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RESUMO

De acordo com o The Good Food Institute Brasil (GFI), o mercado de alimentos a base
de plantas estd aumentando mais de 7% anualmente. Neste cenario destaca-se a
Pereskia aculeata Miller (PAM), que possui elevado teor proteico em suas folhas,
sendo considerada uma excelente alternativa ao consumo de proteina animal. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar um
suplemento alimentar proteico a partir de suas folhas. Para isso, avaliou-se sua
composicao centesimal, realizou-se técnicas extrativas a fim de promover o aumento
do percentual proteico e posteriormente foi feita a caracterizacao das folhas de PAM
in natura, submetidas a remocao de mucilagem e extraidas pelo método acido-base,
a fim de verificar alteracéo do ponto isoelétrico, morfologia, elementos quimicos e nos
pesos das moléculas apds realizacdo das técnicas extrativas aplicadas. Além disso,
foi desenvolvido um suplemento alimentar proteico em gel e, em seguida, realizado o
teste de estabilidade acelerada do tempo 0 a 90 dias. A partir dos resultados obtidos,
infere-se que a PAM é rica em proteinas (17,62%), tendo sido constatado que o
desengorduramento ndo se mostrou efetivo para o0 aumento do percentual proteico da
amostra. Entretanto a remo¢do da mucilagem de PAM seguido da extracdo &cido-
base, influenciou positivamente no aumento do percentual proteico, principalmente
para EXP RM 40 °C, que apresentou 56,53% de teor de proteina. Em relacdo a
caracterizacdo das amostras, o ponto isoelétrico se manteve em 1,7 apds a remocao
de mucilagem. Entretanto, houve alteracdo morfoldgica e elementar apds 0 processo
extrativo acido-base. Os pesos moleculares encontrados para as amostras foram
caracteristicos da enzima rubisco. Diante do aumento de 220,83% no teor proteico de
PAM, desenvolveu-se um suplemento alimenticio proteico em gel, na qual a condicéo
de geladeira apresentou-se um resultado satisfatorio em relacdo as caracteristicas
organolépticas, cor e pH durante todo o estudo de estabilidade. Conclui-se que a partir
da remocéao de mucilagem das folhas de PAM permitiu-se desenvolver um produto
alimenticio nutricionalmente rico em proteina e estavel ao longo dos 90 dias de estudo,
impactando positivamente sua aceitagcdo pelo consumidor e em sua viabilidade

comercial.

Palavras-Chave: Pereskia aculeata. Proteina. Extracdo. Suplemento alimentar



ABSTRACT

According to The Good Food Institute Brazil (GFI), the plant-based food market is
growing by more than 7% annually. In this scenario, Pereskia aculeata Miller (PAM)
stands out for its high protein content in its leaves, making it an excellent alternative to
animal protein consumption. Thus, this study aimed to develop and characterize a
protein food supplement from PAM leaves. The proximate composition was evaluated,
extractive techniques were performed to increase the protein content, and the
characterization of fresh PAM leaves was conducted after mucilage removal and acid-
base extraction to assess changes in isoelectric point, morphology, chemical elements,
and molecular weights following the applied extractive techniques. Additionally, a
protein food supplement in gel form was developed and subjected to accelerated
stability testing from day 0 to 90. From the results obtained, it is inferred that PAM is
rich in protein (17.62%), and it was found that defatting was not effective in increasing
the protein content of the sample. However, mucilage removal from PAM followed by
acid-base extraction positively influenced the increase in protein content, especially for
EXP RM 40 °C, which showed a protein content of 56.53%. Regarding sample
characterization, the isoelectric point remained at 1.7 after mucilage removal.
However, there were morphological and elemental changes after the acid-base
extractive process. The molecular weights found for the samples were characteristic
of the enzyme rubisco. With a 220,83% increase in protein content for PAM, a protein
food supplement in gel form was developed, with refrigeration conditions showing
satisfactory results in terms of organoleptic characteristics, color, and pH throughout
the stability study. It is concluded that removing mucilage from PAM leaves allowed for
the development of a nutritionally rich protein food product that remained stable over
the 90-day study period, positively impacting its consumer acceptance and commercial

viability.

Keywords: Pereskia aculeata. Protein. Extraction. Food supplement
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o pais que apresenta a maior biodiversidade do mundo, com cerca
de 20% de flora, favorecendo o desenvolvimento de pesquisas utilizando produtos
naturais (DA ROCHA et al., 2021). Nos ultimos anos, o mercado de alimentos a base
de plantas tem mostrado um crescimento significativo. Segundo o The Good Food
Institute Brasil (GFI), o setor vem aumentando em mais de 7% anualmente, com
projecdes indicando uma expansao meédia anual de aproximadamente 12% até 2027,
de acordo com estimativas da Meticulous Market Research (FOOD CONNECTION,
2023).

Desta forma, hd uma crescente demanda por proteinas de origem vegetal e a
tendéncia € que esse numero cresca a cada ano para atender ndo apenas aos
consumidores vegetarianos ou veganos, mas também aos que desejam
complementar a dieta com proteinas, reduzindo o consumo de carne (MACIEL NETO
et al., 2020). Assim, férmulas a base de plantas vém ganhando cada vez mais espaco
na alimentacdo dos consumidores, especialmente para 0s que as consideram
nutritivas e mais naturais (PICCINI et al., 2021).

Dentre as plantas medicinais do Brasil, Pereskia aculeata Miller (PAM), da
familia Cactaceae, é amplamente distribuida na Mata Atlantica e tem sido estudada
pelo seu alto valor nutricional. E popularmente conhecida como ora-pro-nobis e é
consumida em diversas regides do Brasil, fazendo parte do grupo de plantas
alimenticias ndo convencionais (PANC) (DE FREITAS et al. 2021).

O Instituto Nacional de Alimentacdo e Nutricdo incluiu a PAM entre 0s
ingredientes das misturas de macronutrientes comumente consumidas e distribuidas
pela agéncia do Ministério da Saude para ajudar a combater a fome entre os paises
mais pobres (FARFAN, 1998). O valor nutricional de PAM estad relacionado,
principalmente, ao seu elevado teor de proteina nas folhas. Em regides mais carentes,
€ considerada a principal fonte de proteina, sendo chamada de “carne de pobre”
(PEREIRA et al., 2007).

Vérios estudos confirmam o alto teor de proteina nas folhas, sendo lisina e
triptofano os aminoacidos mais abundantes. Pesquisas cientificas mostram também
niveis significativos de fibra alimentar e minerais, como ferro, manganés, magnésio,

célcio e zinco; vitaminas A, C e B9 e baixos niveis de gordura e calorias (GIRAO et
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al., 2003; ROCHA et al., 2009; TAKEITI et al., 2009). A PAM também ¢ fonte de
carotenoides, especialmente luteina, com concentracées mais altas do que em outros
vegetais comumente consumidos, sendo a luteina descrita na literatura como capaz
de prevenir doencas oculares e degeneracdo macular relacionada a idade
(CARVALHO, 2023).

A literatura cientifica descreve muito bem as caracteristicas e propriedades
bioativas (ex: antioxidante e anti-inflamatério) e nutricionais (ex: fonte de proteinas e
aminoacidos) de PAM (GARCIA et al., 2019; NOGUEIRA SILVA et al., 2023; TORRES
et al., 2022). Também cabe ressaltar que a suplementacao alimentar esta sendo muito
utilizada pela populacdo mundial, seja pela busca de uma alimentacdo mais saudavel
e/ou pela necessidade de um produto prético e acessivel (PICCINI et al., 2021).

Assim, o presente estudo teve como objetivo a caracterizacao das propriedades
fisico-quimicas das folhas de PAM e PAM desengordurada (PAMD), bem como a
determinacao do teor de proteinas por meio de métodos extrativos. Além disso, a partir
do concentrado proteico de PAM, foi desenvolvido um suplemento alimentar proteico

acessivel e com alto valor nutricional.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.3 PROTEINAS VEGETAIS

Alimentos de origem animal sdo boas fontes de proteinas. Entretanto, o
consumo dessas proteinas animais impacta significativamente o meio ambiente,
estando diretamente associado as mudancas climaticas, ao aumento das emissdes
de gases de efeito estufa e ao esgotamento de recursos naturais (LAMSAL et al.,
2019).

Com a previsao de que a populagdo mundial chegue a 10 bilhdes até 2050 e o
consumo de laticinios e carne aumente em 58% e 73%, respectivamente, torna-se
essencial considerar a producao e o consumo sustentaveis de proteinas (FASOLIN et
al., 2019). Além disso, o consumo prolongado de carne vermelha pode aumentar o
risco de doencgas cronicas (AHNEN; JONNALAGADDA; SLAVIN, 2019; HERTZLER
et al., 2020).

Desta forma, a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente e as mais
recentes discussOes sobre o impacto de uma dieta nutritiva, tornaram o uso de
proteinas derivadas de plantas, como ervilha, soja, milho e outros vegetais, uma
alternativa que vem sendo muito aplicada pela industria de alimentos (HERREMAN et
al., 2020).

Para que as proteinas vegetais substituam eficientemente as de origem animal,
essas devem dispor de aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) em guantidade suficiente para
suprir as necessidades diarias, visto que ndo sdo sintetizados pelo organismo
(HERREMAN et al., 2020). Assim como os aminoécidos essenciais, os aminoacidos
nao essenciais (arginina, alanina, cisteina, glutamina, tirosina, entre outros) funcionam
como substratos para sintese de proteinas, fundamentais para formacao estrutural e
funcional, tornando-os primordiais ao ser humano para uma dieta completa (HOU;
YIN; WU, 2015).

Os vegetais sado constituidos por proteinas globulares, como albuminas,
globulinas, prolaminas e gluteinas. A presenca dessas substancias varia de acordo
com o vegetal, estando presentes em maior ou menor quantidade dependendo da

hortalica, cereal, leguminosa, entre outros. O tipo de proteina presente confere
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solubilidade e funcionalidades diferentes, como as albuminas que tém capacidade de

agir como emulsificante (SIM et al., 2021).

2.4 PERESKIA ACULEATA MILLER

O aumento populacional ao longo dos anos, aliado ao interesse do consumo
de produtos com maior valor nutricional, tornou alimentos ricos em proteinas cada vez
mais procurados pelos consumidores (JIN; OHANENYE; UDENIGWE, 2022).
Todavia, os alimentos proteicos obtidos de animais tém sido relacionados ao seu alto
impacto ambiental, devido ao significativo gasto de agua e emissdo de gases. Dessa
forma, a obtencdo de proteinas a partir de plantas se tornou uma alternativa de
demanda global, principalmente em paises subdesenvolvidos na qual a desnutricdo
ainda € um problema latente (ASCHEMANN-WITZEL et al., 2021).

E nesse cenario que a PAM, ganha énfase (Figura 1). A planta é uma
angiosperma cujo formato € de arbusto, a qual é encontrada no Brasil nas regiées do
nordeste, centro-oeste, sudeste e sul (SOUZA et al., 2016). Desta forma, além de ser
utilizada na alimentagdo humana, as folhas de PAM s&o empregadas na medicina
popular como emolientes sendo utilizada em lesdes de pele e na cicatrizagdo de
feridas em processos inflamatorios, pois tem funcdes antifingicas e antibacterianas
(CARVALHO et al., 2014).

Figura 1 - Folhas da Pereskia aculeata Miller

Fonte: Autor (2024).
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A presenga de substancias bioativas como B-carotenoides e flavonoides nos
frutos e em outras partes da planta ja foram avaliadas quanto as suas propriedades
antioxidantes, associadas a reducao de doencgas crénico-degenerativas (Ex: cancer e
doencas cardiovasculares), além de serem anti-inflamatdérias (SILVA et al., 2018).

Com relacdo aos aminoacidos essenciais presentes na PAM, estudos indicam
que em 100 g de folhas, o triptofano foi o aminoacido mais encontrado, com 5,52 g
(20,46%), seguido de leucina com 2 g (7,40%) e lisina 1,43 g (5,29%). Dentre os
aminoécidos ndo essenciais, foi possivel identificar majoritariamente o acido glutamico
com 2,67 g (9,90%) e &cido aspartico 1,71 g (6,32%) (GIRAO et al., 2003).

Dentre os macronutrientes presentes nas folhas de PAM cerca de 25% séo de
proteinas, bem maior do que a comumente encontrada nos alimentos, como couve
(1,6% m/m), alface (1,3% m/m), milho (7,6-10% m/m) e feijdo (18-20% m/m) (MILIAO
et al., 2022). Além do conteudo proteico, em 100 g de planta foram encontrados 3,5
g de célcio, 1,9 g de magnésio, 1,63 g de potassio, 156 mg de fésforo, 14,2 mg de
ferro e 26,2 mg de zinco (TAKEITI et al., 2009).

