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RESUMO

A cana-de-acUcar é a principal fonte para a producéo do acgucar branco e etanol sendo
o Brasil o maior produtor do mundo. Recorrentemente o agUcar produzido é clarificado
utilizando varios processos, dentre eles o processo de sulfitacdo, sendo o mais
impactante para o ambiente e para a populacéo. Por este método ser questionado por
normas de seguranca alimentar, qualidade do produto, perdas de sacarose durante o
processamento, e por questdes ambientais, os pesquisadores vem se empenhando
cada vez mais em estudos a partir de fontes naturais como plantas e vegetais. Diante
disso, o trabalho enfoca no processo de clarificacdo do caldo de cana de aguUcar a
partir da utilizacdo de semente de Moringa oleifera (moringa) e da cuticula e medula
foliar de Cereus peruvianus (cacto-vela). A clarificacdo foi avaliada por meio do teste
fitoquimico para a determinacéo de polifenois e flavonoides, e por meio das analises
de atividade antioxidante e pro-oxidativa do caldo. O potencial clarificante do extrato
vegetal demonstrou a possibilidade de utilizacgdo no processo da induastria
sucroalcooleira a fim de reduzir os impactos negativos da sulfitacdo ao ambiente e a

saude humana.

Palavras Chave: Acucar, Extratos vegetais, Flavonoides, Industria acucareira,

Polifenois.



ABSTRACT

Sugarcane is the main source for the production of white sugar and ethanol, and Brazil
is the largest producer in the world. Sugar is clarified using several processes, among
them the sulphitation, which is the most harmful for the environment and population.
Thus, it has been questioned by its food safety, product quality, sucrose losses during
processing, and environmental impact. Considering that, researchers have been
increasingly searching for new techniques to avoid these problems and it has been
found clarification properties in extracts from natural sources. Therefore, the work
focuses on the clarification process of sugarcane juice using Moringa oleifera
(moringa) seed and Cereus peruvianus (cacto-vela) cuticle and pith. The clarification
was evaluated through the phytochemical test for the determination of polyphenols and
flavonoids, and through the analysis of antioxidant and pro-oxidative activity of the
clarified juice. The clarifying potential of the plant extract demonstrated the possibility
of using it in the sugar-alcohol industry process in order to reduce the negative impacts

of sulfitation on the environment and human health.

Keywords: Flavonoids, Plant extracts, Polyphenols, Sugar, Sugar industry.
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1. INTRODUCAO GERAL

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA,
2020), a cana-de-acucar € uma das principais e crescentes culturas da economia
brasileira. O pais é considerado o primeiro do mundo na producéo de acucar e etanol
e vem conquistando cada vez mais o mercado externo no ramo alimenticio e
energético (BERNARDI et al., 2015; MAPA, 2022). A estimativa é de que o Brasil deve
colher 595 milhdes de toneladas de cana-de-acucar na safra 2022/2023, podendo
produzir 40,3 milhdes de toneladas de acucar e 24,8 bilhdes de litros de etanol, além
de gerar energia limpa, decorrente do processo da industria sucroalcooleira (MAPA,
2022)

O caldo de cana é submetido a diversas etapas e operacdes unitarias para
obtencdo do acucar e do alcool. O processo na industria sucroalcooleira tem como
€scopo a extracdo e concentracdo da sacarose da cana-de-acUcar, e pode produzir
diferentes tipos de agucar, como 0 mascavo, demerara, VHP (very high polarization),
cristal e refinado, resultando em um produto detentor de qualidade. Este atributo esta
diretamente relacionado com a variedade da cana-de-acucar e a etapa de clarificacéo,
sendo que a falta de um tratamento eficaz se traduz em um agucar de menor qualidade
(ENGENHO NOVO, 2008; MORILLA, 2015). A cor do produto indica o tipo de agucar
e é determinado em funcdo da unidade de cor estabelecido pelo ICUMSA
(International Commission for Uniform Methods of Sugar Analysis: Comisséo
Internacional para Métodos Uniformes de Analise de Aclcar) em gque quanto mais
baixa a unidade, mais claro ou mais branco é o acuUcar gerado. Sendo assim, a
clarificacdo de alguns tipos de acucares visa a obtencdo de um caldo livre de
impurezas, isto €, substancias pigmentosas que em sua maioria S80 compostos
fendlicos (PATON e DUONG, 1992), principalmente polifenois, fenilpropanoides e
flavonoides (WILLIAMS et al., 1973; SMITH e PATON, 1985).

Com o avanco da biotecnologia, variedades de cana-de-agucar mais produtivas
tem aprimorado o processo; contudo, as técnicas de clarificacdo empregadas
atualmente ndo dispdem de modifica¢cdes substanciais nos ultimos anos. Apesar de
diferentes estudos proporem novas técnicas como a bicarbonatacéo (ARAUJO, 2007),
carbonatacdo (HAMERSKI et al.,, 2011), filtracdo tangencial (ARMOA, 2012),
ozonizacdo e peroxidacdo (ARAUJO, 2007), e uso de elétrons acelerados (LIMA,
2012), a sulfitacéo € a técnica mais utilizada. Esta tem sido questionada por entidades

responsaveis pela seguranca alimentar e ambiental, por produzir subprodutos toxicos,
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cancerigenos e poluentes, que podem provocar a destruicdo da camada de ozoénio e
liberar residuos de enxofre prejudiciais a saude do homem e dos animais e causar
danos ambientais, além de apresentar perdas de sacarose durante O processo e
diminuir a qualidade do produto (SILVA et al., 2008; ZHANG et al., 2021). Estudos
recentes tém demonstrado a possibilidade de se desenvolver e implantar métodos
mais eficazes e seguros para a clarificacdo e producdo de acucar. Para tanto,
diferentes pesquisas tém direcionado e validado a utilizacdo de produtos obtidos a
partir de fontes naturais (VAZ et al., 2010). Uma fonte natural que vem sendo estudada
€ a Moringa oleifera, onde ja foi comprovada sua acdo ativa para remocao de
compostos inorganicos do acucar VHP (COSTA et al., 2015), outra fonte candidata a
fornecer compostos ativos passiveis de serem incorporados ao processo de
clarificacdo do caldo de cana é o Cereus peruvianus, um cacto que demonstrou
possuir em sua cuticula caulinar compostos eficientes para eliminar cerca de 95% da
cor e turbidez do extrato de estévia (FERNANDES et al., 2001).

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre os fatores pro-
oxidantes e antioxidantes e é considerada uma consequéncia da producéo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ERO), ou uma reducdo nas defesas antioxidantes
do organismo (FINKEL e HOLBROOK, 2000). Os extratos de plantas e flavonoides e
suas propriedades bioldgicas tém sido alvo intensamente de pesquisas in vitro e em
sistemas ex vivo e in vivo de mamiferos. As referéncias bibliograficas expéem que
estes compostos e extratos podem agir como anti- ou pré-oxidantes influenciando o
sistema redox celular e/ou modulando vias de sinalizagdo (WILLIAMS et al., 2004).
As plantas podem apresentar fendis que atuam como antioxidantes naturais em forma
livre e ligada (ROBBINS, 2003). A forma ligada pode se dar com varios compostos
presentes nas plantas através de ligacdes de éter, éster e acetato (ZADERNOWSKI
et al., 2009) e em consequéncia, os antioxidantes tém sido uma parte essencial da
tecnologia de preservacéo e dos cuidados da saude contemporéanea. A exploracao e
utilizacao de antioxidantes de origem vegetal tais como: frutas e vegetais vem sendo
estudadas arduamente mesmo embora possam apresentar uma potencial toxicidade

de alguns antioxidantes sintéticos (POPA et al., 2008).
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2. OBJETIVOS
O presente trabalho tem por objetivo desenvolver um método alternativo de
clarificacédo do caldo de cana-de-agucar no processo de producédo sucroalcooleira por
meio da utilizagdo de extratos de sementes de Moringa oleifera e de cuticula e medula
foliar de Cereus peruvianus. Objetiva também determinar o contetdo de polifenois e
flavonoides presentes no caldo (clarificado e né&o-clarificado), além de avaliar a

atividade antioxidante e pro-oxidativa do caldo clarificado.
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CAPITULO |

PATENTE DE INVENCAO DE PROCESSO DE CLARIFICACAO DE CALDO DE
CANA-DE-ACUCAR UTILIZANDO EXTRATOS DE FONTES NATURAIS

Filipe Oliveira Granero?, Regildo Marcio Gongalves da Silval?

Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araraquara, SP, Brasil.
2Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Assis, SP, Brasil.

RESUMO

Proposta de um método alternativo de clarificacdo do caldo de cana-de-agUcar que
utiliza extratos de fontes naturais com potencial clarificante descrito na literatura. E
descrito o preparo dos extratos de semente de M. oleifera e cuticula e medula foliar
de C. peruvianus, e o0s parametros para adicdo dos mesmos ao processo de
clarificacdo, que se referem mais especificamente ao pH e temperatura, valores
préximos ao utilizado na industria, e a concentracdo de extrato no caldo. A invencao
se aplica ao processo de clarificacdo do caldo de cana-de-acucar e pode ser utilizado
na operacao da industria a fim de reduzir ou eliminar a etapa de sulfitacdo, diminuindo
assim a utilizacdo de produtos quimicos nocivos ao ambiente e a saiude humana, e
garantindo a qualidade do produto final. Este processo podera ser licenciado e
aplicado na industria sucroalcooleira, visando uma producdo mais verde, expandindo

o0 conceito de empresa eco-friendly & industria.

Palavras-chave: AcuUcar, Extratos vegetais, Flavonoides, Indlstria acucareira,

Polifenois.
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ABSTRACT

Proposal of an alternative method for clarification of sugarcane juice that uses extracts
from natural sources with clarifying potential described in the literature. The
preparation of extracts of M. oleifera seed and C. peruvianus cuticle and pith is
described, as well as the parameters for their addition to the clarification process, which
refer more specifically to pH and temperature, values close to those used in the
industry, and the concentration of extract in the sugarcane juice. The invention applies
to the sugarcane juice clarification process and can be used in the industrial operation
in order to reduce or eliminate the sulphitation step, thus reducing the use of chemicals
harmful to the environment and human health, and ensuring the quality of the final
product. This process can be licensed and applied in the sugar and ethanol industry,
aiming at a greener production, expanding the concept of an eco-friendly company to

the industry.

Keywords: Flavonoids, Plant extracts, Polyphenols, Sugar, Sugar industry.
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1. INVENCAO
A presente invencao se refere a um método alternativo de clarifica¢céo do caldo

de cana-de-acucar utilizando extratos de fontes naturais.

1.1 Campo da invencgéo

A presente inovacdo se refere ao processo de clarificagdo na industria
sucroalcooleira, esta que é uma etapa chave na producao do aglcar responsavel por
remover impurezas e substancias pigmentosas do caldo de cana a fim de diminuir cor
e turbicidade (YU et al., 2013; SILVA et al., 2015).

De forma geral, o processo de producdo do agucar a partir do caldo de cana
consiste na extracao, clarificacdo (passando pelos processos de sulfitacdo, caleagem,
aguecimento, decantacao e filtracdo), evaporacao, cristalizacdo e podem ter ainda o
refinamento do acucar (YU et al., 2013). Contudo, o processo de sulfitagdo tem sido
guestionado por entidades de seguranca alimentar e ambiental e, apesar de fornecer
0 aclcar branco esperado e ter um custo menor na producdo, apresenta perdas e
alguns problemas no processo (SILVA et al., 2015)

Considerando isso, novas técnicas tém sido pesquisadas, porém o custo e a
complexidade tém impedido a aplicacdo no processo de producdo na industria
sucroalcooleira (KOCHERGIN et al., 2010). Entretanto, estudos recentes tém
direcionado e validado a capacidade clarificante de extratos de origem vegetal e a
possibilidade de utilizacdo dos mesmos em processos de clarificacdo (VAZ et al.,
2010). Portanto, o método de clarificacdo utilizando extratos de fontes naturais
(semente de Moringa oleifera e cuticula e medula foliar de Cereus peruvianus) é

proposto como alternativa a sulfitacao.

1.2 Estado da técnica

As patentes concedidas nos Estados Unidos da América: US1094436 -
“Process of purifying and clarifying raw sugar-cane juice”, US2610932 “Clarification of
sugar cane juice”, US3808050 “Clarification and treatment of sugar juice” e
US2009/0126720 A1 “Sugar cane juice clarification process” descrevem 0 processo
de clarificacdo do caldo de cana por meio do método mais convencional, utilizando
parametros (pH e temperatura) estabelecidos, e ainda acrescentando cal hidratado ao
caldo. Da mesma forma, a presente invencao tem como proposta aplicar os

parametros (pH, temperatura de aquecimento, tempo de decantacdo e método de
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filtracao) utilizados na inddstria com a inovagdo do acréscimo dos extratos vegetais
de M. oleifera e C. peruvianus ao caldo.

Atualmente, ndo ha relatos na literatura acerca da utilizagdo de C. peruvianus
na clarificacdo de caldo de cana, e, apesar de haver trabalhos quem utilizam as
sementes de M. oleifera para a realizacédo deste processo, os procedimentos descritos
diferem em alguns aspectos. Gallio (2019) e Teixeira et al. (2021), na etapa de preparo
dos extratos, utilizaram sementes trituradas sem a separacdo dos lipideos e os
extratos do agente clarificante foram preparados em solucdo salina e aquosa.
Considerando isso, a presente proposta difere dos estudos citados utilizando esta
espécie na clarificacdo do caldo de cana. Além de extrair os lipideos presentes na
semente de M. oleifera, que podem ser utilizados para a producao de biodiesel, evita-
se a utilizacdo de solucbes salinas que podem, assim como na sulfitacdo, produzir
residuos e subprodutos da clarificagéo.

Logo, a invengéo fornece uma alternativa nova relacionada a sulfitagdo e as
perdas no processo de producdo do acucar, além de fornecer uma técnica com
possibilidade de aplicacdo, de forma total ou complementar, ao método convencional
de clarificacdo do caldo de cana, possibilitando a inddstria o escalonamento e
producdo com pouca ou sem a utilizacdo de produtos quimicos no processamento e

obtencao do produto final utilizado principalmente para a alimentagcdo humana.

1.3 Breve descricdo da invencao

A metodologia do estudo foi estruturada de acordo com método convencional
de producéo da industria sucroalcooleira de modo a tornar a invengdo mais proxima
ao processo, sem grandes alteracdes nas etapas de producdo. Visto que ndo ha
relatos na literatura ou patentes concedidas sobre a mesma técnica e aplicacao das
espécies vegetais no processo produtivo, 0s parametros da industria (pH,
temperatura, decantacao e filtragdo) e concentragao dos extratos (determinada a partir
de resultados preliminares) foram utilizadas para alcancar as melhores interacées do
caldo com os extratos vegetais e validar o processo proposto pela invencao.

O método alternativo de clarificacdo do caldo de cana utilizando extratos de
fontes naturais compreende etapas de preparo dos extratos vegetais, extracao do
caldo de cana, adicdo de cal hidratada e extratos, aguecimento, decantacdo e
filtracdo. De forma mais especifica, o processo foi dividido em duas etapas: etapa de

preparo dos extratos vegetais e etapa de clarificacéo.
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1.4 Descricao detalhada da invencéo
De acordo com as especificacbes da invencdo, o processo de clarificacao
utilizando extratos vegetais como agente clarificante compreende as etapas de
obtencao dos extratos e o processo de clarificagéo.

Etapa 1: Preparo dos extratos vegetais

Os frutos de Moringa oleifera foram coletados e as sementes foram separadas
e passaram por um processo de secagem a 40°C em estufa de ar forcado.
Posteriormente, as sementes foram desengorduradas (extracdo de lipideos) em
aparelho extrator de 6leo tipo Soxhlet, resultando em uma torta (massa)
desengordurada das sementes que foi seca na mesma estufa para a obtencdo de um

7

po.
O cacto Cereus peruvianus foi coletado e a folha foi cortada em pedagos

menores para facilitar o manuseio e separacao das secc¢des. Posteriormente, a folha
foi higienizada e a cuticula e a medula foliar foram separadas. As duas partes (cuticula
e medula foliar) foram entdo levadas a estufa de ar forcado (40°C) para secagem e
posteriormente foram trituradas em um moinho de facas para obtencéo de um po.
Os po6s da semente de M. oleifera e cuticula e medula foliar de C. peruvianus
foram utilizados para foram pesados e diluidos em agua destilada. Esta solucdo foi
armazenada por um periodo de, no maximo, 72 horas em temperatura de refrigeracéo

(x4°C), sendo priorizada a utilizacdo da mesma logo ap6s o preparo.

