soma quadrdtica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

As equacdes obtidas para as respostas RCP e CAA (Tabela 4.8)

produziram as curvas de contorno e a superficie de respostas, apresentadas na
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Figura 4.6. A Figura 4.6a mostra que o RCP foi mais expressivo na faixa de
temperatura de 30 a 40°C e concentragfes de etanol de 38 a 50%. A Regiao
Otima para CAA (Figura 4.6b) ocorre entre 38 e 42% de etanol e em menores
temperaturas de processo (-10 a 10°C), ou seja, produziram concentrados

proteicos com os maiores valores de CAA (> 8 g/g bs).
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Figura 4.6. Curva de contorno e superficie de resposta para RCP (a) e CAA (b)
a 135 min.

A condicdo 6tima para o processo de extracdo de proteinas da
mandioqueira foi definida, a partir da desejabilidade global, apresentada na
Figura 4.7. Assim, a condi¢cdo Otima para conduzir o processo de extracdo de
proteinas da folha da mandioqueira é: solucao extratora com 54% de etanol,
temperatura de processo de 6°C e um tempo de extracdo de 30 min; para uma
desabilidade global de 0,853, no dominio experimental. Nesta condicdo 0s
valores estimados para as respostas foram 2000 pg de carotendides totais/g do
liofilizado, 240 mg eq. acido galico/g do liofilizado, 40% de proteina bruta, 19%
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de rendimento de extracdo de proteina e 11% de rendimento de concentrado

proteico.
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Figura 4.7. Grafico da funcdo desejabilidade para carotenoides totais (CT),
compostos fendlicos totais (CF), proteina bruta (PB), rendimento de extracdo

de proteinas (REP) e rendimento de concentrado proteico (RCP).

3.3. BALANCO DE MASSA DA EXTRACAO OTIMIZADA DE PROTEINAS
COM ETANOL

Os valores de massa, matéria seca, proteina bruta e umidade para cada
etapa do processo de extracdo séo apresentados no fluxograma da Figura 4.8.
A padronizacdo das etapas foi realizada com intuito de disponibilizar ao final do
processamento um material liofilizado com maior conteddo de proteinas

possivel.
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Massa (g) = 20,03+ 0,02
Matéria seca (g/100g) = 2,84+ 0,21
Proteina (g) = 1,60+ < 0,01

Umidade (%) =71,60£2,11 —

. v
Folha in natura (FF)

< Reator Residuo fibroso (RF)
Solugéo de
hidroalcodlica (S) extragdo Massa (g) = 15,83+ 0,50

” Matéria seca (g/100g) = 1,64+ 0,22

Massa (g) = 184,69+ 0,18 Proteina (g) = 0,71+ 0,09
Matéria seca (g/100g) = 0,00

Umidade (%) = 83,56+ 2,21

Proteina (g) = 0,00
Umidade (%) = 100

Filtrado (F)

Concentrado proteico (CP)
Liofilizador >
Massa (g) = 0,70+ 0,13

Matéria seca (g/100g) = 9,39+ 0,05
Proteina (g) = 0,27+ 0,05

Umidade (%) = 6,07+ 0,55

Figura 4.8. Balanco de massa para o processo de extracdo de proteinas da

mandioqueira, utilizando o etanol como solvente.

As folhas da mandioqueira utilizadas apresentaram ~3 g de matéria seca
e = 30% de proteina bruta, o equivalente a 1,60 g + < 0,01 de proteina
disponivel para extracdo. Os valores médios da triplicata mostraram um maior
valor de proteina no residuo fibroso (0,71 g + 0,09) do que no concentrado
proteico liofilizado (0,27 g + 0,05), o que confirma que a extracdo de proteinas
da folha da mandioqueira, utilizando solucéo hidroalcodlica de etanol como
solvente de extracdo, ndo foi satisfatéria, havendo uma perda de 0,62 g de
proteina (= 38%), a qual pode ser justificada pela etapa de filtracdo e pelo
namero de lavagens necessdrias para a retirada do solvente antes da etapa de
liofilizacdo, o que ressalta a necessidade de uma adaptacdo do método para a
recuperacdo das proteinas solUveis no meio. A caracterizacdo do concentrado
protéico (Tabela 9 a seguir) indica um rendimento de extracdo de proteinas de
20,83%, sendo assim, foi realizado efetivamente um REP de 0,33 g de proteina
da mandioqueira, como citado anteriormente, o concentrado proteico liofilizado
apresentou 0,27 g de proteina 0 que nos remete a uma diferenca de massa

0,06 g de proteina.
3.4. CARACTERIZAQAO DO CONCENTRADO PROTEICO

O concentrado proteico liofilizado obtido da mandioqueira, na condicéo

definida como Gtima para o processo de extracédo (54% de etanol, 6°C e 30 min
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de extracdo) foi caracterizado para compostos fendlicos totais (CF),
carotendides totais (CT), proteina bruta (PB), rendimento da extracdo de
proteinas (REP) e rendimento do concentrado proteico (RCP). Os resultados
sdo apresentados na Tabela 4.9. As corridas foram realizadas em dias

diferentes, para assegurar a repetibilidade dos experimentos.

Tabela 4.9. Andlises do concentrado proteico liofilizados obtido na condicéo
definida como 6&tima, para o processo de extracdo de proteinas da
mandioqueira.

Analise exp;/r?:r?trental u\e/fr'flro Re(%uo
ﬁjoﬂz(;‘j%)eq' acido galico/gdo 191 164 1634 240 2035
CT (ug/g do liofilizado) 1912.48 + 36,40 2000 438
PB (%) 41,10 + 0,83 40 275
RCP (%) 1226 + 2,23 11 1145
REP (%) 20,83 + 3,62 19 9.63

CFT: compostos fendlicos totais; CT: carotendides totais; PB: proteina bruta; RCP: rendimento

do concentrado proteico; REP: rendimento de extra¢do de proteina.

Os valores médios determinados para as propriedades avaliadas foram
muito similares aos valores estimados pela funcédo desejabilidade, o que valida
a metodologia utilizada para definir a condicdo 6tima para o0 processo de
extracdo de proteinas da folha da mandioqueira. A maior variabilidade foi
observada para a propriedade compostos fendlicos totais o qual apresentou um

percentual de residuo de 20,35.
3.5. ISOTERMA DE SORCAO DE UMIDADE DO CONCENTRADO PROTEICO

A Tabela 4.10 apresenta os dados para a adsor¢céo e a dessorcao de
umidade a 25°C, do concentrado proteico liofilizado, obtido nas condi¢bes
definidas como Otimas para o processo de extracdo de proteinas da

mandioqueira, utilizando o etanol.
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Tabela 4.10. Dados de sor¢cao de umidade a 25°C para o concentrado proteico
liofilizado da mandioqueira.

Adsorgéo Dessorgao
aw Umidade (m) aw Umidade (m)
0,10 0,24 0,90 14,00
0,20 0,93 0,80 11,14
0,30 2,24 0,70 9,02
0,40 3,07 0,60 7,73
0,50 4,01 0,50 6,51
0,60 5,73 0,40 4,73
0,70 7,13 0,30 4,18
0,80 9,72 0,20 2,47
0,90 14,00 0,10 0,85

a,: atividade de agua (adimensional); m: umidade de equilibrio (g H,0/100 g bs)

De acordo com os valores tabelados, umidades inferiores a 5,73 ¢
H,O/100 g bs asseguram a estabilidade microbiolégica do produto (ay < 0,6)
(SCOTT, 1957). O baixo nivel de umidade de equilibrio observado a 90% de
umidade relativa do ar (aw = 0,9) (14 g H,0/100 g bs) indica que o concentrado
proteico obtido da mandioqueira, por extracdo com etanol, apresenta baixa
higroscopicidade. Resultado semelhante ao encontrado para folhas de Moringa
oleifera a 27°C, onde isoterma de adsor¢do ao alcancar uma a, de 0,8 o
material apresentou uma umidade de equilibrio em torno de 12 H,0/100 g bs e
para isoterma de dessorcao a umidade de equilibrio foi proximo a 10 H,0/100 g
bs (SOBOWALE et al., 2017).

De acordo com o método de classificacdo quantitativa proposto por
Blahovec e Yanniotis (2009), a isoterma de adsorcdo do concentrado proteicos
apresentou comportamento do tipo Il e a isoterma de dessor¢cédo se comportou
como tipo Il (semelhante a Langmuir), conforme apresentado na Figura 4.9. De
acordo Al-Muhtaseb, McMinn e Magee (2002) isotermas do tipo Il sdo
comumente relacionadas a alimentos ricos em componentes solluveis. Assim,
uma vez que o concentrado proteico foi obtido por extragdo com solucéo
hidroalcodlica, o comportamento observado para a isoterma de adsorcdo é
altamente justificavel. Por outro lado, segundo Damodaran et al. (2010) a forma
de uma isoterma pode ser atribuida a fatores como: a composi¢cdo da amostra,

a estrutura fisica da matriz, os métodos aplicados e os pré-tratamentos.
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Umidade de equilibrio (g H,0/100 g b.s.)

O,(; 01 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7 08 09 1,0
Atividade de Agua (a,;)

Figura 4.9. Isotermas de adsorcédo (m) e dessor¢cédo (o) de umidade a 25°C,

para o concentrado proteico da mandioqueira. As linhas representam as

isotermas preditas pelo modelo de Peleg, para adsorgao ( ) e dessorcao

C__J

A isoterma de adsorcdo (Figura 4.9) apresenta um comportamento
praticamente linear até um nivel de a,, de 0,4, a partir do qual o comportamento
passa a ser exponencial. Assim, embora o concentrado proteico apresente
baixa higroscopicidade, ele requer maiores cuidados quando manipulado ou
armazenado em ambiente com umidade relativa (UR) maior que 40%; pois ele
estara mais susceptivel a ganhar umidade. Em tais condicbes é recomendado
que o produto permaneca acondicionado em uma embalagem com baixa
permeabilidade ao vapor de agua.

Na Figura 4.9 é possivel observar também a histerese, laco formado
entre as isotermas de adsorcdo e dessorcao, o qual se estendeu em toda a
faixa de a,, avaliada, sendo mais representativo na regido de a,, intermediaria;
regido de condensacdo capilar, a qual esta mais intimamente ligada com o
fendbmeno de histerese (LABUZA, 1968). Histerese com comportamento
semelhante foi observada por Kapsalis (1981), para a carne de porco liofilizada.

Na Tabela 4.11 sdo apresentados os valores dos parametros dos
modelos, e do coeficiente de determinacao (R2), desvio médio relativo (P), erro

meédio quadratico (RMSE) e distribuicdo de residuos; estatisticas estas que



141

foram utilizadas para avaliar a qualidade dos ajustes dos modelos matematicos

aos dados de sorgéo de umidade, do concentrado proteico.

Tabela 4.11. Parametros dos ajustes dos modelos matematicos aos dados de
sorcao de umidade do concentrado proteico da mandioqueira.

Modelo Adsorcao Dessorcéao
Parametro R2 P (%) RMSE | Parédmetro R? P (%) RMSE

a=4,97 a=20,11

Halsey b=1,43 0,957 90,80 0,87 |b=1,93 0,921 41,04 1,11
Residuos (T) Residuos (T)
a=0,18 a=0,05

Henderson b =0,97 0,998 2240 0,61 |b=1,42 0,992 14,16 1,06
Residuos (A) Residuos (A)
a=4,08 a=>5,92

Oswin b=0,58 0,982 57,20 057 |b=042 0,963 28,12 0,77
Residuos (A) Residuos (T)
a=251 a=4,56
b=1,85 b=5,37

Ferro-Fontan f =047 0,995 30,68 0,30 r=036 0,991 11,31 0,37
Residuos (A) Residuos (A)
m,= 4,80 my, =6,72
c=1,50 c=3,22

GAB K = 0,81 0,997 23,60 0,22 K = 0.67 0,995 9,68 0,27
Residuos (A) Residuos (A)
a; = 0,18 a; = 0,08
b, =-0,13 b, =0,01

Egm‘c’)ﬁg & a,=1549 0998 21,87 020 |a,=167 0996 7,87 0,23
b2 = 16,63 b2 = 1,61
Residuos (A) Residuos (A)
a=-0,23 a=1,67

Smith b=6,21 0,998 14,03 0,17 |b=5,76 0,966 26,32 0,74
Residuos (A) Residuos (T)
k]_ = 11,16 kl = 13,01
nl = 9143 nl = 1,04

Peleg k,=11,53 0,999 1194 0,15 |k,=6,63 0,997 7,09 0,23
Ny, = 1,46 Ny, = 9,81
Residuos (A) Residuos (A)

R2: coeficiente de determinagdo; RMSE: erro médio quadratico; P: desvio médio relativo; m, =
umidade da monocamada (g H,O/100 g bs); m = umidade de equilibrio (g H,0/100 g bs); ¢ =
constante relacionada ao calor de sorgéo; a, b, c, kq, kz, n; € n, = constantes dos modelos; A =
aleat6rio; T = tendencioso.

Para a isoterma de adsorcao, todos os modelos apresentaram R2 > 0,99,
exceto para os modelos de Halsey e Oswin; enquanto para a isoterma de
dessorcéo apenas os ajustes dos modelos de Henderson, Ferro-Fontan, GAB,
Blahovec & Yanniotis e Peleg apresentaram R? > 0,99. Segundo Peng et al.
(2007) recomenda que o valor de P inferior a 10%, para efeitos praticos, o foi

observado apenas para os modelos de GAB, Blahovec & Yanniotis e Peleg,
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para a dessorcdo. Entre estes, o modelo de Peleg foi o que apresentou o
menor valor de P para a adsorc¢édo (11,9%), bem como o menor valor de RMSE
e distribuicdo aleatdria dos residuos, tanto para adsorcdo quanto para a
dessorcédo. Desta, forma, embora seja uma equacdo de quatro parametros, o
modelo de Peleg é o mais indicado para descrever as isotermas de adsorgéo e
dessorcdo do concentrado proteico da folha da mandioqueira a 25°C. Os bons
ajustes do modelo de Peleg aos dados experimentais de sor¢cdo podem ser
observados Figura 9.

Os valores de umidade da monocamada (m,) estimados pelo modelo de
GAB foram de 4,80 g H,O/100 g bs para a adsorcédo e de 6,72 g H,O/100 g bs
para a dessorcao (Tabela 4.11). Para a adsorcdo, o valor de m, indica a
condicdo de umidade na qual o produto estara menos susceptivel aos
processos degradativos, isto €, na regido de maior estabilidade do produto. Por
outro lado, o valor de m, para a dessorcédo indica que o produto ndo devera
atingir valores menores que este durante um processo de secagem, para evitar
gastos desnecessarios de energia (POMBO et al., 2019; ARAUJO; PENA,
2022).
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4. CONCLUSAO

O isolamento das proteinas das folhas da mandioqueira utilizando o
etanol como solugéo extratora foi eficiente, mas foram observadas quantidades
relevantes de carotendides - CT (1479 a 2697 pg/g do liofilizado), compostos
fendlicos totais - CFT (142-362,9 mg eq. acido galico/g do liofilizado) e
flavandis totais - FT (0,69 a 4,10 mg eq. catequina/g liofilizado) no concentrado
proteico. No ponto central do planejamento (50% de etanol, 15°C e 135 min de
extracdo) foi observado o maior teor de proteina bruta (46%). Os maiores
teores de clorofila b (Cl b) foram observados em baixa temperatura (-5°C),
enguanto os maiores teores de clorofila a (Cl a) ocorreram em concentracdes
de 60% de etanol. A fungdo desejabilidade indicou como condi¢do 6tima para o
processo de isolamento das proteinas das folhas da mandioqueira, com
solucéo hidroalcodlica de etanol, a concentracdo de etanol na solucéo extratora
de 54%, uma temperatura de 6°C e um tempo de extracdo de 30 min. As
isotermas de adsorcdo e dessorcdo de umidade do concentrado proteico se
comportaram como tipo Ill e tipo Il, respectivamente, e mostraram que o
produto apresenta baixa higroscopicidade e que tera estabilidade
microbiolégica se apresentar umidade inferiores a 5,7 g H,0/100 g bs (5,4%
base umida). O modelo de Peleg se mostrou muito eficiente na predi¢cdo das
isotermas de adsorcao e dessorcdo de umidade do produto, a 25°C.
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CAPITULO V

EXTRACAO DE PROTEINAS DAS FOLHAS DA MANDIOQUEIRA

POR VIA ACIDA
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RESUMO

Essa pesquisa analisou o processo de extracdo de proteinas da mandioqueira,
utilizando solucdo &cida tamponada como solvente extrator. Um planejamento
Box-Behnken foi utilizado para avaliar o efeito do pH (2, 3,5 e 5), da
temperatura (5, 32,5 e 60°C) e do tempo (30, 135 e 240 min) do processo. Os
concentrados proteicos liofilizados foram avaliados de acordo com o
rendimento de extragdo de proteina (REP), rendimento do concentrado proteico
(RCP), o teor de composto fendlicos totais (CFT), flavandis totais (FT), clorofila
a (Cl a), clorofila b (Cl b), carotendides totais (CT), cor instrumental, capacidade
de absorcédo de agua (CAA) e 6leo (CAO). Os resultados encontrados de REP
foram superiores ao RCP em todas as corridas. Os produtos mantiveram teores
relevantes de CT, CFT e FT. A um nivel de confianga de 95% (p < 0,05) as
repostas Cl a, Cl b, CT, AE, CFT, FT e PB apresentaram efeito significativo.
Mediante a metodologia de superficie de resposta e a funcdo desejabilidade foi
estipulado como condi¢do 6étima de processo para a extracdo de proteinas da
folha da mandioqueira um pH de 3,5, temperatura de 16°C e tempo de extracao
de 120 min. Os concentrados proteicos liofilizados gerados nessa condicao
foram avaliados segundo comportamento higroscépico, onde as isotermas de
adsorcao e dessorcdo de umidade do concentrado proteico se comportaram
como tipo llb e tipo I, respectivamente. Os resultados indicam que o produto
possui baixa higroscopicidade, logo apresentara estabilidade microbiolégica a
umidade menor que 6,04 g H20/100 g bs. O modelo de Peleg se mostrou
muito eficiente na predicdo das isotermas de adsorcdo e dessorcdo de
umidade do produto, a 25°C.
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1. INTRODUCAO

O consumidor e a industria de alimentos tém modificado seu perfil ao
passar dos anos, no que se refere ao consumo de alimentos a base de plantas
e, consequentemente, debate-se cada vez mais o uso de residuos e folhas
vegetais para a valorizacdo do setor agroalimentar. Um exemplo é o uso de
proteinas obtidas de matrizes e subprodutos vegetais (AHLSTROM et al.,
2022).

Pesquisas tem sido realizada com diferentes fontes de proteina, como
as folhas de mandioca, de maneira a garantir um futuro para a oferta de
proteinas alternativas. Além de serem fontes de proteinas, esses produtos
apresentam antioxidantes, vitaminas, minerais, pigmentos adequados como
corantes e outros compostos bioativos com alto valor de mercado (TENORIO et
al., 2018).

A utilizacdo da mandioqueira se torna viavel para a extracdo de proteina,
por serem as folhas uma parte subutilizada desta espécie vegetais, que é
cultivada principalmente para o uso da raiz. Quando avaliado o parametro
producdo, a mandioca € considerada a sétima cultura mais importante do
mundo; imprescindivel em paises dos trépicos, onde €& a principal cultura
alimentar (AYELE et al., 2021). Devido a duas caracteristicas importantes, ser
uma fonte mais barata e a abundancia de proteina, a mandioqueira se torna
uma Oopgao promissora na nossa regido, e a implementacdo de tratamentos
tecnolégicos adequados para a obtencéo de concentrados proteicos manifesta-
se como uma possibilidade (TEO et al., 2010).

A extracdo de proteinas foliares envolve como etapas principais a
ruptura do tecido, precipitacdo de proteinas por um ou mais tratamentos e
concentracdo de proteinas (TENORIO et al.,, 2016), a producdo dos
concentrados protéicos foliares pode ser realizada pela aplicacéo de condi¢des
acidas como a coagulacédo acida, termocoagulacdo acida ou apenas pelo
ajuste de pH para precipitacdo das proteinas com auxilio da centrifugacdo
(TEO et al., 2010; ZHANG et al., 2017). Em consideracao a isso, este capitulo
tem por objetivo avaliar o processo de extracdo de proteinas da mandioqueira,

por via acida, e avaliar as caracteristicas do concentrado proteico obtido.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIA PRIMA

As folhas de mandioqueira foram coletadas em uma lavoura de 8 meses
no municipio de Salvaterra (Para, Brasil) (Latitude: 00° 45' 12" S, Longitude:
48° 31' 00" W, altitude de 5 m), durante o més de junho em 2020. O acesso a
espécie utilizada esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestdao do
Patrimodnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, sob
0 numero ASD5AD2.

2.2. EXTRACAO DE PROTEINAS DA MANDIOQUEIRA

A extracdo das proteinas foi realizada em reator cilindrico de vidro
encamisado com tampa esmerilhada com capacidade para 250 mL, com
dimensdes externa de 80 mm x 115 mm (H x D) e interna de 50 mm x 100 mm
(H x D); com acesso para a entrada de um termémetro e avaliacdo constante
de temperatura. As corridas foram realizadas tomando como base uma massa
de 20 g de mandioqueira in natura, com propor¢cdo solido :liquido de 1:10
(folha: tamp&o, m:v). A matéria prima e a solucdo extratora foram transferidas
para um bécker; com um ultra turrax modelo T25 digital (IKA, Alemanha) a
13.000 rpm/min o material foi triturado e homogeneizado. O liquido verde
formado foi colocado no reator para a realizacdo das corridas nas condicdes
pré-estabelecidas.

