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RESUMO

A extracdo do 6Oleo e de compostos apolares da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) foi realizada com CO; supercritico e a extragdo dos compostos fenolicos da améndoa foi
feita na sequéncia com liquidos pressurizados. A extracdo com CO: supercritico (SFE) foi
realizada nas pressdes de 15, 25 e 35 MPa e temperaturas de 40, 50 e 60 °C. Os extratos da
SFE foram caracterizados em relagdo ao rendimento global, carotenoides totais, tocois, perfil
de &cidos graxos, analise térmica da fusdo e cristalizacdo do 6leo por calorimetria diferencial
de varredura (DSC) e composicdo de glicerideos e triacilglicerdis. A extracdo com liquidos
pressurizados (PLE) dos compostos fendlicos foi feita a partir dos residuos da SFE realizada a
35 MPa e 40 °C, com proporc¢des de etanol em &gua no solvente de 50, 75 e 100%, nas
temperaturas de 60, 85 e 110 °C e em pressao constante de 10 MPa. Os extratos da PLE foram
caracterizados quanto ao rendimento global, capacidade antioxidante pelos métodos ORAC e
FRAP, fendlicos totais, e foi feita a identificacdo e quantificacdo do acido elagico, composto
fendlico identificado nos extratos, por HPLC. As melhores condi¢fes da SFE para a obtencdo
de 6leo da améndoa de pequi foram 25 MPa e 50 °C e 35 MPa a 40 e 50 °C, com rendimentos
globais de 38, 45 e 38% (m/m), respectivamente. As maiores concentracdes de carotenoides
totais, a-tocoferol e B/y-tocoferol foram de 40,01 B-caroteno/100 g de améndoa, 112,45 e 68,41
ug/g de oleo, respectivamente. Os extratos da SFE sdo compostos por cerca de 95% de
triacilglicerdis, com destaque para o POO (Palmitico, Oleico, Oleico) e POP (Palmitico,
Oleico, Palmitico). Os principais acidos graxos encontrados no 6leo foram o oleico e o
palmitico. As melhores condi¢des da PLE foram na concentracdo de solvente de 75% de etanol
e temperaturas de 110 e 85 °C. Foi identificado o acido elagico, com concentracdes de 332,20
a 615,00 pg/mL de extrato liquido. As capacidades antioxidantes dos extratos da PLE foram
de 49,49 e 55,08 mg ET/g améndoa (base seca) para ORAC e FRAP, respectivamente. Pode-
se concluir qgue a améndoa de pequi apresenta grande potencial nutricional e tecnolégico. Além
disso, a SFE e a PLE sdo boas alternativas para extracdo do 6leo e outros compostos de
interesse desta matriz vegetal que € um residuo agroindustrial de um importante produto da

biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Fluidos pressurizados; compostos fenolicos; extracdo; residuos industriais;

0Oleos vegetais.



ABSTRACT

The extraction of oil and non-polar compounds from pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
almonds was performed with supercritical CO- and the extraction of phenolic compounds from
the almond was performed sequentially with pressurized liquids. Supercritical CO2 extraction
(SFE) was carried out at pressures of 15, 25 and 35 MPa and temperatures of 40, 50 and 60 °C.
The SFE extracts were characterized in terms of global yield, total carotenoids, tocols, fatty
acid profile, thermal analysis of oil melting and crystallization by differential scanning
calorimetry (DSC) and composition of glycerides and triacylglycerols. Pressurized liquid
extraction (PLE) of phenolic compounds was performed from the almonds defatted by SFE at
35 MPa and 40 °C, with proportions of ethanol in water of 50, 75 and 100% as solvent, at
temperatures of 60, 85 and 110 °C and constant pressure of 10 MPa. The PLE extracts were
characterized in terms of global yield, antioxidant capacity by ORAC and FRAP methods, total
phenolics, and the identification and quantification of ellagic acid, an identified phenolic
compound, by HPLC. The best SFE conditions for pequi almond oil were 25 MPa and 50 °C
and 35 MPa at 40 and 50 °C, with global yields of 38, 45 and 38% (m/m), respectively. The
highest concentrations of total carotenoids, a-tocopherol and P/y-tocopherol were 40.01 B-
carotene/100 g of almond; 112.45 and 68.41 pg/g of oil, respectively. The SFE extracts are
composed of around 95% triacylglycerols, with predominance of POO and POP. The major
fatty acids found in the oil were oleic and palmitic. The best PLE conditions were at the solvent
concentration of 75% ethanol at 110 and 85 °C. Ellagic acid was identified, with concentrations
from 332.20 to 615.00 pg/mL of liquid extract. The antioxidant capacities of the PLE extracts
were 49.49 and 55.08 mg TE/g almond (dry basis) for ORAC and FRAP, respectively. It can
be concluded that pequi almonds have excellent nutritional and technological potential.
Furthermore, SFE and PLE are good alternatives for the extraction of oil and other target
compounds from this vegetal matrix, which is an agro-industrial residue of an important

product from Brazilian biodiversity.

Keywords: Pressurized fluids; phenolic compounds; extraction; factory and trade waste;

vegetable oils.
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1 INTRODUCAO

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é um fruto nativo do cerrado brasileiro que
possui grande influéncia na economia local, uma vez que é fonte principalmente de atividade
extrativista, tendo o estado de Minas Gerais como o0 maior produtor (IBGE, 2021; MACIEL et
al., 2018). Seu consumo tem aumentado gradativamente, e o fruto é matéria-prima de varias

preparacdes culinarias como doces, licores e farofas (MARTINS et al., 2021).

Em sua composicao, o pequi apresenta cerca de 76% de casca, 13% de carogo, 9%
de polpa e 2% de améndoa, que varia de acordo com a regido produtora (MOURA et al., 2013;
VERA et al., 2005). Alem disso, na polpa e na améndoa ha a presenca de compostos fendlicos,
carotenoides, &cidos graxos, riboflavina, tiamina e vitamina A. A améndoa se destaca com
maiores teores de lipidios, proteinas e fibras, com aproximadamente 50%, 30% e 10%,
respectivamente (ARAUJO et al., 2018; AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA,
2004; LIMA et al., 2007; SOUSA et al., 2011).

O processamento do pequi € majoritariamente artesanal. Os produtores retiram a
polpa e a améndoa com o auxilio de facas e o0 6leo é obtido através do cozimento destes em
agua (MACIEL et al., 2018). Em grande parte dos casos a améndoa é tratada como residuo, em
consequéncia da dificuldade da sua extracdo e dos espinhos que a envolvem (PAIVA et al.,
2012). Gongalves (2005) desenvolveu um equipamento que contribui para a solucdo deste
problema, que realiza a extracdo do 6leo por prensa mecanica e faz a separacdo dos espinhos
por um processo de centrifugacdo. Considerando os altos teores de lipidios da améndoa, esse

equipamento a torna uma fonte ainda mais atrativa para o0 processamento.

Métodos de extracdo com fluidos supercriticos (SFE — Supercritical Fluid
Extraction) com o uso de CO,, e com liquidos pressurizados (PLE - Pressurized Liquid
Extraction), com o uso de etanol e 4gua, apresentam-se como boas alternativas para a obtencéo
de 6leos e outros compostos de interesse, pelo fato de utilizarem “solventes verdes” e de serem
técnicas complementares, com as quais pode-se extrair compostos apolares e polares,
respectivamente (BERMEJO et al., 2015; SAHENA et al., 2009). Assim, estes métodos podem
ser mais benéficos em relagdo aos métodos de extracdo industriais que usam n-hexano, devido
as baixas toxidades dos solventes, e a extracdo por prensagem mecanica, pela maior eficiéncia

na obtencdo de compostos bioativos como carotenoides, compostos fendlicos e tocois
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(FREITAS et al., 2008; GALLEGO, 2019; GUARIENTI et al., 2012; SOUSA et al., 2016;
VIGANO et al., 2021).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a extracdo do 6leo da améndoa de
pequi por SFE, a obtencdo de compostos fendlicos por PLE e a caracterizacdo dos extratos

resultantes.
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2 OBJETIVOS
2.1.0BJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi a extracdo do 6leo e de outros compostos
apolares da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) com o uso de CO, supercritico,
seguida da extracdo de compostos fendlicos da améndoa com liquidos pressurizados com

diferentes misturas de etanol e agua.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinacdo da composicdo centesimal da améndoa de pequi;

o Caracterizacdo e quantificacdo de carotenoides, tocdis, perfil de &cidos graxos,

classe de compostos gliceridicos e triacilglicerdis dos extratos obtidos por SFE;

o Definicdo das melhores condi¢bes (temperatura e pressdo) de SFE para a obtencdo

do éleo da améndoa de pequi e de seus compostos de interesse;

o Determinacdo das curvas de fusdo e cristalizacdo dos extratos obtidos por SFE;

o Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos dos extratos obtidos por
PLE;

o Definicdo das melhores condicdes de temperatura e composicao do solvente (etanol

e agua) para a PLE da améndoa de pequi, visando a obtencdo dos compostos

fendlicos;

o Avaliagéo da capacidade antioxidante dos extratos obtidos por PLE.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.PEQUI

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) (Figura 1) é uma arvore nativa do
cerrado brasileiro com altura média de aproximadamente trés metros, que pode chegar até
quinze metros, que produz frutos no periodo de setembro a marco (ALVES et al., 2014;
SANTANA; NAVES, 2003; SOUSA et al., 2011). O fruto do pequizeiro, o pequi, € composto
de epicarpo, mesocarpo e endocarpo. O endocarpo se divide em tegumento e améndoa (Figura
2). O epicarpo apresenta cor esverdeada, o0 mesocarpo tem coloragédo amarela clara, enquanto o
endocarpo varia em tons de amarelo e laranja (LEAO et al., 2017). O endocarpo é formado por
uma polpa comestivel e o tegumento apresenta espinhos que envolvem a améndoa (ALVES et
al., 2014; DE ARAUJO, 1995).

Figura 1. Pequizeiro.

Fonte: De autoria propria.
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Figura 2. Partes do pequi; 1. epicarpo; 2. mesocarpo; 3. endocarpo; 4. tegumento; 5. améndoa.

Fonte: De autoria propria.

Em sua composicdo, o pequi possui teores de calcio, ferro, zinco, fésforo,
magnésio, potassio, acidos graxos, compostos bioativos e carotenoides, como
violaxantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, B-caroteno e neoxantina (ALVES et al.,
2014; AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA et al., 2007). Dentre 0s
compostos bioativos do pequi, destacam-se os compostos fenolicos, presentes principalmente
na casca, que também se destaca em termos de capacidade antioxidante (ROESLER et al.,
2007).

O pequi apresenta elevadas concentraces de 6leo tanto na améndoa quanto no
endocarpo, cerca de 50% e 33%, respectivamente. Possui uma quantidade de fibra alimentar
em torno de 10% e, aproximadamente 30% de proteina na améndoa (ARAUJO et al., 2018;
SOUSA et al., 2011; LIMA et al., 2007). Pode variar sua constituicdo de acordo com a regiao
de cultivo, sendo encontrado em varios estados brasileiros como Tocantins, Goids, Minas
Gerais, Piaui e Mato Grosso (JOHNER et al., 2018; LISBOA etal., 2020; MOURA et al., 2013).
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A utilizacdo do pequi ndo abrange todo o pais por conta dos espinhos presentes no
fruto, que dificultam o processamento, e sua alta perecibilidade (MACHADO et al., 2015). De
acordo com o IBGE (2023), entre 2017 e 2021 houve um aumento da producao de pequi obtida

por extrativismo vegetal (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade produzida de Pequi e valor da producdo por extrativismo vegetal nos anos
de 2017, 2018, 2019, 2020 e 2021.

Valor da producéo

ANo Quantidade (t)

(Mil Reais - R$)
2017 21.915 21.287
2018 22.078 18.762
2019 27.868 20.254
2020 63.520 45.096
2021 74.172 60.218

Fonte: Adaptado de IBGE, 2023.

O aumento na quantidade produzida demostra a importancia do cultivo do pequi
para a economia local, que constitui fonte de renda para muitas familias nas regides onde €
extraido (MACIEL et al., 2018). Vale ressaltar que o pequi também apresenta potencial
medicinal devido a sua composicdo, o que faz com que este fruto seja uma matéria-prima
promissora para processamento, além da sua comercializacdo na forma in natura
(NASCIMENTO-SILVA; NAVES, 2019).

A comercializacdo do pequi se da tanto em sua forma in natura quanto de seus
derivados como conservas, licores, geleias, doces, sorvetes e 6leo (MARTINS et al., 2021;
MACIEL et al., 2018; VIEIRA et al., 2016). No processamento, mais de 80% do fruto, que
correspondem ao epicarpo, mesocarpo, tegumento e améndoa, caso esta ndo seja utilizada na
extracdo de lipidios e farinhas, se tornam residuos (LEAO et al., 2017). Os dleos do endocarpo

e da améndoa sdo obtidos de forma artesanal, atraves do cozimento com agua em altas
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temperaturas e industrialmente, por prensagem e centrifugacdo (GONCALVES, 2005; et
MACIEL al., 2018).

