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RESUMO

O rendimento de processamento e a composicdo centesimal dos residuos de
camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis) foram investigados. Os resultados
indicaram que nos residuos de camarado (cabega, casca e caudas liofilizadas)
apresenta-se um alto conteudo protéico (48,8% b.s.) e um alto nivel de residuo
mineral (27,0% b.s.). Os residuos de camardao apresentaram um baixo teor de
lipideos (4,9% b.s.), embora seja alto quando comparado com outra classe de
camardes capturados no Brasil. A composi¢cado de acidos graxos mostrou que 0s
lipideos extraidos contém um alto teor de acidos graxos insaturados,
principalmente EPA (C20:5; n-3) e DHA (C22:6; n-3). A fim de estabelecer um
processo eficiente e ambientalmente amigavel da recuperacéo de lipideos e
astaxantina (ASX) (o principal carotendide e antioxidante presente nos residuos),
foram comparados trés tipos de processo de extragdo: a) Extragdo com solvente
organico, b) Extragcdo supercritica com CO,, tendo como variaveis de processo,
pressdo (200-400 bar) e temperatura (40-60°C) e c) Extragdo supercritica com
CO; e etanol como co-solvente, variando a concentragcdo do etanol na mistura de
solvente extrativo (5, 10 e 15% m/m). Os resultados mostraram que a maxima
quantidade de astaxantina extraida do residuo foi de 53 + 2 ug de ASX/g de
residuo b.s., quando empregado como solvente uma mistura 60% (v/v) n-hexano
em alcool isopropilico (IPA). Por sua vez, a extragdo com CO, supercritico,

mostrou que a melhor condigao de extracdo dos carotendides foi a 370 bar e 43°C
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(20,72 pg ASX/g de residuo b.s.). Observou-se que a pressdes maiores do que
300 bar e temperaturas entre 40 e 50 °C, os extratos atingiram concentragbes de
astaxantina maiores de 1000 ug ASX/g de extrato b.s, valor similar ao encontrado
na extracdo com IPA e n-hexano, mostrando a extragcdo supercritica como uma
tecnologia alternativa. O uso de co-solvente mostrou um aumento na extracao
tanto de lipideos quanto de astaxantina, indicando que a maior condicdo de
extragcdo destes compostos foi atingida quando utilizo-se 15% m/m de etanol
(93,8% na recuperacgao de lipideos e 62,8% na recuperagao de astaxantina). Por
sua parte, a extracdo dos acidos graxos poliinsaturados aumentou conforme a
temperatura e a pressao aumentaram e a medida que era adicionado etanol ao
CO,. A astaxantina foi identificada em todos os extratos por meio da comparagao
com O seu padrdo puro por cromatografia de camada delgada (CCD) e
quantificada por espectrofotometria.

Palavras-chave: Extracao supercritica, astaxantina, camarao-rosa, acidos graxos

w -3, co-solvente.
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ABSTRACT

The yield processing by-products and the proximate composition of shrimp waste
from the redspotted shrimp (Penaeus paulensis) was investigated. Shrimp’s waste
(freeze-dried head, shell and tail) was found of high protein content (48,8 % dry
wt.) and high level of ash (27,0 % dry wt.). The shrimp waste had low lipid content
(4,9% dry wt.), although it was higher than other kind of shrimp captured in Brazil.
The fatty acid compositions showed that the lipids had high content of fatty acids
unsaturated, mainly EPA (C20:5; n-3) and DHA (C22:6; n-3). In order to establish
an efficient and environmentaly friendly recovery of lipids and astaxanthin (ASX)
(the major carotenoid and antioxidant present in the waste) was compared three
types of extraction process: a) extraction with organic solvents, b) Supercritical
CO; extraction, with the process variables pressure (200-400 bar) and temperature
(40-60 °C) and c) extraction with supercritical CO, and ethanol as cosolvent,
varying the concentration of ethanol in the extractive solvent mixture (5, 10 and
15% (w/ w)).The results showed that the maximum amount of astaxanthin
extracted from the residue was 53,30 ug ASX / g of waste (dry wt.), when used as
solvent a mixture of hexane and isopropyl alcohol (IPA) at a ratio of 60: 40 (% v/v).
The supercritical CO, extraction, showed that the best condition of extraction of
carotenoids was 370 bar and 43 °C (20,72 pg ASX / g of waste dry wt.). It was
observed that the higher pressure of 300 bar and temperatures between 40 and 50

° C, reached concentrations of astaxanthin in the extract over 1000 ASX pg/g
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extract, this value was similar to that extraction with the extraction with IPA and n-
hexane, showing the supercritical extraction as a competitive technology. The use
of co-solvent showed an increase in both lipid and astaxanthin extraction, showing
that the optimum extraction of these compounds was achieved when used 15%
(w/w) ethanol (93.8 % lipid recovery and 62.8 % astaxanthin recovery). With
regard, the extraction of polyunsaturated fatty acids, their content in the extract
was improved as the temperature and pressure increased and as ethanol was
added to CO, Astaxanthin was identified in all extracts by comparing with their
standard pure by Thin Layer Chromatography (TLC) and quantified by
spectrophotometry.

Keywords: Supercritical CO, extraction, astaxanthin, shrimp pink, fatty acids w -3,

co-solvent.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Introducgao e justificativa

Os residuos gerados durante o processo de beneficiamento do camarao
representam cerca de 50 % em peso do camarao “in natura” e sdo constituidos de
cabecga, casca e cauda (HEU et al.; 2003, SACHINDRA et al.; 2005, OGAWA et
al., 2007). Em razdo do aumento no consumo e na produgdo mundial do camarao
devido ao emergente mercado da aquicultura, a industria pesqueira tem focado no
destino apropriado destes residuos, os quais causam um sério problema ao meio
ambiente como resultado da sua disposi¢cao inadequada, sem nenhuma tentativa
de uso (SACHINDRA et al, 2005). Estes residuos s&o subprodutos
economicamente aproveitaveis, pois possuem proteinas de alta qualidade, quitina,
calcio, minerais, carotendides como a astaxantina e lipideos com alto teor em
acidos graxos -3, pelo qual existe grande interesse no desenvolvimento de
alternativas de uso com o fim de gerar produtos de valor agregado (SHAHIDI et
al., 1992; IBRAHIM et al., 1999; NARGIS et al., 2006; ASSUNCAO E PENA, 2007,
RYDDE et al., 2008).

A astaxantina é um carotendide que pertence a familia das xantofilas, sendo
o principal pigmento encontrado em animais aquaticos como crustaceos e
salmonideos (SAITO E REGIER, 1971; YAMAGUCHI et al. 1986; SACHINDRA et
al. 2005, HIGUERA-CIAPARA et al., 2006). Esta molécula possui 40 atomos de
carbono e contém dois anéis terminais em uma cadeia de duplas ligagdes
conjugadas. Nos seus anéis terminais, apresenta grupos OH e Oxi, tornando a
molécula ligeiramente polar. A astaxantina é principalmente utilizada como
pigmento nas ragdes animais na carcinicultura, embora também é utilizada como
antioxidante na industria de alimentos e de farmacos. Tem sido reportado que
apresenta uma atividade antioxidante 10 vezes maior do que carotendides como a

zeaxantina, luteina, cantaxantina e 3-caroteno, e 100 vezes maior que a-tocoferol
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(HIGUERA-CIAPARA et al, 2006). A astaxantina possui propriedades
antiinflamatoérias e apresenta efeitos contra o cancer e diabetes, proporciona
beneficios ao sistema imunoldgico, a saude visual e a doengas cardiovasculares
(HUSSEIN et. al., 2006; GUERIN et al., 2003).

Os acidos graxos ®-3, conhecidos pelo seu potencial nutracéutico, sao
importantes na diminuicdo do colesterol no sangue e na prevengao de doencgas
cardiacas. Ainda sdo essenciais na formagao do cérebro e retina de recém-

nascidos, principalmente de prematuros (SIMOPOULOS, 2001).

Em geral, os carotendides e lipideos sao soluveis em solventes ndo-polares e
tradicionalmente tem-se usado solventes deste tipo para extrai-los
(MERCADANTE, 2008). No entanto, esta metodologia de extragdo diminui a
estabilidade dos carotendides devido a oxidagao e, além disso, sdo necessarias
grandes quantidades de solventes para obter rendimentos apreciaveis (DELGADO
- VARGAS e PAREDES - LOPEZ, 2003). As atuais limitagdes na regulamentacéo
no uso de diversos solventes organicos em processos de extragao de alimentos
funcionais e suplementos farmacéuticos tém redirecionado a estudos de
processos que empregam solventes do tipo GRAS (Generally Recognized As
Safe), como por exemplo, o diéxido de carbono no estado supercritico (SC-COy).
O CO; ¢ inerte, nao toxico, nao inflamavel, de baixo custo, sendo ideal para uso
na industria de alimentos, ja que o extrato e residuos obtidos pelo processo de

extragao sao isentos de tragos de solventes organicos.

Além disto, a extracdo com SC-CO, permite o processamento com
temperaturas amenas (sua temperatura critica € 31 °C), o que é especialmente
adequado quando compostos termolabeis estdo presentes, como € o caso dos
carotendides e dos lipideos com alto teor de acidos graxos polinsaturados. Outra
vantagem é a sua facil separacao do extrato apds o processo de extragao, apenas

pela redugcdo da pressao as condicbes normais. Também pode ser citado a
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rapidez no processamento dos materiais, devido a baixa viscosidade, alta
difusividade do solvente supercritico, e a eficiéncia de separagdo, com alta
seletividade entre os produtos extraidos, tornando-a um processo competitivo

frente a outras tecnologias tradicionais (BRUNER, 2005).

Pelo exposto, objetiva-se neste trabalho, avaliar a extragcado de lipideos ricos
em acidos graxos ®-3 e astaxantina a partir de residuos de camar&o-rosa
(Farfantepenaeus paulensis), usando dioxido de carbono supercritico como
solvente e alcool etilico como co-solvente. Para isto, inicialmente o residuo foi
caracterizado quanto a seu rendimento de processamento, composi¢céao
centesimal, perfil de acidos graxos e conteudo de carotendides totais (Capitulo 3).
Logo apos, para o estudo da extragdo supercritica, foi avaliada a influéncia da
presséo (200-400 bar) e da temperatura (40-60 °C) sobre o rendimento global de
extracao, o rendimento de extracdo de astaxantina, a concentracao de astaxantina
e o perfil de acidos graxos no extrato. Além disso, os carotendides presentes no
residuo foram identificados por cromatografia de camada delgada (CCD) (Capitulo
4). Assim, empregando a condigcdo que apresentou o melhor rendimento de
extragdo de lipideos com SC-CO, puro, foi investigado o efeito do uso de co-
solvente (5, 10, 15 % m/m), sobre os rendimentos de extragdo global e de
astaxantina (Capitulo 5), e a sua influéncia na extragdo de acidos graxos
poliinsaturados. Espera-se que o projeto tenha impacto direto no aproveitamento
de residuos para a oferta de produtos de alto valor agregado para uso na industria

de alimentos e farmacéutica.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da temperatura, presséo e o
uso de dioxido de carbono supercritico como solvente e etanol como co-solvente
no rendimento de extragdo de astaxantina e de lipideos ricos em acidos graxos -

3 a partir de residuos de camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis).

1.2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar as amostras de residuo de camardo-rosa quanto ao
rendimento de processamento, composi¢cao centesimal, perfil de acidos
graxos e conteudo de carotendides;

e Obter dados experimentais de rendimento de extracdo e eficiéncia de
recuperacao de carotendides e lipideos em fungdo das variaveis
operacionais (temperatura, pressao);

e Comparar o rendimento de extragcdo entre a extracdo com SC-CO, e a
extracao usando hexano como solvente;

e Avaliar o efeito do uso de diferentes concentragdes do etanol como co-
solvente, sobre o rendimento de extracdo de lipideos e astaxantina, bem

como na extragao de acidos graxos poliinsaturados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producgao e mercado do camarao

O camaréo, capturado e cultivado (aquicultura) é o produto pesqueiro mais
importante comercializado no ambito internacional. A produ¢do mundial de
camardo para o ano 2007 foi de 6,52 milhdes de t (4,3 %' do volume total da
pesca), tendo crescido 2,15 % em relagdo ao ano anterior. Desse total, 50,2 %
vém da aquicultura e o restante da pesca. A producgao resultante da aquicultura se
destaca com taxas médias de crescimento de 12,5 % ao ano, enquanto a pesca
tem decrescido em média 0,55 % entre 2003 e 2007 (Food and Agriculture
Organization - FAO, 2007), isto devido ao fato que a atividade extrativista tem sido
controlada em boa parte do planeta como tentativa de evitar desastres ecolégicos
mais significativos que os que ja foram presenciados (Servigo Brasileiro de Apoio
as Micro e Pequenas Empresas - SEBRAE, 2008).

O mercado internacional do camarao é operado com dois grandes grupos
desse crustaceo: os do género pandalideos (extraidos de aguas frias oceéanicas
de latitude norte) e os do género penaideos (pescados em aguas marinhas
influenciadas pelos trépicos ou cultivados em viveiros). Duas espécies cultivadas
predominam no mercado internacional, com cerca de 70,0 % do volume ofertado:
Penaeus monodon, no Oriente, e o Litopenaeus vannamei, no Ocidente. As
principais espécies sado as seguintes: Tigre Asiatico (Penaeus monodon);
Camarao Cinza do Ocidente (Litopenaeus vannamei); Camardes Brancos da Asia
(Farfantepenaeus merguiensis e Feneropenaeus indicus); Camarao Branco da
China (Farfanfepenaeus chinensis ou orientalis); Camardo Azul Ocidental
(Litopenaeus stylirostris); e Camarao Kuruma Japonés (Marsupenaeus japonicus)
(SEBRAE, 2008)

' N&o sao contabilizadas plantas aquaticas.
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O hemisfério oriental é responsavel pela maior parte da produgdo mundial do
camarao cultivado e capturado em 2007 (78,14 % do total), sendo o sudoeste da
Asia o principal produtor, incluindo os seguintes paises por ordem de importancia:
China, Tailandia, Vietna, Indonésia, india, Bangladesh e Filipinas. Em relagéo ao
continente americano, a produgédo de 2007 chegou a 1,14 milhdes de toneladas
com uma proporgao de 17,47% do total mundial, sendo Canada o maior produtor.
O Brasil, ao finalizar o referido ano com 100.542 toneladas, consolidou-se como o
sexto maior produtor de camarao no continente. Quanto a aquicultura destacou-se
como terceiro, depois de México e Equador, como pode-se observar na Figura 2.1
(FAO, 2007).
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Figura 2.1. - Alguns paises produtores de camarao no continente americano,
discriminados em aquicultura e pesca extrativa para o ano 2007.

Da produgao nacional de camar&o para o ano 2007, a carcinicultura (cultivo
de camardes) ocupou 65,5% do total, sendo o principal ramo da aquicultura
marinha no Brasil. A carcinicultura marinha viveu um periodo de forte crescimento
entre 1998 e 2003, ano em que produziu mais de 90 mil toneladas. A partir dai

teve inicio um periodo de crise que se estendeu até 2005, quando se registrou
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producao de 65.000 t — nivel que tem se mantido até as ultimas estatisticas do ano
2007 (DE PAIVA, 2007; SEBRAE, 2008).

A oferta de camardes de cultivo predomina no Brasil, principalmente nos
estados do Rio Grande do Norte, Ceara e Bahia (IBAMA, 2007). Conforme dados
publicados pelo IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis— (IBAMA, 2007), os principais camardes cultivados no Brasil
sdo o Litopenaeus vannamei (camarao cinza) quanto a carcinicultura marinha, e a

Macrobrachium rosenbergii (camarao da Malasia) na carcinicultura de agua doce.

Em relagdo ao camarao capturado, os maiores produtores sdo os estados do
Para, Maranhao, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (IBAMA, 2007). A pesca de
camaréo realizada na costa do Estado de S&o Paulo e aguas adjacentes é uma
das mais importantes para a economia pesqueira no litoral sudeste do Brasil,
sendo dirigida principalmente ao camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) e
ao camarao-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis e Farfantepenaeus paulensis)
(GRACA-LOPES et al., 2002). As principais espécies capturadas no Brasil sdo

apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1.- Principais espécies de camardes capturados no Brasil

Nomes Vulgares Sinonimia Familia Nomenclatura cientifica
~ Camarao-serrinha ou . , L
Camaré&o-barba-ruca . Penaeidae Artemesia longinaris
ferrinho
Camaréo-branco Camarao-legitimo Penaeidae Litopenaeus schimitti
. Farfantepenaeus
Penaeidae P )
. paulensis
Camarao-pistola
B Penacidae Farfantepenaeus
Camarao-rosa brasiliensis
Camarao-espigao Penaeidae Farfantepenaeus subtilis
Camarao-santana Camaréo-vermelho Penaeidae Peloticus muelleri
Camarao-sete-barbas -- Penaeidae Xiphopenaeus kroyeri

Fonte: Adaptado IBAMA, 2007.
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O camaréo rosa (Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus paulensis),
atingiu uma produgcdo nacional (por captura) de 8238 t no ano 2007,
representando 12,6 % em relagdo a produgao total. O principal produtor deste
crustaceo para o ano 2006 foi estado do Rio Grande do Sul, seguido por Santa
Catarina, Alagoas, Rio de Janeiro e S&o Paulo, este ultimo com uma producédo de
289,5 t. O crescimento da producdo no ano 2007 em relagdo a ano 2006 foi de
aproximadamente 75,2 % no estado de Rio Grande do Sul (IBAMA, 2007).

2.2 Camarao-rosa

O camarao-rosa, Farfantepenaeus paulensis (Perez-Farfante,1967)
(GUSMAO et al., 2005) é um crustaceo marinho da familia dos peneideos,
encontrado desde Cabo Frio (Rio de Janeiro — RJ) ao longo da plataforma
continental do Brasil e do Uruguai, até o nordeste da Argentina. A principal area de
pesca de P. Paulensis no litoral brasileiro estende-se de Santos (Sdo Paulo) a
Torres (Rio Grande do Sul). Existem duas zonas de alta produgédo pesqueira, a
mais importante, ocorre em frente ao estado de Santa Catarina, e a outra entre
Santos e a llha de Sao Sebastido (litoral norte do estado de Sao Paulo). No
estuario da Lagoa dos Patos (Rio Grande do sul), a espécie ocorre o ano todo,
sendo mais abundantes entre os meses de dezembro a maio (GUSMAO et al.,
2005).

2.3 Geracgao de residuos do processamento do camarao

Durante o processamento de beneficiamento do camarao, sdo removidas as
suas porcoes nao consumiveis como a cabecga, casca e cauda, as quais
correspondem a aproximadamente 50 % do peso da matéria-prima, dependendo
da espécie, do seu tamanho e do procedimento empregado de descasque. Na
literatura existem poucas informagdes acerca do rendimento do processo de

beneficiamento do camarao no caso dos crustaceos de origem nacional. Somente
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alguns autores (HEU et al., 2003, SACHINDRA et al., 2005) apresentam valores
de 45-50 % de carne, 33-45 % de cabecga, e 11 e 15 % de casca e cauda, para

camaroes da espécie penaeus.

No Brasil, existe uma legislacao especifica referente aos residuos, que é
controlada pela SUPERINTENDENCIA DE DESENVOLVIMENTO DA PESCA
(SUDEPE), por meio da portaria n®> 203 de 03 de abril de 1970. Esta portaria
proibe o langamento em aguas interiores € no mar territorial brasileiro, os residuos
de pescado resultantes de sua escamacéo, evisceragao e decapitagcao (IPEF -
Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais-, 2009). De tal modo, uma preocupagao
da industria pesqueira esta focalizada no destino adequado e/ou reaproveitamento
desses residuos, para que as agressdes ao meio ambiente sejam cada vez mais
reduzidas ou evitadas. Tais residuos sao constituidos por 6leos, proteinas, calcio
e pigmentos, pelo qual existe grande interesse em desenvolver alternativas de uso
com vistas a gerar produtos de valor agregado (SHAHIDI et al., 1992; HOLANDA,
2004; ASSUNCAO e PENA, 2007). Estudos feitos sobre o aproveitamento destes
residuos incluem extragdo enzimatica de carotenoproteinas (SIMPSON e HAARD,
1985), o estudo do seu valor nutricional no uso como rag&o para peixes (NUNES
et al, 1978; NARGIS et al., 2006), elaboragdo de produtos flavorizantes
(TAKESHITA, 1981) e a extragao de quitina e quitosana (LEE e PENISTON, 1982;
GILDBERG e STENBERG, 2001; RIDDE et al., 2008). Uma possivel alternativa
de grande agregacéao de valor para este material € sua utilizagdo para extragéo de
lipideos e carotendides, por existir potencial e demanda destes produtos pelas

industrias de alimentos, farmacéutica e de racdo (OGAWA et al., 2007).
2.4 Componentes do residuo de camarao
O residuo do camarao é constituido principalmente de proteina (25-50%),

quitina (25-35%), sais minerais (15-35%), lipideos e pigmentos (SHAHIDI et al.,
1992, IBRAHIM et al., 1999, NARGIS et al, 2006), cujas porcentagens variam de
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acordo com a espécie, localizacdo da pesca, partes constituintes e variagcao
sazonal. Tais diferencas devem-se a fatores bioldgicos e/ou ambientais, como a
alimentacdo, maturidade sexual, temperatura da agua e estacdo do ano
(HOLANDA, 2004).

241 Lipideos e acidos graxos ®-3

Os lipideos presentes em animais marinhos sao constituidos principalmente
por triglicerideos em uma faixa de massa molecular de 500 - 1200 Da,
monoglicerideos, diglicerideos e acidos graxos livres. Em menor quantidade
contém outros componentes de importante valor como retinol, esqualeno,
tocoferdis, colesterol, ésteres de colesterol, ceras, gomas e fosfolipidios
(MUKHOPADHYAY, 2000). Existe uma classificagdo para os lipideos, sendo do
tipo polar e ndo polar que é de grande importancia nos processos de extragdo. A

Figura 2.2 mostra um esquema com a sua classificagéo.

| Lipideos de origem animal |
|
' '

| Lipidens Poigres | | Lipidens ndo-polares |
! | gientens ]
Fosfolipidens Glicolipidens Diglicen decs
Aridos graos lres

Fosfaidilzoling ‘“Ataminaz lipossolveis

1
1
|
+ + i hanaglicerideos
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|
| Carctendides
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1

Fosfaidilinosiol
Feido Fosfatidico

Terpenos

1 -: 1
1

: Fosfatidiletanalamina : _____________ 1

| Fostaidilserna '

| |

1 1

Figura 2.2.- Classificagao dos lipideos de origem animal.

(Adaptado de Mukhopadhyay, 2000).
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Oleos marinhos contém tipicamente acidos graxos de cadeia linear que
apresentam de 14 a 22 ou mais atomos de carbonos principalmente insaturados,
tendo de uma a seis duplas ligagdes (NILSSON, 1996; SAHENA et al., 2009a,
ACKMAN, 2008). E conhecido que os animais marinhos contém um alto contetido
de acidos graxos poliinsaturados. Algumas pesquisas com diferentes tipos de
residuos de camardao demonstraram seu alto conteudo nesse tipo de acidos
graxos. Este fato motivou o estudo nos residuos de camaréao, que possivelmente é
uma importante fonte de lipideos com alto teor em acidos graxos ®-3 (SHAHIDI e
SYNOWIECKI, 1991; HEU et al., 2003; ACKMAN, 2008).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFA, pelas siglas em inglés), sao
classificados de acordo com a posi¢céo das duplas ligagées que s&o contadas a
partir da extremidade metila ou carboxila, com a convengao “w” ou “n”. A maioria
dos PUFAS de importancia biolégica pertencem aos grupos w-6 e w-3 (SAHENA
et al., 2009b). Estes sdo conhecidos como acidos graxos essenciais, porque 0s
mamiferos, incluindo os humanos, ndo podem sintetiza-los e portanto, precisam
obté-los a partir da dieta alimentar. Estes acidos graxos s&o originarios de
fitoplanctons e algas, sendo acumulados pelos peixes e animais marinhos,
considerando-se na atualidade a principal fonte deste tipo de acidos graxos

(HIGUERA-CIAPARA et al., 2006).

Sao duas as familias de acidos graxos poliinsaturados e cada uma delas é
representada por um acido essencial ou precursor: o acido linoléico (C18:2, familia
w-6) e o acido alfa-linolénico (C18:3, ALA, familia w-3), que por sua vez, é
posteriormente insaturado dando origem aos acidos eicosapentaendico (EPA),
acido docosaendico (DHA) e acido docosapentaendico (DPA) (SIMOPOULQOS,
2003; SAHENA et al., 2009b). As estruturas quimicas da familia dos acidos graxos
Omega-3 sdo mostradas na Figura 2.3.
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\VARAVERVELVAVAVAV A
Acido a-linolénico (ALA, C18:3)
CCOH

VTV TV TV TV VY
Acido eicosapentanoico (EPA, C20:5)
VEVEVEVEVEWWA
Acido docosapentanoico (DPA, C22:5)
VTVTV TV TV TV TV

Acido docosahexanoico (DHA, C22:6)

COaH

Figura 2.3.- Familia dos acidos graxos o»-3.

(Adaptado de SAHENA et al., 2009b).

Na ultima década, a importancia do consumo balanceado de PUFAS tem
sido reconhecida por organizagbes do mundo todo devido ao aumento de casos
de doencas cardiovasculares, obesidade, arterioscleroses e diabetes
(SIMOPOULOQS, 2003). Atualmente, existe um consenso sobre o consumo destes
acidos graxos o qual deve ser no minimo 3 % e preferivelmente de 10 % a 20 %,
do lipideo total consumido e uma relacdo de acidos graxos saturados a
instaurados de 4:1 ou 5:1 (SAHENA et al., 2009b).

Os efeitos benéficos dos acidos graxos »-3 s&o entre outros: (1) redu¢do dos
triglicerideos no plasma sanguineo; (2) diminuigdo da viscosidade do sangue; (3)
decréscimo da pressao arterial; (4) reducdo da arteriosclerose; (5) reducédo da
inflamac&o na artrite, psoriase, asma e (6) diminuigdo na incidéncia de tumores
(SAHENA et al., 2009b, SIMOPOULOS, 2001, 2003).

As pesquisas acerca do teor de lipideos na carne de camardo tém sido

focalizadas principalmente sobre o teor de colesterol e o perfil total de acidos
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graxos, isto visando conhecer seu valor e importancia nutricional. Krzynowek e
Panunzio (1989) avaliaram o conteudo de lipideos e a composicdo de acidos
graxos de 11 amostras de carne de camarao proveniente de varias localidades do
continente americano. Nove destas espécies corresponderam a espécie penaeus,
no entanto somente foram reportados resultados de composigao de acidos graxos
para cinco destas espécies (Tabela 2.2).

Tabela 2.2.-Teor de lipideos e conteudo de EPA e DHA de amostras de carne de
camarao da espécie penaeus.

Contetdos acidos

Conteudo
d graxos
e
Nome vulgar Espécie de camarao poliinsaturados
lipideos
c (Y%em/m)
(%)
EPA DHA
Lousiana Brown?® P. aztecus aztecus 0,9 17,2 15,2
Texas Brown® P. aztecus aztecus 0,9 21,7 13,4
Equador White® P. vannamei 1,0 16,2 12,4
Brasil Brown? P. aztecus subtfilis 0,8 19,2 9,8
Honduras Pink® P. durarum notialis 0,9 16,6 10,6
Camar&o-rosa® P. brasiliensis 1,0 18,7 13,6

2 Krzynowek e Panunzio (1989); °® Bragagnolo e Rodrigues-Amaya (1997);
° Resultados expressados em base Umida (b.u.)

Observa-se que o conteudo de lipideos é baixo, com valores ao redor de 1
%, embora o conteudo de acidos graxos EPA e DHA representa aproximadamente
27-35 % dos acidos graxos totais. Bragagnolo e Rodrigues-Amaya (1997)
reportaram dados semelhantes para a carne de camardo-rosa (Penaeus
brasiliensis). Segundo, o Expert Panel On Food Safety And Nutrition (LOVELL,
1991) o musculo do camarao contém menos que 1 % de lipidios totais, ja que o
maior deposito de gordura esta localizado no hepatopancreas, o qual fica

localizado na regido do cefalotérax (cabega).
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Ibrahim e colaboradores (1999) no estudo de residuos do camaréo Penaeus
spp., encontraram um conteudo de lipideos totais no cefalotérax de 10,5 % (b.s) e
no exoesqueleto (casca) de 3,78 % (b.s). Para o exoesqueleto e o cefalotérax, os
percentuais obtidos de acidos graxos poliinsaturados foram 48,21 e 35,43 %,
respectivamente. Por sua vez, Henriques e colaboradores (2006) reportaram
valores de 13 % de lipideos em cabegas de camarao branco cultivado (Penaeus
vannamei), contendo em sua composi¢ao 9,0 % de EPA e 10,0 % de DHA. Nos
estudos feitos por Krzeczkowski (1970), obteve-se 1.0 a 4.0 % de lipidios totais no
residuo do camarao Pandalus borealis e reportou-se também um conteudo de
acidos graxos de 18.5 % de EPA e 13,4 % de DHA nos lipideos do residuo
analisado. Na Tabela 2.3, apresenta-se alguns dados de composi¢ao de lipideos
em residuos de outras espécies de camarao, evidenciando-se o alto conteudo de
acidos graxos -3 presentes, o que motiva o estudo de aproveitamento destes

residuos.