Foi utilizado um planejamento Box-Behnken para extrair proteinas da
mandioqueira, utilizando como solvente de extracdo tampdes acidos (tampao
acido citrico-citrato de sddio), para promocao da precipitacdo das proteinas.
Neste planejamento de experimento de trés niveis (-1, 0, +1) utilizou-se para as
variaveis de entrada: pH, temperatura e tempo de extracdo. O pH foi utilizado
em uma faixa de pH acida: pH 2 (-1), pH 3,5 (0) e pH 5 (+1); para temperatura
utilizou-se 5°C (-1), 32,5°C (0) e 60°C (+1) e para o tempo de extracdo aplicou-
se 30 min (-1), 135 min (0) e 240 min (+1), totalizando 15 corridas com trés

repeticdes no ponto, conforme descrito na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Niveis codificados e originais das varidveis independentes
utilizadas no planejamento fatorial do tipo Box-Behnken para extracdo de
proteinas da mandioqueira, por via acida.

Corrida Variavel codificada Variavel original
X1 X2 X3 pH  Temperatura (°C) Tempo (min)
1 -1 -1 0 2,0 5 135
2 +1 -1 0 50 5 135
3 -1 +1 0 2,0 60 135
4 +1 +1 0 50 60 135
5 -1 0 -1 2,0 32,5 30
6 + 0 -1 50 32,5 30
7 -1 0 +1 2,0 32,5 240
8 +1 0 +1 5,0 32,5 240
9 0 -1 -1 3,5 5 30
10 0 +1 -1 3,5 60 30
11 0 -1 +1 3,5 5 240
12 0 +1 +1 3,5 60 240
13 0 0 0 3,5 32,5 135
14 0 0 0 3,5 32,5 135
15 0 0 0 3,5 32,5 135

A Figura 5.1 apresenta as principais etapas do processo de extragao de
proteinas da mandioqueira utilizando como solucdo extratora tampdo em pH
acido. O material foi liofilizado para a determinacdo do teor de compostos
fendlicos totais (CFT), de flavandis totais (FT), o percentual de proteina bruta
(PB), clorofila a (ClI a) e b (Cl b), carotendides totais (CT), cor instrumental de
acordo com leitura direta em colorimetro digital dos parametros L*, a*, b*, c*, h
e variagcao total de cor (AE), rendimento de extracdo de proteinas (REP),
rendimento de concentrado proteico (RCP), capacidade de absorcdo de agua
(CAA) e capacidade de absorcéo de 6leo (CAO).
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Figura 5.1. Etapas do processo de extracdo de proteinas da mandioqueira, por

via acida.

2.2.1. Determinacdo de compostos fendlicos totais e flavandis totais

A determinacao dos compostos fendlicos totais (CFT) foram realizadas a
partir da elaboracéo de extratos de cada corrida do planejamento experimental
produzida, tendo como base o método de Boeing et al. (2014).

O método de Folin-Ciocalteau (WATERHOUSE, 2002) foi utilizado para
a quantificacao do teor de CFT a partir de uma curva analitica de acido galico
de concentracdo de 1 a 60 mg de acido galico/L (absorbéancia entre 0,0258 e
0,8474). Este método é fundamentado na reatividade dos polifendis, quando
sujeitos a uma interacédo entre os acidos fosfomolibdico e fosfotingstico, por 30
min; 0 que acontece por um mecanismo de reacdo engajado, devido a uma
transferéncia de elétrons (mecanismo redox). A sequéncia reacional ocorreu da
seguinte maneira: 250 pL de amostra ou agua destilada para o branco, 250 uL
de Folin-Ciocalteu 10% e 1250 pL de carbonato de sbédio 7,5% foram
misturados, apos o tempo reacional necessario (30 min) a solucéo foi lida em

espectrofotometro UV-Visivel (Modelo Cary 50, marca Varian) a 760 nm.
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A determinacdo do teor de flavandis totais (FT) foi realizada de acordo
com o método de p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA), o qual tem como
principio a condensacdo da molécula de flavanol com o DMACA, conforme o
descrito por McMurrough, Baert (1994) e Delcour, Varebeke e Janssens (1985).
A sequéncia reacional foi: 200 pL de extrato e 1000 pL de p-
Dimetilaminocinamaldeido (DMACA) 1% diluido em HCI: metanol resfriado, na
proporcao de 1:3 (v/v), a mistura foi realizada seguida de um tempo reacional
de 10 min, na auséncia de luz, e seguiu para posterior leitura em

espectrofotometro a 640 nm.
2.2.2. Determinacédo de proteina bruta

Para a determinacdo da proteina bruta das amostras foi utilizado o
método de micro-Kjeldahl, de acordo com o método n° 920.87 da AOAC
(1997). O método tem como base a transformacdo do nitrogénio da amostra
em sulfato de amonio, mediante digestdo com &cido sulfarico, com posterior
destilacdo para liberacdo de amébnia gasosa, a qual reage com solucao de
acido bdrico para formacédo de borato de amonio, seguido de titulacdo com
solucdo de acido cloridrico padronizada. O fator de conversdo nitrogénio-
proteina empregado foi de 5,75 (AOAC, 1997).

2.2.3. Determinacdo da clorofila a, clorofila b e carotendides totais

O método de Lichtenthaler e Buschmann (2001) foi utilizado para a
determinacao do teor de clorofila a (ug/g do liofilizado), clorofila b (ug/g do
liofilizado) e carotendides totais (ug/g do liofilizado). A elaboracdo dos extratos
foi realizada utilizando uma massa de 0,02g do liofilizado obtido em cada
corrida, o qual foi macerado com auxilio de grau e pistilo e adicdo de solucdo
de etanol 95%, o extrato foi filtrado em papel qualitativo para posterior afericdo
em baldo volumétrico de 10 mL com a proprio etanol 95%, seguido de leitura
em espectrofotdbmetro em comprimentos de onda de 664,1 nm, 648,6 nm e 470

nm.
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2.2.4. Andlise colorimétrica

A andlise colorimétrica dos produtos de cada corrida do planejamento foi
feita por meio de leitura direta em um colorimetro digital (Chroma Meter CR-
300, Konica Minolta, Japéo), tendo como base o sistema CIELAB. A calibracéo
do equipamento foi feita em fonte de luz D65, geometria de visdo de 0°
(componente especular incluido), valores do branco X = 0,3174 e do cinza Y =
0,3349. Foram determinados os parametros a*, b*, L*, c* e h° por intermédio da
leitura no equipamento e a variacao total de cor (AE) encontrada por meio da
Equacédo 5.1 (PATHARE, OPARA E AL-SAID, 2013).

AE = (aa’ f + (ab° P + (s F]? (5.1)

onde, AL* = variacdo da luminosidade, indicando a diferenca em mais claro (+)
e escuro (-), Aa* = diferengca em vermelho (+) e verde (-), Ab* = diferenca em

amarelo (+) e azul (-) e AE = diferenca total de cor.
2.2.5. Rendimento de extracdo de proteina

A partir do calculo da massa de proteina no concentrado, em relagédo a
massa de proteina na mandioqueira utilizada na extracédo foi possivel obter o
rendimento de extracdo de proteina (REP, %) (SILVA et al., 2012), conforme a

Equacéo 5.2.

PBCP

REP (%)= PBIE

x100 (5.2)

onde, PBCP é a massa de proteina bruta do concentrado proteico (g) e PBIE é

a massa de proteina bruta presente na amostra inicial (g).
2.2.6. Rendimento de concentrado proteico

O rendimento do concentrado proteico (RCP, %) foi quantificado
porintermédio da relacdo entre a massa do concentrado proteico obtido em
cada corrida e a massa inicial de mandioqueira utilizada (SILVA et al., 2012),

pela Equacéao 5.3.

RCP (%)= "2 x100 (5.3)
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onde, MCP é a massa do concentrado proteico (g) e MIE é a massa de matéria

seca nas folhas utilizadas na extracéo (g).
2.2.7. Capacidade de absorcdo de agua e capacidade de absorcao de 6leo

O método descrito por Cao et al. (2009) foi utilizado para determinar a
capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de absor¢ao 6leo (CAO)
das proteinas da mandioqueira. Para isso manteve-se uma propor¢do de 1:10
(m/v), amostra:agua ou amostra:6leo. Pesou-se em torno de 0,05 g de
liofilizado em eppendorf, logo para manter a propor¢cao misturou-se 0,5 mL de
agua destilada ou 6leo vegetal refinado, a homogeneizacéo foi realizada com o
auxilio de um agitador de tubo vortex (modelo K45-2820, marca KASVI basic,
Brasil), posteriormente o material homogeneizado foi centrifugado (Modelo SL-
5GR, marca Spmlaba, S&o Paulo) a 1200 x g por 25 min. As amostras foram
mantidas inclinadas por 30 min com intuito de escoar o liquido remanescente
(sobrenadante), ndo absorvido. O ganho de massa por unidade de massa de
proteina, em base seca, foi registrado como a capacidade de absorcéo de agua
ou de 6leo Equacéao 5.4.

CAA ou CAO= =2 (5.4)
m

1

Onde m; € 0 peso da amostra seca € m, € o peso da amostra imida apés a

drenagem da agua ou dleo.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se analise de variancia — ANOVA a 5% de significancia
estatistica, segundo o teste F com auxilio do programa Statistica® versao 7.0
(STATSOFT INC., 1995). As estatisticas utilizadas para avaliar a qualidade dos
ajustes dos modelos matematicos foram o coeficiente de determinacéo (R?) e o
desvio relativo medio (P).

Para definir condigBes 6timas para o processo de extracdo de proteinas
da mandioqueira foi utilizada metodologia de superficie de resposta e a funcéo

desejabilidade. Os valores de desejabilidade foram definidos como 0O para o
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valor minimo (n&o desejavel), 0,5 como valor médio e 1 como o valor maximo
(desejavel), para todas as respostas.

Para a obtencdo do grafico da funcao desejabilidade utilizou-se um fator
40, as taxas de variacdo da desejabilidade s e t foram 1 e 2 para as respostas
compostos fendlicos totais (CFT) e carotendides totais (CT), 2 e 4 para as
respostas proteina bruta (PB), rendimento de concentrado proteico (RCP) e
rendimento de extracdo de proteina (REP).

2.4. BALANCO DE MASSA PARA A EXTRACAO OTIMIZADA DE PROTEINAS
POR VIA ACIDA

Para um processamento em regime permanente foi feito o
acompanhamento das seguintes propriedades: massa (g), matéria seca
(g/100q), proteina bruta (g em base seca) e umidade (%). Foram obtidos dados

suficientes para a realizacdo do balanco de massa, apresentado na Figura 5.2.

T
_ N A
Folha in natura (FF)
Rc;ator Residuo fibroso (RF)
e
Solugao &cida (S) extragéo
Filtrado (F) Concentrado proteico (CP)

Liofilizador

Figura 5.2. Balan¢co de massa para a extracdo otimizada de proteina da folha

da mandioqueira por via acida.

O concentrado proteico obtido na condicdo O6tima foi liofilizado e
submetido as analises de proteina bruta (PB), rendimento do concentrado
proteico (RCP), rendimento de extracdo de proteina (REP), compostos
fendlicos totais (CF) e carotendides totais (CT). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
2.5. ISOTERMA DE SORCAO DE UMIDADE

Apoés a realizacdo da condicdo otimizada do processo de extracdo das

proteinas, o concentrado proteico liofilizado produzido foi avaliado em



158

equipamento gerador de isotermas (VSA) a 25°C, seguindo o método descrito
por Silva e Pena (2018). A amostragem foi realizada, foi utilizado de 800 a
1000 mg do material, o qual foi pesado em capsula de aco inoxidavel, o registro
da massa foi feito na prépria balanca micro analitica do equipamento. A
programacao do equipamento foi realizada para a coleta de dados de sorcéo
(adsorcdo e dessorcdo) de umidade, em uma faixa de atividade de agua (aw)
de 0,1 a 0,9, pelo método DVS. O equipamento faz o registro ininterrupto das
massas e da a, até a obtencédo de cada condicdo de equilibrio, definida pelo
registro de trés medidas consecutivas, da variagdo massa/tempo (dm/dt %),
com valor igual ou menor que 0,1. Posteriormente, a amostra foi submetida a
secagem, pelo método 920.151 da AOAC (1997), para a determinacdo da
matéria seca. O ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais de

adsorcao e dessorcdo de umidade do produto sdo apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Modelos utilizados na predi¢ao da isoterma de sorgao.

Modelo matematico Equacao
Blahovec m= Ay + Ay
(BLAHOVEC; YANNIOTIS, 2009) a;+(byay)  az-(bsay)
1
C
Ferro-Fontan B
(FONTAN et al., 1982) m=

In (%)
GAB _ a.cka,

(MAROULIS; TSAMI; MARINOS-KOURIS, 1988) ™~ [(1-kaay,).(1+(c-1).kay]

Halsey -a %
(HALSEY, 1948) m= [_lnaw]
Henderson _-In(1-a,)
(HENDERSON, 1952) =,
Oswin _ [ Ay ]b
(OSWIN, 1946) = 1a,
Pele

(PELgEG, 1993) m=ky.a, +kz.a,
Smith

(SMITH, 1947) m=b-+aln(l-a,)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. RESULTADOS PARA A EXTRACAO DE PROTEINAS DA
MANDIOQUEIRA POR VIA ACIDA

3.1.1. Compostos fendlicos totais e flavanais totais

As corridas realizadas foram avaliadas segundo ao teor de compostos
fendlicos totais (CFT) e flavandis totais (FT), descritos na Tabela 5.3. Foram
observados teores de CFT entre 395 e 68 mg eg. acido galico/g do liofilizado, e
entre 4,0 e 12,5 mg eq. catequina/g do liofilizado para FT. Para estas duas
propriedades os maiores valores foram observados para a corrida 1, no qual foi

utilizado pH 2,0, temperatura de 5°C e tempo de extracdo de 135 min.

Tabela 5.3. Teor de compostos fendlicos totais (mg eq. acido galico/g
liofilizado) e flavandis totais (mg eq. catequina/g liofilizado) nos pos liofilizados
obtidos da extracdo de proteinas da mandioqueira por via acida, em cada
corrida do planejamento.

Corrida Comp}os_tos fgr_wélicos tqt_ais Flavanc’J_is tota_lis_ _
(mg eq. acido galico/g liofilizado) (mg eq. catequina/g liofilizado)
1 688,2+32,73 12,52+1,21
2 592,1+40,62 9,54+0,52
3 395,2+28,87 6,10+£0,47
4 426,5+33,01 3,99+0,37
5 655,1+3,39 8,49+0,38
6 622,3+41,97 7,07+£0,68
7 472,3+11,01 5,77+0,15
8 635,5+32,26 9,27+0,14
9 527,3+5,85 8,18+0,75
10 580,3+34,43 9,13+0,07
11 580,6+36,25 9,17+0,15
12 417,0+£5,53 5,77+0,32
13 529,3+28,03 6,29+0,58
14 587,9+76,34 3,97+0,20
15 535,8+21,75 5,02+0,69

Valores de CFT superiores a 600 mg eq. acido galico/g do liofilizado
foram observados para as corridas 1, 5, 6 e 8, nas quais a extracao foi
conduzida em temperaturas baixas (5°C) ou moderadas (32,5°C). Por outro
lado, os menores valores de CFT foram observados nos concentrados

proteicos obtidos em maiores niveis de temperatura (60°C), principalmente
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guando maiores tempos de extracdo foram empregados. Os resultados de FT
mostram 0s maiores teores encontrados para as corridas 1 e 2 (12,52 e 9,54
mg eq. catequina/g liofilizado, respectivamente), os quais trabalharam em
menores temperaturas de extracdo (5°C), indicando que em temperaturas mais
baixas tende-se a preservar essa classe de compostos fendlicos. Zapata,
Sepulveda e Alvarez (2022) constataram a degradacgio térmica de compostos
fenodlicos em folhas de urucum, e destacaram a vulnerabilidade desses

compostos a luz, pH, oxigénio e ao tipo de solvente utilizado na extracao.
3.1.2. Proteina bruta

A Figura 5.3, apresenta os percentuais de proteina bruta obtido em cada
corrida do planejamento experimental. Os dados mostram que 0s maiores
teores de proteinas (*54% de proteina bruta) foram observados para as
corridas realizadas no ponto central, no qual a extracao foi utilizada em pH 3,5,

temperatura 32,5°C, com um tempo de extracdo de 135 min.
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Figura 5.3. Teores de proteina bruta (% bs) para os pos liofilizados obtidos da
extracdo de proteinas da mandioqueira por via &cida, em cada corrida do

planejamento.

Damborg et al. (2020) avaliaram a precipitacdo de proteinas de
gramineas, com solucao extratora contendo acido cloridrico (pH 3,0 a 5,0). Os
autores verificaram que o método de precipitacdo utilizado apresentou bons

resultados. Teo et al. (2010) obtiveram concentrados proteicos das folhas de
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mandioca, por termocoagulacdo acida. No estudo, as folhas de mandioqueira
foram homogeneizadas em &gua destilada (1:20, p/v) em pH 7, por 5 min. O
material foi filtrado e homogeneizado, como na etapa anterior, e filtrado
novamente. O filtrado teve o pH ajustado para 4,0 e foi aquecido a 50°C para a
precipitacdo da proteina. Os autores observaram 51% de proteina bruta.
Quando comparada com o trabalho de Teo et al. (2010), a pesquisa
atual apresenta algumas vantagens, tais como: as folhas de mandioqueira n&o
passaram por uma etapa de secagem e ndo foi necessaria uma etapa de
padronizacdo do tamanho das particulas; ndo houve pré-tratamento das folhas
em pH diferente ao utilizado na extracdo, ou seja, a homogeneizacédo e a
extracao foram realizadas de uma Unica vez e em um s6 pH (3,5); ndo houve a
extracdo de proteinas do residuo oriundo das filtracdes; e a extracdo foi

realizada em temperatura proxima a ambiente (32,5°C).
3.1.3. Clorofila a, clorofila b, carotendides totais e cor instrumental

A Figura 5.4 apresenta os resultados para clorofila a (Cl a) (ng/g do
liofilizado), clorofila b Cl b (ug/g do liofilizado), carotendides totais (CT) (ug/g do
liofilizado) (Apéndice 5.1) e cor instrumental (Apéndice 5.11), dos concentrados
proteicos liofilizados obtidos nas diferentes condigcbes da extragdo por via
acida.

Os concentrados proteicos liofilizados que apresentaram maiores
valores de clorofila a (em torno de 8000 ug/g do liofilizado) foram as corridas
namero 2 e 8, ambos utilizaram temperaturas mais amenas (5°C e 32,5°C) em
mesma faixa de pH (pH 5,0), os menores resultados foram encontrados para as
corridas 3 e 4, os quais utilizaram os maiores niveis de temperatura (60°C). Ao
avaliar os valores de clorofila b nota-se que os maiores teores foram
registrados nas corridas 2 (5°C) e 15 (T= 32,5°C, ponto central), alcancando
um valor em torno de 2000 pg/g do liofilizado; os menores resultados se deram
nas corridas 7 (32,5°C) e 12 (60°C), os quais apresentaram 233,89 e 166,20
ug/g do liofilizado. Os teores de Cl a serem maiores que os de Cl b ja eram
esperados, levando-se em conta que na natureza a Cl a apresenta uma
proporcdo maior que a Cl b (3:1) (STREIT et al., 2005). Mediante a
comparacao dos resultados obtidos em cada corrida, observou-se que ao

trabalhar em niveis de temperatura mais elevadas ha maior degradacdo das
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clorofilas a e b; diferente do pH, onde o uso de pH niveis mais baixos (pH 2)
produziram concentrados proteicos liofilizados com menor teor de Cla e Cl b.

Ao examinar os valores de Cl a e Cl b em mesma condi¢bes de pH e
tempo de extracdo é possivel visualizar uma tendéncia nos teores desses
compostos, sendo uma reducédo de Cl a e Cl b com a mudanca de temperatura,
ao aumentar de 5°C para 60°C.

Para Cl a com a mudanca de temperatura de 5°C para 60°C ocorreu
uma reducédo em 35% em 135 min de extracdo a pH 2, reducdo em 20% em 30
min de extracdo a pH 3,5, reducdo em 28% em 240 min de extracdo a pH 3,5,

e uma reducao em 46% para pH 5 e 135 min de extracao.
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Figura 5.4. Teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b) e carotenoides totais

(CT), expressos em pg/g do liofilizado, e parametros de cor instrumental e

imagens para os pos liofilizados obtidos da extragcdo de proteinas da

mandioqueira por via acida, em cada corrida do planejamento. (a) corrida 1, (b)
corrida 2, (c) corrida 3, (d) corrida 4, (e) corrida 5, (f) corrida 6, (g) corrida 7, (h)
corrida 8, (i) corrida 9, (j) corrida 10, (k) corrida 11, (l) corrida 12, (m) corrida 13,

(n) corrida 14 e (o) corrida 15.
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A variacao de temperatura (5°C para 60°C) também influenciou o teor de
Cl b, o qual apresentou comportamento semelhante a Cl a. Ao analisar esses
teores em mesmo pH e tempo de extracdo, constata-se uma redugdo em
funcdo da temperatura, onde em 135 min de extracdo a pH 2 a reducéo €é de
58%, uma reducdo de 46% ocorre em 30 min a pH 3,5, a 240 min e pH 3,5
essa reducao chega a 91%, em 135 min a pH 5,0 a reducéo do teor de Cl b é
66%.