A proteina predominante na PAM € a rubisco, que é considerada a mais
abundante da biosfera e a principal enzima do processo de fotossintese. Ela participa
da etapa inicial do ciclo de Calvin promovendo a ligacdo do CO: a ribulose bifosfato,
produzindo dois compostos, cada um com 3 moléculas de carbono (acido
fosfoglicérico). O conjunto de reacBes posteriores reduzem o CO:z e reciclam a
molécula aceptora. Na execucao deste ciclo sdo utilizadas 6 moléculas de CO: para
producdo de uma molécula de frutose-6-fosfato (ALMEITA et al, 2022; LIU et al, 2021).

Além disso, a rubisco apresenta aminoacidos essenciais, sendo a lisina o
majoritario que desempenha um papel fundamental na estabiliza¢éo da sua estrutura
tridimensional e na interagdo com os substratos durante a catalise da reacdo de
fixacdo do carbono (O’LEARY et al., 2020). Outros aminoacidos essenciais presentes
na composicao da rubisco sdo metionina, treonina, isoleucina, valina, fenilalanina e a
leucina. Sendo estes indispensaveis para o funcionamento da enzima, garantindo sua
eficiéncia na conversédo do dioxido de carbono em compostos organicos durante a
fotossintese, e destacando assim sua importancia tanto para as plantas quanto para
0s organismos que delas dependem para nutricao e sustento (Mackinder et al., 2016).

Também em relacéo as proteinas, outro fator a ser observado quando se trata
da sua capacidade nutritiva € a sua digestibilidade. A baixa digestao proteica gera

uma baixa absor¢do dessas substancias, fazendo com que o aspecto nutritivo do
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alimento seja perdido (POMPEU et al.,, 2014). Sendo assim, diversos estudos
apontam valores de até 85% de digestdo das proteinas presentes na PAM,
apresentando uma boa digestibilidade (SARTOR & MAZIA, 2012; ROCHA et al., 2009;
ZEM et al., 2017). Isso indica que grande parte das proteinas ingeridas dessa planta
sofrem hidrélise por enzimas no organismo e sao, consequentemente, absorvidas em
forma de aminoacidos. Portanto, pequena parte do contetdo ingerido € excretado,
obtendo-se o0 maior proveito possivel do alimento (MENDES et al., 2007).

A presenca de substancias como ferro, calcio, acido ascorbico, &acido folico,
vitaminas A e C na PAM aumentam ainda mais sua capacidade nutritiva. O alto teor
proteico e a riqueza em minerais e fibras fazem com que essa planta seja considerada
um importante PANC, sendo utilizada para suprir a deficiéncia de diversas substancias
na dieta. A existéncia de minerais como ferro torna a PAM uma possivel alternativa
dietética para o tratamento de anemia ferropriva (GARCIA et al., 2019).

De acordo com Egea e Pierce (2021), as folhas de PAM apresentam em cada
100 g em base seca, 43,7 g de carboidratos, 23,8 g de proteina, 4 g de lipideo, 30 g
de fibra dietética total, que sao fatores que influenciam diretamente no valor nutricional
da planta.

Dado o alto teor de mucilagem néo téxica, também € possivel citar a espécie
como uma alternativa para obtencédo de hidrocoloides com diferentes funcfes. Esses
polimeros complexos de carboidrato possuem alta capacidade de absor¢édo de agua,
sendo utilizados como emulsificantes e estabilizantes na industria de alimentos
(SILVA et al., 2019).

Caracteristicas como a facilidade de plantio e cultivo, aliados a possibilidade
de incorporacao dessa planta em diferentes receitas, fazem com que a PAM seja uma
alternativa na dieta de populac6es mais carentes. Dessa forma, a extracdo de proteina
presente nas folhas permite alcancar um alto potencial alimenticio, bem como uma
diversidade de aplicagbes junto as industrias de medicamentos e alimentos
(LATORRACA et al., 2021).

2.5 METODOS EXTRATIVOS

A extracdo de compostos naturais € de suma importancia na obtencdo de
insumos que englobam diferentes necessidades, seja na area de alimentos,

medicamentos ou cosmeéticos. Esse processo é realizado a partir de diferentes
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meétodos, os quais sao utilizados de acordo com o tipo do produto natural utilizado,
substancia de interesse e aplicacdo, além das particularidades que envolvam a
matéria prima utilizada (SWAMI, 2008).

Dentre os métodos extrativos convencionais podem ser citados: extracdes
sélido-liquido, como a percolacéo, em que o solvente (liquido) passa pelo material
vegetal (s6lido) continuamente, até o seu esgotamento, extraindo os compostos de
interesse. Ha também a extracédo liquido-liquido, em que ocorre a separacdo de uma
mistura em dois liquidos imisciveis, adquirindo-se duas fases e permitindo a
separacdo de substancias. A infusdo, muito empregada no preparo de chas, que
consiste na imersdo do material vegetal em agua quente, além da maceracao,
baseada no contato entre o liquido extrator e a matéria (ABDELMOHSEN; SAYED;
ELMAIDOMY, 2022).

Outro processo frequentemente utilizado para a PAM é a extracdo de
mucilagem, um biopolimero com ampla aplicabilidade industrial, capaz de
desempenhar funcbes como modificacdo de textura, espessamento, formacao de gel
e estabilizacdo (CONCEICAO, 2013). Diversos métodos s&o descritos na literatura
para a remocao da mucilagem de material vegetal, incluindo técnicas que empregam
agua e solventes, temperatura, além de processos mecanicos e enzimaticos (LIMA
JUNIOR et al., 2013; LIRA, et al., 2023; SANTOS, 2023).

Entretanto, técnicas mais avancadas tém sido empregadas, como a extracdo
por fluido supercritico, que consiste ha manuten¢édo da temperatura e pressao de um
gas para que ele se encontre no seu estado supercritico, agindo como um bom
solvente extrator (MAUL; WASICKY; BACCHI, 1996). A extracdo assistida por
ultrassom, na qual se utiliza ondas ultrassonicas em determinadas frequéncias (20-
1000 kHz) permitindo o processo de cavitacdo, que facilita a penetracédo do solvente
na matéria (PANDA; MANICKAM, 2019). Ambos apresentam resultados muito
satisfatorios representando maior eficiéncia e rapidez. Todavia, possuem um custo
elevado, dificultando sua utilizacdo em larga escala (BUCAR; WUBE; SCHMID, 2013;
MAUL; WASICKY; BACCHI, 1996).

Também é amplamente descrito a extragdo acido-base por ser simples e
eficiente, sendo utilizada em fontes naturais para obtencdo de proteinas (QUEIROZ
et al., 2021; KUMAR et al.,2022).
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2.5.1 Extracao acido-base de proteinas

O método consiste na alcalinizacdo do meio no qual o material vegetal esta
presente, utilizando uma base forte como o hidroxido de sédio para que as proteinas
se solubilizem. Apdés solubilizagéo, a solugédo é levada para centrifuga para que os
compostos precipitados (ndo solluveis) sejam depositados, obtendo-se entdo o
sobrenadante na qual as proteinas sollUveis estardo presentes. Posteriormente, 0
sobrenadante sofre o processo de acidificacdo até o pH referente ao ponto isoelétrico
da proteina de interesse (na qual o potencial Zeta sera nulo), levando a diminuicéo
das forcas de repulsdo e a agregacao de particulas fazendo com que a solubilidade
dessas proteinas diminua e se precipitem. A solucdo acidificada é novamente
centrifugada, de modo que as proteinas de interesse, agora precipitadas, possam ser
extraidas (Figura 2) (BOYE; ZARE; PLETCH, 2010).

E importante ressaltar que o ponto isoelétrico varia de proteina para proteina,
sendo fundamental a definicdo desse para as proteinas que se pretendam extrair,
permitindo melhor precipitacdo, promovendo a maior eficiéncia possivel na extracao
(NOVAK; HAVLICEK, 2016).

Figura 2 - Processo de extracdo para proteinas de material vegetal
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Fonte: Autor (2024).
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Para a obtencdo de extratos proteicos € necessario considerar os diferentes
comportamentos das proteinas frente as mudancas de pH. Independente de se
apresentar como um meétodo relativamente simples, a revisdo e adequacao dos
processos desde a moagem sao de extrema importancia, pois afetam diretamente no
rendimento final (FONSECA, 2019).

Estudos indicam que fatores como a concentracdo alcalina e temperatura
também afetam o rendimento de proteinas obtidas. Extragfes realizadas em altas
temperaturas podem levar a desnaturacdo de proteinas e, consequentemente,
diminuir a efetividade e qualidade do processo. Altas concentracdes alcalinas também
podem influenciar no rendimento, reduzindo a recuperacdo na subsequente fase em
que se leva o extrato ao ponto isoelétrico (ZHANG; SANDERS; BRUINS, 2014).

Dessa forma, a extragdo por alcalinizacdo seguida de precipitacao isoelétrica
apresenta vantagens como um processo de facil execucao e baixo custo, sendo que
a busca pelo melhor rendimento faz com que a otimizacao de etapas seja de extrema
relevancia. Apos a extracdo, é de suma importancia quantificar as proteinas presentes
na amostra para avaliar a eficiéncia do processo extrativo empregado (CRUZ-SOLIS
et al., 2023).

2.6 TECNICAS PARA QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Na industria alimenticia, a quantificacdo de proteinas assume um papel
importantissimo na qualidade e valor nutricional que um produto pode oferecer, ja que
essas substancias apresentam fun¢des abundantes no organismo, desde a formacéao
de diversas estruturas, até o controle da atividade de numerosas enzimas existentes
(HAYES, 2020). Além disso, € um meio essencial para processos posteriores como
de rotulagem e identificacdo do produto, tendo influéncia na garantia de qualidade e
seguranca do alimento (SAEZ-PLAZA et al., 2013).

Diversos métodos foram desenvolvidos para que essa quantificagdo possa ser
realizada de forma confiavel e padronizada, como aqueles que se baseiam nas
quantificacdes de nitrogénio, como Kjeldahl e Dumas (ZAGURI et al., 2021).

O método de Kjeldahl pode ser citado como um dos principais, sendo utilizado
em larga escala na industria. Essa técnica, desenvolvida pelo dinamarqués Johan
Kjeldahl, utiliza a determinacg&o de nitrogénio presente na amostra analisada por meio

da conversao do nitrogénio em amonia para posterior quantificacao proteica. Para ser
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realizado, a amostra é submetida a etapas como digestdo, destilacdo e posterior
quantificacéo por titulacdo (MUNOZ-HUERTA et al., 2013).

O primeiro passo para realizacdo do teste € o processo de digestdo, que
consiste na retencdo do nitrogénio em forma de sulfato de aménio através da reacéo
da amostra utilizando uma mistura de &cido sulfurico e um catalisador. Nesse
processo, 0 aumento da temperatura € imprescindivel para que a matéria organica
possa ser devidamente eliminada, permitindo que a substancia alvo, o nitrogénio,
fique retido. Todavia, para isso possa acontecer, torna-se necessario o emprego de
substancias como sulfato de sédio, que aumentam o ponto de ebulicdo do acido
sulfurico, permitindo que o sistema alcance temperaturas mais altas (SILVA et al.,
2016).

Apos a digestdo, o sulfato de amdnio presente, resultante da conversdo do
nitrogénio na amostra é entéo levado ao pH alcalino, usando uma base como hidréxido
de sodio para liberacdo da amdnia, passando pelo processo de destilacdo. Assim, a
amonia € separada na destilacdo a vapor e entra em contato com acido bérico em
excesso. A solucdo é entdo titulada com acido cloridrico e utilizando o fator de
conversado para proteinas, faz-se a quantificacdo de proteina bruta (SAHA; SONON;
KISSEL, 2012). Em sua maioria, o fator de conversdo empregado é de 6,25, variando
conforme a amostra utilizada, considerando que todo nitrogénio presente na amostra
se apresenta ligado a proteina (MAEHRE et al., 2018). Na Figura 3, é possivel observar
as etapas que envolvem a técnica de Kjeldahl de forma mais detalhada.

Deste modo, a técnica de Kjeldahl apresenta até hoje ampla utilizacdo ao redor
do mundo, sendo usada dessa forma como padrédo para quantificacdo de proteinas.
Apesar de novos meétodos desenvolvidos, o baixo custo aliado a alta reprodutibilidade
e precisdo, fazem com que essa técnica siga sendo uma escolha prioritaria na analise
(SAEZ-PLAZA et al., 2013).
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Figura 3 - Etapas da técnica de Kjeldahl
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Fonte: Adaptado de Gerhardt Analytical Methods ([s.d.]).

