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RESUMO

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.), fruto nativo do cerrado brasileiro, apresenta um
potencial de aproveitamento integral de todas as suas partes, incluindo casca, polpa e
améndoa, sendo esta Ultima rica em lipideos e proteinas. Considerando sua importancia
econdmica, nutricional e a crescente demanda por produtos plant-based, o pequi em sua
integralidade demonstra um alto potencial de exploracdo de seus compostos. Este projeto visa
avaliar o uso de tecnologias mais sustentaveis para a extracdo sequencial de 6leo e proteinas
da améndoa do pequi, utilizando solventes “verdes”, sem e com auxilio de ultrassom, na etapa
de extracdo do 6leo. A améndoa do pequi foi submetida a dois processos de extracdo de 6leo
utilizando etanol: um com agitacdo, sem ultrassom, e outro com assisténcia de ultrassom. No
tratamento com ultrassom, foram avaliados os efeitos da amplitude e do tempo de sonicacéo
em relacdo ao rendimento extrativo do 6leo e a concentracdo de proteinas obtida na extracdo
sequencial do residuo. O residuo resultante da extracdo do 6leo foi submetido a extragdo
proteica utilizando dois solventes (dgua e solucdo tampédo fosfato) em pH de 2 a 10. Os
resultados mostraram que o ultrassom, com 27% de amplitude e 18 minutos, obteve o maior
rendimento de 6leo extraido (45,21%); sendo menor que o rendimento da extracdo de Oleo
com etanol (59,86%) e com hexano (97,78%) sem o uso do ultrassom. Na extracdo sequencial
da proteina do residuo, com o uso do ultrassom (na etapa de extracdo do 0leo), obtiveram-se
concentracOes de proteinas menores comparadas com a extragdo da proteina dos residuos
obtidos da extracdo sem aplicacdo do ultrassom. A solugdo tampéo fosfato no pH 7 foi a mais
eficaz para extrair proteinas da améndoa do pequi. A améndoa do pequi é fonte de Oleo,
proteinas e valor energético, e 0 uso do ultrassom com etanol como solvente colabora para um
processo de extracdo eficiente desses compostos. Concluiu-se que a extracdo sequencial de
0Oleo e proteinas da améndoa do pequi, assistida ou ndo por ultrassom, € promissora.

Palavras-chave: Pequi; Lipidios; Proteinas; Extracdo sequencial.



ABSTRACT

The pequi (Caryocar brasiliense Camb.), a native fruit of the Brazilian cerrado, has the
potential for full utilization of all its parts, including the peel, pulp, and kernel, the latter being
rich in lipids and proteins. Considering its economic and nutritional importance, and the
growing demand for plant-based products, the pequi in its entirety shows great potential for
the exploitation of its compounds. This project aims to evaluate the use of more sustainable
technologies for the sequential extraction of oil and proteins from the pequi kernel, using
“green” solvents, with and without the aid of ultrasound, in the oil extraction step. The pequi
kernel was subjected to two oil extraction processes using ethanol: one with agitation, without
ultrasound, and the other with ultrasound assistance. In the ultrasound treatment, the effects of
amplitude and sonication time on the oil extraction yield and the protein concentration
obtained in the sequential extraction of the residue were evaluated. The residue resulting from
the oil extraction was subjected to protein extraction using two solvents (water and phosphate
buffer solution) at pH levels ranging from 2 to 10. The results showed that ultrasound, with
27% amplitude and 18 minutes, achieved the highest oil extraction yield (45.21%); lower than
the oil extraction yield with ethanol (59.86%) and hexane (97.78%) without the use of
ultrasound. In the sequential extraction of protein from the residue, the use of ultrasound (in
the oil extraction step) resulted in lower protein concentrations compared to the protein
extraction from residues obtained without the application of ultrasound. The phosphate buffer
solution at pH 7 was the most effective for extracting proteins from the pequi kernel. The
pequi kernel is a source of oil, proteins, and energy value, and the use of ultrasound with
ethanol as a solvent contributes to an efficient extraction process of these compounds. It was
concluded that the sequential extraction of oil and proteins from the pequi kernel, assisted or
not by ultrasound, is promising.

Keywords: Pequi; Lipids; Proteins; Sequential Extraction.



INDICADORES DE IMPACTO

A extracdo sequencial de dleo e proteinas da améndoa de pequi, assistida ou ndo por
ultrassom utilizando o solvente etanol, tem um impacto na substituicdo total ou parcial de
tecnologias agressivas ao meio ambiente por tecnologias mais sustentaveis. O uso do
ultrassom maximiza a extracdo de compostos bioldgicos e, aliado ao uso do etanol como
solvente, apresenta-se como uma alternativa promissora para substituir o uso do solvente
convencional (hexano), que é agressivo ao meio ambiente, na extracdo de dleo. Outra
vantagem ambiental € o aproveitamento da améndoa do pequi, comumente descartada. O uso
deste residuo reduz o descarte gerado no processamento do pequi e permite explorar o
potencial nutricional da améndoa do pequi, obtendo 6leo e proteinas vegetais de uma matéria-
prima mais acessivel. Além disso, 0 uso integral do pequi agrega valor aos frutos nativos do
cerrado brasileiro, que sdo responsaveis por boa parte da renda de diversas familias
envolvidas no extrativismo do pequi. I1sso ndo apenas melhora a sustentabilidade econdmica
das comunidades locais, mas também promove a conservac¢ao do bioma cerrado ao incentivar
0 uso responsavel e sustentavel de seus recursos naturais. Os resultados da pesquisa estdo
alinhados com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das Nacgdes Unidas
(ONU), beneficiando a sociedade brasileira. Especificamente, contribuem para o ODS 2
(Fome Zero e Agricultura Sustentavel), ao promover o aproveitamento de residuos para
obtencdo de 6leo e proteinas, melhorando a seguranca alimentar; ODS 8 (Trabalho Decente e
Crescimento Econdmico), ao gerar tecnologia sustentavel e acessivel a pequenos produtores,
gerando emprego e renda; ODS 9 (Industria, Inovacdo e Infraestrutura), ao introduzir
alternativas tecnoldgicas no processo de extracdo de 0leo e proteinas da améndoa do pequi; e
ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis), ao incentivar o uso sustentavel dos recursos
naturais. Dessa forma, a pesquisa oferece, além de solucdes ecoldgicas e sustentaveis para a
extracdo de Oleo e proteinas, também fomenta o desenvolvimento sustentavel, a melhoria da
qualidade de vida das popula¢fes locais e a preservacdo do bioma do cerrado, incentivando
sua exploracao sustentavel.



IMPACT INDICATORS

The sequential extraction of oil and proteins from pequi kernels, assisted or not by ultrasound
using ethanol as a solvent, has an impact on the total or partial replacement of
environmentally harmful technologies with more sustainable ones. The use of ultrasound
maximizes the extraction of biological compounds and combined with the use of ethanol as a
solvent, presents itself as a promising alternative to replace the use of conventional solvent
(hexane), which is harmful to the environment, in oil extraction. Another environmental
advantage is the utilization of pequi kernels, which are commonly discarded. Using this
residue reduces waste generated in pequi processing and allows the exploration of the
nutritional potential of the pequi kernel, obtaining oil and vegetable proteins from a more
accessible raw material. Additionally, the integral use of pequi adds value to native fruits of
the Brazilian cerrado, which are responsible for a significant part of the income of many
families involved in pequi extraction. This not only improves the economic sustainability of
local communities but also promotes the conservation of the cerrado biome by encouraging
the responsible and sustainable use of its natural resources. The research results align with the
United Nations (UN) Sustainable Development Goals (SDGs), benefiting Brazilian society.
Specifically, they contribute to SDG 2 (Zero Hunger and Sustainable Agriculture) by
promoting the utilization of residues to obtain oil and proteins, improving food security; SDG
8 (Decent Work and Economic Growth) by generating sustainable and accessible technology
for small producers, creating jobs and income; SDG 9 (Industry, Innovation, and
Infrastructure) by introducing technological alternatives in the extraction process of oil and
proteins from the pequi kernel; and SDG 12 (Responsible Consumption and Production) by
encouraging the sustainable use of natural resources. Thus, the research offers not only
ecological and sustainable solutions for oil and protein extraction but also fosters sustainable
development, improves the quality of life for local populations, and preserves the cerrado
biome by encouraging its sustainable exploitation.
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1 INTRODUCAO

O Pequi (Caryocar brasiliensis Camb.) também conhecido como piqui, piquid,
pequerim e suari pertence a familia Caryocaraceae. E uma fruta nativa do cerrado brasileiro,
de casca verde, com duas polpas, uma branca espessa e a polpa amarela que envolve a
améndoa, cheia de espinhos; tendo notavel importdncia na economia de pequenos
agricultores. A polpa amarela do pequi é utilizada na elaboracdo de diferentes pratos, como:
arroz com pequi, feijdo com pequi, frango com pequi, dentre outros. J& a améndoa e a polpa
branca do pequi ndo sdo consumidas e sdo descartadas, mas apresentam grande valor
nutritivo, com elevados teores de lipidios e fibras alimentares, além decompostos fendlicos,
carotenoides, vitaminas A e C e proteinas. A améndoa, tornou-se atraente como matéria-prima
para a extracdo de 6leo e de proteinas vegetais. Este interesse crescente estd alinhado com a
tendéncia de mercado para produtos vegetarianos/veganos. Ao avaliar as tendéncias de
proteinas vegetais, destaca-se 0 uso destas em produtos a base de plantas, como alternativas
“carneas”. Esse segmento tem uma projecao de crescimento significativo, prevendo atingir
cerca de 7% a 23% do mercado global de carnes de origem animal até 2035, pelo crescimento
do nimero de consumidores vegetarianos (6%), veganos (4%), e dos chamados flexitarianos
(42%), que optam por reduzir o consumo de carne, mas ndo o eliminam completamente, onde
os valores citados referem-se a dado do ano de 2020.

Os principais métodos de extracdo do 6leo de sementes vegetais sdo prensagem a frio
e extracdo por solventes, e processo misto de prensagem e extracdo por solventes. Ja as
principais técnicas de extracdo de proteinas sdo a extracdo alcalina, extracdo salina e a
extracdo aquosa, além destas, tem-se a extracdo acida, extracdo enzimatica, extracdo com
liquido pressurizado, extracdo fracionada com diferentes solventes. Processos de extra¢do ndo
convencionais que reduzem o impacto ambiental, como a extracdo assistida por ultrassom
para biomoléculas vegetais, seja para 0leos ou proteinas, tem sido estudado, alcancando altas
taxas de extracdo. O processo assistido por ultrassom consiste numa extra¢do onde a atuacao
das ondas ultrassonicas provocam o fendmeno de cavitacdo, onde um aumento de pressao
local na parede celular da matriz causa um rompimento celular expondo os compostos de
interesse a0 meio que esta o solvente extrator; esse método no geral sozinho ou combinado
com outras técnicas promovem um aumento no rendimento extrativo, tanto de proteinas
quanto Gleos vegetais.