Os 6leos do endocarpo e da améndoa do pequi contém acido oleico e palmitico, o
que possibilita sua utilizacdo na industria de cosméticos, pela sua estabilidade oxidativa, e para
a formulagcdo de margarinas (GUEDES et al., 2017). Varias metodologias empregadas na
extracdo de 6leo foram investigadas para polpa e améndoa de pequi, como Soxhlet, ultrassom,
propano subcritico e SFE com CO, (CORNELIO-SANTIAGO, 2017; CUNHA et al., 2020;
JOHNER etal., 2018; PESSOA et al., 2015). A améndoa do pequi apresenta um teor de lipidios
maior que o endocarpo, 0 que a torna mais atrativa para a extracao do 6leo (MACHADO et al.,
2015).

3.2. AMENDOA DE PEQUI

Além da grande quantidade de lipidios, a améndoa do pequi (Figura 3) € rica em
fibras, magnésio, calcio, selénio, zinco, contém um alto teor de proteinas, cerca de 30%, e 0,4%
de carboidratos (SOUSA et al., 2011). O éleo da améndoa de pequi é composto principalmente
de acido palmitico, oleico, linoleico, estearico e palmitoléico, que constituem cerca de 34%,
56%, 5%, 2% e 1% da composicao total dos &cidos graxos, respectivamente (LIMA et al., 2007,
LISBOA et al., 2020).
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Figura 3. Améndoa de pequi.

Fonte: De autoria propria.

A améndoa de pequi é rica em compostos bioativos como fendlicos, carotenoides,
tocoferdis e fitosterois (TORRES et al., 2016). Ressalta-se, ainda, a presencga de grande parte
dos aminoacidos essenciais requeridos para castanhas exdticas (Tabela 2), de acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2007), com
excecdo da lisina, isoleucina e treonina, que se apresentam em baixas quantidades (SOUSA et
al., 2011). A quantidade de aminoacidos essenciais sdo parametros nutricionais importantes

para a insercdo destes alimentos na alimentagdo humana.
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Tabela 2. Perfil de aminoacidos (AAS) da améndoa de pequi.

Aminoacidos Padroes requeridos para Améndoa de Pequi
(mg AAS/g de proteina) castanhas exaticas

Essenciais

His 16,0 28,4

lle 31,0 21,7

Leu 61,0 64,5

Lys 48,0 30,3

Met+Cys 24,0 62,0

Phe+Tyr 41,0 67,1

Thr 25,0 21,7

Trp 6,6 10,0

Val 40,0 40,4

Total 292,6 352,1

AAS (%) 100,0 63,0

Dispensaveis

Asp - 79,9
Glu - 182,2
Ala - 36,3
Arg - 223,7
Gly - 56,8
Pro - 33,6
Ser - 455
Total - 658,0

Fonte: Adaptado de SOUSA et. al, 2011.

Na industrializacdo do pequi o endocarpo é removido para elaboragdo de conservas,
enquanto a améndoa, caso ndo seja descartada como residuo por conta da quantidade de
espinhos que a envolvem, costuma ser utilizada para a extracéo de 6leos (ARAUJO et al., 2018;
LIMA et al., 2020; PAIVA et al., 2012). De acordo com o IBGE (2023), entre 2017 e 2021
houve uma queda da extragdo da améndoa de pequi, mas também a valorizagdo do produto

(Tabela 3). Vale ressaltar que a améndoa de pequi apresenta altos teores de lipidios, cerca de
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50%, e seu Oleo possui compostos fendlicos, carotenoides e baixos indices de acidez e peroxidos
(LIMA et al., 2020; SOUSA et al., 2011; TORRES, 2016). Os niveis de acidez e peroxidos sdo
parametros qualitativos, sendo que altos valores de peroxido e acidez contribuem para a
oxidacdo dos acidos graxos e triacilglicerdis, respectivamente, presentes no 6leo (CASAL et
al., 2010; TURA et al., 2023).

Tabela 3. Quantidade de améndoa de pequi extraida e valor da producéo e da améndoa de pequi,
obtidos por extrativismo vegetal nos anos de 2017, 2018, 2019, 2020 e 2021.

Valor da producéo Valor da Améndoa de
ANo Quantidade (t) (Mil Reais - R) Pequi
(Mil Reais/t)
2017 832 3.098 3,72
2018 765 2.986 3,90
2019 741 2.923 3,94
2020 698 2.956 4,23
2021 817 3.528 4,32

Fonte: Adaptado de IBGE, 2023.

Os residuos da extracdo de 6leo apresentam elevadas quantidades de proteina. O
aumento da procura para a producdo de alimentos de origem vegetal faz com que a améndoa

do pequi seja um substituto promissor de fontes de proteina de origem animal (SA et al., 2021).

3.3.CONSTITUINTES BIOATIVOS

3.3.1. Acidos Graxos e Triacilglicerdis

Os é&cidos graxos sdo lipidios que desempenham papel biolégico, como
biomarcadores, estrutural, como constituintes das membranas celulares, e funcional, como
fonte de energia para o corpo humano (NAGY; TIUCA, 2017). Mais de mil acidos graxos
podem ser encontrados de forma natural, em ceras, gorduras, 0leos e outras fontes lipidicas

(KENAR et al., 2017). Quimicamente, os &cidos graxos possuem um grupo carboxilico
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(COOH), que costuma estar ligado a uma cadeia alifatica apolar (CH) (Figura 4), com cadeia
saturada ou insaturada. Geralmente os acidos graxos sdo de cadeia longa, mas podem ter entre
5 e mais de 80 atomos de carbono (AGREGAN et al., 2022; RIBEIRO; SERAVALLI, 2003;
WAISUNDARA, 2018). A quantidade de carbonos na cadeia alifatica influencia em sua

classificacdo (Tabela 4) e nomenclatura (Tabela 5).

Figura 4. Estrutura quimica geral de um acido graxo.

O

R OH

Fonte: Adaptado de KENAR et al., 2017.

Tabela 4. Classificacdo dos &cidos graxos de acordo com o nimero de atomos de carbono.

Classificacdo dos &cidos graxos Numero de atomos de carbono
Cadeia curta (SCFAS) <5
Cadeia média (MCFA) 6-12
Cadeia longa (LCFA) 13-21
Cadeia muito longa (VLCFA) > 22

Fonte: WAISUNDARA, 2018.
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Tabela 5. Diferentes nomenclaturas para &cidos graxos encontrados em alimentos.

Nome sistematico Nome comum Abreviagdo
numérica
Hexanoico Caproico 6:0
Octanoico Caprilico 8:0
Decanoico Céprico 10:0
Dodecanoico Laurico 12:0
Tetradecanoico Miristico 14:0
Hexadecanoico Palmitico 16:0
Octadecanoico Estearico 18:0
Acidos graxos insaturados
cis-9-octadecenoico Oleico 18:1 A9
cis-9, cis-12-octadecadienoico Linoleico 18:2 A9
cis-9, cis-12, cis-15-octadecatrienoico Linolénico 18:3 A9
cis-b, cis-8, cis-11, cis-14-eicosatetraenoico Araquidénico 20:4 A5
c!s-5, cis-8, _ cis-11, cis-14, cis-17- EPA 905 A5
eicosapentaenoico
cis-4, cis-7, cis-10, cis-13, cis-16, cis-19- DHA 99:6 Ad

docosa-hexaenoico

Fonte: DAMODARAN et al., 2010.

Para a extracdo dos acidos graxos com fins analiticos, costuma-se utilizar solventes
organicos e/ou métodos gravimétricos. Dentre eles destacam-se o método Soxhlet, técnica
tradicional empregada para a extracdo de lipidios, o método de Folch, Bligh e Dyer, por
extracdo a frio, a extracao assistida por micro-ondas (MAE - Microwave-assisted extraction) e
a extracdo assistida por ultrassom (UAE - Ultrasonic-assisted extraction) e SFE (SMEDES; K
ASKLAND, 1999; ZAMUZ et al., 2022). Em alguns casos, para aumentar a eficiéncia da
analise, as amostras precisam ser submetidas a um pré-tratamento como: secagem, para a
reducdo do teor de agua, separacdo de lipidios ligados a proteinas e/ou carboidratos, além de
serem armazenadas de forma adequada e condicionadas a temperaturas mais brandas para
prevenir oxidacao lipidica (HEWAVITHARANA et al., 2020; ZAMUZ et al., 2022).

A maioria dos acidos graxos pode ser sintetizada pelo corpo humano, com excecao
dos &cidos linoléico e a-linolénico que séo acidos graxos poliinsaturados essenciais (PUFAs -
Polyunsaturated Fatty Acid) (NAGY; TIUCA, 2017). Quimicamente, os PUFAs sdo acidos
graxos insaturados com duas ou mais ligagdes duplas, e sdo considerados marcadores
inflamatdrios devido a sua capacidade anti-inflamatoria e pro-inflamatoria (SALSINHA et al.,
2023). Além disso, o consumo de alimentos ricos em PUFAs promove a diminui¢do dos niveis

de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL - Low-Density Lipoprotein) e aumento
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do colesterol de lipoproteina de alta intensidade (HDL - High-Density Lipoprotein), o que
contribui para a prevencio de doencas cardiovasculares (AGREGAN et al., 2022). Alimentos
como oleo de peixe e diferentes tipos de 6leos vegetais sdo fontes de PUFAs. Logo, é importante

que haja a ingestdo destes acidos devido aos seus beneficios a saude (NAGY; TIUCA, 2017).

Os acidos graxos monoinsaturados (MUFAs - Monounsaturated Fatty Acid),
presentes no azeite, também sdo marcadores inflamatorios, com maior eficiéncia que os PUFAs,
como o émega 9, no aumento do HDL, responsavel pelo transporte do excesso de colesterol
periférico do figado. A introducdo de MUFAs na dieta pode prevenir doencas
cardiorrespiratorias, diabetes tipo 2, entre outras. (AGREGAN et al., 2022)

Os triacilglicerois (TAG - Triacylglycerol) sdo ésteres formados pela juncao de trés
moléculas de &cido graxo com uma de glicerol (DAMODARAN et al., 2010). A ingestdo dos
TAG em excesso pode ser prejudicial a saude, pois estes compostos podem provocar doenca
cardiaca corondria, dislipidemia e obesidade. Entretanto, o consumo de quantidades ideais de
TAG promove efeitos antioxidantes e anticancerigenos (INDELICATO et al., 2017).

3.3.2. Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos sintetizados por organismos fotossintéticos e por
algumas bactérias e fungos. Apresentam coloracdo amarelada, laranja, vermelha ou roxa e
podem ser encontrados na natureza em flores, frutos, raizes e sementes (BRITTON et al., 2004;
RIVERA-MADRID et al., 2020). Sua classificacao é feita com base em seus grupos funcionais:
0s que contém oxigénio, correspondentes as xantofilas, luteina, zeaxantina; e carotenos e,
através da presenca de uma cadeia hidrocarbonada parental como a-caroteno, B-caroteno e
licopeno. A Figura 5 apresenta as estruturas basicas dos carotenoides e as tipicas de carotenos
e xantofilas (SAINI et al., 2015).
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Figura 5. A. Estruturas basicas dos carotenoides; B. Estruturas tipicas dos carotenos e

xantofilas.
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Fonte: MAOKA, 2020.

Estudos mostraram que o consumo de alimentos com carotenoides pode auxiliar na

diminuicdo da degeneracdo macular, oriunda da idade e da catarata, prevencéao de alguns tipos
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de céncer e doengas cardiacas coronarias, além de promover o0 aumento das fungdes cognitivas
(JOHNSON, 2012; MILANI et al., 2017).

Devido as suas propriedades medicinais, alguns carotenoides, como o B-caroteno,
luteina, zeaxantina, licopeno, astaxantina e a cantaxantina sao utilizados industrialmente, para
a producdo de alimentos funcionais, suplementos, bebidas e farmacos (EGGERSDORFER,;
WYSS, 2018). Isso demostra o potencial da busca por novas fontes destes componentes, tanto

do ponto de vista alimentar como econdémico.
3.3.3. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias naturalmente presentes em matrizes
vegetais, que influenciam diretamente nas caracteristicas sensoriais, como cor e sabor, e fisico-
quimicas dos alimentos (CHEN et al., 2022). Possuem estruturas variadas, como &cidos
fenolicos, acido cafeico, acido galico, estilbenos, flavonoides e vanilina e, sua formula quimica
geral é constituida por um anel aromético e um grupo hidroxila (OH) (Figura 6) (CHEYNIER,
2012).

Figura 6. Estrutura quimica geral de um composto fenolico.

OH

Fonte: RAPPOPORT, 2003.

Os compostos fenolicos estdo presentes em plantas, atuando em mecanismos de
defesa contra a luz ultravioleta, insetos, pragas e predadores. Por conta disso, a presenca destes
compostos pode proporcionar sabor adstringente e amargo nas frutas (BHUYAN; BASU,
2017; NARDINI, 2022). As moléculas de compostos fendlicos podem variar de acordo com

a familia, o que pode ser observado na Tabela 6, bem como os alimentos onde estes podem
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Tabela 6. Principais compostos fendlicos, familia, estrutura basica e fontes.