Tabela 2.3.- Teor de lipideos totais e conteudo de EPA e DHA em residuos de camarao
de diferentes espécies.

Conteido Acidos graxos

Pais de de poliinsaturados
Espécie de camarao Origem lipideos (%mim) Referéncia
(%)? EPA DHA
Pandalus borealis Canada 2,30 13,16 10,57 Shahidi e Synowiecki, 1991
Penaeus spp. Egito 7,14 nr nr Ibrahim et. al., 1999
Pandalus borealis Korea 2,87 8,9 10,7 Heu et al., 2003
Trachypena curvirostris Korea 3,25 10,7 10,9 Heu et.al., 2003
Xiphopenaeus kroyeri Brasil 3,53 13,22 20,50 Holanda, 2004
Penaeus monodon Bangladesh 2,50 nr nr Nargis et al., 2006
Pandalus borealis Alaska 1,0-4,0 18,5 13,4 Krzeczkowski, 1970
Penaeus Brasiliensis Brasil 0,94 nr nr Assuncao e Pena, 2007

® Resultados expressados em base seca (b.s.) ; nr. ndo reportado
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2.4.2 Carotenodides: Astaxantina

A astaxantina (ASX) é o pigmento mais abundante em animais aquaticos
como salmao, truta, camarao, lagosta e ovos de peixe, embora também seja
encontrada em microalgas, leveduras e nas plumas de algumas aves, como o
flamingo. Possui aplicagbes importantes em alimentos funcionais, ragdes para
crustaceos e salmonideos na aquicultura e na industria farmacéutica (SHAHIDI e
BROWN, 1998; HIGUERA-CIAPARA et al., 2006; HUSSEIN et al, 2006).

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-$3,3-caroteno-4,4’-diona) € um carotendide que
pertence a familia das xantofilas, sdo conhecidos assim os carotendides que
possuem um ou mais atomos de oxigénio na sua estrutura (SHAHIDI e BROWN,
1998; HIGUERA-CIAPARA et al.,, 2006). A estrutura quimica da astaxantina &
mostrada na Figura 2.4.

Figura 2.4.-. Estrutura quimica da Astaxantina.

Fonte: ( HUSSEIN et. al., 2006).

A presenga do grupo hidroxila (OH) e carbonila (C=0) sobre cada um dos
seus anéis de p-ionona explicam algumas caracteristicas singulares da
astaxantina, como por exemplo, a capacidade de ser esterificada, sua alta
atividade antioxidante e uma maior natureza polar com relacdo a outros
carotendides. A astaxantina em sua forma livre é considerada como instavel e
muito susceptivel a oxidacdo (HUSSEIN et. al., 2006). Cada ligagdo dupla da
cadeia pode existir em duas configuragcbes como isdbmeros geométricos cis (Z) e

trans (E). Os isbmeros cis sao termodinamicamente mais instaveis do que os
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isbmeros trans, e a maioria dos carotendides em forma natural e sintética séo
encontrados nesta ultima forma. Além de formar isbmeros geométricos e
considerando que cada molécula tem dois centros quirais em C-3S e C-3'S, a
astaxantina pode apresentar trés isdmeros configuracionais: dois enantidmeros
(3R, 3R e 3S, 3'S) e uma forma meso (3R,3’'S) (Figura 2.5). As configuragdes
mais abundantes na astaxantina natural sdo a 3S,3'S ou 3R, 3'R (HIGUERA-
CIAPARA et al., 2006; HUSSEIN et. al.,, 2006). Dependendo da sua origem
(natural), a astaxantina pode-se encontrar livre ou conjugada com outros
compostos como proteinas, lipoproteinas e esterificada com um ou dois acidos
graxos, os quais estabilizam a molécula (HIGUERA-CIAPARA et al., 2006;
HUSSEIN et. al., 2006).

kcﬁ\mkﬁ

0 Astaxantina 35, 2°S

o

- OH
"
HO™

0 Astaxantina 3R, 35

L

L

o Astaxantina 3R, 3'R

OH

Figura 2.5. - Isomeros configuracionais da Astaxantina.

( Adaptado de: GUERIN et. al., 2003).

Os complexos de carotenoproteinas proporcionam uma coloragdo marrom-
azulado e quando estes compostos sao desnaturados pelo calor, a ASX é exposta

e desenvolve a cor laranja-avermelhada tipica, indicando a presenga de

16



Capitulo 2: Revisdo Bibliogrdfica

astaxantina livre (HIGUERA-CIAPARA et al., 2006). Estudos reportam que nos
residuos de camardo Pandalus borealis, predomina a forma esterificada,
principalmente como diester (SHAHIDI e SYNOWIECKI, 1991).

O mercado mundial dos carotendides foi estimado em U$ 887 milhdes em
2004, onde a astaxantina foi a responsavel por 28 % da venda de carotendides
(LIMA, 2008). As rotas de producado deste carotendide s&o: sintese quimica,
producao biotecnolégica (leveduras e microalgas) e extracdo de crustaceos
(HIGUERA-CIAPARA et al.,, 2006; HUSSEIN et. al., 2006; LIMA, 2008). A
demanda comercial atual de astaxantina € principalmente satisfeita pela sintese
quimica. A astaxantina sintética é atualmente produzida através de complexas
reagdes quimicas pelas empresas Hoffmann-La Roche AG e BASF. Esta molécula
“sintética” é idéntica a produzida por organismos vivos, e consiste em uma mistura
racémica de 1: 2: 1 dos isbmeros (3S, 3S’), (3R, 3S’), e (3R, 3'R) respectivamente
(HIGUERA-CIAPARA et al., 2006). A astaxantina é vendida por aprox. US$2.500/
kg, 0 que representa um aumento de 10 a 20 % do custo total da producdo de
carne de peixe (LORENZ e CYSEWSKI, 2000).

2.4.2.1 Fontes naturais de astaxantina

Embora mais de 95 % do consumo de astaxantina na aquicultura é fornecido
pela rota sintética, um crescimento na demanda de alimentos naturais e os altos
custos dos pigmentos sintéticos tém estimulado a pesquisa de fontes naturais de
astaxantina com potencial para sua industrializagdo (HIGUERA-CIAPARA et al.,
2006; LORENZ e CYSEWSKI, 2000). A concentragao deste antioxidante nas
principais fontes naturais mostra-se na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4.- Principais fontes naturais de Astaxantina.

Fontes Concentragio de
Astaxantina (ppm) aprox.
Salmao 5
Krill (Euphasia pacifica) 120
Camarao do artico (Pandalus borealis) 1200
Phaffia rhodozyma (levedura) 8000
Hematococcus pluvialis (microalga) 40000

Fonte: ALGATECHNOLOGIES LTD, 2004.

e Algas

Numerosas pesquisas foram realizadas para avaliar varios fatores e
condigdes que afetam o crescimento da microalga Haematococcus pluvialis, a
fonte natural mais rica em astaxantina (ALGATECHNOLOGIES LTD, 2004;
LORENZ e CYSEWSKI, 2000; MACHMUDAH et al.,, 2006). O sistema de
produgao consiste no cultivo da microalga em grandes lagoas em condi¢des
controladas, seguido do procedimento para quebrar a sua parede celular e
aumentar a biodisponibilidade dos carotenoides. Finalmente, a biomassa é seca,
obtendo-se produtos com concentracdes entre 1,5 e 2,0 % de ASX, sendo
utilizadas como pigmentos e nutrientes para animais aquaticos e também na
industria avicola para a pigmentacdo de frangos e ovos (gema) (LORENZ e
CYSEWSKI, 2000; HIGUERA-CIAPARA et al., 2006). Outras espécies de algas
como Chlorella vulgaris também tem sido propostas como fontes de ASX
(MENDES et al., 1995), apresentando-se eficiente na pigmentacéo de peixes, com

a mesma magnitude dos pigmentos sintéticos (GOUVEIA et al., 2002).

° Levedura

Nas ultimas duas décadas, a Ilevedura Phaffia rhodozyma ou

Xanthophyllomyces dendrorhous tem sido amplamente estudada devido a sua
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capacidade para a produgédo de astaxantina (HIGUERA-CIAPARA et al., 2006;
LIMA, 2008). A ASX é produzida por fermentacdo em um meio controlado de
forma efetiva, obtendo um produto com um alto percentual de ASX livre (8.000
ug/g). Atualmente, a levedura € comercializada em um po fino como uma fonte
natural de ASX, proteinas e outros nutrientes e utilizados como ingrediente na

alimentacao dos salmonideos (IGENE, 2007).

o Subprodutos de crustaceos

A funcéo principal da astaxantina esta focalizada na aquicultura, como fonte
de pigmento no cultivo de salmao, truta e crustaceos em cativeiro (LIMA, 2008;
SHAHIDI e BROWN, 1998). Segundo Simpson (2006), ndo ha contradigdo no fato
de que o setor de ragdes para a aquicultura se represente como usuario principal
de pigmentos naturais a partir de residuos de crustaceos. Este fato podera ser
verdadeiro no futuro, dado o aumento constante na liderangca de paises como a

Noruega e Chile, no cultivo de salmao e truta.

Salmonideos, crustaceos e outros animais, apresentam uma exigéncia da
presengca de pigmentos carotendides para cumprir e melhorar diversas fungdes
bioldgicas, incluindo a atividade pré-vitamina A (efeito antioxidante), como
precursores de hormdnios, na resposta imune, e no crescimento, maturagao e
reproducdo (LORENZ e CYSEWSKI, 2000). No entanto, devido aos animais
serem incapazes de realizar a sintese “de novo” de pigmentos carotendides, estes
compostos devem ser incluidos na suas dietas para realizar as diferentes fungdes
mencionadas acima. Microorganismos e plantas inicialmente sintetizam
compostos carotendides como o licopeno, pB-caroteno e cantaxantinas a partir de
piruvato e Acetil Coenzima A na via dos isoprendides (LORENZ e CYSEWSKI,
2000). Os carotendides sao posteriormente ingeridos na sua dieta a partir destas
fontes primarias e sdo convertidos enzimaticamente para outros carotendides

como a astaxantina. Em alguns peixes e crustaceos, as deficiéncias em
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carotendides levam a defeitos indesejaveis como a sindrome de cor azul em
camardes. A estratégia que tém sido utilizada para evitar esses efeitos e dar a cor

laranja brilhante desejada é a inclusdo de astaxantina sintética (NatuRose™ ou
Carophyll®) nas ragdes da criagdo de crustaceos e animais marinhos (SIMPSON,

2006).

Os carotendides contidos em subprodutos do beneficiamento do camarao
tém sido profundamente estudados e quantificados. Tais pesquisas abordam
varios tipos de extragdo: Shahidi e Synowiecki (1991) e Saito e Regier (1971)
utilizaram o residuo de camarao Pandalus borealis para extracdo de astaxantina
utilizando 6leo de figado de bacalhau como solvente. Por outro lado, Meyers e
Bligh (1981) utilizaram a extragdo com solventes organicos (éter de petréleo —
acetona — agua (15: 75: 10 v/v/v)) para a extracdo de carotendides a partir de
exoesqueleto de lagosta obtendo o6timos resultados. Chen e Meyers (1982)
encontraram 161,5 pg de astaxantina /g de residuos de lagostim, usando solvente,
contra 80 ug de astaxantina /g, na extragdo com 6leo. Yamaguchi et al. (1986),
utilizaram CO, supercritico como solvente para extrair 6leo e astaxantina de krill
da Antartica, Euphausia superba (um crustaceo semelhante ao camarao). Eles
reportaram valores muito superiores aos alcangados por Shahidi e Synowiecki
(1991) e Chen e Meyers (1982). Na Tabela 2.5, é apresentado com mais detalhes

as pesquisas mencionadas.
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Tabela 2.5.- Alguns estudos realizados da extracdo de astaxantina a partir de crustaceos

Carotendides

Astaxantina (%)

Fonte Totais Solvente de Outros Referencia
(ng ASX/g extragao Livie Monoester Diester Carotenédides
residuo)
Camarsio® Oleo de Shahidi e
. , igado de , , , eaxantina ynowieckKi
(P. borealis) 147,7 figado d 3,95 19,72 74,29 Z i S iecki
' bacalhau (1991)
Camarao ? Oleo de Saito e Redier
(Solenocera 121,3 figado de nr nr nr - (1971 )g
melantho) bacalhau
Lagosta®
(Procambarus 153,1 Sol\ferltes 40,3 49,4* nr Astaceno Meyers N
clarkii) organicos Bligh (1981)
Camaréao Solventes .
(Penaeus 40,6 organicos nr nr nr - S;Ch(lggga;t
indicus) (Acetona) v
\l;:rgn?::z; 161,5 Solventes Chene
(Procambarus organicos nr nr nr -- Meyers
clarki) 87,8 Oleo de soja (1982)
Lagostlm; Solventes
vermelho . Charest et al.
177,5 organicos nr nr nr -
(Procambarus (2001)
clarkii (Acetona)

® Dados resportados em base seca (b.s.)

* Reportados como ésteres de astaxantina totais

nr ndo reportados

2422

Astaxantina como antioxidante

O metabolismo dos organismos aerdbicos gera normalmente moléculas

oxidativas, isto €, radicais livres (moléculas com elétrons desemparelhados) tais

como hidroxilas e peroxidos, bem como espécies reativas de oxigénio, que sao

necessarios para sustentar os processos vitais. No entanto, quantidades em

excesso deste tipos de compostos sdo perigosos devido a sua alta reatividade,

pois eles podem se ligar com varios componentes celulares tais como proteinas,
lipideos, carboidratos e DNA (DI MASCIO et al., 1991; HHGUERA-CIAPARA et al.,

2006). Assim, um antioxidante € uma molécula que tem a capacidade de remover

radicais livres de um sistema, reagindo com eles para produzir outros compostos
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in6cuos ou interromper a reagdes de oxidagao (DI MASCIO et al., 1991; MOURE
et al, 2001).

Os efeitos potenciais da astaxantina sobre a saude humana tém sido
associados com suas propriedades antioxidantes (NAGUIB, 2000). Além de ser
um pigmento, a astaxantina € um potente antioxidante, sendo este seu segundo
uso mais importante (LIMA, 2008). Tem sido reportado que a ASX tem uma
atividade antioxidante 10 vezes maior que outros carotendides como zeaxantina,
luteina, cantaxantina e - caroteno (MIKI, 1991) Varios estudos meédicos
realizados nos ultimos 10 anos, tem sido compilados em dois trabalhos de revisao
(GUERIN et al., 2003; LORENZ e CYSEWSKI, 2000), os quais descrevem o0s
beneficios de um alto consumo de astaxantina. Como os crustaceos, os
mamiferos incluindo os seres humanos, carecem da capacidade de sintetizar
astaxantina ou converté-la em vitamina A, por isso é necessario que seja
adicionada na dieta alimentar (HUSSEIN et al.,, 2006; GUERIN et al., 2003;
HIGUERA-CIAPARA et al., 2006).

Algumas doencgas e condi¢gdes de saude para a qual a ASX tem mostrado
efeitos benéficos sado listadas abaixo (GUERIN et al., 2003; HIGUERA-CIAPARA
et al., 2006).

e Doengas cardiovasculares;

e Cataratas;

e Doengas de Alzheimer e de Parkinson;

¢ Inflamacao crbnica, doencas virais e auto-imunes;
¢ Normalizacao do ritmo cardiaco;

e Protecgao solar contra os raios UV,

e Agente anti-hipertencéo;

e Colesterol;

e Dispepsia;
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e Hiperplasia benigna da préstata (HBP).

2.5 Extragao de lipideos e carotendéides com solventes orgénicos

A extracdo com solventes € o método mais comumente usado na extracao
de lipideos. Algumas desvantagens com relagdo a separagdo do solvente do
lipideo como as altas temperaturas de processo e a grande quantidade de
solvente necessario para conseguir altos rendimentos, tém direcionado a pesquisa
de novas metodologias para a extragcdo destes compostos (SAHENA et al,
2009a). Em geral, os carotendides e lipideos sdo compostos soluveis em
solventes nao-polares, pelo qual este tipo de solventes tem sido utilizado para
realizar a sua extracdo. No entanto, quando as amostras que contém os
carotendides possuem uma umidade consideravel, estes precisam ser extraidos
usando um solvente polar como modificador (por exemplo, etanol ou acetona)
(MERCADANTE, 2008; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotendides sado alcenos, (com varias duplas ligagbes) os quais
apresentam susceptibilidade a reagdes quimicas tipicas deste grupo quimico,
como por exemplo, oxidagao e halogenacéo. Por isto, os solventes utilizados para
extragao de carotendides devem estar livres de oxigénio, acidos, halégenos, com
o fim de evitar a sua degradacado. A selecdo de um solvente € muito importante
para obter extratos de boa qualidade e, além disso, deve ser nao inflamavel, ndo
téxico e ndo volatil. No entanto, até hoje, ndo tem se encontrado um solvente com
tais caracteristicas. Alguns solventes como os clorados apresentam um
rendimento alto de extragdo, mas sado potencialmente toxicos e cancerigenos
(DELGADO - VARGAS et al., 2000; MERCADANTE, 2008). Outros solventes
como o n-hexano e n-heptano, apresentam baixas taxas de extragdo, porém o
restante das suas caracteristicas s&o favoraveis, de fato é empregado a nivel
industrial para extrair carotendides com a mesma metodologia utilizada para a

extragdo de 6leo. Uma grande preocupagao pelo meio ambiente e pelos baixos
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rendimentos de extracdo deixados por estes solventes (quase 50 % dos
carotendides sao perdidos), tem-se direcionado os estudos para alternativas de
extragdo. Uma alternativa de processo hoje em dia, é a extragdo com fluidos
supercriticos, em razao deste processo apresentar-se rapido, eficiente e de baixa
toxicidade (DELGADO - VARGAS e PAREDES - LOPEZ, 2003)

2.6 Extracao com fluidos supercriticos

2.6.1 Fluido Supercritico (SCF)

Uma substancia esta no estado supercritico quando sua temperatura e
pressdo sao superiores aos seus valores criticos (Tc e Pc, respectivamente).
(SANDLER, 1989). Na Figura 2.6 s&o observadas as regides onde sélido, liquido,

gas (vapor), liquido-vapor, solido-liquido e fluido supercritico existem.

Critical
point {(CP)

Solid

Pressure ——

e
]
LE)
|

Triple -
point (TP) Gas

I
I. Temperature —

Figura 2.6.- Diagrama de Equilibrio para uma substancia pura.
Fonte: (Brunner, 2005).

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas das substancias
assumem valores intermediarios entre as dos liquido e gas. Propriedades como a
densidade, relacionadas a capacidade de solubilizagdo, aproximam-se daquelas
tipicas de um liquido, enquanto que as propriedades relacionadas ao transporte de
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matéria, como a difusividade e a viscosidade, alcangam valores tipicos aos de um
gas (CLIFFORD, 1999). Adicionalmente, perto do ponto critico, sua densidade
pode mudar rapidamente, variando os valores de temperatura e pressao,

permitindo ter seletividade ou fracionamento no extrato (BRUNNER, 2005).

E bem conhecido que os gases sdo péssimos solventes, mas se difundem
com extrema facilidade e sdo pouco viscosos. Por outro lado, os liquidos sao
excelentes solventes, mas de difusédo lenta e alta viscosidade. Assim, os fluidos
supercriticos sao convenientes substitutos dos solventes organicos nos processos
de extracdo. Relaciona-se a seguir algumas das suas propriedades e vantagens
da sua utilizacdo (ROZZI e SINGH, 2002):

1. Possuem alto coeficiente de difusdo e viscosidade baixa;

2. Auséncia de tensao superficial, o qual aumenta a operagao de extracéo
dado a rapida penetracdo destes no interior dos poros da matriz
heterogénea,;

3. A seletividade durante a extragcdo pode ser manipulada pela variagao das
diferentes condi¢des de operacdo, como temperatura e pressao afetando a
solubilidade de varios componentes no fluido supercritico;

4. Nao deixa residuos quimicos no extrato de interesse;

5. Permite sua facil recuperacao, admitindo processos de recirculagao.

2.6.2 Processo de extragao com fluidos supercriticos

A extracdo com fluido supercritico (SFE) € uma operacg&o unitaria utilizada
principalmente quando se deseja retirar substancias de interesse (analitos) de
matrizes sélidas e que aproveita o poder solvente dos SCF (BRUNNER, 2005;
DEL VALLE e AGUILERA, 1999).

Esta técnica consiste em duas etapas: extragdo e separagdo do extrato do

solvente: na extracdo, o fluido supercritico escoa através de um leito fixo de
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particulas sdlidas e solubiliza os compostos da matriz sélida. O solvente é
alimentado no extrator e distribuido uniformemente no interior do leito fixo. A
mistura extrato/solvente deixa o extrator e passa pelo separador (precipitador),
onde finalmente os compostos sdo separados através da alteragcao das condigdes
de pressao e temperatura de modo que o solvente seja gasoso nessas condigdes
(BRUNNER, 2005).

Algumas caracteristicas deste tipo de extragao foram relatadas por Brunner
(2005):

e O material sdlido é esgotado do material extraido no sentido do fluxo do
solvente;

e A forma da curva de extragado (massa de soluto extraido versus massa de
solvente) depende das propriedades cinéticas de extragdo do material
sélido e do poder solvente do SCF, o qual, pela sua vez, depende das
condigdes de operagao (pressao e temperatura);

e Tanto para a matriz sélida como para o solvente, o processo € transiente.

A extracdo de compostos de fontes naturais € a aplicagdo mais estudada dos
SCF. A extragdo com fluidos supercriticos apresenta vantagens sobre os
processos tradicionais de extragao (principalmente extragdo com solventes): € um
processo flexivel devido a possibilidade de ajustar continuamente o poder
solvente/seletividade do SCF, permitindo a supressao dos solventes orgéanicos
(poluidores) e o custoso processo de eliminagcdo do solvente do extrato
(REVERCHON e DE MARCO, 2006).

O fluido supercritico mais utilizado é o didéxido de carbono (SC-CO,), pois
nao € corrosivo na presenga de agua, nao é toxico, ndo inflamavel, nao reagente e
pode-se obté-lo a partir de recursos renovaveis em grandes quantidades, com alta
pureza e a baixo custo (DEL VALLE e AGUILERA, 1999). Além disso, suas

temperatura e pressao criticas sdo baixas (Tc = 31 °C, Pc=73, 86 bar) o que é
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conveniente quando se pretende extrair compostos termolaveis (CLIFFORD,

1999). O CO, possui uma baixa polaridade, o que o permite extrair seletivamente

compostos com estruturas quimicas similares aos que sado extraidos com

solventes organicos convencionais, como n-pentano e n-hexano (DEL VALLE e
AGUILERA, 1999; REVERCHON e DE MARCO, 2006). Segundo Del Valle e
Aguilera (1999) o poder solvente do SC-CO,, pode ser resumido pelas seguintes

caracteristicas:

A presenca de moléculas polares e o aumento da massa molecular
geralmente diminuem a sua solubilidade;

Compostos organicos oxigenados (alcoodis, aldeidos, cetonas, eésteres,
eteres) de mediana massa molecular < 150 Da), compostos organicos nao
polares (alcanos, alcenos, terpenos) de baixa massa molecular e
compostos organicos polares (acidos carboxilicos) de baixa massa
molecular sdo soluveis;

Acidos graxos livres e seus glicerideos tém baixa solubilidade e a agua é
poquissimo soluvel;

O SC-CO; é um solvente muito flexivel devido as grandes variagées nas
suas propriedades, ainda que nado é um solvente universal. Na medida em
que a pressdo aumenta, o SC-CO, é capaz de separar compostos menos
volateis, de maior massa molecular e/ou maior polaridade dentre aqueles
nao-polares tais como (em ordem de capacidade de extragcdo decrescente):
Oleos essenciais, terpenos mais pesados, ésteres, acidos graxos livres,
Oleos, ceras, resinas e pigmentos (clorofila, carotenos). As proteinas,

amidos, agucares e sais minerais sao insoluveis.

Sao0 inumeras as aplicagdes da extracdo supercritica, como exemplos:

descafeinacdo de café e cha, extracdo de aromas, antioxidantes e outras

substancias ativas de varias partes das plantas (alecrim, coentro, tomilho,

orégano, murta, erva cidreira, etc.), extracdo de corantes naturais (licopeno, -
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caroteno, astaxantina), eliminagdo de 6leo de batatas, desodorizagdo de 6leos e
de gorduras animais e vegetais e remogao de pesticidas, entre outros (BRUNNER,
2005; REVERCHON e DE MARCO, 2006)

2.6.3 Taxa de extragao supercritica: transferéncia de massa

O curso da extragao supercritica a partir de substratos sélidos apresenta dois
tipos de curvas de taxa de extrag&o. A curva (a) da Figura 2.7, representa o caso
de uma extragdo com alta quantidade de concentracdo inicial de extrato no

substrato sélido ou o caso de um extrato que é facilmente acessivel ao solvente.

A?”e\’n'm‘o AI”etn‘m‘o

At Ar

3 >

Tempo, Massa de solvente Tempo, Massa de solvente

(a) (b)

Figura 2.7.- Esquemas tipicos das curvas globais de extragéo (OEC).

(Brunner, 1994 adaptado de Quispe-Condori. 2005).

Durante a primeira parte da extragao (CER, constant extraction rate period),
a transferéncia de massa € constante e determinada pela transicao na interface
entre o solido e o solvente. Na segunda parte deste tipo de extragdo (FER, falling
extraction rate period), dois efeitos podem causar uma queda na concentragao
meédia do extrato no solvente: (1) O extrato no substrato solido perto da interface
soélido/gas € esgotado, e, portanto o transporte do extrato do interior do substrato

para a superficie representa uma resisténcia adicional a transferéncia de massa, e
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(2) o comprimento do leito que contém o extrato ndo é suficiente para que o
solvente seja saturado (MEIRELES, 2008).

A curva (b) representa a taxa de extragcdo em casos onde a concentragao
inicial de extrato no substrato solida é baixa, ou o solvente ndo tem facil acesso,
de modo que o transporte do composto de interesse desde o sdlido até a interface
substrato/solvente € dominado pela transferéncia de massa desde o comeco da
extragdo (BRUNNER, 1994). O coeficiente de transferéncia de massa é uma
funcdo dos parametros de processo e das caracteristicas do leito. Se as
caracteristicas do leito (tamanho das particulas e densidade do leito) forem
mantidas constantes, espera-se que os parametros de processo (temperatura,
pressado e vazao de CO,) exer¢cam influéncia sobre o coeficiente de transferéncia
de massa (BRUNNER, 1994).

2.6.4 Extracao com fluidos supercriticos usando etanol como co-solvente

E possivel modificar e estender a seletividade e solubilidade de certos
compostos em dioxido de carbono supercritico pela adicdo de co-solventes no
meio de extracdo (BRUNNER, 1994; RAVENTOS et al., 2002). Este fato pode ser
explicado pelas interacdes fisicas entre solvente e co-solvente (pelo incremento de
densidade), bem como as interagées quimicas com o soluto de interesse (por
ligagbes de hidrogénio). Tem-se demonstrado que o uso de co-solvente facilita a
solubilidade em dioxido de carbono de materiais como lipideos de gema de ovo,
Oleo de peixe, pigmentos a partir de cenoura e tomate e varios antioxidantes
(RAVENTOS et al., 2002). Para a maioria das aplicacdes industriais, a selecdo de
solventes € geralmente limitada a solventes considerados como seguros (GRAS),
e, na pratica, o etanol, ou misturas de etanol com agua s&o utilizados (BRUNNER,
1994)
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Na extragcédo supercritica de lipideos e colesterol a partir de carne moida de
boi (CHAO, 1996) mostrou-se que nas condigdes de 138 bar e 40°C, a adigao de
5%(m/m) de etanol como co-solvente resultou em um aumento de 3.6 vezes no

rendimento de extrac&o de lipideo com relagéo a extragéo realizada com COa.

2.7 Extracdao supercritica de lipideos e astaxantina com fluidos

supercriticos

2.7.1 Extracao de lipideos

A extracdo de lipideos com fluidos supercriticos tem ganho uma grande
aceitacdo como uma técnica limpa de extracdo e uma alternativa a tradicional feita
com solvente. Das caracteristicas referidas da extragao supercritica cabe ressaltar
que lipideos polares como fosfolipidios e glicolipideos (Figura 2.2) permaneceram
sem ser extraidos devido a sua baixa solubilidade em SC-CO,. Também, é
importante mencionar a alta pureza do extrato, o qual apds a extracdo encontra-se
livre de solvente orgénico. Na Tabela 2.6 sdo apresentadas as principais
vantagens do uso de fluidos supercriticos na extragcado de lipideos em relagcédo a

extragdo com solventes organicos.

Muitos autores tém estudado a influéncia do teor de agua na matéria-prima
no rendimento da extragdo supercritica de 6leos. Dunford et al. (1997) estudaram
a extracdo do O6leo da cavala do atlantico com diferentes teores de agua e
concluiram que a solubilidade do 6leo no fluido supercritico diminui com o
aumento do nivel de umidade do peixe. King et al. (1989) sugeriram que a
desidratacido de carne bovina de 74% para 1,5% de umidade, permitiria um melhor
contato entre a SC-CO;, e a fase lipidica nas amostras de carne.
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Tabela 2.6.- Comparacéao entre a extracao de lipideos por solventes e fluidos supercriticos.