Devido ao fato de a améndoa do pequi possuir grande quantidade de 6leo e proteinas,

faz-se necessario estudar técnicas de extracdo utilizando tecnologias ambientalmente corretas,
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para que a exploracdo dessa parte do fruto seja integralmente aproveitada. Assim, o objetivo
deste trabalho é avaliar a extragdo sequencial de 6leo da améndoa do pequi utilizando etanol,
um solvente verde, com ou sem assisténcia de ultrassom, seguida pela extracdo das proteinas
do residuo. Serdo avaliados o rendimento da extracdo do 6leo e a concentracdo das proteinas

na extracao do residuo

2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais
Estudar a extracdo sequencial de Gleo e proteinas da améndoa do pequi, utilizando

solvente verde, sem e com aplicacdo de ultrassom na etapa de extracéo do 0leo.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizagdo centesimal e antioxidante da améndoa do pequi;

- Estudo da extracdo sequencial do Oleo e proteina da améndoa do pequi
sem(incubadora)e com assisténcia do ultrassom na etapa de extracéo da fracdo oleosa;

- Na etapa de extracéo do 6leo, estudo do efeito da amplitude e tempo do ultrassom no
rendimento da extracdo do 6leo, indice de peroxido do 6leo e solucdo aderida no rafinado e na
etapa sequencial da extracdo das proteinas avaliacdo do efeito na concentracdo de proteinas
extraidas;

- Avaliacdo do efeito do pH na extracdo das proteinas, utilizando agua destilada e
solucdo tampéo fosfato como solugdes de extracdo, para determinar o melhor pH e a solucéo
extratora mais eficaz para a extracdo da proteina da améndoa do pequi;

- Comparar o efeito da extracdo de Oleo com etanol (sem e com assisténcia do
ultrassom) com a extracdo convencional com hexano, avaliando os rendimentos da extracao

de 6leo e concentragdo de proteinas na extracao sequencial;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pequi (Caryocar brasiliensis Camb.)

Pertencente a familia Caryocaraceaee ao género Caryocar, o pequi, espécie Caryocar
brasiliensis Camb., é nativo do cerrado brasileiro. A etimologia do nome pequi vem do tupi,
onde py (pele, casca) + qui (espinho), significando “casca espinhenta”, devido aos espinhos
do endocarpo lenhoso ou carogo. O género Caryocartem origem no grego, sendo caryon
(nucleo ou noz) + kara (cabega), significando “fruto globoso”. O pequi € prevalente nos
estados da Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana Rond6nia, S&o Paulo e Tocantins (Figura 1) (CARVALHO, 2009).

Figura 1 — Prevaléncia natural do Pequizeiro da espécie Caryocar brasiliense Camb. no
territorio brasileiro.
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Fonte: Carvalho (2009).

O pequi tem se mostrado muito relevante para a economia dos agricultores do cerrado.
Segundo a Emater-MG, na temporada 2020/2021, o fruto nativo movimentou cerca de R$ 6
milhdes de reais no municipio de Ribeirdo Cascalheira, garantindo o sustento de centenas de
familias durante o restante do ano, gracas ao beneficiamento e a comercializacdo de seus
derivados (RIBEIRO, 2021). Enquanto a Emater estimou, em 2022, que a colheita do pequi
poderia gerar uma renda de R$ 600 mil reais para produtores rurais do Mato Grosso
(PERSONA, 2022).
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O fruto do pequi é uma drupa (frutos com carogo), tipicamente com duas sementes
divididas em uma camada externa de cor branca e outra camada amarelada, com peso
variando de 30 a 400 g e aproximadamente 12 cm de didmetro (Figura 2). O endocarpo
corresponde a cerca de um sexto do peso do fruto, e a semente possuiaproximadamentel,5g.
O mesocarpo € carnoso, espesso e gorduroso, com forte sabor e cheiro. O endocarpo é
lenhoso, coberto de pontas curtas e resistentes com uma superficie espinhosa por fora. As
sementes tém formato semelhante a um rim e o embrido tem uma radicula reta e arqueada
(CARVALHO, 2009; BARRADAS, 1972; HERINGER,1984 apud ARAUJO, 1995).

O pequi tem um grande valor nutricional. A polpa amarela é rica em lipidios,
compreendendo de 22 a 33,4% do seu conteldo, além de 5,29 a 10,02% de fibra alimentar, e
um baixo teor de proteinas (0,96% a 3%) conforme Tabela 1. Em comparacdo, na améndoa
sdo encontrados de 48,52% a 51,51% de lipidios e 25,27 a33,3% de proteinas, conforme
Tabela 2. A améndoa pode ser utilizada na fabricacdo de pacoca e 6leo, assim como
ingrediente de farofas e doces, ou como petisco, na forma salgada ou doce considerada
saborosa semelhante ao amendoim (DAMIANI et al.,2013; ALVES et al., 2014,
CARVALHO, 2009). A casca do fruto (epicarpo +mesocarpo interno) — é utilizada na
alimentacdo animal e para compostagem (LOPES, 2022), enquanto as flores, frutos e
sementes sdo utilizados para produtos farmacéuticos (BARRADAS, 1973). A Tabela 1 traz

trabalhos que demonstram a composicéo nutricional da polpa do pequi.

Figura 2 — Partes do pequi.

B.1 B.2 B

Legenda: B: Pequi; B.1: Exocarpo castanho-esverdeado e mesocarpo externo (polpa branca); B.2:
Mesocarpo interno (polpa amarela); B.3: Endocarpo espinhoso (sem o mesocarpo interno) contendo a
semente comestivel; B.4: Semente comestivel.

Fonte: Sousa et al. (2011).
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A améndoa do pequi possui um alto teor de 6leo (48,52% a 51,51%) e proteinas
(25,27% a 33,3%), seguidos de carboidratos (5,7% a 21,88%), cinzas (2,44% a 5,08%) e
fibras (2,2% a 5,2%) (LIMA et al., 2007; RAMOS; SOUZA, 2011; ARAUJO et al., 2018). A
Tabela 2 sintetiza esses trabalhos com a composigéo centesimal da améndoa do pequi.

Lima; Souza; Pinto (2020) obtiveram um concentrado proteico da améndoa do pequi
com um teor de proteinas de 88,8% utilizando precipitacdo &cida. Ja Guimardes et al. (2022),
extrairam o Oleo bruto das sementes de pequi obtendo alto teor de A&cidos graxos
principalmente oleico (54,14%) e palmitico (36,71%), no processo de extracdo por solventes
utilizando o etanol. Lima et al. (2007) também encontraram o valor de 43,76% para 0 acido
palmitico e 43,59% de &cido oleico no dleo da améndoa do pequi.

No caso das sementes e do mesocarpo interno, estes sdo capazes de produzir um 6éleo,
que € considerado por muitos, um bom substituto da manteiga e 6timo para cozinhar. Além
dos pratos da culinéria local como o arroz com pequi, a polpa deste fruto € utilizada na
fabricacdo de oleo, licor alcodlico, doces, bolos, farinhas, temperos, sucos, sorvetes; e as
frutas improprias para cozinhar sdo utilizadas para producdo de sabonetes caseiros
(HERINGER, 1970; KAWANISHI; RAFFAUF; SCHULTES, 1986; LOPES, 2022)

Tabela 1-Composicdo nutricional da polpa do pequi.

Lipidios Proteinas Carboidratos Fibras Cinzas Fonte
33,4% 3% 11,45% 10,02% 0,63% Lima et al. (2007) b.u*
33,53% 3,28% 57,83% 529% 2,67% Ramos e Souza (2011) ** b.s*
22% 0,96% 12,81% - 0,79% Leite et al. (2019) b.u*

Legenda: b.u* - Base Umida; b.s* - Base seca; ** Média dos frutos de diferentes regides e espécies
Caryocar coriaceum.
Fonte: Da Autora (2024).

Tabela 2-Composicao nutricional da améndoa do pequi.

Lipidios Proteinas Carboidratos Fibras Cinzas Fonte

51,51%  25,27% 8,33% 2,20% 4,01% Lima et al. (2007) b.u*
48,52%  27,12% 21,88% 2,85% 2,44% Ramos e Souza (2011) ** b.s*
50,0% 33,3% 5,7% 5,2 5,8% Aradjo et al. (2018) b.s*

Legenda: b.u* - Base Umida; b.s* - Base seca; ** Média dos frutos de diferentes regides e espécies
Caryocar coriaceum.
Fonte: Da Autora (2024).
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3.2 Métodos de extracao de 6leos

A extracdo de 6leo vegetais ocorre, em sua maioria, por prensagem ou por solventes
organicos, ou num processo misto. A prensagem a frio € um método de extracdo mecanica,
utilizado para extrair dleo de diversas espécies, em especial na producdo de Oleo de
oleaginosas, ocorrendo sem a necessidade de calor ou reagcBes quimicas, 0 que resulta em
6leos de maior qualidade, principalmente em relacdo a fitoquimicos. A extragdo mecénica €
viavel economicamente apenas para espécies com elevado teor de dleo, pois a percentagem de
6leo que permanece na torta da extragdo por prensagem varia de 8 a 15%. Esta extracdo
consiste na colocdo das sementes em uma prensa hidraulica, onde emulsao do 6leo e torta sdo
coletados, e a emulsdo é separada nas fracbes de agua e 6leo por meio da decantacéo,
centrifugacdo ou destilacdo fracionada (SIMOES et al., 2007; CAKALOGLU; OZYURT;
OTLES, 2018). A Figura 3 mostra resumidamente, o esquema do processo de obtencéo de
0leo de sementes vegetais por prensagem.

Figura 3— Extracéo de 6leo por prensagem a frio.

mecanica

ou destilacao
Fonte: Da Autora (2024).

Torres et al. (2016) realizaram a caracterizacdo fisico-quimica e a capacidade
antioxidante de 6leos da améndoa de pequi extraidos artesanalmente, onde o 6leo é obtido por
meio de cozimento em agua pré-aquecida a 60-70°C, e o Gleo sobrenadante resultante do
processo de cozimento é separado, aquecido para eliminacdo da agua restante e filtrado, ou
por prensagem a frio onde a améndoa seca ao sol é esmagada para extracdo do Oleo,
concluindo que os dois métodos de extracdo dos 6leos foram satisfatorios.

Na extragdo do dleo usando solvente orgéanico adequado, a matriz vegetal previamente

preparada entra em contato com o solvente por um periodo suficiente para a transferéncia dos
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compostos presentes na planta. Apos isso, ocorre a separacdo das fases sélida (rafinado) e
liquida (extrato), sendo que a fase extrato contém o 6leo solubilizado, composto de interesse.
O processo de separacao entre o dleo e solvente pode ser realizado por meio da evaporacgao do
solvente, especialmente se este tiver um calor latente de vaporizagio baixo (Figura 4). E
importante ressaltar que o uso de solventes derivados do petréleo requer a remocdao total do
solvente do 6leo ao final do processo devido aos seus efeitos nocivos a sade humana e ao
meio ambiente (STEFFANI, 2003; BAUMLER et al., 2016; SARTOR, 2009).

Figura 4 — Extracdo de 6leo por solventes.

um periodo

Fonte: Da Autora (2024).