Familia Estrutura basica Principais Compostos Principais Fontes
e Aipo, salsa, tomilho, meldo,
L . melancia, cascas e sucos de
Apigenina, luteolina, o .
Flavonas . . frutas citricas, pimenta doce
tangeretina, nobiletina . .
e picante, couve chinesa e
alcachofra
Daidzeina, genisteina, Soja, leguminosas, feijoes e
Isoflavonas . )
gliciteina amendoins
Uvas, cerejas, alcachofras,
.. Kaempferol, quercetina, couve chinesa, piment&o,
Flavonois .
miricetina alface, cebola, noz e ervas da
familia das apiaceas
A . . Frutas citricas e sucos,
L ke Naringenina, , . u
Flavanonas NN R L . orégano mexicano e hortela-
Ll eriodictiol, hespertina .
e pimenta
o o
Catequina,
epicatequina, , . .
on P g . Cha, chocolate, vinho tinto,
)J galocatequina,
¢ ‘l/' . . nozes, uva, morango, amora,
2 s e ke epigalocatequina, N . u
Flavan-3-ols ~ j Y S . péssego, nectarina, macé,
L X catequina galato, ; . i
| it . . cereais, péssego, nectarina,
& epicatequina  galato, . «
. ameixa e maca
galocatequina  galato,

Antocianidinas

Acidos
Hidroxibenzoicos

Acidos
Hidroxicindmicos

R

epigalocatequina galato

Pelargonidina, cianeto,

~,  delfinidina, peonidina,

petunidina, malvidina

Acido salicilico, &cido
p-hidroxibenzoico,

acido  protocatecuico,
acido vanilico, 4cido
galico e acido siringico
acido p-cumarico, acido
cafeico e as formas

metiladas acidos
feralico e sinapico

Uva, cereja, ameixa,
nectarina, péssego, feijao
preto, alface roxa e cebola
roxa

Bagas, nozes, cha, chicoria e
algumas especiarias

Ameixa, bagas, nectarina,
péssego, magcd, pera,
brécolos, tomate, chicoria,
alface, azeitonas, cenoura e
cereais

: OSORIO-TOBON, 2020.
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3.3.4. Tocois

Os tocois, ou vitamina E, sdo lipidios divididos em oito grupos de compostos
essenciais, no qual quatro sdo tocoferdis e quatro tocotrienois, com nomenclaturas a, B, y ¢ &
(JAIN et al., 2022). Em sua estrutura quimica, os tocois apresentam um anel de cromanol com
uma cadeia lateral de fitol C16 (Figura 7), classificados de acordo com a cadeia lateral, saturada
para os tocoferdis, ou com trés ligacbes duplas nos carbonos 3, 7 e 11 para os tocotrienois
(LACHMAN et al., 2018).

Figura 7. Estrutura quimica geral dos tocdis.
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gama H CH, 8-19 nm
delta H H <3 nm

Fonte: DANTAS et al., 2012.

Os tocdis sdo encontrados principalmente em dleos de origem vegetal, como azeite
de oliva, azeite de dendé, éleo de canola, 6leo de soja, dleo de girassol, ou em sementes, frutas
e améndoas, como uva, jatoba, limdo, mamao, semente de abdbora, 6leo de améndoas e outras
nozes, entre outros (JAIN et al., 2022; SHAHIDI; DE CAMARGO, 2016; PANDYA et al.,
2019).

Os tocoferdis e os tocotrienois possuem alta capacidade antioxidante, além de
serem um suplemento vitaminico, na forma de vitamina E, auxiliando no tratamento de doencas

como a catarata, HIV-AIDS, doengas cardiovasculares e cancer (JAIN et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phytol
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phytol
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3.4.EXTRAGCAO COM CO, SUPERCRITICO (SFE)

Fluidos supercriticos se caracterizam por estarem acima do ponto critico (Figura 8),
ou seja, em temperatura e pressao superiores a temperatura e pressdo critica, respectivamente,
que sdo caracteristicas de cada substancia (TAYLOR, 1996). Podem ser utilizados para
diferentes propositos, dentre eles extracdo, geracdo de energia e reaces quimicas (XIE et al.,
2021).

Figura 8. Diagrama de fases de uma substancia pura.
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e | €MIPETAtUTA | i
P Temperatura critica

Fonte: TAYLOR, 1996.

Ao ser comparada com a extracdo a quente ou a frio com o uso de n-hexano, que é
uma técnica amplamente empregada industrialmente para a obtencdo de 6leos, a SFE é mais
sustentavel pois ndo utiliza solventes tdxicos e poluentes e pode extrair maiores quantidades de
acidos graxos insaturados (AHANGARI et al., 2021; GUARIENTI et al., 2012; MU et al.,
2021). Como solventes na SFE, podem ser empregados a dgua, butano, etano, etanol, propano
e CO, (AHANGARI et al., 2021; LEPOJEVIC et al., 2017).

A SFE com CO; tem sido uma alternativa com alto potencial para a extracdo de
oleos, devido a aplicabilidade industrial e farmacéutica dos compostos extraiveis, além de poder
prevenir a degradacdo de compostos bioativos (ESFANDIARI, 2015; KHAW et al., 2017,
SAHENA et al., 2009; SOHNI et al., 2020). Como € um solvente apolar, 0 CO, solubiliza
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lipidios e carotenoides. Entretanto, isso também é uma desvantagem, pois compostos polares,
como os fendlicos, praticamente ndo sdo extraidos com CO, (MILLAO; UQUICHE, 2016). A
extragdo de compostos fendlicos pode ser feita com outros solventes polares, como acetona,
agua, etanol e metanol. Além disso, também é possivel aumentar a polaridade do solvente na
extracdo de SFE com o uso de cossolventes polares (HERRERO et al., 2013; WANG,;
WELLER, 2006). Todavia, 0 CO, é uma boa op¢do de solvente por ser inodoro, incolor,
atoxico, ndo inflamavel, reciclavel e pela sua abundancia no ambiente (CORNELIO-
SANTIAGO, 2017).

Ademais, a SFE com CO, tem como vantagens a prevencao da degradacao térmica
dos compostos termolabeis obtidos do extrato resultante, pois o CO, apresenta baixa
temperatura critica, cerca de 31 °C (DRON et al., 1997). O procedimento é rapido em relacdo
a extracdo convencional com n-hexano, devido a baixa viscosidade e alta difusividade do
solvente, que possibilita maior penetracdo na amostra (SAHENA et al., 2009; VIGANO et al.,
2016a). Alguns parametros podem influenciar no rendimento e na extragdo de compostos na
SFE, como a matriz vegetal, o didmetro e a umidade da amostra, densidade do solvente, presséo
e temperatura (GONCALVES; ROMANO, 2020; SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014).

A matriz, sua safra e seu local de origem podem influenciar no rendimento global
de SFE e nos compostos bioativos obtidos a partir de uma amostra (SANCHEZ-CAMARGO
et al., 2014). Além disso, de acordo com Gongalves e Romano (2020), a umidade da amostra
deve ser inferior a 12%, pois a presenca de agua pode induzir a hidrélise de compostos. O
didametro da particula também influencia, pois, quanto menor o didmetro, maior ¢ a superficie

de contato do solvente com a matriz, que resulta em maiores taxas de extracdo e rendimentos.

A densidade do solvente varia com temperatura e pressdo. Maiores pressdes e
menores temperaturas aumentam a densidade do solvente e, consequentemente, seu poder de
solvatacdo, o que promove maiores rendimentos. Entretanto, o uso de pressdes mais baixas e
temperaturas mais altas apresenta o efeito contrario. Todavia, apesar do aumento da temperatura
promover a diminuicdo da densidade do solvente, ele também pode aumentar a solubilidade
dos compostos presentes na amostra por conta do aumento das suas pressdes de vapor
(SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014).

A SFE com CO, tem sido bastante utilizada, conforme apresentado na Tabela 7,

para obtencdo do Oleos e outros compostos de sementes oleaginosas, como canola, chia,
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girassol, soja (ISHAK et al., 2021; NODAR et. al, 2002; RAI et. al, 2016; SUN et al., 2021) e
améndoas como, aveld, baru e castanha-do-brasil (CHANI-PAUCAR et al., 2021; OZKAL et
al., 2005; SANTOS et al., 2013).

Tabela 7. Condi¢bes 6timas de extracdo de 6leo de sementes e améndoas com o uso de CO,

supercritico.

Condicdes 6timas

Sementes/ ~ .
. (Temperatura, Presséo e Resultados Referéncias
Améndoas N
Tempo de extracao)
Canola 70°C, 18 MPa, Oleo rico em tocoferdis SUNetal,
30 minutos 2021
Chia 45 °C, 33,5 MPa, Eficacia para a extracdo de acidos graxos ISHAK et al.
300 minutos poli-insaturados e tocoferais. 2021
Diferenga desprezivel para SFE-CO, e
Girassol 80 °C, 40 MPa, extragdo com hexano. Foram encontrados RAl et. al,
250 minutos altos teores de &cido linoleico no 6leo para 2016
ambas as extracoes
Diferenga desprezivel para SFE-CO, e
) extracao c9m hexano, .todaV|a.a SFE-CO, NODAR
Soia 40 °C, 30 MPa, gerou um 6leo com maior qualidade. ot al
J 300 minutos Além disso, para SFE-CO,, foram 2005
encontrados altos teores de acidos graxos
insaturados, em especial o &cido linoleico
) 60 °C. 60 MPa. A transflerenma_de massa entre a fase fluida ~ OZKAL
Avela . e fase solida foi elevada com o aumento etal.,
180 minutos x
da temperatura e da pressao 2005
45 °C, 35 MPa, Oleo com _gra_ndes qu/athldades de CHANI-
Baru . compostos bioativos e acidos graxos PAUCAR
185 minutos .
insaturados etal., 2021
. . S ANT
Castanha-do- 60 °C, 30 MPa, Oleo de alta qualidade sem indicativos de S S
. . . L etal.,
Brasil 120 minutos oxidacdo e com altos teores de acidos

graxos insaturados 2013
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3.5.EXTRACAO COM LiQUIDOS PRESSURIZADOS (PLE)

Também conhecida como extracdo com fluido pressurizado, extracdo com solvente
em alta pressao e extracdo acelerada com solvente, a PLE pode ser usada como procedimento
complementar & SFE com aplicacdo na extracdo de componentes polares (BERMEJO et al.,
2015; CHEN et al., 2020; LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2004; NIETO et al.,
2010). Na PLE podem ser empregados diferentes tipos de solvente como etanol, isopropanol e
agua, que sao denominados “solventes verdes”, por apresentarem baixa toxidade e, assim,
serem alternativas mais sustentaveis (CALVO-FLORES et al., 2018; CLARK et al., 2015;
TRIPODO et al., 2018). Apesar da elevada temperatura e pressdo, o ponto critico do solvente
n&o é atingido (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; FITZPATRICK et al., 2000).

A temperatura e a pressao exercem influéncia na difusdo, dessorcéo, solubilidade e
solvatacdo dos materiais submetidos & PLE (VAZQUEZ-ROIG; PICO, 2015). O aumento da
pressdo contribui para a absorcéo do solvente na matriz e amplia a solubilidade dos compostos
a serem extraidos (ANDREU; PICO, 2019; VIGANO et al., 2016a). Altas pressdes sio
utilizadas para manter o solvente no estado liquido mesmo com a elevacdo da temperatura
durante o procedimento. Além disso, este aumento de temperatura influencia positivamente na
solubilidade dos compostos de interesse, ao solucionar os problemas das bolhas de ar dentro da
matriz que atrapalham a absorcao do solvente (MUSTAFA; TURNER, 2011).

A elevacdo da temperatura provoca a reducdo da viscosidade e, assim como a
pressdo, 0 aumento da solubilidade do solvente, e como consequéncia ha o aumento da taxa de
extracdo. Ademais, esta elevacdo provoca a intermissdo das intera¢fes das forcas de Van der
Waals, ligacGes de hidrogénio e dipolo-dipolo, que também contribuem para a melhora no fluxo
de extracdo (ANDREU; PICO, 2019; IBANEZ et al., 2012). A cor e o odor dos extratos
resultantes da PLE também podem ser afetados pelo aumento da temperatura, devido a
degradacéo de compostos da matriz e liberacdo de volateis, respectivamente (PEREIRA et al.,
2016).

Na PLE, misturas de etanol e agua como solventes possibilitam menor tempo de
extragdo em relacdo ao etanol puro, além de serem mais sustentdveis que alcoois puros ou
misturas de propanol e agua (MUSTAFA; TURNER, 2011; PITIPANAPONG et al., 2007).
Ressalta-se que 0 aumento da temperatura diminui a polaridade do etanol, devido a quebra das
ligacGes de hidrogénio e dipolo-dipolo. Todavia, esse efeito ndo é observado na &gua, que
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consegue manter sua polaridade em altas temperaturas. Os solventes aplicados na PLE
influenciam na composi¢éo do extrato resultante. Logo, para a otimizacao da técnica e aumento
da obtencdo de compostos antioxidantes, varios estudos sugerem misturas de agua e etanol
como solvente, sendo a melhor obtencdo de compostos fenolicos obtida com o uso de 50 a
100% de etanol (DE MELLO et al., 2021; VIGANO et al., 2021; VIGANO et al., 20163;
ZULKAFLI et al., 2014).

A PLE tem sido aplicada na extracdo de compostos bioativos de diferentes fontes,

0 que pode ser visualizado na Tabela 8.



Tabela 8. Compostos extraidos em diferentes amostras e condi¢cdes com o uso da PLE.