Extragdo com solvente

Extragao supercritica sem co-solvente

e Presencga inevitavel de solvente. O nivel residual do solvente
(geralmente ppm) depende do tipo de solvente usado;

e Conteldo de metais pesados também é inevitavel e dependem do
solvente usado, a metodologia de reciclo do solvente e o material de
construgcédo dos equipamentos empregados;

e Sais inorganicos ndo podem ser evitados, usando o mesmo
conceito acima;

e Substancias polares sdo dissolvidas juntamente com as
substancias lipofilicas devido a pouca seletividade do solvente.
Durante a remogdo do solvente, os compostos polares formam
polimeros que levam a descoloragado do extrato e adquirem pobres
caracteristicas de  escoamento, obtendo-se um extrato
“pseudonatural’;

e Substancias polares e nao polares sao extraidas;

e Remocgdo do solvente exige operagbes unitarias adicionais,
resultando em maior custo do processo e menor recuperagdo de

material util;

o Extrato totalmente livre de solventes e, portanto mais puro;

o Totalmente livre de metais pesados ja que eles ndo sao extraiveis
ainda que eles estejam presentes na amostra a ser extraida.
Nenhum metal pesado se encontra presente no COy;

o Totalmente livre de sais inorganicos, explicado pelas mesmas
razées acima;

e O CO, ¢ altamente seletivo e nao existe a possibilidade de
substancias polares formarem polimeros. Além disso, temperaturas

entre 40-80 °C sao empregadas;

e Somente compostos ndo polares e ligeiramente polares sao
extraidos;
¢ Nenhum equipamento adicional € necessario e a recuperagao de

material puro é muito alta.

(Adaptado de SAHENA et al., 2009a)
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Poucos artigos da literatura tém descrito a extragdo de lipideos de origem
animal ou de seus componentes com didxido de carbono supercritico. Estudos
tém sido principalmente focados na extragcdo de lipideos a partir de peixes,
crustaceos e ovos (HARDARDOTTIR e KINSELLA, 1988; YAMAGUCHI et al.,
1986; FRONING et al., 1990). O interesse principal destas pesquisas foi estudar o
perfil de acidos graxos, devido ao fato de que os animais marinhos contém uma
quantidade importante de glicerideos com acidos graxos poliinstaturados

presentes na sua estrutura.

Charest et al. (2001) reportaram um “screening” (classificacdo) dos efeitos da
temperatura, pressao, uso de co-solvente, tamanho de particula e cozimento dos
residuos sobre o rendimento de extracdo de O6leo de residuos de lagostim-
vermelho (Procambarus clarkii). Foi observado que variaveis como temperatura,
pressao, cozimento dos residuos e o tamanho de particula ndo apresentaram
nenhum efeito, enquanto que o uso de co-solvente e pouca umidade

apresentaram efeitos positivos.

Yamaguchi et al (1986) analisaram os efeitos da temperatura e da pressao
na extracdo de o6leo de krill da Antartica com SC-CO;, (Euphausia superba) que é
um crustaceo semelhante ao camarédo. Quando a temperatura foi aumentada de
40 a 80°C, mantendo a pressao constante (245,2 bar), os rendimentos de extragao
de lipideos foram quase constantes. Hardardottir e Kinsella (1988) fizeram
similares observagdes na pesquisa sobre extracédo de lipideos e colesterol a partir
de truta arco-iris na faixa de pressao de 138-345 bar e temperatura de 40-50°C.
No entanto, a adicdo de 10% de etanol como solvente modificador aumentou
significativamete a solubilidade dos lipideos em SC-CO,. Tanaka et al. (2004)
realizaram a extracio supercritica de lipideos a partir de ovas de salmao e quando
foi adicionado 5% de etanol na mistura do solvente de extragdo, aproximadamente
80% dos triacilgliceréis foram recuperados. Ja, as extragdes realizadas com

misturas de 10, 15 e 20% de etanol atingiram recuperagdes acima de 90%, como
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pode ser observado na Tabela 2.7, a qual apresenta alguns exemplos de
condigbes experimentais usadas na extragdo de lipideos e astaxantina com SC-
CO:a.

No trabalho de Sanchez-Vicente et al. (2009) foi estudado o efeito da
pressdo e temperatura (40 e 51°C e 150 e 198 bar) na extracdo de dOleo de
sementes de péssego (Prunus pérsica). O uso de 2,5 e 5,0 mol % de etanol como
co-solvente também foi pesquisado. A extracdo do 6leo desta semente apresenta
importédncia devido a seu alto conteudo em acido linoléico (16-18 %). Os
resultados mostraram que para uma dada pressao e vazao de CO,, o rendimento
de extracao de 6leo diminui com o0 aumento da temperatura. Isto € devido ao efeito
da diminui¢cdo da densidade do CO, que predomina sobre o efeito do aumento da
pressao de vapor do soluto para pressdes abaixo de 200 bar. O aumento na
concentracao de etanol provoca um aumento no rendimento de extracdo de 6leo
como resultado das interagdes entre o grupo alcool e os componentes do dleo
como acidos graxos e glicerideos, o que facilita a sua solubilidade no meio de
extragdo. Foi atingido 70 % do valor dos lipideos extraidos por soxhlet nas
condicdes de 51 °C, 198 bar e 5 % etanol.
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Tabela 2.7.- Alguns estudos de extracio supercritica de lipideos e astaxantina.

Melhores condigdes de extragcado

i Umidade . Co-
Pré- Pressdo Temperatura .
Fonte amostra o solvente . . Referéncia
tratamento %) (bar) (°C) % (viv) Lipideos Astaxantina
. Liofilizagao o
(Efc?f;ﬁi?aﬁ?ﬂi"ﬁﬁo Moagem 0,25,50  138-310 50-70 10 nr 611 50%/ (Zﬁig:éé) glha(rggtt)? ;
Peneiragem ) "
Krill Yamaguchi
(Euphausia superba) Liofilizag&o 7.83 245 e 392 40-80 - 40 °C / 250 bar 9
-—- et al., (1986)
- Hardardottir
Truta arcoiris P 40 °C /275,8 bar '
(Salmo gairdneri) Liofilizagcao <2 138-345 40-50 10 1 10% etanol nr e Kinsella,
(1988)
Levedura Spray Drying 5 Lim et al.,
Phaffia rhodozyma Moagem nr 102 - 500 40-80 1-15 -- 40°C / 500 bar (2002)
Microalga Liofilizagcao o o Mendes et
Chlorella vulgaris Esmagado nr 200 - 350 40-55 -- 55 °C / 350 bar 55°C / 350 bar al., (1995)
Microalga 5 Machmudah
Haematococcus pluvialis Secagem nr 200 - 550 40-80 1,67-75 -- 80°C/ 500 bar et al., (2006)
Tanaka e
Ovas de salmao Liofilizagao nr 98 — 314 40-80 - 80 °C/ 314bar 80°C/ 314 bar Ohkubo,
(2003)
Secagem a
. temperatura 60°C /250 bar/ Lopez et al.,
Residuos de lagosta ambiente, nr 200-350 40-60 5,10, 15 -- 15% etanol (2004)
Moagem
. e 5,10, 15, 33° C/177bar/ Tanaka et
Ovas de salmao Liofilizagao nr 177 40-80 20 20% etanol -—- al., (2004)

nr: nao reportado
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2.7.2 Extracao de carotendides

Como mencionado antes, os carotendides sdo compostos inestaveis e muito
sensiveis aos processos de oxidagao, onde fatores como luz e altas temperaturas
aceleram seus processos de degradacgdo. O tradicional emprego de solventes
organicos para a extracdo de carotenoides implica o uso de temperaturas
relativamente altas para a remocdao dos mesmos e consecuentemente uma
diminuicdo na quantidade e qualidade dos carotendides extraidos (MATTEA et al.,
2009). Para evitar estes efeitos, o processo de extragdo com fluidos supercriticos
resulta uma metodologia apropiada, pois esta tecnica € desenvolvida em uma
atmosfera quase inerte e a temperaturas baixas (que podem ser selecionadas),
evitando assim a degradagao dos compostos de interesse presentes no extrato e
transformagdes aos seus cis- isbmeros (MATTEA et al., 2009). Pelas anteriores
consideragdes, a extracdo de xanatofilas de fontes vegetais tem sido amplamente
estudada, particularmente de microalgas e leveduras (MACIAS-SANCHEZ et al.,
2005; CARERI et al., 2001; MENDES et al., 1995

Lim et al., (2002) estudaram a influéncia da pressao, temperatura, uso de
etanol como co-solvente e da vazao de CO; na extragcdo supercritica de
carotendides, astaxantina e lipideos da levedura Phaffia rhodozyma. As condigbes
operacionais foram: 102 - 500 bar, temperaturas de 40 — 80 °C, porcentagem de
etanol adicionado de 1-15 % e 3 horas de extracdo. Os resultados mostraram que
o rendimento de extracdo de carotenodides (incluindo a astaxantina) incrementa
gradualmente até 200 bar, com temperaturas de operacdo de 40, 50 e 60 °C.
Acima de 200 bar, o rendimento de extracdo de carotendides aumenta
drasticamente, obtendo-se a mais alto rendimento de extracido de astaxantina e
carotendides (90 % e 84 % respectivamente) nas condigbes de 500 bar, 40°C e
uma densidade de CO, de 1,0 kg/m®. O rendimento total de astaxantina
incrementa ligeiramente com o incremento da vazdo de CO,, efeito contrario as

extragdes feitas com co-solvente, onde um aumento na quantidade de etanol
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aumentou de maneira significativa a extragdo de carotenoides. Estes
pesquisadores também experimentaram a extracido fracionada, desenvolvida em
duas etapas consecutivas de extracao a 300 e 500 bar, reportando um incremento
de 10 vezes na concentragdo da astaxantina no extrato na segunda etapa. Na
primeira etapa foram extraidos os compostos indesejaveis devido a condi¢cdo de
baixa pressao, na qual, a astaxantina tem uma baixa solubilidade no SCF.

Mendes et.al., (1995) extrairam carotendides (astaxantina e cantaxantina,
principalmente) e lipideos a partir da microalga Chlorella vulgaris com SC-CO..
Para a extragao utilizaram as seguintes condi¢des: temperatura (40 — 55 °C),
presséo (200 — 350 bar), vazado de CO; (0,4 L /min) e tempo de extracdo de 4h. A
pesquisa indicou que o rendimento de extracido de lipideos cresce com a pressao
a temperatura constante ou com a temperatura a pressao constante. A extracao
de lipideos também esta influenciada pelo tamanho de particula da alga,
demonstrando que o maior rendimento de extragc&o de lipideos (13,3 % (b.s.)) foi
encontrado quando a alga foi triturada em comparagcédo quando se fez extragao
com alga inteira (5% (b.s).). As curvas de extragcdo de carotendides mostraram
que a temperatura constante, o rendimento incrementa com a pressao. O efeito da
temperatura ndo é muito importante no intervalo de pressoées estudado, exceto em
200 bar, onde um incremento na temperatura fez decrescer o rendimento de
extracdo de carotendides. A 350 bar de pressdo, o rendimento de extracéo
supercritica dos carotendides com algas trituradas apresentou um valor mais

favoravel comparado com as extracdes feitas com acetona e n-hexano.

Machmudah et al., (2006) avaliaram os efeitos da temperatura, pressao e
vazao de solvente no rendimento de extracdo de astaxantina da microalga
Haematococcus pluvialis utilizando SC-CO,; com e sem etanol como co-solvente.
As extracbes feitas sem co-solvente demonstraram que a quantidade total de
extrato, de astaxantina extraida e o conteudo de astaxantina no extrato

geralmente aumentam com o incremento da temperatura e da pressao. A maior
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quantidade de astaxantina extraida foi obtida a 550 bar, 70°C e 3 mL/min de vazao
de CO,. Ja nas extracdes feitas com co-solvente, a quantidade de astaxantina
extraida aumentou mais de duas vezes a uma pressao de 400 bar. Além disso, a
maior quantidade de astaxantina foi extraida conforme a razdo de etanol no

solvente aumentava e a vazao de CO, era diminuida.

Lopez et. al. (2004) estudaram a influéncia da pressao e da temperatura na
extragao seletiva de astaxantina a partir de lagosta seca e moida usando SC-COa.
As condic¢des utilizadas na extracao foram: temperatura, 40-60 °C, presséao, 200 —
350 bar, vazdo de 1-3 mL/min de CO,. O maior rendimento de extracdo de

astaxantina foi obtido na temperatura de 60 °C e 200 bar de pressao.

No trabalho realizado por Yamaguchi et al., (1986), mencionado
anteriormente, reportaram um conteudo total de carotendides no dleo extraido de
435-504 ug/g 6leo (nas condigdes de 40°C e 245,2 bar), no qual a composigao de
carotenoides foi de 48-58% de astaxantina diester, 33-44% de astaxantina

monoester, 5-7% astaxantina e 1% sem identificagao.

Tanaka e Ohkubo (2003) reportaram dados da extragdo com SC-CO, de
lipideos e carotendides a partir de ovas de salmio. Estes pesquisadores utilizaram
como condi¢des uma faixa de 98 — 314 bar de pressao e 40-80 °C de temperatura,
uma vazao de CO; de 3 mL/min e 2 horas de extracdo. A maior recuperagao de
extragao de oleo (cerca de 60 %) foi atingido nas condi¢cdes de 314 bar e 80 °C.
Foi observado que a temperatura constante, o rendimento de extracdo de dleo
aumentou com a pressao. Também estudaram a influéncia das condicbes de
extragdo no conteudo de acidos graxos no 6leo e concluiram que em geral os
triglicerideos de baixo peso molecular sdo extraidos facilmente a baixas pressdes
e os de triglicerideos de alto peso molecular s&o extraidos facilmente a altas

pressdes. O rendimento de extracdo de astaxantina aumentou com a temperatura

37



Capitulo 2: Revisdo Bibliogrdfica

€ a pressao, e seus resultados mostraram que este carotendide é estavel a altas

pressdes e temperaturas, ao contrario do reportado por Yamaguchi et.al. (1986).

Considerando os estudos feitos de extracdo de lipideos e astaxantina com
fluidos supercriticos, pode-se ressaltar que este processo esta condicionado pela
transferéncia de massa interna, como foi observado pelo forte efeito do tamanho
de particula e outros pré-tratamentos como a ruptura das paredes celualres de
microalgas e leveduras. A relativa baixa solubilidade da astaxantina em SC-CO, é
um fator muito importante na extracdo e é notério que sado requeridas altas
pressdes para obter um bom rendimento na extragcdo e que, a adigdo de um co-
solvente polar incrementa a taxa de extracdo devido ao aumento da solubilidade

da astaxantina na mistura de solventes.

Outros estudos sobre a extracdo de carotendides com fluidos supercriticos
tém sido realizados a partir de matrizes vegetais tais como o buriti, péssego,
tomate, cenoura e pitanga (FRANCA et al., 1999; ROZZI et al., 2002, MARGARET
BARTH et al., 1995; LOPES FILHO et al., 2008).

Franca et al. (1999) estudaram o efeito da pressdo, da temperatura e da
vazao de solvente sobre o rendimento de extragao de 6leo de buriti. Foi reportado
que o aumento da pressdo de 20 para 30 MPa aumenta significativamente o
rendimento de extragdo de 6leo a 40°C. As duas curvas de extragédo obtidas para
estas pressdes apresentaram as trés regides que usualmente sdo encontradas na
extragdo de produtos de fontes vegetais: periodo de taxa constante de extragao,
periodo de taxa decrescente (transigdo) e periodo de taxa controlada pela difuséo.
Além disso, a inclinacdo da curva no periodo de extracdo constante aumenta a
medida que a pressdo € acrescentada, devido ao incremento da solubilidade do
soluto no SC-CO,. No entanto, as variaveis temperatura e vazao de solvente

também afetam, com menos intensidade a inclinacédo da curva de extracdo. Nesta
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pesquisa, o maior rendimento de extragao (7,8 %) foi atingido nas condigdes de 40
°C, 300 bar e 0,43 g/ s de vazao de COs,.

Rozzi et al. (2002) estudaram a extragdo de licopeno, B-caroteno, o-
caroteno, a-tocoferol, y-tocoferol e d-tocoferol nos extratos supercriticos obtidos a
partir de subprodutos do tomate (pele e sementes de tomate). Foram usadas
como condi¢gdes de extracdo temperaturas entre 32 e 86 °C e pressdes entre
137,8 - 482,6 bar e foi avaliado o efeito da vazao e volume de CO,,_Foi encontrada
uma relacdo positiva entre o aumento da temperatura e /ou pressdao e a
quantidade de licopeno e a-tocoferol extraido. Os dados demonstraram que a altas
temperaturas e pressdes, a recuperacao de todos os carotendides e tocoferdis
aumentou, exceto para oé-tocoferol. Nesse estudo as condigdes otimas para a
extragao de licopeno contendo 7,19 pg licopeno/g foram 86°C, 344,7 bar e 500 mL
de CO, com vazédo de 2,5 mL/min resultando em uma recuperacdo de 61% de

licopeno.

Na extracdo supercritica de p-caroteno a partir de cenoura liofilizada
(MARGARET BARTH et al, 1995) foram otimizadas as condi¢gdes de extracao de
temperatura (30, 40 e 50 °C), pressao (303,98, 405,30 e 506,62 bar) e
concentracdo de co-solvente (5 e 10%). Na pressao de 303.98 bar o aumento da
temperatura aumenta a extrabilidade de a-caroteno e p-caroteno quando
adicionado de 5 e 10% de co-solvente. Ja, a 405,30 bar este mesmo
comportamento foi observado quando foi usado 10% de etanol. Na pressao de
506,62 bar, o aumento da temperatura e o uso de modificador ndo apresentaram
influéncia significativa, no entanto, a temperatura de 40 °C apresentou um
rendimento ligeiramente maior. O melhor rendimento de extragédo de -caroteno foi
obtido nas condi¢bes de 303,98 bar, 50 °C e 10 % co-solvente. Nestas condigbes
o rendimento médio de extragdo foi de 605 nug/g e de 485 ug/g de cenoura seca,
para o-caroteno e B-caroteno, respectivamente. Vale a pena mencionar, que o

tempo empregado na extragdo supercritica foi 1/6 do usado na extragcdo com
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solvente organico, da mesma forma que a quantidade de CO, empregado o qual
foi 20 % da mistura de hexano/ acetona na extragéo tradicional com solvente.

Lopes Filho et. al. (2008) estudaram a extragao supercritica (SC-CO;) dos
carotenodides presentes na pitanga liofilizada (Eugenia uniflora L). Foram
realizados 14 ensaios envolvendo duas temperaturas (40 e 50 °C) e sete pressodes
(100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 bar). Os resultados mostraram que a altas
pressdes, o rendimento global de extragdo (Xo%) aumenta com o aumento da
temperatura, entretanto, a baixas pressbdes foi encontrado o comportamento
inverso, onde o rendimento de extracdo decresce com o aumento da temperatura
a pressao constante. O maximo rendimento global de extragao foi obtido a 350 bar
e 60 °C, com um valor de 1,033%. A condi¢ao operacional de maior concentracao
de carotendides (250 bar e 60 °C) apresentou uma concentragao de carotendides
no extrato de 5474 pg/g. Entretanto, quando comparado com a extragéo
convencional com acetona a mesma condigcdo operacional extraiu 54,6% dos

carotendides totais que sao extraidos com acetona.
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3. RENDIMENTO E CARACTERIZACAO CENTESIMAL DO
RESIDUO DE CAMARAO-ROSA

3.1 Resumo

Mediu-se o rendimento de residuos provenientes do processamento de uma
amostra de camarao-rosa (Penaeus paulensis) oriunda do litoral do estado de Séo
Paulo. O residuo que € constituido de cabecga, cauda e casca foi liofilizado e
caracterizado quanto a sua composi¢ao centesimal (proteinas, cinzas, fibra bruta e
lipideos), teor de astaxantina e composicdo em acidos graxos do lipideo. Os
resultados mostraram que aproximadamente 40 % do camardao sao subprodutos
nao consumiveis, que o residuo seco € rico em proteinas totais (49 % (b.s)) e
contém um elevado teor de cinzas (27,0 % (b.s.)). O conteudo de lipideos totais
apresentou um valor de 4,9% (b.s), que mesmo sendo baixo com relagdo ao
residuo todo, € maior que os valores reportados na literatura para espécies
capturadas no Brasil. Ao analisar a composi¢cao em acidos graxos polinsaturados,
destacaram-se os acidos graxos w-3, eicosapentandico (EPA) e
docosahexaendico (DHA), com aproximadamente 24 % do total de acidos graxos.
O conteudo de carotendides totais como astaxantina foi de 53 ug/g residuo seco
usando uma mistura de alcool isopropilico e n-hexano como solvente de extracao.
A identificagdo da presenca de astaxantina no extrato do camardo-rosa foi
comprovada pela comparagdo com o seu padréao puro, mediante cromatografia de
camada delgada (CCD).

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material

Uma amostra de 5,0 kg de camaré&o-rosa fresco, tipo pistola, tamanho 11/15

(11 a 15 unidades por libra), proveniente da cidade de Cananéia, Sdo Paulo
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(Brasil), foi adquirida no mercado local de Campinas em setembro de 2008. O
camarao foi descascado manualmente e o seu residuo constituido de cabeca,
cauda e casca foi separado, congelado a -80°C e seco por liofilizagdo durante 48 h
(Liofilizador L101, Liobras, Sdo Carlos, Brasil). Posteriormente, foi triturado em
moinho de facas (MARCONI, modelo MA-340, Piracicaba, SP), homogeneizado,
acondicionado em potes de vidro ambar e armazenado a —20 °C, até a realizagao

dos experimentos e das analises.

O padrao de astaxantina foi adquirido da Sigma-Aldrich Co. (>92%, A9335,
Lote 037K1235) e Butilhidroxitoluol (BHT, Labsynth, Lote 888353) da Labsynth
LTDA (Diadema, SP, Brazil). Todos os solventes foram de grau analitico e
providos pela Labsynth LTDA. O nitrogénio comercial (P-4631) foi fornecido pela
WHITE MARTINS (PRAXAIR INC., Campinas, SP).

3.2.2 Rendimento de processamento

Os subprodutos do camarao foram separados manualmente do corpo inteiro.
Os rendimentos foram determinados por gravimetria, calculados em uma
populacdo de 10 camardes escolhidos aleatoriamente, aplicando a seguinte

equacao:

Rendimento de processamento = massa do residuo x100 (Eq. 3.1)

massa do camardo inteiro

3.2.3 Metodologia Analitica

3.2.3.1 Composi¢cédo centesimal aproximada

Para a determinacdo de umidade foi utilizado o residuo fresco e para as

demais analises foi usado s6 o residuo liofilizado. As analises de composicao
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centesimal foram feitas em triplicata de acordo a metodologia oficial da AOAC
(2006), assim:

» Umidade: Determinada por gravimetria por secagem em estufa a 105 °C até
peso constante (AOAC 950.46).

» Proteinas totais: Determinado pela técnica de micro-Kjeldahl, com fator 6.25
para conversao de nitrogénio para proteina (AOAC 928.08) e realizado no
Laboratério de Engenharia de Processos (LEB)/ DEA — FEA — UNICAMP.

» Residuo mineral fixo (cinzas): Incineragdo em mufla a 550 °C até peso
constante. (AOAC 920.153). e realizado no Laboratério de Engenharia de
Processos (LEB)/ DEA — FEA — UNICAMP

= Teor de fibra bruta: Digestdo com solug¢do de acido sulfurico 1,25% (m/v) e
hidroxido de sodio 1.25 % (m/v).

» Extrato etéreo: Extragdo com éter de petréleo, em extrator Soxhlet. (AOAC
991.36).

3.2.3.2 Conteudo de lipideos totais

Os lipideos totais foram extraidos e quantificados gravimetricamente usando
o método de Bligh e Dyer (1959) modificado por Manirakiza e colaboradores
(2001). Na extracdo, aproximadamente 5,0 gramas de residuo de camardo
liofilizado foram colocados junto a 20 mL de metanol e 10 mL de cloroférmio e
agitados por 2 minutos com vortex. Logo apoés, 10 mL de cloroférmio foram
adicionados, e novamente a mistura foi agitada por 2 minutos. Adicionou-se 18 mL
de agua destilada e novamente foi agitado por 2 minutos, formando-se duas fases.
Mediante centrifugacdo nas condigdes de 2000 rpm por 10 minutos as fases foram
separadas. A fase pesada foi transferida a um baldo de 50 mL com ajuda de uma
pipeta Pasteur. Uma segunda extracdo do residuo esgotado foi feita usando 20
mL de uma solugédo 10 % (v/v) de metanol em cloroféormio por agitagdo em vortex

por 2 minutos. Apos centrifugacéo, a fase de cloroférmio foi adicionada ao primeiro
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extrato. O cloroférmio foi evaporado em evaporador rotativo (MARCONI, MA-120,
Piracicaba, SP) e o residuo foi seco em estufa a 60°C por 8 horas. O teor de

lipideos final foi quantificado gravimetricamente em triplicata.

3.2.3.3 Extracdo dos carotendides presentes no residuo

A extragcdo dos carotenodides, reportados como astaxantina, foi realizada
usando solventes organicos, seguindo duas metodologias. Todos os
procedimentos empregados foram feitos em ambiente frio e sob luz amarela para

evitar degradacao do extrato durante a analise.

A primeira metodologia utilizada foi descrita por Saito e Regier (1971) e
modificada por Metusalach et al. (1997), onde em 5 g de amostra sdo extraidos os
carotendides repetidamente usando 20 mL de acetona, até que o pigmento nao
esteja mais presente no solvente (sem cor). Estes extratos foram reunidos e
misturados com uma quantidade igual de éter de petréleo (PE 40-60 °C). A fase
extrato de éter de petrdleo foi lavada varias vezes com uma solugado 0,1 % de
NaCl, com a finalidade de remover tragcos de acetona. Logo depois, o extrato foi
filtrado em sulfato de sddio anidro e evaporado sob vacuo a uma temperatura de
40 °C usando evaporador rotativo. O carotendide concentrado foi dissolvido em
hexano e completado até um volume conhecido. Depois de dilui-lo
apropriadamente, a absorbancia foi medida em um espectrofotdbmetro (Perkin
Elmer Instruments, Lamda 40, UV/VIS Spectrophotometer, EUA), no comprimento

de onda de 472 nm e calculado como € descrito no item posterior.

A segunda metodologia usada foi reportada no trabalho de Sachindra et al.
(2006), onde foi estudada a otimizagao das condigbes de recuperagao (extragao)
de carotendides a partir de residuos de camardo (Penaeus indicus) usando
diferentes solventes organicos polares ou ndo polares e suas misturas. Nesse

estudo as condi¢des otimizadas para o maximo rendimento de extracao foi obtida
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usando como solvente uma mistura de 60 % (v/v) n-hexano em IPA (alcool
Isopropilico) uma relagao solvente: amostra de 5:1 e um numero de 3 extragdes.
Esta metodologia foi também empregada na extragdo e quantificagcdo de
astaxantina. O procedimento contemplou a mistura de 5 g de amostra e 25 mL da
mistura de solventes mencionada. Trés extragcdes foram feitas e os extratos
reunidos foram lavados repetidamente com uma quantidade igual de uma solugéo
de 0,1 % de NaCl, com intuito de separar as fases e retirar da fase de n-hexano,
tracos de IPA. A fase extrato de n-hexano foi secada por filtracdo sobre sulfato de
sédio anidro e em seguida foi evaporada a uma temperatura de 40 °C usando
evaporador rotativo. O extrato seco foi diluido em hexano em um volume

conhecido e a absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 472 nm.

3.2.3.4  Quantificagdo de carotenoides totais como astaxantina

Para o calculo da concentracido de astaxantina, uma curva de calibracao
padrdo foi construida usando padrdo de astaxantina e seguindo a metodologia
modificada descrita por Tolasa et al. (2005). Aproximadamente 3 mg de
astaxantina padrado e 100 mg de Butilhidroxitoluol foram dissolvidos em 10 mL de
diclorometano (>99,9%) com ajuda de um banho de ultra-som. Posteriormente, 1
mL desta solugéo estoque foi diluida em 10 mL de n-hexano (98,5%). Logo depois
de preparada a solugcdo, a absorbancia desta solucdo foi medida em um
espectrofotbmetro UV-VIS (Perkin Elmer Instruments, Lamda 40, UV/VIS
Spectrophotometer, EUA), num comprimento de onda entre 350-600 nm (regido
visivel). A maxima absorbéancia foi observada em 472 nm. A concentragdo de
astaxantina na solugado estoque foi medida e corrigida (devido a impureza da

astaxantina) de acordo a seguinte férmula:

Absorbancia x 10000
El%

lem

CAstaxantina (/“lg/mL) = Eq (3 2)
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Onde E (1%, 1 cm) = 2100, é o coeficiente de extingdo ou a absorbancia padréo
de uma solucido de 1% de astaxantina pura em n-hexano medida em uma cubeta
de 1cm a 470 nm; 10000 é um fator de escala. Para preparar a curva de
calibracédo padrao, 0,1, 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,25 e 1,5 mL da solucao estoque
(com concentragao corregida) foram colocados em baldes volumétricos de 10 mL,
completando o volume com n-hexano. Logo depois mediu-se a absorbéncia em
um cumprimento de onda de 472 nm usando o n-hexano como branco. As
anadlises foram realizadas em ftriplicata. Dados detalhados para a construdo da

curva de calibragcédo sao apresentados no Apéndice 8A.