A hexana, uma mistura de hidrocarbonetos onde o hexano é o principal solvente, é
comumente utilizada para a extracdo de 6leos vegetais, sendo considerada nociva a saude
(BAUMLER et al., 2016). Assim, diversos estudos buscam substituir o hexano por solventes
considerados “verdes”, como acetona, etanol e isopropanol por serem menos nocivos ao meio
ambiente e a salde humana (OLIVEIRA et al., 2013). Exemplos de trabalhos bem-sucedidos
neste sentido incluem de Castejon, Luna e Sefiorans (2018), que extrairam Oleo de sementes
de Echium plantagineum L. utilizando como solventes acetato de etila, etanol, agua e mistura
etanol-agua; Oliveira, Barros e Gimenes (2013) que extrairam 6leo da semente de maracuja
com acetona, etanol e isopropanol, empregando ultrassom, shaker e soxhlet; Guimaraes et al.
(2022) que utilizaram etanol para extrair 6leo da améndoa do pequi, obtendo 40,73% de 6leo
extraido, e Araujo et al. (2018) que extrairam Oleo da améndoa do pequi utilizando como

solvente etanol, acetona e isopropanol.
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3.3 Métodos de extracdo de proteina

A extracdo de proteinas vegetais pode ocorrer por extragdo salina, alcalina, acida ou
extracdo aquosa, com a precipitacdo salina, ou no ponto isoelétrico. No processo de extracdo
salina, a farinha desengordurada proveniente da matéria vegetal é dispersa em uma solucao
aquosa salina por um periodo que varia entre 30 minutos e 2 horas, sob agitacdo. Em seguida,
realiza-se a centrifugacdo para a separacdo do extrato proteico da fracdo insoluvel, sendo os
sais removidos deste extrato por meio de ultrafiltracdo, dialise ou lavagem com agua
deionizada gelada. Posteriormente, a proteina, livre dos ions salinos, passa por uma nova
centrifugacdo e é submetida a um processo de secagem, obtendo-se o concentrado proteico
(HADNADREV et al., 2017), como mostra a Figura 5.

Figura 5 — Extracao salina de proteina.

Retirar

agua deionizada gelada Kk

Fonte: Da Autora (2024).

A extracdo salina se baseia em dois fendmenos, o salting-in e o salting-out. No
salting-in, os ions do sal em um meio aquoso sdo dissociados, e interagindo com as cargas
superficiais das moléculas de proteina. 1sso aumenta a solubilidade das proteinas no meio,
pois reduz a interacdo proteina-proteina devido ao aumento da repulsdo eletrostatica e pela
hidratacdo por pontes de hidrogénio. Ja no salting-out, em concentracdes mais altas do sal, as
interacOes entre os ions do sal e as moléculas de agua séo favorecidas. As cargas superficiais
proteicas ficam livres para interagir entre si, fortalecendo a interacdo proteina-proteina e
diminuindo a solubilidade (GRANDE, 2016).
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Um exemplo desse fenbmeno é a precipitacdo de proteinas do soro de leite pelo
metodo de salting-out utilizando (NH4)2SOs4. Nesse caso, ocorre a ligacdo das moléculas de
dgua aos fons SO42, reduzindo a quantidade de agua livre na solugio e favorecendo a
precipitacdo das proteinas no meio (ROSENBERG, 2005 apud. LEIFELD, 2014). Segundo
FONTANARI et al. (2007), as proteinas da semente da goiaba tiveram sua solubilidade
reduzida com o aumento da concentracdo do sal NaCl.

A extracdo por precipitacdo isoelétrica se inicia com a dispersdao da farinha
desengordurada em agua na proporcao de 1:5 até 1:20, com o pH elevado (alcalino) ou
reduzido (&cido). Esta mistura é mantida em temperatura elevada, cerca de 65°C, por
intervalos de 30 a 180 minutos, visando a extracdo dos compostos sollveis e posteriormente
submetida a centrifugacdo para separacdo dos solidos insoluveis da solu¢do. Em seguida, o
pH da solucdo € ajustado ao ponto isoelétrico das proteinas em questdo, o que resulta na
precipitacdo das proteinas. Finaliza-se com a etapa de purificacdo, que inclui lavagem,
neutralizacdo e secagem (BOYE; ZARE; PLETCH, 2010), obtendo-se um isolado proteico

conforme demonstrado na Figura 6.

Figura 6 — Extracao proteica e precipitacao isoelétrica.

—— pH ao PI
Abaixamento
(acida)
neutralizagio e
secagem

Fonte: Da Autora (2024).

Silva et al. (2015) obtiveram isolados proteicos (IP’s) da améndoa da munguba, em
pH alcalino (10,0) e acido (2,0), demonstrando promissoras propriedades emulsificantes e
solubilidade, principalmente para os IP’s e rendimento obtidos da extracdo em pH 10. Para as
proteinas da améndoa da faveleira, também foram encontrados bons resultados para a
solubilidade na extracdo em pH alcalino e posterior precipitacdo isoelétrica, e na capacidade
de emulsificacdo de 6leo do isolado proteico (CAVALCANTI; BORA; CARVAJAL, 2009).

A extracdo aquosa ocorre devido a solubilidade natural da maioria das proteinas em

agua (fracdo de albuminas), estas se concentram na solu¢do aquosa de maneira distinta do
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amido presente nos vegetais. Enquanto a parte do amido insolivel permanece suspensa ou
decantada, a fracdo sollvel, proteinas, fica dispersa na solu¢do. O processo envolve a mistura
e centrifugacdo de agua e farinha, seguido pela remocao do sobrenadante para secagem. Outra
abordagem inclui um segundo estagio de extracdo, com a adicdo de &gua, nova mistura,
centrifugacdo e secagem do sobrenadante, conforme ilustrado na Figura 7 (OTTO; BAIK;
CZUCHAJOWSKA, 1997).

Figura 7 — Extracdo aquosa de proteinas.

Centrifugacao

Fonte: Da Autora (2024).

3.4 Extracdo assistida por ultrassom

Quando as barreiras fisicas da estrutura celular sdo rompidas, o contetdo das células
vegetais fica exposto, facilitando a extracdo. Essa ruptura celular pode ocorrer por meios
mecanicos, quimicos ou térmicos, sendo 0s meios de menor custo e impacto ambiental mais
estudados (POJIC; MISAN; TIWARI, 2018). A tecnologia de ultrassom baseia-se na
liberacdo de substancias intracelulares causada pela ruptura dos tecidos devido a pressao local
gerada pela implosdo das bolhas. Essas bolhas sdo formadas pela propagacdo de ondas
ultrassdnicas e forcas de cavitacdo resultantes (SHALMASHI et al., 2009; SUSLICK;
DOKTYCZ, 1990). O mecanismo de extracdo por ultrassom envolve dois fenémenos fisicos:
difusdo através da parede celular, e lavagem do contetdo nas paredes quebradas ou rompidas
da célula (MASON; PANIWNYK.; LORIMER, 1996). A energia resultante do ultrassom
facilita a lixiviagdo de compostos organicos e inorgénicos da matriz vegetal, proporcionando
uma mistura mais eficaz dos conteldos, transferindo energia mais rapidamente, reduzindo

gradientes térmicos e temperaturas de extracdo, além de aumentar a taxa dos processos. No
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entanto, ha desafios, como a desnaturagdo e alteracdo das estruturas de proteinas em
intensidades elevadas, resultando na alteracdo de propriedades funcionais, e modificacdo de
outros compostos no material (HERRERA; CASTRO, 2005; CHEMAT; TOMAO; VIROT,
2008; POJIC, MISAN; TIWARI, 2018). Na extracdo de 6leo de sementes e améndoas
oleaginosas, o ultrassom atua na formacdo de bolhas decorrentes da cavitacdo, que se
implodem, acelerando a transferéncia de massas dos solutos para o solvente devido a
mudancas na temperatura e pressdo. Técnicas convencionais de extracdo de 6leo tém
limitacGes, como alto consumo de energia e baixo rendimento, sendo um problema ambiental.
A combinagdo de extragdes “verdes” com ultrassom, utilizando solventes verdes, enzimas,
micro-ondas e tecnologia supercritica, aumenta o rendimento de extracdo de dleo vegetal,
facilitando a entrada do solvente no interior da matriz celular, considerando o formato e
tamanho das particulas (JUNAID et al., 2022). No caso da extracdo proteica, o0 ultrassom
causa pontos de baixa pressdo no solvente formando bolhas que, ao colapsarem, liberam
energia capaz de promover fissuras na matriz vegetal, facilitando a entrada do solvente e,

consequentemente, a extracdo de proteinas presentes (OCHOA et al., 2017).

3.5 Extracdo de compostos utilizando tecnologias verdes e emergentes

O termo “solvente verde” refere-se a um solvente menos agressivo ao meio ambiente
em comparagdo com 0s solventes convencionalmente utilizados. Ndo ha um solvente organico
totalmente ‘verde’, ndo agressivo ambientalmente, e ¢ essencial considerar sua
competitividade em termos de preco e desempenho, além da necessidade de uso de
cossolventes ou solubilizantes para tornar as moléculas hidrofobicas sollveis em agua,
quando ha presenca da mesma na mistura dos solventes extratores. Uma questdo é o fato de
gue a maioria destes cossolventes ou solubilizantes conhecidos (compostos que possibilitam a
dissolucdo de algumas substancias em agua) ndo se encaixam nas regras para ser considerado
uma substancia quimica verde, e tanto solventes quanto os cossolventes ou solubilizantes,
necessitam ser substancias ecoldgicas e atoxicas para um processo ser considerado realmente
verde (HACKL; KUNZ, 2018). Tecnologias emergentes como micro-ondas e ultrassom, tém
sido empregues para potencializar a extracdo, rompendo a parede celular e expondo o0s
compostos-alvo ao solvente extrator (POJIC; MISAN; TIWARI, 2018), facilitando assim o
processo de extracdo. Alguns exemplos de extracdo utilizando améndoas podem ser vistos
como no trabalho Lima; Souza; Pinto (2020), onde avaliaram a obtencdo de concentrado

proteico da améndoa do pequi utilizando precipitagdo acida em diferentes pHs, concluindo
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que a faixa de pH entre 3,5 e 5,0 é a mais adequada, resultando no teor extrativo de proteinas
de 22,3%. De Souza, Dias, Koblitz e Bell (2020) estudaram os efeitos da extracdo enzimética
de Oleo e proteina da torta de améndoa com relacdo a propriedades fisico-quimicas e
funcionais de extratos, avaliando dois tipos de extracdo: extracdo aquosa e extragcdo aquosa
enzimatica. Na extracdo aquosa obtiveram rendimentos de 26,2% e 67,7% para 0Oleo e
proteinas, respectivamente, enquanto na extracao aquosa enzimatica os rendimentos foram de
29,1% e 70,2%, respectivamente. As desemulsificacbes quimicas e enzimaticas do creme
resultaram, respectivamente, em recuperacbes maximas de Oleo de 98,7 e 62,8%,
respectivamente. Concluiram que a hidrélise enzimatica modificou as propriedades fisico-
quimicas das proteinas, com a diminuicdo da hidrofobicidade superficial das proteinas,
aumentando a solubilidade da proteina para 95,3%, mas reduzindo as propriedades de
emulsificacdo e formacao de espuma em comparagdo com o processo de extracdo aquoso sem
enzimas. Na extracdo assistida por ultrassom de dleo da semente da roma utilizando hexano
como solvente, Goula (2013) alcangou uma extracao de 60% de 0leo na temperatura de 20°C
por 20 minutos, com a sonda de ultrassom a 130 W, 20 kHz, e nivel de amplitude de 60%;
razdo entre solvente. As Tabelas 3 e 4 mostram parametros utilizados na extracdo de Oleo e

proteina de diversas sementes vegetais em alguns estudos.
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Razdo

Tipo de Temperatura x . Solvente/Tecnologia para . Pardmetros
semente (°C) Tempo de extracdo (min) extracio de 6leo m:v do Ultrassom Autores
Mamao- 62,5 38,5 Hexano + Ultrassom 1:7 700W, SAMARAM et al., 2015
papala 40 kHz
Roma 20 20 Hexano + Ultrassom 1:20 L30W, GOULA, 2013
20 kHz
. . RINCON-CERVERA
Vibora roxa Etanol 1:10 - etal. 2020
Secagem a
Pequi 40°C por 2 240 (4h) Soxhlet/éter de petrdleo - - FERREIRA et al.,2011
horas
Pequi Ambiente 45 Prensa~h|dral{llca; c02|m_ento € - - TORRES et al.; 2016
separacao do 6leo no cozimento
0, 1 ~
Pequi 100 300 (5h) Etanol +25 S’eggta"sador em 1:16 - GUIMARAES et al., 2022
Pequi 60-90 27 Isopropanol pressurizado - - CORNELIO-

SANTIAGO et al., 2022

*Relagdo massa da amostra/massa de solvente.

