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Palavras-chave

Resumo

Extracdo soélido-liquido, biomassa, casca de banana, biocompostos, acidos
orgéanicos, otimizacdo do processo.

O objetivo desta dissertacdo recai sob o estudo de acidos organicos como
solventes alternativos para extracdo de compostos de valor acrescentado a partir
de biomassa. Em particular, estudou-se a utilizacdo de acidos orgénicos e suas
misturas aquosas na extracdo de dopamina e de rutina a partir de cascas de
banana. O interesse na extracdo destes compostos deve-se as suas propriedades
antioxidantes, antibacterianas e anticancerigenas, e ao seu consequente interesse
pelas industrias alimentar e farmacéutica. De salientar ainda, que as cascas da
banana sdo um produto residual sem valor associado, constituindo assim uma
matéria-prima praticamente sem custos e com um enorme potencial de
biocompostos de valor acrescentado passiveis de serem extraidos. Para tal,
efetuaram-se extracdes do tipo solido-liquido a partir de cascas de banana
utilizando diferentes &cidos organicos e diferentes condi¢es de extracdo, com o
intuito de se verificar quais as melhores condi¢ces processuais, nomeadamente a
maturacdo da banana, a temperatura de extracdo, o tempo de extracdo e a razao
sélido-liquido, assim como o solvente (acido organico) mais eficiente.
Comecou-se por estudar a extracdo da dopamina, constatando-se que a casca da
banana verde foi a que apresentou uma maior quantidade de dopamina das trés
maturacbes em estudo. Posto isto, verificou-se que a mistura aquosa de acido
citrico 50 (m/m) % foi a mais eficiente na extracdo de dopamina, obtendo-se
57,9 mg/100 g de peso seco de biomassa (PS) de dopamina.

Em relagdo a extragdo da rutina, ao contrario do que se verificou com a dopamina,
a casca de banana madura mostrou ser a mais rica neste biocomposto. Ja em
relacdo ao efeito dos &cidos organicos na extracdo da rutina, o 4cido acético a
65 (m/m) % foi 0 mais eficiente, conseguindo-se extrair cerca de 200 mg/100 g PS
de rutina. Posto isto, otimizou-se as condigfes de extracdo através de um
planeamento experimental, sendo que para uma temperatura de 25 °C, com um
tempo de extrac@o de 80 minutos e uma razéo soélido-liquido de 0,06, conseguiu-
se obter 238,5 mg/100 g PS de rutina. Para além disso, a recuperagédo e
reutilizacdo do solvente de extracdo também foram verificadas, contribuindo assim
para o desenvolvimento de um processo sustentavel.

Em suma, esta dissertacdo demonstra que as misturas aquosas de &cidos
organicos tém potencial para substituir os solventes orgéanicos convencionais na
extracdo de biocompostos a partir de fontes naturais, contribuindo assim para o
desenvolvimento processos de extracdo mais eficientes e sustentaveis.






Keywords

Abstract

Solid-liquid extraction, biomass, banana peel, biocompounds, organic acids,
process optimization.

The objective of this dissertation consists on the study of organic acids as
alternative solvents for the extraction of added-value compounds from biomass.
More specifically, organic acids and their aqueous mixtures were used to extract
dopamine and rutin from banana peels. These compounds display important
properties such as antioxidant, antibacterial and anticancer, that are relevant in
food and pharmaceutical industries, and banana peels are a waste product without
commercial value, being thus a raw material with virtually no cost and with a huge
potential of value-added compounds able to be extracted. To this end, solid-liquid
extractions were realized from banana peels using different organic acids and
different extraction conditions, in order to verify which conditions are the best,
namely banana ripening, extraction temperature, extraction time, solid-liquid ratio,
and solvent used.

Firstly, it was studied the dopamine extraction from peels with bananas of ripening
different, verifying that the green banana peels were the richest in dopamine of the
three maturations under study. Then, different organic acids and corresponding
aqueous mixtures were used to extract dopamine, where aqueous mixture of citric
acid 50 (w/w) %was the most effective, obtaining 57.9 mg/100 g of dry weight of
biomass (PS) of dopamine.

Regarding the rutin extraction, unlike what happened with dopamine, ripe banana
peels proven to be more abundant in this biocompound. From all the organic acids
used for the extraction of rutin, the agueous mixture of acetic acid at 65 (w/w) %
was the most efficient, being able to extract about 200 mg/100 g PS of rutin.
Moreover, the extraction conditions were optimized through experimental planning.
The optimal parameters for the extraction are a temperature of 25 °C, with an
extraction time of 80 minutes and a solid-liquid ratio of 0.06, translating in 238.5
mg/100 g PS of rutin extracted. In addition, the capability to recover and reuse the
extraction solvent were also verified, contributing for the development of a
sustainable process.

In summary, this dissertation demonstrates that aqueous mixtures of organic acids
have a potential to substitute the conventional organic solvents in the extraction of
biocompounds from natural sources, thus contributing to the development of more
efficient and sustainable extractive processes.
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1. Introducgao

1.1. Objetivos e contextualizagao

Atualmente, a sustentabilidade dos processos e os desperdicios alimentares tém sido
temas de grande destaque na nossa sociedade, devido a escassez dos recursos naturais
e a rapidez com que estes tém vindo a ser consumidos nas ultimas décadas. A
Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) estimou, em
2019, que cerca de um tergo dos alimentos produzidos mundialmente sdo
desperdicados, sendo o grupo das frutas e dos vegetais um dos que mais se destaca [1].
Contudo, ha que ter em conta que grande parte dos residuos gerados pela industria
agroalimentar sdo uma fonte de compostos de valor acrescentado, compostos estes que
podem apresentar desde propriedades anticancerigenas a antimicrobianas,
antioxidantes, analgésicas, entre outras. Assim, porque ndo utilizar os residuos
alimentares como uma fonte de biocompostos, contribuindo desta forma para a
valorizagcdo das matérias-primas numa perspetiva de biorrefinaria integrada e de
economia circular [2].

A banana é um dos alimentos mais consumidos em todo o mundo [3], sendo que a
sua casca é, na maior parte das vezes descartada. No entanto, a casca da banana tem
na sua composicdo varios biocompostos com beneficios para a saide humana como a
dopamina e a rutina [4]. Mais concretamente, a dopamina estda diretamente relacionada
com a atenuacdo dos sintomas da doenca de Parkinson, assim como ao nosso bom-
humor, contribuindo também para o tratamento de depressdes [5]. Por outro lado, a
rutina tem propriedades antioxidantes, antibacterianas e anticancerigenas [6]. Desta
forma, a casca da banana é um exemplo de uma oportunidade de converter um produto
descartavel num produto de valor acrescentado.

No entanto, os processos de extracdo de biocompostos utilizados apresentam
algumas desvantagens, como por exemplo baixa eficiéncia e seletividade, serem
morosos, estarem associados a gastos de energia elevados, e em alguns casos poderem
levar a degradacdo dos compostos extraidos. Adicionalmente, os métodos
convencionais envolvem habitualmente a utilizacdo de elevadas quantidades de
solventes orgéanicos volateis, o que levanta preocupagdes ambientais e a nivel do

impacto/efeito na saude de animais e humanos [7]. Tradicionalmente, as abordagens
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referentes a extracao de dopamina e de rutina a partir da biomassa de casca de banana
englobam extragdes solido-liquido com a utilizagdao de solventes organicos, como por
exemplo o metanol [8, 9]. Desta forma, ha a necessidade de encontrar processos de
extracdo e solventes mais eficientes, de baixo custo e mais sustentaveis.

Assim, o principal objetivo desta dissertacdo é a extracdo de dopamina e de rutina da
casca da banana, utilizando acidos organicos, tanto puros como na forma de misturas
aquosas. Para tal, comecou-se por estudar qual a maturacdo da casca de banana mais
indicada para se obter o maximo de cada composto pretendido, assim como o solvente
mais eficiente para a sua extracdo. Posto isto, as condi¢cbes de extracdo foram
otimizadas, nomeadamente, a temperatura, o tempo de extracdo e a razdo solido-
liguido entre a biomassa e o solvente, através de um planeamento experimental,
finalizando-se com o estudo de recuperacdo e reutilizacdo do solvente de extracao
otimizado.

Em suma, esta dissertacdo procura contribuir para o desenvolvimento de processos
de extracdo sustentdveis e de baixo custo de compostos de valor acrescentado de
residuos da industria alimentar, procurando assim responder aos objetivos da agenda

2020 das Nagdes Unidas na procura de processos mais sustentaveis [10].

1.2. Residuos alimentares e o seu papel na economia circular

Os residuos/desperdicios alimentares sdo um problema a nivel mundial da sociedade
moderna (Figura 1). Mais concretamente, cerca de um terco dos alimentos produzidos
por todo o mundo sdo desperdicados anualmente segundo a organizacao das nacoes
unidas para a alimentacdo e agricultura (FAO) [1]. Contudo, os residuos alimentares sdo
ricos em compostos de valor acrescentado, isto é, em compostos com propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, anticancerigenas que tém interesse
para as industrias alimentar, farmacéutica entre outras [6, 10]. Assim, a extracao destes
compostos de valor acrescentado pode contribuir para a valorizacdo das matérias-
primas (residuos alimentares) numa perspetiva integrada de biorrefinaria, e
consequentemente de economia circular. Sendo assim, a extracdo de biocompostos de
residuos alimentares pode ser uma solucao sustentavel para a valorizagdo dos mesmos,

aumentando assim a eficiéncia do uso dos recursos naturais. Para além disso, ha ainda



que ter em conta que a produgdo dos alimentos implica gastos energéticos
considerdveis, sendo que os desperdicios alimentares representam cerca de 10 % da

energia utilizada a nivel mundial [1]. Assim a valorizacao destes residuos é de extrema

importancia.
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Figura 1- Representacdo do desperdicio alimentar nas varias zonas mundiais, adaptado de [1].

Nesse sentido, ha que entender primeiro qual é o residuo alimentar mais abundante,
sendo que o grupo das frutas e dos vegetais é o mais significativo, quando conhecida a
origem do desperdicio alimentar, representando cerca de 22 % dos residuos alimentares
[1], como se pode verificar na Figura 2. Sendo que no grupo das frutas, a banana aparece

como uma das favoritas a nivel mundial, sendo a quarta cultura alimentar mais

importante do mundo [11, 12].

8,6% Cereais

Fruta e Vegetais

354% 21,6%

Carne e Produtos Animais

Outros
11,9%

Figura 2- Representacao grafica dos diferentes tipos de alimentos desperdicados

mundialmente [1].



1.3. A Banana e a sua casca

Banana é o nome comum para a fruta herbacea, nativa da regido tropical do sudeste
asiatico, pertencente a familia Musaceae e género Musa [5]. Cerca de 170 paises estao
envolvidos na sua produ¢dao, com uma produgao anual de mais de 100 milhdes de
toneladas de banana [5]. Os principais produtores de banana s3o atualmente a india,
China, Uganda, Brasil, Equador e Filipinas [13]. Portugal (Madeira) também é um
produtor, mas em menor escala, produzindo cerca de 25 mil toneladas por ano [13],
sendo que mais de 60% da banana pertence a espécie Dwarf Cavendish [14].