Os resultados apresentados de clorofila a e b nos faz inferir que a
temperatura apresentou grande influéncia na degradacéao das clorofilas, a qual
é ratificada pela reducdo dos teores destes compostos com a variagdo de
temperatura (de 5°C para 60°C). Putriani, Perdana e Nugrahedi (2020) citam
degradacbes que ocorrem devido a acdo da temperatura as clorofilas,
promovendo a conversdo de clorofila em outros derivados como a feofitina,
pirofeofitina e feoforbideo durante o processamento.

Quanto aos teores de carotenoides totais (CT) encontrados para cada
corrida do planejamento, foi observada uma tendéncia de extracdo dos CT no
processo de obtencdo das proteinas das folhas de mandioqueira. Ao avaliar
individualmente as faixas de pH nota-se que a medida que hd o aumento da
temperatura ocorre a reducéo dos teores de CT.

Comparou-se entdo as mesmas condicfes de tempo de extracao e pH,
0s quais foram possiveis constatar as reducdes dos teores de CT em funcao da
variacdo de temperatura (5°C para 60°C), respectivamente teve-se a reducao
em 75% em 135 min de extracdo a pH 2; reducdo em 25% em 30 min de
extracdo a pH 3,5, reducdo em 30% em 240 min de extracdo a pH 3,5, e uma
reducdo em 40% para pH 5 e 135 min de extracao.

Pénicaud et al. (2011), afirma que a degradagao, por exemplo do -
caroteno, tende a ser maior com elevacao da temperatura independente das
vias de degradacao (oxidacdo enzimatica, foto oxidacao, etc.).

Os concentrados proteicos oriundos das corridas 3 (Figura 5.4c), 4
(Figura 5.4d), 7 (Figura 5.4g), 10 (Figura 5.4j) e 12 (Figura 5.4l) apresentaram
coloragcdes marrom-oliva (valores de h° proximos), o que pode ser atribuido a
saida do grupo fitol, devido ao baixo pH e a alta temperatura, enfatiza-se que
na corrida 7 a temperatura de extracao utilizada foi de 32,5°C, diferente das

demais corridas (60°C); mesmo ndo sendo uma temperatura tdo elevada o
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tempo de exposicdo (240 min) do material a condicdo de pH (2,0) e
temperatura (32,5°C) pode ter sido suficiente para atingir a mesma matiz das
corridas 3, 10 e 12, variando apenas a intensidade da coloragdo. De acordo
com Haisman e Clarke (1975) a conversdo de clorofila/feofitina pode ser
facilitada por temperaturas a partir de 60°C; o mesmo é citado por Ahmed, Kaur
e Shivhare (2002), os quais afirmam que a coloracao verde brilhante para
marrom-oliva ocorre por acdo da temperatura, a qual € acompanhada pela
conversao da clorofila em feofitina.

Alguns concentrados proteicos liofilizados apresentaram coloracao verde
mais intensa: corridas 1 (Figura 5.4a), 2 (Figura 5.4b), 5 (Figura 5.4e), 6 (Figura
5.4f), 8 (Figura 5.4h), 11 (Figura 5.4k), 13 (Figura 5.4m), 14 (Figura 5.4n) e 15
(Figura 5.40), onde a coloracao verde brilhante caracteristica da clorofila tende
a ser alterada em meio contendo acido fraco, motivo pelo qual ha a saida do
ion magnésio, causando a remocéao do grupo fitol e promovendo a formacgéao de
feoforbideo (cor verde oliva) (MERCADANTE, 2018).

A corrida 9 (Figura 5.4i) apresentou maior destague visualmente
mantendo sua coloracao diferente das demais. Nesta corrida as condi¢cfes de
processo utilizadas foram pH 3,5, 5°C e 30 min de extragdo, condicdes mais
brandas quando comparadas as demais do planejamento; a partir disso pode-
se supor que a trituracdo das folhas facilitaram a acdo enzimatica sobre o
material, seguida do uso de uma baixa temperatura de extracao (5°C) que pode
ter ativado a clorofilase e removido o grupo fitol, formando possivelmente
clorofilidas (verde), ja que a temperatura 6tima de atividade enzimatica é entre
60 e 82°C (STREIT et al., 2005; MERCADANTE, 2018).

3.1.4. Rendimento de extracdo de proteina e rendimento de concentrado

proteico

Tendo como base a quantidade de proteina disponivel de 6,86g de
proteinas/100 g de folha in natura (=28,19% bs) no inicio do processo, montou-
se a Tabela 5.4, com os valores de RCP e REP. A corrida 14 (pH 3,5, 32,5°C°C
e 135 min de extracao) foi a que apresentou maior valor de RCP (23,72%) e
maior valor de REP (49,55%). Os menores resultados de RCP e REP



166

ocorreram na corrida 3 (pH 2, 60°C e 135 min), 13,76% e 18,92%,
respectivamente.

Tabela 5.4. Rendimentos de concentrado proteico (RCP) e de extracdo de
proteina (REP), para a extracdo de proteinas da mandioqueira por via &cida,
em cada corrida do planejamento.

Corrida RCP (%) REP (%)
1 22,17 35,01
2 18,25 26,82
3 13,76 18,92
4 14,91 19,04
5 15,55 21,31
6 15,46 21,96
7 16,06 19,11
8 18,35 27,18
9 13,92 19,05
10 17,15 28,33
11 19,35 30,08
12 16,37 23,47
13 20,55 41,28
14 23,72 49,55
15 16,75 37,62

Damborg et al. (2020) extrairam proteinas de materiais vegetais em
processo semelhante a este estudo, contudo os autores aplicaram técnicas
distintas para a precipitacdo das proteinas, sendo uma por meio da
temperatura (60°C e 80°C) e outra por acidificacdo do meio (pH de 3,0 a 5,0,
com variagdo de 0,5). Os autores observaram os maiores rendimentos de
concentrado proteico (60-71% bs) em pH 4,0, e neste trabalho quando
comparado o resultado foi inferior para REP (49,55%) em pH 3,5. Em estudo
realizado com torta prensada de colza foi avaliado o efeito do pH no
rendimento de concentrado proteico. Os autores correlacionaram altos
rendimentos em funcdo do pH baixo utilizado para precipitar a proteina, entre
pH 3,5 - 4,0, alcancando um teor 33% (AHLSTROM et al., 2022).

Em estudo com folha de capim como fonte de proteina foi realizada a
extracdo de proteinas por um método combinado de acidificacdo e
aquecimento (KAMMES et al., 2011). A acidificagéo foi realizada com HCI (pH

3,3), e as folhas foram mantidas na solugdo extratora, sob aquecimento a
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100°C e 140°C. Os concentrados proteicos obtidos nas diferentes condi¢des
apresentaram menos de 40% bs de proteina bruta, valor inferior ao encontrado
neste estudo.

Embora os rendimentos de extracdo de proteina (REP) sejam
considerados altos (18,9-49,5% bs), para o processo de extracdo de proteina
da mandioqueira por via acida, os rendimentos de concentrado proteico (RCP)
(13,8-23,7% bs), no dominio experimental, foram inferiores aos citados nos
estudos anteriores. Este resultado sugere que uma quantidade consideravel de

outros constituintes foi extraida juntamente com as proteinas.
3.1.5. Capacidade de absorcdo de agua e capacidade de absorcao de 6leo

A Tabela 5.5, apresenta os dados de capacidade de absorcdo de agua
(CAA) e capacidade de absorcédo de 6leo (CAO), para o concentrado proteico

da mandioqueira, obtido por via acida.

Tabela 5.5. Capacidade de absorcéo de agua (CAA) e capacidade de absorcéo
de oleo (CAO) para os pos liofilizado obtido da extracdo de proteinas da
mandioqueira por via acida, em cada corrida do planejamento.

Corrida CAA (g/g bs) CAO (g/g bs)
1 5,49+0,20 5,57+0,07
2 5,63+0,12 5,19+0,17
3 5,89+0,26 5,86+0,08
4 6,71+0,20 7,32+0,36
5 5,44+0,37 5,77+0,71
6 5,11+0,31 4,32+0,37
7 6,61+1,00 6,41+0,07
8 5,50+0,53 6,74+0,21
9 5,89+0,50 5,44+0,29
10 5,40+0,06 6,04+0,28
11 5,76+0,01 6,20+0,28
12 5,89+0,29 6,05+0,07
13 5,48+0,65 7,19+0,62
14 6,43+021 7,92+0,60
15 6,48+0,41 6,93+0,34

Para um isolado proteico obtido das folhas de moringa, Adewumi, Felix-
Minnaar e Jideani (2021) obtiveram um valor de 1,5 g/g para CAA e 0,89 g/g

para CAO; valores estes bem inferiores aos observados para o concentrado
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proteico da mandioqueira, obtido no presente trabalho. Fuhrmeister e Meuser
(2003) relataram para produtos comerciais valores de CAA de 4 g/g para um
isolado proteico de ervilha e 4,6 g/g para um isolado de proteina de soja. Por
sua vez, os autores observaram valores de CAA de 1,5 a 2,7 g/g, para isolados
proteicos de ervilha, obtidos por meio aquoso, por precipitacdo acida, calor e
acido-calor. Assim, os valores de CAA e CAO observados para 0 concentrado
proteico da mandioqueira obtido por via acida foram bem maiores do que os
valores observados para concentrados proteicos de outras fontes vegetais.
Supdem-se que as diferencas nas condicfes de extracdo (aguecimento e/ou
acido) facilitaram a exposicdo de maior nimero de sitios hidrofébicos, o que
permitiria maior agregacdo das proteinas; a possivel presenca de outros
constituintes nos concentrados proteicos liofilizados, como os carboidratos, por
exemplo, podem ter contribuido para este resultado, nas folhas de
mandioqueira utilizadas nessa pesquisa ha um teor consideravel deste
macronutriente (15,45 + 0,43 g/100 g), podendo ter sido extraido juntamente
com as proteinas; outra hipotese provavel € o tamanho de particula que os
concentrados apresentam.

Segundo Kinsella (1979) um dos principais fatores que afetam a CAA é a
desnaturacao/desdobramento de proteinas e a presenca de carboidratos e
componentes ndo proteicos. Ma et al. (2022) relata que isolados de proteina de
lentilha apresentaram maior CAA do que as farinhas obtidas para mesma
matéria prima, 0s autores responsabilizaram o resultado ao menor teor de
lipidios e menor tamanho de particula que os isolados proteicos apresentavam.
Afirmacfes que corroboram com as possibilidades levantadas anteriormente.

Os parametros CAA e CAO podem ser encarados como cruciais quando
usados para descrever a funcionalidade dos concentrados proteicos, pois a
ligacdo proteina-agua e proteina-6leo influenciam a textura e outras
propriedades de qualidade em produtos alimenticios, sendo utilizados
concentrados proteicos como enchimentos, aglutinantes, emulsificantes ou
extensores em carnes, por exemplo; assim essas interacbes se tornam

importantes nas formulacdes de alimentos (SANJEEWA et al., 2010).
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3.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental foi realizado com intuito de estabelecer a
faixa de pH, temperatura e tempo de extracdo de proteinas da mandioqueira. A

Tabela 5.6 apresenta os resultados para as respostas.

A determinacdo da significancia estatistica dos efeitos das variaveis de
entrada sobre as respostas REP, RCP, CAA e CAO nao apresentaram efeitos
significativos, no dominio experimental (p > 0,05). As demais respostas (Cl a,
Cl b, CT, AE, CFT, FT e PB) sofreram efeitos significativos das variaveis
independentes (p < 0,05). Sao apresentados os resultados da analise
estatistica aplicada para as respostas Cl a, Cl b, CT e AE na Tabela 5.7 e CFT,
FT e PB na Tabela 5.8. Os gréficos de Pareto sdo apresentados nas Figuras
55 (ClaeClb, CT e AE) e 5.6 (CFT, FT e PB), os efeitos padronizados
significativos encontram-se a direita da reta vertical pontilhada indicativa do
limite de rejeicdo da hipotese nula (p = 0,05). Os graficos de distribuicdo de
residuos indicaram a aleatoriedade dos resultados, os quais sdo apresentados
nos Apéndices de 5.1I1 a 5.1X.

Avaliando os efeitos individuais € possivel observar que o pH linear (pH)
e a temperatura linear (T) apresentaram influéncia sobre as respostas Cl a, Cl b
e CT. O efeito do pH sobre estas respostas foi positivo e indesejavel, pois o
aumento do pH provocou um aumento das mesmas. Por outro lado, o efeito de
T sobre estas mesmas respostas foi negativo, o que é desejavel, uma vez que
a temperatura promoveu a reducao do teor deste composto.

A decomposicao de clorofilas é afetada pelo pH, sendo que em pH &cido
a clorofila se torna menos estavel a acdo do calor, e consequentemente pode
promover alteracdes na cor do produto. Ressalta-se ainda que a Cl b é mais
estavel ao calor do que a Cl a (SCHWARTZ; VON ELBE; GIUSTI, 2010). A
degradacéo de CT ja era esperada, uma vez que 0s carotendides apresentam
alta reatividade, especialmente em elevadas temperaturas (PENICAUD et al.
2011).
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Tabela 5.6. Matriz do planejamento fatorial Box-Behnken e os resultados para as respostas do Planejamento utilizando solucéo
hidroalcodlica para extracao de proteinas da mandiogueira.

Variaveis originais

Respostas (Variaveis dependentes)

Corrida (variaveis codificadas)

pH (X)) T (Xo) t (X3) Cla Clb CT AE PB FT CFT RCP REP CAA CAO
1 2,0 50 135 7740,60 1539,58 2850,81 8,36 38,17 12,52 688,2 22,17 35,01 5,49 5,57
2 5,0 5,0 135 8399,16 2051,44 2726,10 4,04 35,53 9,54 592,1 18,25 26,82 5,63 5,19
3 2,0 60,0 135 5064,13 647,06 704,45 13,16 33,24 6,10 395,2 13,76 18,92 5,89 5,86
4 50 60,0 135 4539,04 703,47 1627,70 15,06 30,87 3,99 426,5 1491 19,04 6,71 7,32
5 2,0 32,5 30 5231,75 918,56 1588,11 12,24 33,12 8,49 655,1 1555 21,31 5,44 5,77
6 50 32,5 30 6416,79 1762,86 2104,00 8,78 34,32 7,07 622,3 15,46 21,96 5,11 4,32
7 2,0 32,5 240 5464,75 233,89 1839,21 11,73 28,76 5,77 472,3 16,06 19,11 6,61 6,41
8 5,0 32,5 240 8840,04 1597,87 3127,30 6,84 35,79 9,27 635,5 18,35 27,18 5,50 6,74
9 3,5 50 30 7409,52 1364,03 2671,23 8,98 33,08 8,18 527,3 13,92 19,05 5,89 5,44
10 3,5 60,0 30 6009,86 740,87 2009,81 11,59 39,93 9,13 580,3 17,15 28,33 5,40 6,04
11 3,5 50 240 7878,81 1896,96 2736,60 6,34 37,58 9,17 580,6 19,35 30,08 5,76 6,20
12 3,5 60,0 240 5687,10 166,20 1916,44 12,39 34,64 577 417,0 16,37 23,47 5,89 6,05
13 3,5 32,5 135 6226,68 1774,71 2269,70 9,55 48,56 6,29 529,3 20,55 41,28 5,48 7,19
14 3,5 32,5 135 6792,48 1925,27 2380,34 7,01 50,48 3,97 587,9 23,72 49,55 6,43 7,92
15 3,5 32,5 135 6787,04 2078,25 2242,70 7,87 54,30 5,02 535,8 16,75 37,62 6,48 6,93

T: temperatura (°C); t: tempo (min); Cl a: clorofila a (ug/g do liofilizado); Cl b: clorofila b (ug/g do liofilizado); CT: carotendides totais (ug/g do liofilizado); AE

variagdo de cor (adimensional); PB: proteinas bruta (% bs); FT: flavanois totais (mg eq. catequina/g do liofilizado); CFT: compostos fendlicos totais (mg eq.

acido galico/g do liofilizado); RCP: rendimento de concentrado proteico (%); REP: rendimento de extracdo de proteina (%); CAA: capacidade de absorcao de

agua (g/g bs); CAO: capacidade de absorgédo de 6leo (g/g bs).
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Tabela 5.7. Efeito estimado, erro puro e grau de significancia estatistica (p) para os fatores do modelo clorofila a (Cl a), clorofila b
(Cl b), carotenoides totais (CT) e variagao de cor (AE).

Cla Clb CT AE
Fator Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p
estimado estimado estimado estimado
Média 6556,80 93,85 0,0002| 1135,23 43,81 0,0015| 2158,48 21,05 0,0001| 9,95 0,2993 0,0009
pH 1173,45 229,88 0,0363| 694,13 107,32 0,0231| 650,63 51,57 0,0062| -2,31 0,7331 0,0874
pH? 212,16 169,19 0,3366| 302,21 78,98 0,0620| 244,59 37,96 0,0232| -0,96 0,5396 0,2178
T -2531,99 229,88 0,0081|-1148,60 107,32 0,0086|-1181,59 51,57 0,0019| 6,19 0,7331 0,0137
T2 -45,83 169,19 0,8119| 388,48 78,98 0,0389| 75,72 37,96 10,1842 -1,65 0,5396 0,0923
t 700,70 229,88 0,0929| -222,85 107,32 0,1735| 311,60 51,57 0,0263| -0,54 0,7331 0,5378
t2 -98,43 169,19 0,6196| 495,58 78,98 0,0245| -111,67 37,96 0,0987| -0,55 0,5396 0,4158
pHXT -591,83 325,11 0,2103| -227,72 151,77 0,2723| 523,97 7293 0,0188| 2,54 1,0368 0,1340
pH x t 1095,13 325,11 0,0780| 259,84 151,77 0,2290| 386,10 7293 0,0339| -1,33 1,0368 0,3280
Txt -396,02 325,11 0,3474| -553,80 151,77 0,0676| -79,37 72,93 0,3901| 1,27 1,0368 0,3439

Variaveis significativas (p < 0,05) em negrito.
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Tabela 5.8. Efeito estimado, erro puro e grau de significancia estatistica (p) para os fatores do modelo compostos fendlicos totais
(CFT), flavandis totais (FT) e proteina bruta (PB).

CFT FT PB
Fator Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p Efeito Erro puro p
estimado estimado estimado
Média 549,37 9,2700 0,0003 6,57 0,2490 0,0014 34,58 0,8444 0,0006
pH 16,41 22,7069 0,5450 -0,56 0,6098 0,4526 0,81 2,0683 0,7345
pH? -22,26 16,7118 0,3143 -1,00 0,4488 0,1551 9,99 1,5222 0,0225
T -142,31 22,7069 0,0245 -2,86 0,6098 0,0426 -1,42 2,0683 0,5634
T2 47,77 16,7118 0,1037 -1,30 0,4488 0,1017 6,68 1,5222 0,0483
t -69,91 22,7069 0,0913 -0,57 0,6098 0,4514 -0,92 2,0683 0,7005
t2 -23,05 16,7118 0,3017 -0,95 0,4488 0,1673 8,13 1,5222 0,0333
pHXT 63,70 32,1124 0,1858 0,38 0,8624 0,7014 0,14 2,9250 0,9671
pH x t 98,00 32,1124 0,0927 1,84 0,8624 0,1662 2,91 2,9250 0,4243
Txt -108,30 32,1124 0,0778 -1,66 0,8624 0,1939 -4,90 2,9250 0,2359

Variaveis significativas (p < 0,05) em negrito.
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Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto) Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 5.5. Gréfico de Pareto para a resposta clorofila a — Cl a (a), clorofila b —
Cl b (b), carotenoides totais — CT (c) e variacdo de cor — AE (d).

O fator temperatura linear (T) apresentou efeito positivo e indesejavel
para AE, uma vez que com o aumento de T ocorreu alteragéo significativa dos
parametros de cor de cada corrida. De acordo com Dziki et al. (2018), as
clorofilas estdo fortemente relacionadas com as caracteristicas de cor em
produtos vegetais. Por conseguinte, com o aumento da temperatura pode
ocorrer uma variacao de cor do produto, isso devido a coloragdo dos vegetais
verdes estarem associadas ao contetudo de clorofila; assim o aumento da T

pode induzir a degradacéo da clorofila e uma possivel reducao da cor verde.
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Figura 5.6. Grafico de Pareto para a resposta compostos fendlicos totais — CFT

(), flavanais totais - FT (b) e proteina bruta - PB (c)

Ao observar a Tabela 5.8 e as Figuras 5.6a e 5.6b, o fator temperatura
linear (T) foi o Unico efeito significativo (p < 0,05) sobre as respostas CFT e FT.
O efeito para ambos foi negativo, o que indica que o aumento de T provocou a
degradacdo de compostos fendlicos totais e flavanois totais. Zapata, Sepulveda
e Alvarez (2022) asseguram que no estudo da degradacdo dos compostos
fendlicos das folhas de urucum ocorreu a influéncia da temperatura na reducao
do teor desses compostos. Em outra pesquisa foi acompanhada a oxidacao
avancada de compostos fendlicos, os autores avaliaram que 0 aumento da
temperatura (27° a 45°C) sob as taxas de reacdo aumentam O pProcesso
oxidativo, alcancando 90% em maior temperatura (ALNAIZY; AKGERMAN,
2000). Song, Manganais e Ferruzzi (2015) também indicam que os flavandis
totais (FT) séo suscetiveis a inUmeras degradacfes que podem ser aceleradas
pela acdo da temperatura. Esses estudos, mostram a agédo da temperatura na
degradacgéo dos CFT assim como observado neste trabalho.