Etapa 2: Clarificagéo

O tratamento do caldo de cana foi realizado de acordo com o processo da
indUstria sucroalcooleira. Durante esta etapa, a cana-de-acucar foi moida para
extracao do caldo. Foi adicionado cal hidratada ao caldo até que fosse atingido o pH
entre 6,8 e 7,2 e, em seguida, o0 extrato vegetal foi adicionado na concentragdo que
variou entre 400 e 1200 ug extrato/mL caldo, sendo preferencialmente entre 800 e
1000 ug extrato/mL caldo. O caldo foi entdo aquecido a temperatura de 80°C a 110°C
por 25-35 min com agitacdo de 30 a 50 rpm, sendo que a faixa de temperatura entre
95°C e 105°C mais adequada. Posteriormente, o caldo foi mantido em repouso por 30
a 90 min, sendo mais preferivel um tempo de repouso de aproximadamente 50 a 70
min para decantacdo dos sedimentos e seguidamente foi filtrado para a obtenc&o do

caldo clarificado que seguiria para a producado de acucar (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma do método alternativo de clarificacdo do caldo de cana-de-
acucar utilizando extratos de fontes naturais.
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1.5 Principais resultados obtidos com a aplicacao da invencao

No processo de clarificacdo proposto pela presente invencéo, o pH do caldo de
cana-de-acucar foi ajustado com hidréxido de célcio para pH entre 6,8 e 7,2, e foi
adicionado ao caldo a solugdo com o agente clarificante (extrato vegetal) na
concentracéo entre 800 e 1000 pg extrato/mL caldo, preferencialmente. O caldo foi
aguecido aproximadamente a temperatura entre 95 e 105°C por 25-35 min com
agitacao entre 30 e 50 rpm. Por fim, a decantacao foi realizada por um tempo entre
50 e 70 min, seguido de filtracdo para a obtencdo do caldo clarificado.
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A aplicagéo da invengéo proposta demonstrou a possibilidade de utilizagdo dos
extratos vegetais no processo de clarificacdo do caldo de cana-de-acUcar. A invencao
se enquadra em Technology Readiness Level (TRL) 4, uma vez que se colocou em
pratica a prova de conceito, utilizando os parametros definidos na proposta para a
validacéo da aplicacao por meio de investigacao laboratorial.

A clarificagéo foi avaliada a partir dos indices de cor ICUMSA e demonstrou
diminuicdo na presenca de substancias pigmentosas (polifenois e flavonoides) com a
adicdo das solugcdes com os agentes clarificantes (extratos vegetais) ao caldo,
proporcionando uma clarificacdo maior que 55% seguindo os parametros definidos na
presente proposta de inovagdo. Somado a isso, sem 0 processo de sulfitacdo, a
producdo foi beneficiada pela néo-utilizacdo de produtos quimicos nocivos ao

ambiente e a satde humana e animal.

1.6 Reinvindicacoes

1. Composicdo do agente clarificante caracterizado por conter sementes
desengorduradas de M. oleifera em base aquosa.

2. Composi¢cdo do agente clarificante, de acordo com a reinvindicagéo 1,
caracterizado pela presenca de pds de sementes de M. oleifera que foram
obtidos a partir de etapas sequenciais, as quais compreendem:

a. Separacao das sementes;

b. Secagem das sementes;

c. Trituracao;

d. Extracéo de lipideos;

e. Secagem das sementes trituradas e desengorduradas.

3. Composicdo dos agentes clarificantes caracterizado por conter cuticula ou
medula foliar de C. peruvianus em base aquosa.

4. Composicdo dos agentes clarificantes, de acordo com a reinvindicacdo 3,
caracterizado pela presenca de pds de cuticula ou medula foliar de C.
peruvianus que foram obtidos a partir de etapas sequenciais, as quais
compreendem:

a. Separacgdo das partes vegetais (cuticula e medula foliar);
b. Secagem,;

c. Trituracao.
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Processo de clarificagdo do caldo de cana-de-acUcar caracterizado pela
utilizacdo de agentes clarificantes de fontes naturais (sementes de M.
oleifera ou cuticula de C. peruvianus ou medula foliar de C. peruvianus) e
gue compreende etapas de ajuste de pH, adicdo do agente clarificante,
aguecimento, decantacao e filtracao.
Processo de clarificacdo de caldo de cana-de-agucar, de acordo com a
reinvindicacdo 5, caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a. Ajuste do pH com hidroxido de calcio até atingir pH de 6,8 a 7,2;

b. Adicdo dos agentes clarificantes de fontes naturais na concentragéo

gue pode variar de 800 a 1200 pg/mL caldo;
c. Aguecimento do caldo preferencialmente na temperatura de 95°C a
105°C por 25 a 35 minutos e em velocidade de rotacdo de 30 a 50 rpm;

d. Decantacdo com tempo de duracgéo entre 50 e 70 minutos;

e. Filtracdo do caldo.
Processo de producdo eco-friendly caracterizado pela utilizagdo dos
lipideos extraidos, utilizacdo de solu¢cdes aguosas dos agentes clarificantes,
valorizacéo das espécies e desenvolvimento de atividades sustentaveis.
Processo de producao eco-friendly, de acordo com a reinvindicagéo 7,
caracterizado pela utilizacdo dos lipideos extraidos para a producdo de
biodiesel, favorecendo a propria industria sucroalcooleira, ou direcionados
para aplicagcdo em outras industrias.
Processo de producdo eco-friendly, de acordo com a reinvindicagéo 7,
caracterizado pela utilizacao de solugbes aquosas dos agentes clarificantes,
diminuindo os residuos e subprodutos téxicos gerados pela industria

sucroalcooleira.

10.Processo de producdo eco-friendly, de acordo com a reinvindicagao 7,

caracterizado pela valorizagcédo das espécies, uma vez que, além de fornecer
0s extratos para as solucdes clarificantes na producdo do acucar na
induUstria sucroalcooleira, podem prover outras partes vegetais para uso

alimentar e/ou medicinal.

11.Processo de producdo eco-friendly, de acordo com a reinvindicacao 7,

caracterizado pelo desenvolvimento de atividades de plantio e preservacéo
das espécies, promovendo a producdo sustentdvel e destacando a

importancia da biodiversidade brasileira.
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CAPITULO I

METODO ALTERNATIVO DE CLARIFICACAO DE CALDO DE CANA-DE-
ACUCAR UTILIZANDO EXTRATOS DE FONTES NATURAIS

Filipe Oliveira Granero?, Regildo Marcio Gongalves da Silval?

Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araraquara, SP, Brasil.
2Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Assis, SP, Brasil.

RESUMO

A cana-de-acUcar € a principal fonte para a producéo do agucar branco e etanol sendo
o Brasil o maior produtor do mundo. Recorrentemente o acucar produzido é clarificado
utilizando varios processos, dentre eles o processo de sulfitacdo, sendo o mais
impactante para o ambiente e para a populacéo. Por este método ser questionado por
normas de seguranca alimentar, qualidade do produto, perdas de sacarose durante o
processamento, e por questdes ambientais, os pesquisadores vem se empenhando
cada vez mais em estudos a partir de fontes naturais como plantas e vegetais. Diante
disso, o trabalho enfoca no processo de clarificacdo do caldo de cana de acgUcar a
partir da utilizacdo de semente de Moringa oleifera (moringa) e da cuticula e medula
foliar de Cereus peruvianus (cacto-vela). A clarificacdo foi avaliada por meio do teste
fitoquimico para a determinacao de polifenois e flavonoides, e por meio das anélises
de atividade antioxidante e pro-oxidativa do caldo. Os resultados demonstraram a
clarificagéo de aproximadamente 60% utilizando os extratos na concentracdo de 1000
ug extrato/mL caldo e aquecimento a 100°C, reduzindo o contetdo de polifenois e
flavonoides e aumentando a atividade antioxidante do caldo clarificado, além de néo
demonstrar atividade pré-oxidativa em concentracdo dez vezes maior. O potencial
clarificante do extrato vegetal demonstrou a possibilidade de utilizagdo no processo
da industria sucroalcooleira a fim de reduzir os impactos negativos da sulfitacdo ao

ambiente e a satde humana.