A banana é considerada um alimento base para a vida humana, ja que fornece
energia ao corpo humano, devido a composicao elevada em hidratos de carbonos, além
de serrica em fibras, minerais e vitaminas [15]. Esta é uma fonte chave em variadissimos
compostos, como por exemplo dopamina, rutina, naringina, serotina, tiramina,
putrescina, espermidina, espermina e histamina [16, 17].

Para além disso, ha que ter em conta que a casca de banana representa 40 % do peso
total da banana fresca [11] e, assim como a banana, a sua casca também é rica em
compostos de valor acrescentado [15]. Contudo, a casca da banana, tal como uma boa
parte dos residuos alimentares, € um subproduto que nao é atualmente valorizado,
sendo na maioria das vezes descartada como lixo apesar de ser uma fonte chave de
biocompostos que apresentam beneficios para a saide humana.

Ha ainda que ter em conta que a composicdo da banana, assim como da sua casca,
pode variar de acordo com a espécie, localizacdo e meio ambiente de produgdo, assim
como com o estado de maturacdo [16]. Sendo que, de todos os fatores que podem
influenciar a composicdo da banana e da sua casca, o que mais se destaca é o da
maturacao, ja que a medida que ocorre o amadurecimento ha mudancgas ndo sé na
composicao bioquimica, mas também a nivel da cor, textura, sabor e aroma [16]. Assim,
qguando se pretende fazer a extracdo de compostos da banana ou da sua casca,
torna-se necessario verificar em qual dos estados de maturacdo o composto de

interesse se encontra em maior quantidade [16].



1.3.1. Dopamina

A dopamina (Figura 3), quimicamente conhecida como 4-(2-aminoetil)-benzeno-1,2-
diol, € um neurotransmissor crucial no sistema nervoso. Mais concretamente, a
dopamina tem influéncia sobre os processos cerebrais responsaveis pelo controlo do
movimento emocional, e pela capacidade de experienciar sentimentos de dor e prazer
[5]. Além disso, esta também desempenha um papel relevante ao nivel do
funcionamento dos sistemas cardiovascular, hormonal e renal [19]. Por exemplo, a
dopamina em conjunto com a noradrenalina, leva a um aumento dos niveis energéticos
corporais, elevando a respiragdo mitocondrial e causando um bom humor e uma

motivacdo acrescida [5], apresentando resultados similares aos de antidepressivos [5].

HO

HO NH,

Figura 3- Estrutura quimica da dopamina

A caréncia de dopamina pode levar a doencas neurodegenerativas como a doenga de
Parkinson [20]. Esta é umas das doencas neurodegenerativas mais comuns no mundo,
com um risco de vida estimado entre 3-7 % [20]. Entre 1990 e 2016, houve um
crescimento de 2,5 milhdes para 6,1 milhdes de pacientes, sendo que este valor tem
tendéncia a aumentar [20]. Os sintomas caracteristicos desta doeng¢a sdao a combinacgao
de rigidez muscular, tremores, instabilidade na postura e a demora de respostas fisicas
e psiquicas [18, 21]. Em circunstancias onde o tremor é o sintoma clinico mais evidente,
um scan transportador de dopamina (DaT) pode ajudar na formulacdo de um
diagndstico [20], sendo que os recetores de dopamina no cérebro sdo os alvos principais

no tratamento médico da doenca de Parkinson [22].

Estudos realizados sobre a extragcdo da dopamina
Nos ultimos anos, tem-se observado um interesse pelo estudo da extracdo de
dopamina a partir de biomassa, sendo que na Tabela 1 encontram-se alguns dos

exemplos encontrados na literatura sobre este tema.



Tabela 1- Teor de Dopamina extraido, em peso seco (PS), de diferentes fontes e os seus

respetivos solventes.

Biomassa Espécie Solvente Condigées de  Teor Dopamina  Ref.
extragdo (mg/100g PS)
Banana Verde! Grand Naine Metanol 55 °C; 120 min 381 [8]
Banana Verde! Gruesa Metanol 55°C; 120 min 339 [8]
Banana Verde! Grande Naine Etanol 55 °C; 120 min 204 [8]
Banana Verde! Gruesa Etanol 55 °C; 120 min 166 [8]
Banana Verde! Grande Naine Acetona 55 °C; 120 min 120 [8]
Banana Verde! Gruesa Acetona 55°C; 120 min 101 [8]
Banana Verde! Grande Naine Metanol-Agua 55 °C; 1 min 167 [8]
1:1 (v/v)
Banana Verde! Gruesa Metanol-Agua 55 °C; 1 min 158 [8]
1:1 (v/v)
Banana Verde?! Grand Naine Etanol-Agua 55 °C; 1 min 217 [8]
1:1 (v/v)
Banana Verde! Gruesa Etanol-Agua 55°C; 120 min 239 [8]
1:1 (v/v)
Banana Verde! Grande Naine Acetona 20°C; 10 min 1200 [23]
Banana Grand Naine Acetona 20°C; 10 min 500 [23]
Semi-madura?
Banana Grand Naine Acetona 20°C; 10 min 700 [23]
Madurat
Batata? Solanum Metanol 70 °C; 15 min 0,7 [24]
tuberosum

casca; *folhas

Os solventes mais utilizados na extra¢cao de dopamina tém sido solventes organicos,
nomeadamente o metanol, acetona e etanol. Gonzaléz-Montelongo et al. [8] estudou o
efeito dos diferentes solventes organicos na extracdo de dopamina, sendo que verificou
gue o solvente mais eficaz na sua extracao foi o metanol. Tendo em conta os resultados
obtidos por Bonnet et al. a acetona também parece ser uma boa opc¢do, apesar que
neste caso o autor ndo fez comparacao entre os varios solventes.

Para além disso, a casca de banana tem sido uma das fontes mais exploradas, como
se pode observar pela Tabela 1. Gonzaléz-Montelongo et al. [8] estudaram o processo

de extracdo de dopamina a partir de casca de banana de duas espécies diferentes, sendo
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que a “Grand Naine” apresentou teores de dopamina superiores. Por sua vez, Szopa et
al. [24] mostraram ser possivel extrair dopamina a partir das folhas da batata, apesar
desta biomassa apresentar um teor em dopamina bastante inferior a da casca de
banana.

A maturacdo da casca da banana também é um aspeto significativo a ter em conta
no processo de extra¢do, como ja foi referido anteriormente. Nesse sentido, Bonnet et
al. [23] realizaram um estudo relativo a influéncia da maturacdo da casca de banana
“Grand Naine” no processo extrativo de dopamina, onde foi demonstrado que a casca
de banana verde apresentou praticamente o dobro de dopamina (1200 mg/100 g PS)
em relacdo as casca de banana semi-madura (500 mg/100 g PS) e madura

(750 mg/100 g PS).

1.3.2. Rutina

A rutina (Figura 4) Cy7H30016, € um flavonoide presente na casca da banana, sendo
quimicamente um glicosideo e também conhecida como vitamina P [6]. Este composto
contém propriedades medicinais como poder antioxidante, antimicrobiano, antialérgico
e antifungico, além de que pode ser utilizada como agente protetor em certas doencgas,
como o cancro [6]. Assim, a rutina apresenta uma grande variedade de ac¢les

farmacoldgicas.

OH

OH OH OH

OH

Figura 4- Estrutura quimica da rutina.

Por exemplo, as infecdes bacterianas sdo uma das principais causas que levam a
morte humana, uma vez que podem desenvolver varias doencas tais como pneumonia,
tétano, célera, tuberculose e infe¢des no sangue, sendo que estudos sobre a atividade
antimicrobiana de extratos ricos em rutina sobre oito microrganismos mostraram ter a

capacidade de inibir a multiplicacdo dos organismos em estudo [25].



Ha ainda estudos que mostram que a rutina pode ajudar na luta contra diferentes
tipos de cancro (redu¢do de tumores e na luta contra as células cancerigenas), bem
como no tratamento da diabetes [6]. Todas estas propriedades aqui referidas fazem da

rutina um composto de grande interesse por parte da industria farmacéutica.

Estudos realizados sobre a extragdo da rutina

A rutina tem sido extraida de varios frutos e plantas, ndo apenas da casca de banana.
Na Tabela 2 encontram-se alguns exemplos encontrados na literatura. Mais
concretamente, até ao momento mais de 70 espécies de plantas revelam conter rutina
na sua composicao [9]. Como se pode observar na Tabela 2, as quantidades de rutina
extraidas variam muito com a origem da biomassa, e na maior parte dos casos os seus
valores ndo sao muito elevados.

A rutina tem sido extraida recorrendo a tecnologias convencionais (soxhlet) [9, 26,
27], assim como a tecnologias mais inovadoras, tais como, a extracdo assistida por
ultrassom [9, 28], a extracdo assistida por micro-ondas [9, 29], entre outros. No caso do
soxhlet, este método apresenta algumas desvantagens relacionadas com a utilizagdo de
altas temperaturas mantidas por longos periodos de tempo, bem como o seu efeito na
salde humana e no meio ambiente devido a utilizagdo, por norma, de solventes
organicos toxicos [9, 27, 30]. Na maior parte dos casos as extracoes de rutina tém sido
feitas recorrendo a solventes organicos como o metanol e o etanol a diferentes
concentracdes [9], como se pode ver pela Tabela 2. Contudo, comecam a aparecer
estudos em que os autores recorrem a solventes alternativos, como por exemplo
liquidos idnicos [9, 27] e solventes eutécticos profundos [9, 26, 29].

No entanto, na maior parte dos casos, a biomassa utilizada no processo de extracdo
de rutina apresenta um pequeno teor desta mesma. Para que um processo destes a nivel
industrial seja viavel é necessario encontrar uma fonte que seja rica neste composto,
para além de que esta deve ser abundante e disponivel a precos reduzidos. Nessa linha,
a casca de banana parece ser uma excelente op¢cao como fonte de rutina, visto que
Behiry et al. [31] conseguiu extrair um valor promissor (973 mg/100 g PS) de rutina em
comparacdo com outro tipo de fontes e, adicionalmente, Yingyuen [32] afirmou que a
banana é um residuo alimentar de enorme potencial devido ao seu custo reduzido e facil

acesso.



Tabela 2- Teor de Rutina extraido de diferentes fontes e os seus respetivos solventes.

Biomassa Espécie Solvente Condigcdes de  Teor de Rutina  Ref.
extragdo (mg/100g PS)
Banana! Musa Metanol 25 °C; 3 dias 973 [31]
Paradisiaca
Uva? - Etanol 60 °C; 15 min 54 [33]
Sabugueiro? Sambucus Etanol-Agua 100 °C; 10 min 2,0 [34]
Nigra 80:20 (v/v)
Azeitona3 Olea Europaea Metanol 25 °C; 20 min 191 [35]
Noni? Morinda Etanol 57 °C; 40 min 121 [36]
citrifolia
Formigueiro Myrmecodia Etanol-Agua 55 °C; 4 horas 0,3 [37]
pendan 80:20 (v/v)
Tangerina® Camellia Metanol 25 °C; 10 min 29 [38]
reticulata
Planta Panicum Metanol-Agua 80 °C; 20 min 62 [39]
virgatum L. 60:40 (v/v)
Planta Sophora ChCl/4cido 55 °C; 20 min 19780 [26]
japonica levulinico
Figueira Ficus carica L. [BMIM][PF6] 25 °C; 30 min 238 [27]
Planta? Amaranthus Etanol-Agua 188 °C; 20 min 1430 [30]
Paniculatus 30:70 (v/v)

casca; *flor; 3polpa; --- sem informac3o.