A variavel de saida PB foi influenciada de forma significativa pelos
efeitos quadraticos do modelo (Tabela 5.8 e Figura 5.6¢c). O efeito para a

resposta (PB) foi positivo e desejavel e percebe-se que mediante o grafico de
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Pareto a extracdo proteica € mais influenciada pelo pH, seguido do tempo de
extracdo e em menor escala pela temperatura. Segundo Zhang et al. (2017)
uma extracdo por aguecimento-acido facilita a agregacdo das proteinas da
folha, por elas apresentarem uma estrutura mais compacta favorecendo a
separacao das proteinas foliares.

Na Tabela 5.9 s&o apresentados os resultados da ANOVA, para a
regressao dos modelos ajustados as respostas Cl a, Cl b, CT, AE, CFT, FT e
PB; sendo: a soma quadratica, os graus de liberdade, a média quadratica, os
valores de F calculado e tabelado, coeficiente de determinacao (R2?), bem como
as equacoes ajustadas para as respostas.

Os resultados da ANOVA mostraram elevados valores de R? para a
regressao do modelo quadratico a todas as respostas e a falta de ajuste foi ndo
significativa (Fcaiculado < Ftabelado) para todas as respostas. Porém, apenas para
as respostas Cl b e PB a regressdo do modelo foi significativa (Fcaiculado >
Fiabelado). ASSIM, apenas para estas respostas os modelos podem ser utilizados
para fins preditivos. Para as demais respostas os modelos podem ser utilizados
apenas para efeitos de estimar tendéncias. Os valores de R2 indicam que 0s
modelos explicaram 92% da variagdo dos dados experimentais observados
para as respostas Cl b e PB.

Tabela 5.9. Analise de variancia (ANOVA) para a regressdo do modelo
ajustado as respostas.

Fonte de

variacio SQ GL MQ Fealculado Frabelado R?
Clorofilaa (Cl a)
Regressédo 18490233,3 9 2054470,4 2,27 4,77 0,803
Residuos 4532676,5 5 906535,3
Falta de ajuste  4321289,7 3 1440429,9 13,63 19,16
Erro Puro 211386,8 2 105693,4
Total 23022909,8 14

Modelo: Cl a = 5876,19 + 815,01pH - 94,29pH* - 15,61T + 0,06T*- 7,17pH T + 3,48.135pH -
0,07.135T - 1054,07

Clorofilab (Cl b)

Regresséo 5703717,1 9 633746,3 6,81 4,77 0,924
Residuos 465476,2 5 93095,2

Falta de ajuste  419407,1 3 139802,4 6,07 19,16

Erro Puro 46069,1 2 23034,5

Total 6169193,3 14

Modelo: Cl b = -1413,89 + 1149,92pH - 134,31pH? + 35,11T - 0,51T2 - 2,76pH T + 0,83.135 pH -
0,10.135T + 706,94
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Tabela 5.9. Andlise de varidncia (ANOVA) para a regressdao do modelo
ajustado as respostas. (Continuacao)

Carotenoides totais (CT)

Regressédo 4563550,4 9 507061,1 3,44 4,77 0,861
Residuos 737636,4 5 147527,3

Falta de ajuste  726997,7 3 242332,5 45,56 19,16

Erro Puro 10638,7 2 5319,3

Total 5301186,7 14

Modelo: CT = 2024,86 + 605,95pH - 108,71pH? - 35,35T - 0,10T2 + 6,35pH T + 1,23.135pH -
0,014.135T - 503,13

Variagao total de cor (AE)

Regressédo 110,95 9 12,33 3,31 4,77 0,856
Residuos 18,62 5 3,72

Falta de ajuste 16,47 3 5,49 511 19,16

Erro Puro 2,15 2 1,07

Total 129,57 14

Modelo: AE = 18,14 - 4,18pH + 0,43 pH” - 0,17T + 0,002T2 + 0,03pH.T - 0,004.135pH +
0,0002.135T - 0,23

Compostos fenélicos totais (CFT)

Regresséo 89439,9 9 9937,8 2,22 4,77 0,800
Residuos 22408,0 5 4481,6

Falta de ajuste 20345,6 3 6781,9 6,58 19,16

Erro Puro 2062,4 2 1031,2

Total 111847,9 14

Modelo: CFT = 906,04 - 130,88 pH + 9,89 pH® + 1,35T - 0,06T2 + 0,77pH T + 0,31.135 pH -
0,02.135T - 147,77

522;%;5 SQ GL MQ Fealculado Frabelado R?
Flavandéis totais (FT)
Regresséo 35,48 9 3,94 1,60 4,77 0,743
Residuos 12,28 5 2,46
Falta de ajuste 10,80 3 3,60 4,84 19,16
Erro Puro 1,49 2 0,74
Total 47,77 14

Modelo: FT = 17,99 - 4,25pH + 0,45pH? - 0,14T + 0,002T* + 0,005pH T + 0,006.135pH -
0,0003.135T - 3,44

Proteina bruta (PB)

Regresséo 717,27 9 79,70 6,39 4,77 0,920
Residuos 62,35 5 12,47

Falta de ajuste 45,23 3 15,08 1,76 19,16

Erro Puro 17,11 2 8,56

Total 779,62 14

Modelo: PB = -24,7 + 30,04pH - 4,44pH* + 0,66T - 0,009T2 + 0,002 pH.T + 0,009.135pH -
0,0008.135T + 12,21

SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

As superficies de resposta e as curvas de contorno obtidas pelos

modelos ajustados para as respostas Cl a, Cl b, CT e AE sao apresentadas na
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Figura 5.7, e para as respostas CFT, FT e PB na Figura 5.8. Na Figura 5.7a &
possivel observar que em maiores niveis de pH e menores niveis de
temperatura de extracdo foram observados os maiores valores de Cl a (8000-
9000 pg/g do liofilizado), sendo os valores mais elevados para pH entre 4,0 e
5,5 e temperaturas entre 0°C a 10°C.

Para a Cl b (Figura 5.7b), os maiores valores (1800-2200 pg/qg liofilizado)
foram observados em valores de pH entre 3,0 e 5,5 e temperaturas entre 0°C a
40°C. As tendéncias observadas para Cl a e Cl b séo justificaveis, uma vez que
a clorofila b é mais estavel ao calor do que a clorofila a (SCHWARTZ; VON
ELBE; GIUSTI, 2010).

Para a resposta de CT (Figura 5.7c), em niveis de temperatura inferior a
20°C, com pouca interferéncia do valor de pH, foram observados os maiores
teores de CT (entre 2000 a 2500 ug/g liofilizado). Porém, para valores de pH
entre 4,0 e 5,5, os teores de CT permaneceram elevado, mesmo em niveis de

temperatura mais elevados, como 40°C.
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Figura 5.7. Curva de contorno e superficie de resposta para Cl a (a), Cl b (b),
CT (c) e AE (d) a 135 min.
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Figura 5.8. Curva de contorno e superficie de resposta para CFT (a), FT (b) e
PB (c) a 135 min.

A variacao total de cor (AE) (Figuras 5.7d) foi menor para a faixa de pH
entre 4,5 e 5,5 e para temperaturas de extracao inferior a 10°C. Os teores de
CFT (Figura 5.8a) foram maiores (550 a 600 ug/g liofilizado) para niveis de
temperatura menores que 40°C, independentemente do nivel de pH. Os
maiores teores de FT (Figura 5.8b) foram observados em niveis de temperatura

inferiores a 10°C e para niveis de pH nos extremos do dominio experimental,
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pH < 2,5 e em pH > 5. Finalmente, os maiores valores de PB (Figuras 5.8c)
foram observados em valores intermediarios de pH (2,5-4,5) e temperatura (10-
50°C).

A funcdo desejabilidade foi utilizada para a determinar uma condicdo
Otima para o processo de extracdo de proteinas da mandioqueira, por via
acida, em funcdo das respostas RCP, REP, CFT e CT, e os resultados sao
apresentados na Figura 5.9. De acordo com os resultados da funcdo
desejabilidade, as condi¢cdes definidas como Otimas, para 0 processo de
extracdo de proteinas da mandioqueira, por via acida, foram: pH 3,5,
temperatura de 16°C e tempo de extracdo de 120 min para uma desejabilidade
global de 0,89599, no dominio experimental. Os valores previstos nessa
condicdo experimental para as respostas foram 2600 pg de carotendides
totais/g do liofilizado, 580 mg eq. acido galico/g do liofilizado, 49% de proteina
bruta, 41% de rendimento de extracdo de proteina e 20% de rendimento de
concentrado proteico.
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Figura 5.9. Grafico da funcdo desejabilidade para carotenoides totais (CT),
compostos fendlicos totais (CF), proteina bruta (PB), rendimento de extracao

de proteinas (REP) e Rendimento de concentrado protéico (RCP).

3.3. BALANCO DE MASSA EM CONDICOES ESTABELCIDAS POR
DESEJABILIDADE GLOBAL POR VIA ACIDA

A partir dos dados coletados na entrada e saida do processo (massa,
matéria seca, proteina bruta e umidade) obteve-se o fluxograma apresentado
na Figura 5.10. Tomando como base um valor fixo de matéria seca na
mandioqueira, no inicio do processo (=3 g de matéria seca e =30% bs de
proteina bruta (o equivalente a 1,60 g £ < 0,01 de proteina disponivel para
extracdo), foram realizadas trés corridas para a obtengdo do concentrado
proteico, na condicdo definida como 6tima para o processo de extracdo de

proteinas da mandioqueira, por via acida.
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Massa (g) = 20,03 + 0,02
Matéria seca (g/100g) = 2,84 £ 0,21
Proteina (g) = 1,60 + < 0,01

Umidade (%) =71,60 £2,11 —

Folha in natura (FF)
-
Re;jator Residuo fibroso (RF)
e .
Solugéao acida (S) extracdo Massa (g) = 13,69 + 1,97
Matéria seca (g/100g) = 1,78 £ 0,15
Massa (g) = 200,30 + 0,20 Proteina (g) = 0,52 + 0,08

Matéria seca (g/100g) = 0,00 \_“__—_,/ Umidade (%) = 82,21 1,55
Proteina (g) = 0,00
Umidade (%) = 100

Filtrado (F) . Concentrado proteico (CP)
»  Liofilizador >

Massa (g) = 0,93 + 0,02

Matéria seca (g/100g) = 9,56 + 0,07

Proteina (g) = 0,41 + 0,03

Umidade (%) = 4,36 + 0,75

Figura 5.10. Balanco de massa do processo de extracdo de proteinas

utilizando tampao em pH's 4cidos.

O valor médio obtido de proteina bruta no residuo fibroso foi de 0,52 g £
0,08, um valor superior ao encontrado no concentrado proteico liofilizado que
foi de 0,41 g + 0,03. Os resultados expressam uma extracdo por via acida
ineficiente das proteinas da mandioqueira, onde ha a perda de 0,66 g.de
proteina, em torno de 41%. Supdem-se que a perda tenha ocorrido na etapa de
filtracdo e pelo niumero de lavagens necessarias para a retirada da solucao
extratora. A partir disso entende-se que o método de recuperacdo das

proteinas solUveis no meio deve ser reavaliado.
3.4. CARACTERIZACAO DO CONCENTRADO PROTEICO

Os concentrados proteicos liofilizados, obtidos na condicdo definida
como Otima, foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos totais
(CF), carotendides totais (CT), proteina bruta (PB), rendimento de extracdo de

proteinas (REP) e rendimento de concentrado protéico (RCP) (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10. Andlises dos pés liofilizados do processo de extracdo de
proteinas de acordo com as condi¢Bes definidas pela desejabilidade.

Valor

Andlise experimental Valor teérico  Residuo (%)
ICFT (mg eq. &cido galico/g do 363,7 + 35,0 582.0 37,51
iofilizado)
CT (ug/g do liofilizado) 2747,5 £ 515,0 2604,8 5,48
PB (%) 45,81 + 2,07 49,0 6,51
RCP (%) 16,44 + 0,40 20,5 19,80
REP (%) 31,18+ 1,94 41,3 24,50

CFT: compostos fendlicos totais; CT: carotendides totais; PB: proteina bruta; RCP: rendimento

do concentrado proteico; REP: rendimento de extragdo de proteina.

Os resultados obtidos experimentalmente foram inferiores aos valores
tedricos, exceto para o teor de carotendides totais (CT), que quando
comparados apresentaram valores percentuais de residuo que variaram de
5,48 a 37,5. Menores valores de residuo foram observados para CT e PB, que
apresentaram menor variabilidade no resultado. Quanto menor o valor de
residuo encontrado, maior a aproximacao entre valores experimentais e
tedricos, o que fornece uma avaliacdo mais precisa do desempenho e
repetibilidade dos métodos empregados nos concentrados proteicos

liofilizados, sendo assim, percebe-se uma variabilidade alta para CFT (=37%).

3.5. ISOTERMA DE SORCAO DE UMIDADE

A Tabela 5.11 apresenta os dados para a adsor¢céo e a dessorcao de
umidade a 25°C, do concentrado proteico liofilizado, obtido nas condi¢bes
definidas como Otimas para 0 processo de extracdo de proteinas da
mandioqueira, por via acida. As isotermas de adsorcdo e a dessorcao de

umidade geradas com estes dados estao representadas na Figura 5.11.
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Tabela 5.11. Dados de sorcdo de umidade para o concentrado proteico
liofilizado extraido por solug&o hidroalcodlica a 25°C.

Adsorgéo Dessorgao
aw Umidade (m) aw Umidade (m)
0,10 1,10 0,90 14,69
0,20 1,70 0,80 11,89
0,30 2,84 0,70 10,02
0,40 4,01 0,60 8,58
0,50 4,68 0,50 7,09
0,60 6,04 0,40 5,19
0,70 8,04 0,30 4,41
0,80 10,40 0,20 2,72
0,90 14,69 0,10 0,74

a,: atividade de agua (adimensional); m: umidade (g H,O/100 g bs)

O processo de sorcdo do concentrado proteico liofilizado nao foi
completamente reversivel, o que € caracterizado pela diferenca entre as
isotermas de adsorcéo e dessorcdo de umidade (Figura 5.11), denominada de
efeito de histerese, a qual se prolongou por toda faixa de a,, avaliada, sendo
mais representativo na regido de a, intermediaria; apresentando maior
expressividade na regido de condensacédo capilar que é intimamente ligada ao
fendbmeno de histerese (LABUZA, 1968). O efeito de histerese pode ser
utilizado como um indice de qualidade para alimentos, onde uma histerese
pronunciada € indicativo de baixa estabilidade, enquanto que uma pequena
histerese ou auséncia da mesma é indicativo de uma maior estabilidade do
produto durante o armazenamento. De acordo com a definicdo de Kapsalis
(1981), essa histerese pode ser considerada do tipo Il, ou seja, se inicia em alta
aw (aw = 0,8) e se estende por toda a faixa das isotermas de sor¢céo, sendo este
comportamento esperado em alimentos ricos em proteinas.

A partir das isotermas de adsorcdo e dessorcdo é possivel avaliar a
estabilidade microbiolégica do liofilizado, uma vez que em um nivel de ay
inferior a 0,6, geralmente ndo ha desenvolvimento de nenhum microrganismo
(SCOTT, 1957; LAVELLI; SEREIKAITE, 2022). A partir dos resultados
expostos, pressupdem-se que valores de umidade menores que 6,04 g
H,O/100 g b.s. para a adsorcao e 8,58 g H,O/100 g b.s. para a dessorcao,

garantem a estabilidade microbiolégica do liofilizado a 25°C. O baixo valor de
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umidade aponta que o concentrado proteico liofilizado da mandioqueira obtido
por via 4cida apresenta baixa higroscopicidade. Quando comparados a outros
trabalhos como folhas de Moringa oleifera a 27°C, onde isoterma de adsorcao
ao alcancar uma a,, de 0,6 o material apresentou uma umidade de equilibrio de
aproximadamente 8 g H,0O/100 g bs e tanto para a isoterma de dessorcdo
quanto para a adsor¢cao (SOBOWALE et al.,, 2017) valor aproximado a este
estudo; para folhas de horteld liofiizadas ao atingir uma a, de 0,6 para a
isoterma de adsorcdo encontrou-se uma umidade de equilibrio de = 17 g
H,O/100 g bs e para dessor¢ao = 15 g H,0O/100 g bs, valores superiores ao
encontrado para este estudo (DALGIC; PEKMEZ; BELIBAGLI, 2012).

20
18
16
14
12 ’,n’/

10 /,,zr’

Umidade de equilibrio (g H,0/100 g b.s.)

0,0 01 0,2 03 0,4 0,5 086 0,7 08 09 1,0
Atividade de agua (a)

Figura 5.11. Isotermas de adsorcédo (m) e dessorg¢ao (o) de umidade a 25°C,
para o concentrado proteico da mandioqueira, obtido por via acida. As linhas

representam as isotermas preditas pelo modelo de Peleg, para adsorcao

( ) edessorcéo (_ ).

Na Figura 5.11 é possivel visualizar que a isoterma de adsorcéo
apresenta um comportamento praticamente linear até um nivel de aw de 0,5,
seguido de um comportamento exponencial. Contudo, mesmo com a baixa
higroscopicidade apresentada pelo concentrado proteico liofilizado, o produto
necessita de cautela durante sua manipulagdo ou armazenamento em
ambiente com umidade relativa (UR) maior que 50%; pois ele estard mais

susceptivel a ganhar umidade. Em tais condicbes € recomendado que o
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produto permaneca acondicionado em uma embalagem com baixa

permeabilidade ao vapor de agua.

De acordo com a classificacdo proposta por Blahovec e Yanniotis
(2009), a isoterma de adsorcdo do produto apresentou comportamento tipo Il
(sigmodide), que é a forma mais comum de isotermas para alimentos e €
caracteristica de produtos proteicos. J& a isoterma de dessorcdo apresentou
comportamento caracteristico tipo Ill, que é caracteristico de produtos que
contém solidos soluveis (AL-MUHTASE; MCMINN; MAGEE, 2002).

Na Figura 5.11 é possivel observar também a histerese, a qual se
prolongou por toda faixa de a, avaliada, sendo mais representativo na regido
de a, intermediéria; apresentando maior expressividade na regido de
condensacdo capilar que € intimamente ligada ao fendmeno de histerese
(LABUZA, 1968). De acordo com a definicdo de Kapsalis (1981), essa histerese
pode ser considerada do tipo Il, ou seja, se inicia em alta a,, (aw = 0,8) e se
estende por toda a faixa das isotermas de sor¢cdo, sendo este comportamento
esperado em alimentos ricos em proteinas.

A Tabela 5.12 apresenta os dados de coeficiente de determinacéo (R?2),
o desvio médio relativo (P), o erro médio quadratico (RMSE) e a distribuicdo de
residuos, para os ajustes dos modelos matematicos aos dados de sorcdo de
umidade do concentrado proteico liofilizado.

Com base nos maiores valores de R? e menores valores de P,
recomenda-se a utilizacdo do modelo de Peleg, seguido do modelo de GAB
para a predicdo das isotermas de adsorcdo e dessorcdo de umidade do
concentrado proteico da mandioqueira liofilizado.

O bom ajuste do modelo de Peleg pode ser observado nas Figuras 5.5 e
5.6. Embora Peng et al. (2007) recomende valores de P menores que 10%,
como indicadores de bons ajustes para isotermas de sorcao, para propositos
praticos, em alguns casos esse limite ndo foi atingido. Esse fato € atribuido a
desvios relativos grandes gerados em baixos niveis de a,, regido de pouco
interesse pratico, devido ser uma regido na qual a estabilidade do produto esta
garantida.

O modelo de Smith, por ter apresentado um bom ajuste e possuir

apenas dois parametros, o que facilita a sua solucdo mateméatica, pode ser
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utilizado para efeitos praticos na predicdo da isoterma usando concentrado
proteico da mandioqueira liofilizado.

Para os dados de adsorcao foram observados valores de R? > 0,99 para
todos os modelos testados, exceto para o modelo de Halsey, que apresentou
R2 de 0,97. Adicionalmente, foram observados valores de P < 10%, exceto para
os modelos de Halsey e Oswin. De acordo com Peng et al. (2007), para efeitos
praticos, os valores de P devem ser inferiores a 10%. Para os dados de
dessorcédo foram observados valores de Rz > 0,99 apenas para os modelos de
Ferro-Fontan, GAB, Blahovec & Yanniotis e Peleg, sendo que apenas para o

modelo Peleg o valor de P foi inferior a 10%.

Tabela 5.12. Parametros dos ajustes dos modelos matematicos aos dados de
sorcdo de umidade do liofilizado a 25°C, obtido na condi¢cao 6tima do processo

de extracao de proteinas, utilizando tampé&o em pH &cido.

Modelo Adsorcéao Dessorcéo
Parametro R2 P (%) RMSE | Parametro R2 P (%) RMSE

a=17,86 a=26,41

Halsey b=1,58 0,971 23,04 0,71 |b=1,99 0,901 53,04 1,34
Residuos (T) Residuos (T)
a=0,12 a=0,04

Henderson b=1,10 0,998 5,38 0,58 |b=1,47 0,987 20,94 147
Residuos (A) Residuos (T)
a=4,80 a=6,44

Oswin b=0,52 0,991 11,74 0,39 |b=0,41 0,948 37,88 0,96
Residuos (A) Residuos (T)
a=3,24 a=>5,88
b=1,40 b=22,46

Ferro-Fontan =074 0,997 6,26 0,21 r=023 0,993 13,70 0,35
Residuos (A) Residuos (A)
M, = 3,91 M, = 10,09
c=3,43 c=2,50

GAB K = 0,84 0,999 4,03 0,14 K = 0.56 0,995 11,99 0,29
Residuos (A) Residuos (A)
a; =0,13 a; = 0,08
b, = 0,20 b, =-0,01

5:‘:%‘;2 &  4,-033 0,999 4,16 0,14 |a,=23,53 0,996 10,68 0,25
b, = 0,28 b, = 25,41
Residuos (A) Residuos (A)
a=0,52 a=191

Smith b=6,15 0,999 4,15 0,16 |b=6,09 0,950 35,61 0,95
Residuos (A) Residuos (T)
k,=9,14 k, = 8,43
n, = 0,97 n, =17,02

Peleg k,=12,19 0,999 4,28 0,14 |k, =14,89 0,997 9,64 0,23
n, = 6,09 n, =1,09
Residuos (A) Residuos (A)




188

R2: coeficiente de determinacdo; RMSE: erro médio quadratico; P: desvio médio relativo; m,:
umidade da monocamada (g H,O/100 g bs); m: umidade (g H,O/100 g bs); c: constante
relacionada ao calor de sor¢édo; a, b, ¢, ki, ks, n; € n,: constantes dos modelos; A: aleatério. T:

tendencioso.