Palavras Chave: Acucar, Extratos vegetais, Flavonoides, Industria acgucareira,
Polifenois.



36

ABSTRACT

Sugarcane is the main source for the production of white sugar and ethanol, and Brazil
is the largest producer in the world. Sugar is clarified using several processes, among
them the sulphitation, which is the most harmful for the environment and population.
Thus, it has been questioned by its food safety, product quality, sucrose losses during
processing, and environmental impact. Considering that, researchers have been
increasingly searching for new techniques to avoid these problems and it has been
found clarification properties in extracts from natural sources. Therefore, the work
focuses on the clarification process of sugarcane juice using Moringa oleifera
(moringa) seed and Cereus peruvianus (cacto-vela) cuticle and pith. The clarification
was evaluated through the phytochemical test for the determination of polyphenols and
flavonoids, and through the analysis of antioxidant and pro-oxidative activity of the
clarified juice. The results demonstrated the clarification of approximately 60% using
the extracts at a concentration of 1000 ug extract/mL juice and heating at 100°C,
reducing the content of polyphenols and flavonoids and increasing the antioxidant
activity of the clarified juice, in addition to not demonstrating pro-oxidative oxidative at
a ten times greater concentration. The clarifying potential of the plant extract
demonstrated the possibility of using it in the sugar-alcohol industry process in order

to reduce the negative impacts of sulfitation on the environment and human health.

Keywords: Flavonoids, Plant extracts, Polyphenols, Sugar, Sugar industry.
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1. INTRODUCAO

O acucar a partir de cana-de-agUcar representa a maior parte da producéo
mundial, sendo um dos produtos mais consumidos na dieta alimentar (CHOW, 2017).
A estimativa € de que o Brasil, na safra de 2022/2023, produza mais de 40 milhdes de
toneladas do produto, atendendo o mercado interno e externo de forma significativa
(MAPA, 2022)

De forma geral, o processo de producéo do acucar na inddstria sucroalcooleira
consiste em cinco etapas: moenda da cana para extracdo do caldo; adicdo de cal
hidratada; clarificacdo; evaporacéo e cristalizacdo. O processo depende da cana-de-
acucar, para fornecer um caldo de cana de qualidade, e da etapa de clarificagéo,
operacdo importante para obtencédo do acucar (KUMAR e CHAND, 2015; MENG et
al., 2021). A técnica mais convencional de clarificacdo faz o uso de anidrido sulfuroso
(SO2) para gerar um agucar mais branco; contudo, este método, conhecido como
sulfitacdo, tem sido questionado quanto a seguranca alimentar e ambiental, que
consequentemente impfOe desafios a industria sucroalcooleira para busca de
alternativas ao uso do quimico (VU et al., 2020). Considerando isso, diferentes
pesquisas tém direcionado e validado a utilizacdo de produtos obtidos a partir de
fontes naturais (VAZ et al., 2010). Moringa oleifera e Cereus peruvianus sdo fontes
naturais que tém se destacado por apresentarem atividade clarificante e coagulante
no tratamento de efluentes industriais (FERNANDES et al.,, 2001; AHMED e
MOHAMMED, 2018).

A Moringa oleifera é uma espécie que pertence a familia Moringaceae e é rica
em uma variedade fitoquimicos presentes principalmente nas folhas e sementes. E
uma planta que tem apresentado resultados importantes na clarificacdo de agua e
efluente industrial, atuando como um coagulante natural (AHMED e MOHAMMED,
2018; NAYANA e ADI, 2019). Além disso, a M. oleifera é facilmente cultivada e seus
compostos conferem a espécie propriedades nutricionais, pela presenca abundante
de vitaminais e minerais, e medicinais, pela presenca de compostos antioxidantes e
fitoesterdis (GOPALAKRISHNAN et al., 2016). Adicionalmente, o 6leo extraido da
semente de M. oleifera pode ser utilizado na industria alimenticia e na produgéo de
biodiesel (NIJU et al., 2019).

O cacto Cereus peruvianus € uma espécie de Cactaceae nativa da América
latina e, apesar de ter baixo conteldo de proteinas e vitaminas, é usado na

alimentacdo de animais e pessoas em periodo de seca, principalmente na regiao
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nordeste do Brasil, onde as condi¢cfes climéaticas adversas impedem o cultivo de
algumas culturas (OLIVEIRA et al., 2001). E uma espécie de interesse econdémico,
farmacoldgico e industrial. Além de produzir frutos que atendem a demanda alimentar,
0 extrato apresenta a capacidade de reducéo de colesterol total e LDL (low-density
lipoprotein), o que diminui o risco de doencgas cardiovasculares, e a goma do cacto
pode ser utilizada na indUstria de cosméticos e como floculante para tratamento de
efluentes industriais e clarificacdo de agua (TANAKA et al., 2010; JACOMINI et al.,
2015)

O uso de recursos naturais e fontes renovaveis tem ganhado destaque cada
vez maior pela preocupagéo com a sustentabilidade e processos de producéo verde
(ALMEIDA et al.,, 2014). Logo, o uso de espécies de plantas no processo de
clarificacdo expande o conceito de producdo eco-friendly, sendo que, com a
diminuicdo do uso de produtos quimicos no processo de sulfitacdo, o produto final é
um acgucar de melhor qualidade, bem como os subprodutos do processo, como a torta
resultante dos sedimentos separados no processo de clarificacdo que é direcionada
para melhoramento e nutricdo de solo para a agricultura (SPERANCA et al., 2021).
Outro aspecto significativo € o da valorizacdo das espécies e da comunidade local,
levando a diversas atividades econGmicas como as atividades ambientais, sociais,
educacionais e politicas acerca da preservacao de plantas que podem ser utilizadas
em processos industriais e que geram uma combinacdo de sustentabilidade,
comprometimento da comunidade, qualidade de vida e producéo verde (SANTOS e
SANTOS, 2020).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéao do caldo de cana-de-agucar
O caldo de cana-de-acucar foi obtido do comércio popular da cidade de Assis.
Ao caldo recém-extraido foi adicionado hidréxido de calcio para o ajuste do pH (para

pH 7+0,2) e este foi utilizado para a avaliacdo de clarificacéo.

2.2 Obtencé&o dos agentes clarificantes
2.2.1 Obtencéo do p6 da semente de M. oleifera
As sementes de M. oleifera foram coletadas de trés espécimes cultivadas no
Campus da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis (UNESP-Assis) de forma a ndo

causar impacto aos individuos. Apds a coleta e selecdo prévia das sementes, 0s
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revestimentos e as laterais das mesmas foram removidos manualmente para
obtencdo dos nucleos, sendo que os de boa qualidade (globulares e rigidos) foram
selecionados e, posteriormente, processados em triturador de facas para a obtencao
de um po fino de granulometria de 0,84 mm (ARANTES et al., 2012).

O 6leo presente no p6 obtido dos nucleos das sementes foi extraido com o
solvente n-hexano na proporgéo de 1:10 (m/v) utilizando o equipamento extrator de
Oleo do tipo Soxhlet. A extracao foi realizada por aproximadamente 8 horas. Apds este
processamento o residuo do p6é das sementes (torta desengordurada) foi seco em
estufa de ar forcado a 40°C por 24 horas ou até a obtencdo de massa constante
(SANTANA, 2009).