1.4. Processo de Extragao

O desenvolvimento de um processo de extracdao eficiente e sustentavel levanta
alguns desafios, como a escolha da técnica de extracdo a utilizar, assim como do
solvente de extracao.

Existem diversas técnicas para o processo de extracdo de fontes naturais como por
exemplo maceracdo, soxhlet, extracdo assistida por micro-ondas ou por ultrassom,
extracdo acelerada por solvente e extracdo supercritica [40]. Os métodos tradicionais
como o soxhlet, consomem muito tempo e requerem largas quantidades de solventes
[41]. Como tal, tém vindo a ser estudadas novas técnicas de extracdo com menor

consumo de solventes, tendo um menor impacto ambiental, tal como a extracdo



assistida por micro-ondas e extragao supercritica. A extragcao assistida por micro-ondas
e extracdo supercritica sdao técnicas de extracdo mais rapidas e eficazes, pois
possibilitam a alteracdo de temperaturas e/ou pressdes. Estes novos procedimentos
revelam grande potencial para extrair compostos de valor acrescentado a partir de
biomassa [40]. Contudo requerem consumos elevados de energia.

Neste trabalho pratico, a técnica de extracao utilizada foi a extragdo sélido-liquido
simples, que consiste na separacdo de uma mistura solida por dissolucdo preferencial
do componente de interesse a separar num solvente. Este tipo de extra¢dao envolve as
seguintes etapas: o contacto, penetracdo e difusdo do solvente na matriz sélida
contendo o soluto desejado, seguindo-se a solubilizacdo e transferéncia do soluto do
meio sélido para o meio liquido [42]. Apds a extracdo, as duas fases sdo separadas por
centrifugacdo ou filtracdo, e a extracdo da-se como finalizada. Contudo, ha que ter em
conta, que para se obter o componente extraido na sua forma pura serd ainda

necessario um segundo processo de separacao.

1.4.1. Solventes convencionais vs. solventes alternativos

Atualmente tem-se verificado um aumento crescente da extracdo de compostos
naturais com o intuito da sua aplicacdao em diferentes tipos de industrias. Para além
disso, procura-se que os processos de extracao sejam o mais sustentdveis possiveis, seja
através da escolha dos solventes ou da metodologia de extracao utilizados, como ja se
tinha referido anteriormente.

No processo de extracdo a escolha correta do solvente faz toda a diferenca no
resultado final. Na escolha do solvente deve-se ter em conta caracteristicas como a sua
viscosidade, seletividade, toxicidade, temperatura de ebulicdo e capacidade de dissolver
o soluto [43]. Nas extracdes sélido-liquido, na maior parte das vezes, sdo utilizados
solventes organicos como o metanol, etanol, acetona, tanto na sua forma pura como
em misturas liquidas, devido a sua solubilidade e polaridade. Contudo, alguns destes
solventes sdo volateis e téxicos [44], o que implica restricdes a nivel da sua utilizacdo
nas industrias de cosmética, alimentar e farmacéutica.

Assim, nas ultimas décadas tem-se estudado a hipdtese da substituicdo de solventes
organicos toxicos por outro tipo de solventes menos prejudiciais, sendo este um dos
maiores desafios para a industria quimica [45]. Os solventes alternativos que mais se
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tém destacado sao os liquidos idnicos, os fluidos supercriticos baseados em compostos
nao téxicos como o COy, e os solventes eutécticos profundos [46]. Para além disso, os
acidos organicos com baixa massa molecular, como por exemplo o acido acético, acido
glicdlico, acido citrico ou acido latico revelam ser solventes promissores relativamente
a sua utilizacdo nos processos de extracdo, como substituicdo dos solventes organicos
toéxicos [47] e, adicionalmente, este tipo de acidos organicos sdo autorizados pela
Comissdao Europeia a serem utilizados como aditivos alimentares, ja que levantam
preocupacoes toxicoldgicas minimas [48].

Por outro lado, a utilizacdo de dgua, ou mais concretamente de misturas aquosas,
também é uma mais valia para o processo de extracdo, devido a sua capacidade de
diminuir a viscosidade do solvente de extracdao, melhorando a transferéncia de massa e
reduzindo os gastos energéticos [46, 47]. Além disso, a utilizacdo de dgua no processo
de extragao ainda tem a seu favor o facto de esta ser considerada um solvente verde e
de baixo custo, que para além de contribuir para o desenvolvimento de um processo de
extracdo mais sustentdvel, também contribui para aumentar a seletividade do solvente

para os produtos quimicos alvo [49].
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2. Material e Procedimento Experimental

2.1. Material

As bananas da Madeira foram adquiridas com trés maturagdes diferentes, em
mercados locais: verde, semi-madura e madura. As cascas das bananas foram retiradas
e posteriormente congeladas. Antes da extragao, as cascas da banana da maturagao em
estudo foram descongeladas, imersas em azoto liquido e trituradas num moinho de café
até se obter um “pd”. Os compostos quimicos utilizados neste trabalho encontram-se
resumidos na Tabela 3, particularmente a marca, a pureza em percentagem madssica e o
numero CAS. A agua utilizada em todos as experiéncias foi agua ultra-pura, destilada
duas vezes, passada por um sistema de osmose reversa e tratada com um dispositivo de

purificacdo de agua Milli-Q plus 185.

Tabela 3- Lista de compostos utilizados no trabalho experimental, juntamente com seu

numero CAS, marca e pureza.

Composto Marca Pureza (%) CAS

Acido acético Fisher Chemical 99,0 64-19-7
Acido citrico Panreac 99,5 77-92-9
Acido glicélico Sigma-Aldrich 99,0 79-14-1
Acido latico Riedel de Haen 90,0 79-33-4
Metanol Fisher 99,0 67-56-1
Etanol Fisher 99,0 64-17-5
Dopamina Sigma 99,0 62-31-7
Rutina Alfa Aesar 97,0 250249-75-3
DPPH Sigma-Aldrich 100 1898-66-4

2.2. Procedimento experimental

2.2.1. Extragdo sélido-liquido dos compostos de interesse (dopamina e rutina)

As extracoes sélido-liquido dos compostos de interesse de cascas da banana foram
realizadas num Carousel Radleys Tech como indicado na Figura 5, ja que este
equipamento permite manter a temperatura e agitagdao constante. As extragdes foram

realizadas durante 60 minutos (tempo de extracdo, t), a temperatura (T) de 25 £ 0,5 °C,
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com agitacao constante a 300 rpm. As misturas foram preparadas numa balang¢a com
incerteza de +10“g, a uma razdo sdélido-liquido (massa do solvente por massa da casca
da banana, razdo S/L) de 0,1.

A Tabela 4 mostra os solventes utilizados no estudo da extragao de dopamina e de
rutina da casca da banana. Foram utilizados solventes puros ou em misturas aquosas
preparadas em massa. No caso do acido citrico e do acido glicdlico nao foi possivel
utilizd-los puros ja que estes acidos sdo sélidos a temperatura ambiente. Para efeitos de
comparacado, também foram realizadas extragées com os solventes convencionais, mais
concretamente com o metanol, etanol e também com dgua e agua acidificada a pH = 3
através da adicao de 4acido cloridrico a 1M. Note-se que, as extracdes de dopamina
foram realizadas na auséncia de luz, visto esta ser fotossensivel [50]. Apds a extracao,
os solventes foram separados da biomassa através de centrifugacdo (a 5600 rpm
durante 10 minutos utilizando a centrifuga de eppendorf 5804), e o sobrenadante foi
filtrado com um filtro de seringa de 0,45 um. Cada extracdo realizada foi repetida no
minimo trés vezes, o que permitiu determinar a média do teor de composto extraido e

o respetivo desvio padrao.

Figura 5- Equipamento Carousel Radleys Tech utilizado na extragao sdélido-liquido.
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Tabela 4- Lista de solventes utilizados na extracao sdélido-liquido, e respetivas estruturas
guimicas e concentragdes massicas (m/m %). v solvente preparado; X solvente sélido, ndo foi

possivel a sua preparagao; --- solvente ndo preparado.

Composicdo em massa (m/m %)

Solvente Estrutura quimica
100 75 50 25
Metanol —OH v v v -—-
Etanol " om v - - -
, o
Acido Acético P v v v v
- “OH
0. _OH
) [¢] N o]
Acido Citrico /L &_\"_/“\ x v v v
HO oH OH
o]
Acido Glicdlico HO\/J\OH x v v v
I
Acido Latico S om v v v v
OH
4 o]
Agua H/ \H V - - =
Soxhlet

A extragdo de rutina utilizando a técnica soxhlet também foi realizada, sendo que se
utilizou casca da banana madura e metanol como solvente, tendo esta a duragao de 240

minutos.

2.2.2. Quantificacao dos compostos de interesse (dopamina e rutina)

A dopamina e a rutina foram quantificadas através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O equipamento utilizado foi um sistema de cromatografia HPLC (VWR
Hitachi) equipado com detetor por arranjo de diodos (DAD). As analises no HPLC foram
realizadas com uma coluna analitica de fase reversa C18 (250 x 4,60 mm), Kinetex 5 um
C18 100 A, da Phenomenex.

O método de quantificacao utilizado foi baseado na tese de mestrado de Diogo Silva
[51]. A fase mével utilizada foi um sistema em gradiente de agua ultrapura com 0,2 %
de acido trifluoroacético (fase A) e de acetonitrilo com 0,2 % de acido trifluoroacético

(fase B), sendo que estas foram previamente desgaseificadas por ultra-sons. A
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separacao foi realizada utilizando o seguinte gradiente: 0 min 90 % de fase A, 4 min 0 %
de fase A, 10 min 90 % de fase A e 25 min 90 % de fase A. O fluxo de elui¢do utilizado foi
de 0,8 mL/min, e o volume de injecdo foi de 20 pL. O forno da coluna operou a uma
temperatura de 25 °C, enquanto que o injetor automatico trabalhou a uma temperatura
de 10 °C. DAD foi fixado a um comprimento de onda de 280 nm.

As curvas de calibragdo foram preparadas utilizando dopamina e rutina puras
dissolvidas numa mistura de agua-metanol a 50 (m/m) %. A dopamina e a rutina
apresentaram um tempo de retengao de 4,3 e 5,7 minutos, respetivamente.

O teor de dopamina ou rutina extraido por 100 g de biomassa (teor de composto,

mg/100g PS) foi calculado da seguinte forma:

extraida

m
teor composto (mg/100g PS) = x 100 (D)

Mpiomassa

onde @ Mextraida € @ Massa do composto extraido em mg, € My;omassq € @ Massaem g

de peso seco (PS) da casca de banana.