2.7 TECNICAS ANALITICAS PARA CARACTERIZACAO DE PROTEINAS EM
ALIMENTOS

2.7.1 Potencial zeta

O potencial zeta (PZ) é utilizado para definir as interacdes presentes nas
particulas do sistema, influenciando diretamente nos processos de floculagdo ou ndo
floculacdo de uma suspenséo (LUXBACHER, 2014).

Em uma suspenséo, a presenca de cargas nas particulas suspensas acarreta
a atracdo de cargas opostas para a superficie. A Figura 4 ilustra uma particula com
carga negativa atrai cations presentes na solucdo. As cargas positivas do liquido que
se encontram proximas da superficie da particula ligam-se fortemente, e essa regido
€ denominada de camada Stern. Porém, as cargas que se encontram mais distantes
possuem interacdes mais brandas com a superficie, resultando na camada difusa
(SILVA, 2015).
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No interior da camada difusa existe um limite tedrico na qual as particulas e os
ions formam um sistema estavel. Quando uma particula se desloca (proveniente da
gravidade), os ions presentes no interior da camada se movem, entretanto qualquer
ion que se encontra além da camada difusa, n&o ira se movimentar com a particula.
Essa fronteira € denominada de slipping plane ou superficie de cisalhamento
hidrodinamico, o potencial encontrado € definido como PZ (MALVERN, 2012).

Figura 4 - llustracdo de uma particula carregada na interface soélido-liquido e os
potenciais relacionados a dupla camada elétrica
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Fonte: Zetasizer Nano User Manual (2013).

Em um sistema coloidal, as particulas podem se unir culminando em
agregados que poderéo sedimentar devido a gravidade. Este fendbmeno denomina-se
floculacéo e pode ser irreversivel ou reversivel. Quando os agregados sdo maiores, 0
processo € denominado de coagulacdo e é irreversivel. Se as particulas em
suspensao possuem um elevado valor de PZ, seja ele negativo ou positivo, elas
tenderdo a se repelir, ou seja, ndo tenderdo a flocular. Porém, se apresentarem

valores baixos de PZ, ndo possuiré for¢a que evite a agregacao das particulas e, desta
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forma, elas tendem a flocular. Particulas cujo PZ é superior a +30 mV ou inferior a -30
mV, séo classificados como estaveis (LUXBACHER, 2014).

O pH € um dos principais fatores que influenciam o PZ. A particulas que se
encontram em suspensao e apresentam um PZ negativo, se for adicionada mais base
nessa suspensao, elas tenderdo a adquirir mais cargas negativas. Entretanto, se for
adicionado acido a esse meio, as particulas poderdo adquirir cargas positivas até a
neutralizacdo. Desta forma, a curva de pH versus PZ serd negativa para valores de
pH elevados e positivo para valores de pH mais baixos, como ilustrado na Figura 5
(DELAVI, 2011).

Figura 5 - Curva do potencial zeta versus o pH
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Fonte: Adaptado de Malvern (2012).

2.7.2 Microscoépio eletrbnico de varredura e espectroscopia de energia

dispersiva

O estudo da microestrutura em alimentos de origem animal e vegetal pode
contribuir para o entendimento tanto das propriedades nutricionais do produto quando
os efeitos de processos industriais (XIAO; GAO, 2012).
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E nesse contexto que o uso do microscopio eletrénico de varredura (MEV)
passou a ser amplamente utilizado no campo da tecnologia de alimentos para estudar
os efeitos pré e pds-tratamentos tecnoldgicos, como reducdo de tamanho, secagem
(secagem com ar quente, secagem por pulverizacdo, micro-ondas, secagem
osmotica, liofilizacdo), congelamento, alta pressdo hidrostatica, campos elétricos
pulsados e ultrassom, na microestrutura e na morfologia tridimensional da superficie
de uma variedade de alimentos. A anadlise estrutural dos alimentos inclui seu valor
nutricional e reologia, bem como atributos de textura. Além disso, seu uso conciliado
a espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) permite analisar o0s
elementos que o compdem e identificar impurezas presentes na amostra (SHARMA,;
BHARDWAJ, 2019).

O EDS também € uma técnica de microanalise, quando acoplada ao MEV
possibilita uma ampla andlise da amostra (Figura 6). Isso porgue enquanto o MEV
proporciona a obtencdo de imagens tridimensionais de alta resolucdo acerca da
morfologia, o EDS obtém dados qualitativos e semiquantitativos sobre a estimativa
dos elementos quimicos presentes na amostra (FERRER-ERES et al., 2010; VIEIRA
et al., 2021).

Figura 6 - Microscopio eletrénico de varredura acoplado a espectroscopia de
energia dispersiva de raios X
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Fonte: Autor (2024).

O MEV é um equipamento versatil e de ampla utilizacdo podendo ser utilizado

para analises de tecidos animais e vegetais, bem como de matérias inorganicas. Essa
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técnica é capaz de reproduzir com grande exatiddo a morfologia de um material sélido
baseando na interacdo dos elétrons com a amostra (COSTA, 2016; MONTEIRO,
2017).

O equipamento se destaca devido a sua alta resolugcéo, sendo capaz de atingir
medidas de particulas de até 1 nm. Todavia, alguns critérios influenciam na resolucéo
da imagem do MEV, como a tensdo de aceleracdo dos elétrons e o aumento da
corrente de onda, pois resultam em um menor comprimento de onda e maior diametro
do feixe. A distancia de trabalho, sendo o percurso entre a amostra e a lente objetiva
também influencia na resolucéo, visto que com a sua aproximacao, mais eficiente a
resolucdo da imagem (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007; TELES; ANDREANI;
VALADARES, 2017).

Com o intuito de alcancar 6timas imagens e, consequentemente, bons
resultados, é fundamental que o material que se deseja analisar seja preparado
adequadamente e com qualidade. Assim, ele deve estar completamente seco e ser
condutor de eletricidade. Normalmente, o porta-amostra (stub) é metélico (conducao
de corrente) e apresenta um formato compativel com o MEV. Desta forma, para
anexar o material sobre o stub é utilizado um material condutor, por exemplo, uma fita
de carbono (TELES; ANDREANI; VALADARES, 2017).

O EDS é uma técnica que utiliza a geracao de raios X para obter informacdes
elementares da amostra. Isso ocorre através de um feixe de elétron, que ao incidir sob
a amostra, ioniza os atomos presentes. Com o0 retorno aos seus estados
fundamentais, ha liberacdo de energia, consequentemente emitindo raios X
caracteristicos de cada atomo. Através de um detector sensivel a fétons, é possivel
entdo medir os diferentes comprimentos de onda desses raios, possibilitando assim,
identificar os elementos (SCIMECA et al., 2018).

Um exemplo de aplicabilidade do MEV acoplado ao EDS pode ser observado
no estudo de Lise-Marques et al. (2020), sobre a substituicdo de gordura na mortadela
pela mucilagem da PAM. O uso desse equipamento foi essencial para analise da
substancia quimica e morfolégica tanto da mortadela comum como das que possuiam
PAM em sua formula, definindo as melhores concentragdes de mucilagem da planta

gue apresentavam os resultados mais satisfatorios (LISE et al., 2021).
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2.7.3 Eletroforese em gel

Desde sua primeira aplicacdo em 1981, a eletroforese em gel tem ganhado
cada vez mais espaco, sendo usada na industria farmacéutica na analise de
medicamentos e na aplicacdo clinica, visando a andlise de proteinas. O método
também passou a ser amplamente utilizado na industria alimenticia, possibilitando a
caracterizac&o do contetdo proteico de alimentos (RAMOS-PAYAN et al., 2018).

A eletroforese é um método analitico que consiste na separacao de moléculas
ou particulas baseadas no seu tamanho e carga, em um campo magnético. A
aplicacao de uma carga negativa ho meio faz com que particulas mais negativamente
carregadas se movam em dire¢do a carga mais positiva, ocorrendo entao a separacao
desejada. Apds essa etapa, o resultado é observado por meio de uma imagem,
permitindo a visualizacdo em bandas, como observado na analise das folhas de PAM
na Figura 7 (SYAIFUDIN, 2021).

Figura 7 - Perfil SDS-PAGE de proteinas de Pereskia aculeata Miller.
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Legenda: Proteinas de Pereskia aculeata Miller em in natura (a) e apés digestibilidade
proteica in vitro (b).

Fonte: (TAKEITI et al., 2009).
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Para que esse processo ocorra, € necessario haver um meio como um sistema
coloidal, no qual o material para analise é disperso. Com esse objetivo, 0 uso da
agarose, um polissacarideo, e o gel de poliacrilamida foi desenvolvido ao longo do
tempo (KALININA; PIKALOVA, 2019).

A eletroforese em gel de dodecil-sulfato de sodio e poliacrilamida (SDS-Page)
€ uma técnica de eletroforese vastamente empregada, por apresentar alta resolucéo
na andlise de complexos de proteinas. Primeiramente, um detergente anidnico (SDS)
€ adicionado as proteinas, fazendo com que todas adquiram carga negativa
proporcional ao seu peso molecular, medidos em kilodaltons (kDa). Apds esse
procedimento, essas proteinas sdo submetidas a eletroforese em um gel de
poliacrilamida, sob constante tensdo (100 V a 200 V) na qual ocorrerd a observacao
da corrida (NOWAKOWSKI; WOBIG; PETERING, 2014).

Se por um lado adicdo do SDS forma complexos com as proteinas ocasionando
a proporcionalidade entre massa/carga, a adicdo do grupo tiol, usualmente 2-
mercaptoetanol, funciona como agente redutor, quebrando as pontes dissulfeto e
permitindo a completa dissociacdo e desnaturacdo das proteinas. Dessa forma, a
mobilidade na eletroforese se dara apenas pelo peso molecular. O Mini-PROTEAN®
TGX™ da marca Bio-Rad, € um exemplo de gel de poliacrilamida utilizado para
eletroforese SDS, baseado no sistema de Laemmli. A porcentagem de gel utilizada
influencia diretamente na mobilidade mencionada. Altas concentracdes de gel séo
mais efetivos em separacdes de moléculas com baixo peso molecular, enquanto
concentracdes baixas de gel separam melhor moléculas de alto peso (BERKELMAN
et al., 2010).

Nesse processo também € importante citar a funcdo dos géis de resolucéo e
de empilhamento. O primeiro € o gel na qual ocorrera a corrida e consequente
separacgao das proteinas. Entretanto, para que possa ocorrer uma melhor separacao
e definicdo das bandas, o gel de empilhamento gera a agregac¢éo das proteinas antes
da corrida, formando uma fina camada. Isso evita a dispersdo da amostra e melhora
a visualizagéo da corrida no gel de resolugédo (ACHILLI; CIANA; MINETTI, 2018).

Entre as vantagens dessa técnica, podemos destacar a alta resolucéo e boa
aplicacdo em experimentos que ndo necessitam que as proteinas mantenham suas
funcdes. Porém, o método também apresenta algumas limitacbes, como a

desnaturacao de proteinas, que impede a identificacdo de atividades enzimaticas e a
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interacbes de ligacbes entre as moléculas, dificultado a andlise de certos
comportamentos (NOWAKOWSKI; WOBIG; PETERING, 2014).

2.8 PRODUTOS ALIMENTICIOS CONTENDO PAM

Na busca por uma vida saudavel, preocupacdo com o0 ambiente e a
necessidade de suprir a crescente demanda alimentar, o uso de proteinas a base de
plantas vem sendo uma alternativa de significativa importancia. Isso porque as
proteinas vegetais tém sido notadas como boas substitutas da dieta animal,
conseguindo suprir as necessidades do organismo, tornando-se objeto de estudo
cada vez mais frequente (LANGYAN et al., 2022).

Nesse contexto, as PANC se apresentam como uma opc¢ado muito viavel,
principalmente pela sua facilidade de cultivo e caracteristicas nutricionais. A PAM faz
parte desse grupo, tendo ganhado maior atencdo recentemente pelo seu alto teor
proteico, variedade de vitaminas e minerais, além da sua atividade antioxidante
relatada. Dessa forma, essa planta tem sido utilizada para o desenvolvimento de
diversos produtos alimentares, como farinhas e sorvetes (DA SILVA, M. A.; DAMIANI,
A. P., 2022).

