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Resumo

Os habitos alimentares e medicinais dos povos da regido Amazdnica sdo ricos em frutos considerados exéticos ou
subutilizados comercialmente, alguns dos quais geram considerdvel quantidade de residuos. As cascas do fruto de
Hymenaea courbaril L. (jatobd) foram submetidas a um processo de extracdo simultdnea de compostos fendlicos,
otimizado pela metodologia de superficie de resposta. Experimentos preliminares, investigando relacdo amostra-solvente
(g/mL), tempo (minutos) e temperatura (°C) de extracdo, indicaram os limites para o delineamento da regido
experimental, a qual foi monitorada por um planejamento composto central rotacional com 19 ensaios.
Os resultados experimentais ajustaram-se ao modelo polinomial de segunda ordem, o qual foi capaz de descrever
de forma significativa a variabilidade observada para as variaveis de resposta. As condi¢des otimizadas foram 60,6% de
etanol, 64,18 °C e tempo de extragdo de 71,93 min, e o modelo apresentou como valores preditos 35,265 + 2,22 mg
equivalentes ao acido galico/g de matéria seca e 1,210 + 0,16 mg equivalentes a rutina/g de matéria seca, para compostos
fendlicos totais e flavonoides totais, respectivamente. Os valores observados experimentalmente, 33,234 + 1,66 mg
equivalentes ao acido galico/g de matéria seca e 1,216 + 0,008 mg equivalentes a rutina/g matéria seca, para
compostos fendlicos totais e flavonoides totais, respectivamente, ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa em relagcdo aos valores preditos pelo modelo, dentro de um intervalo de confianca de 95%. Estes
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Uso da metodologia de superficie de resposta na otimizagcao da extragdo de compostos fendlicos da casca dos frutos de Hymenaea
courbaril L. (Jatoba)

Silva, R. W. V. et al.

resultados ratificaram a capacidade preditiva e a adequagdo da metodologia de superficie de resposta na otimizacéo
da extracdo simultanea para compostos fendlicos totais e flavonoides totais da casca dos frutos de jatoba.

Palavras-chave: Planejamento experimental; Polifenol; Flavonoide; Acido gélico; Rutina; Residuo vegetal.

Abstract

The food and medicinal habits of Amazon people are rich in fruits considered as exotic or commercially
underutilized, some of which generate a considerable amount of residue. The Hymenaea courbaril L. (Jatobd) fruit
shell was submitted to a simultaneous extraction of total phenolic compounds, optimized by response surface
methodology. Preliminary experiments, investigating sample-solvent ratio (g/mL), time (minutes) and extraction
temperature (°C), indicate the limits for experimental region design, which was monitored by rotational central
composite design consisting of 19 runs. The experimental results fitted well to the second order polynomial model
generated, which was able to significantly describe the observed variability for response variables. The optimized
conditions were 60.6% ethanol, 64.18 ° C, 71.93 minutes and the model presented predicted values of
35.265 + 2.22 mg gallic acid equivalent / g dry matter and 1.210 = 0.16 mg rutin equivalent / g dry matter, for total
phenolic compounds and total flavonoids, respectively. The experimental observed values, 33.234 + 1.66 mg gallic
acid equivalent / g dry mater and 1.216 + 0.008 mg rutin equivalent / g dry matter, for total phenolic compounds
and total flavonoids respectively, agreed with those predicted within a 95% confidence interval. These results
confirm the predictive capacity and the adequacy of response surface methodology in optimizing simultaneous
extraction of total phenolic compounds and total flavonoids from shell of jatoba fruits.

Keywords: Experimental design; Polyphenol; Flavonoid; Gallic acid; Rutin; Vegetal residue.

1 Introducgao

A comunidade cientifica tem direcionado ateng@o para as propriedades nutricionais, tecnoldgicas e
bioativas de residuos originados das cadeias produtivas de frutos de elevado potencial comercial
(Cavalcanti et al., 2010; Infante et al., 2013), no entanto, os habitos alimentares e medicinais dos povos da
regido Amazonica s3o ricos em frutos considerados como exdticos ou subutilizados comercialmente, alguns
dos quais geram consideravel quantidade de residuos ainda pouco explorados dos pontos de vista nutricional,
tecnologico e medicinal (Aquino et al., 2010; Ishimoto et al., 2007; Uchoa et al., 2008).