2.2.3. Otimizagao das condi¢des de extracao através do planeamento experimental
Para otimizar o teor de rutina extraido realizou-se um planeamento experimental, de
forma a identificar os parametros mais significativos, assim como as suas interagdes.
Num planeamento fatorial 2% existem k fatores que podem contribuir para a obtenc3o
de uma resposta diferente [43]. Sendo que os fatores em estudo contribuem para uma
resposta final (y), isto é, teor de rutina extraido, segundo a seguinte equacao polinomial

de segunda ordem:

y = Bo + XB:iXi + 2PuXi® + NiciBiiXiX; (2)

onde By, Bi, Bii € Bij sdo os coeficientes ajustados para os termos de intercecdo, linear,
quadratico e interagdo, respetivamente, e X; e X; sdo as variaveis independentes.
Neste trabalho foram avaliados o efeito de trés fatores, a temperatura (T), o tempo

(t) e a razdo soélido/liquido (razdo S/L), ou seja realizou-se um planeamento fatorial 23
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para otimizar a quantidade de rutina extraida das cascas de banana madura, utilizando

a composicdo de solvente previamente determinada (acido acético a 65 (m/m) %).
Trés tipos de niveis foram tomados em consideragdo: o nivel zero (o ponto central),

o nivel um, (pontos fatoriais 1 e -1) e o nivel a (pontos axiais). Estes uUltimos sdao

codificados a uma distancia a do ponto central através da Equacao 3 [52].

a = (207 3)

onde o é a distancia entre os pontos axiais e o ponto central e k é o nimero de fatores
contribuintes para a obtencdo da resposta final (apéndice A, Tabela A.1 e Tabela A.2).
Assim, foram realizadas 20 extra¢Ges, encontrando-se as condicdes aplicadas na Tabela
5. Os resultados obtidos foram sujeitos a uma analise estatistica com uma confianga de
95 % (ANOVA), utilizando o software Statistica 10.0 da Statsoft. Este modelo
matematico possibilita obter as curvas da superficie de resposta, bem como estabelecer

a otimizacdo das condicGes processuais [43]

Tabela 5- Extracdes referentes ao planeamento experimental com as suas respetivas

condicbes de temperatura, tempo e razao.

Temperatura (°C) Tempo (min) Razdo
30 30 0,05
46 30 0,05
30 90 0,05
46 90 0,05
30 30 0,15
46 30 0,15
30 90 0,15
46 90 0,15
24 60 0,10
51 60 0,10
38 10 0,10
38 110 0,10
38 60 0,016
38 60 0,18
38 60 0,10
38 60 0,10
38 60 0,10
38 60 0,10
38 60 0,10
38 60 0,10
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De seguida, de forma a definir o ponto étimo de condi¢des no processo de extragdo
da rutina, foram realizadas trés extragcdes a diferentes condi¢des de tempo de extragao
(Tabela 6). Estas condicdes de extracdo foram escolhidas de acordo com os dados

obtidos através do planeamento experimental.

Tabela 6- CondicOes de extracao referentes a determinacgdo das condi¢Ges 6timas de extragao

de rutina a partir da casca de banana madura, utilizando o acido acético 65 (m/m) % como

solvente.
Temperatura (°C) Tempo (min) Razao
25 110 0,06
25 80 0,06
25 50 0,06

Os estudos de otimizacdo de extracdao apenas foram realizados para a extracdo de
rutina, devido ao facto de o teor de dopamina diminuir com o tempo de armazenamento
da biomassa, como serd analisado mais adiante na sec¢ao dos resultados e discussao de

dados.

2.2.4. Atividade antioxidante dos extratos

A atividade antioxidante do extrato obtido nas condicdes de extracdo do ponto 6timo
(80 min, 25 °C, razdo S/L=0,06) utilizando acido acético 65 (m/m) %, e utilizando os
solventes convencionais (metanol e etanol) e 4gua nas mesmas condi¢des de extracao
do ponto 6timo, foram avaliadas através do método de Brand-William. Este método
consiste na estabilizacdo do radical 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) pela acdo de um
agente antioxidante [53]. Para além disso, também foram avaliados extratos obtidos
com as mesmas condicdes de extracdo anteriores, assim como com 0S mesmos
solventes de extracdo, sendo que neste caso o tempo de extracdo foi de 110 min.

Em primeiro lugar foi preparada uma solugcdo de 125 mol/L de DPPH em acido acético
80 (m/m) %, pesando para um baldo volumétrico de 100 mL, cerca de 0,00493 g de
DPPH. A solucdo ficou a agitar numa placa, aproximadamente, durante 60 minutos no
escuro até solubilizar. De seguida, os extratos foram diluidos em acido acético a
80 (m/m) %. Pipetou-se 5 pL de cada extrato numa microplaca e adicionou-se 195 puL da

solucdo de DPPH. Também foi realizado um ensaio do branco em que se adicionou 5 pL
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do solvente e 195 uL de DPPH. Por fim, as amostras foram incubadas a 25 °C durante 30
minutos, e leu-se a absorbancia a um comprimento de onda de 517 nm, utilizando o
leitor de microplacas da BioTek Synergy HT. Também foram realizados ensaios com os
solventes puros, por forma a verificar a sua influéncia sobre a atividade antioxidante.

A atividade antioxidante foi determinada através da curva padrao: 441,8 X %AA —
16,725. A percentagem de redugao de DPPH para cada amostra foi calculada através da

Equacao 4:

AbSbranco—AbSamostra

%AA = (4)
Abs branco

onde AbSy,qnco € @ absorbancia do branco e AbS,postrq € @ absorbancia da amostra em
estudo, isto é, do extrato diluido. Os resultados obtidos da atividade antioxidante de
cada ensaio foram convertidos em miligramas de equivalente de trolox (TE) por g de

peso seco de casca de banana.

2.2.5. Reutilizagao da biomassa & Saturagao e reciclabilidade do solvente

Para o desenvolvimento de um processo sustentdvel de extracao foram avaliados trés
parametros.

A reutilizacdo da biomassa foi realizada por forma a avaliar se a rutina presente na
biomassa tinha sido completamente extraida. Para tal, fez-se duas extra¢bes
consecutivas a mesma biomassa utilizando as condigdes 6timas de extragao (80 min,
25 °C, razdo S/L=0,06, acido acético 65 (m/m) %,). Apds cada extragcdo a mistura
sélido-liquido foi filtrada e uma nova mistura aquosa de acido organico foi utilizada na
mesma amostra (biomassa).

Depois avaliou-se a saturagao do solvente em rutina. Mais concretamente, o mesmo
solvente foi reutilizado por quatro ciclos de extracdo sucessivos, mas recorrendo a
biomassa nova em cada ciclo, por forma a atingir a sua saturacdo. Estes ensaios foram
realizados nas condi¢cdes 6timas de extracdo de rutina determinadas (razdo S/L de 0,06,
durante 80 minutos e a 25 °C).

Finalmente, estudou-se a recuperacdo e reutilizacdo do solvente utilizado no

processo de extracdo apds a sua saturacdo em rutina (ciclo de reciclabilidade). O
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solvente, apods saturado (duas extragdes sucessivas nas condi¢des de extragao
otimizadas), foi recuperado através da evaporag¢dao a pressdo reduzida, e utilizado
novamente na extracdo de rutina até se atingir a sua saturacdo. Tendo sido efetuado no

total trés ciclos de reciclabilidade do solvente.
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3. Discussao de Resultados

3.1. Dopamina

3.1.1. Efeito da maturagao da banana

Comecou-se por estudar o efeito da maturacdo da banana no teor de dopamina
extraida. Mais especificamente, foram analisados trés estados de maturacao,
nomeadamente casca de banana verde, semi-madura e madura. As condi¢des de
extracdo foram mantidas contantes em todas as experiéncias, nomeadamente tempo
de extragcdo de 60 minutos, temperatura de 25 °C e razdo sélido-liquido de 0,1. Utilizou-
se o metanol como solvente de extracdo para este estudo, uma vez que é um dos
solventes mais utilizados na literatura para a extracdo de dopamina [8]. Na Figura 6
encontram-se os resultados obtidos, isto é, o teor de dopamina extraido da casca de

banana para as diferentes matura¢des em estudo.
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Figura 6- Representagdo gréfica da influéncia dos trés estados de maturagao da banana no
processo de extracdo de dopamina. Casca da banana: (") verde, () semi-madura e ()
madura. Condicdes de extragdo: t=60 min; T=25 °C e razdo S/L=0,1, utilizando metanol puro ou

uma mistura de metanol com dgua (m/m) % como solvente de extragdo.

Na Figura 6 (apéndice B, Tabela B.1) observa-se que parece ndo haver uma diferenca
significativa entre a utilizacdo de metanol puro ou da sua mistura com agua nas

diferentes percentagens massicas. Em relacdo ao efeito da maturacao na extracdo da
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dopamina, na Figura 6 constata-se que as cascas de banana semi-madura e madura
apresentam quantidades de dopamina semelhantes (= 15 mg/100 g PS), enquanto que
a casca de banana verde apresenta um teor de dopamina bastante elevado (33,7
mg/100 g PS, utilizando metanol puro como solvente) em relagdo as outras duas
maturacdes em estudo. Estes resultados indicam que, com a aumento da maturacdo, o
teor de dopamina tem tendéncia a diminuir, o que esta de acordo com os resultados
obtidos por Bonnet et al. [23] e Kanazawa et al. [54]. Mais concretamente, estes autores
verificaram que o periodo de colheita das bananas afeta o seu conteddo de dopamina,
isto é, que a casca de banana verde apresentou um teor de dopamina maior
relativamente as cascas de banana madura. Assim, a casca de banana verde apresenta-
se como sendo a mais indicada para se obter extratos ricos em dopamina, sendo por
isso esta a maturacdo escolhida para utilizar nos préximos estudos de extracdo de

dopamina.

3.1.2. Influéncia de diferentes solventes no processo de extragao

Ap0ds a percecdo de qual a maturagdo da banana mais indicada para obter extratos
ricos em dopamina (casca de banana verde), iniciou-se o estudo da influéncia dos
solventes na extracao da dopamina, por forma a identificar o mais eficiente. Foram
utilizados diferentes acidos organicos, nomeadamente acido latico, dcido glicdlico, acido
citrico e acido acético, sendo que estes foram utilizados na sua forma pura e em mistura
aquosa a diferentes concentracdes mdssicas. A escolha destes solventes foi realizada
por forma a investigar o efeito da estrutura molecular dos acidos na extracao de
dopamina, ja que se estudaram acidos monocarboxilicos lineares (acido acético), acidos
dicarboxilicos (acido glicélico e acido latico) e acidos triboxilicos (acido citrico). Na Figura
7 (apéndice B, Tabela B.2) encontram-se os dados relativos ao teor de dopamina
extraido de casca de banana verde, utilizando acidos organicos e as suas misturas
aquosas. Note-se que, ndo foi possivel realizar extracdes com o acido glicélico e com o
acido citrico nas suas formas puras, devido a sua natureza sélida, como ja foi referido

anteriormente.
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Figura 7- Representacao grafica da influéncia da utilizacdo de diferentes acidos organicos na
extracdo de dopamina a partir da casca de banana verde: (/) acido acético, (M) acido
glicdlico, (M) acido latico e (M) acido citrico. Condi¢des de extracdo: t=60 min; T=25 °C; razdo

S/L=0,1, utilizando solvente puro ou a sua mistura aquosa (m/m) %.