2.2.2 Obtencao de cuticula e medula foliar de C. peruvianus

As folhas de C. peruvianus foram coletas de duas espécimes cultivadas no
Campus da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis (UNESP-Assis) de forma a ndo
causar impacto aos individuos. ApGs a coleta e selecdo prévia, as folhas foram
devidamente lavadas e a extracdo da regido cortical da folha foi realizada com auxilio
de uma descorticadora manual separando a cuticula da medula foliar. As duas partes
(cuticula e medula foliar) foram secas em estufa de ar forcado a temperatura média
de 40°C até obter peso constante. Logo ap0s, os tecidos vegetais secos foram
triturados em moinho de facas para obtencéo do pd, sendo que a cuticula foi passada
por peneira até obtencdo de granulometria de 0,59 mm e para a medula foliar até
obtencéo de granulometria de 0,84 mm (SOUZA et al., 2016).

2.30btencéo das solugbes estoque dos agentes clarificantes
2.3.1 Preparo de solucédo estoque de M. oleifera e C. peruvianus
A solucéo estoque foi preparada a partir do p6é das sementes de M. oleifera ou
p6 da cuticula ou medula foliar de C. peruvianus. O p6 foi pesado e diluido em agua
destilada em quantidade relativa a concentracdo de 20 mg/mL (m/v), seguido da
homogeneizacao da solucéo para a extracao de ingredientes ativos. Esta solucéo foi
armazenada por um periodo de, no maximo, 72 horas em temperatura de refrigeracao

(x4°C), sendo priorizada a utilizagdo experimental da mesma logo apds o preparo.
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2.4 Tratamento do caldo de cana com M. oleifera e C. peruvianus

Para o tratamento do caldo de cana, o liquido teve o pH ajustado para pH 7 que
foi posteriormente distribuido em béqueres. A solucdo estoque de cada extrato
(semente de M. oleifera e cuticula e medula foliar de C. peruvianus) foi adicionada ao
caldo com volume suficiente para que a concentragdo em cada tratamento tenha entre
200 e 1200 pg de amostra/mL de caldo (determinada para ensaios preliminares). Os
béqueres foram colocados em agitadores térmicos e o caldo foi agitado a 30 rpm e
aguecido a temperaturas que variaram de 80 a 100°C por 35 minutos. Logo apés, o
caldo foi mantido em repouso por 1 hora em temperatura ambiente para a decantagéo
dos sedimentos. Ao final do periodo o caldo foi filtrado em papel de filtro (18,5 cm de

diametro e 14 um de porosidade) para efetiva separacéo dos sedimentos (CTC, 2005).

2.5Avaliacdo da clarificacéo do caldo apos tratamento
2.5.1 Avaliagédo da sedimentacéo do caldo
Foi avaliada a sedimentacado das particulas e o volume de precipitado formado
durante o periodo de decantacdo. Os sedimentos foram congelados e em seguida
liofilizados para calculo de formacéo de sedimentos associado ao volume de caldo e
a concentracéo de solucao estoque utilizada.

2.5.2 Determinacéao dos indices de cor ICUMSA

A determinacao do indice de cor das amostras foi realizada conforme o método
da comissdo internacional para unificacdo dos métodos de andlise acucareira
(METTLER TOLEDO, 2018) ajustada para amostras liquidas. Para tanto, as amostras
foram diluidas em agua destilada, o pH das amostras foi conferido e, se necessario,
ajustado para o pH 7+0,2, e em seguida foi determinada a absorbancia em
espectrofotometro a 420 nm. A cor foi determinada a partir da seguinte férmula:
ICUMSA @420 nm) = [(L000xA)/(bxc)], onde, A € a absorbancia da amostra lida; b é o
comprimento da cela de absorcdo (em cm); e ¢ € a concentracdo da amostra (em
g/mL), calculada em funcéo da concentracao de sacarose (°Brix) e densidade do caldo
clarificado (em kg/m?3), conforme a equacéo: ¢ = (°Brix x densidade)/100000.

2.5.3 Determinagéao de polifenois e flavonoides totais
O método utilizado para a determinacéo de contetudo de polifenois totais foi o

de Folin-Ciocalteu, utilizando acido galico como padrdo. A cada 50 uL de amostra
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(caldo) foram adicionados 2,5 mL de agua destilada e 250 uL do reagente de Folin-
Ciocalteu (molibdato, tungstato e acido fosforico). Apds 3 min, foi adicionado 700 pL
de 10% Na2COs e 1,5 mL de agua destilada. A mistura foi armazenada por 1 hora em
temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 765 nm usando um
espectrofotometro UV-Vis. Todos os testes foram realizados em triplicata e os
resultados expressos em pg equivalente de &cido galico (EAG) por mL de caldo
clarificado.

Para a determinacéo de conteudo de flavonoides totais o método descrito por
Zhishen et al. (1999) foi utilizado, baseado na complexacéo dos flavonoides com AlCls,
ocorrendo o deslocamento das bandas de absor¢cdo para maiores comprimentos de
onda. A cada 250 pL de amostra foram adicionados 1 mL de agua destilada e 125 uL
de 5% NaNO:2. Apds 6 minutos, 125 yL de 10% AICI3, 750 yL de 1M NaOH e 250 pyL
de agua destilada foram adicionadas. A mistura foi armazenada por 15 minutos em
temperatura ambiente e a absorbéancia foi medida a 510 nm. Todos os testes foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em ug equivalente de rutina (ER)

por mL de caldo clarificado.

2.5.4 Avaliagéo da atividade antioxidante
2541 Sequestro do radical livre DPPH-

A atividade antioxidante dos caldos clarificados foi determinada pela
capacidade doadora de H* para o radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (MANIAN
et al., 2008). Os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando a solucéo de
1 mL de tampao acetato (100 mM; pH 5,5), 1,25 mL de etanol P.A., 250 pL de solugéo
de DPPH: (250 uM) e 50 uL de amostra. O DPPH apresenta maxima absorbéancia a
517 nm, que decresce na presenca de moléculas doadoras de H*, indicado pela
mudanca da coloracéo roxa para amarelo. As amostras reagiram com o radical DPPH
por um periodo de 30 minutos na auséncia de luz e em seguida a absorbancia foi
medida a 517 nm (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). O calculo da atividade antioxidante
foi realizado de acordo com a formula: Atividade antioxidante (%)= [(Acontrole—
Aamostra)/Acontrole] *100; onde Aamostra € @ absorbéancia das amostras apds 30 minutos e

Acontrole € absorbancia do controle.
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2.5.4.2 Reducéo do ion ferro (FRAP)

Para a determinacao da atividade antioxidante por meio da reducéo do ion ferro
(FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power) sera utilizada a metodologia descrita por
Kukic et al. (2008), com algumas modificacdes. Esta se baseia na medida direta da
habilidade dos antioxidantes (redutores) da amostra em reduzirem, em meio acido (pH
3,6), o complexo Fe3*/ftripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe?*, de intensa cor azul e
absorcdo maxima a 593 nm. O reagente FRAP sera preparado no momento da
analise, por meio da mistura de 25 mL de tampéao acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL
de solugcdo TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5 mL de FeCls (20 mM) em
solucdo aquosa. Uma aliquota de 100 puL da solugéo de caldo seré adicionado a 3 mL
do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria por 30 minutos. As
absorbancias serdo medidas apds esse tempo e o0 espectrofotdmetro sera zerado com
a solucéo FRAP. A curva de calibragéo sera obtida com sulfato ferroso (100-2000 pM),
e o0s resultados serdo expressos em UM equivalente de Trolox (ET).