3.2.3.56 Composigéo de acidos graxos

Para a determinagcdo da composi¢cdo em acidos graxos, os lipideos foram
extraidos do material liofilizado, seguindo a metodologia de extragdo com éter de
petréleo, em extrator Soxhlet e em seguida, foi realizada a esterificagdo metilica
de acordo com o descrito pelos Métodos Oficiais da AOCS (2006) (AOCS Cab5A-
40). Na analise cromatografica foi utilizado um sistema de Cromatografia Gasoso
Capilar — CGC AGILENT 6850 Series GC System e coluna capilar DB-23
AGILENT (50% cianopropil) — metilpolisiloxano, de dimensées 60 m, & int: 0,25

mm, 0,25 um filme.

As condi¢cbes de operagdo do cromatografo foram: vazao na coluna = 1,00
mL/min.; velocidade linear = 24 cm/seg; temperatura do detector: 280°C;
temperatura do injetor: 250°C; temperatura Forno: 110°C — 5 minutos, 110 —
215°C (5°C/min), 215°C — 24 minutos; Gas de arraste: Hélio; Volume injetado: 1,0
ML. A identificacdo dos ésteres metilicos foi feita mediante comparacéo do tempo
de retencdo com padrdes previamente injetados. As analises foram feitas em

duplicata e a quantificacao foi feita mediante a técnica do padrao externo.
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3.2.3.6 Identificagdo da astaxantina e demais carotendides por meio de

Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Os carotendides concentrados em n-hexano, extraidos de acordo com o item
3.2.3.3, foram submetidos a Cromatografia de Camada Delgada (CCD) usando
placas de silica gel ativadas de 20 cm x 20 cm (ALUGRAM® SIL G/UVas4, 0.2mm,
Lote 804095, Macherey-Nagel, Alemanha) seguindo o procedimento modificado
descrito por Cyanotech Corporation (1998). O extrato concentrado foi colocado
(40-50 uL) sobre as placas, junto com o padrao de astaxantina que foi eluido com
uma fase movel de acetona/hexano (25:75 %v/v).

3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Aspectos gerais da amostra de camarao-rosa

Na Figura 3.1 é apresentada uma fotografia de um camarado-rosa e das
partes do seu residuo que sao representativas da amostra usada nos

experimentos.

(a) (b)
Figura 3.1.-. Fotografia da biometria de um camarao-rosa (Penaeus paulensis)
representativo da amostra. (a) Camarao inteiro. (b) Subprodutos: cabeca, casca e cauda.

O camarao usado apresentava antenas longas e finas, um conjunto de

apéndices bucais, e coloragdo alaranjada-vermelhada intensa no cefalotérax,

57



Capitulo 3: Rendimento e caracterizagdo centesimal do residuo de camardo-rosa

embora principalmente na cauda. O comprimento das amostras analisados

oscilaram entre 15,0 e 18,2 cm, com tamanho médio de 17,9 0,9 cm.

O corpo do camaréao-rosa apresentou trés regides definidas:
e Um cefalotoérax rigido (cabega) na parte anterior;
e O tronco (térax e abdémen) dividido em 6 segmentos, onde tem-se um
exoesqueleto quebradi¢o (casca) recobrindo o musculo (carne) e onde
se inserem os apéndices locomotores ou patas, em numero de dez;

e A cauda, na parte posterior.

O camaréao-rosa é um dos crustaceos mais utilizados pela alta gastronomia
por ser uma espécie com tamanhos variados, textura fibrosa e sabor delicado que
se adapta a diversos pratos. Segundo a classificagdo gastrondmica internacional
para este tipo de crustaceo, o tamanho do camarao utilizado nesse estudo foi o
tipo pistola 11/15 (11 a 15 camardes por libra), o qual € um camaréo extragrande

que pesa entre 30-40 g cada.

3.3.2 Rendimento de processamento

A Tabela 3.1 reporta valores das variagdes em massa das partes e seus
respectivos rendimentos da amostra estudada. A massa de cada camarao variou

entre 26,9 e 34,9 g com média de 30 =+ 3 g.

Tabela 3.1.- Peso do camarao e rendimento de processamento das partes.

Componentes Peso (g)° Rendimento (%)
Musculo 15-22 (18 £ 2) 60+3
Cabega 7-11(8x1) 28+3
Casca 2,0-3,0(2,3%20,3) 8+1
Cauda 0,8-1,8(1,2+0,4) 4+1

Total 27 -35(30 % 3) 100

® Valores entre paréntesis sdo as médias de 10 determinacdes + desvio padrao.
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A amostra contém aproximadamente 60% de carne e 40% de residuos,
mostrando a elevada porcentagem de subprodutos ndo consumiveis neste tipo de
crustaceo. O rendimento do processamento do camarao € de grande importancia
econdmica para as empresas de beneficiamento e/ou processadoras, ja que as
perdas em peso no descasque sdo significativas o que, além de encarecer o
produto processado, gera uma enorme quantidade de residuo. Devido ao alto
percentual de residuos e da concorréncia no mercado, foi desenvolvido um estudo
pela Associagao Brasileira de Criadores de Camarao - ABCC, em 2004, para
identificar as novas perspectivas e nichos do mercado. O estudo indicou que
existe uma tendéncia em oferecer diferentes formas de apresentagdo do produto
que possam trazer maior valor agregado, como por exemplo, camarao processado
(sem cabecga, sem casca, pré-cozido, temperado etc.) e em apresentagdes
variadas (empanado, em espetinhos, kits prontos para consumo, etc.) (SEBRAE,
2008).

Esta perspectiva de oferecimento de produtos processados faz com que as
unidades de processamento gerem uma quantidade enorme de subprodutos,
tornando-se para as empresas um lixo organico. Estudos divulgados sobre
rendimentos de processamento das espécies de camarao cultivadas e capturadas
no Brasil sdo escassos. No entanto, alguns autores, como Holanda (2004)
afirmam que o camarao, quando nao é vendido “in natura®, € encaminhado para
linhas diferenciadas de produgdo, sendo as mais representativas, a linha de
produtos sem cabega (cefalotérax) e a linha de produtos descascados por
completo (sem cefalotorax e exoesqueleto). A primeira linha de produtos indica um
aproveitamento médio de 63 %, enquanto a de camardes descascados 53,2 %.
Ogawa et al. (2007) reportam que para o caso especifico do Litopenaeus
vannamei encontrado em Fortaleza, CE-Brasil o cefalotérax constitui
aproximadamente 33 %, dependendo do tamanho dos animais. Estes valores

apresentam-se semelhantes ao rendimento obtido em musculo (carne) e em
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subprodutos (residuos) para o camarao-rosa (Penaeus pauliensis) deste trabalho
(Tabela 3.1).

Heu et al. (2003) reportaram valores de rendimento de processamento de
48,1% de musculo (carne), 38,9 % de cabeca, 10,7 % de casca e 2,3 % de cauda
para o camarao-rosa (Pandalus borealis). Em um estudo das diferentes partes do
corpo de quatro espécies de camardo da India, reportaram-se valores de
rendimentos entre 44,0 — 51,5 % de musculo, 33,5 — 45,0 % de cabeca e 11,0 —
15,1 % de casca (incluindo a cauda) (SACHINDRA et.al., 2005a). Na Tabela 3.2.,
apresentam-se os valores para cada um deles, incluido os resultados deste

estudo.

Tabela 3.2.- Rendimento de processamento (%) dos componentes do corpo de diferentes
espécies de camarao.

Especie Origem Carne Cabega Casca Cauda
Penaeus monodon®® india 51 + 4xa 34+ 2ya 14 + 3za --
Penaeus indicus™® india 52 + 2xa 34 + 2ya 15+ 1za --
Metapenaeus dobsonii™” india 51 + 2xa 34 + 2ya 15+ 1za --
Parapenaeopsis stylifera™” india 44 + 1xb 45 + 1xb 11+ 1yb -
Pandalus borealis®® Korea 48 39 11 2
Penaeus paulensis®® Brasil 603 28+3 81 41

@ Valores representam as médias de 6 determinagdes + desvio padrdo. Incluida a cauda. a-b
(colunas), x—z (filas): estatisticamente significativo (p < 0.05); ® Sachindra et.al., 2005a.

“Valores representam as médias de 10 determinagdes + desvio padréo. 4 Heu et.al., 2003.

¢ Neste trabalho.

Ao comparar os dados obtidos com os apresentados na literatura para
camardes da india e Korea, observa-se um melhor rendimento em carne no
camarao-rosa usado neste trabalho, possivelmente devido ao tamanho do mesmo,
o qual representa em peso uma maior quantidade de carne, reduzindo assim o
peso dos subprodutos. Entretanto, a porcentagem do subproduto do
processamento em todos os casos citados contribui entre 40-50% do total em
peso do camarao processado, ressaltando assim a grande importancia econémica

e ambiental, do destino de estes residuos.
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3.3.3 Composicao centesimal do residuo liofilizado

Na tabela 3.3 comparam-se os resultados da composi¢cdo quimica do residuo
do camaréao-rosa (Penaeus paulensis) obtidos neste trabalho com os resultados
obtidos por Assuncdo e Pena (2007) para o camardo-rosa (Peneaus subtilis)

proveniente da regiao metropolitana de Belém (PA) - Brasil.

Tabela 3.3.- Composicdo quimica aproximada do residuo de duas espécies de camarao-

rosa.
Componentes % Camario-rosa’ Camario-rosa®
P 0 (Peneaus subtilis) (Penaeus paulensis)
Umidade residuo fresco n.d 73,9+0,6
Proteinas totais
(N x 6,25)*° 43 + 1 49 + 1
Res'?gionrzna'g)e;%" fixo 22,0402 27,0409
Fibra Bruta®® n.d. 18,2403
Lipideos totais *°* n.d. 4,9+0,1
Extrato etéreo (Soxlhet)""’b 0,94 £ 0,03 4,83 + 0,06

®Valores em base seca (b.s.); PMedia de trés determinagdes * desvio padréo;
°ASSUNGAO e PENA, 2007 ; ¢ Neste trabalho; © MANIRAKIZA et al, 2001;
n.d. ndo determinados.

Nota-se que a variagao do lugar da captura ou cria, causa uma leve diferencga
na composi¢cdo centesimal nas partes ndo consumiveis do camardo, porém
mostra-se mais significativa no conteudo total de 6leo (extrato etéreo). A
composicao do camarao pode variar de acordo com fatores ambientais tais como
estagcdo do ano, a localizacdo e a profundidade da captura, assim como a

temperatura da agua, alimentagéo e a maturidade sexual (KINSELLA, 1988).

O conteudo total de proteina nos residuos de camardo deste trabalho
concorda em ordem de grandeza com valores reportados na literatura. |brahim et
al. (1999) reportaram valores de 47,75 e 47,43 % de proteinas em cabecgas e

cascas de camardo da espécie Penaeus spp. Nargis et al. (2006) encontraram
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49,47 % de proteinas em uma mistura de residuos das espécies Penaeus
monodon e Macrobrachium rosenbergii. Devido a alta quantidade de proteina
presente no residuo, os estudos realizados para o aproveitamento do mesmo tém
sido direcionados principalmente para a producao de farinha e formulacdes para
ragdo animal como substituto da farinha de peixe (CAVALHEIRO et.al. 2007,
FREITAS et al., 2002).

Além do alto teor de proteinas, as analises também mostraram um elevado
teor de cinzas de 27,0 %. Ainda que a composigao das cinzas nao foi analisada,
segundo varios estudos realizados, os macro elementos predominantes no
residuo do camarao-rosa do norte (Pandalus borealis) s&o o calcio, fésforo, sodio,
potassio e magnésio e alguns outros minerais em menor propor¢ao como ferro,
niquel, zinco e manganés (IBRAHIM et al., 1999; HEU et al., 2003; RZDDE et al.,
2008).

Quanto a quantificagdo de lipideos totais, a AOAC (2006) recomenda para
produtos carneos o uso do aparelho Soxhlet com éter de petréleo a 60-80 °C. No
entanto, os métodos desenvolvidos por Folch et al. (1957) e Bligh e Dyer (1959)
tem sido largamente usados e apresentam, apesar da toxicidade dos solventes
usados, um maior rendimento de extracdo em relacao ao Soxhlet. Isto € devido ao
uso do metanol, que por ser um solvente polar, tem a capacidade de extrair
compostos polares, como fosfolipideos e glicolipideos (BRUM, 2004), portanto
neste trabalho, como mostrado na Tabela 3.3, os lipideos foram quantificados
usando estas duas metodologias e os resultados obtidos foram muito similares.

Na Tabela 3.4, comparam-se valores de conteudo de lipideos totais de
amostras de residuos de camarao de espécies capturadas no Brasil e em outras
partes do mundo. Confrontando os dados reportados do conteudo de lipideos de
algumas espécies capturadas no Brasil, o conteudo de lipideos foi maior na

amostra de camarao-rosa Penaeus paulensis deste trabalho.
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Tabela 3.4.- Conteudo de lipideos em residuos de camarao de diferentes espécies

Conteuido de

Espécie de camarao Nome comum Pais de lipideos totais Referéncia
Origem
(%)
Pandalus borealis ® Camarao-rosa Canada 2,30 Shahidi(t:gS;;r;owiecki
Pandalus borealis® Camaréo-rosa Alaska 1,0-4,0 Krzeczkowski (1971)
Pandalus borealis® Camaréao-rosa Korea 0,76 Heu et al. (2003)
Penaeus spp."° n.e. Egito 7,14 Ibrahim et al. (1999)
Penaeus monodon® Camar&o-tigre-gigante Bangladesh 3,58 Nargis et al. (2006)
Xiphopenaeus kroyeri® Camardo sete-barbas Brasil 2,66 Freitas et al.(2002)
Xiphopenaeus kroyeri® Camar&o sete-barbas Brasil 3,79 Holanda (2004)
Penaeus subtilis” Camaréao-rosa Brasil 0,94 Asuncéo e Pena, 2007
Panaeus paulensis . Camarao-rosa Brasil 4,9 *Este trabalho

2 Resultados expressados em base Umida; ° Resultados expressados em base seca (b.s.)
n.e. ndo especificado.

Ibrahim e colaboradores (1999) pesquisando a composi¢ao dos residuos de
camarao Penaeus spp. do Egito, encontraram um alto conteudo de lipideos totais
no cefalotorax (cabega) de 10,5 % (b.s), no exoesqueleto (casca) de 3,78 % (b.s)
e um conteudo médio de 7,14 % no residuo misturado. Igualmente, em um teste
feito para o camarao-rosa usado neste estudo, achou-se que o conteudo de
lipideos totais presentes na cabeg¢a do camarao € maior (6,9 % b.s) que o teor no
residuo total misturado (4,9% b.s). Este fendbmeno pode ser explicado devido a
que o depdsito de gordura esta localizado no hepatopancreas, o qual fica
localizado na regido da cabega (LOVELL, 1991). No estudo de Bragagnolo &
Rodrigues-Amaya (1997), encontraram 1,0 % de lipideos totais na carne de

camarao-rosa (Penaeus Brasiliensis) proveniente do litoral de Sao Paulo.

3.3.4 Composicao em acidos graxos dos lipideos extraidos do residuo.

A composigao em acidos graxos do 6leo extraido dos residuos do camarao-

rosa (P. paulensis) encontra-se na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5.- Perfil de acidos graxos (g/100 g de acidos graxos totais) dos lipideos totais
extraidos do camarao-rosa pela metodolodia de Manirakiza et al.(2001)

g/100 g de acidos

Acido Graxo )
graxos totais

Saturado
C12:0 Laurico 0,16
C14:0 Miristico 1,96
C15:.0 Pentadecandico 1,19
C16:0 Palmitico 16,17
C17:0 Margarico 2,23
C18:0 Estearico 9,40
C20:0 Araquidico 0,70
C22:0 Behénico -
C24:0 Lignocérico 0,50
Total 32,31
Insaturado
C16:1 Palmitoléico 5,20
C17:1 Margaroléico 0,98
C18:1 Trans Elaidico 0,49
C18:1 Oléico 16,85
C18:2 Trans Linoelaidico 0,19
C18:2 -6 Linoléico 2,00
C18:3 Trans Translinolénico 0,56
C18:3 -3 Linolénico 0,43
C18:4 o-3 Estearidénico 0,16
C20:1 Gadoléico 3,25
C20:4 »-6 Araquidonico 5,81
C20:5 »-3 Eicosapentaendico — EPA 11,69
C22:5 »-3 Decosapentaendico 1,51
C22:6 »-3 Docosahexaendico — DHA 12,24
Total 61,36
Outros (Nao Identificado) -- 6,33
EPA+DHA 23,93
Poliinsaturados/Insaturados 1,90

-3/ »-6 3,3
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Foram identificados 23 acidos graxos, com uma porcentagem total de acidos
graxos saturados e poliinsaturados de 32,31 % e 61,36 %, respectivamente. Dos
acidos graxos saturados, o palmitico (C16:0) foi o predominante com 16,17 % e
dos acidos graxos monoinsaturados mais comuns foram o palmitoleico (5,20 %) e
o oléico (16,85 %). Quanto aos acidos graxos poliinsaturados, os mais abundantes
foram o acido Eicosapentaendico - EPA (C20:5 »-3) e o acido Docosahexaendico
- DHA (C22:6 »-3). Estes dois acidos graxos representam cerca 24 % do total de
acidos graxos, com 11,69 e 12,24 %, respectivamente. Também merece ser

destacada a relagao »-3/w-6, apresentado um valor de 3.3.

Na atualidade a relagdo de consumo para o homem ocidental, de 6mega-6 a
Omega-3 é de 15- 20 para 1, o qual resulta altamente elevado (Simopoulos, 2003).
Segundo Simopoulos (2001) é consenso cientifico a necessidade de reduzir a
quantidade de acidos graxos poliinsaturados dmega-6, pelo qual foi recomendado
uma relacdo de 6mega-6 a 6mega-3, de 4 ou 5 para 1. Esta recomendagéo
nutricional foi feita devido a que a familia 6émega-6 produz eicosandides
inflamatorios e cancerigenos aumentando o risco de enfermidades cronicas e
degenerativas como cancer, aumento da pressao arterial e doengas vasculares e
cardiacas, enquanto que os acidos graxos 6mega-3 sao antiinflamatorios,
antitrombdéticos, antiarritmicos e reduzem os lipideos do sangue, tendo
propriedades vasodilatadoras. (VALENZUELA, 2008). De tal modo, os lipideos
presentes nos residuos de camarao-rosa sdo uma boa fonte de acidos graxos -3
e podem oferecer beneficios na saude humana e no enriquecimento de ragdes

animais.

De acordo com Holanda (2004), os acidos graxos que apresentaram maior
concentracdo e foram identificados no residuo de camarao-sete barbas
(Xiphopenaeus kroyeri) foram C16:0 (16,40 %), C18:0 (8,45 %), C18:1 »-9 (8,63
%), C20:5 ®-3 (13,22 %), C20:4 ®-6 (7,18 %) e C22:6w-3 (20,50 %). Henriques et
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al. (2006) reportaram valores de 13% de lipideos em cabegas de camardo branco
cultivado (Penaeus vannamei) contendo em sua composi¢cédo 9,0 % de EPA e
10.0% de DHA. Nos estudos feitos por Krzeczkowski (1970) no residuo do
camarao-rosa Pandalus borealis reportou-se também um conteudo de &acidos
graxos de 18,5 % de EPA e 13,4 % de DHA. Num estudo feito por Krzynowek e
Panunzio (1989) de 11 espécies de camarao Penaeus (inteiro), reportaram como
principal acido graxo saturado o palmitico (C16:0), com valores entre 13,0 e 18,0
%. Quanto aos insaturados, obtiveram-se valores de EPA entre 16,2 e 21,7 % e de
DHA entre 9,8 e 15,2 %.

3.3.5 Extracao e quantificagao dos carotendides como astaxantina

A Tabela 3.6 apresenta os valores da concentracdo e rendimento de

astaxantina nas extracbées com acetona e com a mistura IPA e n-hexano.

Tabela 3.6.- Rendimento de extragao e concentragcdo de astaxantina no residuo do
camarao-rosa (Penaeus paulensis)

Rendimento global de Concentragao de ASX Rendimento de
Solvente extragio®® no extrato®” extragio de ASX'*P
(g extrato/100 g resiuduo) (ug ASX/g de extrato) (ug ASX/g de residuo)
Mistura IPA: Hexano
53+0,2 1084 £ 42 53+2
(40:60 v/v)
Acetona 2,4+0,1 1482 + 37 34 +1

 Resultados expressados em base seca.(b.s); > Média de tres determinagdes + desvio padrdo

A extracdo de carotendides tem sido rotineiramente feita empregando
acetona como solvente (SAITO e REGIER, 1971; MANDEVILLE et al., 1991;
SACHINDRA et al., 2005b). Britton (1985) recomenda o uso de solventes soluveis
em agua como metanol, etanol ou acetona para a extragdo de carotendides em
materiais umidos. Do mesmo modo, Delgado-Vargas e colaboradores (2000)
afirmam que se o material encontra-se previamente seco, se recomenda o uso de
solventes n&o-polares como éter de petroleo ou éter etilico. De Ritter e Purcell
(1981) asseguram que para alcangar uma completa extragdo, as amostras devem
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apresentar baixa umidade e devem se usar misturas de solventes ligeiramente
polares e solventes nao polares. Em concordancia com estas hipoteses, a mistura
de solventes proposta no trabalho de Sachindra et al. (2006) mostrou ser mais
eficiente na extragdo dos carotendides dos residuos de camarao-rosa que 0 uso
sO de acetona. Isto é devido a que a mistura de n-hexano e IPA extrai além dos
carotendides, compostos lipossoluveis e ndo polares aumentando assim a massa
de extrato e também o rendimento de extracdo. Apesar disto, a concentragao de
astaxantina no extrato obtido com acetona foi em media 36,6 % maior, mostrando
a este solvente como de melhor seletividade com relagdo a este carotendide,
obtendo-se assim uma quantidade de extrato menor, fazendo concentrar mais os
carotendides no extrato. O uso de IPA e n-hexano em vez de acetona traz uma
vantagem na extragao de carotenoides a grande escala, pois o custo do IPA e

hexano € menor do que a acetona e o rendimento obtido € maior.

Shahidi et al. (2000) obtiveram rendimento de 147,7 ug de astaxantina/g de
residuo (b.s.) para o residuo do camarao-rosa Pandalus borealis, enquanto
Holanda (2004) reportou um teor de astaxantina no camaréo sete-barbas de entre
35,3 e 127,1 pg de astaxantina/g de residuo (b.s). No residuo de camarao
Penaeus indicus, o conteudo de astaxantina foi 40,6 pug/g camarao (b.u.) quando
extraido com acetona e de 43,9 ug/g camarao (b.u.) quando extraido com uma
mistura de IPA :hexano (50:50 v/v) (SACHINDRA et al., 2006).

Para a quantificacdo da astaxantina, a literatura reporta duas metodologias
tradicionalmente empregadas, espectrofotometria (SAITO e REGIER, 1971;
MEYERS e BLIGH, 1981; CHEN e MEYERS, 1982; SHAHIDI et al., 2000;
SACHINDRA et al., 2006; NIAMNUY et al., 2008) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — CLAE- (RUDDAT e WILL Ill, 1985; SACHINDRA et al., 2005a). A
quantificacdo de astaxantina foi realizada por leitura espectrofotométrica, segundo
metodologia de Tolasa et al. (2005), ja que esta analise apresenta uma boa

estimativa do conteudo de carotendides totais como astaxantina, possui um baixo
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custo e simplicidade de realizagdo. A metodologia empregada contemplou apds a
preparagao da solugdo estoque (30 pg Astaxantina/mL), uma correcdo da
concentracdo desta solucdo devida a impureza da astaxantina, obtendo-se uma
concentragao de 27,37 yg ASX /mL num maximo cumprimento de onda de 472
nm. Assim, as determinagdes espectrofotométricas foram realizadas em um
comprimento de 472 nm e o calculo da concentragdo de carotenoides totais como
astaxantina foi feito de acordo com a curva padrdo de astaxantina mostrada no

apéndice 8A.

3.3.6 Identificagcao de astaxantina por CCD

A Cromatografia de Camada Delgada é uma técnica amplamente usada
para separar e purificar carotendides devido a sua simplicidade, flexibilidade e
baixo custo. A separacao por CCD do extrato dos carotendides do camardo-rosa
apresentou 6 bandas diferentes a Rt (Fator de retencéo) de 0,34 (laranja), 0,51
(laranja), 0,56 (laranja), 0,69 (amarela), 0,73 (amarela) e 0,77(amarela) como é
mostrado na Figura 3.2. A banda laranja a Rf de 0,34 corresponde a astaxantina,
como € indicado pelo padrédo (b). As bandas laranja a Rf de 0,51 e 0,77
correspondem a astaxantina monoester e astaxantina diester respectivamente,
como € citado pelo NatuRose Technical Bulletin#003 (CYANOTECH
CORPORATION, 1998). Os resultados indicam que a astaxantina livre, a
astaxantina monoester e a astaxantina diester sdo os principais pigmentos no

camarao-rosa (Penaeus Paulensis).

Rf 0,77 0,73 0,69 0,56 0,51 0,34
L] { (a)
» i (b)

Figura 3.2.- Cromatografia de camada delgada (CCD) do extrato contendo carotendides
presentes no camarao rosa. (a) Extrato IPA: n-hexano. (b) Padrao puro de Astaxantina
(>93%).
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3.4 Conclusoes

Foi avaliado o rendimento do processamento do camardo-rosa, o qual

apresentou 40 % de residuo, valor semelhante ao reportado na literatura.

Na analise centesimal feita no residuo liofilizado, mostrou-o como uma fonte
importante de proteina e minerais (cinzas), semelhante a composigéao de residuos
de outras espécies penaeus. Mesmo que o conteudo de lipideos totais no residuo
do camaréo seja baixo (4,9% b.s.), este valor foi maior do que os reportados para
este crustaceo. Também, observou-se um maior conteudo de lipideos no

cefalotérax (6,8%) em relagao ao residuo todo

Os acidos graxos poliinsaturados foram predominantes em relagdo aos
saturados. O principal acido saturado foi o palmitico (C16:0) e os principais
insaturados foram o EPA e DHA, representando 11,69 e 12,24 g/100 g de acidos
graxos totais, respectivamente. Além disso, a razdo de 6mega-3/6mega-6 foi de
3,3, mostrando-o assim, como uma possivel fonte potencial de acidos graxos

essenciais.

A quantificagdo de astaxantina foi feita espectrofotometricamente e os
resultados apresentados foram analisados e expresados como astaxantina livre
considerando este carotendide como o principal componente no extrato, como foi
identificado pela comparagédo com o seu padrao puro, mediante cromatografia de
camada delgada (CCD).

Mesmo sendo a acetona o solvente mais comumente utilizado como meio de
extragdo para carotenoides, o presente trabalho indicou que a mistura de alcool
isopropilico e n-hexano também apresenta bons resultados na extracdo de
carotendides a partir de residuos de camarao, como foi sugerido por Sachindra et

al., (2006). Assim, a extracdo com esta mistura de solventes (polar/ndo-polar)
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atingiu um valor de 5,3 mg/100 g de residuo seco. Quando usado esta mistura
como solvente de extragdo, obteve-se um rendimento de extracdo 58 % maior
com relagdo a extragdo com acetona, no entanto a acetona conseguiu ser mais
seletiva com relacdo aos carotendides presentes no residuo, pois a sua
concentragao no extrato foi maior (1482 ug ASX/g de extrato) do que a obtida com
IPA e n-hexano (1084 ug ASX/g de extrato).
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4. EXTRAGAO SUPERCRITICA DE LIPIDEOS E ASTAXANTINA
A PARTIR DE RESIDUOS DE CAMARAO-ROSA

41 Resumo

A extragdo com CO; supercritico (SC-CO;) € uma alternativa promissora,
frente as atuais limitagbes na regulamentacdo do uso de diversos solventes
organicos em processos de extragdo de compostos funcionais e suplementos
farmacéuticos. Como alternativa (com relagdo aos solventes orgéanicos) para a
extragdo de lipideos e astaxantina a partir residuos liofilizados (cabecga, cauda e
casca) do camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis) foi utilizado diéxido de
carbono supercritico (SC-CO;). Foram avaliados os efeitos das condi¢cdes de
extragao, pressao (200 - 400 bar) e temperatura (40- 50°C), sobre o rendimento
global de extracédo (Xo % b.s.), rendimentos de extracdo de astaxantina e
concentragdo de astaxantina no extrato, e para isto foi feito um planejamento
fatorial completo 22 com 4 condigdes axiais (DCCR). Os resultados mostraram
que o maximo rendimento global de extracao foi de 2,21 % (b.s.) nas condi¢bes de
50 °C e 300 bar (ponto central), tendo uma porcentagem de recuperagao de
extrato de 68% em relagédo a extragdo com n-hexano. Verificou-se que a pressao e
a temperatura tém um efeito importante na extracdo de astaxantina, pois nas
pressdes mais baixas foram encontradas as mais baixas concentracbes de
astaxantina nos extratos. Um aumento na pressao aumenta o rendimento de
extracdo devido ao aumento de solubilidade da astaxantina no CO,, contrario ao
que ocorre com o aumento da temperatura apresentando um decréscimo no
rendimento. Os extratos obtidos apresentaram uma concentracdo de carotendides
totais expresados como astaxantina entre 340 e 1074 ug/kg extrato, este ultimo
nas condi¢des de 370 bar e 43 °C e préximo ao valor maximo (1084 ug/kg extrato)

obtido na extragdo com solvente organico (Capitulo 3).
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4.2 Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Extragdo, Termodindmica
Aplicada e Equilibrio (EXTRAE) com a colaboracdo do Laboratério de Oleos e
Gorduras do Departamento de Tecnologia de Alimentos da FEA-UNICAMP.