Os valores de umidade da monocamada estimados pelo modelo de GAB
foram de 3,9 g H,0/100 g bs para a adsorcao e 10,1 g H,O/100 g bs para a
dessorcédo (Tabela 5.12). A umidade da monocamada de um alimento indica a
condicdo de maior estabilidade para o produto, onde a perda de qualidade em
temperatura constante serd minima. Abaixo da monocamada as taxas da
maioria das reacdes de degradacdo que ocorrem nos alimentos sdo baixas
(GOULA et al., 2008). O valor de m, da isoterma de adsorc¢éo indica a condi¢céo
de umidade na qual o produto estara menos susceptivel aos processos
degradativos. Por outro lado, para a dessor¢ao indica que o produto nao
devera atingir valores menores que este durante um processo de secagem,
para evitar gastos desnecessarios de energia (POMBO et al., 2019; ARAUJO;
PENA, 2022).
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4. CONCLUSAO

Os concentrados proteicos liofilizados apresentaram teores relevantes
de carotendides totais, compostos fenodlicos totais e flavandis totais. As
respostas clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), carotenoides totais (CT), variacao
de cor (AE), compostos fendlicos totais (CFT), flavandis totais (FT) e proteina
bruta (PB) indicam que a pesquisa apresenta repetibilidade no intervalo
estudado. Os maiores teores de proteinas (*54%) foram observados nas
corridas realizadas no ponto central (pH de 3,5, temperatura de 32,5°C e tempo
de extracdo de 135 min). A metodologia de superficie de resposta e a funcao
desejabilidade definiram como condi¢cdes operacionais 6timas para 0 processo
de isolamento de proteinas das folhas da mandioqueira com agua acidificada,
um pH de 3,5, temperatura de 16°C e tempo de extracdo de 120 min. O
isolamento de proteinas da folha da mandioqueira, por via acida, mostrou ser
um processo viavel, em relacédo a recuperacao da proteina, sem a necessidade
da extracdo adicional da fracdo proteica carreada com o residuo fibroso, e de
pré-tratamentos das folhas, como a secagem e a padronizacdo do tamanho de
particulas. As isotermas de adsor¢cdo e dessor¢cao de umidade do concentrado
proteico se comportaram como tipo llb e tipo lll, respectivamente; e indicaram
gue o concentrado proteico liofilizado apresentou baixa higroscopicidade e tera
estabilidade microbiologica umidade inferior a 6,04 g H,0/100 g bs. O modelo
de Peleg se mostrou muito eficiente na predicdo das isotermas de adsorcéo e

dessorcdo de umidade do produto, a 25°C.
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CAPITULO VI

EXTRACAO DE PROTEINAS DAS FOLHAS DA MANDIOQUEIRA

EM MEIO ALCALINO
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RESUMO

O aumento relevante de consumidores adeptos as dietas consideradas mais
ética, sustentavel e saudavel tem despertado o interesse para pesquisas de
diferentes proteinas vegetais, como a mandioqueira. Assim, faz-se necessario
avaliar suas caracteristicas e a forma de extracdo das proteinas foliares.
Baseado nisso, este capitulo estuda o efeito do pH alcalino (8, 10 e 12),
temperatura (5°, 32,5° e 60°C) e tempo de processo (30, 135 e 240 min) na
extracdo de proteina da mandioqueira. Os concentrados proteicos liofilizados
foram quantificados de acordo com o rendimento de extracdo de proteina
(REP), rendimento do concentrado proteico (RCP), o teor de composto
fendlicos totais (CFT), flavandis totais (FT), clorofila a (Cl a), clorofila b (ClI b),
carotendides totais (CT), cor instrumental, capacidade de absorcdo de agua
(CAA) e dleo (CAO). Os resultados de REP foram superiores ao de RCP,
exceto para a corrida 11 (pH 10, T = 5°C e t = 240 min) que o REP foi
semelhante ao RCP. As corridas obtidas apresentaram quantidades relevantes
de carotendides, compostos fendlicos e flavanodis no concentrado proteico. As
respostas clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), carotenoides totais (CT) e variacao
de cor (AE) foram significativas a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05). A
funcdo desejabilidade (D=0,78385) definiu como condi¢do 6tima de extracao de
proteinas pH 8,0, temperatura de 37°C e 30 min de extracdo. A isoterma de
adsorcdo apresentou comportamento tipo Il b e a isoterma de dessorcédo do
tipo Ill. Os resultados indicam que o concentrado proteico liofilizado possui
baixa higroscopicidade e ter4 estabilidade microbiologica se apresentar
umidade inferiores a 6,09 g H,O/100 g bs. O modelo de GAB se mostrou
eficiente na predicdo das isotermas de adsorcdo e dessorcdo de umidade do
produto, a 25°C.
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1. INTRODUCAO

Um crescimento de tendéncias em escala global esta comprometendo a
sustentabilidade dos sistemas alimentares e agricolas. Com isso, um numero
cada vez maior de consumidores adeptos as dietas consideradas mais éticas,
sustentaveis e saudaveis (ex. flexitarianas, vegetarianas, veganas, entre
outras) tem ganhado espaco (FASOLIN et al., 2019; MA et al., 2022).

A industria de alimentos, por sua vez, vem se adequando a essas
mudancas no mercado mundial, e o crescimento de produtos a base de plantas
passou a ser uma opc¢ao na substituicdo de produtos de origem animal (MA et
al., 2022). Assim, avaliar proteinas vegetais tem se tornado cada vez mais
necessario, bem como métodos de extracdo que podem ser empregados, de
maneira a ampliar o conhecimento e identificar possiveis aplicacdes dessas
proteinas na formulacdo de alimentos, com base em suas propriedades e
funcionalidades (MA et al., 2022).

A folha de mandioca é uma importante fonte proteica, a qual pode ser
estudada para possivel aplicacdo, como por exemplo na formulacdo de
produtos a base de plantas. O consumo das folhas de mandioca é bastante
difundido na regido Norte do Brasil e em diferentes paises, e tem se tornado na
Europa, América e Asia, uma opcao para a avaliagdo das proteinas (CAMARA,;
MADRUGA, 2001; SILVA et al., 2012). Contudo, o potencial dessas folhas
pode ser melhor explorado, por meio de estudos que visem identificar e
melhorar a extracdo de proteinas da matriz vegetal. A partir disso, este capitulo
tem por objetivo avaliar o processo de extracdo de proteinas da folha de
mandioca, por via alcalina, bem como as caracteristicas do concentrado

proteico obtido.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIA PRIMA

As folhas de mandioqueira de 8 meses de cultivo foram coletadas no
municipio de Salvaterra (Para, Brasil) (Latitude: 00° 45' 12" S, Longitude: 48°
31' 00" W, altitude de 5 m), durante o0 més de junho em 2020. O acesso a
espécie utilizada estd cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimodnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, sob
0 numero ASD5AD2.

2.2. EXTRACAO DE PROTEINAS DA MANDIOQUEIRA

Para o processo de extracdo das proteinas das folhas de mandioqueira
foi utilizado um reator cilindrico de vidro encamisado com tampa esmerilhada
com capacidade para 250 mL, com dimensdes externa de 80 mm x 115 mm (H
x D) e interna de 50 mm x 100 mm (H x D); com acesso para avaliacdo
constante de temperatura com auxilio de um termémetro. A realizacdo de cada
corrida foi feita a partir de uma massa definida de mandioqueira in natura (20
g), mantendo uma proporcao sélido :liquido de 1:10 (folha: tampé&o, m:v). A
matéria prima e a solucao extratora foram transferidas para um bécker; com um
ultra turrax modelo T25 digital (IKA, Alemanha) a 13.000 rpm/min o material foi
triturado e homogeneizado. O liquido verde formado foi colocado no reator para
a realizacdo das corridas nas condicdes pré-estabelecidas.

No estudo foi utilizado um planejamento Box-Behnken. Como solvente
de extracdo foram utilizados o tampéao fosfato monobasico-fosfato bibasico (pH
8,0) e o tampao carbonato de sddio-bicarbonato de sédio (pH 10 e 12), para a
separacao de proteinas da mandioqueira. As variaveis operacionais avaliadas
no processo de extracdao foram pH da solucdo extratora, temperatura (°C) e
tempo (min) de extracdo; em trés niveis (+1, 0 e -1), com uma triplicata no
ponto central; totalizando 15 corridas (Tabela 6.1).

Os concentrados proteico liofilizados produzido de cada corrida do
planejamento experimental foram analisados quanto ao teor de compostos
fendlicos totais (mg acido galico/lg do liofilizado), flavandis totais (mg

catequina/g do liofilizado), proteina bruta (%), clorofila a e b (ug/g do liofilizado),
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carotendides totais (ug/g do liofilizado), cor instrumental (L*, a*, b*, ¢c*, h e AE),
rendimento de extracdo de proteinas (%), rendimento de concentrado proteico
(%), capacidade de absorcao de agua (g/g bs) e capacidade de absorcao de

Oleo (g/g bs).

Tabela 6.1. Niveis codificados e originais das varidveis independentes
utilizadas no planejamento fatorial do tipo Box-Behnken, para a extracdo de
proteinas da mandioqueira, em meio alcalino.

Variavel codificada Variavel original
Corrida X, X, X oH Temp()oeé;;ltura Tempo (min)
1 -1 -1 0 8,0 5 135
2 +1 -1 0 12,0 5 135
3 -1 +1 0 8,0 60 135
4 +1 +1 0 12,0 60 135
5 -1 0 -1 8,0 32,5 30
6 +1 0 -1 12,0 32,5 30
7 -1 0 +1 8,0 32,5 240
8 +1 0 +1 12,0 32,5 240
9 0 -1 -1 10,0 5 30
10 0 +1 -1 10,0 60 30
11 0 -1 +1 10,0 5 240
12 0 +1 +1 10,0 60 240
13 0 0 0 10,0 32,5 135
14 0 0 0 10,0 32,5 135
15 0 0 0 10,0 32,5 135

O fluxograma da Figura 6.1 mostra as principais etapas do processo de

extracao de proteinas da mandioqueira, em meio alcalino.
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Folha in natura
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Figura 6.1. Processo de extracdo de proteinas da mandioqueira utilizando
tampéo fosfato monobasico-fosfato bibasico e tampao carbonato de sédio-

bicarbonato de sédio.

2.2.1. Determinacdo de compostos fendlicos totais e flavanois totais

Os extratos produzidos de cada corrida do planejamento experimental
foram baseados no método de Boeing et al. (2014). O método descrito de
Folin-Ciocalteau (WATERHOUSE, 2002) foi utilizado para a quantificagdo do
teor de CFT a partir de uma curva analitica de acido galico de concentracéo de
1 a 60 mg de acido galico/L (absorbancia entre 0,0258 e 0,8474). O principio
do método é baseado na reatividade dos polifenéis, quando sujeitos a uma
interacdo entre os acidos fosfomolibdico e fosfotingstico, (30 min); o que
acontece por um mecanismo de reac¢do engajado, devido a uma transferéncia
de elétrons (mecanismo redox).

A sequéncia reacional tomada foi: 250 pL de amostra (ou agua destilada
para o branco), 250 pL de Folin-Ciocalteu 10% e 1250 pyL de carbonato de

sédio 7,5% foram misturados, ap6s o tempo reacional necessario (30 min) a
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solucdo foi lida em espectrofotbmetro UV-Visivel (Modelo Cary 50, marca
Varian) a 760 nm.

A determinacdo do teor de flavandis totais (FT) foi realizada de acordo
com o método de p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA), o qual tem como
principio a condensacado da molécula de flavanol com o DMACA, conforme o
descrito por McMurrough, Baert (1994) e Delcour, Varebeke e Janssens (1985).
A sequéncia reacional foi: 200 pL de extrato e 1000 pL de p-
Dimetilaminocinamaldeido (DMACA) 1% diluido em HCI: metanol resfriado, na
proporcao de 1:3 (v/v), a mistura foi realizada seguida de um tempo reacional
de 10 min, na auséncia de luz, e seguiu para posterior leitura em

espectrofotometro a 640 nm.
2.2.2. Determinacéo de proteina bruta

Para a determinacdo da proteina bruta das amostras foi utilizado o
método de micro-Kjeldahl, de acordo com o método n° 920.87 da AOAC
(1997). O método tem como base a transformacdo do nitrogénio da amostra
em sulfato de amonio, mediante digestdo com acido sulfarico, com posterior
destilacdo para liberacdo de ambnia gasosa, a qual reage com solucdo de
acido bdrico para formacédo de borato de amdnio, seguido de titulacdo com
solucdo de &cido cloridrico padronizada. O fator de conversdo nitrogénio-
proteina empregado foi de 5,75 (AOAC, 1997).

2.2.3. Determinacédo da clorofila a, clorofila b e carotendides totais

O método de Lichtenthaler e Buschmann (2001) foi utilizado para a
determinacdo do teor de clorofila a (ug/g do liofilizado), clorofila b (ug/g do
liofilizado) e carotendides totais (ug/g do liofilizado). A elaboracdo dos extratos
foi realizada utilizando uma massa de 0,02g do liofilizado obtido em cada
corrida, o qual foi macerado com auxilio de grau e pistilo e adicdo de solucdo
de etanol 95%, o extrato foi filtrado em papel qualitativo para posterior afericao
em baldo volumétrico de 10 mL com a préprio etanol 95%, seguido de leitura
em espectrofotbmetro em comprimentos de onda de 664,1 nm, 648,6 nm e 470

nm.
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2.2.4. Andlise colorimétrica

A andlise colorimétrica dos produtos de cada corrida do planejamento foi
feita por meio de leitura direta em um colorimetro digital (Chroma Meter CR-
300, Konica Minolta, Jap&o), tendo como base o sistema CIELAB. A calibracéo
do equipamento foi feita em fonte de luz D65, geometria de visdo de 0°
(componente especular incluido), valores do branco X = 0,3174 e do cinza Y =
0,3349. Foram determinados os parametros a*, b*, L*, c* e h® mediante leitura
no equipamento e a variacdo total de cor (AE) encontrada por meio da
Equacédo 6.1 (PATHARE, OPARA E AL-SAID, 2013).

AE = (aa’ f + (ab° P + (s F]? 6.1)

onde, AL* = variacdo da luminosidade, indicando a diferenga em mais claro (+)
e escuro (-), Aa* = diferengca em vermelho (+) e verde (-), Ab* = diferenca em

amarelo (+) e azul (-) e AE = diferenca total de cor.
2.2.5. Rendimento de extracdo de proteina

A partir do célculo da massa de proteina no concentrado, em relagcédo a
massa de proteina na mandioqueira utilizada na extracdo foi possivel obter o
rendimento de extracdo de proteina (REP, %) (SILVA et al., 2012), conforme a
Equacéo 6.2.

PBCP

REP (%)=ﬁx100 (6.2)

onde, PBCP é a massa de proteina bruta do concentrado proteico (g) e PBIE é

a massa de proteina bruta presente na amostra inicial (g).
2.2.6. Rendimento de concentrado proteico

O rendimento do concentrado proteico (RCP, %) foi quantificado por
meio da relag&o entre a massa do concentrado proteico obtido em cada corrida
e a massa inicial de mandioqueira utilizada (SILVA et al., 2012), pela Equacéo

6.3.

MCP
RCP (%)= "2 x100 (6.3)
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onde, MCP é a massa do concentrado proteico (g) e MIE é a massa de matéria

seca nas folhas utilizadas na extracéo (g).
2.2.7. Capacidade de absorcdo de agua e capacidade de absorcao de 6leo

O método descrito por Cao et al. (2009) foi utilizado para determinar a
capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de absor¢ao 6leo (CAO)
das proteinas da mandioqueira. Para isso manteve-se uma propor¢éo de 1:10
(m/v), amostra:agua ou amostra:6leo. Pesou-se em torno de 0,05 g de
liofilizado em eppendorf, logo para manter a propor¢cao misturou-se 0,5 mL de
agua destilada ou 6leo vegetal refinado, a homogeneizacéao foi realizada com o
auxilio de um agitador de tubo vortex (modelo K45-2820, marca KASVI basic,
Brasil), posteriormente o material homogeneizado foi centrifugado (Modelo SL-
5GR, marca Spmlaba, S&o Paulo) a 1200 x g por 25 min. As amostras foram
mantidas inclinadas por 30 min com intuito de escoar o liquido remanescente
(sobrenadante), ndo absorvido. O ganho de massa por unidade de massa de
proteina, em base seca, foi registrado como a capacidade de absor¢céo de agua
ou de 6leo Equacéao 6.4.

CAA ou CAO= T2 (6.4)
m

1

Onde m; é 0 peso da amostra seca e m, € 0 peso da amostra Umida

apos a drenagem da agua ou Oleo.
2.3. ANALISE ESTATISTICA

Utilizando o programa Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT INC., 1995),
fez-se analise de variancia — ANOVA a 5% de significancia estatistica, segundo
o teste F; teste de Tukey (p < 0,05), e avaliou-se o coeficiente de determinacéo
(R?) e o desvio relativo médio (P). Os resultados alcancados permitiram
conhecer as regides oOtimas de processo para a extracdo de proteinas da
mandioqueira, aplicando-se metodologia de superficie de resposta e a funcéo
desejabilidade.

Definiu-se os valores de desejabilidade em 0 para o valor minimo, 0,8
como valor médio e 1 como o valor maximo para todas as respostas. O grafico

da funcéo desejabilidade foi obtido com fator de grade igual a 55, as taxas de
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variacdo da desejabilidade s e t foram iguais a 1 e 2 para 0S compostos
bioativos (compostos fendlicos totais — CF e carotendides totais — CT) e valores
de s=2 e t=4 para as respostas: proteina bruta (PB), rendimento de

concentrado proteico (RCP) e rendimento de extracédo de proteina (REP).

2.4. BALANCO DE MASSA DA EXTRACAO OTIMIZADA DE PROTEINAS EM
FAIXA DE PH BASICO

Considerando o0 processamento em regime permanente obteve-se 0s
resultados de entrada e saida de massa (g), matéria seca (g/100 g), proteina
bruta (% bs) e umidade (%). O balanco de massa (Figura 6.2) foi realizado

apenas para a condi¢cdo encontrada pela funcdo desejabilidade.

3

Folha in natura (FF)
Rzator Residuo fibroso (RF)
o R
Solugao alcalina (S) extracao
~
Filtrado (F) Concentrado proteico (CP)
» Liofilizador e

Figura 6.2. Balanco de massa da extracdo otimizada.

O concentrado proteico liofilizado foi avaliado quanto ao teor de
composto fendlicos totais (CFT) e carotendides totais (CT), proteina bruta (PB),
rendimento de concentrado proteico (RCP) e rendimento de extracdo de
proteina (REP).

2.5. ISOTERMA DE SORCAO DE UMIDADE

O concentrado proteico liofilizado, obtido na condi¢cdo 6tima, foi avaliado
higroscopicamente, mediante as isotermas de sor¢do de umidade. As
isotermas foram obtidas em um analisador de sorgéo de vapor (VSA) (Aqualab
VSA, Decagon, USA) a 25°C, conforme metodologia descrita por Silva e Pena

(2018). Inicialmente, uma quantidade representativa de amostra, de 800 a 1000
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mg, foi pesada em capsula de aco inoxidavel e o registro da massa foi efetuado
na propria balanca micro analitica do equipamento. O equipamento foi
programado para obter dados de sor¢do (adsor¢cao e dessorgcéo) de umidade,
em uma faixa de atividade de agua (a,) de 0,1 a 0,9, pelo método DVS. Neste
procedimento, equipamento promove o registro continuo das massas e valores
de a, até o alcance de cada condicdo de equilibrio, definida pelo registro de
trés medidas consecutivas, da variagdo massa/tempo (dm/dt %), com valor
igual ou menor que 0,1. Ao final do processo, a amostra foi submetida a
secagem, pelo método 920.151 da AOAC (1997), para a determinacdo da
matéria seca. O ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais de
adsorcao e dessorcdo de umidade do produto sdo apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2. Modelos utilizados na predi¢do da isoterma de sorcao.

Modelo matematico Equacao
Blahovec m= dw + Ay
(BLAHOVEC; YANNIOTIS, 2009) a;+(bj.a,)  az-(bpa,)
1
C
Ferro-Fontan B
(FONTAN et al., 1982) m=

In (%)
GAB _ a.cka,

(MAROULIS; TSAMI; MARINOS-KOURIS, 1988) ™~ [(1-kaay,).(1+(c-1).kay]

Halsey -2 %
(HALSEY, 1948) m= [ﬁ]
Henderson -In(1-ay)
(HENDERSON, 1952) A,
Oswin aw 1°
(OSWIN, 1946) m=a. [E]
E):IIEeLQEG, 1993) m=k.a, +ky.ay
Smith

(SMITH, 1947) m=b+a.n(1-a,,)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. RESULTADOS DA EXTRACAO DE PROTEINAS DA MANDIOQUEIRA
EM MEIO ALCALINO

3.1.1. Compostos fendlicos totais e flavandis totais

A Tabela 6.3 mostra os resultados encontrados para compostos
fendlicos (CFT) e flavanais totais (FT), nos concentrados proteicos liofilizados,
obtidos nas diferentes condicdes experimentais, do Planejamento Box-
Behnken.