Sementes/ CondicOes (Temperatura, Pressédo, Tempo de ~ Compostos A
R N . Referéncias
Améndoas extracdo e Solventes empregados) extraidos
40, 50, 60 *C, Compostos
Guarana 10 MPa, fenc’)IFi)cos e SANTANA
60 minutos . et al., 2019
. alcaloides
Agua e etanol
100 °C,
10 MPa, o FREITAS
Uva 30 minutos Vitamina et al., 2008
Hexano
_ 60, 90, 120, _150, 200 °C, o CASTEION
Chia 10 minutos Acidos Graxos ot al. 2017
Acetato de etila e hexano B
50 °C,
11 MPa, DELGADO-
Améndoa 5 minutos B-sitosterol ZAMARRENO
Metanol et al., 2009
60 °C,
10 MPa,
) > minutos CAMPONE
Aveld Acetona, acetonitrila, .
. Aflatoxinas et al., 2009
acetato de etila e
metanol
120M§;1 RUIZ-
Pinhéo 18 minutc,)s Inositois ACEITUNO
etal., 2014

Agua
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4 MATERIAIS E METODOS

A Figura 9 apresenta o diagrama com a metodologia que foi desenvolvida neste
trabalho. A maioria das atividades foi realizada no Laboratério de Alta Pressdo em Engenharia
de Alimentos (LAPEA/DETA-FEA/UNICAMP). As analises cromatograficas de compostos
fenolicos foram realizadas no Laboratorio Multidisciplinar em Alimentos e Saude
(LabMAS/FCA/UNICAMP), as anélises de tocois foram feitas no Laboratério de Extracao,
Termodindmica Aplicada e Equilibrio (EXTRAE/DETA-FEA/UNICAMP) e as andlises de
perfil de acidos graxos, composicédo de glicerideos por cromatografia de exclusdo de tamanho
de alto desempenho (HPSEC - High Pressure Size Exclusion Chromatography), analise térmica
por calorimetria diferencial de varredura (DSC - Differential Scanning Calorimetry) e
triacilglicerdis foram realizadas no Laboratério de Oleos e Gorduras (LOG/DETA-
FEA/UNICAMP).



Figura 9. Diagrama das atividades realizadas nesta dissertagéo.
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Fonte: De autoria propria.
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4.1.MATERIA- PRIMA

As améndoas secas de pequi (Figura 10) (n° de cadastro Sisgen: A052331) foram
obtidas em comercio local, oriundas de Brasilia de Minas, Minas Gerais, Brasil (16° 12" 30" sul
latitude e 44° 25' 35" oeste longitude), da safra de janeiro/2022, e transportadas até Campinas,
Sdo Paulo, Brasil. Em seguida, foram trituradas em liquidificador (Oster, modelo 6844-017,
México) (Figura 10), peneiradas em peneiras de 0,1 mm de didmetro, no qual a fracdo de
amostra que ficou retida na peneira foi descartada. As améndoas trituradas e peneiradas foram
colocadas em frascos herméticos e armazenadas em freezer (Metalfrio DA420, Sao Paulo) a -

18 °C até passarem pelas extracGes e serem caracterizadas.

Figura 10. Amostras da améndoa de pequi; 1. Améndoa inteira; 2. Améndoa triturada.

1) 2)

Fonte: De autoria propria.
4.2.CARACTERIZACAO DA MATERIA- PRIMA
4.2.1. COMPOSICAO CENTESIMAL
A composicao centesimal da améndoa de pequi foi determinada em triplicatas.
4.2.1.1. Teor de umidade

A determinacédo do teor de umidade das améndoas de pequi foi feita com o uso da
metodologia da AOAC (Association of Official Analytical Chemists) (1997), método 931.04,

com a aplicacdo do método gravimétrico em estufa de circulacdo forgada (Fanem, modelo 320
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SE, Séo Paulo, Brasil), no qual cerca de 5 g de amostra, colocadas em placas de Petri, foram
aquecidas a 105 °C até atingirem massa constante. Em seguida, as amostras foram dispostas em
dessecador até alcancarem temperatura ambiente e posteriormente pesadas. O célculo do teor
de umidade foi determinado pela porcentagem entre a massa de dgua removida e a massa do

material inicial.
4.2.1.2. Teor de residuos minerais (cinzas)

A determinacdo do teor de residuos minerais (cinzas) foi feita com o uso da
metodologia da AACC 08-01 (1990), pela qual ocorreu a incineracdo do material organico na
mufla (Quimis, 318.D21, Sao Paulo, Brasil). Cerca de 5 g de amostra foram sobrepostos em
cadinhos de porcelana e colocados na mufla a 500 °C por um periodo de 72 horas. Em seguida,
as amostras foram dispostas no dessecador até alcancarem temperatura ambiente e
posteriormente pesadas. O teor de cinzas foi calculado como a porcentagem entre a massa final

de cinzas e a massa do material inicial.
4.2.1.3. Teor de lipidios

A determinacdo do teor de lipidios foi feita com o uso da metodologia de Gurr
(1984), por diferenca de massa, na qual 5 g de amostra foram colocadas em cartuchos para
extracdo com Soxhlet. Como solvente, foram utilizados 200 mL de hexano (laboratério Synth,
Sao Paulo, Brasil), colocados em bales. A técnica teve duracdo de 6 horas. Em seguida, a
remocao do solvente foi feita em rotaevaporador (Marconi, modelo MA 120/E, Séo Paulo,
Brasil) e o baldo foi levado para estufa, com temperatura de 105 °C por 30 minutos. Depois de
atingir a temperatura ambiente no dessecador, o baldo foi pesado para quantificacdo da massa.

Os resultados foram expressos em porcentagem.
4.2.1.4. Teor de proteinas

A determinacéo do teor de proteinas foi feita com o uso da metodologia da AOAC
(1997), método 970.22, com a aplicacdo do método semimicro-Kjeldahl, no qual, cerca de 0,2
g de amostra e uma mistura catalisadora de sulfato de cobre e sulfato de potassio (Synth, S&o
Paulo, Brasil) foram inseridas em tubos de vidro para digestdo com acido sulfurico (Synth, Séo
Paulo, Brasil). Na técnica, o hidrogénio e o carbono passaram por processo de oxidacao, que

resultou em CO> e &gua. O nitrogénio presente na proteina foi convertido em sulfato de amoénio.
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A amostra digerida foi destilada a partir da adi¢do de hidroxido de s6dio 40% em meio bésico,
para possibilitar a liberacdo da aménia, que foi coletada como solucgéo de acido borico (Synth,
Sdo Paulo, Brasil), onde se formou o borato de aménio. O borato de amdnio foi quantificado
por meio da titulacdo com acido cloridrico (0,02 N). O fator de conversdo de nitrogénio para

proteina aplicado foi de 6,25. Os resultados foram expressos em porcentagem.
4.2.1.5. Teor de carboidratos totais

Para a determinacdo do teor de carboidratos totais, foi calculada a diferenca dos

percentuais dos teores totais de agua, cinzas, lipidios e proteinas.
4.3.EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

A SFE do 6leo da améndoa de pequi foi realizada com a metodologia descrita por
Vigano et al. (2016b) com modificacGes. Dez gramas de amostra foram colocados em uma
coluna de extracdo de 10,9 cm® e CO; (pureza de 99%) foi usado como solvente. A célula de
extracdo utilizada foi de 50 mL, onde foi colocado filtro e algodao, para impedir a passagem de
amostra na unidade, a amostra e um preenchedor de 50 mm de altura. A unidade de SFE
(imagem na Figura 11) esta esquematizada no fluxograma da Figura 12. As extraces foram
realizadas seguindo um planejamento fatorial com dois fatores, pressdo e temperatura, e trés

niveis em duplicata, totalizando 18 experimentos. As temperaturas avaliadas foram 40, 50 e 60

°C e as pressdes foram 15, 25 e 35 MPa. A vazdo de CO> foi mantida constante em 1,8x10™
kg/s, os tempos de extracdo estatico e dindmico foram de 20 e, aproximadamente 120 minutos,
respectivamente, e a razao massica entre solvente e améndoa triturada e peneirada (S/F) foi de
100 kg de CO2/kg de améndoa de pequi, determinada previamente por meio de cinética de
extracdo. Depois da extracdo foi feita a descompressdo da coluna, a torta residual
desengordurada foi armazenada a -18 °C para ser posteriormente submetida ao processo de PLE
e os extratos foram colocados em frascos herméticos, protegidos da luz e acondicionados a -18

°C para analises posteriores.



Figura 11. Unidade de SFE do LAPEA.

h\\ \T A2 !r

Fonte: De autoria propria.
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Figura 12. Diagrama da unidade de extracdo por SFE. V-1 a V-6 = Vélvulas de bloqueio; V-7
= Vélvula micrométrica; VS = Véalvula de seguranca; C = Compressor; F = Filtro de ar; FC =
Filtro de CO,; BR = Banho de refrigeracdo; PA = Bomba de CO,; BA = Banho de aquecimento;
CE = Célula de extracdo com camisa de aquecimento elétrico; I-1, I-2 e 1-3 = Indicadores de
pressdo; I-4 = Indicadores de temperatura; IC: Controlador de temperatura (valvula

micrométrica); F = Medidor de vazdo; R = Totalizador de fluxo.
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Fonte: VIGANO et al., 2020.
4.4.EXTRACAO COM LiQUIDOS PRESSURIZADOS (PLE)

A PLE foi realizada com a aplicacdo da metodologia descrita por Vigano et al.
(2016b), modificada, com o intuito de obter os compostos bioativos polares da améndoa de
pequi desengordurada. A PLE foi realizada a partir da amostra previamente submetida a SFE
(Figura 13), que foi realizada na melhor condig¢do encontrada entre as informadas na Secdo 4.3.
Esta condicdo foi de 35 MPa e 40 °C, e o detalhamento deste resultado se encontra na Se¢éo
5.2.1. As extracOes foram feitas na unidade de PLE (imagem na Figura 14), cujo fluxograma
esta esquematizado na Figura 15. As extragdes foram realizadas seguindo um planejamento
fatorial com dois fatores, temperatura e porcentagem de etanol em agua no solvente, e trés

niveis em duplicata, totalizando 18 experimentos. As temperaturas avaliadas foram de 60, 85 e
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110 °C e os percentuais de etanol (pureza de 99,5%) em &gua no solvente foram de 50, 75 e
100% (m/m), com vazdo massica constante de 5 g/min, que resultou em vazdes volumeétricas
do solvente de 5,5, 5,89 e 6,37 mL/min, respectivamente. A pressdo foi mantida constante a
10,0 + 0,5 MPa. O solvente foi alimentado por uma bomba HPLC (Jasco, modelo PU2080,
Japdo). Posteriormente, os extratos coletados apos a anélise foram armazenados em frascos
herméticos, protegidos da luz e acondicionados a temperatura de -18 °C para analises
posteriores.

Figura 13. Améndoa de pequi desengordurada por SFE.

Fonte: De autoria prépria.



Figura 14. Unidade de PLE do LAPEA.

Fonte: De autoria propria.
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Figura 15. Diagrama da unidade de extracdo de PLE. V-3 a V-6 = Valvulas de bloqueio; V-7 =
Vélvula micrométrica; VS = Vélvula de seguranca; BA = Banho de aquecimento; CE = Célula
de extracdo com camisa de aquecimento elétrico; R = Reservatorio do solvente; B = Bomba de
HPLC; I-1, I-2 e 1-3 = Indicadores de pressdo; 1-4 = Indicadores de temperatura; IC: Controlador

de temperatura (valvula micrométrica); F = Medidor de vazdo; F = Totalizador de fluxo.
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Fonte: VIGANO et al., 2016b.
4.5.CARACTER|ZACAO DOS EXTRADOQOS OBTIDOS POR SFE

O rendimento global (X,), as concentracdes de carotenoides totais, tocois,
triacilglicerdis, as curvas de fusdo e cristalizacdo, as classes de compostos gliceridicos e o perfil

de &cidos graxos foram determinados para os extratos resultantes da SFE.
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4.5.1. Rendimento global (X,)

O rendimento global de extragdo (X,) foi determinado por meio da Equagé&o 1:
Xo(%)= %XIOO (Equacéo 1)

