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Resumo

Pouco tem sido discutido sobre o contetdo e perfil de compostos fenolicos do buriti. Os poucos estudos encontrados na literatura
cientifica divergem sobre esses niveis. Assim, visando propor uma padronizagdo no método de extracdo de compostos fenolicos
da polpa de buriti e facilitar a comparagao entre os resultados, este trabalho objetivou validar a metodologia de extragao desses
compostos por meio de um delineamento fatorial assimétrico. As condigdes otimas para extragdo de compostos fenolicos na
polpa de buriti foram avaliadas em um estudo fatorial assimétrico com trés fatores (solvente, nimero de extra¢des ¢ tempo). O
procedimento de extragdo consistiu em adicionar o solvente especifico a amostra e submeté-la a um banho de ultrassom por
diferentes periodos de tempo. Concluimos que o melhor tratamento foi a extragdo com acetona em trés etapas de 30 minutos
cada, relacdo solido-liquido de 1:10 (g:mL, m/v), utilizando um banho de ultrassom a temperatura ambiente. Este ¢ um estudo
preliminar, extremamente necessario para padronizar técnicas de extragdo e permitir a comparagao entre resultados de diferentes
estudos.

Palavras-chave: Alimento funcional, Polifenois, Composic¢do proximal, Nutrientes.

Abstract

Little has been discussed about the content and profile of phenolic compounds from buriti. The few studies found in the
scientific literature diverge about these levels. So, aiming to propose a standardization in the method of extraction of phenolic
compounds from buriti pulp and to facilitate the comparison between the results, this work aimed to validate the methodology
of extraction of these compounds through an asymmetric factorial design. The optimal conditions for extraction of phenolic
compounds in buriti pulp were evaluated in an asymmetric factorial study with three factors (solvent, number of extractions,
and time). The extraction procedure consisted of adding the specific solvent to the sample and submitting it to an ultrasound
bath for different times. We concluded that the best treatment was the extraction with acetone in three steps of 30 min each,
solid-liquid ratio of 1:10 (g:mL, m/v), using an ultrasonic bath at room temperature. This is a primary study, extremely necessary
to standardize extraction techniques and allow comparison among results from different studies.
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palmeira para sustento, e algumas dedicam-se a
comercializacdo do fruto ou de artesanato feito a
partir de outras partes da palmeira, como as folhas
e fibras do caule (Virapongse et al., 2017).

Estudos indicam que o fruto se destaca
por suas altas concentracdes de lipidios,
principalmente acido oleico e 4cido palmitico, e
consideraveis teores de agucar e fibras,
especialmente pectina (Berni ef al., 2019; Lescano
et al., 2018; Mesquita et al., 2020; Nascimento-
Silva; Silva; Silva, 2020; Parente et al., 2020;
Schiassi et al., 2018). No entanto, o que tem
chamado a aten¢do dos pesquisadores ¢ o seu
grande potencial bioativo.

Est4d bem estabelecido na literatura que a
polpa de buriti se destaca por seus teores de
carotenoides (349,9 a 632,2 ng/g), principalmente
B-caroteno (Candido; Silva; Agostini-Costa, 2015;
Godoy; Rodriguez-Amaya, 1994; Nascimento-
Silva; Silva; Silva, 2020; Rosso; Mercadente,
2007). Estudos relatam niveis consideraveis de
polifendis (360,1 a 495,9 mg GAE/100g) neste
fruto (Candido; Silva; Agostini-Costa, 2015;
Nascimento-Silva; Silva; Silva, 2020). No entanto,
poucos estudos foram encontrados sobre o
conteudo e perfil de compostos fendlicos na polpa
de M. flexuosa. Pesquisadores descreveram
métodos de extragdo muito divergentes. Alguns
realizaram a extracdo em liquidificador, outros em
almofariz e pistilo, micro-ondas, ultrassom ou até
mesmo em equipamento Soxhlet (Abreu-Naranjo
et al., 2020; Bataglion et al., 2014; Gomes et al.,
2016; Tauchen et al., 2016).

M¢étodos para extrair metabolitos
secundarios, como polifendis, tém sido
desenvolvidos ao longo dos anos. As técnicas mais
antigas compreendem a simples maceracdo de
alimentos em contato com um solvente (4gua,
alcool, o6leo, etc.), que ¢ escolhido devido a
semelhanca de polaridade com o composto a ser
extraido e cinética de interacdo com a matriz
alimentar. Enquanto as técnicas mais recentes
requerem equipamentos como ultrassom, micro-
ondas e centrifuga. Esses equipamentos podem
acelerar o processo, economizar tempo € recursos
¢ aumentar o rendimento (Lefebvre; Destandau;
Lesellier, 2021).