Tabela 6.3. Teor de compostos fendlicos totais (mg eq. acido galico/g
liofilizado) e flavandis totais (mg eq. catequina/g liofilizado) para cada corrida
do planejamento.

Corridas Com,p(_)stos,fgnélicos 'gotg@s (mg Flavanéis totaig (r_n_g eg.
eg. acido galico/g do liofilizado) catequina/g do liofilizado)
1 467,1+23,33 6,13+0,40
2 61,6+4,05 0,20£<0,01
3 313,1+8,96 3,8610,25
4 145,1+3,12 0,09+0,10
5 565,9+14,20 6,95+0,41
6 93,34+3,51 1,70+0,13
7 530,1+29,50 6,28+0,33
8 42,3+3,28 0,49+0,07
9 147,1+7,86 2,00+0,06
10 76,8+0,13 0,9740,19
11 138,8+10,26 2,36+0,07
12 132,9+7,87 2,24+0,37
13 245,2+18,18 4,46+0,36
14 206,8+10,71 4,89+0,30
15 459,6+15,96 7,98+0,30

De acordo com planejamento, os CFT variaram de 42,3 a 565,9 mg eq.
acido galico/g do liofilizado e os FT apresentaram valores de 0,09 a 7,98 mg
eg. catequina/g do liofilizado. A corrida 5 (pH 8, 32,5°C e 30 min de extracao)
foi o que apresentou maior conteido de CFT, enquanto para FT o maior
conteudo ocorreu na corrida 15 (pH 10, 32,5°C e 135 min de extracao).

Em estudo realizado para avaliar o efeito do pH na estabilidade de CFT

de vegetais, Friedman e Jurgens (2000) observaram que alguns compostos
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fendlicos, como os acidos cafeico, clorogénico e galico (acidos fendlicos) néo
foram estaveis em pH elevado. Tendéncia semelhante foi observada no
planejamento experimental, em que maiores teores de CFT ocorreram em
menores pH (pH 8 > pH 10 > pH 12,0). Ao avaliarem os espectros de absorcao
dos compostos fenodlicos citados, os autores observaram que ocorreram
alteracbes ndo reversiveis, e que o aumento do pH promoveu mudancas
quimicas nos produtos, o que foi atribuido a formacdo de intermediarios
quinona instaveis.

Friedman e Jdrgens (2000) avaliaram flavanois (catequina e
epicatequina) e notaram que mudancas foram induzidas em pH elevados,
contudo, de forma menos pronunciada que os acidos fendlicos, devido a
complexidade estrutural que os flavanois possuem, mesmo havendo grupos
OH fendlicos. Os flavan-3-ols possuem estruturas aromaticas multianéis,
enquanto os &cidos fendlicos possuem monoanel, o que 0s torna mais
suscetiveis aos efeitos do pH. Os concentrados proteicos obtidos nas corridas
realizadas em pH 12 (corridas 2, 4, 6 e 8) apresentaram teores baixos de FT,
comprovando que no nivel mais elevado de pH utilizado na extracdo, os niveis

de degradacao desses compostos foram maiores.
3.1.2. Proteina bruta

A Figura 6.3 apresenta os teores de proteina bruta para os concentrados
proteicos liofilizado, obtidos nas diferentes condicbes de extracdo. O teor
maximo de PB (*53%) de proteina bruta (PB) foi observado para o concentrado
proteico obtido na extracdo realizada em pH 12,0, temperatura de 32,5°C e

tempo de extracdo de 30 min.
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Figura 6.3. Valores de proteina bruta (%) em base seca dos concentrados
proteicos liofilizados para a extracdo de proteinas da mandioqueira, em meio

alcalino.

Zhang et al. (2015) avaliaram o efeito da temperatura na extracao de
proteinas das folhas de cha verde, em solucéo alcalina. A 0,5 g de folhas foram
adicionados 20 mL de solucdo de NaOH 0,1 M e o sistema foi mantido a 25°C,
60°C e 95°C por 2 h. O rendimento de extracdo de proteinas aumentou
significativamente com a temperatura (23% a 25°C, 38% a 60°C e 84% a
95°C).

3.1.3. Clorofila a, clorofila b, carotendides totais e colorimetria

A Figura 6.4 mostra os resultados para clorofila a — Cl a (ug/g do
liofilizado), clorofila b — Cl b (ug/g do liofilizado), carotenoides totais — CT (ug/g
do liofilizado) e cor instrumental, para os concentrados proteicos liofilizados

extraidos da mandioqueira (Apéndices 6.1 e 6.11).
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©*=26,99 +0,97
° = 114,97+ 0,01
AE=291%_

Cla=6468,51+124,84

Clb =1599,31191,34
CT=234352+41,15

=28,83 +1,00
=593 0,27
8,25 +0,55

9,19 £0,60
°=108,01 0,33
AE=1324+0,15

Cla=7316,38 + 374,51
Clb = 222877 + 91,61
CT=1980,26 + 104,13

*= 39,60 1,00
a'=-945+025
b* = 24,20 £0,53
c*=2598 0,55
he = 111,33 £ 0,41
AE=383+0,18

Cla =6875,80 = 306,77
Clb = 189291 + 56,85
CT = 2068,97 = 110,32

9,64 +0,25
113 0,12
b*=26,03 0,19
¢ =2831%0.21
h° = 113,15 0,09
AE =2,50 +0,21
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Cla =7092,10 392,27
Clb = 1952,69+ 230,30
CT=2201,75%+131,59

«

L*=4358 1,26
a*=-1552%0,52
b* = 28,98 +0,80
¢ =3287+094
h° =118,16 £ 0,26
AE =888 +0,88

Cla = 1086541+ 114644

Clb = 284320 + 296,59
CT =3470,19 = 360,47

L*=2851+158
a*=-7,810,51

b*=1812 1,16
¢ =19,73 1,27
h° = 113,32 £0,02
AE =11,03 £1,02

Cla =7249,12 + 498,55
Clb = 2066,59 + 136,41
CT =2096,34 + 126,83

L*=4393+0,68
a*=-1413%0,23
b*=27,10 +0,51
¢*=30,56 £0,55
h°=117,54 £0,13
AE=7,15 0,81

Figura 6.4. Imagens dos concentrados proteicos liofilizados para a extracao de
proteinas da mandioqueira, em meio alcalino e seus respectivos parametros
colorimétricos, valores gquantitativos de clorofila a, clorofila b e carotenoides
totais para cada corrida. (a) 1, (b) 2, (c) 3, (d) 4, (e) 5, (f) 6, (g) 7, (h) 8, (i) 9, ())
10, (k) 11, () 12, (m) 13, (n) 14 e (0) 15.

O concentrado proteico liofilizado que apresentou maior teor de clorofila
a (= 11000 ug/g do liofilizado) e clorofila b (= 3600 ug/g do liofilizado) foi a
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corrida 6 (pH12, 32,5°C e 30 min de extracdo) e a corrida com menor valor de
clorofila a (= 4800 pg/g do liofilizado) e clorofila b (= 1600 pg/g do liofilizado) foi
a corrida 3 (pH8, 60°C e 135 min de extracdo). Segundo Streit et al. (2005) a
clorofila é afetada pelo pH do meio, a qual é apontada com maior estabilidade
em pH basico quando sujeita a aquecimento; nota-se também que tanto a
corrida 6 quanto a 3, mantiveram suas proporcoes de clorofila a e b de 3:1 (ClI
a:Cl b).

Quando avaliado o teor de carotenoides totais no concentrado proteico
liofiizado, a corrida 10 apresentou melhor resultado, a qual teve como
condi¢cdes pH 10, 60°C e 30 min de extracdo, alcangando um valor de
aproximadamente 3500 pg/ g de liofilizado. No dominio experimental utilizado
nao houve uma tendéncia para a quantificacéo de CT.

Os valores do parametro L* foram inferiores a 50 em todos as corridas,
indicando uma tendéncia a cores mais escuras. Os valores do parametro a*
foram negativos e do parametro b* positivos, indicando que os concentrados
proteicos apresentam coloracéo tendendo ao verde e a amarelo. Os valores de
c* se mantiveram entre 12 e 32, indicando que a cor dos produtos apresentou
baixa saturacdo. Os valores de h° (104 -118°), por sua vez, confirmaram que a
coloracdo dos concentrados proteicos foi amarela-esverdeada (PATHARE,
OPARA E AL-SAID, 2013).

De acordo com o valor do parametro b*, os concentrados proteicos com
maior intensidade da coloracdo verde foram as corridas 1 (Figura 6.4a), 3
(Figura 6.4c), 5 (Figura 6.4e), 7 (Figura 6.4g), 12 (Figura 6.4l), 13 (Figura
6.4m), 14 (Figura 6.4n) e 15 (Figura 6.40), supbem-se que o pH utilizado
corroboram para uma possivel manutencdo da clorofila das corridas (pH 8,0 e
10,0). Como mencionado anteriormente, a clorofila é influenciada pelo pH, a
qual é considerada mais estavel em pH basico (9,0), quando submetida a
aguecimento. Os ions positivos da membrana celular interagem com as cargas
negativas do meio basico. As cargas tendem a se manter em equilibrio e,
consequentemente, atuam na estabilidade das clorofilas evitando a
degradacédo. Adekunte et al. (2010) propdem uma classificacdo a partir da
variacao total de cor (AE), neste caso a variagao entre o concentrado proteico

liofilizado e as folhas, foram muito distintas (AE > 3), exceto para os produtos
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das corridas 13 (Figuras 6.4m) e 14 (Figura 6.4n), que foram obtidos em pH 10,

32,5°C e 135 min de extracio e apresentaram os menores valores AE.

3.1.4. Rendimento de extragdo de proteina e rendimento de concentrado

proteico

A Tabela 6.4 apresenta os valores de rendimento de extracdo das
proteinas (REP) e rendimento do concentrado proteico (RCP). Para a obtencéo
dos dados, partiu-se do pressuposto que a quantidade de proteina disponivel

era de 6,86 g de proteinas/100 g de folha in natura (=28,2% bs).

Tabela 6.4. Valores do rendimento de extracdo de proteinas (REP) e
rendimento de concentrados proteico (RCP) para a extracdo de proteinas da
mandioqueira, em meio alcalino.

Corrida REP (%) RCP (%)
1 34,33 16,18
2 32,61 15,85
3 34,73 16,88
4 29,94 14,03
5 38,62 21,44
6 25,73 11,61
7 37,35 21,29
8 21,48 12,24
9 23,19 13,73
10 22,03 14,07
11 33,24 33,11
12 24,82 16,75
13 26,46 15,18
14 25,71 17,78
15 33,03 22,17

O maior valor de REP foi observado para a corrida 5 (38,62%), que
apresentou um valor de RCP de 21,44%; quando a extracao foi realizada a pH
8,0, temperatura de 32,5°C e tempo de extracdo de 30 min. O maior valor de
RCP, por sua vez, ocorreu na corrida 11 (pH 10, T = 5°C e t = 240 min)
(33,11%), quando o valor de REP foi de 33,24%. Os resultados indicam que
nestas condi¢des toda proteina extraida foi recuperada.

Hojilla-Evangelista et al. (2016) extrairam proteinas das folhas de alfafa

em solucédo alcalina de NaOH 0,1N (pH 10, por 2 h a 50°C). Os autores
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conseguiram extrair e recuperar proteinas da folha de alfafa nestas condicdes,
porém houve dificuldade na obtenc¢&o de altos rendimentos e de concentrado
proteico com alta pureza.

Coldebella et al. (2013) estudaram quatro métodos de extracdo de
proteinas da folha de mandioca. Em um dos métodos, as folhas de mandioca
foram colocadas em &gua (1:10, p/v) e com uma solugdo de NaOH 0,1N foi
ajustado o pH do meio para 8,0. Nesta condicéo, foi observado um teor de
proteinas de 44% e uma recuperacdo de proteina 59,7%; valores estes
superiores aos obtidos no presente estudo.

Pérez et al. (2022) estudaram a extracao e precipitacdo de proteinas da
folha de moringa, variando as condi¢des de pH (10, 11 e 12) e concentracdo de
NaCl (0; 0,25; 0,5 M). Os autores observaram que os maiores rendimentos de
extracdo foram obtidos em pH 11 (40,4 g/100 g) e pH 12 (38,79 g/100 g). Estes
rendimentos sdo da mesma ordem de grandeza dos observados, quando a
extracdo de proteinas da mandioqueira foi realizada em pH 8, temperatura de
32,5°C e 30 min de extracao (38,62%).

3.1.5. Capacidade de absorcao de 4gua e capacidade de absorcao de dleo

A capacidade de absorcdo de agua (CAA) e a capacidade de absorcéo
de 6leo (CAO) dos concentrados proteicos sdo apresentados na Tabela 6.5. Os
produtos obtidos nas diferentes condi¢cbes experimentais apresentaram
elevados valores de CAA (4,71-8,96 g/g bs) e CAO (4,66-8,70 g/g bs). Os
maiores valores de CAA foram observados para os concentrados proteicos
obtidos nas corridas 4 (8,96 g/g bs) e 6 (8,59 g/g b.s.), que foram produzidas
em pH 12. Este resultado sugere que o aumento do pH favoreceu a hidratacao
das proteinas, o que foi também reportado por Fleming et al. (1975) para
farinhas, concentrados e isolados de soja e girassol, normais e tratados com
alcali.

Kinsella (1979) estudaram as propriedades funcionais de proteinas de
soja, tanto na forma de isolada, como na forma de concentrado proteico. O
autor observou que o0s concentrados proteicos apresentaram menor
capacidade de ligacdo com moléculas de agua do que os isolados proteicos, o
que foi atribuido a presenca de outros componentes nao proteicos (ex.

carboidratos), nos concentrados.
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Tabela 6.5. Capacidade de absorcdo de agua (CAA) e capacidade de absor¢ao
de dleo (CAO) dos concentrados proteicos liofilizados para a extracdo de
proteinas da mandioqueira, em meio alcalino.

Corrida CAA (g/g bs) CAO (g/g bs)
1 5,67+0,90 7,05+0,64
2 7,70+0,07 6,68+0,45
3 5,84+0,63 7,46+0,50
4 8,96+0,52 7,01+0,21
5 6,37+0,45 7,34+0,11
6 8,59+0,33 6,52+0,36
7 5,76+0,42 6,08+0,48
8 8,07+0,27 6,26+0,52
9 4,71+0,52 4,66+0,50
10 8,02+0,11 7,17+0,27
11 5,06+0,35 5,16+0,30
12 7,12+0,50 8,70+1,35
13 6,46+0,24 6,98+0,23
14 6,75+0,64 5,75+0,13
15 6,36+0,17 6,69+0,10

O maior resultado obtido para CAO foi de 8,70 g/g bs, referente a corrida
12 (pH12, 60°C e 240 min de extragdo). Ao comparar os resultados de CAO de
concentrados proteicos de outras matrizes vegetais encontram-se diferentes
valores, sendo superior ao de concentrados da soja e inferior ao concentrado
proteico de grao de bico, 3,45 g/g bs e 10,9 - 14 6 g/g bs, respectivamente (MA
et al., 2022). Concentrados proteicos com boa capacidade de retencéo de 6leo
podem ser utilizados como diluentes em carnes ou como produtos carneos
similares, a base de planta. Como relatado por 54 que utilizou concentrados de
gréo de bico e farinha de ervilha em mortadela suina promovendo menor perda
de liquido do produto (SANJEEWA et al., 2010).

3.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental foi realizado com intuito de estabelecer a
faixa de pH, temperatura e tempo de extracdo de proteinas da mandioqueira.
As variaveis dependentes foram: Clorofila a (Cl a) e b (CI b), carotendides totais

(CT), variacdo de cor (AE), proteina bruta (PB), flavandis totais (FT),
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compostos fendlicos totais (CFT), Rendimento de concentrado proteico (RCP),

Rendimento de extracdo de proteina (REP), capacidade de absorcédo de agua

(CAA), capacidade de absorcdo de 6leo (CAO). A matriz do planejamento

experimental e os resultados para as respostas avaliadas sdo apresentados na

Tabela 6.6. A aleatoriedade dos dados pode ser confirmada nos graficos de

distribuicdo de residuos apresentados nos Apéndices de 6.111 a 6.VI.

Entre as variaveis dependentes, algumas ndo apresentaram efeitos

significativos para as condi¢des pré estabelecidas (p > 0,05): clorofila a (Cl a),

carotendides totais (CT), compostos fendlicos totais (CFT), flavanois totais

(FT), rendimento de extracdo de proteina (REP), rendimento de concentrado

protéico (RCP) e capacidade de absorcdo de 6leo (CAO). As demais variaveis

dependentes apresentaram diferenga significativa (p < 0,05). Fez-se a ANOVA

a partir do valor de p e graficos de Pareto, apresentados na Tabela 6.7 e Figura

6.5.
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Tabela 6.6. Matriz do planejamento fatorial Box-Behnken e os resultados para as respostas do Planejamento.

Variaveis originais

Corrid (variaveis codificadas) Respostas (Varidveis dependentes)

pH (X)) TX)  t(Xa) Cla Clb CT AE PB FT CFT RCP REP CAA CAO
1 8,0 5,0 135 7543,1 2126,4 23815 5,65 51,28 6,13 467,12 16,18 34,33 5,67 7,05
2 12,0 50 135 690787 1914,9 2115,3 14,87 49,74 0,20 61,57 1585 32,61 7,70 6,68
3 8,0 60,0 135 4831,1 1586,9 1868,1 5,86 49,73 3,86 313,17 16,88 34,73 5,84 7,46
4 12,0 60,0 135 6468,5 1599,3 23435 13,24 51,59 0,09 145,1 14,03 29,94 8,96 7,01
5 8,0 32,5 30 7092,1 1952,7 2201,7 8,88 43,54 6,95 565,9 21,44 38,62 6,37 7,34
6 12,0 32,5 30 10968,0 3661,2 3316,6 12,63 53,57 1,70 93,3 11,61 25,73 8,59 6,52
7 8,0 32,5 240 6255,8 1673,0 1990,2 8,39 42,40 6,28 530,1 21,29 37,35 5,76 6,08
8 12,0 32,5 240 9916,6 2897,0 3340,2 21,81 4242 0,49 42,3 12,24 21,48 8,07 6,26
9 10,0 5,0 30 7316,4 2228,8 1980,3 3,83 40,84 2,00 147,1 13,73 23,19 4,71 4,66
10 10,0 60,0 30 10865,4 2843,2 3470,2 11,03 37,85 0,97 76,8 14,07 22,03 8,02 7,17
11 10,0 5,0 240 5160,7 15956 17394 6,03 24,27 2,36 138,8 33,11 33,24 5,06 5,16
12 10,0 60,0 240 7154,4 2371,2 2589,0 8,18 35,80 2,24 1329 16,75 24,82 7,12 8,70
13 10,0 32,5 135 9030,1 2328,7 2748,3 291 42,13 4,46 2452 15,18 26,46 6,46 6,98
14 10,0 32,5 135 6875,8 1892,9 2069,0 2,50 34,94 4,89 206,8 17,78 25,71 6,75 5,75

15 10,0 32,5 135 7249,1 2066,6 2096,3 7,15 36,00 7,98 459,6 22,17 33,03 6,36 6,69

T: temperatura (°C); t: tempo de extragdo (min); Cl a: clorofila a (pg/g do liofilizado); Cl b: clorofila b (ug/g do liofilizado); CT: carotendides totais (ug/g do
liofilizado); AE variagdo de cor; PT: proteina bruta (%); FT: flavandis totais (mg eq. catequina/g liofilizado); CFT: compostos fendlicos totais (mg eq. acido
gélico/g do liofilizado); RCP: rendimento de concentrado proteico (%); REP: rendimento de extracdo de proteina (%); CAA: capacidade de absor¢cdo de agua
(9/g bs); CAO: capacidade de absorcao de Oleo (g/g bs)
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Tabela 6.7. Efeito estimado, erro puro e grau de significancia estatistica (p) para os fatores do modelo clorofila b (Cl b), variacdo de

cor (AE), proteina bruta (PB) e capacidade de absorcéao de agua (CAA).

Clb AE PB CAA
e es?ril;c():lo Erro puro P es?rer:;%o Erro puro P esEt{r?:;?:io Erro puro P eslztrri;%o Erro puro P
Média 2204,18 63,33 0,0008| 10,09 0,74 0,0054 | 43,58 1,12 0,0007 7,07 0,06 |0,0001
pH 683,37 155,12 0,0479| 8,60 1,82 0,0420 2,59 2,74 0,4446 2,42 0,15 |0,0036
pH?2 1,45 114,17 0,9910| -5,46 1,34 0,0552 | -11,84 2,02 0,0279| -0,38 0,11 |0,0703
T 133,74 155,12 0,4795 2,12 1,82 0,3635 2,21 2,74 0,5052 0,97 0,15 |0,0218
T2 287,73 114,17 0,1279| -0,01 1,34 0,9960| -1,05 2,02 0,6547| -0,14 0,11 |0,3115
T -537,27 155,12 0,0742 2,05 1,82 0,3762| -7,73 2,74 0,1063 0,31 0,15 |0,1627
t2 -451,35 114,17 0,0584| -3,39 1,34 0,1273| 4,06 2,02 0,1824| -0,30 0,11 |0,1084
pHXT 111,92 219,37 0,6607| -1,05 2,57 0,7225 1,70 3,88 0,7037 0,54 0,21 |0,1192
pH x t -242,24 219,37 0,3846| 3,80 2,57 0,2779| -5,01 3,88 0,3260| 0,05 0,21 10,8433
Txt 80,58 219,37 10,7486 | -2,99 2,57 0,3646 7,26 3,88 0,2022| -2,09 0,21 |0,0095

Variaveis significativas (p < 0,05) em negrito.
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De acordo com os dados de efeito estimado apresentados, foi possivel
verificar que o pH linear (pH) ou pH quadratico (pH2) possuem influéncia sobre
as respostas: clorofila b, variacdo de cor, proteina bruta e capacidade de
absorcéo de agua, sendo um efeito positivo e desejavel, exceto para a resposta
proteina bruta que o efeito foi negativo e indesejavel. A variavel dependente
CAA, também apresentou efeito significativo para a T linear e para a interacédo
Tt.