Fonte: Da Autora (2024).
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Tabela 4 — Pardmetros utilizados para extracdo de proteinas em diversas sementes/polpas vegetais

Tempo Relacdo
Semente/ Tempoeratura de extracao Solvente/:l'ecnologla,para massa dé.l oH Autores
polpa vegetal (°C) (min) extracdo de proteina amostra:
solvente
Ultrassom + solventes eutécticos
. GUZMAN-LORITE;
Romé 170 12min profundos naturais (NADES) & 5 5y i MARINA; GARCIA,
extracdo liquida pressurizada 2022
(PLE)
° ; L ) MARTINEZ-
Polpa de coco 4°C 2,5 min Ultrassom + Precipitacdo 4cida 1:5 4 PADILLA et al., 2022
50 e 80 °C sem
. influéncia da . Precipitacdo com ajuste de pH + , WANG,; LU; KUO,
Chi temperatura no 60min calor por Ultrassom (tipo sonda) 1:30 9 2022
rendimento
. Ultrassom por ) OZYURT; TETIK;
Tomate 60min 2 min e 18 seq 1:52 - OTLES,2021
. . Precipitacdo alcalina + Ultrassom i ESPINOSA.-
Maracuja - 30min (sonicacaoa40kHz) 12 MURILLOal.,2021
. 35°C . Ultrassom (intensidade de
Amendoim 30 min 3.17Wem-9) - - SUN etal.,2021
Feijoes Ganxet 4°C 60 min Precipitacdo alcalina seguida por 110

ultrassom

NGUYEN; LE,2019

Fonte: Da Autora (2024).
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3.6 Extracdo de compostos na améndoa e polpa do pequi

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, a ANVISA, 6leos e gorduras
vegetais sdo definidos como:

“Oleos e gorduras sdo produtos constituidos principalmente de glicerideos de
acidos graxos de espécie(s) vegetal(is). Podem conter pequenas quantidades
de outros lipideos como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e &cidos
graxos livres naturalmente presentes no dleo ou na gordura (BRASIL,
2005).”

Os 6leos extraidos da semente e da polpa do pequi sdo nutritivos, destacando-se por
seu alto teor de &cidos graxos essenciais. Guimardes et al. (2022) encontraram um teor
extrativo de Oleo das sementes de pequi de 40,73%, utilizando etanol como solvente. O 0leo
obtido tinha um alto teor de acidos graxos, principalmente acido oleico (54,14%) e palmitico
(36,71%). Embora o etanol seja um substituto vidvel do hexano por ser menos toxico e
renovavel, conforme dito por Araujo et al. (2019), é crucial investigar co-solventes que
melhorem a solubilidade do 6leo no etanol e o rendimento da extracdo do dleo. Lima et al.
(2020) utilizaram uma prensa hidraulica para a extracdo do 6leo da améndoa do pequi,
obtendo um alto teor de lipidios (55,76%); Cornelio-Santiago et al. (2022) utilizando liquido
pressurizado, encontraram no 6leo da améndoa de pequi 47,13% de &cido linolénico e 50,77%
de oleico. A extracdo a frio realizada por Torres et al. (2016) revelou um perfil de &cidos
graxos com significativa quantidade de acido oleico (53,48 a 55,41%), palmitico (33,30 a
35,89%) e &cido linoleico (5,85 a 7,23%). Além disso, 0 6leo extraido da améndoa do pequi
apresentou atividade antibacteriana, compostos fendlicos (de 87,56 a 392,00 mg GAE/100 g),
carotenoides (de 36,03 a 262,40 mg/100 g), alfa-tocoferol (52 a 67%) e estigmasterol (63 a
68%) (FERREIRA et al., 2011; TORRES et al., 2016), mostrando um conteudo significativo
de compostos bioativos. A améndoa do pequi tem quantidades de proteinas superior a
encontrada em sua polpa. Ramos e Souza (2011) e por Lima et al. (2007) identificaram teores
de proteinas de 3,28 e 27,12%, e de 3 e 25,27%, na polpa e na améndoa, respectivamente.
Fagundes et al. (2019) analisaram os aminoacidos presentes na proteina da améndoa do pequi,
destacando a presenca majoritaria de lisina, além de valina, metionina e cistina, isoleucina,
histidina, fenilalanina e tirosina. Em valores, segundo 0s autores, que superam até mesmo as
recomendacdes da FAO de 1985 para 0s aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, lisina,
metionina, fenilalanina e valina). Nas pesquisas realizadas, a extracdo proteica é realizada em
matéria desengordurada devido a interferéncia dos lipidios na extragdo proteica. Fagundes et

al. (2019) na extracdo de proteinas da améndoa de pequi com 55,4% de 6leo, obteve uma
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extragdo de 25,3% de proteinas, ja na extracdo de proteinas de farinha da améndoa

desengordurada com teor de lipidios de 3,0%, obtiveram uma extracdo de proteinas de 65,5%.

O uso do ultrassom na extracdo de proteinas de sementes vegetais, tem vantagens no processo

como observado por Sun et al. (2021) em relacdo a eficiéncia da extracdo, reducdo do tempo,

e nas propriedades emulsificantes do isolado proteico de amendoim, quando comparado a

extracdo alcalina. Na extragdo da mucilagem de sementes de chia, o uso do ultrassom

proporcionou maior eficiéncia extrativa (WANG; LU; KUO, 2022). A Tabela 5 sintetiza os

resultados dos trabalhos mais relevantes sobre extracdo de Oleo e proteinas na polpa e

améndoa do pequi, onde os autores aplicam tecnologias “verdes” total ou parcialmente.

Tabela 5 —Tecnologias verdes na extracdo de 0leos e proteinas na polpa e semente do pequi

Parte qlo Pré-tratamento Tecnologia verde Compgsto Autores
Pequi empregada extraido
. - GUIMARAES et
Améndoa - Etanol Oleo al., 2022
MARIANO;
Polpa Secador de bandeja,  Tratamento enzimatico Sleo COURI;
P 60°C e prensagem FREITAS,
2009
Secagem em estufa a
Améndoa vacuo a 45°C, 48h e E;igﬂ:)eeﬁggsigle;;g? Oleo AI;A;JC\)]lC;et
16,8kPa prop g
Incubadora-agitadora
o +acetona pura ou
Polpa Incubada40°C, misturada com &lcool Oleo AQUINO et
19h P al.,2011
etilico (melhor
rendimento)
Secagem estufa Fluido supercritico
Poloa circulagdo 45°C, 24 h.  CO;(pureza >99,5%, Sleo JOHNER et
P congelado a -18°C,ea  MPa e tempo estatico al.,2018
polpa seca foi moida de 10min
A Secagem, estufa a
Améndoa Vécuo, 45°C.48h, 16,8 Etanol,_ hexano, Sleo ARAUJO et al.,
kPa acetona e isopropanol 2018
Améndoa i Prensagem Oleo LIMA et al.,2020
hidraulica
Isopropanol ‘ CORNELIO-
Améndoa - prop Oleo SANTIAGO et
pressurizado al. 2022
Secagem em esiufa, Precipitacdo acida
Améndoa  60°C, 24 h, extracéo pitac Proteina Lima et al.,2020

soxhlet por 19 h-

utilizando HCI0,5 M

Fonte: Da Autora (2024).
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Em todas as partes do fruto do pequi podem ser encontrados compostos antioxidantes.
Ao estudar as farinhas da casca do pequi, Cangussu et al. (2021) encontraram compostos
fenolicos e carotenoides, destacando a presenca predominante de luteina e p-caroteno, além
de B-criptoxantina. Lima et al. (2007) constataram que a polpa do pequi possui valores
elevados de compostos fendlicos totais (209 mg/100g), superando muitas polpas de frutas
consumidas no Brasil, como agai, goiaba, morango, abacaxi, graviola e maracuja, sendo o
valor inferior apenas a polpa de acerola e manga, demonstrando sua elevada capacidade
antioxidante.

Quanto a améndoa, 0s mesmos autores constataram que esta possui um teor reduzido
de fendlicos e de carotenoides totais (209 mg/100g e 7,25 mg/100g, respectivamente). Esses
valores sdo similares aos encontrados em outras améndoas tipicas do cerrado brasileiro, como

0 baru, bocaiuva e caju.

4 MATERIAL E METODOS

Foram caracterizados trés lotes distintos da améndoa do pequi provenientes do estado
de Minas Gerais, que foram armazenados sob congelamento. Esses lotes correspondem,
respectivamente, fruto inteiro in natura (lote 1; safra de fevereiro de 2022), mesocarpo interno
com o caro¢o minimamente processado, sem a casca (lote 2; safra de 2023), e améndoas secas
ao sol embaladas a vacuo (lote 3; safra de dezembro de 2022 a fevereiro de 2023). Os
mesocarpos internos dos dois primeiros lotes foram lavados com detergente neutro,
sanitizados com cloro (50 mg/L), e as améndoas separadas das polpas com guilhotina manual
e armazenadas a -18°C, em sacos de poliestireno devidamente identificados até o uso. O
terceiro lote das améndoas foi armazenado a -18 °C, até o uso. As analises foram realizadas
nos Laboratérios de Engenharia de Alimentos, Embalagens, Pds-Colheita de Frutas e
Hortalicas e Quimica, Bioguimica e Analise de alimentos da Universidade Federal de Lavras.

Para a analise da composicdo centesimal dos antioxidantes, as améndoas foram
descongeladas a temperatura de refrigeracdo (4°C) e analisadas sem o processo de secagem
prévio. O lote selecionado para a realizacdo do estudo foi o lote 3, que, de acordo com 0s
resultados da composicdo centesimal, continham o maior teor de 6leo. Este lote passou pelo
processo de extracdo utilizando etanol (solvente verde) como solvente de estudo, e hexano
(solvente convencional) para fins comparativos, e extragdo por ultrassom com etanol.

Na Figura 8, encontra-se o fluxograma simplificado das etapas do preparo da matéria-

prima até o processo de extracao sequencial do dleo e da proteina.
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Figura 8 — Fluxograma simplificado do processo de extracao.

Secagem a vacuo

¥
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3 4

Extracdo do 6leo puro Extracao das proteinas

presente nos solidos soluveis
solucao Tampao fosfato

(hexano) ou Agua destilada

Fonte: Da Autora (2024).

4.1 Composicao centesimal e atividade antioxidante da améndoa do pequi

A composicdo centesimal: umidade (método n° 967.08), extrato etéreo (método n°
2003.06), proteina bruta (método n° 988.05), fibra bruta (método n° 958.06), cinzas (método
n® 923.03) e carboidratos por diferenca 100 - (umidade + lipidio + proteina + cinza + fibra
bruta), foram avaliados de acordo com as normas da AOAC (2005); e o valor energético total
do material foi calculado utilizando os fatores de conversdo de 4 kcal/g para proteinas e
carboidratos e 9 kcal/g para lipidios (MERRIL; WATT, 1973). A atividade antioxidante da

farinha da améndoa foi determinada pelo método DPPH.
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4.1.1 DPPH

A determinagéo da atividade antioxidante pelo ensaio de captura dos radicais DPPH
por antioxidantes presentes nos extratos das améndoas foi realizada conforme descrito por
Brand-Williams et al. (1995) com adaptagdes. A mistura reacional foi composta por 0,1 mL
de extrato vegetal e 3,9 mL de solucdo etandlica de DPPH (6 x 10-2 mM). Apds 30 minutos
de repouso e protecdo da luz, as leituras foram realizadas em um leitor de microplacas (EZ
Read 2000) a 515 nm. A capacidade de reduzir o radical DPPH (% Reducéo) foi calculada

utilizando a seguinte Equacdo 1, onde Abs é a absorbancia a 515 nm.