Uma das inovacdes na industria alimenticia € a incorporacdo da farinha das
folhas de PAM em alimentos como macarréao, visando aumentar a qualidade nutritiva
do alimento, dada as propriedades da PAM. Desse modo, é possivel inserir um
alimento popular na dieta, mas com caracteristicas mais saudaveis, sendo capaz de
suprir de 30 a 50,8% da quantidade de fibras diarias. Além disso, seu uso permitiu um
enriquecimento de célcio e ferro, enquanto manteve o0s aspectos sensoriais do
alimento (SATO et al., 2019).

Outra incorporacao a alimentos é a adicdo da PAM em formulagdes de sorvete.
A riqueza em mucilagem ndo téxica permite que essa planta possa substituir
emulsionantes e estabilizantes presentes nesse produto, priorizando a utilizacdo de
componentes naturais. Os estudos envolvendo o desenvolvimento dessas formulas
apresentou uma alta aceitacdo entre o0s participantes, considerando o0 sorvete
produzido como saboroso e que seria uma op¢ao procurada para consumo (SANTOS
et al., 2022).

Maciel et al. (2020) elaboraram microparticulas coloidais utilizando quitosana e

pectina, com extrato aquoso de PAM como fonte de ferro. Essas microparticulas
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representam um potencial inovadora para incorporar em alimentos, visando a
prevencao de deficiéncia nutricional de ferro.

A utilizacdo da mucilagem extraida das folhas de PAM em misturas contendo
goma arabica e goma guar foi implementada em bebidas lacteas fermentadas para
substituir a gordura e assegurar a qualidade ao longo do prazo de validade (AMARAL
et al., 2018).

Neves et al. (2020) utilizaram a mucilagem isolada das folhas de PAM na
producéo de microcapsulas contendo proteina do soro de leite. Essas microparticulas
demonstraram efichcia na encapsulacdo de alfa-tocoferol. Sendo que o
encapsulamento de compostos bioativos com baixa solubilidade em meio aquoso tem
muita empregabilidade nas industrias.

A adicdo dessa planta a produtos de origem animal como hamburgueres
também contribuiu para um aumento significativo no conteudo proteico. Com o uso da
farinha de PAM, foi possivel perceber um aumento de aproximadamente 4% de
proteinas, aumentando a qualidade nutritiva do alimento. Houve também um aumento
no teor de fibras presentes nos hamburgueres contendo 6% de farinha de PAM,
componente importante em fatores como reducdo do colesterol e prevencdo de
distarbios gastrointestinais (ZIEGLER et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um suplemento alimentar proteico a partir das folhas
de PAM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Coletar o material vegetal,

» Secar e moer as folhas de PAM;

» Determinar a composi¢ao centesimal das folhas de PAM;

» Desengordurar as folhas de PAM,;

* Remover a mucilagem das folhas de PAM,;

« Extrair proteina pela técnica acido-base;

 Determinar o Potencial Zeta;

« Determinar o peso molecular das proteinas através do método de eletroforese
em gel,

» Determinar a microestrutura por MEV e EDS;

» Desenvolver um suplemento alimentar proteico em gel a base de PAM;

* Realizar teste de estabilidade acelerada do suplemento alimentar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO

No més de novembro de 2022 foi realizada a primeira coletada das folhas de
PAM, em um segundo momento no més de setembro de 2023 sucedeu uma segunda
coleta, ambas foram feitas no periodo da manha do dia, em Juiz de Fora (latitude: 21°
66'7775”S, longitude: 43° 29'5569”0). Uma parte do material foi depositado no
herbéario Leopoldo Krieger CESJF da UFJF sob o numero 57539 e identificada pela
Dra. Daniela Zappi (Museu Paraense Emilio Goeldi-MPEG). O projeto também foi

submetido ao SISGEN estando cadastrado sob o nimero do cadastro AAC38AA.

4.2 SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL

A fim de efetuar a secagem das folhas de PAM, utilizou-se a estufa de
circulacdo e renovacdo de ar (SL102, SOLAB®) por 5 dias a uma temperatura de 40
°C. Em seguida, o material foi moido em moinho de facas (SL30, SOLAB®), peneirado
em malha 20 mesh (0,85 mm) e mantido a uma temperatura de - 4 °C, até uso

posterior.

4.3 COMPOSICAO CENTESIMAL

4.3.1 Umidade por termogravimetria

Para a realizacéo das analises de umidade, cerca de 2 g das folhas frescas de
PAM foram pesadas em cépsulas de aluminio com pérolas e bastdes de vidros
previamente pesados e, logo apods, colocados em estufa por 30 minutos a uma
temperatura aproximada de 102 °C. Em seguida, as amostras foram transferidas para
dessecador por 30 minutos e foram novamente pesadas. Esse processo se repetiu
até verificacdo de massa constante. A analise foi realizada em triplicata e os

resultados foram calculados por meio da Equacéo (1) (VANQA et al., 2022).

100 xm

!

Eq.(1) % umidade =

m
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Em que: m = perda da massa, em gramas (corresponde a massa inicial do conjunto -
capsula, pérolas, bastao de vidro e amostra subtraida da massa final, ap0s secagem)

e m' = massa da amostra, em gramas.

4.3.2 Cinzas

Para a avaliacdo de cinzas, primeiramente os cadinhos de porcelana foram
secos em mufla a uma temperatura de 550 °C por 1 hora e em seguida mantidos no
dessecador até atingirem temperatura ambiente e massa constante para obtencdo da
tara. Em seguida, foram pesadas cerca de 2 g de amostra em pé de PAM em cada
cadinho de porcelana e colocadas na mufla (Q318M, QUIMIS®) por 12 horas na
temperatura de 550 °C. Posteriormente, foram retiradas e colocadas no dessecador
até atingir a temperatura ambiente e pesadas. A andlise foi realizada em triplicata e
os resultados foram calculados em base seca por meio da Equagédo (2) (SCHIEL et
al., 2022).

(m, — my) x 100

Eq.(2) % cinzas = e

Em que: mz = massa da cépsula de porcelana com amostra, apos incineracdo, em
gramas; m1 = massa da capsula de porcelana vazia, em gramas € mo = massa da

amostra, em gramas.

4.3.3 Lipideos pelo método de Goldfish

No procedimento de extracao de lipidio foi utilizado o equipamento de Goldfish
(TE- 044, TECNAL®). Para isso, os frascos reboiler foram identificados e pesados
previamente em balanca analitica (AL500C, MARTE®). Cerca de 2 g de amostras em
p6 de PAM e PAM desengorduradas (PAMD) foram pesadas no cartucho extrator,
sendo colocadas em um suporte a fim de manter as amostras submersas em 100 mL
de éter etilico P.A. (SYNTH®). O processo de extracdo ocorreu no periodo de 1 hora
e 30 minutos. Apds essa etapa, ocorreu a recuperagdo do solvente, em seguida 0s
frascos reboiler, contendo os lipideos extraidos, foram levados ao dessecador para

resfriar e, logo em seguida, pesados em balangca analitica. O teor de lipideo foi
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calculado de acordo com a Equacao (3). O experimento foi realizado em triplicata e
calculada em base seca (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

massa do material extraido
Eq.(3) % gordura = x 100
massa da amostra no cartucho extrator

Em que: massa do material extraido = massa do reboiler contendo a amostra apos

extragcdo — massa do reboiler vazio.

4.3.4 Determinacao de proteina pelo método de Kjeldahl

O teor proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl, considerando o
fator de conversao de 6,25, conforme descrito pela Association of Official Analytical
Chemists (HORWITZ; LATIMER JUNIOR, 2011), utilizando-se bloco digestor (TE-
007MP, TECNAL®) e destilador de nitrogénio (TE-036/1, TECNAL®).

A dosagem de proteina bruta foi feita pela quantificacdo de nitrogénio total de
acordo com o método de Kjeldhal baseado no aquecimento (400 °C) de 0,2 g de
amostra em 3 mL de acido sulfurico P.A. e 1,6 g de catalisadores (sulfato de cobre e
sulfato de potassio), para digestdo da matéria organica. Durante o processo de
digestdo as moléculas de nitrogénio foram reduzidas e transformadas em sulfato de
amonio. Como etapa seguinte, em destilador de nitrogénio, adicionou-se 10 mL de
hidroxido de sédio 35% as amostras digeridas, sendo que tal reacdo ocorreu em
sistema fechado e sob aquecimento, promovendo a liberacdo de amdnia que, por sua
vez, reagiu com a solucao de &cido borico 4%, culminando na formacédo de borato de
amonia. A solucdo contendo borato de aménia foi titulada com solu¢do de acido
cloridrico 0,1 N padronizado. Também foram realizadas analises de controle do teste.

O teor de proteina foi calculado em base seca de acordo com as Equacdes (4)
e (5), os experimentos foram executados em triplicata e as analises estatisticas foram
realizadas em um nivel de significancia de 0,05 por meio do teste de Tukey, aplicado

com auxilio do Software R® versdo 4.1.2 (The R Foudation for Statistical Computing).

VamostraxCixFcx 1,4

Eq.(4) % nitrogénio total (NT) = massa da amostra

Eq.(5) % Proteina Bruta = % NT x fator de conversdo em proteina
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Em que: V amostra = volume de acido cloridrico gasto para titular a amostra; Ci =
concentracdo (mol/L) da solucdo de acido cloridrico; Fc = fator de correcédo para a

solucao de &cido cloridrico.

4.4 TECNICAS EXTRATIVAS PARA AUMENTO DO TEOR DE PROTEINAS NAS
FOLHAS DE PERESKIA ACULEATA MILLER (PAM)

4.4.1 Desengorduramento

A PAM em poé foi desengordurada com etanol absoluto (99,3%, TUPI®) na
proporcdo 5:1 (5 mL de solvente para cada 1 g de PAM). O sistema foi aquecido a
uma temperatura de 40 °C no banho de aquecimento (B-490, BUCHI®) por 1 hora e
sob agitacdo magnética (HJ-3, WARMNEST®). Esse processo extrativo foi realizado
em triplicata para a mesma amostra. Para separar o solvente da amostra, foi utilizado
o processo de filtracdo a vacuo em um papel filtro 25 pm (QUANTY Ltd®).
Posteriormente, a PAMD foi seca em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C)

até a completa evaporacédo do etanol, que durou cerca de 7 dias.

4.4.2 Remocdao da mucilagem

Para a remocao de mucilagem, primeiramente as folhas frescas de PAM foram
picadas. Em seguida, a fim de analisar experimentalmente a melhor condi¢cdo de

extracdo da mucilagem, foram determinadas cinco condi¢des de extracdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Condi¢cBes de remocdo da mucilagem de Pereskia aculeta Miller

Nomenclatura das condigées de o B
. _ Condicao de extracao
remocgé&o da mucilagem (RM)

RM pH 1,7 Acido cloridrico 2 M (pH = 1,7)
RMpH 12,5 Hidréxido de sédio 0,1 M (pH = 12,5)
RM 25 °C Agua deionizada 25 °C (pH = 6,5)
RM 40 °C Agua deionizada 40 °C (pH = 6,5)
RM 10 °C Agua deionizada 10 °C (pH = 6,5)

Fonte: Autor (2024).
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Para cada condicéo, foram lavadas 18 g das folhas de PAM, e submetidas a
agitacdo a 451 rpm (RW 20, IKA®) por 5 minutos. Esse procedimento foi realizado em
triplicata. Posteriormente, a mucilagem obtida foi separada das folhas de PAM com o
auxilio de uma peneira de a¢o. Logo apos a retirada da mucilagem, as folhas de PAM
passaram por um processo de secagem, na qual se utilizou a estufa de circulacdo e
renovacéo de ar (SL102, SOLAB®) por 3 dias a uma temperatura de 40 °C.

Em um segundo momento, a partir da analise posterior, duas condi¢cbes de
remocao da mucilagem foram selecionadas, a 25 °C e 40 °C (RM 25 e RM 40 °C,
respectivamente). Novas extracfes foram realizadas nessas condicbes em uma
escala maior, sendo que para cada condicdo foram lavadas 1 kg das folhas de PAM
e submetidas a agitacdo a 451 rpm (RW 20, IKA®) por 5 minutos, esse procedimento
foi realizado 6 vezes. Depois a mucilagem obtida foi separada das folhas com o auxilio
de uma peneira de aco. Em seguida as folhas foram secas na estufa de circulacédo e

renovacéo de ar (SL102, SOLAB®) por 5 dias a uma temperatura de 40 °C.