Hymenaea courbaril L., popularmente conhecido como Jatoba, ¢ um vegetal de porte alto pertencente a
familia Fabaceae e ¢ comumente encontrado na regido tropical do Brasil (Nogueira et al., 2001; Campos &
Uchida, 2002). A parte comestivel dos frutos do jatoba tem aspecto farinaceo e elevados teores de proteinas
e de fibras (Matos et al., 2009), apresentando, também, propriedades antioxidantes naturais e outras
atividades bioldgicas (Lorenzi & Matos, 2002). O stber de H. courbaril L. também apresenta propriedades
medicinais, como atividades analgésicas e anti-inflamatéria (Neves et al., 1993). As sementes do jatoba
contém polissacarideos com aplicacdo tecnologica farmacéutica, cosmética e alimenticia (Fernandes et al.,
2015). A casca do fruto do jatoba ¢ considerada residuo e hd poucos dados disponiveis sobre sua composi¢ao
quimica e suas propriedades nutricionais, tecnoldgicas e medicinais.

Atualmente, a correlagdo positiva entre a diminui¢do da incidéncia de doencgas cronicas degenerativas,
como a neoplasia maligna, e o aumento do consumo de alimentos de origem vegetal tem sido evidenciada e,
dentre as propriedades bioativas relacionadas a estes alimentos, se destaca a capacidade antioxidante de
compostos presentes em frutos, folhas e outras partes comestiveis do vegetal, a qual, geralmente ¢ atribuida
aos compostos fenodlicos (Patil et al., 2009; Gordon et al., 2011; Gironés-Vilaplana et al., 2014; Nimalaratne
& Wu, 2015).
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Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides assumem grande relevancia devido a gama de atividades
bioldgicas relacionadas aos diversos membros do grupo, tanto os heterosideos, quanto as agliconas
(Dornas et al., 2007; Machado et al., 2008).

As metodologias empregadas na extragdo de compostos bioativos geralmente envolvem processos com
muitas etapas e com variaveis fixas, além de solventes toxicos e gastos consideraveis de energia, fatores que
inviabilizam o uso deste tipo de tecnologia em pequena escala e ndo garante o emprego racional da tecnologia
em escala industrial, de forma economicamente viavel e ecologicamente sustentavel. Neste sentido, a
metodologia de superficie de resposta ¢ uma ferramenta estatistica poderosa na otimizagdo de processos
extrativos para um ou varios compostos bioativos simultaneamente, pois o método prediz as condigdes ideais
a serem empregadas durante o processo de extragdo desses compostos de interesse (Khuri & Cornell, 1996;
Montgomery & Runger, 2003).

Este estudo tem por objetivo otimizar a extragdo de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides totais
(FLAT), tanto de forma isolada quanto simultaneamente, da casca do fruto do jatoba, usando a metodologia
de superficie de resposta (MSR) para determinar as condi¢cdes experimentais de concentragdo de etanol,
tempo e temperatura de extragdo capazes de maximizar a eficiéncia do processo, identificando, também, qual
a influéncia individual de cada varidvel experimental e as influéncias de suas interagdes no processo
extrativo.

2 Material e métodos

2.1 Obtencao e processamento da amostra

Os frutos do jatoba foram coletados na regido da Floresta Nacional do Tapajos (Belterra- PA), higienizados,
manualmente processados, embalados em sacos plésticos e armazenadas a -18 °C. A casca do fruto foi moida em
moinho analitico e o material resultante, um p6 fino e seco, descartou a necessidade de caracterizagdo
granulométrica; em seguida, o material foi armazenado ao abrigo da luz, da umidade e sob refrigeracdo até a
execucdo dos ensaios. Estudos anteriores t€m mostrado que os melhores rendimentos na extracdo de polifenois
totais sdo alcangados em ensaios utilizando particulas pequenas, provavelmente devido ao aumento da superficie
de contato, o que ajuda a reduzir o tempo de extracdo (Escribano-Bailon & Santos-Buelga, 2003; Mafart &
Béliard, 1992; Jerez et al., 2006).