4.2.1 Material

Uma amostra de aproximadamente 1,8 kg de residuos de camaréo (cabecga,
casca e cauda) foi produzida a partir de 4,5 kg camarao rosa fresco (Penaeus
paulensis), procedente da cidade de Cananéia, Sdo Paulo (Brasil) e comprada no
mercado central de Campinas (SP). Foi medido seu rendimento de processamento
conforme ao item 2.3.2 e posteriormente foi acondicionada e mantida sob

refrigeracao (—20 °C) antes da preparagao da amostra para extragao.

Todos os solventes usados foram de grau analitico e providos da Labsynth
LTDA. O nitrogénio comercial (P-4631) foi fornecido pela White Martins (PRAXAIR
INC., Campinas, SP).

4.2.2 Solvente de extragao supercritica

Foi utilizado dioxido de carbono da empresa White Martins (PRAXAIR INC.,
Campinas, SP) com pureza de 99%.

4.2.3 Preparo da amostra

4.2.3.1  Liofilizagdo

ApoOs a conservagao a -20 °C dos residuos, estes foram congelados em um

ultra-freezer (-80 °C) e liofilizados a uma presséo de 50 um de Hg e —35°C por 48
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horas em um equipamento para tal fim (LIOBRAS, Liofilizador L101, S&do Paulo,
SP). O residuo liofilizado foi acondicionado em frascos ambar de 1 L de
capacidade e armazenados a —20 °C em freezer doméstico (CONSUL, modelo
220, Sao Paulo, SP).

4.2.3.2 Moagem e analise da granulometria do residuo

O residuo liofilizado, 400 g aproximadamente, foi triturado em moinho elétrico
de facas (modelo MA-340, Marconi, Piracicaba, SP) e classificado por tamanho de
particula usando peneiras vibratérias (Bertel, Sdo Paulo, SP) da série padrao de
Tyler de 24 a 400 mesh (1.00 mm < d; < 0,038 mm). As condi¢gbes usadas de
peneiragem foram o nivel 5 de vibragdo por um tempo de 20 minutos. Fragdes de
100 g foram separadas e peneiradas duas vezes cada. As massas retidas em
cada peneira foram pesadas em balanga semi-analitica (MARTE,modelo AS 5500,
S&o Paulo, SP). Apés a pesagem o residuo liofilizado foi homogeneizado e
acondicionado em frascos de 50 mL tipo ambar hermeticamente fechados, para
evitar oxidagao dos componentes pela luz e armazenados em freezer doméstico a
-20 °C (Cénsul, modelo 220, Sao Paulo, SP). Em cada frasco foram adicionados
aproximadamente 7,0 g de residuo. O diametro médio geométrico foi calculado
pela Equacao 4.1, que corresponde ao procedimento descrito no método ASAE
S319.3, recomendado pela ASAE Standards (1997).

> (w, log d,)
d, =log | ——r (Eq. 4.1)

n
PRY
i=1

g 0’5 r . . ra . . r
Onde 4= (i diy) , d; € abertura nominal da i-ésima peneira (mm); di.s € a
abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm) e w; é a massa do

material retido na i-ésima peneira.
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4.2.4 Umidade

Apos a liofilizagdo foi medida a umidade de 2g de amostra do residuo de
camarao, sendo determinada por gravimetria por secagem em estufa a 105°C
(Estufa a vacuo, MARCONI, MA 030/12, Piracicaba, SP) até peso constante
(AOAC 950.46, 2006). As analises foran feitas em triplicata.

4.2.5 Determinacgao da densidade real das particulas

Esta analise realizada pela Central Analitica do Instituto de Quimica
(UNICAMP), utilizando-se a técnica de picnometria em gas Hélio. O método utiliza
um picnémetro gasoso (MICROMETRICS, modelo Multivolume Picnometer 1305,
EUA) e uma balanga analitica (QUIMIS, modelo QI-AS, precisédo de + 0,0001g,
EUA). Este equipamento utiliza o gas hélio para medir o volume e a densidade

real das particulas sélidas através da técnica de deslocamento de gas.

4.2.6 Determinagdo da densidade aparente e da porosidade de leito ()

A densidade aparente foi calculada usando o volume total da célula de
extracdo e a massa total do residuo de camarao necessaria para empacota-la. A
coluna de extracao do sistema consiste de um cilindro de aco inox com 50 cm® de

volume total. A porosidade do leito foi calculada através da Equacgéo 4.2.

da

; (Eq.4.2)

e=1-

Onde: d.,= densidade aparente; d,= densidade real.

4.2.7 Extragao com solvente organico

Com o objetivo de realizar a comparacdo da metodologia de extracao

supercritica com a extragdo com solvente organico, foi usada a metodologia
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modificada proposta por Leéttise et al. (2006). Esta metodologia utiliza 30 mL de n-
hexano para extrair os compostos nao-polares de 2 g de amostra seca de
residuos de camarao, na temperatura constante de (20 °C) e agitagdo magnética
mantida durante 24 h. Posteriormente, a amostra foi filtrada em sulfato de sodio
anidro e o solvente foi evaporado sob vacuo com um evaporador rotativo. No final
a fracgao lipidica foi quantificada por gravimetria, em triplicata. Paralelamente, outra
extragdo com solvente foi realizada nos residuos de camarao, utilizando o método
de Bligh e Dyer modificado (1959) (MANIRAKIZA et. al., 2001), como foi mostrado
no item 3.2.3.2 do Capitulo 3. Para ambos os métodos, o rendimento de 6leo foi

calculado conforme a Equacéao 4.4.
4.2.8 Delineamento experimental

Foram estudadas duas variaveis independentes (presséo e temperatura)
usando um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, com quatro
pontos axiais e trés pontos centrais totalizando 11 ensaios (BARROS NETO et al.,
2003). As variaveis resposta (dependentes) foram o rendimento global de extragao
(Xo %), o rendimento de extragao de astaxantina (ug de Astaxantina / g de residuo
de camarao b.s.) e a concentragdo de astaxantina no extrato (ug de astaxantina
por g de extrato). Na Tabela 4.1 apresentam-se os valores reais e codificados dos

niveis das variaveis independentes.

Tabela 4.1. - Valores dos fatores estudados no DCCR na extragao supercritica

Niveis
Cédigo
Variavel -1,4142 -1 0 +1 +1,4142
Temperatura (°C) X4 40 43 50 57 60
Pressao (Bar) X 200 230 300 370 400
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As faixas de estudo para as condigdes de temperatura e pressao foram
escolhidas baseadas na literatura de acordo com os dados da revis&o bibliografica
do capitulo 2, Tabela 2.7. A analise estatistica dos resultados foi realizada por
meio da metodologia de Superficie de Resposta e utilizando o software
STATISTICA® 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK 74104, EUA) Foram avaliados os
efeitos das variaveis independentes sobre as variaveis resposta no processo de
extracdo usando o erro puro, considerando 95% de nivel de confianca para todas
as variaveis. A matriz do planejamento experimental considerada para o estudo da
extragdo supercritica de astaxantina e lipideos do residuo do camaréo € mostrada
na Tabela 4.2.

Tabela 4.2.- Matriz do planejamento para o estudo da extragdo supercritica.

Ensaio X, (°C) X (bar)
1 -1 (43) -1 (230)
2 -1 (43) +1 (370)
3 +1 (57) -1 (230)
4 +1 (57) +1 (370)
5 -1,4142 (40) 0 (300)
6 +1,4142 (60) 0 (300)
7 0 (50) -1,4142 (200)
8 0 (50) +1,4142 (400)
9 0 (50) 0 (300)
10 0 (50) 0 (300)
11 0 (50) 0 (300)

Por meio desta metodologia foi possivel obter modelos matematicos para as
respostas, tendo como critérios a porcentagem de variagcdo explicada pelo
coeficiente de correlagdo R®> e o Teste F na andlise de variancia (ANOVA).

Também foram obtidas as superficies de resposta e as curvas de contorno dos
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respectivos modelos matematicos. O modelo matematico obtido pode ser
observado na Equacéo 4.3.

Y= bg + biXs + boXot+ b1aX1 Xz + b11Xq? + bopXo? (Eq. 4.3)
4.2.9 Extracao com didxido de carbono supercritico
4.2.9.1  Unidade experimental

As extragcdes foram realizadas em uma unidade experimental conforme
esquematizado na Figura 4.1. As especificagbes dos elementos que compdéem o

sistema de extragdo supercritica sdo apresentadas a seguir:

e Cilindro sifonado com CO; (1)

e Banho de refrigeracdo: modelo 12101-30, Cole-Parmer Instrument
Company Vernon Hills, IL, EUA (2);

e Bomba de alta pressido: usada para HPLC, modelo AA100S - Eldex,
Metering Pump, Eldex Laboratories Inc. Napa, CA, EUA (3);

e Reservatorio (tanque pulméao) de ago inox AlISI 316, 500mL, Suprilab (4);

e Manbémetros tipo Bourdon, Record (5,6,15);

e Extrator de aco inox AISI 316, 50 mL — Suprilab (7);

e Cuba termostatizada: para aquecimento, com sistema de circulagao, de
dimensdes 30 x 40 x 100 cm, de ago inox AlSI 304 — Suprilab (8);

e Valvulas tipo agulha, Autoclave Engineers (9, 10, 16, 17, 18, 19);

e Valvula micrométrica, Autoclave Engineers (15);

e Coletor de extrato, frasco tipo penicilina de 50 mL, didametro de boca de 20
mm, lacrado (11);

e Medidor de vazdo, Modelo 32908-69, Flow — Cole Parmer Instrument
Company Vernon Hills, IL, EUA (12);
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e Bomba peristaltica: Masterflex L/S 77910, Pump system - Cole-Parmer
Instrument Company, EUA (13);

e Totalizador de volume: Modelo G1, Lao Industrias Ltda, Osasco, SP, Brasil
(14);

(20)

(19)

(18)

(7)

; (1)

() H ®) H (3)

Figura 4.1.- Esquema da unidade experimental para extracdo supercritica

(1)

4.2.9.2  Procedimento geral de extragéo

A sequéncia de operagdo da unidade de extracdo € descrita a seguir, os
numeros relacionados correspondem a Figura 4.1. Previamente a realizagdo da
extragdo, o banho de refrigeragdo (2) (com mistura de polietilenglicol-agua como
fluido refrigerante) foi ligado a uma temperatura de —10,0 °C e em seguida
encheu-se de agua o banho termostatizado (8), o qual se manteve aquecido por
uma resisténcia elétrica e imediatamente ajustou-se a condigdo de temperatura
operacional. Depois de alcancadas as condi¢gdes pré-estabelecidas, o CO,
proveniente do cilindro sifonado (1) foi resfriado e posteriormente pressurizado por
meio de uma bomba de alta pressdo (3) e conduzido até o tanque reservatério
(pulmé&o) (4). A pressao do tanque reservatério foi medida através de um

mandmetro tipo Bourdon (5) e controlada por uma valvula de agulha (9).
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A seguir, o extrator foi empacotado manualmente com aproximadamente 7,00
1+ 0.02 g do residuo de camarao, previamente pesado (balanga analitica, Precisa
Instruments, Ref. 18195. Suigca) e completado a volume com pérolas de vidro (3
mm de didmetro). Logo, o extrator conectado ao sistema e imerso no banho e
lentamente pressurizado com as valvulas (9) e (10) abertas, controlando a sua
pressdo por meio do manémetro Bourdon (6). Depois de alcangadas a condigéo
de presséo, o sistema foi mantido por um periodo estatico de 20 min, para garantir
a estabilizagdo das condi¢des experimentais e promover um maior contato entre o

residuo e o solvente supercritico. Em seguida inicia-se a extrag&o.

Desta forma, foi continuamente escoado CO, supercritico através do leito e
coletou-se o extrato no frasco coletor (11) o qual foi previamente pesado, envolto
em papel aluminio e acondicionado a temperatura de refrigeragdo (5°C) durante a
extracdo, para evitar a oxidacado dos componentes extraidos. Durante o processo
de extragdo, a pressao foi controlada (manualmente) por uma valvula de agulha
(10), a vazado através da valvula micrométrica (15) e a temperatura por um

termostato adequado ao banho (8).

O CO3 no estado gasoso que deixa o coletor foi conduzido a um medidor de
vazéao (12) e a um totalizador (14) com o intuito de quantificar o CO, usado. Apds
cada coleta, a tubulagdo usada para retirar o extrato (depois do extrator) foi lavada
com n-hexano (98,5 %), com auxilio de uma bomba peristaltica (13) para
recuperar o extrato que fica retido na tubulagdo. As amostras foram mantidas sob

refrigeracao (-20 °C) até a realizagao das analises posteriores.

4.2.10 Estudo da etapa de extragao supercritica
Para a realizacédo dos ensaios de extracdo supercritica foram seguidas

duas metodologias: (i) Estudo da cinética das curvas globais de extragao (OEC -

Overall Extraction Curves) e (ii) Rendimento global de extracdo (Xo %). As duas
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metodologias foram desenvolvidas na unidade experimental descrita no item
4.29.1.

(i) Estudo da cinética das curvas de rendimento global de extragdo (OEC)

Foram feitos 10 ensaios em ordem aleatéria seguindo as condi¢des para as
variaveis formuladas no delineamento experimental proposto no item 4.2.8 com
uma replica no ponto central. O tamanho de particula, a quantidade de amostra
(7,00 £ 0,02 g), a massa (500,0 + 0,1 g) e a vazdo de CO; (1,50 = 0,01 L/min)
foram mantidos constantes. O tempo de coleta de cada extrato foi de 20, 40, 60,
90, 120, 160 e 200 minutos.

(i) Rendimento Global de extracdo (Xo%).

Foram realizados 11 ensaios em ordem aleatéria gerada pelo software
STATISTICA® 8.0, e de acordo com o delineamento experimental indicado no
item 4.2.8. O tempo total de extragéo foi de 200 minutos. O tamanho de patrticula,
a quantidade de amostra (7,00 + 0,02 g), a massa (500,0 + 0,1 g) e a vazéo de
CO;, (1,50 + 0,01 L/min) foram mantidos constantes, portanto a relagdo massa de
solvente/ massa matéria-prima (S/F) manteve-se invariavel. Os ensaios feitos
usando esta metodologia foram empregados para conhecer os resultados do

planejamento experimental DCCR.

4.2.11 Calculo do rendimento global de extracao

Apos cada extracao ou tomada de amostra, o extrato retido na tubulacao foi
adicionado mediante lavagem com n-hexano ao extrato coletado. Em seguida, o
solvente foi evaporado por meio de um evaporador rotativo (MARCONI, MA-
120,Piracicaba Sao Paulo) a 40°C e pressao de -21 polegadas de Hg. Finalmente,
o extrato foi seco em estufa a vacuo (Estufa a vacuo MA 030/12 Marconi), nas
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mesmas condigdes da rotoevaporagdo e com um fluxo constante de nitrogénio
comercial com o fim de gerar uma atmosfera inerte. O frasco coletor foi seco até
peso constante e foi armazenado preservando-o da luz a uma temperatura de -10
°C.

O rendimento global (Xo % b.s) define-se como a quantidade de material
soluvel que pode ser extraida de uma matriz a uma dada temperatura e pressao.
Se expressa como a razao entre a massa de material soluvel sobre a massa do
substrato solido e foi calculado a partir da relagcédo da massa extraida (extrato +
retidos) e a massa inicial adicionada no extrator (base seca), conforme a Equagéao
4.4.

g de extrato

Redimento Global de Extragédo (Xo)(%b.s.)= - —
g de residuo camarao (b.s).

x100 (Eq. 4.4)

4.2.12 Calculo do rendimento de extragao de astaxantina

O rendimento de extracdo de astaxantina foi calculado em termos da
quantificacdo da massa de astaxantina presente no extrato por cada g de residuo
de camardo usado na extragcdo (Equacao 4.5). A metodologia usada para a

quantificacdo da astaxantina foi descrita no item 3.2.3.4.

massa de astaxantina no extrato
massa de residuo de camardo (b.s)

Rendimento. de extragdo de ASX (ug ASX/ g residuo b.s.) =

(Eq. 4.5)
4.2.13 Calculo da concentragcao de astaxantina no extrato

A concentragdo de astaxantina no extrato foi calculada relacionando a
massa de astaxantina no extrato e a quantidade de extrato obtido, em pug

Astaxantina/g extrato, conforme Equacéo 4.6.
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massa de astaxantina no extrato

Concentragao de ASX no extrato (ug ASX/g extrato) =
massa de extrato

(Eq. 4.6)

4.2.14 Calculo da recuperacgao de 6leo e astaxantina.

A recuperacdo de lipideos na extragcdo supercritica foi calculada pela
comparagao com o conteudo total de 6leo presente no residuo, o qual foi obtido
com a metodologia modificada de Bligh & Dyer (1959) (MANIRAKIZA P., et. al.,
2001) considerado-lo o maximo que pode ser extraido. Quanto a astaxantina, a
sua recuperacao foi calculada como uma relagao da massa presente no extrato e
a maxima quantidade extraida por meio de solvente organico (mistura IPA:n-
Hexano (40:60 v/v)). Assim, a porcentagem de recuperagcdo de lipideos e
astaxantina foram calculadas conforme as Equacgdes 4.7 e 4.8

Recureragdo de 6leo (% b.s.) = massa de oleo_extraido x100 (Eq. 4.7)

massa de 6leo no residuo camaréao (b.s.)

Recuperagéo de astaxantina (% b.s.) = massa de ASX extraida x100

massa de ASX no residuo de camaréo (b.s.)

(Eq. 4.8)

4.2.15 Metodologia Analitica
4.2.15.1 Quantificagdo de carotendides como astaxantina

A determinacdo dos carotendides presentes no extrato, reportados como
astaxantina, foi realizada apos o calculo do rendimento global de extragdo, onde o
residuo encontra-se livre de solvente. O extrato seco foi diluido adequadamente
em uma quantidade conhecida de n-hexano (98,5%) e sua quantificacao foi feita
mediante leitura espectrofotométrica (Perkin Elmer Instruments, Lamda 40,

UV/VIS Spectrophotometer, EUA) em um comprimento de onda de 472 nm na
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faixa de 0,1-0,9 unidades de absorbancia (UA), usando n-hexano como branco de
referéncia de calibragdo. O calculo da concentracdo de astaxantina foi realizado
por meio da curva de calibragdo descrita no apéndice 8A, o qual é representado
pela Equacéao 4.9. Todos os procedimentos empregados foram feitos em ambiente

frio e sob luz amarela e em triplicata.

Concentracdo de Astaxantina (ug/ mL) = 4,594 - UA472nm (Eq. 4.9)

4.2.15.2 Identificagdo da astaxantina por meio de Cromatografia de Camada
Delgada (CCD)

Os carotenoides concentrados em n-hexano (98,5%, Lote 115744), foram
submetidos a Cromatografia de Camada Delgada (CCD) seguindo a metodologia
apresentada no item 3.2.3.6 do Capitulo 3.

4.2.156.3 Composigéo de acidos graxos no extrato

Para a determinagdo dos acidos graxos foram usados os extratos secos,

seguindo o método descrito no item 3.2.3.5 do Capitulo 3.

4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Acondicionamento da amostra

A umidade e o tamanho de particula € de fundamental importancia no
estudo do processo de extragao supercritica e como regra geral, a matéria prima
deve ser seca e moida para favorecer a extragao (BRUNNER, 1994). A remocéao
de agua libera os poros internos e intensifica a transferencia de massa, devido a
que a agua na matriz inibe a o escoamento do fluido supercritico, alterando a
tensdo superficial como resultado da interagcdo entre solido, agua e fluido
supercritico (KAKUDA E KASSAM, 2006)
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Britton (1985) recomenda que a extracdo de carotendides a partir de
material fresco deve ser feita tdo rapido quanto seja possivel com o intuito de
evitar a sua degradacao enzimatica ou oxidativa. Caso o tecido ndo possa ser
extraido imediatamente, este devera ser congelado ou liofilizado, sendo nao
recomendado o uso de secagem com ar ou desidratagdo com solvente, a causa
da possivel oxidacdo e perda de carotendides (BRITTON, 1985; OLSEN e
JACOBSEN, 1995).

A secagem por liofilizagdo tem sido selecionada e recomendada para
materiais sensiveis ao oxigénio e ao calor, tais como antioxidantes e carotenoides.
Esta metodologia causa pouca alteracdo sobre os compostos bioativos em
comparagao com a secagem de ar em estufa. No entanto, a liofilizagdo é uma
técnica cara, e devem ser procuradas outras técnicas que apresentem menor
custo quando a secagem for feita em escala industrial (ROSA et al., 2008). Com
estas consideragbes, escolheu-se este tipo de secagem para o residuo do

camarao-rosa.

E bem conhecido que a maioria dos crustdceos formam no exoesqueleto
complexos de carotenoproteinas que apresentam cores tais como azul, verde,
roxo € marrom como & o caso do camarao-cinza (Litopenaeus vannamei). O
surgimento destes compostos deve ser proveniente da desnaturagéo por meio de
calor, onde a astaxantina é liberada, desenvolvendo a tipica cor vermelho-
alaranjada (HIGUERA-CIAPARA, 2006; SHAHIDI e BROWN, 1998), No caso do
camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis) como foi mostrado na Figura 2.1 (b),
do capitulo 2, o seu residuo apresenta uma cor alaranjada, dando evidéncia da
presencga de astaxantina livre. No entanto, em um teste de cocgéao feito para uma
amostra de 2g a 100°C por 5 min, ndo se observou mudanca de cor. Além disso,
no processo de extragdo de astaxantina com solventes organicos (de acordo a
descrigao feita no item 2.3.5), o espectro de absor¢ao do extrato apresentou um

maximo de cumprimento de onda em 472 nm, e ndo em 625 nm como ¢é tipico das
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carotenoproteinas como a crustacianina (SHAHIDI e BROWN, 1998). Assim,
inferiu-se que a amostra de residuos de camarido-rosa nao precisava ser pré-

tratada com calor.

Charest et al. (2001), demonstraram que para lagostim-vermelho
(Procambarus clarkii), a cocgdo dos residuos com vapor direto, ndo apresenta
nenhum efeito sobre o rendimento de extracdo de dleo e astaxantina, contrario ao
esperado pois apds a cocgao, estes componentes seriam mais faciimente
extraidos com SC-CO, Nesse mesmo estudo, observou-se que o tamanho de
particula ndo apresenta um efeito significativo sobre a extragdo de astaxantina,
provavelmente devido a baixa espessura da casca, onde a redugcdo do tamanho

de particula ndo tem um efeito sobre a transferéncia de massa.
4.3.2 Moagem e granulometria da particula

Foi obtida uma massa total de residuo de camardo (Penaeus pauliensis)
moido de 395,9 g. Deste total, 42 % encontravam-se nas granulometrias entre 16
e 32 mesh. O calculo do diametro médio geométrico das particulas foi de 0,331
mm, como € apresentado no apéndice 8B. Este tamanho de particula foi mantido

constante no processo de extragao supercritica e com solventes organicos.

4.3.3 Umidade.
O valor médio de 5,50 + 0,06 % de umidade foi obtido nos ensaios em

triplicata.

4.3.4 Densidade real, densidade aparente e porosidade.

O valor médio da densidade real do residuo de camarao-rosa foi de 1,58 +
0,03 g/cm3. Como apresentado na Tabela 4.3., a densidade aparente foi de 0,5167

+ 0,004 g/cm®. O valor calculado da porosidade do residuo de camardo-rosa, a
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partir do valor médio da densidade real e aparente foi de 0,673 ou 67,3 % de

permeabilidade ao solvente supercritico.

Tabela 4.3.- Densidade aparente do residuo de camarao-rosa.

Ensaio Massa de amostra (g)  Densidade aparente (g/cm®)

1 25,260 0,5125

2 25,793 0,5159

3 26,092 0,5218
Media 25,837 0,5167 + 0,004

4.3.5 Ensaios de extragao supercritica

4.3.5.1  Cinética de extragdo - Curvas Globais de Extragcdo (OEC)

A Tabela 4.4 apresenta os resultados obtidos no estudo da cinética de

extracdo. No apéndice 8C, apresentam-se os dados mais detalhados.

Tabela 4.4. - Resultados do estudo da cinética de extragao do residuo de camarao-rosa.

Rendimento

~ Densidade Massa Massa
Ensaio Temperatura Pressao co, inicial Massa de Acumulada globa~l
(°C) (bar) (kglcms)a (@) CO2(9g) (@) Extragcao
(Xo % b.s)
1 43 230 851,42 6,9119 498,3 0,1287 1,970
2 43 370 933,43 7,0516 495,6 0,1386 2,080
3 57 230 781,01 7,0533 500,6 0,1251 1,877
4 57 370 884,86 7,1722 495,6 0,1386 2,045
5 40 300 910,13 7,0582 490,8 0,1294 1,940
6 60 300 829,78 7,1446 494.0 0,1326 1,964
7 50 200 785,03 7,0823 498,2 0,1201 1,794
8 50 400 923,20 7,0458 496,7 0,1245 1,852
9a 50 300 870,64 6,9406 492.5 0,1291 1,968
9b 50 300 870,64 7,1691 493,8 0,1389 2,050

@ Angus et al. (2006)
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Os resultados mostraram que o rendimento de extragao foi semelhante nas
diferentes condi¢bes estudadas, variando de 1,79 % (200 bar e 50°C) até 2,08 %
(370 bar e 43°C). Os ensaios 9a e 9b (300 bar e 50 °C) apresentaram valores de
rendimento globais muito similares, confirmando uma boa reprodutibilidade dos
dados obtidos nos experimentos realizados neste equipamento (Figura 4.1). Como
mostrado no apéndice 8C, quando usadas altas pressdes, como € indicado nos
ensaios 2, 4 e 8, a quantidade do extrato nos primeiros 40 minutos de extracéo é
aproximadamente 90 % do total. Do mesmo modo, nos ensaios 7 (79,9 %) (O),
9a-b (85,12 %)(x) e 8 (90,93 %) (A), nos quais a temperatura se manteve
constante (50 °C), um aumento na pressao acrescenta a quantidade de extrato no
intervalo de tempo anteriormente mencionado (Figura 4.2). Este fendmeno ocorre
devido a que um aumento na pressdo incrementa o poder solvente do CO,
fazendo-o menos seletivo (REVERCHON e DE-MARCO, 2006). Correspondendo
com essa tendéncia, a quantidade de CO, requerido para atingir o mesmo

rendimento de extracdo diminui conforme a pressao aumenta.
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Figura 4.2.- Curvas de cinética de extragao a 50 °C em diferentes niveis de pressao,
(O) P=200 bar (Ens. 7), (X) P=300 bar (média dos ensaios 9a e 9b), (A) P=400 bar.
(Ens. 8).
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Na figura 4.3. pode-se obsevar como o aumento da pressédo de 230 a 370
bar, nos ensaios 1 e 2, mostra um acréscimo consideravel na solubilidad do
extrato no CO, durante as primeiras etapas da extracdo. As mesmas
consideragdes podem ser referidas para os ensaios 3 e 4. Ao comparar 0s ensaios
1 e 3, o aumento da temperatura a baixas pressdes (230 bar) provoca uma
diminui¢cdo da densidade e portanto um menor poder de solubilizagdo do solvente.
Em contrapartida, a altas pressdes (Ens. 2 e 4), o aumento da temperatura mostra
um acresimo na quantidade de extato obtida, mas nao tao significativo no valor

rendimento global de extracéo.
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Figura 4.3.- Curvas de cinética de extragdo, (A) T=43°C, P= 230 bar (Ens.1), (®) T=43°C,
P= 370 bar (Ens. 2), (+) T=57°C, P= 230 bar (Ens.3), (%) T=57°C, P= 370 bar (Ens.4)

Foi de interesse neste trabalho o estudo da cinética de extragcdo de
carotendides, no entanto, n&o foi possivel devido a que nos primeiros 40 minutos
de extragdo era obtido entre 80 e 90% do extrato (em todas as extragbes
realizadas) e as quantidades subsequentes de extrato n&o foram considerables
para permitir um valor de detecgcdo na metodologia empregada para sua
quantificacdo (espectrofotometria). De acordo a estes resultados e como

apresentado nas figuras 4.2 e 4.3, pode se sugerir um tempo de ciclo de extragao
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de 120 min (aprox. 300 g de CO,), onde entre 92 e 96% do extrato foi obtido. No
entanto, todos os ensaios realizados tanto na metodologia de cinetica de extragao
quanto na metodologia de rendimento global de extracdo (Xo0%) (DCCR) foram
realizados até o esgotamento do extrato na matéria-prima, como o intuito de
conhecer os maximos rendimentos que poderiam ser obtidos. Na figura 4.4 séo
comparadas as cinéticas de extragdo dos ensaios 5, 6 e 9, onde s&o analisadas

trés diferentes condi¢cdes de temperatura, mantendo a pressio constante.
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Figura 4.4.- Curvas de cinética de extracdo a 300 bar em diferentes niveis de
temperatura, (O) T=40 °C (Ens. 5), (X) T=50 °C (média dos ensaios 9a e 9b), (A)
T=60°C (Ens. 6).