2.6 Avaliacdo da atividade oxidativa
2.6.1 Preparo das amostras

Mobilidade relativa em eletroforese (MRE) sera desenvolvida de acordo com
Hsieh et al. (2005). Albumina de soro bovino - BSA (2 mg/mL) sera diluida em tampé&o
fosfato a 10 mM (pH 7,4). Ja o sistema de oxidacdo H202/CuSOa4 constitui em uma
solucéo de 50 mM de H202 e 1 mg/mL de CuSOa4. Os testes serdo montados com
controle negativo contendo 1mL da solucdo de BSA e 1mL de tampé&o fosfato, controle
positivo com 1mL de BSA, 0,5 mL da solugéo H202/CuSOa4 e 0,5 mL de tampéao fosfato
e os tratamentos com 1mL de BSA, 0,5 mL da solu¢cdo H202/CuSO4 e 0,5 mL das
amostras de extratos de sementes de M. oleifera e de cuticula de C. peruvianus sendo
incubados a 37°C durante 48 horas. A eletroforese de BSA sera realizada utilizando
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

2.6.2 Preparo do gel de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

As amostras de extratos de sementes de M. oleifera e de cuticula e mucilagem
de C. peruvianus serdo analisadas por eletroforese unidimensional em gel de
poliacrilamida (KOCHA et al., 1997). Os géis de poliacrilamida nas concentracfes de
12% (22,2% acrilamida/0,6 bis-acrilamida; 1 M Tris-HCI pH 8,8; agua destilada; SDS
10%; persulfato de amonio 10%; TEMED) serdo montados em placas do sistema de
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eletroforese K33-10V (KASVI, Brasil) de dimensdes 10 x 10 cm. As amostras
juntamente com o tamp&o de amostra (1 M Tris-HCI pH; SDS 4%; Glicerol 20% ; B-
mercaptoetanol 5%; Azul de bromofenol 0,2%) serdo submetidos a 95°C por 5 minutos
e posteriormente aplicadas ao gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). A
proteina BSA sera eletroforeticamente separada utilizando uma corrente de 200 mA e
voltagem de 100 V. Apos a corrida, os géis serdo corados com solugdo de coomassie
(Coomassie brilhant blue R-250 dissolvido em metanol 50% e acido acético 10%) e
mantidos em acido acético 7% até a digitalizacdo das imagens. Adicionalmente, para
melhor visualizacdo do perfil eletroforético de algumas amostras, sera realizada a
coloracao por nitrato de prata.

2.7 Analises estatisticas do tratamento

Os dados foram randomizados em blocos casualizados e avaliados pelo Teste
de Tukey (p<0,05) e Correlacdo de Pearson (p<0,05). Para determinar a diferenca
estatistica entre as meédias foi utilizado o software BioEstat versdo 5.0. Todos os
resultados foram expressos como média das triplicatas e expressos como a média +

desvio padréo.

3. RESULTADOS

Estudos preliminares demonstraram que o0 agente clarificante apresentou
resultados promissores na clarificacdo do caldo de cana. O processo foi realizado de
acordo com parametros de pH, concentracdo de extrato e temperatura definidos na
com as adequacdes e propostas da invencéo descrita neste trabalho. Sendo assim, o
pH do caldo de cana foi ajustado para pH 7, a concentragdo do extrato variou de 200
a 1200 pg/mL e o caldo foi aquecido por 35 min com temperatura variando de 80 a
100°C. Estes parametros foram estabelecidos a fim de observar a interagéo do extrato
com o caldo nas diferentes concentragcbes e temperaturas, utilizando inicialmente o
extrato de semente de M. oleifera para a padronizacdo do processo e validacao da
invencao proposta.

Os caldos de cana obtidos no comércio popular apresentaram heterogeneidade
e as caracteristicas e variagbes dos caldos utilizados para avaliacdo da clarificacao

estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos caldos de cana-de-acUcar utilizados.
Caracteristicas do caldo (min - max)

pH 4,31 -5,16
°BRIX 18-24,3
ICUMSA 5103,01 - 8057,56

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O caldo de cana obtido a partir da moenda da cana-de-agucar foi utilizado logo
em seguida para o processo de clarificacao (Figura 2A). A cal hidratada (hidroxido de
calcio) foi adicionada ao caldo até o ajuste do pH para pH 7, onde é possivel observar
a formacéo de sedimentos jA nos primeiros momentos apos o ajuste do pH (Figura
2B).

Figura 2 - Caldo de cana-de-acucar recém-extraido (A) e caldo com ajuste de pH (B).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O extrato é adicionado ao caldo com o pH ajustado que é colocado para
aguecimento e, ao final, é possivel visualizar um escurecimento do caldo proveniente

das impurezas e sedimentos dispersos no caldo (Figura 3).

Figura 3 - Caldo de cana com extrato de M. oleifera nas concentragdes de 1000 pg/mL
(A) a 85°C e 1000 pg/mL (B) e 200 pg/mL (C) a 80°C.
B C

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).



45

Os caldos passaram pelo processo de decantacdo, filtracdo e os caldos
clarificados foram diluidos em agua destilada para melhor visualizagao dos resultados
(Figura 4).

Figura 4 — Na figura, A e B, os caldos apos o processo de clarificacdo. Da esquerda
para a direita nas duas imagens, o caldo puro seguido de trés caldos clarificados em
diferentes concentracdes de extrato de M. oleifera e temperaturas de aquecimento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

E visivel a diminuic&o na turbidez entre o caldo puro, que apresenta coloracgéo
opaca, e o0s caldos clarificados, que apresentam coloracdo translicida. Esta
observacédo corrobora com os resultados apresentados na Tabela 2 que demonstra
gue os caldos clarificados com extrato de semente de M. oleifera apresentaram
valores inferiores do indice ICUMSA em comparacdo ao caldo puro, logo,

apresentaram maiores percentuais de clarificacao.

Tabela 2 - Determinacdo dos parametros do caldo clarificado.
Concentracdo (ug/mL) Temperatura (°C) Clarificacdo! Sedimentos?

0 100 47,19 0,454
200 80 18,33 0,436
400 85 51,32 0,594
800 90 56,45 0,758

1000 80 37,74 0,596
1000 85 29,70 0,504
1000 90 54,34 0,220
1000 100 59,55 0,222
1200 100 55,92 0,662

1. Média percentual de clarificacédo pelo indice ICUMSA em comparacéo ao caldo puro;
2: mg de sedimentos/mL de caldo clarificado. Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Os resultados mostraram que a atividade clarificante do extrato de semente de
M. oleifera foi melhor e mais consistente nas concentracdes e temperaturas maiores,

sendo que a partir de 400 pg/mL e 85°C a clarificacao foi superior a 50%. A clarificacdo
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demonstrou que o melhor resultado (59,55%) foi encontrado na concentragéo de 1000
pg/mL e 100°C; contudo, a 90°C e na mesma concentracdo o resultado foi de 54,34%
clarificacéo.

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de correlacao entre os parametros
de concentracdo de extrato, temperatura, clarificacdo e formacéo de sedimentos no
processo de clarificagao.

Tabela 3 - Correlacao entre os parametros do caldo clarificado.
Conc X Conc X Temp X  Temp X Clar X

Clar Sed Clar Sed Sed
r 0,353 0,404 0,705 -0,424 -0,039
p 0,352 0,281 0,034 0,256 0,921

Resultados determinados pela correlacdo de Pearson (p<0,05). Onde, Conc:
Concentracao do extrato, Clar: Percentual de clarificacdo, Temp: Temperatura e Sed:
Formacéo de sedimentos. Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Entretanto, os resultados demonstraram uma correlacdo significativa e
diretamente proporcional apenas entre a temperatura e a clarificacdo. Apesar de
apresentar resultado diretamente proporcional, ndo foi encontrada correlacado
significativa entre a concentracao e clarificacao e entre a concentragéao e formagéao de
sedimentos. Similarmente, a temperatura e formacdo de sedimentos nao
apresentaram correlacdo significativa, porém apresentaram uma correlacdo
inversamente proporcional. Adicionalmente, a clarificacdo e formacdo de sedimentos
nao demonstraram correlacdo, o que pode ser justificado pela diferenca dos caldos
utilizados para cada bateria de andlises de clarificacao, associado principalmente aos
fatores de maturacao e qualidade da cana de acUcar, eficiéncia da moenda e presenca
de impurezas.

A diluicdo das amostras (Figura 5A) demonstra clarificacéo evidente dos caldos
clarificados com o extrato em comparagdo ao caldo puro. Na determinacdo dos
polifenois (5B) e flavonoides (Figura 5C) € possivel observar que todas as amostras
reagiram e apresentaram estes compostos. Da mesma forma, é possivel observar que
todas as amostras reagiram e apresentaram resultados na avaliagdo antioxidante pelo
teste de DPPH (Figura 5D).
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Figura 5 - Diluicdo dos caldos (A), determinacdo de polifenois (B), determinacéo de
flavonoides (C) e avaliacao antioxidante por meio do teste de DPPH (D). Nas imagens,
da esquerda para a direita, caldo puro e caldos clarificados.