Amostras do exemplar de H. courbaril L. foram comparadas com exsicatas auténticas existentes no
herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia — INPA, depositadas sob o registro de n.® 40.946
e, no procedimento de amostragem, foram considerados os frutos, maduros, inteiros, visualmente sadios e
sem evidéncias de predagdo ou outro tipo de dano.

2.2 Quantificacado de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado em espectrofotometro UV-VIS pelo método colorimétrico
de Folin-Ciocalteau. Foram transferidos 500 uL dos extratos da casca de H. courbaril L. na concentragdo
2,5 mg/mL para tubos de vidro, sendo adicionados 2,5 mL de soluco de reagente de Folin-Ciocalteau 1N:agua
(10:90 v/v). A mistura permaneceu em repouso por 5 minutos e em seguida foram adicionados 2,0 mL de
solucdo de carbonato de sddio a 4% (m/v). Os tubos foram deixados em repouso por 2 horas ao abrigo da
luz. A amostra em branco usando agua destilada foi preparada nas mesmas condi¢des. O calculo dos
resultados foi baseado em uma curva analitica de sete pontos (R = 0,99) construida com solu¢des de padrio
de referéncia de acido galico em concentragdes de 10 pg/mL a 80 pg/mL, sendo o resultado expresso em
miligramas equivalentes ao acido galico (EAG) por grama de matéria seca. As analises foram feitas em
triplicata e as absorbancias foram medidas em 740 nm (Singleton & Rossi, 1965).
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2.3 Quantificacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado por método colorimétrico em espectrofotometro UV-VIS.
Foram transferidos 2 mL dos extratos de casca de H. courbaril L. na concentragdo 50 mg/mL para tubos de
vidro, foi adicionado 1 mL de solugdo cloreto de aluminio 5% e, em seguida, 2 mL de metanol em cada tubo.
A mistura reacional permaneceu em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz. A amostra em branco usando
agua destilada foi preparada nas mesmas condi¢des. O calculo dos resultados foi baseado em uma curva
analitica de sete pontos (R?> = 0,99) construida com solu¢des de padrio de referéncia de rutina em
concentragdes de 5 pg/mL a 80 pg/mL e o resultado foi expresso em miligramas equivalentes a rutina (ERT)
por grama de matéria seca. As analises foram feitas em triplicata e as absorbancias foram medidas em 415 nm
(Lamaison & Carnet, 1990).

2.4 Preparacao dos extratos

Optou-se pelo uso apenas de agua e etanol como liquidos extratores no intuito de proporcionar o
aproveitamento futuro da metodologia desenvolvida neste estudo em preparagdes de extratos que poderdo
ser usados em formulagdes alimenticias, cosméticas e farmacéuticas de uso interno e externo, com baixo
risco de toxicidade para o homem e para animais, e baixo risco de contaminac¢do do ambiente, sendo que, as
concentracdes ideais da solucdo hidroalcodlica foram determinadas pela metodologia de superficie de
resposta.

2.5 Selegao das variaveis relevantes para a extracao de compostos fendlicos

Experimentos preliminares foram realizados para avaliar os fatores relevantes na extracdo de compostos
fenolicos a fim de delinear a regido experimental para a investigacdo pela metodologia de superficie de
resposta. Foi investigada a influéncia da relagdo amostra-solvente na extracdo desses compostos,
considerando as proporg¢des 1:10, 1:20, 1:40: 1:80 ¢ 1:100 (m:v), isto é, 5 g,2,5 g, 1,25 g, 0,625 ge 0,5 gde
amostra foram submetidos a extracdo em um volume fixo de 50 ml de uma solugdo de EtOH:H,O
(50:50, v:v), durante 60 min ¢ a 65 °C.