Onde M, corresponde a massa do extrato e F & massa da amostra submetida a

extracdo. Os valores de X, foram expressos em porcentagem (%).
4.5.2. Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais dos extratos obtidos por SFE foi determinado pela
metodologia de Rodrigues-Amaya (2001). Os extratos da SFE, diluidos em hexano (laborat6rio
Synth, Sao Paulo, Brasil), foram colocados em leitor de microplacas (FLUOstar Omega, BMG
LABTECH GmbH, Ortenberg, Alemanha) e sua absorbancia foi lida a 450 nm. As analises
foram feitas em triplicatas e o teor de carotenoides foi calculado como ug B-caroteno/100 g de

améndoa.
4.5.3. Composicao de tocdis

As concentracdes de tocdis dos extratos obtidos por SFE foi determinada pela
metodologia de Ansolin et al. (2017), com o uso de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC-MS - Ultra-high performance liquid chromatography) acoplada a
espectrometria de massas. O cromatografo Waters Acquity UPLC®, com sistema Waters
Acquity SQD/UPLC (Mildford, MA, EUA) foi empregado na realizacdo das analises e 0s
solventes utilizados foram metanol, isopropanol e hidréxido de aménio (28-30%) de grau
HPLC (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Inicialmente, as amostras foram diluidas em
isopropanol grau HPLC (8000 pg de amostra/mL de isopropanol) e filtradas em seringas
hidrofobicas de politetrafluoroetileno. Para a anélise, utilizou-se uma coluna Acquity UPLC
BEH CI18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm), fase movel A composta por metanol: agua: hidroxido de
amonio (99:1:0,1 viviv) (Merck, KGaA, Alemanha), isopropanol como fase movel B (Merck,
KGaA, Alemanha), volume de injecdo de 5 pL e temperatura da coluna de 25 °C.
Primeiramente, a vazdo do equipamento foi de 0,2 mL/min, durante 6 min, seguido de 0,15
mL/min por 6-10 min e por fim, 0,2 mL/min até o fim da corrida. Foi utilizado um

espectrometro de massa com eletrospray no modo negativo para detectar tocoferois e


https://www.google.com/search?q=cromatografia+l%C3%ADquida+de+ultra+alta+efici%C3%AAncia-ioniza%C3%A7%C3%A3o+por+electrospray-espectrometria+de+massa&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwio286NqbT8AhWjq5UCHV66CnkQBSgAegQICxAB&biw=1536&bih=746&dpr=1.25
https://www.google.com/search?q=cromatografia+l%C3%ADquida+de+ultra+alta+efici%C3%AAncia-ioniza%C3%A7%C3%A3o+por+electrospray-espectrometria+de+massa&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwio286NqbT8AhWjq5UCHV66CnkQBSgAegQICxAB&biw=1536&bih=746&dpr=1.25
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tocotriendis. As analises foram feitas em triplicatas. A composi¢éo de tocois foi calculada como

ug/g de extrato.
4.5.4. Perfil de glicerideos

A composicdo de glicerideos dos extratos obtidos por SFE foi analisada pelo
método descrito por Dobarganes, Velasco e Dieffenbacher (2000) pela técnica de cromatografia
de alta performance por exclusdo de tamanho (HPSEC). Foi utilizado o detector de indice de
refracdo Waters 2414 e o cromatdgrafo liquido Perkin Elmer LC250 com detector de indice de
refracdo Sicon Analytic. Duas colunas Hewlett Packard (300 mm x 7,5 mm, 5 mm) conectadas
em série, foram empregadas, com poros de 100 e 500 A de didmetro. Injetou-se 20 pL de
amostra com o tetrahidrofurano grau HPLC como fase mével e vazdo de ImL/min. As anélises

foram feitas em duplicata e calculadas em porcentagem em relacdo a area do pico normatizada.
4.5.5. Perfil de triacilglicerois

A composicao de triacilglicerois dos extratos obtidos por SFE foi determinada pela
metodologia da AOCS (2009), método Ce 5-86, com 0 uso de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). As analises cromatograficas foram feitas com o uso do cromatografo
Waters Alliance modelo 2690 (Mildfor, USA). Foi utilizada a coluna Waters C18 (5 um, 4,6 X
250 mm), onde foram injetados 5 pL de amostra com solvente isocratico (60 % de acetona e
40% de acetonitrila v/v) com vazdo de 1mL/min. As analises foram feitas em duplicata e

calculadas em porcentagem em relacdo a area do pico normatizada.
4.5.6. Perfil de acidos graxos

O perfil de &cidos graxos dos extratos obtidos por SFE foi determinado pela
metodologia da AOCS (2009), método Ce 1f-96, com o uso de cromatografia gasosa. Os
extratos foram preparados por metilagdo de acordo com o método de Hartman e Lago (1973).
As andlises cromatogréaficas foram feitas através de um sistema de cromatografia gasosa capilar
CGC (Agilent, 6850 Series GC System, Santa Clara, CA, USA). As condig0es experimentais
aplicadas foram: coluna capilar DB-23 (Agilent, 50% cianopropilmetilpolissiloxano), dimenséo
(0,25 um x 60 m x 0,25 mm); hélio como gas portador a uma vazéo de 0,001 L/min; velocidade
linear de 24 cm/s; temperatura de injec@o de 250 °C; temperatura da coluna de 110 °C durante

5 min, taxa de 5 °C/min com temperaturas de 110-250 °C, 215 °C por 24 min; temperatura de
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deteccdo de 280 °C; volume de inje¢ao de 1 pL. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram
identificados através da comparacgdo dos resultados com os padrfes. As anélises foram feitas

em duplicata e calculadas em porcentagem em relacdo a area do pico normatizada.
4.5.7. Andlise Térmica

A andlise térmica dos extratos obtidos por SFE, com o uso de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), foi realizada pelo método da AOCS Cj 1-94. Entre 8 e 12 mg
de amostra da extracdo por SFE, na maior e menor densidade CO,, foram pesados e
condicionados em panelas de aluminio, selados e alocados no equipamento Q200 DSC (TA
Instruments, New Castle, USA) com taxa de resfriamento de -5°C/min e varia¢éo de 80 a -70°C.
Apbs a leitura do equipamento, os resultados foram obtidos pela integralizacdo das curvas de
fusdo e cristalizacdo, com o uso do programa TA Universal Analysis 2000, para a analise da
temperatura inicial, final, do pico, entalpia e altura/intensidade dos picos de fusédo e
cristalizagéo. As andlises foram feitas em duplicatas.

4.6.CARACTERIZACAO DOS EXTRADOS OBTIDOS POR PLE

O rendimento global (X,), a capacidade antioxidante, a concentracdo de fenolicos
totais e a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos foram determinados nos extratos

resultantes da PLE.
4.6.1. Rendimento global (X,)

Inicialmente uma aliquota de 5 mL de extrato foi seca estufa de circulacdo forcada
(Fanem, modelo 320 SE, S&o Paulo, Brasil) a 65 °C até atingir massa constante (m.,).
Posteriormente, o rendimento foi calculado de acordo com a Equacdo 2, usando o volume total
do extrato (V.y) € a massa da améndoa de pequi seca (F).

MexX Vext(mML)

Xo(%)= Fx5mL

x100 (Equacéo 2)
4.6.2. Fendlicos totais

A determinacgdo de fendlicos totais nos extratos obtidos por PLE foi feita pelo
método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999), com modifica¢Ges. A principio,
foram feitas as dilui¢des de acido galico com concentragdes de 0,02 a 0,2 mg/mL como padréo
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de calibracdo. Posteriormente, os extratos foram diluidos em agua destilada para que a
absorbancia ficasse entre 0,1 e 0,9 uL de branco (agua destilada), e pipetados em uma
microplaca transparente de 96 pogos. Em seguida foram adicionados 140 pL de agua destilada
e 20 uL de reagente Folin-Ciocalteu (Dindmica, S&o Paulo, Brasil) em cada pogo. Depois de
um periodo de 3 min, foram adicionados 20 pL de solucdo saturada de carbonato de sédio
(Synth, S&o Paulo, Brasil). A placa ficou em repouso no escuro por duas horas em temperatura
ambiente. Logo apos, a absorbancia foi lida no comprimento de onda de 760 nm em um leitor
de microplacas FLUOstar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha). O teor de
fenolicos totais foi calculado como &cido galico equivalente (GAE)/g de améndoa seca e

desengordurada.
4.6.3. ldentificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos dos extratos obtidos por
PLE foi feita pelo método descrito por Da Silva et al. (2023), com modificacdes. Os extratos
de améndoa de pequi obtidos por PLE nas trés melhores condi¢des de temperatura e presséo,
em termos da concentracdo de compostos fendlicos (50% EtOH e 110 °C, 75% EtOH e 85 °C
e 75% EtOH e 110 °C) foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 min e filtrado em um filtro de
nylon de 0,22 um. O cromatograma e 0s espectros dos extratos foram determinados por UPLC
com uma matriz de fotodiodos detector (PDA) (Waters Co., Milford, MA, EUA). Os compostos
foram separados em um Coluna Kinetex C18 (1,3 um X 50 mm X 2,1 mm, Phenomenex,
Torrance, EUA) e mantidos a temperatura de 47 °C usando uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min.
A fase mdvel consistia em 0,1% de agua (v/v) em &cido acético (solvente A) e 0,1% de
acetonitrila (v/v) em acido acético (solvente B). Os compostos foram separados usando o
seguinte gradiente: 0 min (97% UMA); 2 min (85% A); 5 min (75% A) durante 8 min. Os
cromatogramas foram detectados na regido de 210-498 nm usando o software Empower 2
(Waters Alliance, Milford, MA, EUA). Os compostos dos extratos foram identificados
comparando seus tempos de retencdo e Espectros UV-vis para padrdes de referéncia de
epicatequina, catequina, rutina, acido galico, acido cafeico e acido elagico. Os resultados foram

expressos em mg/g de améndoa de pequi seca e desengordurada.
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4.6.4. Capacidade antioxidante

As capacidades antioxidantes foram determinadas pelos métodos descritos na
sequéncia, para 0s extratos obtidos por PLE nas trés condi¢des que resultaram nos maiores

teores de fendlicos totais.
4.6.4.1. FRAP

A capacidade redutora de ferro foi determinada pelo método FRAP, de acordo com
a metodologia de Benzie e Strain (1996) com modificacGes. A solu¢do FRAP foi feita com um
tampéo de acetato 0,3 M com pH 3; 2,4,6-tris(2-piridil) -s- triazina (TPTZ) 10 mM em solucéo
de HCI 40 mM e FeCl; 20 mM. As andlises foram feitas triplicatas com concentra¢fes de 90
uL: 270 uL: 2,7 mL extrato diluido, &gua destilada e solucdo FRAP, respectivamente, mantidos
em ambiente escuro com temperatura de 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, a absorbancia
foi medida a 595 nm em leitor de microplacas FLUOstar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg,
Alemanha). A curva padrdo de &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-etrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox) foi construida com concentracdes de 0,01 a 0,25 mg/mL e a capacidade redutora de

ferro foi expressa em mg equivalente de Trolox (TE) por g de extrato seco e desengordurado.

4.6.4.2.O0RAC

A capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) foi determinada pelo
método de Davalos et al. (2004), com modifica¢bes no preparo de amostras. Inicialmente, foram
preparadas aliquotas de 5-25 pug/mL de solucdo Trolox (curva padréo) ou tampdo fosfato (pH
= 7,4). As aliquotas foram homogeneizadas em equipamento Ultra-Turrax® Tube Drive
Control (IKA, Staufen, Alemanha) a 4000 rpm e inseridas em uma microplaca preta de 96
pocos. Em um ambiente com auséncia de luz, 20 pL de amostra homogeneizada, 120 pL de
fluoresceina em tampdo fosfato (pH 7,4) e 60 uL de 2-2'-azobis (2-metilpropionamida)
dicloridrato (AAPH) (0,108 g/mL) foram adicionados em microplacas pretas. O leitor de
microplacas FLUOstar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg, Alemanha) foi ajustado (filtros
fluorescentes, comprimento de onda de excitacdo, 485 nm; comprimento de onda de emisséo,
520 nm). A fluorescéncia foi lida a cada 1 min, por um periodo total de 101 minutos. Os valores
de capacidade antioxidante por ORAC foram expressos em mg Trolox equivalente (TE) por

grama de amostra em base seca.
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4.7.ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas para os resultados obtidos das extracdes da améndoa de
pequi foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) com 5% de significancia pelo teste
de Tukey. Os testes experimentais foram realizados com o auxilio do software MINITAB®
(Release 16.1.0, Minitab Inc.). Os resultados da caracterizacdo dos extratos foram expressos

pela média £ desvio padréo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.COMPOSICAO CENTESIMAL

A composicdo da améndoa de pequi em termos de carboidratos totais, cinzas,
lipidios e proteinas pode ser visualizada na Tabela 9. O teor de umidade da améndoa de pequi
foi de 6,18 + 0,7%.

Tabela 9. Composicdo centesimal da améndoa de pequi em base seca.

Componentes Valores (%) * Desvio padrao*
Carboidratos totais 10,23 +0,22
Cinzas 4,05+0,07
Lipidios 50,07 + 0,19
Proteinas 29,47 +£0,25

Cornélio-Santiago et al. (2022) obtiveram, para améndoa de pequi da safra de 2016
cultivada no estado de Goiés, carboidratos totais de 25,33 + 0,02%, cinzas de 4,54 + 0,03%,
lipidios de 42,65 + 0,06%, proteinas de 27,48 + 0,05%. As analises de Sousa et al. (2011) e
Lima et al. (2007) resultaram em carboidratos totais de 0,4 e 8,33%, cinzas de 4,54 + 0,02% e
4,01 + 0,51%, lipidios de 50,00 + 0,66% e 51,51 + 0,35% e proteinas de 29,65 + 0,55% e 25,27
+ 0,74%, para amostras oriundas do cerrado brasileiro e colhidas em Santa Rosa-Pl durante

dezembro de 2004, respectivamente.

Os valores reportados na Tabela 9 para carboidratos foram semelhantes a
composicdo relatada por Lima et al. (2007), e as concentra¢fes dos outros componentes também
foram similares as encontradas na literatura. Observou-se que o0s teores de carboidratos
variaram consideravelmente em relacdo a origem da amostra. De acordo com Sanchez-Camargo
et al. (2014), os compostos presentes e suas concentracdes nas matrizes vegetais sdo

influenciados por sua origem, safra, ano de colheita, entre outros.

Além disso, como a umidade da améndoa de pequi foi inferior a 12%, a amostra
ndo precisou ser submetida a secagem para a realiza¢do da SFE (GONCALVES E ROMANO,
2020).
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5.2.SFE

5.2.1. Rendimento global (X,)

Os rendimentos globais da SFE de améndoa de pequi podem ser visualizados na
Tabela 10, e as curvas cineticas de SFE estdo apresentadas na Figura 16. Observa-se uma
variacdo no rendimento global de 4,23 a 45,09% em diferentes combinacdes de pressdo e

temperatura.

Tabela 10. Rendimentos globais (Xo) da SFE de améndoa de pequi nas temperaturas de 40, 50
e 60 °C e pressOes de 15, 25 e 35 MPa.