4.4.3 Extracdo acido-base

No primeiro momento a extracdo de proteinas da amostra de PAMD em po6
ocorreu de acordo com Queiroz et al. (2021), com modificagcdes no processo. As
amostras foram suspensas em hidroxido de s6dio 1 M na propor¢éo de 1:25 p/v (1 g
de PAMD: 25 mL de hidréxido de s6dio). Em seguida, foram sonicadas (1400 A,
UNIQUE®) por 30 a 90 minutos a uma temperatura de 30 °C, frequéncia de 40 KHz e
poténcia de 135 Watts (Tabela 2). Posteriormente, aquecidas em banho maria (B-490,
BUCHI®), sob agitacdo de 451 rpm (RW 20, IKA®), nas temperaturas 30 °C, 40 °C e
60 °C por 120 minutos. Na etapa seguinte, foram centrifugadas (NI1813, NOVA
INSTRUMENTS®) a uma rotacdo de 2000 rpm por 10 minutos, e os pellets foram
ressuspendidos para uma segunda extracdo alcalina realizada nas mesmas
condicdes para promover o esgotamento do material vegetal. O pH do sobrenadante
foi ajustado para o ponto isoelétrico de PAM (conforme descrito a seguir no item 4.5.1)
com &cido cloridrico P.A. 37% p/v (SYNTH®), a fim de possibilitar a decantacdo das
proteinas, e centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. Por fim, o pellet foi removido e

lavado duas vezes com agua destilada, sendo posteriormente liofilizado.
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Tabela 2 - CondicGes de extracao acido-base da proteina nas folhas de Pereskia
aculeata Miller em po

Tempo de Temperatura  Tempo de

Amostra sonicacao de agitacdo agitacao
(minutos) (°C) (minutos)
1 30 30
2 30 40
3 30 60
4 60 30
5 60 40 120
6 60 60
7 90 30
8 90 40
9 90 60

Fonte: Autor (2024).

No segundo momento, foi realizado a extracao de proteinas das amostras RM
25 °C e RM 40 °C. As amostras foram suspensas em hidroxido de sédio 0,1 M na
proporcao de 1:16 p/v (1 g de amostra: 16 mL de hidroxido de sédio). Em seguida,
foram aquecidas em banho maria (B-490, BUCHI®), sob agitac&do de 451 rpm (RW 20,
IKA®), na temperatura de 40 °C por 60 minutos. Posteriormente foram centrifugadas
(2K15, SIGMA®) a uma rotagdo de 8000 g por 20 minutos a 4 °C, e os pellets foram
ressuspendidos para uma segunda extracdo alcalina realizada nas mesmas
condic¢des para promover o esgotamento do material vegetal. O pH do sobrenadante
foi ajustado para o ponto isoelétrico com &cido cloridrico 2 M (SYNTH®) a fim de
possibilitar a decantacdo das proteinas, e centrifugadas a 8000 g por 20 minutos a 4
°C. Por fim, o pellet foi removido e lavado 3 vezes com agua destilada a pH 1,7 e
centrifugadas a 8000 g por 10 minutos a 4 °C, sendo posteriormente ajustado o pH
para 7 e encaminhado para a liofilizacdo. ApOs o processo de extracdo acido-base as
amostras foram nomeadas como extrato proteico com remog¢ao de mucilagem 25 e 40
°C (EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C, respectivamente).
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Todos os experimentos foram realizados em duplicata. As analises estatisticas
foram realizadas em um nivel de significancia de 0,05 pelo teste de Tukey, aplicado

com auxilio do Software R®versédo 4.1.2 (The R Foudation for Statistical Computing).

4.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DAS FOLHAS DE PERESKIA ACULEATA
MILLER (PAM) E DO EXTRATO PROTEICO

4.5.1 Determinag&o do Potencial Zeta para PAM e RM 40 °C

As medidas do PZ foram realizadas no equipamento Zetasizer (Nano-ZS90,
Malvern®) a 25 °C. Para a realizacéo do ensaio, cerca de 0,2 g de amostras para PAM
e RM 40 °C foram pesados e colocados sob agitacdo magnética (HJ-3, WARMNEST®)
em 200 mL de agua deionizada por 13 horas. A solucéo preparada anteriormente, foi
filtrada a vacuo em um papel filtro 25 um (QUANTY Ltd ®) e deixada sob agitacéo por
10 minutos para a homogeneizacdo e estabilizacdo. Uma aliquota de 30 mL foi
retirada, filtrada em filtro 0,45 um (NYLON®) e, novamente, submetida a agitacéo
magnética e verificado o valor do seu pH inicial (PG 2000, GEHAKA®).

Para basificar o meio até atingir os pHs 11 e 9 foi inserida uma solucdo de
hidréxido de sédio (VETEC®) a 1 mol/L. Em seguida, uma aliquota dessa solucéo foi
adicionada na cubeta do equipamento Zetasizer para efetuar a leitura. O mesmo
procedimento foi realizado para os pHs 7 e 5, porém, utilizando uma solucao de acido
cloridrico (SYNTH®) a 1 p mol/L. Para executar a leitura nos pHs 3, 2 e 1,7 0 mesmo
processo foi empregado, entretanto foi usado uma solugéo de acido cloridrico mais
concentrado (1 mol/L), para nao diluir excessivamente a amostra (STONE et al.,
2019).

4.5.2 Eletroforese em gel

A técnica de eletroforese em gel foi realizada no equipamento Mini — Protean®
(Bio-Rad). A metodologia de preparagcéo do gel utilizada foi descrita por Laemmli
(1970). Para o gel de corrida, foi usada acrilamida a uma concentragéo de 15% e no
gel de empilhamento uma concentracao de 4%.

O perfil de peso molecular das proteinas extraidas de folha de PAM, RM 25 °C,
RM 40 °C, EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C foram identificados de acordo com o
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conteudo de nitrogénio obtido pelo método Kjeldahl. Foram preparadas diluicdes em
tampéao da amostra (2- mercaptoetanol, SDS 10%), na propor¢do amostra: tampao de
1:4 para as fragbes de PAM, RM 25 °C, RM 40 °C, EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C.
Foram adicionados 7 uL em cada poco do gel, para atingir concentracdes de proteina
de 50 pg proteina para todas as amostras. A corrida foi realizada por 2 horas sob uma
tensdo constante de 100 V em um gel de 10,8 x 6,8 cm. Os pesos moleculares da
proteina foram determinados por comparagcdo com a corrida de 7 pL da solucao
padrao blueEye Prestained Protein Marker PS-104 (Cellco) contendo padrdes de
pesos moleculares de 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25, 20, 17 e 11 kDa.

4.5.3 Microscépio eletrénico de varredura e espectroscopia de energia dispersa

de raios-x

As amostras das folhas de PAM, RM 25 °C, RM 40 °C, EXP RM 25 °C e EXP
RM 40 °C foram analisadas em triplicatas por MEV e por EDS (TM 3000 HITACHI®),
com aceleracao do feixe de 15 KV e em magnitude de 250x.

O procedimento para analise, necessitou de uma preparacao prévia, na qual foi
fixado uma pequena quantidade de amostra em p6 em uma fita de carbono cortada
no formato retangular. Essa fita foi fixada no porta-amostra e regulada a altura da
haste metalica de acordo com a técnica. Em seguida, foi analisado no equipamento
Hitachi.

4.6 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

A formulacédo foi desenvolvida no Laboratério de Controle de Qualidade, na
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Diversos testes foram realizados para

a obtencao da formulacdo em gel comestivel contendo EXP RM 40 °C.

Inicialmente foi pesado (AL500C, MARTE®) a carboximetilcelulose (CMC), em
seguida foi solubilizada em agua purificada gsp., brevemente aquecida a uma
temperatura de 40 °C. Posteriormente, foi pesado e triturado no grau os demais
excipientes: aromas, sorbato de potassio, benzoato de sddio, xilitol, vitaminaCe E. A
solucdo de CMC inicialmente preparada foi vertida no grau aos poucos até a

solubilizagéo dos demais excipientes.
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O EXP RM 40 °C foi triturado e tamisado em malha 20 mesh (0,85 mm), em
seguida foi levigado com agua purificada qsp. até sua solubilizacdo. Foi calculado o
fator de correcdo para EXP RM 40 °C, de acordo com o0 seu teor proteico obtido na
andlise de Kjeldahl Equacao (6), com o intuito de obter uma concentracdo final de
7,5% de proteina na formulacéo. Posteriormente foi adicionado aos poucos no grau e
homogeneizado com os demais excipientes. As formulacdes testadas do gel, bem
como a composigao qualitativa da formulacdo escolhida para o desenvolvimento da

formulag&o, encontram-se nas Tabela 3.

Ea.(6) F _ 100

Em que: Fc = fator de correcdo e TPR = teor proteico real da EXP RM 40 °C.

Tabela 3 - Composicao das formulagdes (F) testadas de gel e suas funcdes, valores
dados em %.

Componentes (%) Funcoes F1 F2 F3 F4*

Carboximetilcelulose N
gelificante 0,5 0,75 1,0 1,0

(alimenticia)

Aroma de limao flavorizante 0,5 0,5 0,5 -
Aroma de baunilha flavorizante 0,5 1,5 1,5 0,5
Aroma de chocolate flavorizante - - - 1,5
Xilitol edulcorante 1,0 2,0 2,0 5,0
Sorbato de potassio conservante 0,2 0,2 0,2 0,2
Benzoato de sédio conservante 0,1 0,1 0,1 0,1
Vitamina E antioxidante 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitamina C antioxidante 0,05 0,5 0,5 0,5
EXP RM 40 °C fonte proteica 7,5 7,5 7,5 7,5
Agua purificada, gsp. veiculo 100 100 100 100

*Método escolhido para o estudo em negrito.

Fonte: Autor (2024).
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4.6.1 Estudo de estabilidade acelerada

O estudo de estabilidade acelerada foi realizado de acordo com RDC 318/2019
e ANVISA 2018, na qual se baseia na avaliacdo de possiveis alteracdes, ou néo, a
situacdes de armazenamento diversas. Para realizar esse estudo, foi desenvolvido
uma formulagéo em gel contendo EXP RM 40 °C e submetida ao armazenamento de
temperaturas diferentes: mantido em geladeira a uma temperaturade 5 °C £ 2 °C; em
camara climatica a uma temperatura de 30 °C £ 2 °C/ 65% UR e temperatura ambiente
(25 °C £ 2°C) e avaliadas ao longo dos dias 0, 7,15, 30, 45, 60 e 90. Foram analisados
suas caracteristicas organolépticas, viscosidade aparente e pH. Também, foi feito o
método de Kjeldahl nos tempos 0 e 90 dias para as formulacdes, a fim de verificar se
0 nitrogénio total se manteria até o final do estudo.

Além disso, foi realizada a analise de colorimetria, na qual a cor da formulagéo
foi obtida usando o espectrofotémetro CM-5 (CR-400, CHROMA®) operando de
acordo com a escala CIE L*a*b*. Sendo L* a luminosidade que varia de O (preto) a
100 (branco), a* e b* coordenadas de croma (—a = verde, +a = vermelho, —b = azul e
+b = amarelo). Os experimentos foram executados em triplicata e as analises
estatisticas foram realizadas em um nivel de significancia de 0,05 pelo teste de Tukey,
aplicado com auxilio do Software R® versdo 4.1.2 (The R Foudation for Statistical

Computing).
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Como maneira de ilustrar e resumir os procedimentos realizados, foi construido um fluxograma (Figura 8).

Figura 8 - Fluxograma dos processos e andlises realizadas
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Moagem Potencial Zeta organolépticas
v . Condigbes de RM a el e
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Fonte: Autor (2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DA COLETA

Partindo-se de 3 kg de folhas de PAM para a primeira e a segunda coleta, nos
quais apos os processos de secagem e moagem foram obtidos 450 g de material
vegetal em pod, o que resultou em um rendimento de 15% m/m. No trabalho
desenvolvido por Franzen et al. (2001) realizou-se 0os mesmos procedimentos,
obtendo-se um rendimento de 14,4% m/m de p6 de PAM, corroborando com o estudo

atual.

5.2 COMPOSICAO CENTESIMAL DAS FOLHAS PERESKIA ACULEATA MILLER

As folhas frescas de PAM apresentaram alto teor de umidade (Tabela 4), com
86,09%. Este resultado ratifica com outros autores, como Martinevski et al. (2013) e
Vargas (2017) que encontraram 86,8% e 87,7%, respectivamente. Pequenas
variacoes nos valores de umidade podem ser decorrentes das coletas terem sido

realizadas em localizacBes e estacfes do ano diferentes (SILVA, 2015).

Contudo, a umidade superior a 80% afeta ndo sé a sua conservacdao como
vegetal fresco, mas também o seu prazo de validade, e neste sentido é interessante
considerar a utilizacdo de processos que permitam prolongar a vida util do material
vegetal (ROSA et al., 2018). Na industria alimenticia, como uma forma de desenvolver
produtos nutritivos e com alta durabilidade, é feito a producédo de farinha por meio de
processos de secagem (EGEA; PIERCE, 2021).