Para a determinacdo de compostos
fenolicos totais, o ensaio de Folin-Ciocalteu tem
sido amplamente empregado, baseado na reducao
do complexo fosfato-wolframato-fosfomolibdato
por compostos fenolicos em um produto de reagao
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azul. A espectrofotometria ¢ a principal técnica
utilizada para a quantificagdo de diferentes classes
de fendlicos devido a sua simplicidade e baixo
custo. No entanto, a principal desvantagem dos
ensaios colorimétricos ¢ que eles apenas estimam
o conteudo fenolico total sem medigao quantitativa
de compostos individuais (Ge; Li; Lisak, 2020).

O primeiro estudo a identificar e
quantificar os compostos fendlicos presentes na
polpa madura de buriti foi realizado por Bataglion
et al. (2014). Os pesquisadores adicionaram acido
vanilico e isorhamnetina a 500 g de polpa e
extrairam os compostos com 500 mL de metanol
em um liquidificador de vidro por 15 minutos. Em
seguida, a solu¢do resultante foi centrifugada
(4000 rpm por 5 minutos) e o sobrenadante foi
separado da matéria sélida. Os extratos foram
entdo concentrados em um evaporador rotativo e
suspensos em metanol.

Apenas outros trés estudos sobre a
identificacdo de compostos fenolicos na polpa de
Mauritia flexuosa foram encontrados. Gomes et al.
(2016) realizaram a extracdo de compostos da
polpa de buriti liofilizada com 3,0 mL de solvente
(4cido cloridrico: metanol; 1:99; v/v) em um
almofariz, e submeteram a micro-ondas (450 W,
por 30 segundos). A extragao foi concluida em um
banho de ultrassom a 25 °C, com frequéncia
constante de 35 kHz, por 15 minutos. Em seguida,
as amostras foram mantidas por uma hora a
temperatura ambiente e entdo o sobrenadante foi
coletado apods centrifugacdo (3500 rpm, 20
minutos). A matéria solida for novamente
submetida a todas as etapas quinze vezes, € O
sobrenadante foi misturado com o primeiro
extrato.

Tauchen et al. (2016) extrairam
compostos fendlicos da polpa de buriti liofilizada
em um equipamento Soxhlet com etanol a 70%,
durante 3 ciclos de 7 minutos cada, a 130 °C,
seguido de resfriamento a 50 °C. Em um estudo
mais recente, Abreu-Naranjo et al. (2020),
adicionaram 20 mL de solugdo metanol:dgua
(80:20, v/v) a 2,0 g de polpa liofilizada, e
mantiveram a agitagdo a temperatura ambiente por
2 horas. Finalmente, o sobrenadante foi coletado
apos os extratos serem centrifugados (1000 rpm,
10 °C, por 10 minutos).

Com o objetivo de propor uma
padronizacao no método de extragdo de compostos
fenolicos da polpa de buriti e facilitar a
comparagdo entre os resultados, este trabalho
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buscou validar a metodologia de extracdao desses
compostos por meio de um delineamento fatorial
assimétrico.

Material e Métodos

Amostras
O buriti foi coletado em dezembro de
2019 em Caldazinha, Goias, Brasil. Os frutos (Fig.
1) foram colhidos durante o periodo de safra,
sendo selecionados de acordo com o ponto de
maturidade 6tima e suas condi¢des morfologicas.
O ponto de maturacdo para a colheita foi
estabelecido pelo fruto natural, que se solta do
cacho. Em seguida, foram higienizados com
hipoclorito de s6dio e manualmente descascados
com uma faca de aco inoxidavel, embalados a
vacuo em embalagens de polietileno de baixa
densidade, protegidos da luz e armazenados até o
moment% da andlise a -20°C.
o\

Figura 1. Exocarpo e mesocarpo do fruto de buriti.