Abs,controle—Abs,amostra

%Reducdo = * 100 1)

Abs,controle

4.2 Extracéo do 6leo

As améndoas do lote 3, com as maiores quantidades de lipideo e proteinas, foram
descongeladas em temperatura refrigerada, secas em estufa a vacuo a 45 °C por48 horas e sob
uma pressdo de 16,8 kPa, tempo determinado por Araujo et al. (2018) como necessario para
gque as amostras das améndoas de pequi atingissem massa constante. Em seguida, as
améndoas foram trituradas em moinho de facas (Tecnal R-TE-650/1) e armazenadas em
dessecadores para evitar a absorcdo de umidade até aextracdo dos compostos-alvo (6leo e
proteinas). Foram avaliados dois métodos de extracdo do 6leo da améndoa do pequi: extracdo
em incubadora (Marconi MA830/A) e extracdo assistida por ultrassom de sonda (Branson
Digital Sonifier, Modelo 450), ambos utilizando etanol como solvente. Na extracao assistida
por ultrassom investigou-se o efeito do tempo e amplitude da sonicacdo, utilizando um
planejamento experimental DCCR. Nestas extra¢6es foram avaliados os efeitos no rendimento
do bleo e indice de peréxido. Além disso, foi investigado o efeito desses tratamentos na
extracdo sequencial das proteinas.

Na extracdo do 6leo na incubadora, foi utilizado o procedimento adaptado de Araujo et
al., (2018). As améndoas do pequi foram trituradas e pesadas juntamente com os solventes em
balanca analitica, e adicionadas a erlenmeyers de 125 mL, dentro de umcesto de organza

conectada com o exterior por um fio de nylon, tampados com rolha de borracha para evitar a
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perda do solvente para o ambiente. A razdo méassica semente-solvente foi de 1:5, sob agitacéo
de 120 rpm por um periodo de 16 horas na temperatura de 55°C. Apos 16 horas de extracéo, a
organza foi erguida pelo fio para separar as fases (sobrenadante e insolivel/rafinado), e
permitir o escoamento do excesso da solucéo aderida na fase rafinado, por 1 hora, mantendo o
Erlenmeyer na incubadora, na temperatura de extracdo. Posteriormente, uma amostra da fase
extrato (2 mL) e da fase rafinado na organza foram transferidos para placas de Petri e secos
em a estufa a vacuo 60°C e 16,8 kPa, para determinagdo da fracdo massica de solvente nestas.
O restante do extrato com o solvente foi transferido para uma outra placa de Petri com o
intuito de se calcular a massa de Oleo; massa total de solvente na fase extrato e da fase
rafinado foram obtidas por meio da evaporacdo até massa constante em estufa a vacuo. Apds
a secagem do extrato contendo o 6leo em conjunto com outros sélidos soluveis, a fracdo
oleosa da amostra da fase extrato seca foi extraida dos demais compostos com hexano (10
mL) como solvente. A mistura 6leo e hexano foi adicionada a placa de Petri, o solvente
evaporado por 8 horas em capela de exaustdo, e seca em estufa a 105°C por 1h; a placa
contendo apenas o 0leo foi pesada, para o calculo da fracdo de massa de 6leo extraida.

As variaveis calculadas por gravimetria foram a massa da fase extrato, massa da fase
rafinado, a massa do solvente (2) na fase extrato (FE), a massa de solvente na fase rafinado
(FR), solucédo aderida na fase rafinado e a fracdo massica de 6leo (1) na fase extrato (Waire),
sendo a fracdo massica do 0leo na fase rafinado (Wirr) determinada por balanco de massa. O
balanco de massa global e para os componentes de interesse no sistema é dado pelas seguintes

Equacdes 2 e 3; onde M é a massa, w a fracdo massica, FE a fase extrato, e FR a fase

rafinado.
Mupistura = Msemente + Msotvente = Mpg + Mpg (2)
W1 mistura * Mmistura = Wi,rg * Mpg + Wy pg * Mpg (3)

Na extracdo assistida por ultrassom, avaliaram-se os efeitos do tempo e amplitude no
rendimento extrativo de 6leo na temperatura ambiente (18°C), frequéncia de 20kHz e poténcia
de 400W (100% de amplitude), e o impacto na etapa de extracdo sequencial no rendimento da
extracdo de proteinas. Na extracdo assistida por ultrassom (EAU) do 6leo, as massas da
farinha de améndoas e solvente (etanol) foram colocadas num béquer de 100 mL coberto com
parafilm para evitar perda de solvente durante a extracdo. Foi feito um orificio no parafilm
com o didmetro correspondente a sonda do ultrassom. Apos a extragdo, o béquer foi pesado e

determinada a perda de massa do solvente, corrigindo a massa de solvente utilizada na
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extragao.

Em seguida, retirou-se uma amostra de 2 mL de extrato, que foi levada a estufa a
vacuo 60°C e 16,8 kPa, para determinar a fracdo do solvente da fase extrato submetida ao
ultrassom. Em seguida, o sistema foi centrifugado a 5.000 rpm por 1minuto para a separacéo
das fases extrato e rafinado. O restante do extrato foi aquecido em banho-maria a 90°C para
evaporar o solvente. Posteriormente, os solidos sollveis obtidos desta fracdo do extrato, apos
removido o solvente (etanol), foram lavados com10 mL de hexano para extracdo do 6leo. As
etapas de quantificacdo deste dleo foram as mesmas descritas na extracdo utilizando a
incubadora, sendo a massa da fase extrato e da fase rafinado determinadas por balangco de
massa. No rafinado ap6s a centrifugacdo, uma amostra também foi levada a estufa a vacuo
para evaporacdo do solvente e célculo da solucdo aderida. As equacdes do balanco de massa
global e para o Oleo extraido (equacdes 2 e 3), sdo as mesmas que foram utilizadas na
extracdo usando incubadora, citadas anteriormente.

O rendimento de 6leo (RODRIGUES; OLIVEIRA, 2010) foi determinado pela
Equacao 4, tanto para o tratamento em incubadora quanto em ultrassom; onde M é a massa; w

a fracdo massica; o indice 1 representa o 0leo, e FE a fase extrato.

R(%) = 100 % —YureMre (4

W1,améndoa*Mamendoa

Para a avaliacdo do efeito do ultrassom na qualidade do 6leo, foi avaliado o indice de
perdéxido segundo AOCS (1993).

4.3 Extracdo da proteina

A metodologia de extracdo das proteinas da améndoa do pequi foi baseada em Grande
(2016) e Anastacio et al. (2021), com algumas adaptacdes; o rafinado seco proveniente da
extracdo do 6leo foi adicionado a tubos Falcon na proporcdo 1:20 (m/v) rafinado/solvente, e
levado para incubadora por 1h a temperatura ambiente (24°C) e agitacdo de 60 x g. O solvente
utilizado foi determinado num estudo da extracdo de proteinas com agua destilada e tampéo
fosfato 0,01M, ambos com pHs ajustados de 2 a 10 utilizando NaOH 0,01N e HCI 0,1N; com
o intuito de avaliar qual melhor solucéo extratora de proteina e seu respectivo valor de pH.

Foi construida uma curva de calibragdo para o reagente Bradford, segundo a

metodologia descrita por Bradford (1976). A solucdo de Bradford foi obtida a partir da
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diluicdo de 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol seguida da adicéo
de 100mL de &cido fosférico 85%. A solugdo teve seu volume completado parall com &gua
destilada, sendo filtrada em papel filtro e armazenada na geladeira. As solu¢des-padréo foram
preparadas em tampdo acetato de sddio 0,05M em pH 4,8, adicionado de NaCl 0,15M. A
solugdo-mée de albumina bovina (padréo) foi preparada no tampdo salino e, a partir da
solugdo-mée, foram feitas cinco diluicdes com as concentragdes: 4,2 ug/mL, 20,8 ug/mL, 52,0
ug/mL, 104,0 ug/mL e 208,0 ug/mL. Em tubos de ensaio, foram adicionados 1 mL do
reagente de Bradford e 0,1mL de cada uma destas diluicdes da solucdo-mae, e em seguida,
realizado as leituras das absorbancias a 595 nm em espectrofotometro (EZ Read 2000)
substituindo a solugdo-padrdo por dgua destilada para o branco. Assim foi gerada a Curva de
calibracdo de absorbancia a 595 nmversus concentracdo de albumina de soro bovina
(Apéndice A).

Apos o tempo de extracdo na incubadora (1h), os tubos foram centrifugados a 10.000
rpm por 30 minutos para separagédo do rafinado e sobrenadante (extrato) contendo as proteinas
extraidas. Posteriormente, foram pipetados 50 microlitros do extrato contendo as proteinas
juntamente com 200 microlitros da solugdo de Bradford, aguardando os cinco minutos de
reacdo antes da leitura de absorbancia a 595 nm e num espectrofotometro leitor de
microplacas (EZ Read2000, Biochrom®) determinando a concentragao proteica do extrato em
cada valor de pH. A concentracdo de proteinas foi determinada por ajuste linear da curva
absorbancia versus concentracao da proteina (curva de calibracdo- Apéndice A), para cada um
dos solventes (agua destilada e tampdo fosfato). Os rafinados utilizados para a extracdo de
proteinas foram oriundos do processo de extracdo do Oleo utilizando incubadora (etanol e
hexano como solventes) e ultrassom (etanol como solvente) para cada um dos 12 tratamentos
(item 4.4). O resultado da extracdo das proteinas foi expresso por sua concentracdo na solugédo
extratora (pug/ulL), com a finalidade de comparacdo dos tratamentos no ultrassom e da

extracdo convencional com hexano e etanol (ultrassom e incubadora).

4.4 Delineamento experimental e Andlise estatistica

O estudo do efeito da extracdo com etanol assistida com ultrassom, foi realizado com
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), 22, com 4 repeticdes no ponto
central e 4 pontos axiais, totalizando 12 tratamentos. Os efeitos dos parametros amplitude e
tempo de extracdo no ultrassom (varidveis independentes) foram avaliados no rendimento do

6leo, indice de peroxido do dleo e concentracdo da proteina extraida no extrato da extracéo
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sequencial. As extracfes que ocorreram na incubadora foram realizadas em triplicata com os
solventes etanol e hexano. A andlise estatistica entre os tratamentos do ultrassom foi realizada
pelo delineamento composto central rotacional (DCCR) e analise da variancia (ANOVA) a
5% ou 10% de significancia no software Statistica verséo 8.0, e posteriormente, foi realizada a
comparagéo entre os tratamentos utilizando incubadora e o melhor tratamento com ultrassom.

Os resultados obtidos experimentalmente do DCCR foram submetidos a analise de
variancia e de regressdo linear mdltipla a fim de verificar a influéncia das variaveis
independentes tempo e amplitude sobre as variaveis respostas rendimento de extracdo.de 6leo
das améndoas de pequi. Os coeficientes de regressdo e as superficies de respostas foram
geradas somente considerando os termos significativos. Na Tabela 6 tem-se a matriz
codificada e descodificada utilizada no experimento.