O teor de cinzas em base seca para as folhas de PAM foi de 22,72% + 0,02%
(Tabela 4). Este percentual foi superior ao relatado por Almeida et al. (2014), no qual
foram obtidos 14,8%. Porém, resultado semelhante ao presente estudo, foi
encontrado por Gongalves et al. (2014), apresentando em média 20,12%. A analise
desta variavel esta diretamente relacionada a concentragédo de minerais em vegetais.
Nesse sentido, a PAM é uma fonte significativa desses elementos, podendo ser um
aporte na dieta alimentar (MARTINEVSKI et al., 2013; TAKEITI et al., 2009).

Uma das vantagens de se utilizar PAM é o baixo teor de lipidios, podendo ser

empregada em dietas com restricdbes hipocaldricas (ROCHA et al.,, 2008;
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RODRIGUES et al., 2015). No presente trabalho, se obteve um teor de lipideo de
6,39% = 0,40 % (Tabela 4) para a amostra de PAM em base seca. Almeida e Cambraia
(1974), Albuquerque, Sabaa-Srur e Freiman (1991), Queiroz et al. (2015)
encontraram 6,8%, 6,30% e 5,7% de lipideo, respectivamente para a amostra de PAM.

Em base seca, as folhas de PAM apresentaram teor de proteina de 17,62% +
0,58% (Tabela 4), semelhante ao encontrado por Girdo et al. (2003) de 19,67%. No
estudo realizado por Gongalves et al. (2014), o percentual proteico encontrado foi de
27,79% para as folhas em po.

Segundo Mercé et al. (2001), o teor de proteina pode variar de 15 a 28%,
dependendo das condi¢des de cultivo como solo, clima, estacdo do ano e regido. A
partir dos dados relatados na literatura e com os obtidos no atual estudo, percebe-se
gue a PAM é rica em proteinas e possui potencial para ser empregada nas industrias
de alimentos (QUEIROZ, 2012).

As proteinas presentes nas folhas de PAM sdo um dos seus constituintes de
maior interesse para a populacdo, visto que € amplamente utilizada por parte das
comunidades de baixa renda como principal fonte proteica, sendo denominada
popularmente como “carne de pobre” (PEREIRA et al., 2007).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, pela RDC n° 269
(ANVISA, 2005), um adulto deve ingerir diariamente cerca de 50 g de proteinas.
Conforme a Portaria n° 27 da ANVISA (1998), um produto rico nesse macronutriente
deve fornecer, no minimo, 20% da ingestdo diaria recomendada para 100 g do

alimento solido.

Tabela 4 - Analise composicional das folhas da Pereskia aculeata Miller (n = 3)

Analise (%) Pereskia aculeata Miller
Umidade das folhas frescas 86,09 + 0,07
Cinzas das folhas secas 22,72 + 0,02
Lipideos das folhas secas 6,39 + 0,40

Proteina total das folhas secas 17,62 £ 0,58

Fonte: Autor (2024).
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5.3 TECNICAS EXTRATIVAS PARA AUMENTO DO TEOR DE PROTEINAS NAS
FOLHAS DE PERESKIA ACULEATA MILLER (PAM)

5.3.1 Desengorduramento

Para realizacdo do desengorduramento das folhas de PAM em po6 (204 q)
utilizou-se etanol 99,3%, obtendo-se 200 g de material desengordurado no final do
processo, culminando em um rendimento de 98,03% m/m. Na literatura esse método
em material vegetal € amplamente relatado antes da extragéo de proteina (HOU et al.,
2010; Ll et al., 2014; SUN et al., 2021), visto que a remocédo do conteudo lipidico pode
promover o aumento de outros componentes presentes na amostra (KUMAR, SRUTHI
et al., 2022).

O etanol foi 0 solvente de escolha para o processo de desengorduramento por
conta da sua empregabilidade na industria de alimentos e por ser priorizado em
relacdo ao hexano como forma de se manter um "rétulo limpo" e um marketing
organico (QUEIROZ et al., 2021).

No presente trabalho, o teor de lipideo foi de 4,15% + 0,25% para a amostra de
PAMD, demonstrando que o processo de desengorduramento com etanol foi
parcialmente eficiente, visto que a amostra de PAM apresentou inicialmente teor
lipidico de 6,39% = 0,40% (conforme apresentado no item 5.2).

Para as amostras de PAMD o percentual proteico obtido foi de 20,83%z= 0,37%.
E esperado que as amostras desengorduradas possuam um maior teor proteico
guando comparadas com as amostras de PAM (17,62% + 0,58%), uma vez que apos
a extracao de lipideos, o percentual de outros macronutrientes aumente (QUEIROZ et
al., 2021). Entretanto, o processo extrativo de lipidios resultou em um aumento de
18,22% no teor proteica ha amostra de PAMD.

Diante dos resultados obtidos, optou-se por realizar outro procedimento
extrativo para remocdo de mucilagem (RM) a fim de promover o aumento do teor de

proteina nas amostras de PAM, como sera discutido a seguir.



45

5.3.2 Remocéao de mucilagem

A mucilagem geralmente pode ser definida como uma substancia polimérica
formada por cadeias de monossacarideos. Estas cadeias sdo ramificadas e os
monossacarideos majoritarios incluem D-galactose, D-xilose, L-ramnose e L-
arabinose, bem como acido galacturdnico, sendo que suas propor¢des variam a
depender do material vegetal (GOYCOOLEA; CARDENAS, 2004).

A fim de promover o aumento do teor proteico, optou-se por remover a
mucilagem presente nas folhas de PAM, pois em sua composicdo contém um
percentual consideravel desse carboidrato complexo, caracteristico de espécies
pertencentes a familia Cactaceae (AMARAL et al., 2018).

Cinco diferentes métodos de RM foram testados (Tabela 5), sendo que a
condicdo RM 40 °C foi a que apresentou um maior rendimento apds a secagem da
amostra de RM (14,10%). A partir dos resultados, podemos inferir que pHs acido e
base apresentaram um menor rendimento de RM quando comparado com as outras
condicbes em que o pH utilizado foi neutro. Sabe-se que a temperatura e o pH de
extracdo podem afetar significativamente na estrutura, composicédo e propriedades
funcionais da mucilagem (PULIGUNDLA,; LIM, 2022).

De acordo com a Tabela 5, o teor de proteina apresentou diferenca significativa
(p<0,05) em todas as diferentes condi¢cdes de RM. De acordo com Fabre et al. (2015),
0 aumento da temperatura durante a extracdo permite obter uma melhor RM e,
consequentemente um maior percentual proteico. Entretanto, métodos extrativos que
empregam temperaturas acima de 40 °C podem induzir a desnaturagdo de proteinas
(BARBARY et al., 2009). Portanto, optou-se, no presente trabalho, por realizar a RM

em pH neutro e a 40 °C.
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Tabela 5 - Rendimento e teor de proteina presente na Pereskia aculeta Miller apds a
remocgé&o da mucilagem em diferentes condi¢des de pH e temperatura.

Condicdes de remocéao da Rendimento apos a .
Teor de Proteina (%)

mucilagem (RM) secagem (%)
RM pH 1,7 11,43 19,29 + 0,242
RM pH 12,5 11,26 16,44 + 0,18
RM 25 °C 12,00 23,45 £ 0,10°
RM 40 °C 14,10 24,93 +0,27¢
RM 10 °C 12,05 20,48 + 0,28¢

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Autor (2024).

5.3.3 Extracdo acido-base e andlise de proteinas das extracdes

Apbs o0 emprego das técnicas de desengorduramento e RM nas folhas de PAM,
realizou-se a extracdo acido-base desses materiais, sendo que em um primeiro
momento realizou-se a extracdo acido-base das folhas de PAMD. Posteriormente,
visto que a RM apresentou-se mais eficiente no aumento do teor proteico, realizou-se
a extracao acido-base para as amostras EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C.

Na Tabela 6 sdo apresentadas as condi¢des de otimizacdo da extracdo acido-
base testadas para PAMD, bem como os resultados de rendimento do extrato proteico

e teor de proteina.



47

Tabela 6 - Condi¢cBes de extracao, rendimentos e teores de proteinas das folhas de
Pereskia aculeata Miller desengordurada em po6

Temoo de Rendimento
1po € Temperatura do extrato Teor de Proteina
Amostra sonicacao oC o ) o)1
(Minutos) (°C) proteico em po (%)
(%)*

1 30 30 18,94 + 6,902 12,79 +1,79°
2 30 40 24,83 + 2,042 17,20 + 0,53P¢
3 30 60 20,93 + 2,822 20,78 + 2,632
4 60 30 24,90 * 3,942 16,57 + 0,21°¢
5 60 40 25,66 + 7,062 15,87 + 2,19
6 60 60 25,00 £ 2,752 16,19 + 2,50P¢
7 90 30 21,45 + 7,652 17,66 + 4,33°¢
8 90 40 34,71 +0,77° 23,80 £ 2,482
9 90 60 21,75 + 0,642 16,93 + 1,92b¢

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Autor (2024).

A amostra 8, extraida na condicdo de 90 minutos de sonicacdo a uma
frequéncia de 40 KHz e a 40 °C, apresentou diferenca significativa (p<0,05) quando
comparada com as demais condicdes (Tabela 6). No trabalho desenvolvido por Wang
et al. (2021) também verificou-se que o emprego da técnica de sonicacao a 40 °C
promoveu um aumento no rendimento do teor de proteina para material vegetal.

De acordo com a Tabela 6, o teor de proteina para a amostra 8 foi de 23,80%,
demonstrando que o desengorduramento do material vegetal seguido da extracéo
acido-base com utilizacdo do ultrassom com poténcia de 135 W, resultou em um
aumento de apenas 35,07% no teor proteico, considerando que a PAM apresentava
inicialmente 17,62%.

Em um segundo momento (Tabela 7), verificou-se que o teor de proteina das
amostras EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C foi de 47,63% e 56,53%, respectivamente,
demostrando que o processo de RM seguido da extracéo acido-base resultou em um
aumento de 170,32% e 220,83% no teor proteico, respectivamente, considerando que
a PAM apresentava inicialmente 17,62%. Assim, dentre os métodos extrativos
testados apos a RM, o mais eficiente foi EXP RM 40 °C, demonstrando assim que

essa etapa foi de suma importancia para alcancar um resultado satisfatério e eficiente.
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O aumento do teor de proteina de um produto promove beneficios nutricionais,
além de melhorias na viscosidade e na capacidade emulsificante de um sistema
(SILVA et al., 2019).

Tabela 7 - Rendimento proteico e teor de proteina apds a extracdo acido-base da

Pereskia aculeata Miller com remocéo de mucilagem.

Rendimento do extrato .
Amostra ) ] Teor de proteina (%)?!
proteico em p6 (%)?!

Extrato proteico
com remocao de 23,83+ 0,562 47,63 + 0,382
mucilagem a 25 °C

Extrato proteico
com remogao de 32,11+ 0,70P 56,53 + 0,58

mucilagem a 40 °C

IMédias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Autor (2024).

5.4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DAS FOLHAS DE PERESKIA ACULEATA
MILLER (PAM) E DO EXTRATO PROTEICO

5.4.1 Determinagéo do Potencial Zeta para PAM e RM 40 °C

O PZ é uma técnica utilizada a fim de conhecer o ponto isoelétrico de uma
substancia e/ou sistema. No presente estudo, utilizou-se a técnica de PZ para
caracterizar o ponto isoelétrico das amostras de PAM e RM 40 °C a fim de selecionar
o melhor pH para realizacdo de uma extracao acido-base mais eficiente (item 4.4.3).

Diante dos resultados observados na Figura 9, percebe-se que o ponto
isoelétrico do extrato bruto das folhas de PAM ocorreu em torno do pH 1,7. No trabalho
desenvolvido por Morais et al. (2019) obteve-se resultado semelhante para a amostra
de PAM.

Analisando a amostra RM 40 °C (Figura 9) nota-se que o ponto isoelétrico se

manteve em 1,7, mesmo apO0s 0 processo extrativo da RM. Acredita-se que o baixo pl
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se deve a presenca da mucilagem que apresenta em sua estrutura acido galacturénico
e carboxilas em cadeias laterais de aminoacidos (PATHAK et al., 2015; SIBAJA-
HERNANDEZ et al., 2015).

Uma vez que o PZ encontrado foi de 1,7 (préximo de zero), formaram-se
dispersdes mais instaveis, uma vez que os valores estdo entre -30 mV e +30 mV
(PINTO, 2019; MALVERN, 2005) (Figura 9).