Em relagao aos resultados de teor de dopamina obtidos utilizando acidos na sua
forma pura, estes parecem ser menos eficazes na extracdo de dopamina
comparativamente as suas misturas aquosas, sendo que o teor de dopamina extraido
ficou sempre abaixo de 10 mg/100g PS. De facto, a adicdo de agua ao solvente acido
permite melhorar a eficiéncia de extracao da dopamina de uma forma geral para todos
os acidos em estudo. Estes resultados talvez possam ser explicados pela reducdo da
viscosidade verificada com o aumento de percentagem de agua, o que pode ter
facilitado a transferéncia de massa, melhorando assim a eficiéncia da extracdo da
dopamina [47, 54]. Claudio et al. [55] relataram que a utilizacdo da agua como um
co-solvente melhora a extracdo de compostos de biomassa, para além de que aumenta
a seletividade de extracdo. No entanto, a extracdo de dopamina é favorecida pela
presenca de agua até certo ponto, jd que os valores de teor de dopamina para as
misturas aquosas a 25 (m/m) % foram inferiores do que para as misturas aquosas a

50 (m/m) %.
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Em relagdo as diferencgas estruturais do solvente apresentadas na Tabela 4, algumas
tendéncias podem ser destacadas. A adigdao de um grupo hidrolixo (-OH) ao solvente de
extracdo leva a obtencao de teores de dopamina mais elevados, como se pode observar
pela Figura 7. O acido acético e as suas misturas aquosas foram os solventes menos
eficientes na extracdo de dopamina, sendo que o teor maximo que se conseguiu extrair
foide 17,1 mg/100 g PS, para a mistura aquosa a 50 (m/m) %. Por outro lado, as misturas
aquosas de acido citrico mostraram ser as mais eficientes, obtendo-se um teor de
dopamina de 58 mg/100 g PS, para a mistura aquosa a 50 (m/m) %. Estes resultados vdo
de encontro aos resultados obtidos por Jordana [47] onde os teores extraidos de
levodopa, uma molécula estruturalmente semelhante a dopamina, foram superiores
com a utilizacdo de acido citrico 50 (m/m) % como solvente.

Adicionalmente, foram realizadas extracdes de dopamina a partir de casca de banana
verde utilizando os solventes convencionais, nomeadamente metanol e etanol, bem
como agua e agua acidificada a pH=3 (apéndice B, Figura B.1, Tabela B.2), para efeitos
de comparagdao. O metanol puro, dos solventes convencionais, foi o mais eficiente,
conseguindo extrair um teor de dopamina de 38 mg/100 g PS, enquanto que a agua foi
o menos eficiente, extraindo um teor de dopamina inferior a 23 mg/100 g PS. Estes
resultados vao de encontro aos resultados obtidos por Gonzalez-Montelongo et al. [8].
Para além disso, como os solventes acidos mostraram-se mais eficientes na extracao da
dopamina, foi realizada a extracdo de dopamina recorrendo a agua acidificada a pH=3,
com o proposito de se analisar qual seria o efeito desta alteracdo no teor de dopamina
extraido comparativamente a extracdo com d4gua pura. Os resultados obtidos
demonstram um pequeno acréscimo de dopamina (25 mg/100 g PS) quando se utilizou
este solvente com pH mais acido, suportando assim que a utilizagdo de solventes acidos
tem um efeito benéfico na extracdo de dopamina.

Em suma, as mistura aquosas de acidos organicos, mais concretamente a mistura
aquosa de acido citrico a 50 (m/m) %, mostrou ser mais promissora na extracdo de
dopamina do que os solventes convencionalmente utilizados. Sem esquecer que o acido
citrico tem ainda a seu favor o facto de ser considerado um aditivo alimentar pela

comissao europeia [48].
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3.1.3. Efeito do tempo de armazenamento

Num processo de extragdao é importante ter em conta a estabilidade dos compostos
gue se pretendem extrair da biomassa ao longo do tempo. Nesse sentido, fez-se um
estudo para verificar se o teor de dopamina na biomassa ao longo do tempo se mantinha
constante. Este estudo envolveu a realizagdo de extra¢des ao longo do tempo, feitas
sempre nas mesmas condicdes e utilizando a mesma biomassa, acondicionada num
congelador a -18 °C em novembro de 2019. Sendo que foi sempre esta a biomassa
utilizada na realizacdo das extra¢des ao longo do tempo de armazenamento (novembro,
dezembro e janeiro). Os resultados obtidos encontram-se na Figura 8 (apéndice B,

Tabela B.3).
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Figura 8- Representagao grafica da degradagdo da dopamina ao longo do tempo utilizando
casca de banana verde no seu processo de extra¢do. Condigdes de extragdo: t=60 min; T=25 °C;

razdo S/L=0,1, utilizando metanol puro.

Pela Figura 8 é possivel constatar que enquanto em novembro de 2019 se obteve um
teor de dopamina de 38,7 mg/100 g PS, em janeiro de 2020 ja s6 se consegui obter um
teor de dopamina préximo de 9,6 mg/100 g PS. Assim, observou-se uma perda de,
aproximadamente, 75 % de teor de dopamina extraida com o tempo de armazenamento
da biomassa, apesar de se utilizar a mesma biomassa e as mesmas condi¢Oes de

extragao.
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Os resultados obtidos parecem indicar que o teor de dopamina ao longo do tempo
na biomassa ndo é estavel, pelo menos tendo em conta a forma de armazenamento de
biomassa que se utilizou. Deste modo, o desenvolvimento de um processo de extracdo
e otimizag¢do de dopamina por forma a obter extratos com elevados teores de dopamina
implicaria a realizacdo de extra¢cdes num curto espaco de tempo, o que pode significar
um entrave a viabilidade e praticabilidade deste processo. Neste sentido, o mais
indicado serd encontrar um armazenamento alternativo para a biomassa, em que o teor
de dopamina nao se altere. Uma hipdtese serd congelar a biomassa a -80 °C, e analisar
se a uma temperatura muito mais baixa de facto permitird que o teor de dopamina
presente na casca de banana se mantenha constante com o avan¢o do tempo de
armazenamento, o que de acordo com Bonnet et al. [23] deve ser possivel. Contudo, no
decorrer desta dissertacdo nao houve tempo para se analisar este parametro, tendo em
conta a situacdo atual do COVID-19, e consequentemente a otimizagao da extragao de

dopamina da casca de banana ndo foi realizada.

3.1.4. Conclusoes

Trés parametros no processo de extracdo de dopamina foram estudados com o
intuito de se verificar quais as melhores condi¢cbes para a realizacdo deste,
nomeadamente a maturacdo da banana, o solvente e o tempo de armazenamento da
biomassa. Verificou-se que a casca de banana verde apresentou um teor de dopamina
maior do que as outras maturacdes, sendo por isso a mais indicada a utilizar no processo
de extracdao de dopamina. Constatou-se também que, as misturas aquosas de acidos
organicos sdo uma opcao viadvel para a extracdo de dopamina, sendo que o teor maximo
de dopamina extraido foi 57,96 mg/100 g PS, utilizando como solvente uma mistura
aquosa de 4cido citrico a 50 (m/m) %. Contudo, observou-se que o teor de dopamina
presente na casca de banana congelada decresceu com o avan¢o do tempo de
armazenamento, sendo necessdrio encontrar uma técnica de armazenamento
alternativa que permita que o teor de dopamina se mantenha constante, por forma a

tornar o processo de otimizacdao de extracdo mais vidvel.
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3.2. Rutina

3.2.1. Efeito da maturagao da banana

De igual modo aos estudos realizados a extracdo de dopamina, na extracdo da rutina
também se comecou por estudar o efeito da maturagdo da banana no teor de rutina
extraido, por forma a se escolher a biomassa mais indicada para otimizar o processo de
extracdo. Sendo que nestes estudos também se utilizou o metanol como solvente de
extracdo, ja que a extragao de rutina convencionalmente é realizada maioritariamente
com este solvente [9]. O teor de rutina extraido para as maturacdes da banana em

estudo, encontram-se na Figura 9 (apéndice C, Tabela C.1).
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Figura 9- Representagdo gréfica da influéncia dos trés estados de maturagao da banana no
processo de extragdo de dopamina. Casca da banana: (") verde, (") semi-madura e ()
madura. Condi¢bes de extragdo: t=60 min; T=25 °C e razdo S/L=0,1, utilizando metanol puro ou

uma mistura de metanol com agua (m/m) % como solvente de extragdo.

Os resultados mostram que, os extratos de casca de banana verde apresentam um
teor de rutina menor (10,7 mg/100 g PS, metanol puro como solvente de extracdo) em
comparacdo ao teor obtido nos extratos de casca de banana madura (25,9 mg/100 g PS,
metanol puro como solvente de extracdo). Assim, ao contrdrio do que aconteceu na
extracdo de dopamina, parece haver um aumento do teor de rutina com o avanco do

estado de maturacdo da banana.
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Para além disso, constatou-se ainda que a presenca de dgua tem um efeito positivo
na extracdo de rutina, ja que ha medida que se aumentou a sua percentagem, também
se observou um aumento do teor de rutina extraido. De facto, os resultados na literatura
sobre a extracdo de rutina de outras fontes de biomassa, mostram que quando se
adiciona uma pequena percentagem de agua ao solvente organico verifica-se um
aumento da eficiéncia da extrac¢do [9, 46]. Sendo que este fendmeno pode ser explicado
pelo facto de que a dgua ao ser absorvida pela biomassa provoca a expansdo da mesma,
ou seja, ha um aumento da area de superficie de contato entre o soluto e o solvente, o
gue pode levar a um aumento da difusdo dos compostos fendlicos extrataveis [46, 56].
Mais concretamente, o teor maximo de rutina obtido neste conjunto de experiéncias foi
de 41,9 mg/100 g PS, utilizando uma mistura de metanol e dgua a 50 (m/m) % como
solvente de extracdo, e casca de banana madura.

Em suma, a casca de banana madura apresenta-se como sendo a mais indicada para
a obtencdo de extratos ricos em rutina, sendo por isso esta a maturacdo escolhida para

utilizar nos préximos estudos de extracao de rutina.

3.2.2. Efeito do tempo de armazenamento

Antes de se passar aos testes de extracdo de rutina com diferentes solventes,
primeiro estudou-se o efeito do tempo de armazenamento da biomassa, por forma a
perceber se o teor de rutina seria ou n3ao afetado com o avanco do tempo de
armazenamento da biomassa, uma vez que este mostrou ter influéncia sobre o teor
dopamina. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 10 (apéndice
C, Tabela C.2), sendo que se utilizou como solvente de extracdo o metanol, pelas razées

ja apresentadas anteriormente.
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Figura 10- Representacdo grafica da degradacdo da rutina ao longo do tempo utilizando casca
de banana madura no seu processo de extracdo. Condicdes de extracdo: t=60 min; T=25 °C;

razdo S/L=0,1, utilizando metanol puro.

Ao contrario do que se observou na extracdao de dopamina, na extracdo de rutina
praticamente ndo se observou alteracdo do seu teor extraido com o tempo de
armazenamento, ja que para a primeira extracao (Nov-19) obteve-se um teor de rutina
de 29,0 mg/100 g PS, enquanto que para a ultima extracdo (Jan-20), 2 meses depois,
obteve-se um teor de rutina de 28,3 mg/100 g PS. Assim, o teor de rutina n3do sofre
alteragdes significativas com o tempo de armazenamento da biomassa, o que torna o
desenvolvimento do processo de extracdo da rutina e sua otimizacdo mais simples e

preciso.

