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ASTRACT

Blackberry (Rubus sp.) has attracted the attention of producers and consumers in
recent years, since it is a good source of bioactive compounds that offers health benefits.
Agro-industrial wastes resulting from blackberry processing have demonstrated to be a
good source of flavonoids, which are phenolic compounds widely known for their
antioxidant activity. The objective of this work was to produce extracts from blackberry
bagasse using supercritical fluid extraction assisted by ultrasound. For the supercritical
fluid extraction a Box-Behnken design was performed with extraction pressure (15, 20 and
25 MPa), temperature (40, 50 and 60 °C) and ultrasound output power (0, 200 and 400 W)
as independent variables. The CO: flow rate (2.77 x 10™* kg/s) was maintained constant for
all experiments done with pure COz.

The highest yield was found at 50 °C and 25 MPa with an ultrasound output power of
400 W. After selecting the best process condition, a study was done to determine the kinetic
parameters of the supercritical extraction process. The composition of the extracts was
estimated by spectrophotometry, and the highest quantities of phenolics compounds were
observed at 60 °C and 20 MPa without ultrasound. Furthermore, an increase of the
antioxidant activity was observed at 60 °C, 15 MPa and 200 W of ultrasound power in
comparison to other results obtained by supercritical extraction. With the objective to
compare the yield and the composition of the extracts a cosolvent was added in the
supercritical extraction process, at the extraction conditions of 60°C, 15 MPa and 200 W;
these process conditions were selected based on the antioxidant activity present in the
extracts obtained with pure CO2. An enhancement in the overall yield was observed when
ethanol (10 % v/v) was applied as cosolvent. On the other hand, the use of water (10 % v/v)
as cosolvent was more appropriate for the recovery of phenolic compounds, anthocyanins
and antioxidant activity from dried milled blackberry bagasse. It was also observed that the
raw material without any pretreatment showed higher content of anthocyanins in the
extracts obtained by supercritical extraction with water (5 % v/v) as cosolvent. From the
UPLC-QTOF-MS analyses, it was possible to identify four anthocyanins, two major
anthocyanins (cyanidin-3-O-glucoside and cyanidin-3-O-rutinoside) and two minor

anthocyanins (cyanidin-3-malil-glucoside and cyanidin-3-diaxial-rutinoside), present in the
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blackberry bagasse. Finally, when the morphology of the raw material was analyzed before
and after the extraction by scanning electron microscopy (SEM), it was observed that the
use of ultrasound produced physical changes in the cell walls.

Keywords

Blackberry, bagasse, supercritical extraction, ultrasound, antioxidant activity, microscopy.
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RESUMO

A amora-preta (Rubus sp.) tem chamado a aten¢do de produtores e consumidores
nos ultimos anos, por ser uma boa fonte de compostos bioativos que oferece beneficios para
a saude. Os residuos agroindustriais do processamento de amora geralmente tém
demonstrado ser uma boa fonte de flavonoides, que sdo compostos fendlicos amplamente
conhecidos pela sua atividade antioxidante. O presente trabalho teve como principal
objetivo obter extratos a partir do bagaco de amora-preta usando CO: supercritico assistido
por ultrassom. Assim, para a extragdo supercritica com CO2 puro foi feito um desenho de
tipo Box-Behnken, com trés variaveis independentes, sendo elas a temperatura (40, 50 e 60
°C), pressao (15, 20 e 25 MPa) e poténcia ultrassonica (0, 200 e 400 Watts). A vazdo de
CO:2 foi mantida constante em 2,77 x 10 kg/s, para todos os experimentos feitos com CO2
puro.