Figura 9 - Potencial zeta médio em fun¢éo do pH do extrato bruto de Pereskia
aculeata Miller e da amostra com remocao da mucilagem 40 °C
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Fonte: Autor (2024).

5.4.2 Eletroforese em gel

O estudo de eletroforese foi desenhado a fim de determinar o peso molecular
dos extratos proteicos das folhas de PAM, RM 25 °C, EXP RM 25 °C, RM 40°C e EXP
RM 40 °C (Figura 10).
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Figura 10 - Eletroforese em gel SDS-Poliacrilamida de diferentes extratos proteicos de Pereskia aculeata Miller

Legenda: Eletroforese em gel SDS-Poliacrilamida (15% SDS-PAGE). Em que: (P) padrdo de pesos moleculares (135 kDa a 11 kDa); (PAM)
Pereskia aculeata Miller; (RM 25 °C) remocao da mucilagem 25 °C; (EXP RM 25 °C) extrato proteico com remocao de mucilagem 25 °C; (RM 40
°C) remocao da mucilagem 40 °C e (EXP RM 40 °C) extrato proteico com remocao de mucilagem 40 °C. Todas as amostras analisadas contém
uma concentragdo de 50 pug proteina.

Fonte: Autor (2024).
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Os perfis eletroforéticos para as amostras de PAM, RM 25 °C e RM 40 °C foram
caracterizados quanto ao seu peso molecular usando os padrdes de referéncia,
apresentando em comum bandas com peso molecular observadas em 11 kDa, entre
11 e 17 kDa, 25 kDa, entre 25 e 35 kDa e entre 48 e 63 kDa. Na pesquisa
desenvolvida por Takeiti et al. (2009) obteve-se resultado semelhante para a amostra
de PAM, em que foi observado bandas de proteinas localizadas proximas de 15 KDa
e entre 45 e 66 kDa.

Os pesos moleculares encontrados para PAM, RM 25 °C e RM 40 °C séo
caracteristicos da rubisco, que € a principal enzima do processo de fotossintese
(PEREIRA, 2017). De acordo com a literatura, a rubisco apresenta bandas proteicas
detectaveis em 13 kDa, 34 kDa e 55 kDa (DESIMONE; HENKE; WAGNER, 1996; LUO
et al., 2002; SEDIGHEH et al., 2011), corroborando com os resultados encontrados
no presente estudo. Ela € uma enzima que catalisa a carboxilacdo da ribulose-1,5-
bifosfato na primeira etapa da via de fixacdo de carbono através do ciclo de Calvin-
Benson-Bassham (ABDULLAEV; DJUMAEV; KARIMOV, 2005).

A rubisco apresenta grande potencial atrativo para as industrias alimenticias
pelo seu valor nutricional por ser fonte de aminoacidos essenciais, como a lisina. Além
disso, possui boa digestibilidade, propriedades fisico-quimicas e funcionais
desejaveis, como: solubilidade, formacdo de espuma, gelificacdo e emulsificacéo.
Devido a essas caracteristicas, pode ser empregada como ingrediente funcional em
uma grande variedade de produtos (UDENIGWE et al., 2017; ZANINI,2022).

As mostras de EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C também apresentaram bandas
de proteinas de 11 kDa, entre 11 e 17 kDa e 25 kDa. Entretanto, ndo exibiu definicdo
em maiores pesos moleculares (entre 25 e 35 kDa e entre 48 e 63 kDa). Na Figura 10
podemos observar que as amostras EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C apresentaram
proteinas com peso molecular abaixo de 11 kDa, podendo-se inferir que houve
degradacdo das proteinas de maiores peso molecular durante o processo extrativo
acido-base.

Ha estudos que sugerem que as proteinas com baixo peso molecular sao
consideradas as mais apropriadas para a incorporacdo em produtos alimenticios. I1sso
se deve a sua melhor absor¢cdo durante a passagem pelo trato digestivo (ALUKO,
2015; JUSTINO; SANTOS; JUNIOR, 2021; MATOS; CASTRO, 2021).

No presente trabalho definiu-se a proporcdes de 1:4 (amostra: tampdao) a fim

de promover uma melhor visualizacdo de bandas eletroforéticas. O autor Hames
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(1998) enfatizou a necessidade de manter um excesso de detergente aniénico (SDS)
em relacdo a proteina, pois o SDS adicionado em excesso garante que todas as
proteinas adquiram carga negativa (NOWAKOWSKI; WOBIG; PETERING, 2014),
ocasionando que a proporcionalidade entre massa/carga seja uniforme (BERKELMAN
et al.,2010).

5.4.3 Anélise de MEV e EDS nas amostras de Pereskia aculeata Miller

Por meio da técnica de MEV foi possivel verificar a morfologia das amostras de
PAM, RM 25 °C, EXP RM 25 °C, RM 40 °C e EXP RM 40 °C (Figura 11), podendo-se
concluir que as amostras apresentaram estruturas morfologicamente diferentes. As
amostras (A) PAM, (B) RM 25 °C e (D) RM 40 °C apresentam particulas maiores,
sendo heterogéneas. Em contrapartida, as amostras provenientes da extracao acido-
base (C) EXP RM 25 °C e (E) EXP RM 40 °C, que foram congeladas e liofilizadas,
apresentaram morfologia caracteristicas desses processos. Pesquisas demonstram
gue os métodos de congelamento e liofilizacdo proporcionam altera¢des na morfologia
da particula, gerando estruturas com diferentes tamanhos (DAG, KILERCIOGLU;
OZTOP, 2017, SAIKIA; MAHNOT; MAHANTA, 2015).
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Figura 11 - Caracterizacdo morfolégica (MEV) das amostras de PAM, RM 25 °C,
EXP RM 25 °C, RM 40°C e EXP RM 40 °C

20240105 1051 N D57 x250 300 pam [ TM3030 1665

20240105 10:2' N DST7 2% 300 pm

Legenda: Caracterizacdo morfolégica das folhas de Pereskia aculeata Miller em p6 em
magnificacdo de 250x para as amostras (A) PAM, (B) RM 25 °C, (C) EXP RM 25 °C, (D) RM
40 °C e (E) EXP RM 40 °C.

Fonte: Autor (2024).

A espectroscopia EDS foi utilizada com o objetivo de identificar os principais
minerais que compdem as amostras de PAM, RM 25 °C, EXP RM 25 °C, RM 40°C e
EXP RM 40 °C. Os resultados adquiridos (Tabela 8), mostram a presenca expressiva

dos elementos carbono e oxigénio nas cinco amostras analisadas, pelo fato de ser um
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material vegetal constituido majoritariamente por aminoacidos e carboidratos em sua
composicao.

Além disso, foi observado em todas as amostras os elementos potassio (K) e
magnésio (Mg). Sendo que o K € um dos micronutrientes essenciais mais devido a
sua funcado relacionada com a sintese de proteinas. Ja o Mg € de fundamental
importancia para os seres humanos, pois esta presente no esqueleto e musculos
(YANG et al., 2010). No trabalho desenvolvido por Oliveira (2019), também foi relatada
a presenca de C, O, K e Mg em amostras de PAM, bem como os elementos nitrogénio
e calcio.

O elemento nitrogénio (N) foi quantificado para as amostras RM 25 °C, EXP
RM 25 °C, RM 40°C e EXP RM 40 °C, sendo que as amostras submetidas a extracao
acido-base apresentaram um percentual maior desse elemento. Na amostra de PAM
nao foi observado a presenca de N, muito provavelmente devido a interacdo ou
interferéncia com outros compostos provenientes da matriz vegetal (SIBT-E-ABBAS
et al., 2022). Evidenciando assim, que a RM para PAM diminuiu os interferentes e,
conseguentemente, aumentou o percentual proteico do material vegetal.

As amostras EXP RM 25 °C e EXP RM 40 °C foram as Unicas que apresentaram
o elemento sodio (Na) em sua composicdo. A presenca desses elementos justifica-se

pelo uso do reagente hidroxido de sodio durante a extracdo acido-base.
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Amostras

Elementos Quimicos (%)

Carbono Oxigénio Magnésio Potassio Sadio Nitrogénio
Pereskia aculeata
Miller 54,839 + 3,968 38,488 +2,483 0,744+0,146 1,645%0,937 4,284 +1,360 - -
Remogdode — 40448+0337 42,994+0,607 1,181 % 0,660 6,263 + 0,286 - 8,273 +1,051
Mucilagem 25 °C
Remogdode 41 74640975 38,301+2,424 1,492 %0763 2,507 + 0,941 - 9,113 £2,284

Mucilagem 40 °C

Extrato proteico
com remocao de
mucilagem 25 °C

Extrato proteico
com remocao de
mucilagem 40 °C

44,098 + 0,624

43,170 + 1,037

42,851 + 1,832

36,291 + 1,532

0,187 +0,129 0,894 + 0,199

0,117 +0,0345 2,060 + 0,514

0,465 + 0,221 3,231 +1,181

0,731 +0,268 3,709 + 0,582

14,923 + 1,825

15,955 + 0,626

Fonte: Autor (2024).
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5.5 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

A forma farmacéutica em gel pode ser considerada uma boa escolha para o
desenvolvimento de suplementos alimentares, visto que proporciona uma rapida
absorcdo dos nutrientes pelo organismo. Além disso, ele permite a incorporagdo de
uma propor¢do maior de ativos, em comparacdo com capsulas, viabilizando
formulacées mais complexas (ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015).

Apos encontrar um melhor método extrativo das proteinas de folhas de PAM
(EXP RM 40 °C), buscou-se desenvolver um suplemento alimentar proteico em gel
contendo 7,5% de proteinas vegetais. Tal suplemento podera ser consumido por
individuos que desejam aumentar o aporte proteico de sua dieta, bem como auxiliara
no ganho de massa magra de praticantes de atividades fisicas oferecendo boas fontes
de aminoacidos para recomposicdo das fibras musculares (PEREIRA; COSTA;
CAVALCANTI, 2021).

Assim, para a formacao do gel, foi utilizado a carboximetilcelulose (CMC) que
€ um gelificante derivado da celulose, sendo um polimero aniénico e facilmente
dispersivel em &gua, amplamente utilizada em formula¢cdes alimenticias
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Além disso, foi empregado aroma na
formulacéo, pois uma grande parte do sabor de um alimento é influenciado pelo seu
poder flavorizante, promovendo aceitabilidade do produto pelo consumidor
(HONORATO et al, 2013).

Como sistema conservante da formulacao, foi aplicado o benzoato de sdédio
que é eficaz contra bactérias e fungos e o sorbato de potassio que age contra fungos
e leveduras. Ambos sdo conservantes atuantes para prolongar a durabilidade dos
alimentos, os protegendo contra a deterioragcdo provocada por microrganismos
(LIDON; SILVESTRE, 2007).

Como sistema antioxidante utilizou-se as vitaminas C e E, como forma de
aumentar a estabilidade do produto. Além disso, a adicdo de vitaminas também
contribui para a inibicdo e/ou reducéo dos efeitos do estresse oxidativo nos individuos
(LI et al., 2013). Endogenamente a vitamina C atua nos tecidos por meio da inibicao
da oxidacao de lipideos e proteinas, além de atuar sinergicamente com a vitamina E
(VONA, 2019).
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Assim, diferentes formulac¢des foram desenvolvidas e avaliadas quanto as suas
caracteristicas organolépticas e seus pHs. Na Tabela 9, podemos observar os critérios

de escolha para o desenvolvimento de quatro bases de suplementos alimentares em
gel.

Tabela 9 - Avaliacdo das caracteristicas organolépticas e pH do gel

i _ N Aspectos
Foérmulas Odor Homogeneidade Coloracéo o pH
Visuais
Caracteristico _
. R Marrom Brilhoso e
F1 de liméo e Homogéneo . 7,19
_ escuro fluido
baunilha
Caracteristico _
o R Marrom Brilhoso e
F2 de liméo e Homogéneo . 7,18
_ escuro fluido
baunilha
Caracteristico _
o R Marrom Brilhoso e
F3 de liméo e Homogéneo N 7,16
escuro gelificante

baunilha

Caracteristico _
) Marrom Brilhoso e
F4* de chocolate Homogéneo . 6,7
) escuro gelificante
e baunilha

*Formulagao de escolha para os estudos
Fonte: Autor (2024).

5.5.1 Estudo de estabilidade acelerada

Durante o estudo de estabilidade acelerada, verificou-se que a cor visual do
produto alimenticio em gel permaneceu constante em todas as avaliacfes realizadas
(0 a 90 dias), independentemente das trés condicbes estudadas: temperatura
ambiente (25 °C + 2 °C), geladeira (5 °C £ 2 °C) e camara climéatica (30 °C + 2 °C/ 65%
UR). A importancia deste resultado é significativa, pois pode indicar estabilidade do
produto ao longo do tempo e podem ser correlacionados com outras propriedades
fisico-quimicas.