3.2.3. Influéncia de diferentes solventes no processo de extragao

Apds a determinacdo da biomassa mais apropriada para a extracdo da rutina, casca
de banana madura, iniciou-se o estudo por forma a inferir qual o solvente mais eficaz na
sua extracdo, sendo que as extracdes foram efetuadas utilizando acidos organicos e suas
misturas aquosas. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 11 (apéndice
C, Tabela C.3). Nota-se que, os acidos citrico e glicdlico ndo puderam ser utilizados na
sua forma pura no processo de extracdo devido a sua natureza sélida, ja referida

anteriormente.
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Figura 11- Representacgao grafica da influéncia da utilizagao de diferentes acidos organicos na
extracdo de dopamina a partir da casca de banana verde: (/") acido acético, (M) acido citrico,
(M) 4cido latico e (M) acido glicdlico. Condi¢des de extracdo: t=60 min; T=25 °C; razdo S/L=0,1,

utilizando solvente puro ou a sua mistura com agua (m/m %).

De forma geral, com o aumento da concentrag¢ao de acido na mistura aquosa o teor
de rutina extraido aumentou, ao contrario do que se verificou com a dopamina. Por
exemplo, para as extra¢des efetuadas utilizando solu¢cdes aquosas de acido acético com
uma concentracdo de 25, 50 e 75 (m/m) % obteve-se um teor de rutina de 35,3, 158,5 e
181,6 mg/100 g PS, respetivamente. Contudo, quando se utiliza acido puro como
solvente de extracdo o teor de rutina extraido diminui bastante (40,4 mg/100g, para o
acido acético). Assim, estes resultados mostram que a presenca de dgua no solvente de
extragdo parece ter um papel relevante no processo de extragdo da rutina, como
discutido acima. Contudo, neste caso a percentagem de agua na mistura é benéfica
apenas para misturas com baixas percentagens de agua, ja que os teores de rutina
extraidos diminuem para as misturas aquosas com maiores percentagens de agua.

Em relacdo as diferencas estruturais do solvente, neste caso a adicdo de um grupo
hidrolixo (-OH) ao solvente de extracdo leva a obtencdo de teores de rutina mais baixos,
como se pode observar pela Figura 12. O acido acético (acido hidroximonocarboxilico) a

75 (m/m) % distancia-se claramente dos outros acidos, extraindo cerca de
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181,6 mg/100 g PS de rutina. Por sua vez, o acido glicélico (acidos hidroxitriboxilicos)
ndo parece ser uma boa opgao como solvente para a extragao de rutina.

De igual modo a dopamina, também foram realizadas extragdes utilizando solventes
organicos convencionais, nomeadamente metanol e etanol, assim como, utilizando
agua e agua acidificada a pH=3, para efeitos de comparacdo. Os resultados obtidos estao
no representados em Anexo C na Figura C.1 e na Tabela C.3. O etanol foi o solvente que
mais se destacou, tendo sido capaz de extrair 14,6 mg/100 g PS de rutina. No entanto,
é importante realcar que os resultados obtidos com os acidos e suas misturas aquosas
na extracdo de rutina foram bem mais elevados. Por sua vez, a utilizacdo de agua
acidificada como solvente de extragao mostrou ser um pouco mais eficiente do que a
utilizacdo de agua sem o pH ajustado, visto que existiu um ligeiro acréscimo de rutina
extraida em 0,7 mg/100 g PS, o que mostra estar de acordo com o facto de que os
solventes acidos mostram ser mais eficientes na extragdo de rutina.

Com base nos resultados discutidos acima, o acido acético foi o solvente que mais se
destacou, sendo por isso o solvente escolhido para a otimizacdao das condigdes
operacionais de extracdo, através do planeamento experimental. Contudo, primeiro
estudou-se de forma mais pormenorizada o efeito da concentra¢do do acido acético na
extracdo de rutina, por forma a escolher a concentracdo do solvente mais indicada a
utilizar para a otimizacdo das condi¢des operacionais. Os resultados obtidos
encontram-se na Figura 12 (apéndice C, Tabela C.4), sendo que as extracdes foram
realizadas nas mesmas condicbes de temperatura, tempo e razdo sélido/liquido

anteriormente utilizadas.

31



. 200
7
a T —E—
Y 1
o =D
= 150
~
ob
E
c 100
£
5
[+'4
3 50
= =
2

0

100% 85% 75% 65% 50% 25%

Concentragao de solvente (%)

Figura 12- Representacdo grafica da otimiza¢do da concentragdo do acido acético, utilizando
casca de banana madura, no processo de extracdo de rutina. Condi¢des de extracdo: t=60 min;
T=25 °C; razdo S/L=0,1, utilizando &cido acético puro ou uma mistura de acido acético com

agua (m/m) %.

A Figura 12 mostra que a utilizacdo do 4acido acético puro como solvente ndo é
vantajoso para o processo, como ja foi referido anteriormente. Para além disso, estes
resultados confirmaram que a adicdo de agua ao acido organico é benéfica para a
extracdo de rutina, até uma concentragdo de acido acético de 65 (m/m) %. A justificacdo
para este aumento de eficiéncia com a adicdo de dgua deve-se as razbes ja
anteriormente mencionadas, tornar o solvente menos viscoso, bem como aumentar a
area de superficie de contacto entre o soluto e o solvente [56], facilitando assim a
transferéncia de massa [47]. Contudo, o aumento em demasia da percentagem de agua
no solvente de extracao leva a que a sua eficacia de extragdo diminua, uma vez que os
teores de rutina extraidos para a mistura aquosa a 25 (m/m) % foram inferiores aos
valores obtidos para o acido puro, 35,3 mg/100 g PS e 40,4 mg/100 g PS de rutina,
respetivamente.

Assim, os resultados mostram que a mistura aquosa de acido acético a 65 (m/m) % é
o solvente que permite maximizar a extracdo de rutina (192,4 mg/100 g PS) a partir de
cascas de banana madura, sendo por isso a concentragao escolhida para o estudo da

otimizacdo das condi¢des de extragao.
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3.2.4. Otimizagao das condigOes de extragao através do planeamento experimental

Ap0s a selecdao do melhor solvente para a extragdo de rutina, acido acético com uma
concentracdo 65 (m/m) %, foi realizado o planeamento fatorial 23 (tés fatores e dois
niveis) com o objetivo de otimizar as condi¢cdes de extra¢dao da rutina, de cascas de
banana maduras. Esta metodologia permite explicar a relagao entre a resposta (teor de
rutina extraida, mg/100g PS) e as varidveis independentes que influenciam o teor de
rutina do extrato (ilustrado na Figura 13) e consequentemente, prever as condi¢des de
extracdo mais favoraveis para o processo. As varidveis independentes avaliadas foram a
temperatura (T, °C), tempo de extragdo (t, min), e a razdo sélido/liquido (razdo S/L,
massa de biomassa por massa de solvente).

Note-se que, os dados obtidos foram sujeitos a uma andlise de variancia com um
intervalo de confianca de 95 %, por forma a perceber a significancia das varidveis e das
suas interacdes no teor de rutina extraido. Os pontos experimentais utilizados no
planeamento fatorial, a equacdo do modelo, o rendimento de extracdo da rutina obtido
experimentalmente e os respetivos valores calculados, e os coeficientes de correlacdo
obtidos, bem como todas as estatisticas sdo mostradas no Apéndice C (Tabela C.6 e C.7
e Figura C.2, C.3 e C.4). O valor de R? ajustado da equacdo polinomial para o teor de
rutina extraido foi de 0,916 (explica 91,6% da variacdo dos valores observados),
mostrando assim que ndo existe uma variacdo significativa entre as respostas
experimentais.

A analise estatistica dos dados no apéndice C (Tabela C.6 e Figura C.2) mostram que
das variaveis lineares apenas a temperatura e a razdo S/L sao significativas, sendo que
ambas tém um efeito negativo sobre a extracdo, uma vez que com o aumento destas
variaveis o teor de rutina extraido diminui. Para além disso, a maiorias das variaveis de
interacdo mostram ter um efeito significativo sobre a extracdo de rutina. Em relacdo ao
tempo de extracdo, este tem um efeito positivo sobre a extracdo de rutina. Com o
aumento do tempo, aumenta o teor de rutina extraido. Contudo, ha que ter em conta
gue o tempo de extracdo linear e quadratico, assim como a variavel de interacdo entre
o tempo e a razdo S/L, sdo variaveis pouco significativas no processo de extracdo da

rutina (ver gréafico de Pareto, apéndice C, Figura C.2).
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Figura 13- Graficos de superficie de resposta (esquerda) e graficos de contorno (direita)
relativos ao teor de rutina extraido utilizando uma mistura aquosa de +acido acético a 65
(m/m) % com os efeitos combinados de: (i) razdo S/L e temperatura (T, °C); (ii) tempo (t, min) e

temperatura (T, °C); e (iii) razdo S/L e tempo (t, min).
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Posto isto, determinou-se o ponto 6timo de extracdo de rutina para uma
concentragdo de 4cido organico de 65 (m/m) %, o resultado obtido foi tempo de
extracdo de 110 minutos, razdo sélido-liquido de 0,06 e temperatura de 25°C. Tendo em
conta que o tempo foi a varidvel menos significativa de todas, optou-se por estudar as
condicOes de extracdo otimizadas com diferentes tempos de extracdo, isto é, para além
dos 110 minutos, também se realizou extra¢gdes com a duragdo de 80 e 50 minutos,

como se pode ver na Figura 14 (apéndice C, Tabela C.8).
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Figura 14- Representacdo grafica da otimiza¢do das condigdes do processo de extracdo de
rutina a partir da casca de banana madura, utilizando acido acético a 65(m/m) %. CondigGes de

extracdo: T=25 °C; razdo S/L=0,06.

De facto, o extrato obtido nas condi¢Ges 6timas de extragdo (110 minutos, razao
sélido-liquido de 0,06 e uma temperatura de 25°C) foi o que apresentou o maior teor de
rutina 242,2 mg/100 g PS. Contudo, ao reduzir o tempo para 80 minutos, o teor de rutina
extraido praticamente n3o se alterou, obtendo-se 238,5 mg/100 g PS de rutina. Porém,
diminuindo ainda mais o tempo de extra¢do para 50 minutos o teor de rutina extraido
ja diminui consideravelmente, 209,8 mg/100 g PS. Assim, as condi¢cdes 6timas para a
extracdo de rutina de casca de banana madura, utilizando uma mistura aquosa de acido
acético a 65 (m/m) %, sdo 80 minutos, a uma temperatura de 25 °C e uma razio
sélido/liquido de 0,06. Para além disso, é ainda importante ressaltar que este valor
(238,5 mg/100 g PS) estda na mesma faixa dos valores obtidos por extracdo de soxhlet
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(230,1 e 205,5 mg/100 g PS de rutina, utilizando etanol e metanol como solvente de
extracdo, respetivamente), em que os tempos de extracao foram mais longos (pelo
menos 360 minutos) e as temperaturas mais elevadas (60-80 °C).

Note-se que, a selegdo destas condi¢des tem por objetivo a simplificagdo do processo
de extracdo e minimizar o consumo de energia, através da utilizacdo de um solvente

simples e comumente utilizado na indUstria alimentar [48] a baixas temperaturas.