Pressdo (MPa) Temperatura (°C) Densidade do CO; (kg/m3) Xy (%, m/m) *
15 780,23 11,73 + 0,544
25 40 879,49 24,95 + 1,94°
35 934,81 45,09 + 2,59
15 669,75 26,89 + 0,175°
25 50 834,19 38,04 + 4,42%
35 899,23 38,28+ 2,33
15 604,09 4,23 + 0,25¢
25 60 786,55 30,49 + 2,10
35 862,94 31,06 + 2,60™

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo h4 diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia

pelo teste de Tukey.
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Figura 16. Curvas de rendimento global (Xo) obtidas na SFE de améndoa de pequi nas
temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressoes de 15, 25 e 35 MPa.
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As Figuras 1B e 2B (Apéndice) apresentam as isotermas e isobaricas,
respectivamente, obtidas para a SFE da améndoa de pequi. Pode-se observar que a temperatura
de 50 °C foi melhor para as pressdes de 15 e 25 MPa. Isso ndo ocorreu na pressao de 35 MPa,
mas ndo houve diferenca estatistica em relacdo a pressdo de 25 MPa. Para a presséo, 0
rendimento global se estabilizou a 25 MPa, nas temperaturas de 50 °C e 60 °C. Além disso, foi

observado o aumento do rendimento global na pressao de 35 MPa e temperatura de 40 °C. Isso
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sugere que é necessario avaliar a pressao e a temperatura como uma combinacéo, e ndo como

fatores individuais, pois isso ird influenciar no rendimento do processo.

As condi¢bes de SFE com maiores rendimentos globais foram 35 MPa e 40 °C
(imagem do extrato na Figura 17), 35 MPa e 50 °C e 25 MPa e 50 °C com 45,09%, 38,28% e
38,04%, respectivamente. Maiores pressdes e menores temperaturas promovem o aumento da
densidade do solvente (Tabela 10) e, consequentemente, de seu poder de solvatacdo, o que
proporciona rendimentos maiores (PARDO, 2016). Todavia, 0 aumento da temperatura também
resulta no aumento da presséo de vapor dos solutos, gerando um efeito positivo na solubilidade,
ao contrario do que ocorre com a reducéo da densidade (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014).
Logo, a temperatura pode ter efeitos antagdnicos na solubilidade de compostos em CO:>

supercritico e, portanto, no rendimento global da SFE.

Figura 17. Extrato obtido por SFE da améndoa de pequi a 35 MPa e 40 °C.

Fonte: De autoria propria.

Além da temperatura e pressdo, a compactacdo e geometria do leito, o teor de
umidade e o diametro da amostra, e a razdo S/F sdo fatores que exercem grande influéncia na
SFE. A geometria do leito, que pode ser definida pela razéo entre a sua altura e seu diametro,
influencia na diminuicéo de S/F, que esta associado a dispersao axial do fluido (ZABOT et al.,
2014). Para evitar rendimentos de extracdo muito baixos, a umidade da amostra deve ser de até
12% e o didmetro da particula deve estar entre 0,25 e 2,00 mm, melhorando assim penetracéo
do solvente na amostra (GONCALVES E ROMANO, 2020; MEIRELES 2003). Diametros de
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particula muito pequenos tendem a compactar o leito de extracdo, dificultando a passagem do
solvente e criando caminhos preferenciais. Logo, é necessario que o tamanho da particula seja
analisado para cada tipo de matriz (ZABOT et al., 2014).

Cornélio-Santiago (2019) obteve, para a SFE com CO, de améndoas de pequi do
estado de Goiés, rendimento global de 40,47% para a melhor condigédo de extracdo, que foi 60
°C e 35 MPa. Foram empregadas pressoes de 25 e 35 MPa em temperaturas de 40, 50, 60, 70 e
80 °C, com S/F de 135 kg de CO,/kg de améndoa de pequi seca, tempos de extracao estatico e
dindmico de 20 e 90 minutos, respectivamente. Para a amostra submetida a pressdo de 35 MPa

e temperatura de 40 °C o rendimento foi de 34,30%.

As condicdes de SFE empregadas por Cornélio-Santiago (2019) foram similares as
realizadas neste trabalho, com exce¢do de um S/F maior, tempo de extracdo dinamico menor,
diferenca da regido de origem das améndoas de pequi, entre outros. I1sso contribuiu para que as

melhores condigdes fossem encontradas em temperaturas diferentes.
5.2.2. Composicao de carotenoides totais

A Tabela 11 apresenta as concentracdes de carotenoides totais presentes nos
extratos obtidos por SFE da améndoa de pequi nas condi¢cGes de menor e maior densidade de
CO,, dentre as aplicadas. As concentragdes de carotenoides variaram entre 5,35 e 40,01 pg/100

g de améndoa, sendo que a maior concentracao foi obtida a 35 MPa e 40 °C.

Tabela 11. Concentracdo de carotenoides totais nos extratos obtidos por SFE de améndoa de

pequi nas condi¢es de menor e maior densidade de CO,.

Densidade do Carotenoides Totais (ng

Pressédo (MPa) Temperatura (°C) CO; (kg/m?3) B-caroteno /100 g de
améndoa) *
15 60 604,09 5,35+ 0,18"
35 40 934,81 40,01 + 2,512

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo ha diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia

pelo teste de Tukey.
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Os aumentos da pressdo e da temperatura contribuem para melhores extracGes de
biomoléculas de cadeia longa, como os carotenoides (ZABOT et al., 2012). O poder de
solvatacdo do CO, supercritico a 20 MPa é similar ao do hexano, facilitando a extracdo destes
compostos (TIWARI et al., 2022). Além disso, a diminui¢cdo do diametro de particula pode

contribuir para maiores rendimentos de extracao de carotenoides da matriz (GOTO et al., 1994).

Bullé et al. (2015) relataram concentragdes de carotenoides em améndoas, avelds,
nozes pecés e pistaches crus de 2, 106, 55 e 332 ug/100 g de castanha, respectivamente. Torres
et al. (2016) obtiveram entre 36,03 e 262,40 ug/100 g de carotenoides no 6leo de améndoa de
pequi extraido por prensagem a frio. Ribeiro et al. (2014) encontraram entre 3700 e 18700

ug/100 g de carotenoides na polpa de frutos de pequi nativos do cerrado brasileiro.

Logo, comparado com outras castanhas, a améndoa de pequi pode ser considerada
uma boa fonte de carotenoides. Todavia, a polpa do fruto é mais rica em carotenoides que a

améndoa.

5.2.3. Composicdo de tocdis

A Tabela 12 apresenta as concentraces de tocoferdis e tocotrienois dos extratos
obtidos da améndoa de pequi por SFE em diferentes condi¢Bes de temperatura e pressao. Dentre
0s tocdis, o a-tocoferol se destacou, com 112,45 pg/g de 6leo obtidos na condicdo de 15 MPa
e 60 °C. As concentragdes de B- e y-tocoferol variaram entre 10,27 e 68,41 pg/g de 6leo, e as
de a-tocotrienol entre 1,63 e 3,97 pg/g de 6leo. As melhores condi¢des para a obtencdo de tocdis
foram 15 MPa e 60 °C e 35 MPa e 40 °C. Foram encontrados apenas tragos de d-tocoferol, 8-
e y-tocotrienol e é-tocotrienol. Além disso, ndo foi identificada a presenca de 6-tocotrienol nos
extratos obtidos a 15 e 25 MPa a 40 °C e 15 MPa a 60 °C. As concentracdes de tocoferois e
tocotrienois obtidos por SFE em diferentes condi¢cdes de temperatura e pressdo podem ser

visualizadas nas Figuras 18 e 19.
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Tabela 12. Concentragdes de tocoferdis e tocotrienois nos extratos de améndoa de pequi obtidos por SFE nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C e
pressoes de 15, 25 e 35 MPa.

Condigao Composto (ng/g de 6leo) *

Pressdo (MPa) Temperatura (°C) Dens?f;::; co: a-tocoferol B/y-tocoferol a-tocotrienol Tocois Totais
15 780,23 12,06 + 0,28 11,56 + 0,41°¢ 3,54 £ 0,12° 27,16 £ 0,81¢
25 40 879,49 21,29 + 3,51 13,29 + 1,45° 2,03+ 0,16° 36,61 + 5,114
35 934,81 76,92 + 6,79° 60,05 + 5,57° 3,97 +0,11% 140,95 + 12,46°
15 669,75 66,99 + 0,70° 31,98 + 1,78° tracos 98,98 + 2,48°
25 50 834,19 15,46 + 0,07 10,96 £+ 0,15¢ tracos 26,42 + 0,22¢
35 899,23 14,85 + 3,51 11,64 + 0,47° 2,00 + 0,04 28,49 + 2,89
15 604,09 112,45 + 12,252 68,41 + 7,69% tragos 180,86 + 19,90%
25 60 786,55 14,72 + 0,75% 10,27 + 0,42° 1,63 + 0,04 26,62 + 1,214
35 862,94 26,47 + 1,11° 13,79 + 0,28° 2,09 + 0,04° 42,34 + 1,34d

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo ha diferenga significativa a 5% (p < 0,05) de significancia pelo teste de Tukey.
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Figura 18. ConcentracGes de tocoferdis nos extratos obtidos por SFE em diferentes condigdes

de temperatura e pressao.
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Figura 19. Concentracdes de tocotrienois nos extratos obtidos por Soxhlet e por SFE em

diferentes condicdes de temperatura e pressao.
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As Figuras 3B e 4B (Apéndice) apresentam as isotermas e isobaricas,
respectivamente, analisadas em diferentes condi¢bes de pressdo e temperatura, para a
composicao de tocdis totais do 6leo da améndoa de pequi extraido por SFE. Na pressao de 15
MPa as temperaturas de 50 e 60 °C obtiveram maior extracdo de tocois totais, enquanto a 40
°C a melhor presséao foi 35 MPa. Para as isobaricas, a temperatura de 60 °C foi a melhor para

todas as pressdes, tendo uma influéncia expressiva a 15 MPa.

Ng e Kushairi (2017) observaram que pressdes menores foram mais eficientes para
a separacao de tocois no oleo de palma por SFE. Além da pressdo, a temperatura também
influencia na extracdo destes compostos, uma vez que Seu aumento promove uma maior
solubilidade destes no solvente devido ao aumento da sua pressdo de vapor (SANCHEZ-
CAMARGO et al., 2014). Vigané et al. (2016b) observaram maiores rendimentos de tocois na
SFE de semente de maracuja em condi¢Ges com densidades de CO, abaixo de 748 kg/m3, nas

quais as pressoes e as temperaturas sao mais baixas e altas, respectivamente. Logo, temperaturas
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altas e pressoes baixas podem promover uma maior seletividade dos compostos a-tocoferol, -
e y-tocoferol, conforme apresentado na Tabela 12 e na Figura 18, e 0 aumento dos teores de a-

tocotrienol é influenciado pelo aumento da densidade do CO, (Tabela 12 e Figura 19).

Torres et al. (2016) encontraram teores de tocoferdis de até 192 pg/g de 6leo da
améndoa de pequi extraido por prensagem a frio, dentre os quais o0 a-tocoferol foi o mais
presente, com variacdes de 52 a 67% da quantidade total. Os tocoferois contribuem para a
estabilidade do 6leo contra a oxidacdo (SPITZER et al., 2013; TORRES et al., 2016).

Alasalvar e Bolling (2015) relataram concentracfes de tocdis totais para améndoa,
aveld, castanha do brasil, noz pecd, noz, pinh&o e pistache de 286,0; 513,1; 201,5; 491,1; 437,2;
458,0 e 397,7 pg/g de oleo, respectivamente. Logo, em comparacdo com outras castanhas, a

améndoa de pequi tem baixa quantidade de tocdis totais.
5.2.4. Composicao de glicerideos e triacilglicerois

A Tabela 13 apresenta a composicdo de glicerideos para os extratos lipidicos da
améndoa de pequi obtidos por SFE nas condigdes de menor e maior densidade do CO,. O
extrato € composto majoritariamente de triacilglicerdis, entre 94,13 e 95,37%, seguido de
diacilglicerois, entre 3,67 e 4,01% e a soma de monoacilglicerois e acidos graxos livres, entre
0,96 e 1,86%.

Tabela 13. Compostos glicerideos dos extratos de améndoa de pequi obtidos por Soxhlet e por

SFE nas condicBes de menor e maior rendimento global.

Compostos Glicerideos Condicao (%)
Classe 15 MPae 60 °C 35MPae 40 °C
TAG 94,13 95,32
DAG 4,01 3,68
MAG+AG 1,86 1,00

TAG: triacilglicerois; DAG: diacilglicerois; MAG: monoacilglicerois; AG: acidos graxos

livres.

O 6leo de soja contém cerca de 98% de triacilglicerois, 1% de diacilglicerdis e 1%
de monoacilglicerois e acidos graxos livres (JOKIC et al., 2010). 95 a 97% da composicao de
glicerideos dos 6leos comestiveis sdo constituidos por triacilglicerois (TAG). Além disso, a
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quantidade de TAG é um padrdo qualitativo, pois sua composi¢do influencia na composicao
fisico-quimica do 6leo (WEI et al., 2023).

A composicdo de TAG dos extratos obtidos por SFE pode ser visualizada na Tabela
14, para as condicdes de menor e maior densidade do CO,. Foi observado que os TAG POO
(Palmitico, Oleico, Oleico) e o POP (Palmitico, Oleico, Palmitico) sdo os maiores constituintes

dos extratos com composicao entre 34,99 e 35,49% e 31,67 e 31,77%, respectivamente.