Procedimento de Extracdo

Os procedimentos de extracdo foram
realizados com base em Chisté et al. (2011) e
Escarpa e Gonzélez (2000), com modificacdes.
Para 1,0 g de polpa de buriti foram adicionados
10,0 ml de diferentes solventes (metanol; ou
metanol:acetona, 50:50, v/v; ou acetona). Em
seguida, os tubos de teflon contendo o analito
foram submetidos a um banho de ultrassom
(UNIQUE - UltraSonic Cleaner - USC 2800) a 23
°C em diferentes tempos (30, 60, 90 e 120
minutos). O sobrenadante foi coletado e
transferido para um balao volumétrico de 25,0 mL.
O volume foi completado com o solvente em
questdo. Para avaliar a necessidade de extragdes
adicionais, a matéria solida foi submetida a uma ou
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duas extragdes adicionais, de acordo com o
delineamento experimental (Tabela 1).
Fatorial Assimétrico

As condigdes Otimas para extragdo de
compostos fendlicos no buriti foram avaliadas em
um estudo fatorial assimétrico com trés fatores
(solvente, numero de extragdes e tempo)
distribuidos em 3 e 4 niveis (Tabelas 1 e 2). O
desenho experimental permite testar um
determinado fator em um determinado nivel varias
vezes, combinando os diferentes fatores, enquanto
a otimizacdo simplex testa o fator e seus niveis
apenas uma vez. O nimero de ensaios escolhido
para um desenho experimental ¢ baseado na
resolugdo desejada. Em um desenho fatorial, pode-
se estudar os efeitos principais, bem como as
interagdes entre os fatores (Oles, 1993). Fatoriais
mistos, geralmente envolvem vérios fatores, cada
um com um pequeno numero de niveis e poucos
fatores com mais niveis (Mukerjee; Wu, 2006).
Portanto, ¢ util projetar réplicas balanceadas para
inferéncia de pesquisas estratificadas (Whu; Zang;
Wang, 1992).

Todo desenho fatorial fracionario requer a
analise de alguns ou todos os efeitos dos fatores.
Assim, a sele¢do correta e cuidadosa do conjunto
de fatores que serdo analisados em conjunto ¢
essencial para a andlise assertiva do efeito desses
fatores (Gunst; Mason, 2009).

Compostos fenolicos totais

Para a determinacdo dos compostos
fenolicos totais, foi realizada a analise com Folin-
Ciocalteu (Ge; Li; Lisak, 2020). Uma aliquota de
0,25 mL do extrato foi misturada com 0,25 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de agua
destilada. Apds 3 minutos a temperatura ambiente,
adicionou-se 0,25 mL de solucao de carbonato de
sodio a 10% (Na2COs3) a mistura. As solugdes
foram mantidas a temperatura ambiente por 60
minutos. A leitura foi realizada a 750 nm
utilizando um espectrofotometro (Genovese et al.,
2008). Os resultados foram expressos em mg de
equivalente de 4cido gélico (EAG)/100 g de
amostra fresca (p.f.).
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Tabela 1. Modelo experimental: niveis das varidveis independentes (original e codificado).

Variavel independente Resposta Niveis

(Fator) -1 0 +1 +2
Solvente X1 Metanol Mehanol:Acetona, 1:1, v/v Acetona
Numero de extracoes Xz 1 2 3

Tempo X3 30 60 90 120

Tabela 2. Modelo experimental e concentragdo total de compostos fendlicos na polpa de buriti.

Corrida Variaveis independentes Total de compostos fendlicos
X X X3 (mg of EAG /100 g)!

1 -1 -1 -1 103,31 £ 0,25
2 -1 -1 0 103,14 £ 0,05
3 -1 -1 +1 102,38 £0,07
4 -1 -1 +2 103,04 + 0,05
5 -1 0 -1 196,30 = 0,03
6 -1 0 0 233,07 +£0,32
7 -1 0 +1 237,60 + 0,29
8 -1 0 +2 236,36 +2,49
9 -1 +1 -1 248,27 + 0,49
10 -1 +1 0 248,08 + 0,42
11 -1 +1 +1 246,80 + 0,20
12 -1 +1 +2 249,09 £ 0,13
13 0 -1 -1 114,50 + 0,38
14 0 -1 0 110,77 £ 0,48
15 0 -1 +1 107,65 + 0,05
16 0 -1 +2 108,30 £ 0,34
17 0 0 -1 233,93 £1,31
18 0 0 0 242,27 +£0,32
19 0 0 +1 250,13 + 0,56
20 0 0 +2 238,70 + 0,68
21 0 +1 -1 255,25 £0,08
22 0 +1 0 266,24 +0,17
23 0 +1 +1 258,42 + 3,34
24 0 +1 +2 257,04 + 0,82
25 +1 -1 -1 107,22 £0,20
26 +1 -1 0 117,94 £ 0,36
27 +1 -1 +1 119,52+ 1,19
28 +1 -1 +2 115,75+ 1,65
29 +1 0 -1 243,61 +0,89
30 +1 0 0 255,44 £1,26
31 +1 0 +1 249,93 + 0,89
32 +1 0 +2 250,98 £ 0,85
33 +1 +1 -1 267,44 £ 0,63
34 +1 +1 0 254,58 +£0,87
35 +1 +1 +1 254,40 + 0,35
36 +1 +1 +2 255,74 +£0,59