3.2.5. Atividade antioxidante dos extratos

De seguida, avaliou-se a atividade antioxidante do extrato obtido nas condigdes
otimas de extracdo, ou seja, a uma temperatura de 25 °C, com uma razdo S/L de 0,06 e
80 minutos, utilizando como solvente acido acético a 65 (m/m) %. Também se mediu a
atividade dos extratos com solventes organicos (metanol e etanol) e 4gua, nas mesmas
condicdes de extracdo, para efeitos de comparagdo. Para além disso, também foram
avaliados extratos com tempo de extracdo de 110 minutos, por forma a entender se o
aumento do tempo de extracdo poderia afetar o teor antioxidante do extrato, apesar de
nao se observar praticamente nenhuma variagao nos valores de teor de rutina para os
extratos com 80 e 110 minutos de extracdo. Na Figura 15 (apéndice C, Tabela C.9),
encontram-se os resultados obtidos relativamente a atividade antioxidante dos extratos
analisados.

Como se pode observar pela Figura 15, para todos os solventes em estudo, a reducao
do tempo de extracdo de 110 min para 80 min ndo afetou a atividade antioxidante do
extrato, como seria de esperar tendo em conta os resultados de teor de rutina no
extrato obtidos anteriormente. Para além disso, observou-se que os extratos obtidos
com acido acético com uma concentragdo de 65 (m/m) % apresentaram uma atividade
antioxidante superior (63,06 mg TE/g PS em 80 minutos de extracdo) aos extratos
obtidos com solventes orgéanicos e agua, o que esta de acordo com o teor de rutina
extraido da casca de banana madura. Note-se que, a atividade dos solventes foi também
avaliada, confirmando-se que estes ndo tiveram qualquer influéncia no valor de
atividade antioxidante do extrato obtido, ja que apresentaram atividade antioxidante

nula.
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Figura 15- Representacgao grafica da atividade antioxidante no processo de extragdao de rutina
a partir da casca de banana madura com a utiliza¢cdo de diferentes solventes: (") acido acético

65 %, () etanol, (") metanol e (") dgua. Condicdes de extracdo: T=25 °C; razdo S/L=0,06.

3.2.6. Reutilizagao da biomassa & Saturagao e reciclabilidade do solvente

Apds a identificacdo das condi¢Oes otimizadas do processo de extracdo (temperatura
de 25 °C, tempo de extracdo de 80 min, e razdo sélido liquido de 0,06), foi estudada a
reutilizacdo da biomassa por forma a inferir o teor maximo de rutina presente na casca
da banana madura. Desta forma, fez-se um primeiro ciclo de extragdo nas condi¢des de
extracdo otimizadas anteriormente (ciclo 1, 241,9 mg/100 g PS), sendo que apds a
extracao recuperou-se a biomassa e voltou-se a utiliza-la em mais um ciclo de extra¢ao
(ciclo 2). Note-se que, em cada ciclo foram utilizadas misturas aquosas de acido acético
a 65 (m/m) % novas, sendo que a biomassa utilizada foi sempre a mesma. Os resultados
mostram que, que a rutina foi extraida praticamente na sua totalidade no primeiro ciclo
de extracao, ja que no segundo ciclo de extracdo o teor de rutina obtido foi muito baixo,
0,9 mg/100 g PS, como se pode constatar na Figura 16 (i). Assim, ndo ha necessidade de

voltar a reutilizar a biomassa apds a primeira extracdo.
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Figura 16- Representacao grafica do teor de rutina extraido de casca de banana madura com a
reutilizacdo de (i) biomassa e de (ii) solvente nas condi¢des de extragdo otimizadas, utilizando

uma solucdo aquosa de acido acético 65 (m/m) %: T=25 °C; razdo S/L=0,06.

Posto isto, passou-se ao estudo da reutilizacdo do solvente de extracao, ou seja,
determinou-se quantos ciclos seriam necessarios para saturar o solvente de extracao,
por forma a maximizar a relacdo entre o custo, a eficacia e a sustentabilidade do
processo. Para tal, foram realizadas extragdes sucessivas com a mesma mistura aquosa
de acido acético a 65 (m/m) %, sob as condicbes de extracdo otimizadas. Apds cada
extracdo, a mistura sélido-liquido foi filtrada, e o solvente de extragdo recuperado e
reutilizado numa nova extracdo com casca de banana madura nova, durante trés ciclos.
Como se pode observar na Figura 16 (ii), o teor de rutina obtido no primeiro ciclo (=240
mg/100 g PS) pode ser melhorado através da reutilizacdo do solvente e utilizagdo de
biomassa “fresca”, atingindo um valor de 509,7 mg/100 g PS apds o terceiro ciclo de
reutilizacdo do solvente, que corresponde a concentragdo total de rutina de 0,283 mg/g.
Contudo, o teor de rutina extraido no terceiro ciclo foi bastante baixo (28,1 mg/100 g
PS), assim a mistura aquosa de acido acético a 65 (m/m) % pode ser utilizada em duas
extracdes sucessivas de rutina de casca de banana madura, sem diminuir o seu
desempenho de extragdo. Também se determinou a solubilidade da rutina a 25 °C na
solucdo aquosa de acido acético a 65 (m/m) %, obtendo-se um valor de 0,292 mg/g, o
gue estd de acordo com a concentragao de rutina do extrato obtido apds a reutilizacdo
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do solvente (0,283 mg/g). Para mais informacgdes observar Apéndice C, Tabela C.10 e
Tabela C.11.

Outra etapa necessdria para garantir a viabilidade econémica e sustentdvel do
processo de extracgdo em desenvolvimento, é a confirmagdo da reciclabilidade do
solvente. Para tal, e dada a volatilidade do solvente em estudo, apds a saturacdo do
solvente de extragdo (2 ciclos de extragdo sdlido-liquido), este foi recuperado por
evaporagdao a pressao reduzida na linha de vacuo, e reutilizado. Sendo que este
procedimento de extra¢do até a saturacao do solvente e recuperagao do mesmo (ciclo
de reciclabilidade) foi realizado num total de tés vezes, os resultados obtidos
encontram-se na Figura 17. Uma representagdo esquemadtica do processo proposto é

fornecida na Figura 18.
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Figura 17- Representacgao grafica do teor de rutina correspondente aos extratos obtidos em
cada ciclo de reciclabilidade, utilizando as condi¢des de extragao otimizadas: T=25 °C; razdo

S/L=0,06.
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Figura 18- Representacdo esquematica do processo de extracdo de rutina de casca de banana.

Pela Figura 18 pode-se verificar que a eficiéncia de extracdo do solvente sofre um
pequeno decréscimo com os ciclos de reciclabilidade do solvente, mais concretamente
do primeiro para o terceiro ciclo observou-se uma perda de, aproximadamente, 11 % no
teor de rutina extraido. Contudo a perda de eficiéncia é bastante baixa, demonstrando
assim a viabilidade do processo de extracdo de rutina desenvolvido. Por outro lado, ha
gue ter em conta que serd necessario haver uma fonte de alimentacdo de solvente extra
a0 processo, ja que durante as etapas de extracdo e recuperacao do solvente existiram
perdas de aproximadamente 6 (m/m) %. Por fim, é importante referir, que o precipitado
obtido é rico em rutina, ou seja, este ndo é completamente puro, sendo que consoante
a aplicacdo desejada poderad ou ndo haver a necessidade de um passo de purificacdo
apos a obtencdo do precipitado.

Note-se ainda, que o solvente utilizado neste processo, mistura aquosa de acido
acético, é mais benigno em termos ambientais que os solventes organicos por norma
utilizados. Para além disso, ainda tem a seu favor, que a sua utilizacdo é aprovada pela

comissao da unido europeia como aditivo na industria alimentar [48].
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3.2.7. Conclusoes

Verificou-se que, o teor de dopamina é maior para a casca de banana madura do que
para as outras maturacdes em estudo, sendo por isso a mais indicada a utilizar no
processo de extracao de dopamina.

Constatou-se que, as misturas aquosas de acidos organicos sdo uma opgao viavel
para a extracdo de rutina. No caso da extracdo da rutina foi possivel ir mais longe, e
otimizar as condi¢des de extragdo através do planeamento experimental, ja que neste
caso o teor de rutina ndo sofreu alteragdes com o aumento do tempo de
armazenamento da biomassa. O resultado 6timo de teor de rutina alcangado foi de
238,5 mg/100 g PS, obtido a 25 °C, durante 80 minutos e com uma razdo S/L de 0,06 e
utilizando acido acético 65 (m/m) %. Este valor é maior do que o obtido com solventes
organicos nas mesmas condicdes de extracdo, sendo semelhante ao valor de extracdo
obtido utilizando os solventes organicos com temperaturas mais elevadas e tempos de
extracdo maiores. Assim, os resultados dos acidos organicos mostraram ser uma boa
alternativa comparativamente aos solventes convencionais utilizados na literatura.

Verificou-se ainda que os extratos obtidos apresentavam atividade antioxidante, em
especial o extrato obtido nas condi¢bes 6timas de extracdo, suportando assim esta
propriedade presente na rutina.

Por fim, a recuperacao e reutilizacdo da mistura aquosa de acido acética foi estudada,

por forma a avaliar a sustentabilidade do processo.
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4. Conclusoes e trabalho futuro

A dissertacdo em estudo teve como objetivo principal estudar e desenvolver o
processo de extracao solido-liquido de dois componentes presentes na casca da banana:
a dopamina e a rutina. Ambos os compostos apresentam caracteristicas relevantes para
a saude humana.

Em relacdo a extracdo da dopamina, constatou-se que a casca da banana verde foi a
que apresentou maior quantidade de dopamina das trés maturacdes em estudo. A
solugdo aquosa de acido citrico a 50 % (m/m) foi a mais eficiente na extracdo de
dopamina, obtendo-se 57,9 mg/100 g PS de dopamina. Contudo, observou-se que a
guantidade de dopamina na biomassa ao longo do tempo de armazenamento diminuia.
Assim, seria necessario realizar as extracdes num curto espaco de tempo, o que tornava
o processo de otimizagdo pouco vidvel. Sendo que, por isso o seu processo de extracao
nao foi otimizado.

J& em relacdo a rutina, a casca de banana madura mostrou ser a mais rica neste
biocomposto. O acido acético a 65 % (m/m) foi o mais eficiente dos acidos em estudo,
conseguindo-se extrair cerca de 200 mg/100 g PS de rutina. Para além disso, no caso da
rutina ndo se verificou que a sua quantidade na biomassa ao longo do tempo sofresse
qualquer tipo de altera¢do. Posto isto, otimizou-se as condi¢des de extracao através de
um planeamento experimental, sendo que para uma temperatura de 25 °C, com um
tempo de extracdao de 80 minutos e uma razao sélido-liquido de 0,06, conseguiu-se
obter 238,5 mg/100 g PS de rutina. Por fim, a recuperacao e reutilizagcdo do solvente de
extracdo também foram verificadas, contribuindo assim para o desenvolvimento de um
processo sustentavel.

Em suma, ha que destacar que as misturas aquosas de acidos organicos revelaram
ser uma boa alternativa aos solventes organicos tradicionalmente utilizados na extracao
de biocompostos a partir de fontes naturais, contribuindo assim para o
desenvolvimento de processos de extracdao mais eficientes e sustentdveis.