Tabela 14. Composi¢do de TAG dos extratos de améndoa de pequi obtidos por SFE nas

condicdes de menor e maior rendimento global.

Composicao de TAG Condicéo (%)
Quantidade de carbonos Sigla 15 MPa e 60°C 35 MPae 40°C
C48 PPP 0,97 0,98
POP 31,67 31,77
C50
PLP 6,69 6,53
POS 3,12 3,35
POO 34,99 35,49
C52
PLO 6,95 6,83
PLL 0,77 0,61
SOS 0,35 0,50
SO0 1,72 1,66
C54
000 10,23 10,07
OoLO 2,06 1,78

L: linoleico; O: oleico; S: estearico; P: palmitico.

O 6leo de soja extraido por SFE com o uso de CO, como solvente resultou em cerca
de 1,49% de POO ¢ 0,54% de POP (JOKIC et al., 2010). J4 o azeite de oliva iraniano apresentou
de 20 a 25% e 3,5 a 4,5% de POP e POO, respectivamente (PIRAVI-VANAK et al., 2009).

Cornelio-Santiago et al. (2022) encontraram percentuais de 31,55% para POO e
29,66% para POP, como TAG majoritarios em extratos da améndoa de pequi obtidos por PLE

com isopropanol.

Observou-se que as condicdes de SFE ndo exerceram grande influéncia na

composicgdo de glicerideos e TAG, tendo em vista que esta foi similar para as duas amostras e
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a composicdo encontrada por Cornelio-Santiago et al. (2022). Logo, ¢ interessante escolher a

condigdo com menor custo operacional para a obtencdo destes compostos.

5.2.5. Perfil de &cidos graxos

A Tabela 15 apresenta o perfil de &cidos graxos dos extratos da améndoa de pequi

obtidos por SFE nas condi¢fes de menor e maior densidade do CO,. Pode-se perceber que 0s

extratos ndo apresentam acidos graxos de cadeia curta, e que a maior parte de sua composicao

é de acidos oleico e palmitico.

Tabela 15. Perfil de &cidos graxos dos extratos améndoa de pequi obtidos por Soxhlet e por

SFE nas condicBes de menor e maior rendimento global.

Acidos Graxos

Condigéo (%0)

15 MPa e 60 °C

35MPae 40 °C

C10:0 Caprico
C12:0 Laurico
C14:0 Miristico
C15:.0 pentadecandico
C16:0 palmitico
Cle6:1 palmitoléico
C17:0 margarico
Cl7:1 cis-9-heptadecendico
C18:0 estearico
C18:1 oleico
C18:2T linolelaidico
C18:2 linoléico
C18:3T linolenelaidico
C18:3 linolénico
C20:0 araquidico
C20:1 eicosendico
C22:0 behénico
C24:0 lignocérico

0,01
0,11
0,46
0,04
35,92
0,70
0,10
0,05
2,48
52,23
0,07
7,10
0,03
0,17
0,24
0,11
0,07
0,10

0,01
0,13
0,45
0,04
34,85
0,74
0,10
0,05
2,65
53,03
0,15
7,02
0,06
0,19
0,26
0,11
0,07
0,09

O acido oleico é um acido graxo monoinsaturado, que age como marcador

inflamatdrio, contribui para a redugéo do colesterol, risco de Ulceras e promove a melhora na
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atividade secretora do figado (AGREGAN et al., 2022; PICCININ et al., 2019). O 4cido
palmitico desempenha papel estrutural nas membranas celulares e no Gtero. Todavia, 0 consumo
em excesso deste acido graxo pode causar problemas cardiovasculares (AGOSTONI et al.,
2016).

O o6leo de soja apresenta cerca de 17% de acido palmitico e 16% de &cido oleico. A
maior parte de sua composicdo é de acido linoléico, cerca de 48% (IVANOV; LEVIC;
SREDANOVIC, 2010). Entretanto, o azeite de oliva, que é conhecido por suas propriedades
nutracéuticas, anti-inflamatorias, antioxidante e cardiotonica, apresenta uma quantidade
percentual de &cidos palmitico, oleico e linoleico na mesma faixa da améndoa de pequi, cerca
de 7 a 20%, 55 a 83% e 3 a 21%, respectivamente (GARCIA-GONZALEZ; APARICIO-RUIZ;
APARICIO, 2008; MATEOS et al., 2005).

Torres et al. (2016) obtiveram entre 56,34 e 59,99 % de acido oleico e 36,77 e
28,48% de acido palmitico para o 6leo da améndoa de pequi extraido por processos artesanais
e prensagem a frio, respectivamente. Logo, a metodologia e as condi¢fes de extracdo nao
exercem grande influéncia na composicao percentual de acidos graxos do 6leo da améndoa de
pequi. Do ponto de vista nutricional, € importante que haja o consumo moderado do 6leo de

améndoa de pequi por conta dos teores de acido palmitico.
5.2.6. Analise Térmica

A Tabela 16 apresenta os parametros de temperatura, entalpia e altura do pico
obtidos por DSC para a cristalizacdo e fusdo dos extratos da améndoa de pequi obtidos por SFE
nas condi¢Oes de menor e maior densidade do CO,. Pode-se perceber, pela Figura 20, que foi
detectado apenas um pico endotérmico e um pico exotérmico para todas as condigdes, e as

curvas foram similares.
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Tabela 16. Parametros determinados por DSC para os extratos de améndoa de pequi obtidos
por SFE nas condigdes de menor e maior rendimento global.

. T sy de ) Altura
Pressdo Temperatura Evento Tinicial ) Entalpia ]
Tfinal (°C) pico (°C) do pico
(MPa) (°C) DSC (°C) (J/9)
(Wig)
15 60 Cristalizacdo 3,10 -37,33 -1,56 46,05 0,51
Fuséo 5,12 25,96 17,14 53,62 -0,48
- 10 Cristalizagdo 6,48 -38,21 -2,84 44,57 0,39
Fuséo 4,11 26,85 17,16 60,63 -0,51

Tan e Che Man (2000) relataram que as propriedades térmicas séo influenciadas
pela composicdo de TAG presentes nas fracOes lipidicas, que afetam os picos de cristalizacdo
e de fuséo do 6leo ou da gordura, onde os TAG saturados se cristalizam em temperaturas mais
altas que insaturados. Guedes et al. (2017) observaram este comportamento dos TAG para as

curvas de DSC do 6leo da polpa de pequi.
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Figura 20. Curvas de fusdo e cristalizacdo dos extratos de améndoa de pequi obtidos por SFE.
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O DSC fornece as informacgdes das propriedades térmicas da matriz, como
temperaturas de cristalizacdo e fusdo, temperatura de transicdo vitrea, entalpia, calores
especifico e latente, polimorfismo e pureza da amostra. Essas informacgdes sdo de grande
importancia para inddstria, uma vez que é necessario conhecer essas propriedades para a
formulacdo de produtos nos setores alimenticio, cosmético, farmacéutico, metalurgico, entre
outros. Além disso, a técnica pode ser aplicada em uma ampla faixa de temperatura, entre -90
a 550 °C (LEYVA-PORRAS et al., 2019).

53. PLE

5.3.1. Rendimento global (X,)

Os rendimentos globais dos extratos da améndoa de pequi desengordurada obtidos
por PLE estdo informados na Tabela 17. Os maiores rendimentos globais foram alcancados com
concentragdes de 50 e 75% de etanol em agua na temperatura de 110 °C. A Figura 21 apresenta
imagens dos extratos obtidos por PLE com 75% de etanol a 110°C. As curvas de rendimento
global da PLE de améndoa de pequi desengordurada podem ser visualizadas na Figura 22.

Figura 21. Extratos obtidos por PLE da améndoa desengordurada de pequi a 110 °C com 75%

de etanol em &gua, de 5 a 60 minutos de extracdo; 1) 5 min; 2) 10 min; 3) 15 min; 4) 20 min;

5) 30 min; 6) 40 min; 7) 50 min; 8) 60 min.
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Fonte: De autoria propria.
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Tabela 17. Rendimentos globais dos extratos de améndoa de pequi desengordurada obtidos por

PLE com concentracdes de etanol em &gua de 50, 75 e 100% e temperaturas de 60, 85 e 110
°C.

Concentracdo de EtOH (%) Temperatura (°C) Xy (%, m/m) *
50 16,59 + 0,63°

75 60 16,73 + 3,90°

100 8,61+ 0,11°

50 9,10 + 1,46°

75 85 15,09 + 1,08

100 9,34 + 0,02°

50 34,72 £ 0,90°

75 110 30,79 + 6,43°

100 10,75 + 0,15°

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo h diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia
pelo teste de Tukey.
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Figura 22. Curvas de rendimento global (X,) da PLE de améndoa de pequi desengordurada

com concentragdes de etanol em agua de 50, 75 e 100% e temperaturas de 60, 85 e 110 °C.
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O aumento da temperatura diminui a viscosidade e tensdo superficial do solvente,
facilitando a sua penetracdo na matriz vegetal (PAGANO et al., 2021). Isso intensifica a difuséo
do solvente na matriz e a dessor¢do dos solutos, promovendo dissolucdo destes no solvente e,
consequentemente, 0 aumento do rendimento global (WIANOWSKA; GIL, 2019). Além disso,
a combinacdo de etanol e agua como solventes tambem interfere na eficiéncia do processo
(VIGANO et al., 2016a).

A Figura 5B (Apéndice) apresenta as isotermas nas temperaturas de 60, 85 e 110
°C, e concentracOes de EtOH de 50, 75 e 100% para o rendimento global da PLE da améndoa
de pequi desengordurada. Nota-se a grande influéncia da mistura de etanol e 4gua no aumento

do rendimento global da PLE. De Aguiar et al. (2019) observaram, para PLE de pimenta
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biquinho, rendimentos globais maiores com misturas de etanol e 4gua a 50 e 75%. Isso ocorre
porque a agua possui uma polaridade alta e o etanol uma polaridade média. Logo, alguns
compostos como proteinas, carboidratos e minerais, mais polares, sdo mais soltveis em agua,

contribuindo para o aumento dos rendimentos das extracdes (DE AGUIAR et al., 2019).

Martins et al. (2022) conseguiram, para a PLE da semente de tamarindo,
rendimentos globais de 9,4 a 15,6%. Etanol puro e mistura de 50% de etanol em agua foram
usados como solventes, com pressdo de 10 MPa. Temperaturas de 60, 80 e 100 °C foram
empregadas em tempos de extracdo de 25 e 30 minutos para a mistura de etanol em &gua e
etanol puro, respectivamente. A melhor condicdo de extragéo foi obtida na temperatura de 80

°C com a mistura de etanol e &gua como solvente.
5.3.2. Concentracdo de fendlicos totais

A Tabela 18 e a Figura 23 apresentam as concentracfes e as curvas de extragao de
fendlicos totais, respectivamente, para os extratos de améndoa de pequi obtidos por PLE com
diferentes composicdes de solvente e temperaturas. Pode ser observado que na temperatura
mais alta, de 110 °C, houve maior extracdo de fendlicos totais, na qual as concentracdes de

etanol de 50 e 75% proporcionaram os maiores rendimentos.



72

Tabela 18. Concentracdes de fendlicos totais dos extratos de améndoa de pequi desengordurada
obtidos por PLE com concentragdes de etanol em agua de 50, 75 e 100% e temperaturas de 60,
85e 110 °C.

Concentracdo de EtOH (%) Temperatura (°C) Fendlicos Totais (mg AGE/g MP BS) *

50 10,97 + 0,11%°
75 60 7,66 + 0,38°%
100 3,55+ 0,21¢

50 6,21 + 0,704
75 85 13,21 4 0,89°
100 5,52 +0,47¢

50 24,26 + 1,702
75 110 25,81 +2,33%
100 9,97 + 0,400

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo ha diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia

pelo teste de Tukey. BS: matéria-prima em base seca.
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Figura 23. Curvas de PLE fenolicos totais (FT) de améndoa de pequi desengordurada nas
temperaturas de 60, 85 e 110 °C e proporcoes de etanol em agua de 50, 75 e 100%.
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As melhores condicGes para a extracdo de compostos fenolicos foram na
temperatura de 110 °C com 50 e 75% de etanol. Aguiar et al. (2019) obtiveram maiores
rendimentos de extracdo destes compostos com composicdo de etanol em agua de 75%. As
misturas de etanol em &gua sio mais eficientes para extrair compostos fendlicos (VIGANO et
al., 2016a). Além disso, 0 aumento da temperatura também pode contribuir para a extragdo de
compostos fendlicos (BARRALES et al., 2018).

Torres et al. (2016) obtiveram concentragdes de fendlicos totais entre 8,76 e 39,2
mg AGE/g de 6leo, na parte polar do 6leo de améndoa de pequi extraido por prensagem a frio.
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5.3.3. Identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos

Para identificacdo dos compostos fendlicos presentes na améndoa de pequi, foram
testados os padrdes listados na Tabela 19, escolhidos mediante disponibilidade no laboratério
e com base em estudos anteriores (BRAGA et al., 2022; CHISTE; MERCADANTE, 2012; DO
NASCIMENTO-SILVA; NAVES, 2019).

Tabela 19. Compostos padrdes utilizados para a analise de identificacdo de compostos fenolicos

para extratos da améndoa de pequi obtidos por PLE.