O maior rendimento foi encontrado a 50 °C, 25 MPa e 400 Watts de poténcia
ultrassonica. Apos selecionada a melhor condi¢do, foi realizado um estudo para determinar
os parametros cinéticos do processo de extragdo supercritica. A composi¢ao dos extratos foi
avaliada por espectrofotometria, pela qual os maiores teores de fenolicos foram observados
a 60 °C, 20 MPa e sem uso de ultrassom. Além disso, observou-se um aumento da
atividade antioxidante a 60 °C, 15 MPa e 200 Watts de poténcia em relacdo aos demais
resultados obtidos pela de extracdo supercritica. A fim de comparar o rendimento e
composi¢ao dos extratos foi adicionado cossolvente na extragdo supercritica, na condi¢ao
de 60 °C, 15 MPa e ultrassom de 200 Watts, selecionada com base na atividade
antioxidante presente nos extratos obtidos com CO2 puro. Na avaliagdo do comportamento
dos extratos obtidos pela extracdo supercritica com cossolvente, observou-se uma melhoria
no rendimento global quando foi empregado etanol a (10 % v/v). Por outro lado, o emprego
de 4gua a (10 % v/v) como cossolvente foi mais adequado para a recuperacao de compostos
fenolicos e atividade antioxidante a partir do bagaco de amora-preta seca triturada.
Também foi observado que a matéria-prima sem pré-tratamento algum apresentou maior
conteudo de antocianinas nos extratos obtidos pela extragcdo supercritica com (5 % v/v) de
agua como cossolvente. A partir da analise por UPLC-QTOF-MS, foi possivel identificar

quatro antocianinas; duas majoritarias (Cianidina-3-glucosideo e Cianidina-3-rutinosideo) e



duas minoritarias (Cianidina-3-malonil-glucosideo e Cianidina-3-dioxalil-glucosideo),
presentes no bagaco de amora-preta. Por ultimo, observou-se que o emprego de ultrassom
provoca efeitos fisicos nas paredes das células quando foi analisada a morfologia da

matéria-prima antes e apds as extragdes por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Palavras-chave: Amora-preta, bagago, extracdo supercritica, ultrassom, atividade

antioxidante, microscopia.
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1 INTRODUCAO

A Regido Sul do Brasil tem se destacado pelo potencial de produ¢do de frutas nativas e
de pequenas frutas devido as condigdes climaticas e adaptagdo de espécies. Dessa forma
observa-se 0o aumento da producao de frutas e de seus produtos derivados, como sucos,
geleias, sorvetes, frutas secas e outros (Raseira et al., 1992, Antunes, 2002). A amora-preta
¢ conhecida por conter niveis aprecidveis de compostos fenolicos, incluindo as
antocianinas, flavonois, acido clorogénico e procianidinas, que tém alta atividade biologica
e podem fornecer beneficios a sade como antioxidantes dietéticos.

No mercado mundial hd uma série de produtos naturais derivados de plantas. Seus
primeiros usos, em tempos antigos, eram para fins nutricionais, mas suas qualidades
médicas foram descobertas por povos antigos como os egipcios, hebreus, gregos, romanos,
romenos ¢ os chineses. Alguns subgrupos encontrados em frutas e vegetais, tais como
isoflavonas de soja, flavonoides, antioxidantes e acidos organicos, t€ém sido associados a
bons efeitos bioldgicos, como a reducdo do risco de cincer de mama, de prostata e de
colon, prevengdo de sintomas menstruais e osteoporose (Rostagno et al., 2003). Estes
compostos tém uma grande perspectiva de uso como alimentos funcionais, a fim de dar um
valor adicional com efeito benéfico sobre a saide do consumidor (Conforti et al., 2009).
Neste sentido existe uma especial atencdo na extragdo de compostos de residuos
agroindustriais. Esses subprodutos do processamento de frutas e vegetais podem ser as
cascas, residuos de polpa, sementes e caules. Os subprodutos ainda contém uma grande
quantidade de compostos fenodlicos. Alguns estudos tém sido feito em subprodutos que
poderiam ser potenciais fontes de antioxidantes.

A qualidade dos extratos obtidos de uma matéria-prima esta fortemente relacionada
com a técnica de extracdo empregada, sendo que a qualidade dos extratos ¢ avaliada através
do perfil quimico do produto. A tecnologia supercritica tem a capacidade de extrair certos
compostos quimicos sob determinadas combinac¢des de temperatura e pressdo (Brunner,
2005). O processo de extragdo com fluido supercritico busca maximizar a recuperacao e
qualidade do material extraido, enquanto minimiza os custos de energia, porque ¢ mais

rapida e seletiva do que os métodos convencionais de separacao (Del Valle e Aguilera,



1999). Neste sentido, o ultrassom de alta intensidade (ou poténcia), baseia-se na formagao
de ondas ultrassonicas de frequéncia alta capazes de provocar cavitacdo devido aos ciclos
de expansdo e contragdo, tais ciclos causam ruptura na parede celular da matriz vegetal,
favorecendo a penetragdo do solvente e a transferéncia de massa. Porém a utilizagdo de
ultrassom também tem sido utilizada para acelerar o processo e minimizar os tempos de
extracdo (Jun et al.,, 1997). A industria de alimentos estd sempre procurando a melhor
tecnologia de separagdo para obtencdo de compostos naturais de alta pureza, que sdo
produtos saudéaveis de excelente qualidade (Raventos et al., 2002). Assim, ha estudos que
mostram que o emprego de ultrassom melhora os rendimentos dos processos de extracdo
em meios supercriticos de oleo de gengibre (Balachandran et al., 2006) e 6leo de améndoa
(Riera et al., 2004).