! Os valores sdo apresentados como média = desvio padrdo. Para melhor compreensio, consulte a Tabela 1.
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Analise estatistica

Os dados foram previamente analisados quanto a
normalidade  (teste de  Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancias (teste de Bartlett)
para definir uma analise estatistica inferencial
paramétrica ou ndo paramétrica. Os resultados
foram analisados comparando o numero de
extragdes ¢ o tempo de extragdo para cada
solvente, em seguida, os melhores resultados de
cada solvente foram comparados para avaliar o
melhor desempenho. Os dados que apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade foram
avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA) com
pos-teste de Tukey, enquanto os resultados que nao
apresentaram distribuicao normal e
homogeneidade foram realizados usando o teste de
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn e método
de ajuste de Bonferroni (Figura 2). Todos os testes
estatisticos foram realizados em um nivel de
significancia de 0,05 (o = 5%). Os dados foram
analisados usando o Graphpad Prism versao 6.0.0
(Graphpad Software).

Resultados e Discussao

No presente estudo, foi aplicada a extragao
solido-liquido, através da qual os solutos presentes
na matriz alimentar migram para o solvente de
extracdo de acordo com suas propriedades fisico-
quimicas. Assim, o solvente desempenha o papel
mais importante nesses procedimentos de
extragdo, devido a sua alta seletividade (Lefebvre;
Destandau; Lesellier, 2021). Além disso, outros
fatores podem influenciar o rendimento do extrato,
como a relagdo entre a massa do produto e o
volume do solvente, nimero de etapas e pH
(Dorta; Lobo; Gonzalez, 2013).

O tempo de extragdo varia entre 45 e 60
minutos, dependendo do estudo e da matriz
alimentar. Multiplas extracdes sdo aplicadas para
melhorar as condigdes de extracdo (banho
ultrassonico, solvente e tempo), que podem
apresentar um rendimento que varia entre 52 e
70%, 21 € 41% e 3 e 14%, na primeira, segunda e
terceira extracdes, respectivamente (Escarpa;
Gonzaélez, 2000).

A aplicagdo de ultrassom no procedimento
de extracao de compostos fendlicos ndo aumenta o
rendimento do extrato. No entanto, reduz
significativamente o tempo de extracdo, além de
diminuir o consumo de solvente. O processo de
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cavitagdo aumenta o nimero de células quebradas
€ proporciona um acesso mais rapido aos
componentes acessiveis para extragdo, diminuindo
assim a relacdo entre a massa da amostra ¢ o
volume do solvente necessario para extracao
(Chemat; Zill-e-Huma; Khan, 2011; Chen et al.,
2007). Além disso, ¢ sabido que o uso de ultrassom
pode aumentar a capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos, gerando radicais OH- através
da cavitagdo acustica das moléculas de agua
(Ashokkumar, 2015). Por esses motivos, o
ultrassom tem sido cada vez mais utilizado para
melhorar os métodos de extracdao de polifendis de
diferentes matrizes alimentares.

Dorta; Lobo e Gonzélez (2013) relataram
que o uso de micro-ondas nao influenciou o
rendimento final de extratos de compostos
fenolicos em sementes de manga. No entanto,
concluiram que o maior rendimento foi observado
nos extratos obtidos apos trés etapas, com uma
mistura de solvente (acetona:agua, 50:50, v/v),
relacdo entre massa da amostra ¢ solvente de 1:30
(m/v) e pH de 8,0.