Composto padréo Tempo de retencdo (min)
Acido cafeico 0,260
Acido galico 0,274
Catequina 0,554
Epicatequina 3,157
Acido elagico 3,137
Rutina 3,249
Quercertina 4,761

Comparando os cromatogramas, foi possivel constatar que, dentre 0os compostos
padrdes, apenas o acido elagico pdde ser encontrado na améndoa de pequi. Desta forma, foram
realizadas as andlises para quantificacdo de acido elagico dos extratos obtidos nas trés melhores
condicGes de PLE considerando a obtencdo de compostos fendlicos (Tabela 20). A maior
concentracdo de acido elégico foi encontrada no extrato obtido com 75% de etanol a 110 °C,
no qual foi encontrado 615,0 pg/mL. O aumento da temperatura e o percentual de 75% de etanol
no solvente contribuem para a otimizacdo da PLE e extracdo de compostos fendlicos
(BARRALES et al., 2018; VIGANO et al., 2016a).



75

Tabela 20. Concentracdes de acido elagico nos extratos obtidos por PLE da améndoa de pequi

desengordurada nas melhores condicdes de obtengdo de fenolicos.

Concentragéo de EtOH (%) Temperatura (°C) Acido Elagico (ug/mL) *
50 110 332,2 +55,7°
85 526,1 + 46,8"
75
110 615,0 + 22,3*

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo ha diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia

pelo teste de Tukey.

Observou-se também que, nos primeiros 20 minutos de PLE, foram obtidos
aproximadamente 66, 89 e 91% da quantidade total extraida de é&cido elagico com
concentracdes de etanol em agua de 50% e 75% e temperaturas de 110 °C e 85 e 110 °C,
respectivamente (Figura 24). Isso sugere que ndo ha necessidade da realizagdo de extragdes
prolongadas de PLE visando a recuperacdo de compostos fendélicos, uma vez que a maior parte

destes compostos é extraida em curtos periodos de tempo.

Figura 24. Quantidade de acido elagico extraido em funcdo tempo de extracdo na PLE de

améndoa desengordurada de pequi nas melhores condi¢des de obtencédo de fendlicos.
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Chisté e Mercadante (2012) identificaram por HPLC, como principais compostos
fendlicos para o piquiéd (Caryocar villosum), cerca de 182,4 pg/g de polpa (&cido gélico), 107
ug/g de polpa (&cido ramnosideo) e 104 ug/g de polpa (&cido elagico). Braga et al. (2022)
identificaram por HPLC-MS é&cido gélico, catequina, acidos cafeico, protocatecuico, gentisico,
p-cumarico, vanilico, elagico, quercetina, epicatequina, rutina, naringenina, luteolina e

kaempferol para os extratos etandlicos da polpa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.).
5.3.4. Capacidade antioxidante

A presenca de compostos fendlicos pode estar relacionada a capacidade
antioxidante (OLIVEIRA et al., 2023; ZHANG et al., 2023) dos extratos. Logo, foram feitas
andlises de capacidade antioxidante pelos métodos FRAP e ORAC, nas trés melhores condi¢Bes

para obtencdo de compostos fendlicos.

As capacidades de reducdo de oxigénio (ORAC) e férrica (FRAP) dos extratos de
améndoa de pequi desengordurada obtidos por PLE podem ser visualizados nas Tabelas 21 e
22, respectivamente. Percebeu-se que a melhor condigé@o de PLE para capacidade antioxidante
ORAC foi a de 75% de etanol a 110 °C, que € também a melhor condicdo para extracdo de
compostos fenolicos. Para FRAP, as diferencas de concentracdo do solvente e temperaturas das
trés melhores condi¢cbes de PLE ndo foram significativas. As variagbes da capacidade
antioxidante dos extratos com o tempo de PLE podem ser visualizadas nas Figuras 25 e 26 para
ORAC e FRAP, respectivamente.
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Tabela 21. Capacidade antioxidante determinada por ORAC dos extratos de améndoa de pequi
desengordurada obtidos por PLE nas melhores condi¢des de obtengéo de fendlicos.

Método Capacidade antioxidante
Concentracdo de EtOH (%)  Temperatura (°C)
(mg TE/g BS) *

50 110 36,05 + 0,13P

ORAC 85 31,56 + 2,42°
75

110 49,49 + 2,97

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo ha diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia

pelo teste de Tukey. BS: matéria-prima em base seca.

Tabela 22. Capacidade antioxidante determinada por FRAP dos extratos de améndoa de pequi

desengordurada obtidos por PLE nas melhores condi¢des de obtencédo de fendlicos.

Método B Capacidade antioxidante
Concentracdo de EtOH (%) Temperatura (°C)
(mg TE/g BS) *

50 110 55,08 + 5,722

FRAP 85 44,24 + 534°
75

110 53,94 + 3,02°

* Letras iguais na mesma coluna determinam que ndo ha diferenca significativa a 5% (p < 0,05) de significancia

pelo teste de Tukey. BS: matéria-prima em base seca.
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Figura 25. Capacidade antioxidante dos extratos determinada por ORAC em funcdo do tempo
de PLE nas melhores condic¢des de obtengéo de fendlicos.
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Figura 26. Capacidade antioxidante dos extratos determinada por FRAP em fungéo do tempo

PLE nas melhores condic@es de obtencéo de fenolicos.
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Ivy et. al (2021) encontraram, para a capacidade antioxidante dos extratos obtidos
de castanha de baru (Dipteryx alata Vog.) com 80% de etanol em banho ultrassénico, 0,00125
mg TE/mL de ORAC e 0,014 mg TE/mL de FRAP. Smeriglio et al. (2021) e Cheung et al.
(2023) observaram, para casca de pistache e para o0 extrato bruto das nozes da Georgia ndo
digeridas, capacidades antioxidantes ORAC e FRAP de 6,18 ¢ 9,00 pg/mL e 15,4 mmol TE/100

g de nozes e 7,0 mmol Fe**eq./100 g de nozes, respectivamente.
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6 CONCLUSAO

Os resultados observados neste trabalho permitem afirmar que a améndoa de pequi
€ uma matriz vegetal que possui grandes teores lipidicos e proteicos. Dentre as condi¢des de
SFE para obtencdo do 6leo da améndoa de pequi, a pressao de 35 MPa e a temperatura 40 °C,
que resultam na maior densidade de CO,, se destacaram. Maiores temperaturas e densidades
do CO, contribuem para o aumento da solubilidade de compostos no solvente. Isto exerceu
influéncia na composicdo dos extratos, na qual notou-se que a menor pressao e maiores
temperaturas contribuiram para a obtencéo de tocoferois, e 0 aumento da densidade do solvente
proporcionou maiores rendimentos de extragdo e concentragdo de tocotrienois e carotenoides
totais. Para a composicdo de glicerideos, triacilglicerois, perfil de acidos graxos e curvas de

fusdo e cristalizacdo, ndo foram observadas grandes diferencas entre as condi¢des de extracéo.

Dentre as condicbes de PLE, o uso de misturas de etanol com 50 e 75% em &gua e
temperaturas mais altas, como 85 e 110 °C, se mostraram mais eficientes. As melhores
condicGes para a extracdo do acido elagico por PLE foram a 85 e 110 °C com 75% de etanol
em agua. Para a obtencao de fenolicos totais e capacidade antioxidante por ORAC, as melhores
condicdes foram 110 °C e 50 ou 75% de etanol em agua e 110 °C com 75% de etanol em &gua,
respectivamente. Para a capacidade antioxidante FRAP n&o houve diferenga significativa entre
as condicdes de PLE. Além disso, foi identificado o acido elagico nos extratos obtidos por PLE
com maiores teores de fendlicos, sendo que as maiores concentracfes de acido elagico foram
obtidas a 110 °C e 50 ou 75% de etanol em agua.

Com base nos resultados, pode-se concluir que a améndoa de pequi apresenta
grande potencial nutricional e tecnoldgico para a aplicacdo em alimentos funcionais e outros
produtos industriais. Além disso, a SFE e a PLE sdo boas alternativas para extracdo do 6leo e

de outros compostos de interesse nesta matriz vegetal.
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APENDICES

l. Apéndice A. Tabelas usadas para a construcéo de curvas cinéticas.

Tabela 1A. Rendimentos globais médios obtidos na SFE da améndoa de pequi em diferentes
condigdes de temperatura e pressao.

Rendimento Global (%, m/m)

15 MPa 25 MPa 35 MPa
S/IF
40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C
5 0,47 10,95 0,10 2,37 2,40 2,56 3,86 4,34 4,49
10 1,18 15,56 0,40 511 6,07 6,57 8,77 10,45 9,11
15 1,93 18,23 1,02 7,67 9,50 10,05 14,25 16,27 12,74
20 2,60 19,47 1,68 9,85 13,50 13,05 19,99 20,37 15,59

30 3,86 20,93 2,53 13,19 20,46 16,95 28,51 24,73 19,97

40 5,19 21,96 3,32 15,89 25,63 20,00 33,60 27,83 22,66

60 7,55 23,70 4,33 20,05 31,90 24,23 39,81 32,88 26,13

80 9,81 25,28 5,06 22,76 35,37 27,75 43,35 36,17 28,80

100 11,73 26,89 5,84 24,95 38,04 30,49 45,09 38,28 31,06

Tabela 2A. Massas médias de extrato obtido na SFE da améndoa de pequi em diferentes
condigdes de de temperatura e presséo.

Massa de extrato (g)

15 MPa 25 MPa 35 MPa
SIF

40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C

5 0,05 1,10 0,01 0,24 0,23 0,26 0,39 0,43 0,45
10 0,07 0,46 0,03 0,27 0,25 0,40 0,49 0,61 0,46
15 0,08 0,27 0,06 0,26 0,28 0,35 0,55 0,58 0,36
20 0,07 0,12 0,07 0,22 0,32 0,30 0,58 0,41 0,28
30 0,13 0,15 0,08 0,33 0,56 0,39 0,85 0,44 0,44
40 0,13 0,10 0,08 0,27 0,41 0,30 0,51 0,31 0,27
60 0,24 0,17 0,10 0,42 0,46 0,42 0,62 0,51 0,35
80 0,23 0,16 0,07 0,27 0,28 0,35 0,35 0,33 0,27

100 0,19 0,16 0,08 0,22 0,23 0,27 0,20 0,21 0,23
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Tabela 3A. Rendimentos globais médios obtidos na PLE da améndoa de pequi em diferentes
condigdes de temperatura e concentracao de etanol.

Rendimento Global (%, m/m)

50 % EtOH 75 % EtOH 100 % EtOH
Tempo

60°C 85°C 110°C 65°C 85°C 110°C 65°C 85°C 110°C
5 11,91 5,92 11,07 11,34 8,58 16,79 5,63 5,71 6,04
10 14,41 6,63 15,24 13,67 11,65 22,12 6,78 7,16 7,44
15 15,25 7,36 17,24 14,75 12,94 24,81 7,27 7,88 8,14
20 15,63 7,80 19,10 15,30 13,66 26,40 7,59 8,26 8,69
30 15,91 8,23 22,32 15,91 14,44 27,98 7,91 8,66 9,75
40 16,18 8,55 25,12 16,20 14,69 29,13 8,19 8,95 10,20
50 16,37 8,85 29,60 16,49 14,91 30,05 8,40 9,16 10,47
60 16,59 9,10 34,72 16,73 15,09 30,79 8,61 9,34 10,75

Tabela 4A. Massas médias de extrato obtido na PLE da améndoa de pequi em diferentes
condigdes de temperatura e concentracdo de etanol.

Massa de extrato (g)

50 % EtOH 75 % EtOH 100 % EtOH
Tempo
60°C 85°C 110°C 65°C 85°C 110°C 65°C 85°C 110°C
5 0,06 0,03 0,06 0,06 0,04 0,08 0,03 0,03 0,03
10 0,01 0,00 0,02 0,01 0,02 0,03 0,01 0,01 0,01
15 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
30 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
50 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

60 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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1. Apéndice B. Curvas isotérmicas e Isobéricas de SFE e PLE

Figura 1B. Isotermas do rendimento global da SFE da améndoa de pequi.
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Figura 2B. Isobaricas do rendimento global da SFE da améndoa de pequi.
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Figura 3B. Isotermas de tocois totais obtidos por SFE da améndoa de pequi.
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Figura 4B. Isobaricas a 15, 25 e 35 MPa de tocais totais obtidos por SFE da améndoa de
pequi.
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Figura 5B. Isotermas do rendimento global da PLE da améndoa de pequi desengordurada.
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6B. Isotermas a 60, 85 e 110 °C dos fendlicos totais obtidos por PLE da améndoa de

pequi desengordurada.
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I11.  Apéndice C. Curvas padrao

Figura 1C. Curvas padrao do a-tocoferol
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Figura 2C. Curvas padrdo do p/y-tocoferol
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Figura 3C. Curva padrao de &-tocoferol
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Figura 4C. Curva padrdo de a-tocotrienol
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Figura 5C. Curva padrdo de p/y-tocotrienol
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Figura 6C. Curva padrdo de - tocotrienol
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Figura 7C. Curva padrao de &cido elagico
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Figura 8C. Curva padrao de fendlicos totais
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Figura 9C. Curva padrdo de ORAC
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Figura 10C. Curva padréo de FRAP
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Apéndice D. Cromatogramas
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Figura 1D. Cromatograma do padrao de acido elagico.
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Figura 2D. Cromatograma da identificacdo dos compostos obtidos para as amostras de PLE.
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