O menor valor de Cl b encontrado ocorreu na corrida 3, o qual mesmo
em pH basico (clorofila mais estavel) ocorreu a degradacdo do composto,
supdem-se que essa degradacdo tenha ocorrido devido a temperatura de
processo (60°C) (Figura 6.5a). A variacao de cor apresentou efeito significativo
para o fator pH linear (pH), indicando que a medida que ha o aumento do pH
maior sera a influéncia sobre a variacdo de cor. As corridas que apresentaram
numericamente maior resultado de AE foram as corridas 2, 4, 6 e 8, todos em
pH 12 (visivelmente mais escuros) (Figura 6.5b). Ao avaliar o efeito estimado
para a proteina bruta (PB), percebe-se que o efeito é negativo e indesejavel
sobre o percentual protéico encontrado no liofilizado, isso se deve o pH alcalino
afetar a natureza e a distribuicdo de cargas das proteinas durante o
processamento (Figura 6.5c).

Na Figura 6.5d, observa-se a grande interferéncia do pH linear (pH) e da
temperatura linear (T) sobre CAA. A interferéncia de ambos pode ser aliada a
ionizagdo dos terminais hidrofilicos e a desestabilizag&o interna da proteina. A
interacdo T t, foi significativa e indesejavel, pois tende a reduzir a CAA das
proteinas com o aumento da temperatura e seu tempo de exposicao a essas
condicoes.

A partir dos resultados obtidos para os efeitos das variaveis de entrada,
foi realizada a andlise de variancia para as respostas com efeitos significativos,
gerando seus respectivos modelos de regressao, valores de Fcaiculado € Ftabelado

e coeficiente de determinacéo (R?) (Tabela 6.8).
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Tabela 6.8. Andlise de varidncia (ANOVA) para a regressao do modelo
ajustado as respostas.

Fonte de variagao SQ GL MQ Feaiculado  Ftabelado R2
Clorofila b (ClI b)

Regressao 2763804,52 9 307089,39 0,79 4,77 0,586

Residuos 1952612,74 5 390522,55

Falta de ajuste 1856362,79 3 618787,60 12,86 19,16

Erro Puro 96249,95 2 48124,98

Total 4716417,26 14

Modelo: Cl b = 575,31 + 222,88pH - 0,36pH? + 15,10T - 0,38T2 + 1,02pH.T -
0,58*135.pH + 0,01.135.T - 374,09

Variagao total de cor (AE)

Regressao 333,94 9 37,1044 3,70 4,77 0,869
Residuos 50,19 5 10,0370

Falta de ajuste 36,94 3 12,3144 1,86 19,16

Erro Puro 13,24 2 6,6211

Total 384,13 14

Modelo: AE = 129,08 - 26,07pH + 1,37pH? + 0,20T + 0,00001T2 - 0,01pH.T +
0,009.135.pH - 0,0005.135.T - 14,21

Proteina bruta (PB)

Regressao 833,58 9 92,6197 8,35 4,77 0,938
Residuos 55,48 5 11,0954

Falta de ajuste 25,36 3 8,4531 0,56 19,16

Erro Puro 30,12 2 15,0589

Total 889,05 14

Modelo: PB = 320,12 - 57,45pH + 2,96pH?2 -0,38T + 0,001T2 + 0,02pH.T - 0,01.135.pH
+0,001.135.T + 12,31

Capacidade de absorgao de 4gua (CAA)

Regressao 19,26 9 2,1398 5,96 4,77 0,9147
Residuos 1,80 5 0,3591

Falta de ajuste 1,71 3 0,5704 13,51 19,16

Erro Puro 0,08 2 0,0422

Total

Modelo: CAA = 10,09 - 1,48pH + 0,095pH? + 0,005T + 0,0002T2 + 0,005pH.T +
0,0001.135.pH - 0,0004.135.T + 1,15

SQ: soma quadratica; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

Os resultados de PB e CAA foram as respostas que apresentaram
valores de Fcaiculado > Frabelado, €Videnciando que para estas variaveis a faixa de
pH alcalina, o tempo de extracdo e a temperatura de processo pré
estabelecidas atuam significativamente sobre o percentual de proteina bruta
(PB) e a capacidade de absorver agua (CAA) do produto. As respostas Cl b e

AE apresentaram valores de Fcaiculado < Fabelado, N80 sendo significativo ao nivel
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de significancia de 5%, ou seja, considera-se a hipotese nula e conclui-se que
os efeitos ndo diferem entre si ao nivel de significancia 5%, logo possuem
efeitos semelhantes. Os valores de R? foram maiores para PB e CAA,
explicando o modelo acima de 90% para ambas variaveis dependentes.

As superficies de resposta e as curvas de contorno adquiridas pelas
equacgdes do modelo para Cl b, AE, PB e CAA encontram-se na Figura 6.6. Ao
avaliar a Figura 6.6a, observou-se que a medida que o pH alcalino (pH)
aumenta na regido de temperatura de 20° a 55°C h& maior percentual de
proteina bruta no produto, sendo esta a regido 6tima de trabalho. Schwartz,
Von Elbe e Giusti (2010) afirmam que a clorofila sofre influéncia do pH. Em
condic¢Oes alcalinas, a clorofila apresenta grande estabilidade ao ser submetida
a aquecimento quando comparada a pH’s acidos, por exemplo. As clorofilas
possuem alta estabilidade em temperatura ambiente, contudo quando expostas
a temperaturas superiores a 50°C sua estabilidade é comprometida, fato
evidenciado em estudo realizado com suco de brocolis, onde avaliaram a
degradacédo térmica e pressao-temperatura da clorofila, os quais afirmam uma
extrema estabilidade a pressdo das clorofilas a e b a temperatura ambiente,
mas 0 arranjo entre temperatura e pressao promoveu degradacdes expressivas
apenas a temperatura superiores a 50 °C (VAN LOEY et al. 1998).

As Figuras 6.6b mostram que em pH altamente béasico (pH > 12)
independente da temperatura estipulada (0° a 70°C) a AE encontra-se em
regido otima. Os liofilizados produzidos nessa faixa de pH foram as corridas 2,
4, 6 e 8, os quais apresentaram maiores valores de AE (14,87; 13,24; 12,63 e
21,81, respectivamente) e coloracdo verde mais intensa e perceptivel (Figuras
6.4b, 6.4d, 6.4f e 6.4g do item 3.1.3). Um estudo realizado para analise do
potencial dos bioativos como biossensores para deteccdo de pH na faixa de 2 a
13, foi evidenciado que a degradacao da cor ocorreu em faixa de pH &cida,
promovendo a mudanca da verde para um verde amarelado ou oliva. Contudo,
quando a interagcédo da clorofila em pH de 6 a 13 os extratos se mantiveram
com a coloragéo indicando que a cor da clorofila é estavel em verde nessa
condicdo (WULANDARI et al., 2020).
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A avaliacdo da curva de contorno e superficie de resposta (Figura 6.6c)
para variavel dependente proteina bruta (PB) indica que a regido 6tima se dar
em pH inferior a 7,5 e superior a 12, independente da temperatura de processo
empregada. Grande parte das proteinas apresenta pH entre 6 e7 (SGARBIERI,
1996), o uso de tampao alcalino pode ter facilitado a extracdo das proteinas
com auxilio na quebra da parede celular vegetal, o que beneficia a solubilidade
da proteina ou a hidrélise das proteinas folhosas geralmente consideradas
insollveis, ocorréncia citada em estudo realizado com intuito de avaliar a acdo
alcalina na extracdo de proteinas em residuos de folhas de cha verde para a
viabilidade de uma base para a biorrefinaria integrada de folhas, onde foi
observado que o uso de parametros de pH e temperatura mais extremas (95°C,
pH 13), a rede de polissacarideos complexos presentes na parede celular
primaria da planta e na lamela média tende a se romper, promovendo a
disponibilizagdo das proteinas de membrana e das proteinas de dentro das
células (ZHANG et al. 2015).

A curva de contorno e a superficie de resposta (Figura 6.6d) para a
variavel CAA indicam que a regido O6tima para maiores valores de CAA
encontra-se em maiores pH’s, a partir de 11 e independente da faixa de
temperatura empregada (0° a 70°C). As proteinas nessa regido extrema de pH
podem apresentar ionizacdo dos terminais hidrofilicos das proteinas ocorrendo
uma expansdo e o desdobramento da proteina permitindo novas interacées
com a agua (DAMODARAN; 2010). Quando avaliado a regido de pH de 7,5 a
10,5, nota-se que a medida que se aumenta a temperatura, ha a reducdo da
CAA, devido a desestabilizacdo interna da proteina. Isso ocorre pela reducdo
do numero de pontes de hidrogénio e a hidratacdo dos grupos i6nicos
presentes.

Para a realizacdo da otimizacao das variaveis: carotenoides totais (CT),
compostos fendlicos totais (CF), proteina bruta (PB), rendimento de extracdo
de proteinas (REP) e Rendimento de concentrado protéico (RCP), a funcdo

desejabilidade foi aplicada dando origem a Figura 6.7.
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Figura 6.7. Grafico da funcdo desejabilidade para carotenoides totais (CT),
compostos fendlicos totais (CFT), proteina bruta (PB), rendimento de extracdo
de proteinas (REP) e Rendimento de concentrado protéico (RCP) para a

extracdo de proteinas da mandioqueira.

As condicdes definidas pela desejabilidade foram pH 8,0, temperatura de
37°C e 30 min de extracdo, alcancando um valor de desejabilidade global de
0,78385. Os valores previstos nessa condicdao experimental para as respostas
foram 2250 ug de carotendides totais/g do liofilizado, = 480 mg eq. Acido
galico/g do liofilizado, 40% de proteina bruta, =36% de rendimento de extragéao

de proteina e = 22% de rendimento de concentrado proteico.

3.3. BALANCO DE MASSA DA EXTRACAO OTIMIZADA DE PROTEINAS EM
MEIO ALCALINO

Considerando que em um processamento que o balanco de massa

segue a lei da conservacdo de massa, logo nada pode ser criado nem
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destruido, originou-se o fluxograma apresentado na Figura 6.8 a partir dos

dados de massa, matéria seca, proteina bruta e umidade.

Massa (g) = 20,03+ 0,02

Matéria seca (g/100g) = 2,84+ 0,21

Proteina (g) = 1,60+ < 0,01

Umidade (%) =71,60£2,11 —
. \—/

Folha in natura (FF)

Reator Residuo fibroso (RF)

de
extragéo Massa () = 15,27 + 1,87
Matéria seca (9/100g) = 1,86 + 0,16
Metiria sca (§/1000) - 0, Proteina (g) =0,71+ 0,04
Matéria seca (g/100g) = 0,00 e D s
Proteina (g) = 0,00 ~N_ (%)
Umidade (%) = 100

Solugao alcalina (S)

Filtrado (F) o Concentrado proteico (CP)
Liofilizador >

Massa (g) =0,90+ 0,12

Matéria seca (g/100g) =9,59+ 0,08
Proteina (g) =0,35+ 0,05

Umidade (%) =4,07 + 0,80

Figura 6.8. Balanco de massa do processo de extracdo de proteinas para a

extracao de proteinas da mandioqueira, em meio alcalino.

Partindo como principio que a mandioqueira apresenta um valor fixo de
matéria seca (=3 g de matéria seca) e =30% bs de proteina bruta (o
equivalente a 1,60 g + < 0,01 de proteina disponivel para extracdo) no inicio do
processo, foram realizadas trés corridas para a obtencdo do concentrado
proteico liofilizado, na condicdo definida como 6tima para a extracdo de
proteinas da mandioqueira, em meio alcalino.

O valor médio obtido de proteina bruta no residuo fibroso foi de 0,71 g =
0,04, um valor superior ao encontrado no concentrado proteico liofilizado que
foi de 0,35 g = 0,05. Os resultados expressam uma extracdo em meio alcalino
ineficiente das proteinas da mandioqueira, onde ha a perda de 0,54 g.de
proteina, em torno de 33,75%. Supdem-se que a perda tenha ocorrido na etapa
de filtracdo e pelo numero de lavagens necessérias para a retirada da solugéo
extratora. A partir disso entende-se que o método de recuperacdo das

proteinas sollveis no meio deve ser reavaliado.

3.4. CARACTERIZACAO DO CONCENTRADO PROTEICO

Os concentrados proteicos liofilizados, obtidos na condicdo definida

como Otima, foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos totais
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(CF), carotendides totais (CT), proteina bruta (PB), rendimento de extracao de

proteinas (REP) e rendimento de concentrado protéico (RCP) (Tabela 6.9).

Tabela 6.9. Analises dos concentrados proteicos liofilizados otimizados para a
extracdo de proteinas da mandioqueira, em meio alcalino.

Analises Vqlor V{:ll_or Residuo
experimental tearico (%)
fi:oFfmz(;Tj%)eq' Acido galico/g do 196,21 + 6,49 4885 59,83
CT (ug/g do liofilizado) 1925,89 + 118,41 2250,9 14,44
PB (%) 40,18 + 0,33 40,53 0,86
RCP (%) 15,74 £ 2,05 35,87 56,12
REP (%) 26,19 + 3,62 21,87 19,75

CFT: compostos fendlicos totais; CT: carotendides totais; PB: proteina bruta; RCP: rendimento
do concentrado proteico; REP: rendimento de extra¢éo de proteina.

Os valores experimentais foram inferiores aos valores teoricos, exceto
para o teor de proteina bruta (PB), o qual foi semelhante ao tedrico. Ao
comparar valores tedricos a praticos obteve-se o valor percentual de residuo
para cada parametro; o qual esclarece que o teor de PB apresentou menor
variabilidade no resultado, permitindo uma avaliagdo mais precisa do
desempenho e repetibilidade dos métodos empregados nos concentrados
proteicos liofilizados, sendo assim, percebe-se uma variabilidade alta para CFT
(=60%) e RCP (56%).

3.5. ISOTERMA DE SORQAO DE UMIDADE

Conforme mostrado na Tabela 6.10, o concentrado proteico liofilizado
elaborado a partir dos parametros estipulados pela desejabilidade global foi
avaliado a 25°C, com registro de atividade de agua (a,) € de umidade para a
elaboracao das isotermas de sorcgéao.

Considerando que produtos liofiizados podem apresentar uma
estabilidade microbiolégica a baixo de a, 0,6 (SCOTT, 1957), pode se
estabelecer que valores de umidade menores que 6,09 g H,O/100 g b.s. para a
adsorcao e 8,39 g H,0O/100 g bs para a dessor¢cdo sustentam a estabilidade
microbiolégica desse liofilizado a 25°C. O valor de umidade baixo obtido para o
concentrado proteico liofilizado da mandioqueira aponta para um produto de
baixa higroscopicidade. Quando comparados a outros trabalhos como folhas de

Moringa oleifera a 27°C, onde isoterma de adsorgéo ao alcangcar uma a,, de 0,6
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o material apresentou uma umidade de equilibrio de aproximadamente 8 g
H,O/100 g bs tanto para a isoterma de dessor¢cdo quanto para a adsorcao
(SOBOWALE et al., 2017).

Tabela 6.10. Dados de sorcdo de umidade para o concentrado proteico
liofilizado extraido de proteinas da mandioqueira, em meio alcalino a 25°C.

Adsorcao Dessorcao
aw Umidade (m) aw Umidade (m)
0,10 1,03 0,90 15,03
0,20 1,78 0,80 11,84
0,30 2,56 0,70 10,01
0,40 3,32 0,60 8,39
0,50 4,75 0,50 7,53
0,60 6,09 0,40 5,28
0,70 7,82 0,30 4,58
0,80 10,41 0,20 2,82
0,90 15,03 0,10 1,02

a,: atividade de agua (adimensional); m: umidade (g H,0/100 g bs).

A Figura 6.9, mostra as isotermas de sorgdo realizadas a 25°C no
liofilizado produzido em condicdo alcalina. Com a aplicacdo do método de
classificacdo quantitativa definido por Blahovec e Yanniotis (2009), define-se
gue a isoterma de adsorcéo possui um comportamento do tipo Il b - Langmuir a
isoterma de dessorcdo apresentou classificacdo do tipo Il - Solution-like,
formato tipo J, sdo comumente relacionadas a alimentos ricos em componentes
soltuveis (AL-MUHTASE; MCMINN; MAGEE, 2002).

Ao avaliar a Figura 6.9, percebe-se que o liofilizado ao atingir a a,, de 0,4
[Umidade relativa (UR) = 40%] a isoterma passa a apresentar caracteristica
exponencial, ndo apresentando mais comportamento linear. Apesar da baixa
higroscopicidade apresentada pelo concentrado proteico liofilizado, a
manipulacdo ou armazenamento em ambiente com umidade relativa (UR)
maior que 40% deve ser cuidadosa; devido sua susceptibilidade a ganhar
umidade. Em tais condi¢cdes € recomendado que o produto seja acondicionado
em uma embalagem com baixa permeabilidade ao vapor de agua. A histerese
torna-se presente em toda extensdo de atividade de agua estudada,
apresentando mais representatividade na regido de a,, intermediaria; area de

condensacao capilar que é intimamente ligada ao fen6meno de histerese
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(LABUZA, 1968). De acordo com a definicdo de Kapsalis (1981), essa histerese
pode ser considerada do tipo Il, ou seja, se inicia em alta a,, (aw = 0,8) e se
estende por toda a faixa das isotermas de sor¢cédo, sendo este comportamento

esperado em alimentos ricos em proteinas.

Umidade de equilibrio (g H,0/100g b.s.)

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Atividade de agua (a,,)

Figura 6.9. Isotermas de adsorcédo (m) e dessor¢cédo (o) de umidade a 25°C,
para concentrado proteico da mandioqueira, obtido por via alcalina. As linhas

representam as isotermas preditas pelo modelo de GAB, para adsorcao

( )edessorcdo ().

Os valores do coeficiente de determinacao (R2), o desvio médio relativo
(P), o erro médio quadratico (RMSE) e a distribuicdo de residuos sao
apresentados na Tabela 6.11 para os ajustes dos modelos mateméaticos aos

dados de sor¢céo de umidade do concentrado proteico liofilizado.

Os valores de R2 para as isotermas de adsorcdo foram superiores a 0,97
para todos 0os modelos matematicos avaliados. Os modelos de Halsey e Oswin
foram os Unicos a apresentarem resultados de P superiores a 10%, o qual
necessita ser inferior a esse percentual segundo Peng et al. (2007), para ser
considerado um indicativo de funcionalidade. Os menores valores de RMSE
ocorreram nos modelos de GAB, Blahovec & Yanniotis e Smith (0,11 para os
trés modelos). As isotermas de dessorcdo apresentaram valores de R2 > 0,99 e

valores de P inferiores a 10% para os modelos de GAB e Peleg. Esses
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mesmos modelos apresentaram valores mais satisfatérios para o RMSE (0,34,

e 0,26, respectivamente).

Tabela 6.11. Parametros dos ajustes dos modelos matematicos aos dados de
sorcdo de umidade para o concentrado proteico liofilizado extraido de proteinas
da mandioqueira, em meio alcalino a 25°C.

Modelo Adsorgéao Dessorcéo
Parametro R2 P (%) RMSE | Parametro R2 P (%) RMSE

a=6,79 a=27,88

Halsey b=1,51 0,974 24,14 0,70 |b=2,01 0,915 38,86 1,23
Residuos (T) Residuos (T)
a=0,14 a=0,04

Henderson b=1,04 0,999 5,81 0,47 |b=1,49 0,990 13,79 1,29
Residuos (A) Residuos (T)
a=4,65 a=6,55

Oswin b=0,55 0,992 11,68 0,38 |b=0,40 0,959 26,81 0,86
Residuos (A) Residuos (T)
a=3,00 a=>5,27
b=1,38 b =9,49

Ferro-Fontan =072 0,999 3,94 0,16 r=0,30 0,990 10,48 0,43
Residuos (A) Residuos (T)
M, = 3,90 M, = 7,66
c=2,92 c=3,43

GAB K = 0.85 0,999 3,15 0,11 K = 0,64 0,993 8,96 0,34
Residuos (A) Residuos (A)
al = 0,15 al = 0107
b, =0,28 b, = 0,002

5:‘:%‘;2 &  4,-029 0,999 3,03 011 |a,=651 0,996 6,80 0,26
b, =0,25 b, =6,85
Residuos (A) Residuos (T)
a=0,28 a=2,05

Smith b=6,35 0,999 2,76 0,11 |b=6,07 0,957 26,01 0,88
Residuos (A) Residuos (T)
k,=12,98 k, = 10,65
n,=6,17 n; = 15,52

Peleg k,=9,15 0,999 4,39 0,14 |k, =14,42 0,996 6,56 0,26
n, =1,03 n, =1,02
Residuos (A) Residuos (T)

R2: coeficiente de determinacdo; RMSE: erro médio quadratico; P: desvio médio relativo; m,:
umidade da monocamada (g H,O/100 g bs); m: umidade de equilibrio (g H,O/100 g bs); c:
constante relacionada ao calor de sor¢édo; a, b, c, ki, k,, n; € n, = constantes dos modelos; A:
aleat6rio. T: tendencioso.