Devido ao exposto, o presente estudo visou comparar os extratos obtidos por técnicas
convencionais com os extratos obtidos por extracdo supercritica com e sem uso de
ultrassom usando COz2 puro e aqueles extratos obtidos a partir da extracdo supercritica com

cossolvente.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e O presente trabalho teve como principal objetivo obter extratos a partir do bagaco

de amora-preta usando COz supercritico assistido por ultrassom.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacdo fisico-quimica da matéria-prima;

e Realizar extragdes por métodos convencionais;

e Realizar extragdes por SFE + US;

e Determinagao do teor de compostos fenolicos pelo método de Folin-Ciocalteau;

e Analise da atividade antioxidante dos extratos através dos métodos DPPH e ABTS;

e Determinagdo o contetido de antocianinas pelo método da diferenca de pH;

e Identificar e quantificar as antocianinas presentes nos extratos;

e Comparar o rendimento e composi¢ao dos extratos obtidos pelos diferentes métodos
de extracao;

e Construir e analisar as curvas de cinética de extragao;

e Analisar a estrutura da amostra por microscopia eletronica de varredura (MEV)

antes e ap0s as extracdes, com e sem ultrassom.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 AMORA-PRETA (Rubus sp.)

A amoreira-preta faz parte de um grande grupo de plantas do género Rubus e
subgénero Eubatus, pertencente a familia Rosaceae, na qual existem outros géneros de
importancia (Malus, Prunus, Pyrus, entre outros) (Antunes, 2002). Os frutos de amora-
preta (Figura 3.1) sdo delicados e suculentos, saborosos e aromaticos. Contém 85 % de
dgua e 10 % de carboidratos, elevado contetido de minerais como Fe?*, Cu*’, Zn**, Mg?",
K?*, Ca?', (PO4)” (Thiem, 2003) e vitaminas A e B, além de ser fonte de compostos
funcionais, como acido eldgico (Ci14HeOs). A fruta pode ser considerada uma boa fonte de
antioxidantes naturais e antocianinas (Heinonen et al., 1998). Trata-se, ademais de uma
planta rlstica, que apresenta frutas de alta qualidade nutricional, constituidas por
numerosas pequenas drupas de coloragdo negra e sabor acido a doce-acido (Antunes et al.,

2002).

Figura 3.1 Aspecto geral do fruto de amora-preta.



Estudos demonstram que extratos de amora-preta apresentam efeitos antimutagénicos
(Tate et al., 2006) e anticarcinogénicos como: cancer de utero, de colon (Lazze et al.,
2004), oral, de mama, de prostata (Seeram et al., 2006) e de pulmdo (Ding et al., 2006).
Ainda, esta fruta atenua os riscos e sintomas do diabetes ¢ do mal de Alzheimer (Abdille et
al., 2005, Ishige et al., 2001), o efeito benéfico desta fruta se deve aos compostos fenolicos,
tocoferdis, acido ascorbico, antocianinas e carotenoides (Heinonen et al., 1998).

O cultivo de amora-preta comegou na segunda metade do século XIX nos Estados
Unidos, onde tem o nome de blackberry. No Brasil, a cultura da amoreira-preta foi
introduzida pela estacdo experimental de Pelotas, atual Embrapa, no Rio Grande do Sul, na
década de 1970 (Antunes, 2002). Os primeiros cultivares introduzidos foram Brazos,
Comanche e Cherokee, oriundas da Universidade de Arkansas, Estados Unidos (Raseira et
al., 1992) e desde entdo seu cultivo vem crescendo nos estados do Rio Grande do Sul, Sao
Paulo e Minas Gerais, onde a ocorréncia de periodos de frio favorece o desenvolvimento da
planta. Atualmente a cultivar Tupy ¢ a mais cultivada no Brasil a qual resultou do

cruzamento das cultivares Uruguai e Comanche (Antunes, 2002).