Em funcao disto e da rapidez e simplicidade de afericdo, esta técnica tem sido

utilizada como medida indireta de atributos de qualidade em alimentos, como: sabor,
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conteudo de pigmentos e cor (BADIN; QUEVEDO-LEON; IBARZ; RIBOTTA et al.,
2021).

No presente estudo além de verificar a cor do gel alimenticio de forma visual
optou-se por também utilizar o sistema CIE (Figura 12) que define a cor baseado em
trés elementos: luminosidade ou claridade, tonalidade e saturacdo ou cromaticidade
(CIE, 2023).

Como representado a seguir na Figura 12, o valor de L* que se refere a
luminosidade da amostra, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nas trés
condi¢cGes analisadas (temperatura ambiente, geladeira e camara climatica) durante
todo o estudo de estabilidade de 90 dias. Sugerindo que este parametro nao foi
afetado de maneira significativa durantes o tratamento térmico. O mesmo
comportamento de L* foi observado para coordenada croméatica a* (-a =verde, +a =
vermelho) e b* (azul (-) ao amarelo (+)) ndo apresentando diferenca estatistica
significativa (p>0,05) em funcdo das condi¢cdes de tratamentos empregas durante o

estudo de estabilidade.
Figura 12- Resultados de colorimetria do estudo estabilidade acelerada.
Sistema CIE (L* a* b*)
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Legenda: temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C), geladeira (5 °C + 2 °C) e camara climatica (30
°C + 2 °C/ 65% UR).

Fonte: Autor (2024).

Manter a tonalidade original do produto traz diversos beneficios significativos,

pois a cor costuma ser um dos principais aspectos sensoriais que 0s consumidores
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consideram ao julgar a qualidade de um alimento (PATHARE; OPARA; AL-SAID,
2012). Assim, ao preservar a cor original, o produto conserva uma aparéncia atrativa
e apetitosa, podendo aumentar a aceitacdo do consumidor e a probabilidade de
reincidir a compra (SANTOS-ANTONIO et al., 2019).

As mudancas nas tonalidades dos produtos alimenticios podem ser causadas
por reagbes quimicas indesejadas, como a oxidagcdo de ingredientes ativos ou a
criacdo de subprodutos através da decomposicao. Dessa forma, a manutencdo da cor
mostra que o alimento esta protegido contra esses processos prejudiciais, garantindo

sua qualidade e desempenho ao longo do tempo (PANDISELVAM et al., 2023).

Com relacao ao aspecto visual e a homogeneidade do produto, verificou-se que
a formulacdo se manteve brilhante, gelificante e homogénea do tempo 0 aos 15 dias
guando armazenada em temperatura ambiente e apenas no tempo 0 quando na
camara climatica. O suplemento alimentar proteico em gel acondicionado em
geladeira ndo se alterou quanto ao aspecto visual e homogeneidade durante todo o
estudo de estabilidade. Este resultado é indicativo de uma boa estabilidade inicial do
produto quando armazenado nas condi¢cdes de geladeira e temperatura ambiente.

Percebeu-se separacdo de fase nos produtos acondicionados em camara
climatica e temperatura ambiente apds 15 e 30 dias, respectivamente, indicativo de
instabilidade e que pode acarretar na deterioracédo e perda da qualidade ao longo do
tempo (SARABI-AGHDAM et al., 2021).

Nos tempos 45, 60 e 90 dias, a separacao de fase do produto foi mais evidente,
ou seja, apresentou-se ndo homogéneo quando armazenados em temperatura
ambiente e camara climatica (Figura 13). Desta forma, para que o produto possa ser
armazenado a temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C) ou em temperaturas superiores,
serd necessario a realizagdo de maiores estudos farmacotécnicos para o

aprimoramento das formulagoes.
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Figura 13 - Amostras do gel alimenticio nos tempos 0 e 90 dias mantidas em
condi¢cbes de armazenamento diferentes

3 condigbes Temp. Ambiente Geladeira Cémara Climatica

Tempo 0 dias Tempo 90 dias

Legenda: temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), geladeira (5 °C + 2 °C) e camara climéatica (30
°C + 2 °C/ 65% UR).

Fonte: Autor (2024).

Os resultados do estudo de estabilidade do pH em diferentes condi¢gbes de
armazenamento (Figura 14) revelaram padrdes interessantes e importantes para a
compreensao da estabilidade do produto ao longo do tempo.

Para a condicdo de temperatura ambiente, o pH permaneceu constante em 6,7
nos primeiros 15 dias, 0 que sugere uma estabilidade inicial do produto nessa
temperatura. No entanto, a partir de 30 dias, houve um aumento gradual no pH,
atingindo valores de até 7,2 nos tempos subsequentes. Este aumento no pH pode
indicar uma baixa estabilidade na formulagdo ao longo do tempo, o que pode afetar

sua qualidade e seguranca (DAS et al., 2019).

Nas formulacdes acondicionadas em geladeira (Figura 14), o pH também se
manteve estavel em torno de 6,7 nos primeiros 30 dias, indicando uma boa
estabilidade do produto sob refrigeracdo. No entanto, a partir de 45 dias, houve um
aumento significativo no pH para a faixa de 7,0, o que pode sugerir uma alteracdo na

estabilidade do produto mesmo em condic¢des de refrigeracao.

Nas formulacdes acondicionadas em camara climatica, o pH permaneceu
constante em torno de 6,7 até 7 dias, indicando estabilidade inicial do produto. No
entanto, a partir 15 dias, houve um aumento gradual no pH, atingindo valores de até

7,4 em dias subsequentes. O aumento progressivo do pH pode ser indicativo de
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degradacédo acelerada do produto sob condicbes de temperatura mais elevadas
(WEN-QIONG et al., 2021).

Esses resultados tém implicacfes importantes para a estabilidade e a vida util
do produto em diferentes condigdes de armazenamento. O aumento no pH ao longo
do tempo pode estar associado a reacdes quimicas que ocorrem dentro do produto,
como a atividade enzimatica e/ou fermentacdo microbiolégica. Além disso, essas
mudanc¢as no pH podem afetar a seguranca e a aceitabilidade do produto pelos
consumidores (ARSLAN et al., 2015).

Figura 14 - Valores dos pHs obtidos durante o estudo de estabilidade acelerada
para o suplemento proteico em gel

pH

Dias

=8 Temperatura ambiente =B (Geladeira =8 (Camara Climatica

Legenda: temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), geladeira (5 °C + 2 °C) e camara climéatica
(30 °C £ 2 °C/ 65% UR).

Fonte: Autor (2024).

A analise da viscosidade aparente do gel armazenado em temperatura
ambiente, foi classificada inicialmente como média (7 dias), indicando uma
consisténcia aceitavel do produto. No entanto, nos tempos subsequentes analisados,
a viscosidade aumentou para niveis considerados altos. Esse aumento pode ser
indicativo de uma alteracdo na estrutura do gel, possivelmente devido a formacéo de
ligacbes mais fortes entre as moléculas do produto ou a perda de agua (HU et al.,
2020).
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A formulacdo acondicionada em geladeira apresentou viscosidade aparente
estavel ao longo dos 90 dias de estudo, permanecendo na categoria média. Esse
resultado sugere uma boa estabilidade do produto sob refrigeragdo, com pouca ou
nenhuma mudanca na estrutura do gel ao longo do tempo. A manutencéo da
viscosidade média indica que o produto foi capaz de manter sua textura, o que é um

resultado positivo para a aceitacdo do consumidor (CHU et al., 2019).

Por outro lado, a formulagdo armazenada em camara climatica, apresentou
viscosidade média apenas no tempo inicial (0 dias). Nos demais tempos analisados,
houve o0 aumentou da viscosidade para niveis considerados altos. Tal alteracdo pode
ter sido devido a perda de umidade do produto, apesar de ter sido empregado um
sistema de embalagem hermética. Essa elevacgdao significativa da viscosidade também
pode ser atribuida a formacdo de redes poliméricas, levando a uma textura mais
espessa e viscosa (HUSSAIN et al., 2020).

A partir desses resultados, se infere que a temperatura desempenha um papel
crucial na manutencdo da viscosidade do produto. Os produtos que foram
armazenador em temperatura ambiente apresentaram mudancas na estrutura do gel
ao longo do tempo, resultando em um aumento na viscosidade. Por outro lado, a
refrigeracao pode ajudar a manter a estrutura do gel mais estavel e a viscosidade do
produto mais consistente (KIM; YOO, 2015).

Quanto ao odor do suplemento alimentar proteico em gel, verificou-se que nos
primeiros 15 dias, tanto a temperatura ambiente quanto em camara climatica, o odor
foi caracteristico das esséncias de chocolate e baunilha, que foram empregadas nas
férmulas. Isso condiz com o esperado, ja que essas esséncias foram adicionadas ao
produto e devem predominar no aroma. Entretanto, apos 30 dias verificou-se alteracao
no aroma, passando a apresentar um cheiro caracteristico de extrato. O aparecimento
de um odor diferente pode ser atribuido as rea¢des quimicas que ocorrem dentro do
produto, resultando na formag&o de novos compostos volateis (DIEZ-SIMON; MUMM;
HALL, 2019).

Por outro lado, quando armazenado em geladeira, o odor do suplemento
alimentar proteico se manteve constante ao longo de todo o periodo (0 a 90 dias),
permanecendo caracteristico das esséncias de chocolate e baunilha. Isso sugere uma
boa estabilidade do produto sob refrigeracdo, com pouca ou nenhuma alteragcdo nos

componentes responsaveis pelo aroma.
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Esses resultados destacam o impacto da temperatura sob os flavorizantes
adicionados a formula, indicando que temperaturas superiores a ambiente podem
favorecer a degradacdo e/ou alteracdo desses componentes. Por outro lado, a
refrigeracdo pode ajudar a retardar ou inibir esses processos, mantendo o cheiro
caracteristico do produto ao longo do tempo (LEFEBVRE; BISWAS, 2019).

Na avaliagéo do teor de nitrogénio total para as trés amostras, verificou-se que
no tempo 0 a quantificacdo de proteinas foi de cerca de 7,1% + 0,04%. Apos 90 dias,
nova quantificacdo foi realizada tendo sido verificado a permanéncia desse valor.
Diante desse resultado, foi possivel verificar que ndo houve perda de nitrogénio por
formacao de substancias quimicas volateis. Contudo, nao é possivel afirmar o grau
de degradacéo proteica e aminoacidica das amostras.

Dessa forma, visto que nédo alteracao no teor de nitrogénio total da amostra ao
longo do tempo de armazenamento, sugere-se que a quantidade de proteina na
amostra também permaneceu constante. Entretanto, um estudo aplicando técnicas
analiticas mais especificas (dissolucdo, HMF, ensaios de pureza e doseamento)
poderiam trazer maiores informacgdes quanto ao grau de degradacéo do produto.

Diante dos resultados obtidos durante o estudo de estabilidade, avaliando as
caracteristicas organolépticas, pH e nitrogénio total do gel alimenticio, pode-se inferir
gque o suplemento alimentar proteico em gel quando armazenado em geladeira
apresentou melhores resultados em comparacdo com as demais condi¢cdes
analisadas, mas para comercializacdo devera ser realizado mais testes durante a

estabilidade.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que as folhas de PAM séo ricas em proteinas, destacando-se como
um aporte proteico a dieta alimentar, além de apresentar um enorme potencial para
aplicacdes nas industrias alimenticias. Por meio de técnicas de extracdo, buscou-se
aumentar ainda mais o teor proteico dessas folhas. Entre os métodos testados, a RM
seguida da extracdo acido-base (EXP RM 40 °C) obteve resultados muito satisfatérios,
com um aumento de 220,83% no teor proteico das folhas de PAM. Este aumento
significativo possibilitou o desenvolvimento de um inovador suplemento alimentar
proteico em gel, contendo 7,5% de proteinas. O suplemento foi submetido a testes de
estabilidade acelerada e demonstrou-se manter sua estabilidade quando armazenado
em geladeira durante todo o periodo de estudo (90 dias). Além disso, em contraste
com opc¢des convencionais baseadas em proteinas de origem animal ou soja, 0 uso
das folhas de PAM representa uma fonte alternativa e sustentavel. Tornando possivel
atender as crescentes demandas por produtos alimentares inovadores e de alta
qualidade, aproveitando os beneficios nutricionais Unicos das folhas de PAM e

contribuindo para uma oferta alimentar mais diversificada.
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