Por intermédio do elevado valor de R? e baixo valor de P e RMSE,
verificou-se que o modelo de Smith se ajustou aos dados de sorcédo de
umidade com boa preciséo e pode ser utilizado na a predi¢do da isoterma de
adsorcdo (R2 = 0,9994, P = 2,76 e RMSE = 0,11), além de ser um modelo bi-
paramétrico, ndo havendo necessidade de uma regressdo nédo linear; logo,

possui solu¢cdo matematica mais acessivel em comparacédo a GAB e Peleg que
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possuem trés e quatro parametros, respectivamente. Os ajustes do modelo de
GAB (R? = 0,9935, P = 8,96 e RMSE = 0,34) aos dados experimentais de
dessorcdo de umidade do liofilizado € apresentado na Figura 9, sendo este
modelo o mais indicado em comparacao a Peleg, devido GAB ser um modelo
tri-paramétrico e por consequéncia ter solucdo matematica mais facil.

A umidade de monocamada de GAB para a curva de adsorcéo foi de
3,90 g H,0/100 g b.s. e para a dessorcao o valor de monocamada foi de 7,66 g
H,0O/100 g b.s., com bom ajuste devido o R2 ser superior a 0,99 para ambos e

possuir baixos valores de RMSE (0,11 e 0,34, respectivamente).
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4. CONCLUSAO

O pH alcalino manteve as concentra¢cdes de compostos fendlicos totais
(CFT) nos concentrados proteicos liofilizados. O melhor resultado obtido para o
teor de proteina bruta (PB) no planejamento (53%) foi a extracao realizada em
pH 12,0, a 32,5°C e 30 min de extracdo. A funcdo desejabilidade realizada a
partir do Planejamento fatorial Box-Behnken indicou como condig¢édo 6tima para
o0 processo de isolamento de proteinas das folhas da mandioqueira, com
solucéo alcalina, pH 8,0, temperatura de 37°C e 30 min de extracdo; atingindo
um valor de desejabilidade global de 0,783. As isotermas de adsorcdo e
dessorgdo de umidade do concentrado proteico s&o do tipo Il b e tipo I,
respectivamente. A baixa higroscopicidade fornece estabilidade microbioldgica
se apresentar umidade inferiores a 6,09 g H,O/100 g bs, essas isotermas foram
ajustadas com o modelo de GAB, o qual se mostrou eficiente na predicdo a
25°C.
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CONCLUSAO GERAL

Para iniciar as consideragfes finais deste trabalho faz-se necessario
resgatar a questdo norteadora da pesquisa; a qual visou estudar alternativas
para aumentar a valorizacdo das folhas da mandioqueira, por meio da
avaliacdo de um processamento minimo e de condi¢cdes de armazenamento
para as folhas, bem como do isolamento e caracterizacéo de fracdes proteicas
oriundas das folhas.

Os resultados obtidos mostram que a sanitizacao inicial das folhas da
mandioqueira € necessaria para a obtencdo de um produto minimamente
processado para transporte, bem como a escolha adequada da embalagem e
as condi¢cdes de acondicionamento para o prolongamento da vida util das
folhas. A condicdo definida para a sanitizacdo das folhas foi a imersdo em
solucdo aquosa de hipoclorito de s6dio a 250 mg/L por 20 min, seguida de
lavagem, para a eliminar o cloro residual da superficie. Combinagfes de
embalagem e atmosfera modificada mostraram diferentes tempos de
armazenamento util para as folhas processadas, sendo: 24 horas em PE-SV, 7
dias em PE-CV e 14 dias em PA-CV.

Além da preservacdo da qualidade durante o armazenamento, para a
valorizacdo das folhas da mandioqueira, considera-se imprescindivel fornecer
alternativas de consumo. Fato este que auxiliou a determinacdo da composicao
quimica, propriedades fisico-quimicas, bem como na avaliacédo; pela primeira
vez; do fracionamento das proteinas sollveis das folhas da mandioqueira,
utilizando o procedimento de Osborne. O uso do método foi satisfatério para o
isolamento das fracdes proteicas: albuminas, globulinas, glutelinas e
prolaminas. A quantificacdo das fracbes indicou que a maior fracdo foi
constituida pelas prolaminas e atingiu um valor de 4,38 g/100 g de folha in
natura. Esta foi a fracdo proteica de maior relevancia para a pesquisa, por
apresentar propriedades anfifilicas. A quantificacdo das fragdes evidenciou o
potencial das folhas de mandioqueira para a obtencdo de concentrado proteico,
bem como além do perfil majoritario das proteinas que podem ser extraidas.

Os concentrados protéicos obtidos a partir das folhas da mandioqueira
utilizando solugdo hidroalcéolica apresentaram quantidades relevantes de

carotendides, compostos fendlicos e flavandis. Por meio da funcéo
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desejabilidade foi possivel definir uma condicdo para o processo de extracdo
de proteinas das folhas da mandioqueira, com uma desejabilidade global de
0,853; sendo: solucao hidroalcdolica a 54%, 6°C e 30 min de extracdo. Nesta
condicao foi observado Nesta condi¢do, o valor de REP foi de 19%, ou seja,
extraiu-se 19% de proteinas presente nas folhas no inicio do processo de
extracdo. O RCP foi de 11%, o que mostra que houve apenas a retencao da
proteina em forma de liofilizado dos 19% disponiveis, havendo uma perda de
8% de proteina. Na condicdo de desejabilidade, o concentrado protéico
apresenta 40% de proteina bruta, 2000 pg/g de carotendides totais e 240 mg
eq. acido galico/g, no produto liofilizado.

O tratamento estatistico aplicado aos concentrados protéicos obtidos por
via acida mostraram que as respostas clorofila a e b (Cl a e Cl b), carotenoides
totais (CT), variagdo de cor instrumental (AE), compostos fendlicos totais
(CFT), flavanais totais (FT) e proteina bruta (PB) apresentam repetibilidade no
intervalo estudado desta pesquisa. A funcdo desejabilidade indicou como
condicdo Otima para o processo de extracdo de proteinas das folhas da
mandioqueira por via acida, para uma desejabilidade global de 0,896, um pH
3,5, temperatura de 16°C e tempo de extracdo de 120 min. Nesta condi¢éo, o
rendimento de extracdo de proteinas foi de 41% e o rendimento de
concentrado proteico foi 20%, enquanto o produto liofilizado apresentou 49%
de proteina bruta, 2600 pg de carotenoides totais/lg e 580 mg eq. &cido
gélico/g.

O tratamento estatistico aplicado aos concentrados protéicos obtidos em
meio alcalino revelou que as variaveis dependentes: clorofila b (Cl b), variacao
de cor (AE), proteina bruta (PB) e capacidade de absor¢dao de agua (CAA)
possuem repetibilidade na faixa de estudo utilizada nesta pesquisa. Para o
processo de extracdo de proteinas das folhas da mandioqueira em meio
alcalino, a fungéo desejabilidade definiu como condi¢do 6tima, um pH 8,0, 37°C
e 30 min de extragdo; para uma desejabilidade global de 0,784. Para estas
condicdes foi observado um rendimento de extragdo de proteina de 36% e um
rendimento de concentrado proteico de 22%, o qual, apoés liofilizado,
apresentou 40% de proteina bruta, 2250 ug de carotenoides totais/g, 480 mg

eg. acido galico/g.
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As isotermas de adsorcdo e dessorcdo de umidade apresentaram,
respectivamente, comportamentos tipo Il e tipo Il, para o concentrado proteico
isolado com solucao hidroalcéolica; e comportamentos tipo Il e tipo Ill, para os
concentrados proteicos obtidos por via acido e por via alcalina. Os trés
concentrados proteicos apresentaram baixa higroscopicidade, e teréo
estabilidades microbiolégicas garantidas se apresentarem umidades inferiores
a 5,7 g H,0/100 g bs para a via hidroalcéolica, 6,04 g H,O/100 g bs para a via
acida e 6,09 g H,O/100 g bs para a via alcalina. O modelo matematico de
Peleg se mostrou muito eficiente na predicdo das isotermas de sorcdo de
umidade dos concentrados proteicos obtidos pelas vias hidroalcéolicas e acida,
enquanto o modelo de GAB foi 0 mais eficiente na predicdo das isoterma de
sorcao de umidade do concentrado proteico obtido por via alcalina.

As pesquisas realizadas apresentaram importantes resultados para a
conservagdo das folhas da mandioqueira, durante o transporte e o0
armazenamento, bem como alternativas vidveis para o isolamento das fracées
proteicas sollveis e para a obtencdo de concentrados proteicos a partir das
folnas da mandioqueira; por diferentes vias. Assim, o estudo apresenta
alternativas para um melhor aproveitamento das folhas da mandioqueira, a qual
ainda é subutilizada, e indica o potencial de uso dessas folhas, o qual podera
gerar beneficios econémicos tanto para o setor industrial, quanto para o estado
do Pard e para os produtores de mandioca; e ainda podera contribuir para a

verticalizagcéo dessa cultura.
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Apéndice 4.I. Valores médios dos teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b) e
carotenoides totais (CT), expressos em pug/g de concentrado proteico liofilizado
obtidos na extracdo de proteinas da mandiogueira com solucao hidroalcéolica.

Corrida Cla Clb CT
1 8553,58 2385,13 2483,05
2 7671,20 2053,67 2519,84
3 5115,79 1194,70 1794,22
4 8968,13 1234,63 2295,79
5 6165,00 1745,37 1771,50
6 7179,60 1018,11 2583,91
7 5175,21 1082,25 1972,35
8 6187,26 1324,14 1796,08
9 7149,34 1300,03 2264,23
10 5514,52 1582,49 1665,57
11 8593,67 2457,65 2697,28
12 6494,27 1159,13 1869,11
13 4846,92 650,06 1568,11
14 5164,88 1529,75 1479,02
15 6653,29 1418,72 2126,84
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Apéndice 4.1l. Valores médios dos parametros de cor instrumental para 0s
concentrados proteicos liofilizados obtidos da extracdo de proteinas da

mandioqueira com solucéo hidroalcdolica.

Corrida Parametros

L* a* b* c* h° AE
1 37,27 -8,70 22,27 31,16 110,50 4,12
2 37,09 -8,67 21,67 29,91 116,00 4,51
3 43,05 -7,20 23,72 23,86 99,79 7,31
4 42,96 -7,30 21,75 29,04 104,64 7,68
5 38,89 -10,48 24,82 30,48 106,24 3,13
6 43,55 -7,83 24,87 31,39 112,65 7,48
7 43,79 -8,94 24,25 28,02 104,36 6,21
8 45,78 -7,99 24,03 30,12 114,67 8,08
9 38,97 -8,50 22,96 31,18 111,64 4,64
10 43,00 -7,09 24,71 27,22 104,28 7,50
11 43,51 -11,29 24,62 30,70 113,26 5,85
12 43,31 -8,33 23,64 26,30 101,29 7,58
13 44,87 -6,51 25,91 30,31 111,13 8,46
14 45,31 -10,03 25,50 28,82 111,31 9,57
15 42,01 -9,41 23,68 30,20 112,47 511
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Apéndice 4.11l. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta rendimento

de concentrado protéico (RCP).
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Apéndice 4.1V. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta capacidade

de absorcao de agua (CAA).
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Apéndice 5.1. Valores médios dos teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b) e
carotenoides totais (CT), expressos em pug/g de concentrado proteico liofilizado

obtidos na extracdo de proteinas da mandioqueira por via 4cida.

Corrida Cla Clb CT
1 7740,60 1539,58 2850,81
2 8399,16 2051,44 2726,10
3 5064,13 647,06 704,45
4 4539,04 703,47 1627,70
5 5231,75 918,56 1588,11
6 6416,79 1762,86 2104,00
7 5464,75 233,89 1839,21
8 8840,04 1597,87 3127,30
9 7409,52 1364,03 2671,23
10 6009,86 740,87 2009,81
11 7878,81 1896,96 2736,60
12 5687,10 166,20 1916,44
13 6226,68 1774,71 2269,70
14 6792,48 1925,27 2380,34
15 6787,04 2078,25 2242,70
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Apéndice 5.1l. Valores médios dos parametros de cor instrumental para 0s
concentrados proteicos liofilizados obtidos da extracdo de proteinas da
mandioqueira por via acida.

Corrida Parametros
L* a* b* c* h° AE
1 43,98 -10,91 29,19 31,16 110,50 8,36
2 41,55 -13,11 26,88 29,91 116,00 4,04
3 48,39 -4,06 23,52 23,86 99,79 13,16
4 52,04 -7,34 28,10 29,04 104,64 15,06
5 46,94 -8,52 29,27 30,48 106,24 12,24
6 44,80 -12,09 28,97 31,39 112,65 8,78
7 47,77 -6,95 27,14 28,02 104,36 11,73
8 43,35 -12,57 27,38 30,12 114,67 6,84
9 45,52 -11,50 28,98 31,18 111,64 8,98
10 47,61 -6,71 26,38 27,22 104,28 11,59
11 43,96 -12,12 28,21 30,70 113,26 6,34
12 47,66 -5,15 25,79 26,30 101,29 12,39
13 45,78 -10,93 28,27 30,31 111,13 9,55
14 42,80 -10,47 26,84 28,82 111,31 7,01
15 44,39 -11,54 27,91 30,20 112,47 7,87
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Apéndice 5.1Il. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de
clorofila a (Cl a).
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Apéndice 5.IV. Gréfico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de

clorofila b (Cl b).
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Apéndice 5.V. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de

carotenoides totais (CT).
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Apéndice 5.VI. Gréfico de distribuicdo de residuos para a resposta variacéo de
cor instrumental (AE).
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Apéndice 5.VII. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de

compostos fendlicos totais (CFT).
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Apéndice 5.VIII. Gréfico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de

flavandis totais (FT).

20

1.5

1,0

05

0,0

Residuos

-0,5

-1,0

-1,5

-2,0

'35 40 45 50

55

8,0

85 7.0

Valores preditos

7.5

80 85

90 95



249

Apéndice 5.1X. Gréfico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de

proteina bruta (PB).
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Apéndice 6.1. Valores médios dos teores de clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b) e
carotenoides totais (CT), expressos em pug/g de concentrado proteico liofilizado
obtidos na extracdo de proteinas da mandioqueira por via alcalina.

Corrida Cla Clb CT
1 7543,07 2126,37 2381,53
2 6907,77 1914,93 2115,33
3 4831,09 1586,92 1868,06
4 6468,51 1599,31 2343,52
5 7092,10 1952,69 2201,75
6 10968,02 3661,19 3316,63
7 6255,84 1672,98 1990,19
8 9916,60 2897,00 3340,24
9 7316,38 2228,77 1980,26
10 10865,41 2843,20 3470,19
11 5160,73 1595,59 1739,39
12 7154,45 2371,18 2589,01
13 9030,06 2328,68 2748,34
14 6875,80 189291 2068,97
15 7249,12 2066,59 2096,34
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Apéndice 6.1l. Valores médios dos parametros de cor instrumental para 0s
concentrados proteicos liofilizados obtidos da extracdo de proteinas da
mandioqueira por via alcalina.

Corrida Parametros
L* a* b* c* h° AE
1 41,70 -12,23 27,17 29,79 114,24 5,65
2 27,55 -6,53 15,51 16,83 112,84 14,87
3 42,35 -10,98 27,08 28,94 110,69 5,86
4 28,83 -5,93 18,25 19,19 108,01 13,24
5 43,58 -15,52 28,98 32,87 118,16 8,88
6 28,50 -7,53 16,43 18,08 114,61 12,63
7 45,92 -13,23 27,71 30,70 115,51 8,39
8 22,49 -4,24 11,31 12,08 110,54 21,81
9 39,60 -9,45 24,20 25,98 111,33 3,83
10 28,51 -7,81 18,12 19,73 113,32 11,03
11 38,18 -6,58 26,10 26,91 104,15 6,03
12 44,98 -11,22 28,93 31,02 111,19 8,18
13 36,82 -11,39 24,47 26,99 114,97 2,91
14 39,54 -11,13 26,03 28,31 113,15 2,50
15 43,93 -14,13 27,10 30,56 117,54 7,15
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Apéndice 6.1ll. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta teor de
clorofila b (Cl b).
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Apéndice 6.1V. Gréafico de distribuicdo de residuos para a resposta variacao de

cor instrumental (AE).
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Apéndice 6.V. Gréfico de distribuicdo de residuos para o teor de proteina bruta

(PB).
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Apéndice 6.VI. Grafico de distribuicdo de residuos para a resposta capacidade

de absorcao de agua (CAA).
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ANEXO

Anexol. Manuscrito “Minimally processed cassava leaves: effect of packaging

on the microbiological and physical-chemical standards”.

SciEnTIA F’LEN A VOL. 17, NUM.§ _ _ 2
T sCientiaplena org br dai- 10.148085ci plena 2021051301

Minimally processed cassava leaves: effect of packaging on
the microbiological and physical-chemical standards

Folhas de msndicca minimamente processadas: efeito da embalagem sobre o padrio
microbiolégico & fsico-quimico

I.F.C Morzes'; A P. B Campos’; A L Arafjo’; A 5 Lopes™; B 5. Pena™

Airaduare Progeass e Food Seioece and Techmedogy, Federn! Unbversiny of Pard, @0075- 750, Belis-Pard, Brazil
Hlmsrioure of TechamaguFacally of Fomd Englicering, Fodeval Universing of Pard, 06073000, Beldm-Pard, Brazil

*npaee e e
fRevebido e [ de ounmbvo de 2020 eoeiio em 2 de moto de 20200

The smdy presents itself as an alernative for the minimal processing of crushed cassava leaves, a product
widely used m the Nerthern Braziban cuisine. A Box-Bebnken design mas used to defime the concentration
of the sodium hypochlorite selution {WaCl0) mmd the immersion tme (f) capable of guarantesing accepmble
levels fior thermutalerant coliforms and molds and yeasts in the leaves. The leaves sanitized i this condition
were cmushed, packed in polyethylene packaging under standard atmosphere (PE-WW) and wunder vacmmm
(PE-V): alse packed in pelyamide packaging under vacuum (PA-V), and stored at 7°C for 30 days. The
follorring properties were monitored: fresh weight less, water actviry. pH. tiratable acidity. soluble solids,
instrumental color. chlezophyll @ and b, md total phenolic comtents. In additbon, thers were assessed
Seimenella spp. coliform at 35°C. melds and veasts and psychrotrophic bactersy. The 20 min inmmersion tims
mnd 250 me'T MaCl0 sobation were defined as the cptimal cenditions for the sanitization of the leaves and.
after that. the leaves were rinsed with water. The behavicr of fhe physical-chemical and micrebiological
properties indicated that the sanitized and crushed cassava leaves will be suimble for consumpton for 24 b
when packed m PE-WV; for 7 days when packed in PE-V and for 14 days when packed in PA-V, ot 7°C
SIRMAZE.

Eeywords: Manthor esculensn Crantz, sanifization. minima] processing.

(O esindo apresenia uma alternativa para o Pprocessaments mmime das folhas da mandioca trituradas: wm
produta amplamente utilizado na culinaria da regido Nore. U planejamento Box-Bebmken foi utlizado
pam definir a.cunl:mu'ul;au da solbugde de Mpoclorito de sodie (NaCl0) & o tempo de imersio (f) capazes de
gArantr miveis aceifaveis para colifermes termotolerantes e belores e leveduras. nas folhas. As folhas
samitizadas nesta condigde foram trituradas: acondicicnadas em embalagens de polistileno, em amosfera
padric (PE-WV) e sob vacuo (FE-V). e em embalagem de poliamida seh vacue (PA-V): e armazenadas a
T°C. peor 30 dias. Foram aconmpanhadas 2s propriedades: perda de massa fresca, advidade de agua, pH. acidez.
salides sobiveis, cor msmumental, clorofilaae b, e COMPOSIng fendlicos: alem da avaliagdo da Saltmemelle
spp.mll.ﬁmnzsa-h"[ belores e leveduras e bactérias psicromoficas. Foi definida comp condigio otima para
A samitizagde. a imersie das folhas por 20 min. em wma sofugdo a 250 mefL de NaCl0, seguida de lavagem
com agua. O comporiamenta das pm]meda.des fisiro-guimicas & microbioldgicas indicaram que as folhas da
mandioca sansmizadas e ritmadas estardc adequadas para o consum por 24 b, se acondicionadas em PE-WV,
por ate T dias em PE-V e por 14 dias em PA-V. 52 ammazenadas a 7°C.

Palavtas-chave: Manifor esculenta Crantz, sanitizacic. processamento mmime.

L INTRODUCTION

Cassava (Manihar esculenra Crant=) is 2 mopical root crop, which has an abundant composition
of starch. This species stands out for presenting & world producton of 2968 million tons and a
cultivated ares of 266 million hectarss [1]. In Brazil, a cassava production of 20.2 million tons is
estimatad, as the Northem region accountng for 36.1% of this production [2].

In Brazil, cassava roots can be found in the minimally processed or pre-cooksd and in frozen
fomms [3], as the main use of this reot destined for the production of flour and moupd, in the Worthem
repion [4]. Cassava leaves, in tum, are used as mn ingredient in typical dishes from the Amazonian
oulture [3], as manigoba: a product obtained from the crushed cassava leaves thar are beiled with
water for several days to eliminate cyanide [6]. Cassava lesves are commonty commercialized in
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