Também foi avaliada a influéncia do tempo de extracdo dos compostos de interesse nas temperaturas de
25°C e 65 °C em que 2,5 g de amostra foram submetidos a extragdo em um volume fixo de 50 mL de uma
solugdo de EtOH:H,O (50:50, v:v), em intervalos de 20 minutos, a partir do tempo de extragdo 10 minutos.
Ap6s todos as extragdes, se procedeu a filtragdo a vacuo de cada um dos extratos utilizando papel de filtro
qualitativo.

Os parametros concentracdo de etanol, tempo e temperatura foram fixados em 50%, 60 minutos e 65 °C
respectivamente, nos ensaios preliminares, tendo como diretriz o desenvolvimento de uma tecnologia
extrativa rapida e com gasto minimo de energia e de solvente orgénico, € em uma temperatura inferior a
temperatura de degradacdo de alguns compostos fendlicos, a partir de 70 °C (Machado et al., 2008).

A verificagdo das diferengas estatisticas entre as condigdes experimentais foi avaliada pelo teste t de
Student.

2.6 Planejamento experimental utilizando a metodologia de superficie de resposta

O planejamento composto central consiste no desenvolvimento de um modelo preditivo elaborado pelo
software Statistica® 10, no qual foram definidas as variaveis independentes: temperatura (T °C), concentragio
de etanol (%) e tempo (min).

O processo de extracdo de compostos fenolicos da casca do fruto de H. courbaril L. foi submetido a um
planejamento composto central, no intuito tanto de otimiza-lo quanto de fornecer informagdes a respeito da
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influéncia que cada uma das varidveis independentes exerce sobre o processo isoladamente ¢ da influéncia
de suas intera¢des. As condi¢des de extragdo sdo exibidas na Tabela 1, que mostra os niveis codificados —
o € 0, como pontos extremos aos quais o processo de extragdo ¢ submetido (pontos axiais), -1 e +1 como os
pontos minimos e maximos, respectivamente, definidos para o processo experimental, e 0 representando o
ponto central das condigdes de extragdo.

Tabela 1. Dados das Variaveis independentes.

Y2l q . - Niveis
Variaveis de independentes Unidade Notacio > 1 0 i a
Temperatura de extragdo °C X1 24,4 32 44 56 63,6
Concentragdo de etanol % X2 14,2 30 55 80 95,8
Tempo de extragdo min X3 13,9 25 42,5 60 71,1

Foram realizados 19 ensaios, em um bloco, com cinco repeti¢des no ponto central, de acordo com a matriz
de planejamento composto central de ordem padronizada apresentada na Tabela 2. Aproximadamente 1 g de
casca do fruto de H. courbaril L. pulverizada foi pesado em 19 tubos de ensaio; em seguida, adicionaram-se
20 mL de solugdes etanol:agua em concentracdes variadas, de acordo com o planejamento experimental.
As amostras foram levadas ao banho-maria a temperaturas e por tempos estabelecidos no planejamento
experimental. Apo6s o término dos ensaios de extragdo, os extratos brutos foram cuidadosamente retirados
dos tubos de ensaio, submetidos a centrifugag@o para a separagdo de particulas solidas, filtrados, envazados
em frascos d&mbar e identificados de acordo com as condi¢des experimentais as quais foram submetidos.
A determinagdo das condi¢Oes experimentais otimizadas para as varidveis de resposta do experimento foi
realizada com auxilio do software Statistica® 10.

Tabela 2. Matriz de planejamento composto central para o experimento de extragdo simultdnea de compostos
fenolicos da casca do fruto de H. courbaril L.