Tabela 6 — Matriz codificada e real utilizada no experimento.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Ensaio

x1 X2 Tempo(min.) Amplitude (%0)
1 1 1 18,5 27,0
2 1 -1 18,5 13,0
3 -1 1 11,5 27,0
4 -1 -1 11,5 13,0
5 -1,41 0 10 20
6 1,41 0 20 20
7 0 -1,41 15 10
8 0 1,41 15 30
9 0 0 15 20
10 0 0 15 20
11 0 0 15 20
12 0 0 15 20

Fonte: Da Autora (2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composigéo centesimal e atividade antioxidante da améndoa do pequi

Na Tabela 7, tem-se as médias das triplicatas obtidas nas analises da composicao
centesimal, extrato etéreo, cinzas, proteina, fibra e carboidratos em base seca, e umidade na
matéria integral, para os trés lotes das améndoas de pequi. As améndoas secas ao sol e
embaladas a vacuo (lote 3) apresentaram o maior teor de Gleo e proteinas na matéria seca,
sendo este o lote selecionado para as analises de fibras, cinzas, carboidratos e compostos

antioxidantes, e usado nos experimentos de extracdo sequenciais de 0leo e proteinas.

Tabela 7 — Composicao centesimal da améndoa do pequi dos trés lotes analisados.

Umidade (%) Extrato etéreo Proteinas  Fibras Cinzas  Carboidratos

Lote
M1 ©)MS  (%)MS (%) MS (@%)MS (%) M.S
1 37.00 27 82 26.46 nd nd nd
2 42.89 29 56 28.21 nd nd nd
3 7.00 5056 30,63 2.72 420 11,89

Legenda: Lotes 1: Carogo in natura; 2: Caroco minimamente processado; 3: Améndoas secas ao sol.
M.l — matéria integral; M.S — matéria seca. nd: ndo determinado
Fonte: Da Autora (2024).

O Lote 3 de améndoas secas ao sol, obteve o menor teor de umidade (7,00%) entre 0s
trés lotes analisados, devido ao pré-tratamento de secagem. O teor de proteinas teve uma
menor variacdo entre os lotes. A faixa do teor proteico nos lotes analisados (26,46% -
30,63%) se aproximou dos resultados de outros autores que estudaram a améndoa do pequi,
assim como o teor de residuo mineral fixo (cinzas) (ARAUJO et al., 2018; LIMA et al., 2007;
SOUSA et al., 2011).

Os resultados indicam que a améndoa de pequi (lote 3) é uma fonte rica em lipideos
(50,56%). Valores proximos foram obtidos por Araujo et al. (2018), Lima et al. (2007),
Ramos e Souza (2011), e Sousa et. al (2011) que relataram 50,08%, 51,51%, 48,52% e 50%
de extrato etéreo em améndoa de pequi, respetivamente. Esses valores sdo superiores ao

encontrados em outras améndoas de frutos do cerrado como jatoba (5,20%), baru (36,54%),
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araticum (27,23%) e buriti (3,58%) (LUZIA, 2012).

Como descrito por Yu, Haley e Perret (2002), a composi¢do quimica centesimal dos
frutos pode ser alterada devido a fatores como a variedade, cultivar, as condi¢des climéticas e
geograficas de producdo, o processamento e a estocagem, dentre outros. A porcentagem de
fibras (2,72%) foi proxima a encontrada por Lima et al. (2007) e Ramos e Souza (2011) (2,2,
e 2,85%, respetivamente), e discrepante em relacdo a Sousa et. al (2011) (10,99%). Outras
améndoas de frutos do cerrado como jenipapo, jatoba, sapoti e buriti, apresentaram teores de
fibras muito superiores em comparacdo com a améndoa do pequi (50,11, 66,80, 54,91 e
70,66%, respetivamente) (LUZIA, 2012). O teor de carboidratos (fracdo glicidica) foi
del1,89%, valor proximo ao encontrado nos trabalhos citados na Tabela 8, com excecdo dos
resultados de Ramos e Souza (2011), que encontraram 21,88% e Sousa et al. (2011), um teor
de 4,59%.

O valor energetico encontrado para as améndoas do pequi do lote 3 foi de 625,12
kcal/100g, proximo ao encontrado por Aradjo et al. (2018) (606,72 kcal/100 g), Lima et al.
(2007) (598,3 kcal/100 g), e Sousa et. al (2011) (570,20 kcal/100 g). Esse valor é considerado
elevado quando equiparado a améndoas de baru (505 kcal/100 g), araticum (360 kcal/100 g),
e murici (356,83 kcal/100 g) (LUZIA, 2012; ARAUJO et al., 2018). Assim, é possivel
verificar que a améndoa do pequi possui alto valor energético devido a seu valor calorico,
bem como, potencial de emprego para fins tecnolégicos, em decorréncia de sua quantidade
consideravel de lipideos e proteinas.

Segundo Scherer; Godoy (2009), amostras de matriz vegetal em analise apresentam
atividade antioxidante pobre quando o valor for menor que 0,5, atividade antioxidante
moderada quando estiver entre 0,5 e 1,0, atividade antioxidante forte quando estiver entre 1,0
e 2,0, e atividade antioxidante muito forte quando for maior que 2,0. O indice de reducéo pelo
método de DPPH de 0,68 (68%) das améndoas do lote escolhido (lote 3), mostrou-se
adequado para a interpretacdo dos resultados da capacidade antioxidante de extratos de
plantas, sendo este valor considerado uma atividade antioxidante moderada; Araudjo et al.
(2018) encontraram um valor de atividade antioxidante para améndoas de pequi in natura

utilizando o método DPPH de 74,4%, valor um pouco superior ao obtido neste trabalho.
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Tabela 8 — Composigéo centesimal da améndoa do pequi.

Autor i)t(gggo Proteinas Carboidratos Fibras Cinzas

Lima et al. (2007) 51,51% 25,27% 8,33% 2,2% 4,01%
Ramos e Souza (2011) 48,52% 27,12% 21,88% 2,85% 2,44%
Souza et al. (2011) 50,0% 29,65% 4,59% 10,99% 4,77%
Aradjo et al. (2018) 50,0% 33,3% 5,7% 50% 5,8%
Autora (2024) 50,56% 30,63% 11,89% 2,712% 4,20%

Fonte: Da Autora (2024).

5.2 Extracdo de 6leo das améndoas de pequi com e sem assisténcia do ultrassom

Na Tabela 9 tem-se os resultados das extracdes de 6leo das améndoas de pequi, com
etanol e hexano como solventes em incubadora, a 55°C e 16 horas sob agitacdo (60 x g); e das
extracOes com etanol assistida com ultrassom (ensaios 1 a 12), conforme o delineamento
DCCR. Nas extracdes com o solvente etanol e hexano foi utilizado uma razdo massica de 1:5

de farinha de améndoa de pequi:solvente.
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Tabela 9 - Resultados do delineamento composto central para as extracdes assistidas com
ultrassom e das extragfes com etanol e hexano em incubadora.

Variaveis reais Variaveis respostas
conc. indice de Soluco
Ensaio Tempo Amplitude  Rendimento proteinas  peréxido aderida no
(min.) (%) Oleo(%) extraidas (meq rafinado(g de
(ng/uL) 0O2)/kg) solvente/g raf.)
1 18,54 27,07 45,21 186,92 442,88 2,78
2 18,54 12,93 14,19 176,82 255,60 2,73
3 11,46 27,07 21,58 174,88 501,47 2,59
4 11,46 12,93 13,25 184,74 292,16 2,48
5 10,00 20,00 12,76 189,91 205,30 2,09
6 20,00 20,00 25,47 178,01 236,89 2,19
7 15,00 10,00 11,44 186,24 495,14 1,71
8 15,00 30,00 16,19 179,10 881,37 2,40
9 15,00 20,00 14,13 179,50 365,42 2,21
10 15,00 20,00 17,46 186,31 381,94 1,98
11 15,00 20,00 28,08 187,12 336,50 2,19
12 15,00 20,00 20,28 183,86 322,82 2,50
Etanol” - - 59,86 199,23 198,80 2,65
Hexano - - 97,78 211,48 190,64 3,28

Legenda: * Extracdes com etanol (55°C) e hexano (55°C)realizadas em incubadora com agitagdo (sem
aplicacdo de ultrassom).
Fonte: Da Autora (2024).

Na Tabela 9, verifica-se que o maior rendimento de extracdo de 6leo das améndoas de
pequi como solvente verde, etanol, ocorreu com o uso da incubadora na temperatura de 55°C
por 16 horas, atingindo um valor de transferéncia de dleo de 59,86%, o que significa que
foram extraidos 30,26 g de 6leo/100 g de améndoas secas. O menor rendimento ocorreu
utilizando o ultrassom na temperatura ambiente (18°C), na amplitude de 10% e tempo de 15
minutos, cuja transferéncia de 6leo foi de 11,44% (5,78 g de 6leo/100 g de améndoa seca).
Considerando somente os tratamentos submetidos ao ultrassom, o maior rendimento foi
obtido com o emprego de 18 minutos e amplitude de 27%, alcancando uma transferéncia de
Oleo de 45,21% (ou seja, extracdo de 22,86 g de 6leo/100 g de améndoas secas). Uma
explicacdo para o maior rendimento da incubadora é que a solubilidade de 6leos em solventes
alcodlicos ¢ influenciada pela temperatura, umidade e composi¢do da matéria-prima, assim
como 0 método de extragdo (ERICK, 1980; HRON; KOLTUN, 1984), onde o aumento da
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solubilidade estd relacionado ao aumento da temperatura, resultando em uma maior
capacidade extrativa, além do tempo de extracdo ser suficiente para o sistema alcancar um
equilibrio prético. Isso pode ser observado no trabalho de Meziane e Kadi (2008), onde
estudaram a extragdo de Oleo da torta resultante da extracdo de azeite de azeitona por
prensagem e observaram que 0 aumento da temperatura de 20°C para 50°C resultou em
maiores rendimentos de extragdes, os quais foram ocasionados pelo aumento da solubilidade e
diminuicdo na viscosidade das solucGes. Sawada (2012) também verificou maiores
rendimentos (acima de 80%) em temperaturas de 60°C a 90°C, em comparacao a de 40°C, na
extracdo do Oleo de farelo de soja na razdo massica 1:3 de farelo/solvente, utilizando etanol
como solvente.