Nota-se que a variagdo de temperatura ndo mostra uma grande influéncia
sobre o rendimento global de extragdo, mas apresenta-se um leve decréscimo nas
etapas iniciais de extragdo com o aumento da temperatura de 50 °C (Xx) para 60
°C (A). O rendimento diminui possivelmente, pela queda da densidade do CO;
(870,64 kg/cm® para 829,78 kg/cm®, respetivamente) e, portanto do poder de
solvatacdo deste solvente nessa condigdo.

Ao observar as curvas de cinética de extracido, nao foi possivel identificar

um periodo inicial diferenciado de taxa de extracdo constante, predominando
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assim o regime transiente desde o inicio da extragdo, onde AMeyirato/ At diminui com
o tempo. Este tipo de curva é tipico na extracdo de matrizes com baixo teor de
extrato, como €& o caso estudado (QUISPE - CONDORI, 2005). A curva de
extracdo apresenta duas zonas: uma que corresponde a solubilidade do material
lipossoluvel que se encontra no exterior do tecido e outra onde a extracio parece

ser controlada pela difusao no interior do tecido (LEAL, 2008).
4.3.5.2 Resultados do planejamento experimental 2° (DCCR)

Na Tabela 4.5 sdo apresentados os resultados obtidos das variaveis de
resposta estudados para o extrato supercritico do residuo de camardo-rosa
(Farfantepenaeus paulensis) realizado conforme as condi¢gdes do planejamento

experimental. Dados mais detalhados sao encontrados no apéndice 8D.

Tabela 4.5.- Resultados obtidos da extracao supercritica de acordo a matriz do DCCR.

Rendimento Concentragiao
T P Rendimento astaxantina astaxantina
Ens (°c) (bar) P (3032a Global (Xo % b.s.)  (ug Astaxantina/ g (Mg Astaxantina/ g
' (kg/m”) residuo (b.s.)) extrato)
X1 X2 Y1 Y2 Y3
1 43 230 851,42 1,912 12,396 648,428
2 43 370 933,43 1,928 20,719 1074,459
3 57 230 781,01 1,739 5,927 340,779
4 57 370 884,86 2,006 17,991 897,048
5 40 300 910,13 1,965 19,554 994,934
6 60 300 829,78 2,012 16,534 821,684
7 50 200 785,03 1,924 6,885 357,940
8 50 400 923,20 1,742 17,655 1013,338
9 50 300 870,64 2,256 19,379 859,027
10 50 300 870,64 2,149 18,876 878,549
11 50 300 870,64 2,221 19,267 867,414

@ Angus et al. (2006)
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O extrato obtido nas diferentes condi¢cdes de extracdo apresentou-se como
uma pasta de cor vermelha-alaranjada conforme apresentado na Figura 8H-1 do

apendice 8H.

4.3.5.3 Analise dos efeitos das condi¢cbes de processo sobre as variaveis resposta

A anadlise estatistica dos resultados descritos anteriormente permitiu a
obtencdo dos efeitos dos fatores estudados (condigdes de processo) e suas
interacdes sobre os rendimentos de extragao de lipideos e astaxantina. Os efeitos
foram analisados considerando-se o erro puro a 95 % de confianga conforme foi

descrito no item 4.2.8. Os resultados sao apresentados na Tabela 4.6

Tabela 4.6.- Efeito dos fatores sobre as variaveis analisadas segundo o DCCR

Variavel Fator Efeito Erro Padrao p
Media 2,21* 0,03 0,0002
T -0,007 0,039 0,87
Rendimento Global T -0,23* 0,05 0,04
(Xo % (b.s.)) P 0,007 0,039 0,88
P -0,38* 0,05 0,01
™P 0,13 0,06 0,15
Media 19,2* 0,15 0,0001
Rendimento astaxantina T -3,37* 0,19 0,003
(ug Astaxantina/ g residuo T? -1,58* 0,22 0,019
(b.s.)) P 8,91* 0,19 0,0004
P -7,35% 0,22 0,0009
™P 1,87 0,26 0,019
Media 868* 6 0,00004
Concentragao astaxantina Tz 1837 ! 0,001
(ug Astaxantina/ g extrato T 12 8 0,295
bs) ? 477* 7 0,0002
P 211* 8 0,002
™P 65* 10 0,022

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05
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Apos as analises dos efeitos principais e as interacdes, foram obtidos os
coeficientes de regressdo para o modelo quadratico que relaciona cada variavel
resposta com os fatores estudados (presséo e temperatura). Os coeficientes sédo

apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7.- Coeficientes de regressdo do modelo de segunda ordem para as variaveis
resposta do DCCR.

Rendimento Concentragao
Rendimento Global astaxantina astaxantina
Coeficiente. (Xo % (b.s.)) (ug Astaxantina/ g (ug Astaxantina/
residuo (b.s.)) g extrato)
\Z Y> Ys
bo 2,209* 12,335* 868,330*
b1 -0,004 20,809* -91,259*
b14 -0,114* 5,927* 5,791
b2 0,003 17,991* 238,647*
b22 -0,191* 19,406* -105,544*
b1z 0,062 16,534* 32,560
%variacao
explicada 0,79 0,97 0,97
MQreg/MQres 14,70 32,24 62,16
Frab 4,46 5,05 4,53

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05

Baseado na porcentagem de variagdo explicada (Rz) e na distribuicao de
Fisher (Teste F) para a regressao e falta de ajuste, foi determinada a validade dos
coeficientes e dos modelos de segunda ordem. Verificou-se que os modelos das
variaveis: rendimento global de extracdo (Xo %), rendimento de extracdo de
astaxantina e concentracdo de astaxantina no extrato apresentaram um R%> 0.79 e
valores de MQreg/MQres2 > Fiabelado Para a regresséao indicando que para estas
variaveis o modelo obtido foi significativo e valido para descrever os dados

experimentais.

2 Relagdo entre a Média Quadratica da regress&o e a Média Quadratica dos residuos.
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O erro puro permite avaliar erros associados a operagcdo ou manipulacao
experimental, sendo assim, foi calculada a relagao entre a soma de quadrados do
erro puro (SQep) e a total (SQT) para tais variaveis. Esta relagao € apresentada
na Tabela 4.8.

Tabela 4.8.- Relacao entre SQep/ SQTotal para as variaveis resposta estudadas

Soma de Soma de
Variavel resposta Quadrados Quadrados SQep /SQ Total
Erro Puro (SQep) Total (SQTotal)
Rendimento Global 0,006 0,289 0,0208
Rendimento astaxantina 0,140 269,727 0,0005
Concentragao astaxantina 191,823 612006,300 0,0003

Observou-se que os valores da relagdo: SQep/SQT foram pequenos,
indicando que as variaveis independentes estudadas estiveram sob controle
durante a realizagdo dos experimentos e que a porcentagem que o modelo n&o
conseguiu explicar nao foi devida a erros operacionais e sim a falta de ajuste dos
modelos obtidos. A seguir apresenta-se a analise dos resultados obtidos para
cada uma das variaveis de resposta estudadas e as superficies de resposta para
as variaveis rendimento global de extracdo (Xo %), rendimento de extracdo de
astaxantina e concentracdo de astaxantina no extrato em funcdo dos fatores

explorados.

¢ Rendimento Global (X(%)

Em concordancia com os dados obtidos no estudo da cinética de extracéao,
os resultados mostram que o rendimento global (X0%) foi semelhante nas
diferentes condi¢des estudadas, variando de 1,74% para 2,21%. Os unicos efeitos
significativos no rendimento global de extracdo (%) foram a temperatura (T?)

(p=0,04) e pressdo (P?) (p= 0,01), em quanto os termos lineares (T, P) e os de
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interacdo (T*P) n&do foram estatisticamente signifcativos. Estes dados de p-valor,
indicam que ditos efeitos ndo s&o altamente significativos, pois encontram-se

préximos ao valor de significancia de 0.05, sendo mais evidente no caso da
temperatura.

Na Figura 4.5(a, b), pode-se observar que o processo de extragao
supercritica apresenta um valor maximo no ponto central, (300 bar e 50 °C), no
entanto, quase toda a superficie de resposta apresenta valores de rendimento
global de extracédo maiores que 1,9% (b.s.), mostrando assim a pouca influéncia

da temperatura e a presséo sobre o rendimento global de extracao.
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Figura 4.5.- (a) Superficie de resposta e (b) curvas de contorno do rendimento global

(Xo % (b.s.)) de extragdo em fungao da presséo (bar) e da temperatura (°C).

Na extracdo de 6leo a partir de ovas de salmao, Tanaka e Ohkubo (2003),

observaram que a baixas pressdes (177 bar) um aumento na temperatura diminuiu
notavelmente o rendimento de extragdo, enquanto a relativas altas pressdes (314
bar) um aumento na temperatura resulta em um ligeiro incremento no rendimento.
Este comportamento nota-se semelhante com os resultados obtidos no presente

trabalho, pois a baixas pressdes (230 bar), um aumento na temperatura de 43 a
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57 °C, causa uma queda no rendimento de 9,0 %, devido a diminuicdo na
densidade do solvente, e, portanto no poder de solubilizacdo do CO,. Ja ao
aumentar a temperatura de 40 a 50 °C, na condi¢cao de 300 bar, o rendimento

aumentou 12,5 %.

Hardardottir e Kinsella (1988) reportaram observacgdes similares na pesquisa
realizada sobre a extracdo de 6leo e colesterol a partir de truta arco-iris. Neste
estudo a recuperacao de lipideos permaneceu constante entre 138 e 345 bar e 40
e 50°C. Por outro lado, Charest et al. (2001), observaram que a presséao (130 bar,
224 bar e 310 bar) e a temperatura (50 °C, 60 °C e 70 °C) nao apresentaram um
efeito significativo sobre o rendimento de extracdo de lipideos com CO;
supercritico. Yamaguchi et al. (1986) no estudo da extragdo supercritica do oleo
do Kirill antartico liofilizado (Euphausia superba), observaram que ao elevar a
temperatura de 40 a 60 e a 80 °C, mantendo a presséo fixa em 245 bar e
aumentando a pressao de 245 para 392 bar a uma temperatura fixa de 40 °C, o
rendimento de extracdo de oleo permaneceu quase constante. Poucas pesquisas
tém sido realizadas sobre a extracdo de oleo diretamente da carne de animais
marinhos como peixe ou crustaceos, pois a atengdo encontra-se focada sobre o
fracionamento de 6leo de peixe, com o intuito de obter fracdes ricas em acidos

graxos o-3.

Estes resultados obtidos na literatura e no presente estudo, podem ser
explicados pelo reportado por Mishra et al., 1993, onde se afirma que no musculo
de animais marinhos como o peixe, os lipidios estdo incorporados em uma matriz
de lipoproteina e para que estes possam ser dissolvidos completamente, a ligagao
da lipoproteina precisa ser quebrada. Isto pode ser conseguido com o uso de altas
pressdes ou empregando um co-solvente como o etanol no processo de extragédo
supercritica, onde € aumentada a solubilidade global dos lipideos em SC-COs,,
incluindo lipidios polares, como fosfolipidios, aumentando assim, o rendimento

global de extragao
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¢ Rendimento de extracao de astaxantina

Em relacdo ao rendimento de extracdo de astaxantina, os dois fatores
estudados apresentaram efeitos significativos. A pressao apresentou um efeito

altamente significativo (p<0,001), pois s6 nas mais altas pressdes estudadas

foram atingidos os maiores rendimentos de extragcdo de astaxantina. A

temperatura apresentou um efeito negativo a baixas pressdes, pois um aumento

desta variavel de 43 a 57 °C a uma pressao de 230 bar provocou uma diminui¢cao
de 52 % na quantidade de astaxantina extraida.

O maximo rendimento de extragdo com valor de 20,72 ug de ASX/g residuo
(b.s.) foi obtido nas condigdes de 370 bar e 43 °C (Tabela 4.5). E possivel verificar
através da superficie de respuesta e as curvas de contorno que a pressdes por
acima de 300 bar ndao se exibe um efeito apreciavel da temperatura no aumento
do rendimento (Figura 4.6). Também, & importante notar que a menor quantidade
de astaxantina extraida foi obtida quando usadas baixas pressdes e altas

temperaturas, condicdo na qual a densidade do solvente extrativo é baixa.
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Figura 4.6.- (a) Superficie de resposta e (b) curvas de contorno do rendimento de
extracao de astaxantina (ug Astaxantina/ g residuo (b.s.)) em fungao da presséo (bar) e
temperatura (°C) de extracao.
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Embora, os fluidos supercriticos sao apropriados para a extragdao de
compostos que podem ser facilmente degradados pela luz, oxigénio e altas
temperaturas como carotendides, a solubilidade destas substancias sé&o
relativamente baixas comparada com as suas solubilidades em solventes
organicos e altas pressdes devem ser usadas para obter rendimentos razoaveis
(MATTEA et al., 2009).

Resultados sobre a solubilidade de astaxantina em CO; supercritico tém sido
reportados por alguns autores. De La Fuente e colaboradores (2006), observaram
que um aumento na temperatura de 40 para 60 °C a pressado constante de 300
bar, aumenta de 2,8 a 5,1 vezes a solubilidade da astaxantina. Ja na temperatura
constante de 40 °C, um aumento na pressao de 300 para 500 bar, aumenta a
solubilidade de 1,3-1,6 vezes. Youn et al. (2007) mostraram que um aumento na
pressao e na temperatura provoca um aumento na solubilidade de astaxantina.
Entretanto, estes pequisadores asseguram que a solubilidade deste carotendide é
fortemente dependente da densidade do CO,, pois uma maior solubilidade é
obtida quando a densidade do solvente aumenta, evitando assim o uso de
temperaturas elevadas para alcangar altas solubilidades, com a vantagem
adicional de limitar a degradagé&o térmica.

Este aumento no poder de solvéncia do CO, é devido a diminuicao do
coeficiente de difusdo a altas densidades, fazendo que a interacdo entre o
solvente e a matriz seja reduzida (SHI et al., 2007). Esta afirmacgé&o esta de acordo
com os resultados obtidos, pois como pode ser observado na Tabela 4.5 nas
condi¢bes de extragao onde o solvente apresenta maior densidade, conseguiu ser
extraida a maior quantidade de carotendides, predominando as temperaturas

baixas.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram encontrados
por Mendes et al. (2003) na extracdo de lipideos e astaxantina a partir da

microalga Chlorella vulgaris, onde o efeito da temperatura nao foi importante no
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intervalo de 200 a 350 bar, exceto a 200 bar onde um aumento na temperatura
deixa um notavel decréscimo no rendimento de extragdo de astaxantina. Lim et al.
(2002) obtiveram o maior rendimento de extragdo de carotendides e astaxantina a
altas pressdes e baixas temperaturas (500 bar e 40 °C), quando foi extraida a

partir da levedura vermelha Phaffia Rhodozyma.

e Concentragcao de astaxantina no extrato

Analisando os efeitos da pressao e temperatura sobre a variavel resposta
concentragdo de astaxantina no extrato, observa-se uma tendéncia similar ao da
variavel de resposta rendimento de extragcdo de astaxantina, devido que a
quantidade de extrato obtido foi praticamente igual em todas as condi¢des estudas
(pouca variagédo no rendimento global de extragdo (Xo %)). Assim, um aumento na
temperatura provocou uma diminuicdo da quantidade de astaxantina extraida
(efeito negativo) e um aumento na pressdo mostra um incremento. Na Figura 4.7.,
mostra-se que a concentracdo de astaxantina no extrato encontra seus valores
mais altos acima de 300 bar e entre 40 e 50 °C, sem apresentar um ponto de
maximo. A baixas pressbes e altas temperaturas encontra-se o mais baixo

conteudo de astaxantina no extrato.

Como foi mencionado antes, na extragdo com solvente organico (mistura de
IPA e n-hexano, item 3.3.5) obteve-se uma concentragao de carotendides totais
como astaxantina de 1084 + 42 nug/g de extrato. Este valor encontra-se préximo ao
alcangado na regido de altas pressdes (>350bar) e baixas temperaturas
(50>T>40), o qual indica uma grande vantagem na utilizagdo de solvente
supercritico na recuperacao deste tipo de compostos nutracéuticos. Embora o
rendimento de extragdo (Xo %) com CO; ter sido similar para todas as condi¢des
estudadas, e, portanto a quantidade de extrato obtida, nesta regido de altas
pressdes e baixas temperaturas, a concentragao de astaxantina foi bem diferente,

104



Capitulo 4: Extracdo supercritica de lipideos e astaxantina a partir de residuos de camardo-rosa

possibilitando concentrar o extrato supercritico em niveis praticamente iguais ao
da extragao com solvente.
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Figura 4.7.- (a) Superficie de resposta e (b) curvas de contorno da concentracéo de
astaxantina (ug ASX/ g extrato) no extrato em funcao da presséo (bar) e da temperatura
(°C) de extragao.

Yamaguchi et al. (1986), reportaram um decréscimo da concentracéo de

carotendides totais como astaxantina com o aumento da temperatura em extratos
obtidos a partir de Kril a pressao constante de 245 bar. Assim, a 40, 50 e 60°C,
obtiveram concentragbes de 435-504, 191-243 e 70-87 ug ASX/g de extrato,
respectivamente. Entretanto, Tanaka e Okhubo (2003) também observaram um
decréscimo na concentragao de astaxantina no lipideo extraido de ovas de salméao
ao aumentar a temperatura de 40 a 60 e 80°C, na pressao de 245 bar, com
valores de 150-250, 120-80, 110-70 ug ASX/g d6leo, respectivamente. Comparando
estes resultados com os obtidos no presente trabalho, mostra-se uma tendéncia
similiar, jda que ao aumentar a temperatura de 43 a 57°C a pressao constante (230

bar, com o intuito de comparar com os trabalhos reportados) a concentragao teve
uma queda de 648 para 340 ug ASX/g extrato.
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4.3.6 Eficiéncia de recuperacgao de 6leo

Atualmente, um grande numero de métodos estédo disponivel para a extragao
de lipideos a partir de materiais bioldgicos. A extracao lipidica mais comumente
estudada é o método de Bligh e Dyer (1959), este método foi aplicado sobre os
residuos de camardo-rosa obtendo 4,94% de 6leo extraido por cada 100 g de
residuo seco. A metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959) permite a extragéao
de todos os lipidios, incluindo os lipideos polares, fosfolipidios e lipidios
provavelmente ligados com outros componentes das membranas celulares. Assim,
este sera considerado, o maior rendimento de extragdo que pode ser obtido,
embora o0 seu uso na industria alimentar ndo € possivel por causa da toxicidade

dos solventes utilizados (metanol e cloroférmio).

Por outro lado, a extracdo com n-hexano também foi realizada sobre os
residuos de camarao-rosa, onde o rendimento de extracéo foi de 3,3% + 0,1(b.s).
A extragdo com n-hexano favorece somente a extragdo de compostos nao polares
0 que pode explicar por que o rendimento foi menor que o obtido com o método de
Bligh e Dyer (1959). No entanto, a extragdo com n- hexano é comumente utilizada
na industria alimentar, pois este é o unico solvente organico permitido na extragéo

de 6leos comestiveis.

Além disso, devido a sua propriedade nao-polar e a similaridade na
magnitude da suas densidades, 0.66 g/cm® (20°C) para o n-hexano e 0,78-0,93
g/cm3 para o CO,, a extracdo com n-hexano pode ser comparavel com a extracao
de SC-CO,. Na Tabela 4.9 é apresentado os dados de recuperagao de 6leo para
cada uma das condigbes estudadas, com relacdo as duas metodologias de

extragdo com solvente orgéanico.
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Tabela 4.9.- Recuperacdo de 6leo por extragdo com solventes e por extragao supercritica.

Rendimento
Temperatura Pressao Recuperagdo % Recuperaciao %
Ens. (°C) (bar) Global (n-Hexano) (Bligh & Dyer)
(Xo % b.s.)
1 43 (-1) 230 (-1) 1,912 58,82 38,70
2 43 (-1) 370 (+1) 1,928 59,33 39,04
3 57 (+1) 230 (-1) 1,739 53,52 35,21
4 57(+1) 370 (+1) 2,006 61,71 40,60
5 40 (-1,41) 300 (0) 1,965 60,47 39,78
6 60 (+1,41) 300 (0) 2,012 61,91 40,73
7 50 (0) 200 (-1,41) 1,924 59,19 38,94
8 50 (0) 400 (+1,41) 1,742 53,61 35,27
9 50 (0) 300 (0) 2,256 69,41 45,67
10 50 (0) 300 (0) 2,149 66,11 43,49
11 50 (0) 300 (0) 2,221 68,34 44,96

Devido a pouca variabilidade do rendimento de extrac&o, a porcentagem de
recuperacao de 6leo em relagdo ao n-hexano variou entre 53 e 68 %, € 35 e 46 %
para a extragdo com o método Bligh & Dyer (1959). Na extracdo de oleo de
cabecas de sardinha liofilizada, a extragcado com CO, supercritico foi cerca de 50 %
do rendimento de extracdo com n-hexano, para as condi¢cdes oOtimas estudadas
(300 bar e 75 °C) (LETISSE et al., 2006). Yamaguchi et al. (1986) obtiveram uma
recuperacao de 57 % com a extragao supercritica de 6leo de Krill nas condi¢des
de 245 bar e 60 °C, quando comparada ao maximo extraido pela metodologia de
Bligh e Dyer (1959). Eles reportaram que sé compostos nao-polares ou pouco

polares, tais como triacilglicerois, carotendides e colesterol, foram extraidos.

Com o intuito de melhorar a extragao de lipideos nao polares, a polaridade
do CO; pode ser alterada pelo uso de co-solventes como metanol ou etanol.
Varios pesquisadores relatam que a solubilidade lipidica em SC-CO, é aumentada
pela adicdo de etanol, e alguns fosfolipidios sdo extraidos diretamente em niveis
proporcionais ao etanol adicionado (TANAKA et al, 2004; SAHENA et.al., 2009).
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4.3.7 Recuperacao de astaxantina

Como foi ilustrado no item 3.2.3.3 do Capitulo 3, foram usadas duas
metodologias para a extracdo de carotendides totais, reportados como
astaxantina. A recuperagao de astaxantina na extragao supercritica foi comparada
com a maxima obtida (53 + 2 ug Astaxantina/ g residuo b.s.), a qual corresponde a
extracao usando IPA e n-hexano como solvente. Na Tabela 4.10, mostra-se
que a maxima porcentagem de recuperacao atingida foi de 39,04 % nas condigdes
de 370 Bar e 43 °C. Tanaka e Ohkubo (2003) obteve uma recuperagao maxima de

carotendides como astaxantina de 30%, nas condi¢cdes de 314 bar e 40 °C.

Tabela 4.10.- Porcentagens de recuperagao de astaxantina na extragao supercritica

relativa a extracdo com n-hexano/IPA.

Rendimento de

extragao de

Ens. Temperatura Pressao . Recuperagio %
(°C) (bar) astaxantina (n-Hexano/IPA)
(ug Astaxantina/ g residuo
b.s.)
1 43 (-1) 230 (-1) 12,396 23,26
2 43 (-1) 370 (+1) 20,719 38,87
3 57 (+1) 230 (-1) 5,927 11,12
4 57(+1) 370 (+1) 17,991 33,75
5 40 (-1,41) 300 (0) 19,554 36,69
6 60 (+1,41) 300 (0) 16,534 31,02
7 50 (0) 200 (-1,41) 6,885 12,92
8 50 (0) 400 (+1,41) 17,655 33,12
9 50 (0) 300 (0) 19,379 36,36
10 50 (0) 300 (0) 18,876 35,41
11 50 (0) 300 (0) 19,267 36,15

Nobre et al. (2006) conseguiram uma recuperagao de carotendides de 46,7

% nas condi¢cdes de 300 bar e 60 °C na extracdo supercritica de astaxantina a
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partir da alga Haematococcus pluvialis, quando foi considerada a extragdo com
acetona como 100% de recuperacédo. No entanto, neste mesmo estudo, o uso de
etanol como co-solvente (10 %) aumentou em 25,6 % a porcentagem de

recuperacao de carotendides, quando usadas as mesmas condi¢cdes de extracao.

4.3.8 Composigao em acidos graxos no extrato supercritico.

A composi¢do de acidos graxos do 6leo extraido a partir de residuos do

camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis) é apresentada na Tabela 4.11

Os acidos graxos saturados compdem aproximadamente 40 % dos acidos
graxos totais extraidos. Observa-se uma diminuigao na concentragao deste tipo de
acidos graxos com o aumento da pressao de extragado (aumento na densidade do
solvente). Também nota-se que a sua concentragdo aumentou em todas as
extragdes em relagcdo a obtida na extragdo com soxhlet. Os acidos graxos
insaturados representam entre 47-54 % do total de acidos graxos. A composigao
em acidos graxos monoinsaturados permaneceu praticamente invariavel, quando
comparada com o extrato obtido pela metodologia Soxhlet (AOAC 991.36, 2006).
Este comportamento foi mais notorio na concentragdo do acido oléico (C18:1), a
qual foi muito similar nas diferentes condicdbes de extragdo supercriticas

estudadas.

Em relagdo aos acidos graxos poliinsaturados, nota-se que a sua
concentracao aumenta com o aumento da pressao, obtendo-se uma concentragao
destes acidos perto de 30 % na condi¢cédo de 370 bar e 57 °C. Destaca-se também,
o efeito da temperatura a altas pressdes (370 bar) onde a concentragcéo de acidos
graxos poliinsaturados a 57 °C mostra-se maior do que a concentragao a 43 °C.
Em concordancia, nestas condicdes foi obtida a maior concentracido de acidos

graxos o-3, atingindo um valor de 18,25 % com relagc&o aos acidos graxos totais.
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Tabela 4.11.- Composigao de acidos graxos (porcentagem de acidos graxos) dos lipideos extraidos a partir de camarao-rosa

(Farfantepenaeus Paulensis) usando SC-CO, sob diferentes pressdes e temperaturas e a metodologia Soxhlet.

43°C/ 43°C/ 57°C/ 57°C/ 40°C/ 50°C/ 50°C/ 60°C/ 50°C/
) 230 bar 370 bar 230 bar 370 bar 300 bar 400 bar 200 bar 300 bar 300 bar
Acido graxo Soxhlet
p=851.42 p=933.43 p=781.01 p=884.86 p=910.13 p=923.20 p=785.03 p=829.78 p=870.64
kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m®

C10:0 Céprico - 0,05 - 0,04 - - - - 0,05 -

C12:0 Laurico 0,61 0,57 0,55 0,52 0,63 0,58 0,64 0,64 0,62 0,16
C14:0 Miristico 3,75 3,60 3,51 3,24 3,85 3,59 4,03 3,44 3,91 1,96
C15:0 Pentadecandico 1,81 1,73 1,71 1,56 1,85 1,74 1,94 1,68 1,90 1,19
C16:0 Palmitico 21,76 20,63 20,47 19,04 21,67 20,05 22,21 19,68 21,95 16,17
C16:1 Palmitoléico 6,81 6,50 6,73 6,28 7,40 6,97 7,60 6,82 7,51 5,20
C17:0 Margarico 2,33 2,22 2,20 2,03 2,36 2,21 2,41 2,21 2,43 2,23
C17:1 Margaroléico 0,91 0,94 0,94 0,88 1,03 0,97 1,05 0,96 1,04 0,98
C18:0 Estearico 9,07 8,53 8,54 8,00 8,82 8,09 8,77 8,13 8,85 9,40
?:38;; Elaidico 0,81 0,80 0,77 0,72 0,97 0,82 0,63 0,84 0,96 0,49
C18:1 Oléico 16,95 15,49 15,98 15,14 16,32 14,85 16,94 14,78 16,17 16,85
('IE:aSrﬁ Linoelaidico 0,21 0,21 0,23 0,22 0,26 0,21 0,28 0,21 0,28 0,19
C18:2 Linoléico 6,15 4,35 6,52 7,72 3,14 2,18 2,27 2,09 2,24 2,00
('I%:asnzz Translinolénico 0,71 0,67 0,68 0,64 0,72 0,66 0,70 0,80 0,91 0,56
C18:3 Linolénico 4,99 3,32 5,90 7,87 1,66 0,55 0,39 0,36 0,40 0,43
C18:4 Estearidénico - 0,15 - 0,12 0,15 0,19 0,16 0,21 0,17 0,16
C20:0 Araquidico 0,78 0,82 0,76 0,72 0,82 0,81 0,83 0,79 0,87 0,70
C20:1 Gadoléico 1,21 1,18 1,15 1,07 1,25 1,16 1,26 1,16 1,26 3,25
C20:4 Araquidénico 2,14 3,38 2,58 2,96 2,37 4,18 3,26 4,40 3,31 5,81
C22:0 Behénico 0,53 0,55 0,52 - - 0,57 0,54 0,54 0,58 -

C20:5 Elcosap::f:nmco 3,44 6,25 4,48 5,43 6,18 8,31 5,85 8,81 5,91 11,69
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43°C/ 43°C/ 57°C/ 57°C/ 40°C/ 50°C/ 50°C/ 60°C/ 50°C/
230 bar 370 bar 230 bar 370 bar 300 bar 400 bar 200 bar 300 bar 300 bar  Soxhlet

Acido graxo

p=851.42  p=93343  p=781.01 p=884.86  p=910.13  p=923.20  p=785.03  p=829.78  p=870.64

kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m® kg/m®
c22:1 Ertcico 0,27 0,16 0,17 0,17 0,19 0,17 0,20 0,15 0,25 -
C24:0 Lignocérico 0,16 0,13 0,13 0,14 0,15 0,21 0,17 0,22 0,16 0,50
C22:5 Decosapentandico 0,52 0,96 0,69 0,83 0,94 1,25 0,90 1,31 0,92 1,51
C22:6 Docosatggie”é'co 2,25 4,72 3,08 4,00 4,55 6,58 4,23 7,03 4,29 12,24
NI Nao Identificado 11,83 12,09 11,71 10,66 12,72 13,10 12,74 12,74 13,06 6,33
Total ©-3 11,20 15,40 14,15 18,25 13,48 16,88 11,53 17,72 11,69 26,03
SAT (%) 40,80 38,83 38,39 35,29 40,15 37,85 41,54 37,33 41,32 32,31
INSAT(%) 47,37 49,08 49,90 54,05 47,13 49,05 45,72 49,93 45,62 61,36
MONO(%) 26,96 25,07 25,74 24,26 27,16 24,94 27,68 24,71 27,19 26,77
POLI(%) 20,41 24,01 24,16 29,79 19,97 24,11 18,04 25,22 18,43 34,59
SAT/INSAT 0,86 0,79 0,77 0,65 0,85 0,77 0,91 0,75 0,91 0,53
SAT/MONO 1,51 1,55 1,49 1,45 1,48 1,52 1,50 1,51 1,52 1,21
SAT/POLI 2,00 1,62 1,59 1,18 2,01 1,57 2,30 1,48 2,24 0,93
POLY/MONO 0,76 0,96 0,94 1,23 0,74 0,97 0,65 1,02 0,68 1,29

& AOAC 991.36 (2006)
SAT, Saturado; INSAT, insaturado; MONO, monoinsaturado; POLI, poliinsaturado

p= densidade do CO;
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A relagdo entre acidos graxos saturados/insaturados aumenta com o
acréscimo da pressao e com a densidade do solvente. Da mesma maneira
acontece com a relagdo poliinsaturados/monosaturados, que mostra que um
incremento na pressao aumenta a seletividade do CO, para compostos com maior

grau de insaturagéo.