Varidaveis independentes Varidveis resposta
Ordem de . CFT FLAT
ensaio X1) T°C (X2) EtOH % (X3) t min (mg EAG/gMS)  (mg ERT/g MS)
1 (-1)32 (-1)30 (-1)25 23,244 0,714
2 (-1)32 (-1) 30 (1) 60 25,469 0,787
3 (-1)32 (1) 80 (-1)25 16,289 0,700
4 (-1)32 (1) 80 (1) 60 20,184 0,694
5 (1) 56 (-1)30 (-1)25 26,860 0,816
6 (1) 56 (-1) 30 (1) 60 31,033 1,062
7 (1) 56 (1) 80 (-1)25 20,740 0,671
8 (1) 56 (1) 80 (1) 60 25,748 0,816
9 (-a)24,4 (0) 55 (0) 42,5 21,853 1,004
10 (o) 63,6 (0) 55 (0) 42,5 32,424 1,206
11 (0) 44 (-a) 14,2 (0) 42,5 23,522 0,714
12 (0) 44 (a) 95,8 (0) 42,5 16,568 0,497
13 (0) 44 (0) 55 (o) 71,1 21,853 0,801
14 (0) 44 (0) 55 (-a) 14,2 26,860 0,975
15 (0) 44 (0) 55 (0) 42,5 23,800 0,931
16 (0) 44 (0) 55 (0) 42,5 23,522 0,913
17 (0) 44 (0) 55 (0) 42,5 24,078 0,947
18 (0) 44 (0) 55 (0) 42,5 24,357 0,995
19 (0) 44 (0) 55 (0)42,5 24,913 0,998
X: a temperatura de extra¢do; X,: concentragdo de etanol; X;: tempo de extragdo; CFT: compostos fenodlicos totais; FLAT: flavonoides
totais.

O desenho experimental foi adequado ao seguinte modelo polinomial de segunda ordem apresentado na
Equacao 1.
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Y =B+ BX, + BoX s+ By X5+ By X[+ BonX s + BisX57 + BiuX X+ B3 X Xy + Bry X, X (M

onde, X; ¢ a temperatura de extracdo, X» ¢ a concentracdo de etanol e X3 € o tempo de extragdo e Bo, B(1,2¢3),
Bat, 22 ¢ 33, € Bz, 13 ¢ 23) sd0 os coeficientes de regressdo para o intercepto, comportamento linear,
comportamento quadratico e para o comportamento de interagao entre os termos, respectivamente.

A relagdo amostra-solvente foi mantida constante, de acordo com os resultados do experimento preliminar
em 1:20 (g/mL) e as variaveis dependentes para o experimento sdo as respostas para CFT e FLAT.

2.7 Determinacao das condi¢oes 6timas e validacao do modelo

Usando o software Statistica® 10, foi feita a andlise de desejabilidade global para as variaveis de resposta
CFT e FLAT, buscando obter os rendimentos maximos. A partir das condigdes de concentragdo de etanol,
temperatura e tempo de extragdo preditas pelo modelo como 6timas, foi realizado um experimento de
validagdo para comprovar se o modelo preditivo de extracdo era adequado e o quanto as respostas preditas
pelo modelo se aproximavam das respostas observadas experimentalmente.

3 Resultados e discussao

3.1 Determinacao das variaveis relevantes na extracao de compostos fenélicos

3.1.1 Relagao amostra-solvente

A influéncia da relagdo amostra-solvente na extragdo de compostos fenolicos totais e flavonoides totais ¢
ilustrada na Figura 1. Para a resposta FLAT, observou-se que a relagdo 1:10 foi a menos eficiente no processo
extrativo, apresentando diferencas estatisticamente significativas em relagdo a todas as outras proporgdes
estudadas; ja as proporgoes 1:20, 1:40 e 1:80 ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
entre si e a propor¢ao amostra-solvente 1:100, mesmo apresentando a maior eficiéncia em valores absolutos,
diferiu estatisticamente apenas das propor¢des 1:10 e 1:20.