Diferentemente dos resultados observados para a clarificacdo, as avaliacbes
fitoquimica e antioxidante quase ndo demonstraram visivel diferenca entre os
tratamentos. Contudo, a Tabela 4 demonstra que os caldos clarificados com extrato
de M. oleifera a 1000 pg/mL e 85°C e 80°C apresentaram a maior atividade
antioxidante e os menores valores de polifenois e flavonoides, o que pode justificar os
resultados de clarificacéo, j4 que a presenca destes compostos esta relacionada com
maior turbidez do caldo.

Tabela 4 — Percentual de clarificacdo, determinacdo de polifenois e flavonoides e
avaliacao da atividade antioxidante por meio do teste de DPPH.

Amostras  Clarificacdo? Polifenois? Flavonoides?® DPPH*
Caldo A - 305,49a+4,29 258,64a+12,43 -
Caldo B 4,53 304,75a+3,07 285,71at12,14 -

1000 pg/mL 29,70 302,97a+6,21 247,31a+23,49 53,80a+0,88

1000 pg/mL 37,74 293,34a+2,31 247,77ax14,03 53,95atl1,14

200 pg/mL 18,33 326,01b+1,39 281,24a+22,89 51,32a+l,44

L. Percentual de clarificacéo pelo indice ICUMSA em comparacéo ao caldo puro; %: ug
equivalente de acido galico por mL de caldo; 3: pug equivalente de rutina por mL de
caldo; #: Percentual de atividade antioxidante. Onde, Caldo A: Caldo puro; Caldo B:
caldo puro filtrado; 1000 pg/mL: Caldo clarificado com extrato de M. oleifera a 1000
pg/mL e 85°C e 80 °C; 200 pg/mL: caldo clarificado com extrato de M. oleifera a 200
pug/mL e 80°C. Valores expressos em médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor
(2022).

O caldo aquecido a 100°C sem o extrato de M. oleifera, a 90°C com 800 pg/mL
de extrato e a 85°C com 400 pg/mL para avaliar a atividade em diferentes
concentracbes. A Tabela 5 apresenta os resultados de clarificacdo e evidencia o



48

potencial clarificante do extrato demonstrando um percentual superior a 50%. Com
relacdo a determinagdo de polifenois e flavonoides, e atividade antioxidante, os
resultados demonstram que o caldo sem extrato aumentou o contetdo de polifenois e
flavonoides, enquanto os caldos clarificados com o extrato apresentaram menor

contetido destes compostos, o que pode justificar o maior percentual de clarificagao.

Tabela 5 - Percentual de clarificacdo, determinacdo de polifenois e flavonoides e
avaliacao da atividade antioxidante por meio do teste de DPPH.

Amostras Clarificacdo! Polifenois®? Flavonoides® DPPH*

Caldo puro - 56,01a+1,40 74,16a+4,46 50,89a+2,35

Sem extrato 47,19 67,12b+0,42 82,36b%1,39 57,73b+0,34
Extrato (800 pg/mL) 56,45 52,57a+1,52 57,96c+0,73 46,24c+1,01
Extrato (400 pug/mL) 51,32 50,79ac+1,59 54,16¢+0,86 45,69c+1,02

1. Percentual de clarificacéo pelo indice ICUMSA em comparacéo ao caldo puro; %: g
equivalente de &cido galico por mL de caldo; 3. ug equivalente de rutina por mL de
caldo; 4: Percentual de atividade antioxidante. Sendo que, Sem extrato foi aquecido a
100°C, Extrato (800 pg/mL) a 90°C e Extrato (400 pg/mL) a 85°C. Valores expressos
em médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (p<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O processo de clarificacdo foi realizado com outras temperaturas e
concentracfes do agente clarificante. O caldo foi aquecido a 100°C com extrato de M.
oleifera a 1200 pg/mL e a 90°C com 1000 pg/mL de extrato em duplicata. A Tabela 6
apresenta os resultados de clarificacdo e evidencia o potencial clarificante do extrato
em concentracfes maiores, demonstrando um percentual superior a 55%. Com
relacdo a determinagdo de polifenois e flavonoides, e atividade antioxidante, os
resultados demonstra que o caldo com concentragdo mais alta (1200 pg/mL)
aumentou o contetdo de polifenois e flavonoides, enquanto os caldos clarificados com
o extrato a 1000 pg/mL apresentaram menor contelido destes compostos, o que pode

justificar o maior percentual de clarificacao.

Tabela 6 - Percentual de clarificacdo, determinacdo de polifenois e flavonoides e
avaliacdo da atividade antioxidante por meio do teste de DPPH.

Amostras Clarificacdo! Polifenois? Flavonoides? DPPH*

Caldo puro - 50,12a+2,75 64,96a+0,93 50,23a+1,17
Extrato (1200 pg/mL) 55,92 82,01b+0,87 106,96b+0,71 77,73b+0,22
Extrato (1000 pg/mL) 65,53 47,90a+0,27 50,06c+1,02 58,18c+1,64
Extrato (1000 pug/mL) 66,39 46,46a+1,64 45,06d+1,70 60,28c+1,01

1. Percentual de clarificacéo pelo indice ICUMSA em comparacéo ao caldo puro; %: ug
equivalente de &cido galico por mL de caldo; 3: ug equivalente de rutina por mL de
caldo; 4 Percentual de atividade antioxidante. Sendo que, Extrato (1200 pg/mL) foi
aquecido a 100°C e Extrato (1000 pg/mL) a 90°C. Valores expressos em
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médiatdesvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Observando os melhores resultados encontrados com a clarificacdo do caldo
de cana com o extrato de M. oleifera, a clarificacao foi definida e realizada com o pH
7 do caldo, a concentragao de 1000 pg extrato/mL caldo e temperatura de 100°C com
agitacao lenta por 35 minutos. A Tabela 7 apresenta os resultados de clarificacéo e
demonstra que todos os extratos apresentaram potencial clarificante na concentracao
de 1000 pg/mL com percentual superior a 59%. Com relagdo aos resultados de
determinacdo de polifenois e flavonoides, e atividade antioxidante, os caldos
clarificados com os extratos de C. peruvianus e M. oleifera na concentracédo de 1000
pug/mL reduziram o conteudo de polifenois e flavonoides totais, 0 que pode justificar o
alto percentual de clarificacdo. Além disso, os caldos clarificados apresentaram

atividade antioxidante maior que 71%.

Tabela 7 - Percentual de clarificacdo, determinacdo de polifenois e flavonoides e
avaliacao da atividade antioxidante pelo teste de DPPH.

Amostras Clarificagdo! Polifenois®>  Flavonoides?® DPPH*
Caldo puro - 54,01a+0,57 67,96a+1,44 45,95a+3,78
C. peruvianus (cuticula) 59,39 51,46a+1,13 57,76a+0,75 72,66b+0,81
C. peruvianus (medula) 65,68 46,90a+1,19 50,06a+1,02 72,18b+0,22
M. oleifera (semente) 59,55 46,68a+1,29 47,56ab+1,21 71,54b+0,90

1. Percentual de clarificacéo pelo indice ICUMSA em comparacéo ao caldo puro; %: ug
equivalente de acido galico por mL de caldo; 3. ug equivalente de rutina por mL de
caldo; 4: Percentual de atividade antioxidante. Todos os caldos clarificados com cada
agente clarificante a 1000 pg/mL e 100°C. Valores expressos em médiatdesvio
padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Com o intuito de confirmar os resultados encontrados nas temperaturas de
100°C, a clarificagdo dos caldos de cana foi realizada com extratos na concentragéo
de 1000 pg/mL a 90°C. A Tabela 8 apresenta os resultados de clarificacdo e
demonstra que todos os extratos apresentaram clarificacdo na concentracéo de 1000
png/mL muito inferior aos resultados encontrados com o aquecimento do caldo a
100°C. Com relacdo aos resultados de determinacédo fitoquimica, os resultados
demonstram que houve um aumento significativo no conteudo de polifenois e
flavonoides, o que pode justificar a diminuicdo do percentual de clarificacao,

possivelmente associado a temperatura utilizado no tratamento do caldo.
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Tabela 8 — Percentual de clarificacdo e determinacao de polifenois e flavonoides.