Como era esperado, os acidos graxos EPA e DHA mostraram a mesma
tendéncia de extragdo dos acidos graxos poliinsaturados, onde um aumento na
pressdo e na temperatura leva a um incremento na sua concentragdo no extrato.
Assim, um aumento na temperatura de 50 a 60 °C a pressao constante (300 bar),
significou um aumento na concentracdo de 5,91 % para 8,81 % e de 4,29 % para
7,03 %, ou seja, um aumento de 49 % e de 64 % para EPA e DHA,
respectivamente. Em relagdo a pressdao um aumento de 300 para 400 bar a
temperatura constante (50 °C), mostrou um aumento de 41 % para EPA e de 53 %
para DHA. O maximo teor destes acidos graxos foi obtido a 300 bar e 60°C, que
representa 75,4 % e 57,4 % dos teores de EPA e DHA do dleo obtido pela
extracdo de Soxhlet, respectivamente. Valores semelhantes de teroes de EPA e
DHA podem ser obtidos nas condicées de 50 °C e 400 bar. Pode-se notar que o
6leo obtido por extracédo supercritica foi fracionado, pois obteve-se um rendimento
global ao redor de 2% enquanto que a extragao total por soxhlet (extrato etéreo)
obteve-se rendimento global de aproximadamente 5 % de 6leo, entdo na extragao
supercritica extraiu-se aproximadamente 40 % do 6leo com menor teor de EPA e
DHA que corresponde a fragcdo de d6leo nao polar, enquanto que a parte nao
extraida, mais polar, € mais rica em EPA e DHA que fica retido na matéria prima.

Na extracdo de lipideos ricos em acidos graxos -3 a partir da alga
Sargassum hemiphyllum, Cheung e colaboradores (1998) reportaram que as
concentragdes de acido docosapentanoico (EPA) e docosahexanoico (DHA) foram

significativamente altas a 37.9 MPa e 40°C. Também, observaram que um

112



Capitulo 4: Extragdo supercritica de lipideos e astaxantina a partir de residuos de camardo-rosa

aumento na press&o e na densidade do solvente, incrementa significativamente a

concentracao de acidos poliinsaturados totais.

4.3.9 Validagao experimental

Com o intuito de testar a validade dos modelos matematicos obtidos do
planejamento experimental proposto, foi realizado um ensaio em triplicata na
condicdo de 400 bar e temperatura de 40°C, e com idénticos parametros de
extragdo (vazdo e massa de CO; e tempo de extragdo). Estas condi¢cbes de
pressdao e temperatura foram escolhidas em virtude de obter a maxima
concentragado de astaxantina no extrato, as quais segundo a analise estatistica da
sua superficie de resposta (Figura 4.7) é obtida em ditas condigbes de
temperatura e presséo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.12 (dados

mais detalhados sao mostrados no apéndice 8E).

Tabela 4.12.-Resultados da validagao experimental dos modelos obtidos no planejamento
experimental DCCR (T=40 °C, P=400 bar)

Resultado Valor experimental® Valor predito % DR"
Rendimento Global (X, % b.s.) 1,95 + 0,04 1,60 17,69
Rendimento de extragdao de ASX
. . 17 £1 17,1 1,91
(ng Astaxantina/g residuo b.s.)
Concentracio astaxantina
894 + 33 1061 -18,65

(ug Astaxantina/ g extrato)

@ Valores obtidos nas condigdes de 40° C e 400 bar.

b Desvio relativo = [(valor experimental - valor predito)/ valor experimental ]*100.

Baseado nos valores de desvio relativo (%DR) obtidos para cada variavel de
resposta considerou-se que os modelos empregados foram satisfatérios para
predizer os valores experimentais do rendimento de extracdo de astaxantina.
Apesar das outras variaveis apresentarem desvios relativos mais elevados,

mesmo assim podem ser consideradas aceitaveis, e podem ser usados com
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finalidades de avaliar o processo. Nesta condicdo também foi analisado o perfil de
acidos graxos nestas condi¢cdes de extracdo, cujos resultados s&o mostrados no
apéndice 8F. O conteudo de EPA e DHA foi de 8,94 e 7,34 %, respetivamente. De
acordo com os resultados anteriormente obtidos, um aumento na pressao de 300
a 400 bar na temperatura de 40°C, provoca um aumento consideravel no teor
destes acidos graxos poliinsaturados no extrato (Tabela 4.13). Enquanto que, um
aumento na temperatura de 40 a 50 °C na pressao de 400 bar, ndo apresenta
grande efeito, mas sdo preferidas as baixas temperaturas. Estes resultados

concordam com o discutido no item 4.3.8.

Tabela 4.13.- Conteudo de EPA e DHA em algumas condi¢des de processo estudadas.

T (°C) P (Bar) % EPA %DHA

40 300 6,18 4,55
40 400 8,94 7,34
50 400 8,31 6,58

4.3.10 Identificacao da astaxantina por CCD

Na Figura 4.8, (a) representa o padrao de astaxantina, (b) o extrato de
solvente orgénico (IPA/n-hexano) e os numeros (1-11) as corridas feitas na
extracdo supercritica de acordo com a Tabela 4.2. A separagao por CCD do
extrato do camardo-rosa mostrou 6 diferentes bandas, com Rf 0,33 (laranja), 0,52
(laranja), 0,57 (laranja), 0,69 (amarelo), 0,73 (amarela) e 0,78 (amarela), como

mostrado na Figura 4.8.

Uma banda laranja de Rf 0,33 corresponde a astaxantina, conforme
indicado pelo padrao (a). As bandas de laranja de Rf 0,52 e 0,78 correspondem a
monoéster astaxantina e diéster astaxantina, respectivamente, como citado por

Naturose Boletim Técnico#003 (Cyanotech Corporation, 1998).
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0,78
0,73
0,69
0,57

0,52

0,33

Figura 4.8.- Cromatografia de Camada Delgada dos extratos supercriticos do camaréao-

rosa sobre silica gel.

Os experimentos 3 e 7 mostraram uma baixa intensidade das bandas devido a
pequena quantidade de carotendides extraidos. Os resultados indicam que a
astaxantina livre, monoéster astaxantina e diéster astaxantina sdo os principais
pigmentos no camarao-rosa (Farfatepenaeus paulensis). Sachindra et al. (2005)
reportaram dados de Rf similares na identificagdo dos carotendides de caranguejo
marinho (Charybdis cruciata). Yamaguchi et a. (YAMAGUCHI et al., 1983)
identificaram por meio deste tipo de cromatografia a presengca de varios
carotendides no camarao Krill antartico (Euphasia superba): astaxantina diester,

astaxantina monoester, astaxantina.
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4.4 Conclusoes

No estudo das curvas de cinética de extragdo, ndo consiguiu identificar-se
um periodo inicial diferenciado de taxa de extracdo constante (CER),
predominando assim o regime transiente desde o inicio da extragdo. Verificou-se
também, que quando usadas altas pressbes, a quantidade do extrato nos
primeiros 40 minutos de extragao é aproximadamente 90% do total, possibilitando
a diminuicdo do tempo de extragao e da quantidade de solvente empregado.

Os modelos das variaveis, rendimento global de extracdo (X% b.s.),
rendimento de extracdo de astaxantina e concentragdo de astaxantina no extrato,
foram avaliados mediante a porcentagem de variacdo explicada (R?) e o teste F,
indicando que para estas variaveis 0 modelo obtido foi significativo e valido para
descrever os dados experimentais. Verificou-se também que as variaveis
independentes estudadas estiveram sob controle durante a realizagdo dos
experimentos e que a porcentagem que o modelo ndo conseguiu explicar n&o foi

devida a erros operacionais e sim a falta de ajuste dos modelos obtidos.

Observou-se que a pressdo e a temperatura mostram um efeito pouco
significativo sobre o rendimento de extragdo de 6leo com CO, supercritico, pois 0s
resultados mostram que o rendimento global de extragdo foi semelhante em
diferentes condi¢gbes estudadas, variando de 1,74 % para 2,21 %. O maximo
rendimento de extragdo foi encontrado nas condigbes de 300 bar e 50 °C. A
porcentagem de recuperagao de 6leo com relagdo ao n-hexano variou entre 53 e
68 %, e 35 e 45 % para a extracdo com o método Bligh & Dyer (1959).

Tanto a temperatura quanto a pressao, apresentaram um efeito significativo
sobre o rendimento de extracdo de astaxantina, enquanto a pressédo exibiu um
efeito maior. A maior quantidade de astaxantina extraida foi obtida nas condi¢des

de 43°C e 370 bar, com uma porcentagem de recuperagédo de 39 %. Na faixa de
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baixas pressbes, o aumento da temperatura resultou em uma diminuigdo no

rendimento de extracado de astaxantina.

Mostrou-se que na variavel concentragdo de astaxantina no extrato,
apresenta-se um efeito significativo da pressdo e temperatura, indicando uma
tendéncia similar com a variavel resposta rendimento de extragdo de astaxantina.
Na regido de altas pressdes (>350bar) e baixas temperaturas (50>T>40),
apresentaram-se valores de concentragdo acima de 1000 pg ASX/g extrato,
valores proximos aos obtidos com a extracdo de carotendides reportados como
astaxantina com solvente orgéanico (IPA+HEXANO). Este resultado indica uma
grande vantagem na utilizagdo de solvente supercritico na recuperacgéo deste tipo
de compostos nutraceuticos.

Um aumento na temperatura e na pressdo apresenta um incremento na
extragdo dos acidos graxos EPA e DHA no extrato. A maxima recuperacéo destes
acidos graxos foi de obtida a 300 bar e 60°C, sendo de 75,4 % e 57,4 % para EPA
e DHA, respectivamente. No entanto valores semelhantes de recuperacdo podem

ser obtidos nas condigdes de 50 °C e 400 bar.
Mediante a Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foi possivel

identificar a presencga de astaxantina e seus ésteres nos extratos supercriticos de

camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis).
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5. EXTRAGAO SUPERCRITICA EMPREGANDO ETANOL COMO
CO-SOLVENTE.

5.1 Resumo

De acordo com os resultados obtidos, a extracdo com CO, supercritico
mostrou-se uma técnica adequada para a obtencao de extratos concentrados em
lipideos ricos em acidos graxos -3 e carotendides, a partir de residuos de
camarao-rosa. No entanto, as porcentagens de recuperagao tanto de lipideos
quanto de astaxantina apresentaram valores maximos de 46 e 39%,
respectivamente, quando usado somente CO, como solvente. No presente
capitulo, foi estudado o efeito do uso de alcool etilico como co-solvente sobre os
rendimentos de extracao de lipideos e astaxantina, a concentracdo de astaxantina
e no teor de acidos graxos eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA) do
extrato. Depois de identificar a condicdo de maximo rendimento de extragao (300
bar e 50 °C), como foi reportado previamente, foram realizadas extracbées com
etanol visando a obtengdo de uma condicdo onde o extrato seja rico em acidos
graxos m-3 e astaxantina. Foram utilizadas relagdes em massa de 5, 10 e 15 % de
etanol na mistura solvente com diéxido de carbono. Os resultados mostraram que
o rendimento de extracado de lipideos aumenta drasticamente com o aumento da
quantidade de etanol na mistura de solvente extrativo. Por sua vez, o rendimento
de extracdo de astaxantina apresentou um comportamento similar, atingindo
valores de recuperagao de 65%, quando usada a maxima relacdo de co-solvente
proposta, indicando uma importante melhora da sua solubilidade com a mudanca
da polaridade do solvente de extragdo. A concentragcdo de acidos graxos -3 no
extrato, especificamente EPA e DHA, mostraram um aumento de 53,9 % e de 72,5
%, respectivamente, com o uso de apenas 5 % (m/m) de etanol. No entanto, a
maxima recuperagao foi atingida com o uso de 15 % de etanol, obtendo uma
recuperacao de 98,2 % para EPA e 82,7 % para DHA com relagao a extracao feita

com Soxhlet.
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5.2 Material e Métodos

O estudo de extragao supercritica empregando co-solvente foi desenvolvido no
Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extragao, Fracionamento e Identificagdo
de extratos vegetais - (LASEFI) com a colaboragéo do Laboratério de Oleos e
Gorduras da FEA-UNICAMP.

5.2.1 Material

Foi empregada a amostra de residuo de camarao-rosa, acondicionada de
acordo com o item 4.2.3 do Capitulo 4. A amostra foi mantida sob refrigeracao a -
10°C, antes da realizac&o das extragoes.

5.2.2 Solventes usados na extragao supercritica

Foi utilizado diéxido de carbono da empresa White Martins (PRAXAIR INC.,
Campinas, SP) com pureza de 99% e como co-solvente, alcool etilico
absoluto/ACS (99.5%) fornecido por ECIBRA® Reagentes Analiticos (Sao Paulo,
SP).

5.2.3 Extracao supercritica.

Com o intuito de estudar a influencia do co-solvente sobre a extragao
supercritica, foram realizados trés ensaios em duplicata, mantendo fixa a pressao
e a temperatura, mas variando a porcentagem de co-solvente empregado,
conforme descrito na Tabela 5.1. A massa de CO; (500 + 1g) e a quantidade de
amostra (7,00 = 0,02 g) e, portanto a relagdo massa de solvente/matéria prima
(S/F) foi mantida constante (71,43) conforme as magnitudes empregadas no
Capitulo 4. A vazao de CO; foi dobrada (3,0 L/min), sendo o tempo de extracéo de

100 min. As vazdoes de etanol foram 0,334, 0,705 e 1,12 mL/min.,
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respectivamente. As condigdes selecionadas para os ensaios foram aquelas
donde apresentou-se o0 maximo rendimento de extragédo de lipideos (300 bar e 50
°C), visando analisar a influéncia da adi¢ao de etanol na mistura extrativa, sobre a

extracao de astaxantina e extragao de acidos graxos ®»-3.

Tabela 5.1.- Condigdes experimentais usadas nas extragdes supercriticas

empregando co-solvente

Temperatura (°C) Pressao (Bar) Co-solvente (m/m) %

50 300 5
50 300 10
50 300 15

5.2.3.1  Unidade experimental

As extragdes supercriticas empregando co-solvente foram realizadas em
uma unidade experimental conforme esquematizado na Figura 5.1.
(3)
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Figura 5.1.- Diagrama da unidade experimental para extracdo supercritica empregando
co-solvente — LASEFI/DEA- FEA-UNICAMP

(21) (22)

e Cilindro sifonado com CO; (1);

125



Capitulo 5: Extragdo supercritica empregando etanol como co-solvente

e Valvulas de bloqueio, Autoclave Engineers (2, 6, 10, 11, 14, 17, 23);

e Manbémetro tipo Bourdon, Record (3, 8, 12);

e Banho de refrigeracao ultratermostatizado MA-184, MARCONI (Brasil) (4);

e Trocador de calor, Suprilab (Brasil) (5);

e Valvula de alta pressdo, (Back pressure regulator), Modelo 26-1700.
Pressdo Maxima: 10000 psi. TESCOM (EUA) (7);

e Bomba pneumatica para alta pressdo, Modelo PP111. Pressao Maxima:
13000 psi. PALM, Brasil (9);

e Valvula de seguranga, Swagelok Fluid System Technology (Brasil) (13);

e Extrator de ago inox AISI 316, 300 mL, encamisado — Suprilab (Brasil) (15);

e Banho termostatizado, Polyscience Modelo 9510, EUA (16);

e Aquecedor elétrico para valvulas (17) e (19), MARCON/I (Brasil) (18);

e Valvula micrométrica, Autoclave Engineers (19);

o Coletor de extrato, frasco dmbar tipo penicilina de 100 mL, diametro de
boca de 20 mm, lacrado (20);

e Medidor de vazao, Flow — Cole Parmer Instrument Company (21);

e Totalizador de volume (Industria Brasileira) (22);

e Bomba de alta pressao, Thermo Separation Products, Constametric 3200
P/F, EUA. (24);

e Estoque de co-solvente (25).

5.2.3.2 Procedimento de extracdo

Com antecipacdo a realizacdo das extracbes foram acondicionados os
banhos termostatizados (4) e (16), o primeiro deles a uma temperatura de -10°C,
com o intuito de mudar o CO, da fase gasosa para a fase liquida e o segundo a
uma temperatura de 50 °C, este ultimo circulando na camisa do extrator
empregado para manter a temperatura de operagcado constante. O residuo do

camarao-rosa foi empacotado em uma celula de nylon de 50 mL e completado o
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volume com perolas de vidro de 5 mm. A celula foi disposta dentro do extrator de
tal forma, que a mistura de solventes penetrou inicialmente nas perolas de vidro e
posteriormente no material a ser extraido, abandonando em seguida o extrator.
Apoés atingir a temperatura nos banhos (4) e (16), passou-se o CO, para o
trocador de calor (5) e consequentemente para a bomba pneumatica de alta
pressao (9). Posteriormente, foi pressurizado o extrator com as valvulas (10), (11)
e (14) abertas, no entanto fechando a valvula de alta presséo (7), até atingir a
pressao de 300 bar, a qual foi medida nos manémetros Bourdon (8) e (12). Depois
de alcangada a condi¢cédo de pressao, o sistema foi mantido num periodo estatico
de 20 min, para garantir a estabilizagdo das condigbes experimentais e provocar
um maior contato entre o residuo e o solvente supercritico. Apés o tempo de
estabilizagao, inicia-se a extragao, ligando a bomba dosificadora de etanol (24) e
acondicionando-a na vazao requerida. Em seguida abriu-se a valvula (23) para dar
passo a mistura de CO; e etanol, para ser escoada através do leito por um tempo

de 100 minutos.

Durante o processo de extracdo, a pressdo foi controlada e mantida
constante pela bomba pneumatica (9). A vazdo de solventes foi controlada
manualmente através das valvulas (17) e (19). O CO;, foi conduzido e quantificado
no medidor de vazao (21), e o volume usado na extragdo foi medido em um
totalizador (22). Assim, coletou-se o extrato junto com o etanol, no frasco coletor
(20) o qual foi previamente pesado, e mantido a temperatura de refrigeragao (5°C)
durante a extracdo, para evitar a oxidagao dos componentes extraidos.

Logo de concluida a extragdo, foi despressurizado o extrator e lavada a
tubulagdo com n-hexano (98,5%, Lote 115744), com auxilio de uma seringa, com
o fim de recuperar o extrato que poderia ter ficado retido na tubulagdo. Desta
forma, a quantidade de extrato obtida reporta-se como a suma do extrato obtido
na extracdo, a despressurizagado e a lavagem da tubulagdo. As amostras foram

mantidas sob refrigeragao (-20°C) até a realizagao das analises posteriores.
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5.2.4 Calculo de rendimento de extracao e recuperagao de oleo

ApoOs cada extracdo, o alcool etilico foi evaporado por meio evaporador
rotativo (MARCONI, MA-120, Sao Paulo) a 40°C e -25 polegadas de Hg. Em
seguida, o extrato foi seco em uma estufa com vacuo (Estufa a vacuo, MARCONI,
MA 030/12, Sao Paulo), em idénticas condigbes da rotoevaporagdo e com fluxo
constante de nitrogénio comercial (P-4631, WHITE MARTINS, PRAXAIR INC.
Campinas, SP). O frasco coletor foi seco até peso constante e armazenado sob
refrigeragdo a -10°C. Foi calculado o rendimento global de extracdo de acordo a
Equacgao 4.4. A porcentagem de recuperagédo de 6leo esta referida a relagado do
conteudo obtido na extragcdo supercritica e o presente na amostra inicial, de

acordo a Equagéao 4.7, como foi descrito no item 4.2.14.

5.2.5 Calculo de rendimento de extracao e recuperagao de astaxantina

A quantificagdo de carotendides como astaxantina foi realizada de acordo com
a metodologia descrita no item 4.2.15.1. O seu rendimento de extracdo foi
calculado de acordo a Equagao 4.5 e a concentragcdo de astaxantina no extrato
mediante a Equacdo 4.6. A porcentagem de recuperagdo de astaxantina esta
referida a relacdo do conteudo obtido na extragdo supercritica e o presente na

amostra inicial, de acordo a Equacao 4.8, como foi descrito no item 4.2.14.
5.2.6 Composigcao em acidos graxos no extrato

Posteriormente a quantificagcdo dos carotendides os extratos concentrados em
n-hexano foram evaporados e secos sob atmosfera inerte de nitrogénio até peso

constante. Para a determinagdo dos acidos graxos seguiu-se o método descrito

em 3.2.3.5. As analises foram feitos em duplicata.
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53 Resultados e Discussao

5.3.1 Efeito do etanol sobre o rendimento de extragao de éleo

Resultados prévios sugeriram que o maior rendimento de extragao de 6leo a
partir de residuos de camarao-rosa foi obtido nas condi¢ées de 300 bar e 50°C,
com valor médio de 2.21% b.s. Com o intuito de melhorar o rendimento nesta
condicéo, foi estudado o efeito do etanol sobre o rendimento de extracao de dleo e
astaxantina. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 5.2. Os dados
apresentados para 0% (m/m) de etanol nesta figura correspondem aos ensaios, 9,

10 e 11 do planejamento experimental DDCR feito no Capitulo 4.
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Figura 5.2.- Efeito do co-solvente sobre o rendimento de extragido e a recuperacao de
6leo. Condicbes de extracao: 300 bar, 50 °C.

(Cada resultado representa a média + desvio padrio)

Em geral, o rendimento de extracdo mostrou um incrementou com o
acréscimo na porcentagem de etanol. Na extragdo que foi realizada com 5% de
etanol em CO,, o rendimento de extragdo apresentou uma queda de 11,1% com

relacdo a extragao realizada sem co-solvente, no entanto atingiu uma recuperagéo
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de 40%. Ja as extragcdes com 10 e 15% de etanol, apresentaram uma recuperacao
de lipideos de um aumento no rendimento em média de 39,7% e 59,48%,
respectivamente. Deste modo, um aumento no rendimento global de extragéo de
109,7% foi alcangado no incremento de 0% para 15% de co-solvente, atingindo
uma maxima porcentagem de recuperagcdo media de 93,8 % com relagdo aos
lipideos extraidos pela metodologia modificada de Bligh e Dyer (MANIRAKIZA P.,
et. al., 2001), a qual é considerada como a maxima que pode ser extraida. Como
foi discutido no Capitulo 3, este aumento no rendimento de extragdo € devido a
mudanga na polaridade do CO, pela adigdo do co-solvente, fazendo soluveis
compostos polares tais como fosfolipidios e glicolipideos, que ndo podem ser
extraidos apenas pelo CO,. A extracao de lipideos a partir do residuo de camarao
usando n-hexano como solvente mostrou um conteudo de lipideos de somente
3,43% (b.s.), enquanto que a extragdo com metodologia de Bligh e Dyer mostrou
um teor de lipideos totais de 4,94 % (b.s.) A diferenca deve-se possivelmente ao
uso de metanol, no caso da extragdo com a metodologia de Bligh e Dyer, faz que

compostos deste carater polar, sejam extraidos.

Resultados similares foram encountrados en alguns trabalhos reportados na
literatura. Tanaka et al. (2004) no estudo da eficiéncia do uso de SC-CO; e etanol
na extracdo de lipideos de ovas de salm&o nas condi¢cdes de 177 bar e 33°C.
Neste estudo foi reportado que 39% dos lipideos foram extraidos sem co-solvente,
no entanto, quando a extragdo foi realizada com 10, 15 e 20% de etanol foi
atingida uma recuperagao de lipideos de mais de 75%. Hardardottir e Kinsella
(1988) reportaram que a adi¢cdo de etanol melhora a solubilidade dos lipideos em
CO; supercritico. Assim, nas condigdes de 275 bar e 40 °C, foram extraidos 78 %
dos lipideos quando nao foi usado etanol como co-solvente e 97 % quando
utlizado 10 % (m/m) na mistura solvente. Estes pesquisadores afirmam que o
etanol ajuda a dissociar os complexos de proteina e fosfolipidios, ficando estes
ultimos disponiveis para serem extraidos. De tal modo, o SC-CO, extrai
preferivelmente os triglicérideos, em quanto o SC-COy/Etanol extrai ambos,
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triglicerideos e fosfolipidios. Kang et al. (2005) encontraram na extragdo
supercritica de 6leo a partir de subprodutos de lula, que o uso de 1,5% m/m de
etanol nas condi¢des de 17,2 MPa e 45°C, aumentou o rendimento de extragédo de
Oleo de 45 % a 60%, com relagcdo a extracao feita sem co-solvente. Tambén foi
reportado que um aumento na presséo de 138 a 172 bar na temperatura de 45 °C,

teve um aumento na recuperacao de oleo de 13 a 45 %.

5.3.2 Efeito do etanol sobre o rendimento de extragao de astaxantina.

Como foi mostrado no Capitulo 3, a relativa baixa solubilidade da astaxantina
em SC-CO; implica o uso de altas pressdes para obter apreciaveis rendimentos de
extracdo destes carotenoides. No entanto, segundo varios autores (MACHMUDAH
et. al.,, 2006, NOBRE et.al. 2006, LIM et.al., 2002) o uso de co-solventes polares
aumenta a solubilidade dos carotendides no méio supercritico. A quantidade de
astaxantina extraida usando dioxido de carbono supercritico com e sem etanol é

comparada, e apresentada na figura 5.3.
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Figura 5.3.- Efeito do co-solvente sobre o rendimento de extragéo e a recuperagao de

astaxantina. Condic¢des de extragdo: 300bar, 50°C.
Cada resultado representa a media + desvio padrao.
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Nota-se que a adi¢cao de etanol apresentou um efeito importante no aumento
da extracdo de astaxantina e, portanto, na sua recuperacdo com relagido ao
conteudo no residuo inicial. O rendimento de extragdo de astaxantina aumentou
de 26,03 para 34,83 ug ASX/g de residuo seco, quando a porcentagem de etanol
foi aumentada de 5 a 15 % (m/m). O maximo rendimento de extragéo foi atingido
quando empregado a maior relagdo de mistura de etanol e SC-CO; (15:85 m/m), e
destaca-se como o rendimento de extracdo aumenta em 74,6% com relagdo a

extracao feita sem co-solvente.