Para a resposta CFT, observou-se que a relagdo 1:10 também foi a menos eficiente no processo extrativo,
apresentando diferencas estatisticamente significativas em relagdo a todas as outras propor¢des estudadas; ja
as proporcdes 1:20, 1:40, 1:80 e 1:100 ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre si
(Figura 1). Diante destes resultados, optou-se por selecionar a proporg¢do amostra-solvente 1:20 no
experimento de otimizagdo da extragdo simultdnea pela metodologia de superficie de resposta.
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Figura 1. Efeito da relagdo amostra-solvente na extragdo de CFT (A) e FLAT (B), da casca do fruto de H. courbaril
L. Barras verticais representam intervalo de confianga (p < 0,05).
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3.1.2 Influéncia do tempo e da temperatura de extracao

Como ilustra a Figura 2, a influéncia da temperatura na extracdo de compostos fenolicos totais e
flavonoides totais s6 se mostra estatisticamente significativa a partir de 50 ¢ 90 minutos, respectivamente,
com a melhor eficiéncia extrativa na temperatura de 65 °C. A influéncia do tempo de extragdo ndo é
estatisticamente significativa a partir de 50 minutos a 25 °C e a partir de 70 minutos a 65 °C para compostos
fenolicos totais; no entanto, a eficiéncia do processo extrativo para flavonoides apresentou incremento em
tendéncia linear em relag@o ao tempo, tanto a 25 °C quanto a 65 °C, sendo esta mais efetiva a 65 °C. A partir
desses resultados, optou-se por limitar o experimento a temperaturas inferiores a 70 °C e observou-se que
nao se justifica o emprego de metodologias extrativas muito demoradas, no intuito de evitar a degradagao térmica
dos compostos presentes na amostra. A partir destes dados preliminares, foram entdo definidos os niveis minimos
e maximos das variaveis: concentragdo de solvente organico, temperatura e tempo de extragdo para o planejamento
composto central, como ja descrito na Tabela 1 (Escribano-Bailon & Santos-Buelga, 2003).

@
&
wm
S

Y
&
w
S

.

céj40 + 0"
S 2.0
5 " | : 3
an ﬁ Llr |J"I T‘ ¢ gu.m [ ]
E ! z D
O * * 080 n n ) O
" m

1N}
S
o
W
=3

nz25-c
WE5°C

a25°C
W85 °C

o
=)
=

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo em minutos

o
N
=)
IS
=}

Tempo em minutos

Figura 2. Efeito da influéncia do tempo e da temperatura na extragdo de CFT (A) e FLAT (B), da casca do fruto de
H. courbaril L. Barras verticais representam intervalo de confianga (p < 0,05).

3.2 Otimizacao da extracao de compostos fenélicos utilizando a Metodologia da Superficie de
Resposta

3.2.1 Adequacao e significancia estatistica do modelo

Os resultados para as respostas CFT e FLAT apresentados na Tabela 2 foram submetidos a analises de
regressdo baseadas no modelo matematico descrito na Equagdo 1. Os coeficientes de determinagdo
alcangados, R = 97,84% para CFT e R? = 95,09% para FLAT, demonstram um bom ajuste do modelo aos
dados, indicando que o modelo ¢é capaz de explicar grande parte da variabilidade apresentada pelas respostas.
Os dados da analise de varidncia (ANOVA) demonstram a significancia estatistica do modelo na explicagéo
das variagdes experimentais tanto para CFT quanto para FLAT em relagdo a resposta média, e os valores da
estatistica F calculada (Tabela 3) descartam a falta de ajuste do modelo em um nivel de confianga de 95%.

Tabela 3. ANOVA para o teste de falta de ajuste para compostos fenolicos totais (CFT) e flavonoides totais (FLAT).

60 80 100 120 140

Source CFT FLAT
DF SS MS F calc. p DF SS MS F calc. p
Falta de ajuste 5 5,1849  1,0370 3,6216  0,1182 5 0,0198 0,0039 2,7393  0,1752
Erro puro 4 1,1453  0,2863 4 0,0058  0,0014
Erro total 9 6,3302 9 0,0256
F tabelado 6,256
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3.2.2 Superficie de resposta e analise dos efeitos principais

Observou-se, a partir dos dados de resposta, que, dentro da regido experimental planejada, houve uma
variagdo de 50,24% no teor de CFT extraidos e de 58,79% no teor de FLAT extraidos, indicando que o
conjunto de variaveis envolvidas no planejamento exerce influéncia sobre a eficiéncia do processo extrativo.