Como trabalho futuro, recomenda-se o estudo de outro tipo de solventes
alternativos como por exemplo os solventes eutécticos, e/ou os bio-solventes, tendo em
conta a sua baixa toxicidade. Outro aspeto importante que se devera explorar num

trabalho futuro é uma alternativa para o armazenamento da biomassa por forma a que
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o teor de dopamina ao longo do tempo de armazenamento ndo se altere, e
consequentemente tornar o seu processo de extracdao mais vidvel. Adicionalmente,
também serd interessante encontrar outras fontes naturais de dopamina, uma vez que
os estudos que tém vindo a ser feitos focam-se essencialmente extracao de dopamina
de banana e da sua casca, ao contrdrio do que acontece com a rutina que existem
estudos de varias fontes naturais. Por fim, no futuro também serd interessante valorizar
outro tipo de residuos alimentares relacionados com a industria alimentar portuguesa

como por exemplo o azeite, laranja, castanha, etc.
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Apéndice A - Procedimento experimental

Otimizacdao das condi¢bes de extragdo através do planeamento

experimental

Tabela A.1- Niveis codificados das varidveis independentes utilizadas no planeamento fatorial.

Nivel
Simbolo Axial Fatorial Central Fatorial Axial
1,682 -1 0 1 1,68
T 24,5 30 38 46 51,4
t 9,5 30 60 90 110
R 0,016 0,050 0,100 0,150 0,184

Tabela A.2- Planeamento Fatorial.

X, X, X3
1 1 1 1
2 1 1 1
3 -1 1 1
4 1 1 1
5 -1 1 1
6 1 1 1
7 1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
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Apéndice B — Dados experimentas da extracao de dopamina
Extragao sélido-liquido
Tabela B.1- Valores obtidos de teor de dopamina extraida a partir de trés tipos de maturacao

de casca de banana, utilizando metanol a varias concentragoes e respetivos desvios padrao.

Condi¢Ges de extragdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Banana Concentragao Teor extraido Desvio Padrao
(m/m%) (mg/100 g PS)
Verde 100 33,7 1,17
Verde 75 33,0 1,04
Verde 50 28,3 1,35
Semi-madura 100 14,3 0,420
Semi-madura 75 14,3 0,495
Semi-madura 50 13,0 0,038
Madura 100 14,3 2,36
Madura 75 14,9 0,011
Madura 50 14,0 2,19
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Tabela B.2- Valores obtidos de teor de dopamina extraida a partir da casca de banana verde,

utilizando varios solventes a diferentes concentragGes e respetivos desvios padrdo. Condi¢bes

de extragdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Solvente Concentragao Teor extraido Desvio Padrao
(m/m%) (mg/100 g PS)
Metanol 100 38,7 1,34
Etanol 100 28,7 1,75
Acido Lético 100 8,18 1,12
Acido Lético 75 22,4 0,241
Acido Lético 50 31,7 1,25
Acido Latico 25 23,0 0,797
Acido Glicélico 75 19,1 4,61
Acido Glicélico 50 23,6 3,87
Acido Glicélico 25 20,1 1,96
Acido Citrico 75 35,2 1,34
Acido Citrico 50 58,0 3,26
Acido Citrico 25 47,6 1,12
Acido Acético 100 6,08 1,00
Acido Acético 75 13,4 1,76
Acido Acético 50 16,0 0,228
Acido Acético 25 14,1 0,245
Agua 100 23,3 0,243
Agua acidificada 100 24,5 0,556

(pH=3,01)
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Figura B.1- Representacdo grafica da influéncia da utilizagdo de diferentes solventes utilizados
no processo de extracdo de dopamina a partir da casca de banana verde utilizando solventes
organicos e agua. Condicdes de extracdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1, utilizando solventes

puros.

Tabela B.3- Valores obtidos de teor de dopamina extraida a partir da mesma biomassa de
casca de banana verde ao longo do tempo, utilizando metanol puro e respetivos desvios

padrdo. Condigdes de extragdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Data Teor extraido Desvio Padrao
(mg/100 g PS)

Novembro 2019 38,7 1,34

Dezembro 2019 18,5 0,88

Janeiro 2020 9,62 0,58
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Apéndice C — Dados experimentais da extracao de rutina
Extragao sélido-liquido
Tabela C.1- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir de trés tipos de maturacao de

casca de banana, utilizando metanol a vérias concentragdes e respetivos desvios padrao.

Condi¢Ges de extragdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Banana Concentracdo Teor extraido Desvio Padrao
(m/m%) (mg/100 g PS)
Verde 100 10,7 0,324
Verde 75 11,5 0,761
Verde 50 13,5 0,591
Semi-madura 100 22,3 0,350
Semi-madura 75 17,5 0,023
Semi-madura 50 29,1 3,27
Madura 100 25,9 1,29
Madura 75 24,1 4,28
Madura 50 41,9 0,82

Tabela C.2- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da mesma biomassa de casca de
banana madura ao longo do tempo, utilizando metanol puro e respetivos desvios padrao.

CondicBes de extracdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Teor extraido

Data (mg/100 g PS) Desvio Padrao
Novembro 2019 29,9 1,51
Dezembro 2019 33,1 1,08
Janeiro 2020 28,3 0,872
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Tabela C.3- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da casca de banana madura,

utilizando varios solventes a diferentes concentragGes e respetivos desvios padrdo. Condi¢bes

de extragdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Solvente Concentragao Teor extraido Desvio Padrdo
(m/m%) (mg/100 g PS)

Metanol 100 11,8 1,76
Etanol 100 14,6 0,416
Acido Latico 100 68,4 1,80
Acido Lético 75 67,0 0,949
Acido Latico 50 60,6 1,82
Acido Lético 25 40,0 2,26
Acido Glicélico 75 55,7 2,02
Acido Glicélico 50 56,4 1,91
Acido Glicdlico 25 37,8 1,42
Acido Citrico 75 82,5 1,87
Acido Citrico 50 48,1 0,0175
Acido Citrico 25 41,8 1,72
Acido Acético 100 40,4 1,03
Acido Acético 75 181,6 15,0
Acido Acético 50 158,5 2,73
Acido Acético 25 35,3 1,84
Agua 100 5,63 1,64
Agua acidificada 100 6,32 0,44

(pH=3,01)
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Figura C.1- Representacdo grafica da influéncia da utilizagcdo de diferentes solventes utilizados
no processo de extragdo de rutina a partir da casca de banana madura utilizando solventes
organicos e dgua. Condi¢des de extragdo: t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1, utilizando solventes

puros.

Otimiza¢do das condicbes de extracdo através do planeamento
experimental
Tabela C.4- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da casca de banana madura,

utilizando 4cido acético a diferentes concentragdes e desvios padrado. CondicGes de extragado:

t=60 min; T=25 °C; S/L R=0,1.

Concentragao do solvente Teor extraido Desvio Padrio
(m/m%) (mg/100 g PS)
100 40,4 1,03
85 177,0 11,67
75 181,6 2,52
65 192,4 0,96
50 158,5 2,73
25 35,3 1,84
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Tabela C.5- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da casca de banana madura,

utilizando acido acético a 65 (m/m) % e as respetivas condi¢des de extragdo.

Condigbes Temr(;:e cr; tura T::::;) Razdo S/L :-:‘;; 1e : (t)r:i;l;
1 30 30 0,05 219,2
2 46 30 0,05 162,6
3 30 90 0,05 280,3
4 46 90 0,05 117,6
5 30 30 0,15 180,3
6 46 30 0,15 135,2
7 30 90 0,15 171,5
8 46 90 0,15 141,2
9 24 60 0,10 158,0
10 51 60 0,10 186,4
11 38 10 0,10 170,2
12 38 110 0,10 195,4
13 38 60 0,016 148,2
14 38 60 0,18 178,1
15 38 60 0,10 184,6
16 38 60 0,10 172,4
17 38 60 0,10 197,0
18 38 60 0,10 174,3
19 38 60 0,10 178,7

20 38 60 0,10 188,5
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Tabela C.6- Coeficientes de regressdao do modelo polinomial de segunda ordem previsto para o

rendimento de extracdo de rutina obtido a partir do planeamento experimental.

Coeficientes de Desvio Padrdo t-student (10) p-value
regressao
Intercecdo 164,57 54,1929 3,03676 0,028857
(1)T (°C)(L) 3,28 2,2986 1,42529 0,008925
T(°C)(Q) -0,11 0,0280 -3,98320 0,010497
(2)t (min)(L) 1,99 0,4801 4,14832 0,213392
t (min)(Q) 0,00 0,0020 -1,45592 0,205186
(3)razdo S/L(L) _1051,09 288,0617 -3,64885 0,014766
razéo S/L(Q) -4235,58 715,5413 -5,91941 0,001961
1L by 2L -0,03 0,0100 -3,37742 0,019730
1L by 3L 51,68 5,9981 8,61602 0,000348
2L by 3L -2,76 1,5995 -1,72617 0,144905
Tabela C.7- Tabela da ANOVA para o planeamento fatorial 23.
SS DF Média F p-value
Regressdo  10319,58 9 1146,62 23,93 0,000013
Residual 479,09 10 47,91
Total 10798,67
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Figura C.2- Diagrama de Pareto do planeamento experimental relativo a influéncia das
variaveis independestes (tempo, temperatura e razdo sélido/liquido) no processo de extracdo

de rutina a partir de casca de banana madura, utilizando acido acético 65 (m/m) % como

solvente.
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Figura C.3- Valores observados vs valores previstos.
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Figura C.4- Distribuicdo de residuos.

Tabela C.8- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da casca de banana madura,

utilizando acido acético a 65 (m/m) % e respetivos desvios padrio.

Condig¢oes Tempo (c:i:)x tragdo (Tmeg; : ; (t)rgal’;i; Desvio Padrao
1 110 242,2 11,0
2 80 238,5 4,43
3 50 209,8 3,07
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Atividade antioxidante dos extratos

Tabela C.9- Valores obtidos de atividade antioxidante extraida a partir da casca de banana
madura, utilizando diferentes solventes com dois tempos de extracdo as condi¢des 6timas de

extracdo: T=25 °C; S/L R=0,06.

Solvente Concentragao Tempo de Atividade antioxidante Desvio
(m /m%) extracdo (min) (mg/100 g PS) Padrio
Etanol 100 110 34,2 6,98
Metanol 100 110 29,6 5,96
Agua 100 110 18,0 3,97
Acido Acético 65 110 62,6 7,98
Etanol 100 80 34,4 9,90
Metanol 100 80 28,3 1,99
Agua 100 80 14,6 7,94
Acido Acético 65 80 63,1 9,90

Reutilizagdo da biomassa e reciclabilidade do solvente

Tabela C.10- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da casca de banana madura,
utilizando 4cido a acético 65 (m/m) % referente a recirculagdo da biomassa. Condig¢Ges de

extracdo: t=80 min; T=25 °C; S/L R=0,06.

Ciclo Teor extraido (mg/100 g PS)
1 241,9
2 0,9391

Tabela C.11- Valores obtidos de teor de rutina extraida a partir da casca de banana madura,
utilizando acido acético a 65 (m/m) % referente a reciclabilidade do solvente. CondigGes de

extracdo: t=80 min; T=25 °C; S/L R=0,06.

Ciclo Teor extraido (mg/100 g PS)
242,1
2 239,5
3 28,07
4 0

62