O maior rendimento de extracdo de astaxantina obtido nos resultados prévios
(sem uso de co-solvente) foi de 20,72 ug ASX/g de residuo seco, nas condigbes
de 370 bar e 43 °C. No entanto, com o uso de pressdes desta magnitude nao foi
possivel atingir os rendimentos alcangados com o uso do co-solvente. Deste
modo, o acréscimo do rendimento de extracdo pelo uso de etanol modificador
pode ser devido a dois efeitos: (a) o incremento da solubilidade da astaxantina e
os outros carotenoides no solvente supercritico (COz+Etanol) devido ao carater
ligeiramente polar deste tipo de moléculas, permitindo uma facil formacéo de
ligagdes hidrogénio com o etanol presente na corrente de CO; e, (b) a expansao
dos poros da matriz, facilitando a liberagdo dos pigmentos (NOBRE et al., 2006).
Em termos de rendimento de extracido de astaxantina e de recuperacdo da mesma
na matriz, a extracdo com acetona e a extracdo supercritica com co-solvente,
especificamente na relagao de 15% de etanol na mistura, apresentaram resultados
semelhantes, com a vantagem de que a extragdo supercritica € um processo limpo
e o etanol é um solvente considerado como seguro (Generally Recognazed As
Safe).

Na pesquisa realizada por Shi e colaboradores (2009) foi avaliado o efeito de
etanol como modificador na extragcado supercritica de licopeno a partir de casca de
tomate. Nesse estudo achou-se que nas condicbes de 350 bar e 75 °C, o

rendimento de extragdo de licopeno aumento 138 % quando foi acrescida a
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porcentagem de etanol de 0 % a 15 %, na mistura CO, + etanol. Nobre et al.,
(2006) no estudo da extragdo supercritica de astaxantina e outros carotendides, a
partir da microalga Hematococus pluvialis reportaram que a mais alta recuperagéo
de carotendides (92 %) foi alcangada nas condigdes de 300 bar e 60 °C, usando
10 % (m/m) como co-solvente. O uso de co-solvente teve uma melhora no
rendimento de extracdo de 25 %. Por sua vez, Shi e colaboradores (2010)
mostraram que a adicao de 10 % de etanol nas condi¢gdes de 70°C e 350 bar, na
extracdo de carotendides a partir da abdébora Curcurbita moschata, incrementou

1.8 vezes maior com relagao a extragdo sem co-solvente.

Outro fator que merece destaque nos resultados obtidos neste trabalho é a
concentragado de astaxantina por grama de extrato, a qual apresentou seu maximo
valor quando foi usado 5%(m/m) de etanol, obtendo um valor médio de 1377,39 *

41,82 ug ASX/g extrato, como mostrado na Figura 5.4.
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Figura 5.4.- Efeito do co-solvente sobre a concentragcao de astaxantina no extrato.
Condigdes de extragao: 300bar, 50°C.
(Cada resultado representa a media + desvio padrao)
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Nesta condicdo foi encontrada a menor quantidade de extrato (menor
rendimento global de extragdo) obtido em todas as condigbes exploradas e,
portanto o extrato pode concentrar em maior quantidade os carotendides. Na
extragdo com solvente organico (mistura de IPA e n-hexano) obteve-se uma
concentragao de carotendides totais como astaxantina de 1084 + 42 ug/g de dleo,

valor que é superado pela extragdo com co-solvente.

O rendimento de extracdo de astaxantina aumentou consideravelmente apos
o uso de 5 % de etanol, onde e sua concentragdo no extrato teve uma queda de
23,15 % e 43,27 %, para 10 e 15 % (m/m) de co-solvente. Isto pode ser explicado
pelo consideravel aumento no rendimento de extragcdo de éleo com o aumento da
porcentagem de co-solvente, o que faz extrair compostos polares de tipo polar e
diminuir a concentracao de astaxantina no extrato, mesmo que o rendimento deste

carotendide aumente.

5.3.3 Efeito do etanol sobre o perfil de acidos graxos no extrato

Na tabela 5.2 apresentam-se a composi¢cdo de acidos graxos nos extratos
obtidos na extragao supercritica usando etanol como modificador.

Os resultados indicam que o conteudo de acidos graxos saturados diminui
com o aumento da porcentagem do alcool etilico na mistura de solvente extrativo.
Em compensagédo e contrario a esse fenbmeno, o conteudo de acidos graxos
insaturados aumenta com a quantidade de co-solvente usado, representando mais
de 60 % dos acidos graxos totais quando foi usada a relagéo 15:85 (m/m) (Etanol:
SC-COy).
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Tabela 5.2.- Composicéo de acidos graxos %(m/m) dos lipideos extraidos a partir de camarao-rosa
(Farfantepenaeus paulensis) usando SC-CO, e etanol como co-solvente.

Condigdes de extragao: 300 bar, 50 °C

ACIDO GRAXO C-0% C-5% C-10% C-15% Soxhlet*
C12:0 Laurico 0,62 0,50 0,36 0,37 0,16
C14:0 Miristico 3,91 3,42 2,62 2,62 1,96
C15:0 Pentadecanoico 1,90 1,68 1,47 1,46 1,19
C16:0 Palmitico 21,95 19,61 18,20 18,26 16,17
C16:1 Palmitoléico 7,51 6,46 6,13 6,21 5,20
C17:0 Margarico 2,43 2,27 2,19 2,21 2,23
C17:1 Margaroléico 1,04 0,99 1,18 1,31 0,98
C18:0 Estearico 8,85 8,29 7,80 7,89 9,40
C18:1 Elaidico 0,96 1,08 0,58 0,79 0,49
Trans
C18:1 Oléico 16,17 14,91 16,65 15,65 16,85
C18:2 Linoelaidico 0,28 0,29 0,26 0,26 0,19
Trans
C18:2 Linoléico 2,24 2,47 2,52 2,36 2,00
C18:3 Translinolénico 0,91 1,38 1,24 1,25 0,56
Trans
C18:3 -3 Linolénico 0,40 0,50 0,51 0,52 0,43
C18:4 »-3 Esteariddnico 0,17 0,26 0,25 0,26 0,16
C20:0 Araquidico 0,87 0,90 0,74 0,75 0,70
C20:1 Gadoléico 1,26 1,18 1,07 1,08 3,25
C20:4 Araquiddnico 3,31 4,48 5,15 5,45 5,81
C22:0 Behénico 0,58 0,61 0,53 0,54 -
C20:5 -3 Eicosapentandico — EPA 5,91 9,10 11,04 11,48 11,69
C22:1 Erucico 0,25 0,32 0,25 0,31 -
C24:0 Lignocérico 0,16 0,25 0,24 0,24 0,50
C22:5 -3 Decosapentandico 0,92 1,33 1,42 1,46 1,51
C22:6 -3 Docosahexaendico — DHA 4,29 7,40 9,59 10,12 12,24
NI Nao Identificado 13,06 10,32 8,01 7,15 6,33
Total ©-3 11,69 18,59 22,81 23,84 26,03
SAT (%) 41,27 37,53 34,15 34,34 32,31
INSAT (%) 45,62 52,15 57,84 58,51 61,36
MONO(%) 27,19 24,94 25,86 25,35 26,77
POLI(%) 18,43 27,21 31,98 33,16 34,59
SAT/INSAT 0,905 0,720 0,590 0,587 0,527
SAT/POLI 0,447 0,725 0,936 0,966 1,071
EPA/DHA 1,378 1,230 1,151 1,134 0,955

C-0%, Extracdo sem co-solvente, C-5%, Extracdo com 5% (m/m) etanol, C-10%, Extragdo com 10% (m/m) etanol,
C-15%, Extragdo com 15%(m/m) etanol. * Lipideos extraidos a partir usando o método Soxhlet. SAT, Saturado;
INSAT, insaturado; MONO, monoinsaturado; POLI, poliinsaturado.
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Ndo houve evidéncia da seletividade de extragcdo de acidos graxos
monoinsaturados, os quais mantiveram seus teores constantes a diferentes
relagbes de co-solvente Quanto a relagdo de acidos graxos saturados e
instaurados, teve um decréscimo significativo até propor¢des de co-solvente de
10% (m/m) etanol, indicando que nao precisam ser usadas maiores quantidades
de etanol para melhorar em grande medida a solubilidade dos acidos insaturados

no méio da extragao.

O efeito do co-solvente sobre o teor de acidos graxos w-3 foi bastante
significativo. A porcentagem de recuperagdo destes acidos usando s6 SC-CO;
como solvente foi de 44,9 %, enquanto com o uso da maxima porcentagem de

etanol proposta, extraiu-se 91,6 % de este tipo de acidos.

De acordo a este comportamento, a extracdo dos acidos Eicosapentandico
(EPA) e Docosahexaenoico (DHA) apresentou uma melhor recuperagdo com o
aumento na relacado etanol/CO,. Os resultados prévios das extracdes realizadas
nas condicoes de 300 bar e 50 °C sem o0 uso de co-solvente mostraram uma
recuperacao de EPA e DHA, de 50,5 % e 35,05 %, respectivamente. Entretanto, o
uso de apenas 5 % (m/m) de etanol, provocou um aumento de 53,9 % na
concentracdo do EPA e de 72.5 % para DHA no extrato, com relagdo ao uso de 0
% (m/m) de etanol. Também, encontrou-se que um aumento no uso de co-
solvente de 10 para 15% (m/m) ndo apresentou uma tendéncia tdo importante,

pois o0 aumento foi somente de 4,0 % para EPA e 5,5 % para DHA.

Na Figura 5.5, € apresentado o efeito do co-solvente na recuperagao destes
acidos graxos. Nota-se como o uso de 15 % de etanol, atinge os melhores
resultados com recuperagdoes de 982 % e 82,7 %, para EPA e DHA,
respectivamente, indicando a importante melhora da sua solubilidade com a

mudanca da polaridade do solvente de extracao.
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Figura 5.5.- Efeito do co-solvente na recuperacéo dos acidos Eicosapentaendico
(EPA) e Docosahexaenoico (DHA). Condi¢des de extragao: 300bar, 50°C.
(Cada resultado representa a media + desvio padrao).

Tanaka e colaboradores (2004) afirmam que quando a extracéo de lipideos
de ovas de salméo foi desenvolvida com 5 % de etanol, aproximadamente 80 %
dos triacilglicerois foram recuperados. Ja, as extragdes realizadas com misturas

de 20, 15 e 20 % de etanol atingiram recuperag¢des acima de 90 %.
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5.4 Conclusoes.

O rendimento de extracdo de lipideos aumenta consideravelmente com o
incremento da quantidade de etanol na mistura de solvente extrativo. Foi
alcangado um aumento no rendimento global de extracdo de 109%, quando foi
incrementada a porcentagem de co-solvente de 0% a 15%, atingindo uma maxima

de recuperacao de oleo de 93,8 %.

A adicdo de etanol apresentou um efeito importante no aumento da extracao
de astaxantina. Foi atingido o maximo rendimento de extragdo quando empregado
a maior relagado de mistura de etanol e SC-CO; (15:85 m/m), com valor de 34,56
Mg ASX/g de residuo seco. Assim mesmo, a maxima recuperacao foi alcangada

nesta relagao de mistura, sendo de 65,15 %

A concentragdo de astaxantina no extrato apresentou um maximo quando foi
utilizada uma porcentagem de etanol de 5 % (m/m), superando a concentracéo
obtida na extragdo com solvente organico (IPA+n-Hexano). Apos esta relagdo de
etanol na mistura solvente, a concentragdo teve uma queda de 23,15 % e de
43,27%, para as porcentagens de 10 e 15% (m/m), respectivamente. Esta queda
pode ser explicada pelo significativo aumento do rendimento de extragcdo, onde
possivelmente mais compostos polares foram extraidos, aumentando assim a
quantidade de extrato, o que faz diminuir a concentracdo de astaxantina mesmo
que o seu rendimento de extracdo aumente com o acréscimo na quantidade de

co-solvente.

Da mesma maneira, o aumento na quantidade de co-solvente apresentou um
incremento na concentragédo de acidos graxos ®-3. No entanto, o aumento de 10 a
15 %(m/m) ndo apresentou um incremento significativo na concentragédo. Por sua

parte, os acidos graxos insaturados apresentaram o comportamento contrario,
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pois um aumento na quantidade usada de etanol na extracdo faz com que diminua

notavelmente a sua concentracdo no extrato oleoso.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Foram caracterizados os residuos do camardo—rosa (Farfantepenaeus
paulensis) quanto a sua composi¢gao centesimal, mostrando-o como uma fonte
importante de proteina e cinzas (minerais). O teor de lipideos presente nos
residuos (cabega, casca e cauda) foi baixo (4,94% b.s.) com relagdo ao residuo
todo, embora foi maior com relagdo aos dados reportados de outros camardes
desta espécie. Os acidos graxos eicosapentanoico (EPA) e docosahexaendico
(DHA) foram encountrados em maior proporgdo dentro do grupo dos acidos
graxos insaturados w-3 (24% m/m). O teor de carotendides totais como
astaxantina foi quantificado for meio de espectrofotometria e foram identificados
como principais pigmentos, astaxantina livre, a astaxantina monoéster e a

astaxantina diéster por meio de cromatografia de camada delgada (CCD).

O maximo conteudo de astaxantina extraido do residuo foi de 53 +2 ug de
ASX/g de residuo b.s., quando extraido com uma mistura de alcodl isopropilico e
n-hexano em uma proporgcdo de 40 a 60% (v/v). Este resultado encontrou-se
semelhate ao reportado para o camarao penaeus indicus (43,9 ug de ASX/g de
residuo b.u.) proveniente da India, quando usado uma mistura de alcodl

isopropilico e n-hexano (50: 50 (%V/v)).

A extracdo com SC-CO,, mostrou que a temperatura e a pressao
apresentaram efeitos pouco significativos sobre o rendimento global de extragao
(Xo % b.s.), mantendo-se praticamente constante em todas as condigbes de
extracdo estudadas. O maximo rendimento global de extracdo (2,21% b.s.) foi
atingido nas condi¢cées de 50 °C e 300 bar. A porcentagem de recuperagao de
lipideos por extragdo supercritica, quando comparada com a extragdo com n-
hexano (metodologia amplamente usada na industria de alimentos), atingiu
valores entre 53 e 68%. Estes resultados foram concordantes com alguns estudos

reportados na literatura.
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A variavel de resposta, rendimento de extragado de astaxantina (ug de ASX/g
de residuo b.s.), mostrou-se dependente da densidade do solvente, nas condigbes
onde o solvente apresentou maior densidade, conseguiu ser extraida a maior
quantidade de carotendides, predominando as temperaturas baixas. O maximo
rendimento de extracdo de astaxantina (20,71 pg de ASX/g de residuo b.s.) foi
atingido nas condigées de 43 °C e 370 bar. A porcentagem de recuperagdo com
relagdo a maxima extragdo com solvente foi de 39%. Esta variavel apresentou
uma tendencia semelhante com a variavel concentragéo de astaxantina no extrato
e em condigbes de alta pressao (=350 bar) e baixas temperaturas (40-50°C),
foram obtidas valores de concentracdo similares aos reportados na extracado de
com IPA e n-hexano. A maxima concentragdo de astaxantina no extrato (1074,4
ug de ASX/g extrato) foi atingido nas condigées de 43 °C e 370 bar. Ainda que a
concentracdo € alta, ndo pode superar a obtida por meio do cultivo de Phaffia

rhodozyma (8000 pg de ASX/g extrato) como reportado na literatura.

Observou-se uma diminuigdo na concentragdo dos acidos graxos saturados
com o aumento da pressdo de extracdo e em contrapartida o teor de acidos
graxos insaturados como EPA e DHA, aumentam com esta condigdo. A maxima

recuperacao destes acidos poliinsaturados foi obtida a 300 bar e 60 C.

A adic&do de etanol como co-solvente confiriu um aumento do rendimento de
extragao de lipideos e a concentracao de acidos graxos w-3 no extrato. A maxima
porcentagem de recuperagdao de lipideos (93,8%) foi atingida quando foi
empregada a maior relagcdo de mistura de etanol e CO; (15:85 %m/m). Nesta
mesma condicdo foram obtidos os maiores resultados de recuperacao de EPA e
DHA e carotendides quantificados como astaxantina (65,15%). Estes resultados
demostraron que a extragao supercritica pode ser uma tecnologia competitiva com

relacéo as ja existentes.

144



Capitulo 6: Conclusées gerais

Apesar disto, a adicdo de 10% de etanol na mistura solvente, mostra-se como
a melhor condicdo de extracdo para a obtencdo de extratos ricos em acidos
graxos ®-3 e astaxantina, quando os valores de rendimento de extragdo e a
concentragdo destes compostos de interesse sdo avaliados em conjunto. Nesta
condigdo, obteve-se um rendimento de extracdo medio de 2.96 g ext/100 g
residuo b.s, representando uma porcentagem de recuperagéo de 56%, um teor de
EPA+DHA de 20,6% e uma concentracdo de astaxantina de 1018 pug ASX/g

extrato.
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7. RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS.

Estudar o uso da secagem convectiva como alternativa de pretratamento da
matéria-prima, com o intuito de avaliar a influencia da temperatura de secagem,
sobre as caracteristicas e quantidade de extrato obtido, tanto na extragcdo com

solventes organicos quanto a extragao supercritica.

Realizar estudos de atividade antioxidante dos extratos obtidos pelas
diferentes formas de extracdo estudadas, visando conhecer sua possivel

aplicacdo como suplemento nutraceutico.

Identificar e quantificar por outras tecnicas de analise os carotendides

presentes no extrato.
Avaliar se o residuo disponivel depois de extracao de lipideos e carotendides

pode ser utilizado para a preparagao de quitina/quitosana, tendo assim uma
abordagem integrada para utilizagao eficiente dos residuos de camarao.
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CURVA DE CALIBRAGAO PARA DETERMINAGAO DE
CAROTENOIDES TOTAIS COMO ASTAXANTINA
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(T=40 °C, P= 400 BAR).

VALIDACAO EXPERIMENTAL. COMPOSICAO DE ACIDOS
GRAXOS (%m/m) DOS LIPIDEOS EXTRAIDOS A PARTIR DE
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FEITOS COM CO-SOLVENTE
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CONDICOES DE EXTRACAO.
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Apéndice

APENDICE 8A — CURVA DE CALIBRAGAO PARA DETERMINAGAO DE
CAROTENOIDES TOTAIS COMO ASTAXANTINA

Tabela 8A.1. Dados para construgéo da curva de calibragao.

ug ASX/mL UA 4720m Media 1 | Media 2 | Desv. Pad. |

0,27 0,0516  [0,0543[0,0534| 0,0531
0,0558  |0,0565| 0,057 | 0,0564 | 0,0524 | 0,0045 |
0,0474  |0,0478[0,0476] 0,0476

0,684 0,1385 0,138 [0,1385] 0,1383
0,151 0,1497[0,1501| 0,1503 | 0,1398 | 0,0099 |
0,1309  [0,1306[0,1306| 0,1307

1,368 0,3018 0,3027]0,3026| 0,3024
0,2995 0,2998|0,3005| 0,2999 | 0,2983 | 0,0051 |
0,2917 0,2947|0,2915| 0,2926

| 2,053 04522 | 0,455]0,4558] 04543 | 0,4673 | 10,0184 |
0,4793  [0,4805[0,4812| 0,4803

| 2,737 05782 [0,5788[0,5793] 0,5788
0,5631  |0,5606]0,5606| 0,5614 | 0,5748 | 10,0118 |
0,584  [0,5841]0,5841] 0,5841

[ 3,421 0,7507  [0,7547[0,7545] 0,7533
0,7353  |0,7405[0,7405| 0,7388 | 0,7434 | 10,0086 |
0,7385 [0,7378[0,7378] 0,7380

| 4,105 0,9072 0,9041]0,9046| 0,9053
0,8767 0,9220/0,9234| 0,9074 | 0,8987 | 0,0132 |
0,8766 0,8912]0,8828| 0,8835

[UA=Unidade de absorvancia]
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APENDICE 8A- CONTINUAGAO

4,500 - y = 4,59499x
R2 =0,99820
4,000 -

3,500 -
3,000 -
2,500 -

2,000 +

ug AX/mL

1,500 -
1,000 +

0,500 -

0,000 T T T T 1
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000

UA 472nm

Figura 8A-1. Curva de calibragao padrao para astaxantina (>93%), cumprimento de onda
472 nm.
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APENDICE 8B. GRANULOMETRIA DO RESIDUO DE CAMARAO-ROSA.

Tabela 6B-1. Parametros utilizados no calculo do didametro médio das particulas.

i Mesh di (mm) diq (mm) (di*d;q)"° wi (9) wi*log Di  Distribuigao (%)
14 16 1.000 2,000 1,414 0,0000 0,000 0,000
13 24 0,707 1,000 0,841 89,1829 -6,715 22,526
12 32 0,500 0,707 0,595 77,1499 -17,421 19,487
11 48 0,297 0,500 0,385 67,9451 -28,139 17,162
10 60 0,250 0,297 0,272 33,5626 -18,951 8,477
9 65 0,210 0,250 0,229 23,2727 -14,893 5,878
8 80 0,180 0,210 0,194 3,3356 -2,372 0,843
7 100 0,150 0,180 0,164 2,9996 -2,353 0,758
6 115 0,125 0,150 0,137 34,1037 -29,449 8,614
5 200 0,075 0,125 0,097 38,2825 -38,819 9,670
4 250 0,066 0,075 0,070 19,2600 -22,201 4,865
3 270 0,053 0,066 0,059 3,4027 -4,179 0,859
2 325 0,045 0,053 0,049 2,8447 -3,730 0,719
1 400 0,038 0,045 0,041 0,5617 -0,777 0,142

dgw (Mmm) 0,331
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APENDICE 8C
Tabela 8C-1

respectivos rendimentos globais para as curvas de cinetica de extragao.

- Condicbes operacionais de pressao e temperatura e seus

Rendimento
Ens  Temperatura (°C) Pressao Densidade3 Ten-lpo Massa de Massa global Extragéo
(Bar) CO; (kg/cm) (min) CO:(9) Acumulada (g) (X0 % b.s)
20 49,8 0,0788 1,206
40 99,7 0,1113 1,704
60 149,5 0,1189 1,820
1 43 230 851,42 90 2242 0,1231 1,885
120 299,0 0,1254 1,920
160 398,6 0,1270 1,944
200 498,3 0,1287 1,970
20 49,6 0,0971 1,457
40 99,1 0,1214 1,822
60 148,7 0,1267 1,901
2 43 370 933,43 90 223,0 0,1285 1,928
120 297,4 0,1328 1,993
160 396,5 0,1357 2,036
200 495,6 0,1386 2,080
20 50,1 0,0721 1,082
40 100,1 0,1110 1,665
60 150,2 0,1199 1,799
3 57 230 781,01 90 2253 0,1238 1,857
120 300,4 0,1243 1,865
160 400,5 0,1248 1,872
200 500,6 0,1251 1,877
20 49,6 0,1061 1,565
40 99,1 0,1274 1,880
60 148,7 0,1321 1,949
4 57 370 884,86 90 223,0 0,1346 1,986
120 297,4 0,1354 1,998
160 396,5 0,1364 2,012
200 495,6 0,1386 2,045
20 491 0,0725 1,088
5 40 300 910,13 40 98,2 0,1025 1,537
60 147,2 0,1120 1,679
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90 220,9 0,1195 1,792
120 294.,5 0,1244 1,865
160 392,6 0,1265 1,897
200 490,8 0,1294 1,940
20 49,4 0,0856 1,268
40 98,8 0,1109 1,643
60 148,2 0,1194 1,768
6 60 300 829,78 90 2223 0,1260 1,866
120 296,4 0,1305 1,933
160 395,2 0,1318 1,952
200 494,0 0,1326 1,964
20 49,8 0,0638 0,953
40 99,6 0,0959 1,433
60 149,5 0,1075 1,606
7 50 200 785,03 90 2242 0,1124 1,679
120 298,9 0,1160 1,733
160 398,6 0,1190 1,778
200 498,2 0,1201 1,794
20 49,7 0,0965 1,436
40 99,3 0,1132 1,684
60 149,0 0,1175 1,748
8 50 400 923,20 90 223,5 0,1198 1,782
120 298,0 0,1208 1,797
160 397,4 0,1222 1,818
200 496,7 0,1245 1,852
20 49,3 0,0853 1,301
40 98,5 0,1087 1,657
60 147.,8 0,1158 1,766
9a 50 300 870,64 90 221,6 0,1203 1,834
120 295,5 0,1241 1,892
160 394,0 0,1262 1,924
200 492,5 0,1291 1,968
20 49,4 0,0931 1,374
40 98,8 0,1182 1,745
60 148,1 0,1271 1,876
9b 50 300 870,64 90 222,2 0,1312 1,937
120 296,3 0,1339 1,976
160 395,0 0,1364 2,013
200 493,8 0,1389 2,050
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APENDICE 8D

Tabela 8D-1. Condi¢cdes operacionais de pressao e temperatura e seus respectivos rendimentos globais para o

planejamento experimental 22 (DCCR)

Massa Rendimento Rendimento de
Concentragao de
Temperatura Pressao inicial Massa extrato global de Media extragao de
. UA (1) UA(2) ASX no extrato
(°C) (Bar) amostra (9) extragao UA ASX (ug/g
i (ug/g extrato)
(9) Xo % b,s residuo b,s)

43 230 7,0412 0,1272 1,912 0,1784 0,1806 0,180 12,40 648,428

57 230 7,0881 0,1165 1,739 0,1628 0,1828 0,173 5,93 340,779

43 370 7,0516 0,1285 1,928 0,6169 0,5850 0,601 20,72 1074,459

57 370 7,0966 0,1345 2,006 0,5121 10,5382 0,525 17,99 897,048

40 300 7,0051 0,1301 1,965 0,5384 10,5884 0,563 19,55 994,934

60 300 7,0520 0,1341 2,012 0,4554 0,5038 0,480 16,53 821,684

50 200 7,1186 0,1294 1,924 0,0992 0,1024 0,101 6,89 357,940

50 400 7,0333 0,1158 1,742 0,5080 0,5135 0,511 17,66 1013,34

50 300 7,0172 0,1496 2,256 0,5610 0,5577 0,559 19,38 859,03

50 300 6,9938 0,1420 2,149 0,5428 0,5432 0,543 18,88 878,55

50 300 7,0128 0,1472 2,221 0,5466 0,5649 0,556 19,27 867,41

[UA= Unidade de absorbancia]
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APENDICE 8E - Dados obtidos da validagao experimental (T=40 °C, P= 400 bar)

. Rendimento de extracédo de
Rendimento global ' .
Massa amostra (g) Massa de extrato (g) . ASX (ug Astaxantina/ g residuo
de extragcao X, % b.s

Concentracio astaxantina

(Mg Astaxantina/ g extrato

b.s.) b.s.)
7,0935 0,1278 1,907 16,33 856,80
7,0460 0,1326 1,991 18,27 917,61
7,0525 0,1294 1,942 17,64 908,35

157



APENDICE 8F. Validagao experimental. Composigdo de acidos graxos (%m/m)
dos lipideos extraidos a partir de camarao-rosa (Farfantepenaeus Paulensis)

usando SC-CO,. Condi¢des de extragao: 400bar, 40°C

ACIDO GRAXO 400bar/40°C
C12:0 Laurico 0,49
C14:0 Miristico 3,32
C15:0 Pentadecandico 1,60
C16:0 Palmitico 18,91
C16:1 Palmitoléico 6,29
C17:0 Margarico 2,16
C17:1 Margaroléico 1,04
C18:0 Estearico 7,86
C18:1 Trans Elaidico 1,01
C18:1 Oléico 14,68
C18:2 Trans Linoelaidico 0,27
C18:2 Linoléico 3,72
C18:3 Trans Translinolénico 1,28
C18:3 -3 Linolénico 2,66
C18:4 o-3 Estearidénico 0,25
C20:.0 Araquidico 0,86
C20:1 Gadoléico 1,17
C20:4 Araquidénico 4,41
C22:0 Behénico 0,56
C20:5 »-3 Eicosapentandico — EPA 8,94
C22:1 Erucico 0,17
C24:0 Lignocérico 0,17
C22:5 »-3 Decosapentanoico 1,34
C22:6 »-3 Docosahexaendico — DHA 7,35
NI N&o Identificado 9,49
EPA+DHA 16,29
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APENDICE 8G - Rendimentos de extracdo dos ensaios experimentais feitos com co-solvente.

Rendimento de

. . Concentracao
C Ivente Rendimento % extragao de ASX % Recuperacao de astaxantina
0-SO0
Vol ETOH Massa Massade (e extragio Recuperagio (ug Astaxantina/g ° perag
(m/m) % (ml) amostra (g) extrato (g) astaxantina. (ng Astaxantina/ g
Xo (% b.s) de 6leo residuo b.s.)
extrato)

0 - 7,0172 0,1496 2,256 45,67 18,88 36,36 859,027

0 - 6,9938 0,1420 2,149 43,49 19,38 35,41 878,549

0 - 7,0128 0,1472 2,221 44,96 19,27 36,15 867,414

5 33,41 7,0532 0,1341 2,012 40,73 27,26 51,15 1354,972

S 33,41 7,2875 0,1318 1,914 38,74 24,80 50,26 1295,761

10 70,53 7,0176 0,2026 3,055 61,84 30,92 58,01 1012,175

10 70,53 7,0642 0,1884 2,822 57,13 28,93 57,70 1025,039

15 112,03 7,0386 0,2956 4,444 89,96 33,77 58,27 759,920

15 112,03 7,0109 0,3196 4,824 97,65 35,89 67,34 744,015

159



Apéndice

APENDICE 8H - Fotografia dos extratos obtidos nas diferentes condigbes de

extracao.

Figura 8H-1. Fotografia representativa dos extratos obtidos nas diferentes condi¢cdes de

extragao supercritica. a) extrato seco, b) extrato dissolvido em n-hexano.
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