Os coeficientes de regressdo para as respostas CFT e FLAT, e sua significAncia estatistica estdo
sumarizados na Tabela 4, e as influéncias de cada uma das variaveis e de suas interagdes para as respostas

CFT e FLAT sao apresentadas em diagramas de Pareto (Figura 3).

Tabela 4. Coeficientes de regressdo do modelo para as variaveis resposta, compostos fenolicos totais (CFT) e

flavonoides totais (FLAT).

Coeficientes de regressio

Fatores CFT FLAT
Intercepto 24,1393 A 0,9600 A
Linear
Temperatura 2,7072 A 0,0593 B
Etanol -2,5877 A -0,0632 B
Tempo 1,7369 A 0,0549 B
Quadratico
Temperatura 1,0335B 0,0356 €
Etanol -1,4738 A -0,1409 A
Tempo 0,0503 NS -0,0411 €
Interacio
Temperatura x Etanol 0,1043 NS -0,0355 N8
Temperatura X Tempo 0,3825 NS 0,0405 €
Etanol x Tempo 0,3130 NS -0,0224 NS
R? 97,84% 95,09%
Erro puro 0,2863 0,0014

Significancia estatistica para: # p < 0,001; B p <0,01; € p < 0,05; ™ Nio significativo.

-136724

(B)

Figura 3. Influéncia das variaveis Xi (T °C), Xz (EtOH %) e X3 (t min) e de suas interagdes sobre as variaveis de
resposta CFT (A) e FLAT (B).

Para a resposta CFT, a Figura 3A mostra que os efeitos lineares para temperatura e tempo exercem
influéncia positiva no processo extrativo, isto ¢, o aumento em grandeza dessas variaveis reflete em um
aumento na eficiéncia na extragdo de CFT. Este comportamento foi oposto ao observado para a variavel
concentracdo de etanol, que apresentou uma forte influéncia linear negativa sobre o processo, que pode ser
corroborada pela relevante influéncia quadratica negativa apresentada para esta variavel, significando que as
concentracdes medianas de etanol proporcionam maior eficiéncia na extracdo de CFT do que as
concentrag¢des extremas, principalmente as concentragdes que tendem para as mais elevadas. Isso pode ser
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facilmente observado nas curvaturas das superficies de resposta para essa varidvel, tanto em relacao a varidvel
tempo quanto em relago a variavel temperatura de extracdo (Figura 4).

Como ilustrado na Figura 3B, a varidvel concentragdo de etanol apresentou uma forte influéncia quadratica
negativa sobre a resposta FLAT, o que pode ser observado pela pronunciada curvatura nas superficies de
resposta para esta variavel, tanto em relacdo a varidvel tempo quanto em relacao a variavel temperatura de
extracdo, significando que as concentra¢des medianas de etanol proporcionam maior eficiéncia na extragdo
de FLAT e que esta eficiéncia diminui drasticamente quando as concentragdes se afastam dos valores
medianos em diregdo aos valores extremos menores ou maiores. As varidveis tempo e temperatura de
extracdo apresentaram influéncia linear positiva moderada sobre o processo extrativo, a qual pode ser
percebida pela sutil inclinagdo apresentada por estas duas variaveis em relagdo a variavel concentracio de
etanol nos respectivos graficos de superficie. E importante destacar que, mesmo que fraca, existe influéncia
da interag@o linear entre as variaveis tempo e temperatura de extragdo, e, ao se observar o grafico de superficie
para estas duas variaveis, percebe-se também que o efeito quadratico negativo do tempo de extragdo exerce
maior influéncia sobre o processo do que a intera¢do linear entre estas duas variaveis, sugerindo que, em
processos extrativos mais demorados, € provavel que ocorra uma diminuicao da resposta FLAT (Figura 4).
A literatura cientifica reporta comportamentos semelhantes ao observado neste estudo para as variaveis
tempo de extracdo e concentragdo de etanol, relatando que a eficiéncia nos processamentos extrativos
responde moderadamente ao tempo e aumenta com o emprego de solugdes hidroalcodlicas de concentragdes
medianas, em torno de 60%, e em temperaturas abaixo de 70 °C (Ahmed et al., 2011; Spagolla et al., 2009;
Aguiar et al., 2007; Lapornik et al., 2005).
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Figura 4. Superficie de resposta e contorno para as respostas CFT (esquerda) e FLAT (direita), em fungéo das
variaveis X1 (T°C), Xz (EtOH %) e X3 (t min).