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios das plantas que compreendem uma
grande variedade de moléculas que tém uma estrutura de polifenois (ou seja, varios grupos
hidroxila no anel aromatico). Existe uma variedade diversa de compostos fendlicos,
classificados em dois grupos, flavonoides e ndo flavonoides, € que se apresentam
amplamente distribuidos entre as distintas partes das plantas. Porém, sua maior
concentragdo estd nas frutas, hortalicas e também em produtos industrializados derivados
desses (Naczk e Shahidi, 2006). Nos alimentos, os compostos fendlicos podem contribuir
para o amargor, adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade oxidativa do produto. Além
disso, tém sido associados com os beneficios para a saude, atribuidos & sua atividade
antioxidante (Heim et al., 2002) e poderiam, portanto, ser uma fonte natural de
antioxidantes.

Segundo Seeram (2006), as substancias fenolicas sdo classificadas de acordo com sua
estrutura. Entre eles temos os flavonoides (antocianinas, flavonoéis e flavandis), taninos

(elagitaninos, proantocianidinas e galotaninos), estilbenos (resveratrol), acidos fendlicos



(acido hidroxibenzoéico e acido hidroxicindmico) e lignanas. A Tabela 3.1 mostra o teor de
fenois totais presente em algumas espécies frutiferas, que depende da época de crescimento,
variedade, condi¢des climaticas e ambientais, localizacdo geografica e praticas
agrondmicas, ¢ considerando o tratamento da amostra, dependem da luz, temperatura e
método de extracdo (Benvenuti et al., 2004, Kapasakalidis et al., 2006). A extracdo de
compostos fenolicos ¢ influenciada pela natureza quimica do método de extracdo utilizado
e pelo tamanho de particula. Por conseguinte, os extratos fendlicos sdo sempre uma mistura
de diferentes classes destes compostos. Portanto, ndo existe um processo uniforme ou
completamente satisfatorio que seja adequado para a extragdo de todos os compostos
fendlicos ou de uma classe especifica de substancias fendlicas em vegetais, embora o
metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila e em menor grau o propanol sdo

frequentemente utilizados para a extragao de compostos fendlicos (Antolovich et al., 2000).

Tabela 3.1 Teor de compostos fenolicos de algumas frutas.

Fruto Teor de fendlicos totais Referéncia

Ameixa preta 143,5 + 40.6° (Karakaya et al., 2001)
Amora-preta (Rubus sp.) 26,7 - 452,7° (Deighton et al., 2000)
Cereja 105,4 +27,0° (Karakaya et al., 2001)
Framboesa 114 —178* (De Ancos et al., 2000)
Maga 296,3 + 6,4° (Sun et al., 2002)
Mirtilo (Vaccinium) 171 =961 (Moyer et al., 2002)
Uva vermelha 201,0 £2,9% (Sun et al., 2002)

Fonte: adaptado de (Naczk e Shahidi, 2006).
#Equivalente de 4cido galico/100 g de peso fresco.
® Equivalente de catequina/100 g de peso fresco.



3.2.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos distribuidos nas
plantas, sendo responsaveis por mais de 8000 polifendis, incluindo mais de 4000
flavonoides identificados que ocorrem naturalmente (Harborne et al., 1999). Os flavonoides
sdo compostos de baixo peso molecular, constituidos por quinze 4tomos de carbono
dispostos em Ce-C3-Cs € podem ser subdivididos em antocianidinas, flavonas, isoflavonas,
flavanonas e flavondis (Tsao e Yang, 2003) e os ndo flavonoides que compreendem:
taninos, estilbenos, ligninas e os acidos fendlicos que constituem uma classe importante de
compostos fenolicos com fungdes bioativos, geralmente encontrados em plantas. Os acidos
fenolicos podem ser divididos em dois subgrupos de acordo com sua estrutura: acido
hidroxibenzoico e 4cido hidroxicinamico (Bravo, 1998). A classificagdo do tipo de
flavonoides presente em um extrato de planta se baseia inicialmente no estudo das
propriedades de solubilidade e nas reagdes de coloragdo. Os flavonoides podem ser
separados por procedimentos cromatograficos e os componentes individuais identificados
quando possivel, por comparacdo com padrdes (Heim et al., 2002). As duas classes de
flavonoides consideradas como os mais importantes s3o os flavondis e as antocianinas.