Nao houve diferenca estatistica no
rendimento de compostos fenolicos (p-valor
>0,05), que foram extraidos em metanol e que
passaram por duas ou trés extracdes para todos os
tempos de extragdo (30, 60, 90 e 120 minutos). No
entanto, o valor absoluto foi maior nos extratos que
passaram por trés extracdes. A extragdo realizada
com metanol, em trés etapas, por um tempo de 120
minutos, mostrou o maior rendimento absoluto
(249,09 £+ 0,13 mg EAG/100 g), apesar de ser
estatisticamente igual (p-valor >0,05) a maioria
dos processos de extracao nos tempos de 30, 60 e
90 minutos. Assim, ndo ha maior rendimento no
conteudo total de compostos fenodlicos com
extracdes nos tempos de 60, 90 e 120 minutos,
sendo preferivel realizar a extragdo no menor
tempo, 30 minutos (Figura 3).
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Figura 3. Contetdo total de compostos fendlicos da polpa de buriti extraidos através da associagao de trés
diferentes varidveis independentes (nimero de extracdes, tempo e solvente). Letras diferentes
para a mesma série representam diferengas significativas entre os tratamentos (p-valor <0,05).).
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Em relacdo aos extratos obtidos com uma
mistura de solventes (metanol:acetona, 1:1, v/v), a
extragdo em trés etapas, por um tempo de 60
minutos, apresentou o maior rendimento absoluto
(266,24 + 0,17 mg EAG/100g), mas foi
estatisticamente igual (p-valor >0,05) entre os
tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. Para os
procedimentos em apenas uma extracao, nos
tempos de 90 e 120 minutos, foi possivel observar
um baixo rendimento na concentracdo total de
polifenois quando comparado ao rendimento da
melhor extracdo (60 minutos em 3 ciclos de
extragdo). Mais uma vez, nao foi possivel observar
uma diferenca estatistica entre duas ou trés
extragdes, embora o valor absoluto de compostos
fenolicos ¢ ligeiramente maior apds a realizacao
em trés etapas do processo (Figura 3). De acordo
com Escarpa e Gonzalez (2000), a terceira etapa
extrai de 3 a 14% do contetdo total de compostos
fenolicos. Assim, como essa concentragao pode ser
muito baixa, ndo ¢ suficiente para demonstrar
diferenca estatistica.

Por outro lado, os extratos obtidos a partir
do uso de acetona como solvente organico
mostraram um resultado melhor entre os outros
extratos, destacando-se com  significancia
estatistica  (p-valor  <0,05).  Portanto, ¢
recomendado extrair polifendis com acetona
através de trés extracdes consecutivas de 30
minutos cada (267,44 + 0,63 mg EAG/100 g)
(Figura 3).

Finalmente, ao comparar os melhores
resultados absolutos do rendimento de extratos por
diferentes solventes (ensaios 12, 22 e 33), o
rendimento que se destacou significativamente foi
o do extrato produzido com acetona a partir de trés
extragoes consecutivas de 30 minutos cada (Figura
3).

Assim, nosso trabalho pode comprovar o
fato observado por Dorta; Lobo e Gonzélez
(2013), que relataram que a escolha do solvente ¢
o fator que mais influencia o rendimento final do
extrato, e que o tempo de extragdo ndo altera esse
resultado. Além disso, podemos observar a
necessidade de realizar trés etapas para extrair o
conteudo total dos compostos, como relatado por
Escarpa e Gonzalez (2000).

Resultados similares foram observados
por Zachova et al. (2018), ao analisar diferentes
fatores que afetam o rendimento da extracdo de
estilbenos do caule da uva. Os pesquisadores
relataram que os niveis totais do extrato foram
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diretamente proporcionais ao aumento do tempo
de extragdo (de 5 a 20 minutos) e ao nimero de
ciclos (1 a 3), apesar dos niveis totais de trans-
resveratrol serem completamente extraidos apos
duas extracdes. Além disso, os extratos obtidos
com acetona apresentaram uma concentragao total
mais alta dos compostos analisados (trans-
resveratrol = 66,2 mg/g; trans-e-viniferina = 40,6
mg/g; e r2-viniferina = 15,2 mg/g) em comparagao
com etanol (trans-resveratrol = 26,9 mg/g; trans-
e-viniferina = 17,3 mg/g; e r2-viniferina = 6,2
mg/g) e metanol (trans-resveratrol = 20,4 mg/g;
trans-g-viniferina = 12,8 mg/g; e r2-viniferina =
4,4 mg/g) sob as mesmas condigdes.

Conclusao

O método proposto para avaliar os
diferentes fatores que podem influenciar a
extragdo de compostos fenolicos do buriti foi
eficaz para validar a metodologia de extracdo.
Portanto, sugerimos que a extragdo seja realizada
com acetona em trés etapas de 30 minutos cada,
relacdo sélido-liquido de 1:10 (g:mL, m/v, em cada
extragdo), utilizando um banho ultrassonico em
temperatura ambiente. Ademais, foi possivel
comprovar que o fator que mais influencia o
rendimento final do extrato ¢ a variacdo dos
solventes. Além disso, estudos que avaliem a
relagdo entre os diferentes processos de extragdo e
o rendimento de compostos fendlicos individuais
da polpa de buriti sao sugeridos.
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