3.2.3 Otimizacdo do processo de extracao simultanea de compostos fenélicos

O modelo estatistico delineado e testado neste estudo forneceu as equagdes de predicdo 2 e 3 para as
respostas CFT e FLAT, respectivamente.

CFT =24,14+2,71X;-2,59X , + 1,74 X; + 1,03X? = 1,47X,° +0,05X° +0,10X,X, +0,38X,X; +0,31X, X,

@
©)

FLAT =0,96+0,06 X, —0,06 X, +0,05X ;3 +0,04X > —0,14X,% —0,04X;% =0,03X,X, +0,04X,X;-0,02X ,X;
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A condicdo 6tima para a extragdo simultdnea de CFT e FLAT foi predita pela funcdo de desejabilidade
global do modelo, assumindo os valores tedricos descritos na Tabela 5, com os parametros de desejabilidade
assumidos listados na Tabela 6.

Tabela 5. Condigoes otimizadas para a extragdo simultdnea de CFT e FLAT.

Condigdes otimizadas® Variaveis
Temperatura (°C) 64,18
Etanol (%) 60,6
Tempo (min) 71,93
Valores preditos® Respostas
CFT 35,265 +2,22
FLAT 1,210+ 0,16
Valores Observados®
CFT 33,234+ 1,66
FLAT 1,216 + 0,008

A Desejabilidade global; ® Média + IC = 95%; © Média + DP (n=3).

Tabela 6. Parametros de desejabilidade assumidos na otimizagdo de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides

totais (FLAT).
Varidveis de resposta Parametros assumidos na otimiza¢ao
v . Baixo Médio Alto s t
CFT mg EAG/g MS 16,289 (0) 24,357 (0) 32,424 (1) 1 1
FLAT mg EAG/g MS 0,4970 (0) 0,852 (0) 1,206 (1) 1 1

(0): Valores indesejaveis; (1): Valores aceitaveis para a func¢do desejabilidade; s e t: Expoentes da fungao.

Os valores observados experimentalmente estdo dentro de um intervalo de confianga médio de 95% do
valor predito para as respostas CFT e FLAT, resultados que confirmam o modelo como preditivo para
extracdo simultdnea dos compostos fendlicos presentes na casca dos frutos de H. courbaril L. dentro da
regido experimental explorada neste estudo.

Estudos usando a metodologia de superficie de resposta podem fornecer novas perspectivas positivas no
aproveitamento de produtos naturais de origem vegetal e de seus residuos, contribuindo no desenvolvimento
de tecnologias que podem ser transferidas para a sociedade, tanto para processos em pequena escala quanto
para processos industriais.

4 Conclusao

O modelo polinomial de segunda ordem foi capaz de descrever satisfatoriamente os dados experimentais
obtidos para as respostas de compostos fendlicos totais (CFT) e flavonoides totais (FLAT), as quais
mostraram comportamentos distintos na regido experimental delineada para este estudo, em que se observou
forte influéncia linear positiva das variaveis tempo e temperatura de extracdo e também uma consideravel
influéncia quadratica negativa da variavel concentragdo de etanol sobre a resposta CFT. Por outro lado, a
resposta FLAT foi fortemente afetada pela influéncia quadratica negativa da variavel concentrago de etanol,
indicando concentragdes em torno de 60% como as mais eficientes. A concentragdo de etanol pode ser
considerada como o fator mais relevante neste processo extrativo simultaneo de compostos fenolicos da casca
dos frutos de Hymenaea courbaril L., uma vez que, a partir de 50 minutos, a influéncia da variavel tempo
nao aumentou significativamente a resposta CFT e pode diminuir a resposta FLAT, assim como temperaturas
acima de 70 °C podem favorecer a degradacao destes compostos.
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