Na extracdo de O0leo de sementes e améndoas oleaginosas, as ondas de ultrassom séo
propagadas gerando forcas de cavitacdo, ocorrendo assim a formacao de bolhas decorrentes
dessa cavitacdo que ao implodir causa uma presséo local na parede celular do material que se
rompe, acelerando a transferéncia de massa do soluto (6leo) para o solvente (JUNAID et al.,
2022; SHALMASHI et al., 2009; SUSLICK; DOKTYCZ, 1990). Mohammad et al. (2019)
realizaram extracdo em banho ultrassdnico e por soxhlet utilizando n-hexano como solvente,
constatando que o método de ultrassom (rendimento de 53%) foi mais eficiente na extracdo de
Oleo de semente de moringa do que o método soxhlet (rendimento de 43%), utilizando o
minimo de solvente e tempo. Na extracdo de 0leo de sementes de cAnhamo, Lin et al. (2012)
constataram que a extracdo assistida por ultrassom demandou menos solvente (n-hexano) e
tempo de extragdo em comparagdo com a extragdo por solvente. No presente estudo
extraindo-se 6leo da améndoa do pequi, ndo se observou um maior rendimento com ultrassom
em comparacdo a extracdo na incubadora. Isso pode ter ocorrido devido ao fato do
equipamento ultrassénico utilizado ndo controlar a temperatura, fazendo assim que a extracdo
de 6leo ocorresse em temperatura ambiente (18°C) enquanto na incubadora a extracdo foi
realizada a 55°C. Na extracdo utilizando etanol como solvente, temperatura ambiente (18°C),
amplitude 27% e tempo de 18 minutos, o rendimento extrativo de 6leo da améndoa do pequi
(45,21%) foi superior ao de alguns gréos e sementes encontrados na literatura. Zhang et al.
(2019) conseguiram um rendimento de 32,27% em 20 minutos de operacdo e 250 W, na
extracdo de Oleo da semente de mamao com n-hexano; Tian et al. (2013) obtiveram um
rendimento de 25,11% em 36 minutos, 140W e temperatura de 40°C, na extracdo de dleo da
semente de roma utilizando éter de petrleo como solvente; na extracdo de 6leo de canola,
Jaliliet al. (2018) obtiveram um rendimento de 30,66% na poténcia de 800 W, 69,5 minutos e

55°C, utilizando hexano-isopropanol 3:2 como solvente; na extracdo de dleo de semente de
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roma, houve um rendimento de 27,99%(165 W, 20 min., 60°C, hexano como solvente), e
semente de maracuja 20,96% (165 W, 60 min., 60°C, solvente etanol), Barizdo et al. (2015) e
Pereira et al. (2017), respetivamente, onde o rendimento é expresso em percentagem de 6leo
em 100g de amostra.

No caso do uso do hexano como solvente comparado ao etanol, a extracdo de 6leo da
améndoa do pequi utilizando hexano proporcionou uma extracdo superior, 97,78% (Tabela 9),
em relacdo aos outros dois tratamentos (incubadora com solvente etanol, extragdo com etanol
assistida por ultrassom). Demonstra-se, portanto, que mesmo alcangando um rendimento
extrativo inferior & extracdo na incubadora, o ultrassom utilizou significativamente menor
tempo de extracdo (18,54 minutos), enquanto na incubadora o periodo de extracdo foi de 16
horas.

Os dados experimentais do rendimento de 0leo da améndoa do pequi, obtidos do
DCCR, foram submetidos a estimativa dos efeitos com intuito de se verificar a influéncia das
variaveis estudadas (tempo e amplitude). Na TabelalO, encontram-se o0s resultados da
estimativa dos efeitos das variaveis independentes para a transferéncia de 6leo das améndoas

de pequi a 10% de significancia.
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Tabela 10 — Estimativa dos efeitos das varidveis independentes no rendimento de extracdo do
6leo (% g de 6leo extraido/100 g de 6leo da améndoa do pequi)

Regressédo  Std.Err. 1(6) P -90,% +90,%
Mean/Interc. 19,99 3,79 5,269593  0,001884 12,61785 27,35971
(1) Tempo
. 5,32 2,68 1,982849 0,094649 0,10640 10,53047
(min) (L)
Tempo(min)
Q) 1,33 3,00 0,445034 0,671900 -4,49266 7,16180
(2) Amplitude
%) (L) 5,76 2,68 2,147442 0,075372 0,54788 10,97194
Amplitude (%)
Q) -1,31 3,00 -0,438075 0,676663 -7,14094 4,51353
1L x2L 5,67 3,79 1,495767 0,185347 -1,69714 13,04472

Legenda: Regr. Coefficients; Var.: Rend (%); R-sqr = 0,65254; Adj: 36298.
Fonte: Da Autora (2024).

A analise dos efeitos das variaveis independentes realizada esta apresentada na Tabela
10 para os resultados experimentais do DCCR. Observa-se que de acordo com os dados, as
variaveis Xi (tempo) e Xo (amplitude) tiveram efeito linear significativo no rendimento de
Oleo e positivos, indicando que um aumento na amplitude e no tempo de extracdo no
ultrassom resulta em um aumento do rendimento de extracdo de 6leo das améndoas de pequi.
Por outro lado, os efeitos quadraticos e de interacdo das variareis X1 e Xz ndo foram
significativos a 10% de significancia.

N&o foram geradas curvas de contorno nem equacdo para o rendimento de 0Oleo, visto

que o Rz foi inferior a 0,7 (Tabela 10), indicando que o modelo ndo se ajusta o suficiente.

5.2.1 Indice de perdxido e solucéo retida no rafinado

Neste estudo, o indice de peroxido foi utilizado para avaliar a oxidacdo do 6leo em
diferentes tratamentos de ultrassom. Todos os tratamentos foram submetidos as mesmas
condicGes de separacdo do Oleo dos solidos soluveis extraidos, processo realizado em
temperaturas e tempos elevados que pode contribuir para a oxidagdo do 6leo. O dleo extraido
foi submetido a dois processos de evaporagdo do etanol do extrato e do hexano na etapa de

recuperacdo do Oleo dos sélidos soluveis, estes processos foram realizados numa capela de
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exaustdo continua por aproximadamente 10 horas, seguido por uma exposi¢do a temperatura
del05°C (estufa) até completa remogdo do solvente. No entanto, como todos os Oleos
provenientes dos tratamentos foram submetidos as mesmas condi¢des, a finalidade desta
analise foi comparar o efeito dos tratamentos entre si em relacdo ao indice de peroxido.

O tratamento 8 do ultrassom (amplitude 30% e 15 minutos), foi onde o dleo obteve o
maior indice de peroxido (881,37 meq O2/kg), indicando maior degradacdo lipidica na
extracdo, enquanto o tratamento 13 (média das trés repeticGes do tratamento na incubadora)
apresentou 0 menor valor para 0 mesmo (198,80 meq O2/kg). Considerando apenas 0s
tratamentos submetidos ao ultrassom, o menor valor de indice de perdxido (205,30 meq
0O./kg) ocorreu no tratamento 5 (10 minutos e 20% de amplitude). No tratamento com maior
rendimento de extracdo de Oleo (tratamento 1, amplitude de 27% e 18 minutos) o indice de
peroxido teve valor intermediario (442,88 meq O./kg).

O indice de peroxido mede a degradacdo lipidica inicial sendo um importante
indicador de qualidade para se avaliar dleos, pois permite ter uma visdo do qudo alterada esta
a composicdo dos acidos graxos livres devido a fatores como temperatura, oxigénio etc.
(ANTONIASSI, 2001); portanto quanto menor o valor deste parametro melhor. Observa-se
que pela estimativa dos efeitos a 5% de significancia (Tabela 11) e analise das curvas de
contorno do DCCR (Figura 9), os maiores indices de peréxido do 6leo ocorreram na maior
amplitude e com tendéncia a aumentar nos extremos de valores desta mesma variavel, de
forma positiva, 0 que pode-se inferir que o aumento da amplitude no ultrassom pode aumentar
o0 indice de perdxido do 6leo da améndoa do pequi. Em contrapartida, os menores indices de
perdxido ocorreram em valores de amplitude intermediarios; e em valores de tempo extremos
tendem a sofrer uma influéncia negativa. O tempo nao teve efeito linear significativo no valor
do indice de peréxido do 6leo extraido da améndoa do pequi utilizando ultrassom. As curvas
de contorno foram geradas apés ANOVA e andlise da regressdo & 5% de significancia
(Tabelas 12 e 13).
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Tabela 11 — Estimativa dos efeitos variaveis independentes para o indice de peroxido do 6leo
extraido das améndoas de pequi a 5% de significancia.

Regressdo  Std.Err. t(6) p -95,% +95,%
Mean/Interc. 351,67 29,40 11,96245  0,000021 279,738  423,6071

(1) Tempo (min)(L) 31 20,79 -0,30348  0,771773  -57,174 44,5567
Tempo (min)(Q) -85,70 23,24 -3,68743  0,010240  -142,569  -28,8311
(2) Amplit.(%)(L) 117,85 20,79 566930  0,001296 66,986 168,7161
Amplitude(%) (Q) 147,88 23,24 6,36280  0,000707 91,010 204,7483
1L x2L -5,51 29,40 -0,18733  0,857574  -77,442 66,4272

Legenda: Regr. Coefficients; Var.: Indice de peroxido (meqO2)/kg);Std.Err.: t(6); p: -95,%:+95,%. R-
sqr=0,94252; Adj: 0,89462
Fonte: Da Autora (2024).

Tabela 12 — ANOVA para indice de peroxido do 6leo extraido.

SS df MS F p
(1)Tempo 318,4 1 318,4 009210 0771773
(min)(L)
Tempo (in)(Q) 470050 1 47005,0 1359714  0,010240
(@Amplitude(%)(L) 1171905 1 111110,5 3214093 0,001296
Amplitude(%)(Q) 139956 7 1 139956,7 4048526 0,000707
1Lby2L 1213 1 1213 003509  0,857574
Erro 20741,9 6 3457,0
TotalSS 3608392 11

Fonte: Da Autora (2024).

Tabela 13 — Analise da regressdo a 5% de significancia.

Fonte de variacéo SS df MS F P
Regressao 340097,4 5 68019,47469  19,67598876 0,00117
Erro 20741,9 6 3457,0
Total SS 360839,2 11

Fonte: Da Autora (2024).
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Figura 9 — Curvas de contorno para a variavel resposta indice de peréxido do 6leoextraido.
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Fonte: Da Autora (2024).

Na Equacdo 5 é apresentado o modelo completo para o indice de perdxido:
02
IP (meq E) = 351,67 — 6,31x, —85,70x; + 117,85%, + 147,88 x5 — 5,51 x;%, (5)

Em relacdo aos efeitos na solucdo aderida ao rafinado (Tabela 14), o modelo nédo se

ajustou aos dados (R? = 0,24793) e nenhum termo foi significativo.

Tabela 14 — Estimativa dos efeitos na variavel resposta solucéo aderida ao rafinado a 5% de
significancia.
Regressn Std.Err.  t(6) p -95,% +95,%

Mean/Interc. 2220 0186  11,92784 0000021 1764675 2,675557

DTempo (min)(L) 374 0132 056320 0,593707 -0,247921 0,396169

Tempo(min)(Q) 0097 0147 065819 0,534838 -0,263206 0456909

i 0,
2)Amplitude (0)(L) 140 0132 1,07708 0,322832 -0,180287 0463803

1 0,
Amplitude (0)(Q) 054 0147 037002 0,724074 -0,305609 0,414506

1Lby2L -0,0170 0,186  -0,09123 0,930278 -0,472422 0,438460

Legenda: Regr.Coefficients; Var.: Solucéo aderida (g); R-sqr=,024793; Adj:0
Fonte: Da Autora (2024).
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5.3 Extracdo de proteinas da améndoa do pequi

A condi¢do a ser utilizada no processo de extracdo das proteinas dos rafinados
provenientes da extracdo lipidica com os 12 tratamentos de ultrassom e incubadora, foi
determinada avaliando-se o efeito de dois solventes extratores (dgua destilada e solucédo
tampao-fosfato) e do pH na extracdo do rafinado obtido com hexano na temperatura de 55°C,
com agitacdo. Nas Figuras 10 e 11 tem-se o efeito do pH na absorbancia utilizando a solucéo
tamp@o e agua na etapa de extracdo das proteinas, respectivamente.

Figura 10 — Curva absorbancia versus pH solugédo extratora tampéo fosfato.
Solucdo: Tampdo Fosfato
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Fonte: Da Autora (2024).