Amostras Clarificagéo? Polifenois®  Flavonoides®
Caldo puro - 30,57a+0,72 28,56a+1,71

C. peruvianus (cuticula) 10,74 46,68b+0,31 42,16b+2,92
C. peruvianus (medula) 18,98 41,68bct1,50 47,61b+1,65
M. oleifera (semente) 31,10 37,57bcd+0,82 34,46a+0,62

L. Percentual de clarificacéo pelo indice ICUMSA em comparacéo ao caldo puro; 2: ug
equivalente de acido galico por mL de caldo; 3: pug equivalente de rutina por mL de
caldo. Todos os caldos clarificados com cada agente clarificante a 1000 pg/mL e 90°C.
Valores expressos em médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A Tabela 9 demonstra que todos os caldos clarificados com os extratos de C.
peruvianus e M. oleifera na concentracdo de 1000 pg/mL apresentaram atividade
antioxidante pelo método DPPH e confirmada pelo método FRAP, sendo que o0s
resultados foram proporcionais entre si, confirmando a capacidade de reducdo do

caldo clarificado.

Tabela 9 - Avaliacdo da atividade antioxidante pelo teste de DPPH e FRAP.
Amostras DPPH!? FRAP?
Caldo puro 28,85a+2,40 431,09a+1,36
C. peruvianus (cuticula) 54,33b+0,00 899,73b+5,45
C. peruvianus (medula) 45,43b+1,20 675,64bc+3,18
M. oleifera (semente) 39,90ab+2,88 569,73bcd+2,73
L. percentual de atividade antioxidante; 4: UM equivalente de Trolox. Todos os caldos
clarificados com cada agente clarificante a 1000 pg/mL. Valores expressos em
médiatdesvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A avaliacdo da atividade pro-oxidativa dos extratos de sementes de M. oleifera
e cuticula e medula foliar de C. peruvianus na Figura 6 mostra que n&do houve oxidacao
completa da proteina BSA, sendo que as amostras com 0s extratos mostraram bandas
similares com a banda com BSA (Figura 6A). Ainda que as bandas da amostra 5

apresentaram maior oxidagao, a proteina nao foi oxidada pelo extrato a 10 mg/mL.
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Figura 6 - Avaliacdo da atividade pro-oxidativa dos extratos de Moringa oleifera e
Cereus peruvianus. Onde, A: BSA; B: BSA + CuSOg4; C: BSA + CuSO4 + H202; 1:
Cuticula de C. peruvianus a 5 mg/mL; 2: Medula foliar de C. peruvianus a 5 mg/mL; 3:
M. oleifera a 5 mg/mL; 4: Cuticula de C. peruvianus a 10 mg/mL; 5: M. oleifera a 10
mg/mL; 6: Medula foliar de C. peruvianus a 10 mg/mL.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4. DISCUSSAO

Os resultados observados neste projeto apresentaram valores de indice
ICUMSA similares aos encontrados por Favero et al. (2014) que avaliaram a
clarificacdo do caldo de cana utilizando o método de carbonatacdo. Entretanto, em
comparacdo ao caldo puro, este estudo observou clarificacdo superior a 84%,
engquanto a clarificacdo com os agentes clarificantes de origem vegetal apresentou
clarificacdo maxima de 66,39% nas concentracdes avaliadas.

Estudos realizados com caldo de cana apresentaram valores de conteudo de
polifenois e flavonoides totais similares aos obtidos neste projeto. Longvah et al.
(2017) observaram conteudo de polifenois totais de 52,5 ug EAG/mL e Tarafdar et al.
(2019) observaram conteudo de flavonoides de 46 ug equivalente de quercetina/mL.
Da mesma forma, os valores de atividade antioxidante pelo sequestro do radical
DPPH observados por Duarte-Almeida et al. (2006) foram de 42,1% de atividade, o
que demonstra similaridade desses resultados de analise do caldo de cana com o
presente projeto. O método de clarificacdo de caldo de cana e o uso de extratos das
partes vegetais de C. peruvianus e M. oleifera foram adotados pela primeira vez, logo,
ndo ha dados sobre o conteddo de polifenois e flavonoides totais e atividade
antioxidante do caldo clarificado com estes extratos na literatura para comparar.

O processo de clarificagao utilizando os extratos vegetais demonstrou que a
reducdo de polifenois e flavonoides no caldo clarificado pode justificar o maior
percentual de clarificacéo pelo indice ICUMSA. Foi possivel observar também um
aumento significante na atividade antioxidante do caldo clarificado, em comparacao
ao caldo puro, nas maiores concentracdes avaliadas. Este aumento, mesmo com a

diminuicdo de polifenois e flavonoides, compostos conhecidos por apresentar
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atividade antioxidante, pode estar relacionado ao pH e temperatura utilizados no
processo de clarificacdo, uma vez que estes parametros podem promover reacoes
que induzem a liberacdo e/ou exposicdo de outros compostos que apresentam
potencial antioxidante. Associado a isso, a avaliacdo da atividade pro-oxidativa
mostrou que as amostras ndo oxidaram a proteina BSA; logo, o possivel mecanismo
pelo qual a adicdo do extrato reduz o conteudo de polifenois e flavonoides nédo é a
oxidacao.

A clarificacdo utilizando esses extratos pode gerar um produto de melhor
qualidade e fornecer subprodutos que ndo causem impacto ambiental. Além disso,
pode levar a valorizagédo, preservacdo e implantacdo de plantas em projetos de
economia social e ambiental, cujo foco nas comunidades permite o desenvolvimento

e melhoramento do processo de clarificacdo em panorama global.

5. CONCLUSAO

Estes resultados demonstram atividade promissora dos extratos de C.
peruvianus (cuticula e medula foliar) e M. oleifera (semente) na clarificacéo do caldo-
de-cana mesmo em concentracdes baixas. Somado a isso, 0s extratos reduziram o
conteuldo de polifenois e flavonoides e aumentaram a atividade antioxidante do caldo
clarificado. Foi possivel identificar que o possivel mecanismo pelo qual a adicdo do
extrato reduz o conteudo fitoquimico ndo € a oxidacdo. O potencial clarificante dos
extratos vegetais demonstra a possibilidade de aplicacéo e o beneficio da utilizacéo
destes na clarificacdo de caldo-de-cana afim de reduzir os impactos negativos da
utilizacdo de produtos quimicos no processo.
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Consideracdes finais

A utilizacdo dos extratos vegetais de C. peruvianus e M. oleifera no processo
de clarificacdo do caldo de cana-de-acucar oferece solugdes de sustentabilidade a
industria sucroalcooleira. Considerando isso, a producdo baseada no avanco da
biotecnologia e de conhecimentos cientificos somado a utilizagdo de recursos
biolégicos na producao industrial se enquadra no modelo de bioeconomia.

O potencial clarificante das espécies demonstra a possibilidade de aplicacéo
na industria sucroalcooleira, diretamente no processo de producdo do aguUcar e
indiretamente no desenvolvimento sustentavel. A preservacédo e o incentivo ao uso de
recursos naturais e fontes renovaveis demonstra a preocupagdo com a
sustentabilidade, garantindo um modelo de producdo mais “verde” a industria
produtora de acUcar e alcool. O processo de producado eco-friendly, com a diminui¢ao
do uso de produtos quimicos e substituicdo por produtos naturais, pode gerar
subprodutos e residuos que causem menos ou nenhum dano ao ambiente e a saude
humana, além de garantir um produto final detentor de qualidade. Levando isso em
consideracéo, o conhecimento sobre as espécies e a valorizagdo dessas plantas pode
acarretar em propostas de desenvolvimento social, ambiental e econdmico, visto que
a M. oleifera e C. peruvianus, além de fornecerem os extratos para as solucdes
clarificantes destinadas a industria, provem outras partes vegetais com propriedades
nutricionais e medicinais. Portanto, a pesquisa pode fornecer um retorno positivo a

médio e longo prazo tanto para a sociedade quanto para a industria sucroalcooleira.