Figura 11 — Curva absorbancia versus pH solucdo extratora dgua destilada.
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Como pode ser observado, a solucdo tampédo foi mais eficiente na extracdo das
proteinas das améndoas de pequi (rafinados desengordurados pela extracdo por hexano). Os
valores de pH nos quais ocorreram as maiores extracdes foram o pH 2, seguido do 7 e 9,
conforme mostrado na Figura 10.

Para se determinar qual foi o melhor pH no presente estudo, foi desconsiderado os
valores de pH acima de 8, pois embora a maioria de proteinas vegetais provenientes de
améndoas possuirem maior solubilidade em valores de pH alcalinos, valores extremos podem
causar desnaturacdo da proteina com o rompimento das ligagdes de hidrogénio e mudanca
estrutural da mesma, como ocorreu na extracdo de proteina assistida por ultrassom de
residuos de améndoa, onde a proteina apresentou maxima solubilidade em meio alcalino,
porém ocorreu alteragdes indesejaveis com aumento do pH; e proteinas da farinha de canola,
onde em pH de 10 a 12 duplicou sua taxa de extracdo proteica com o uso do ultrassom, mas
em pH 12 houve alteracdo em suas propriedades funcionais (GERZHOVA et al., 2016;
ZHANG et al., 2010).

Diversos trabalhos na literatura utilizaram pHs alcalinos para extracdo de proteinas de
sementes obtendo altos rendimentos, corroborando com o resultado da pesquisa que indicou
que um dos maiores rendimentos extrativos obtidos foi em solugdo tampéao-fosfato em pH 9.
Exemplos desses estudos incluem o trabalho de Zhang et al. (2019) que extraiu proteinas do
residuo de améndoas a uma temperatura de extracdo 37°C, pH 10,1 e relacdo solido-liquido
1:29; proteinas do farelo de arroz que foram extraidas a uma temperatura de 30°C e pH 10, da
semente de melancia em pH 9 na proporc¢éo solido-liquido 1:50, e da farinha de amendoim
com a relacdo farinha: agua de 1:10 em pH 9 (BERNARDI et al., 2020; GADALKAR;
RATHOD, 2020; OCHOA-RIVAS et al., 2017, respectivamente). No entanto, embora os pHs
alcalinos possam resultar em altos rendimentos em pHs alcalinos, em valores de pHs
extremos (< 3 e > 10) ha desnaturacdo de proteinas (WILSON; WALKER, 2010), e estes
niveis de pH podem causar alteracdes fisico-quimicas nas proteinas. Em contrapartida, em
pHs de 6 a 7 foi observado melhores propriedades tecnoldgicas (solubilidade, capacidade
emulsificante, formacdo de espuma e estabilidade) de proteinas em relacdo a pHs menores
que 6 (LUPKI et al., 2019). Observa-se também no estudo (Figura 10) que o pH 2 resultou em
uma alta concentracdo de proteinas extraidas, o que ndo é usualmente encontrado em
proteinas vegetais como exemplificado anteriormente pois a grande maioria destas sdo
soluveis em pHs alcalinos. Assim, os melhores pH e solugdo extratora de proteinas, dentro da
faixa de pH aceitavel, foram a solugdo tampéo fosfato no pH 7, e o pH de menor solubilidade

destas proteinas é o pH 5. A concentragdo de proteinas extraidas no pH 6timo (7) foi de 184
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ug/uL (0,184 g/mL de solucdo tampdo), ndo muito inferior ao encontrado por Rosell6-Soto et
al. (2015), que avaliaram a extracdo de proteinas da semente de azeitona com ultrassom
utilizando como solvente extrator etanol na concentracdo de 25%, também em pH 7, por 20
minutos e obtendo um rendimento de 0,225mg de proteinas por mL de solucdo extratora
tampao-fosfato.

Apods determinar o melhor pH e solucdo extratora, foi realizada uma nova extragao
com o tampédo fosfato no pH 7 para cada rafinado desengordurado provenientes dos 12
tratamentos do ultrassom e para incubadora utilizando etanol. Na Tabela 9 tem-se a
quantidade de proteinas extraidas dos rafinados resultantes do processo de extracdo do 6leo
com o ultrassom, usando como solvente a solugdo tampé&o-fosfato e pH de 7.

A concentragdo de proteinas extraidas para cada tratamento do ultrassom e da
incubadora foi determinada atraves da curva de calibracdo do reagente Bradford (Apéndice
A), utilizando a equagdo y = 0,0049 x - 0,0319, onde y ¢ a absorbéncia das proteinas extraidas
em solucéo-tampao fosfato em pH 7, e x a concentragdo de proteinas em pg/ul. Ao analisar
as concentracdes proteicas obtidas em cada tratamento (Tabela 9) nas extracdes realizadas
com tampdo fosfato em pH 7, observa-se que a maior concentracdo foi observada no
tratamento 5, realizado com o tempo de 10 minutos e amplitude de 20%. Este tratamento
resultou em uma concentragdo de 189,9 pg de proteinas extraidas por puL de solugdo tampao
fosfato. Os tratamentos utilizando incubadora, seja com etanol (199,23 ug/uL) ou hexano
(211,48 pg/ul) como solvente, tiveram uma concentragdo de proteinas um pouco mais
elevadas que os tratamentos utilizando o ultrassom.

Assim como avaliados neste estudo, amplitude e tempo sdo parametros importantes,
assim como poténcia, na extracdo com o uso do ultrassom, interferindo no rendimento e até
mesmo nas propriedades tecnoldgicas das proteinas. Por exemplo Jahan et al. (2022)
constataram que frequéncias mais baixas e maior poténcia sdo os parametros importantes para
obtencdo de um maior rendimento proteico na extracdo assistida por ultrassom. Embora
aplicacdo de ultrassom de alta intensidade tenha aumentado a solubilidade do isolado de
proteina de semente de guamuchil de até 115,5% para 400 W/15 min e pelo menos 18,9%
para 600 W/15 min, em compara¢do com o controle, 0 W (FLORES-JIMENEZ et al., 2022),
as propriedades tecnoldgicas de proteina isolada de grdo de bico, interrompendo as interac6es
entre proteinas e decompondo-as em particulas menores, afetando a absorcdo de proteinas
para a interface ar-4gua, Oleo-agua, propriedade de calor e gelificacdo, aumento da
hidrofobicidade por torna-la mais facil de ser absorvida pelo ar, 4gua e 6leo, quando exp0s

mais sulfidrila e regides hidrofobicas das superficies das proteinas (WANG et al.,2020),
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estudos com bons resultados utilizando menores potencias podem ser encontrados.

Trabalhos na literatura utilizando amplitude de 20% e tempo em torno de 18 minutos,
valores estes correspondentes ao maior rendimento de 6leo utilizando ultrassom, obtiveram
bons rendimentos. Alguns exemplos sdo: a proteina de farelo de arroz foi extraida por 22
minutos, com 15W/g/ e 20kHz (LY et al., 2018); houve elevacdo no rendimento de proteina
de sementes de perilla quando aumentado o tempo de 8 para 12 minutos na extracdo por
ultrassom (ZHU; FU, 2012); na extracdo da proteina de ervilha obteve-se um rendimento
maximo de proteina (83,6%) com 33,7% de amplitude do ultrassom por 13,5 min e pH 9,6
(WANG et al., 2020); extracdo da proteina de soja com amplitude de 20% e 20 minutos
(ARZENI et al., 2012), e extragdo da proteina da ervilha em amplitude de 20% por 5 minutos
de operacdo (JIANG et al., 2017).

Na Tabela 15, tem-se os resultados da anélise dos efeitos na extracdo das proteinas por
ultrassom. Os efeitos das variaveis independentes foram avaliados ao nivel de significAncia de
10%. Apenas a interacdo entre as variaveis tempo (Xi) e amplitude (Xz) teve efeito
significativo e positivo. Isso indica que o efeito da amplitude é diferente nos diferentes niveis
de tempo e e vice-versa, entretanto as variaveis tempo e amplitude ndo foram significativas,
podendo inferir que ndo ha interferéncia da amplitude e tempo no ultrassom na concentracdo
de proteinas extraidas da améndoa de pequi. O modelo ndo se ajustou bem aos dados (Rz =

0,5575), ndo sendo geradas curvas de contorno e equagdo do modelo.

Tabela 15 — Estimativa dos efeitos variaveis independentes para a concentracdo de proteinas
no extrato obtido do rafinado a 10% de significancia

Regressdo | Std.Err. 1(6) p -90,% +90,%

Mean/Interc. 184.20 219 8391680 0,000000 179,9320 188,4626

(1) Tempo(min)(L)

11,59 155  -1,02444 0345144 -4,6060  1,4260

Tempo(min)(Q) -0,74 1,73 -0,42510 0,685589 -4,1097  2,6343
()Amplitude(%)(L) 4 53 1,55  -0,79436 0457244 -4,2489  1,7831
Ampliude®6)(Q) 135 173 079752 0455545 -47550 1,981
1Lby2L 4,99 219 227403 0,063316 0,7262  9,2568

Legenda: Regr. Coefficients; Var.: ConcProt (ug/ul) ConcProt (ug/ul); R-sqr=0,55756; Adj:,18886
Fonte: Da Autora (2024).
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6 CONCLUSAO

Améndoas embaladas a vacuo (lote 3) apresentaram teores mais elevados de lipidios e
proteinas em comparacdo com o0s outros lotes analisados, sendo este o escolhido para a
realizacdo das extragdes sequenciais. Os maiores rendimentos da extracéo de 6leo da améndoa
do pequi foram obtidos na extracdo convencional (incubadora por 16 horas a 55°C) com o uso
de hexano e etanol, obtendo-se rendimentos de 97,78% e 59,86%, respectivamente. Os
menores e maiores rendimentos extrativos de 6leo utilizando o ultrassom (poténcia maxima
de 100% - 400W, temperatura ambiente de 18°C) para as améndoas de pequi foram
observados nas amplitudes de 10% e 27%, e tempos de 15 e 18 minutos, respectivamente.

Na extracdo de proteinas provenientes dos residuos da extracdo de 6leo com hexano,
observou-se que 0 uso da solucdo tampao fosfato no pH 2, seguido pelo pH 7, resultou nos
maiores valores de proteinas extraidas da améndoa do pequi, enquanto a solubilidade foi
menor no pH 5. Pela analise estatistica, concluiu-se que o aumento da amplitude e do tempo
de extracdo na extracdo assistida por ultrassom resulta em um efeito positivo no rendimento
de Oleo extraido. Também foi observado que os maiores indices de peréxido do Oleo
ocorreram com a elevacdo da amplitude, sugerindo que essa condicdo pode prejudicar a
qualidade deste 0leo.

Em relacdo a extracdo proteica sequencial, as variaveis tempo e amplitude ndo foram
significativas. Embora os rendimentos/concentracfes da extracdo de dleo e da extracdo
sequencial das proteinas tenham sido maiores utilizando a extracdo convencional com hexano
(incubadora), as diferencas na concentragdo das proteinas extraidas do residuo foram
pequenas. No entanto, a auséncia de controle da temperatura no equipamento ultrassénico
utilizado pode ter interferido no rendimento extrativo de 6leo, visto que a temperatura € um
parametro essencial para este tipo de processo, 0 que sugere a necessidade de investigacdo em
pesquisas futuras. O uso do ultrassom com etanol como solvente mostrou-se uma alternativa
promissora para a extracao de 6leo das améndoas de pequi e o aproveitamento do residuo para

a extracdo sequencial das proteinas.
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APENDICE A — Curva de ajuste solucéo de Bradford.

Bradford (pg/pL)
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