Os flavonoides e outros polifenois sdo antioxidantes de plantas especialmente
importantes por causa de seu alto potencial redox, que lhes permite atuar como agentes
redutores e doadores de hidrogénio e oxigénio (Tsao e Yang, 2003). Também sdo os
fotoquimicos mais comumente encontrados em café, maga, uva, vinho tinto e¢ especialmente
cha, que contém, sobretudo, catequinas em sua composicdo (Graham, 1992, VAN
ACQUIRE, 1996). Além disso, ajudam a proteger a planta contra a luz, fungos, patdogenos e
danos celulares oxidativos (Cook e Samman, 1996). Nos ultimos anos, os flavonoides t€ém
sido associados a reducdo na incidéncia de algumas doengas tais como: doengas do coragao,
certos tipos de cancer e diabetes (Cook e Samman, 1996, Kim et al., 2009) e (Conforti et
al., 2009). Devido a estas caracteristicas benéficas para a saide humana, na atualidade ha
um grande interesse em pesquisas sobre os flavonoides, com o objetivo de encontrar frutas,
plantas e residuos agroindustriais como fonte de compostos fendlicos. Os flavonoides sao
normalmente extraidos a partir de plantas com metanol, etanol, 4gua ou a sua combinagao,

mas em alguns casos estes solventes sdo acidificados (Naczk e Shahidi, 2006).



3.2.1.1 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos soliveis em 4gua e bem conhecidos pela sua
capacidade de proporcionar as cores vermelho, azul e violeta de uma grande variedade de
flores e frutos, dependendo do pH. (Seeram et al., 2006), a quantidade de antocianinas
presentes em frutos esta relacionada a fatores climaticos, em particular a temperatura
(Fennema, 2010) e a degradagdo, o que dificulta a comparagdo entre diferentes cultivos de
um mesmo fruto e mais facil ainda, comparar cultivos de frutos de diferentes espécies. As
funcdes desempenhadas pelas antocianinas nas plantas sdo variadas: antioxidantes, protecao
contra a agdo da luz, atragdo em mecanismos de defesa e fun¢do bioldgica. As cores vivas e
intensas que elas produzem tém um papel importante em varios mecanismos reprodutores
das plantas, tais como a polinizacdo e a dispersdo de sementes. Apesar de existirem,
aproximadamente 400 tipos de antocianinas presentes em diferentes plantas como cereja
(Prunus avium), morango (Fragaria vesca L.), uva (Vitis vinifera L.), jabuticaba (Plinia
trunciflora), repolho roxo (Brassica oleracea), entre outros. Poucos delas apresentam-se
como fonte comercial desse corante (Kong, 2003; Mallacrida e Motta, 2006).

Benvenuti et al. (2004) avaliaram o teor de antocianinas pelo método pH diferencial
em diversas cultivares de amora-preta (Rubus fruticosus L.) encontraram 67,4 a 126,9
mg/100 g, em framboesa (Rubus idaeus L.) na faixa de 29,2 a 41,2 mg/100 g e em groselha
(Ribes nigrum L.) de 152,6 a 281,3mg/100 g. Os autores determinaram também a atividade
antioxidantes dos extratos destas frutas in natura baseada na capacidade de sequestrar o
radical DPPH e concluiram que o resultado demostra claramente um efeito sinérgico das
antocianinas e demais compostos presentes.

As antocianidinas sdo as estruturas basicas das antocianinas, das quais algumas sao
importantes fontes de corantes, at¢ o momento ha 17 antocianidinas conhecidas que
ocorrem naturalmente, e que estdo listadas na Tabela 3.2. As antocianinas se localizam
principalmente na casca e ocasionalmente na polpa de frutas podendo, em alguns casos,
conter um unico tipo de pigmento, como foi observado em macga (Pyrus mallus) e groselha

roxa (Ribes rubrum), que contém unicamente cianidina (Simoém et al., 2002).



Tabela 3.2 Antocianidinas que ocorrem naturalmente.

Padrao de substituicao

Nome 3 5 6 7 3 4 5 Cor

Apigeninidina H OH H OH H OH H Laranja
Aurantinidina OH OH OH OH H OH H Laranja
Capensinidina OH OMe H OH OMe OH OMe Vermelho-azul
Cianidina OH OH H OH OH OH H  Vermelho-alaranjado
Delfinidina OH OH H OH OH OH OH Vermelho-azul
Europinidina OH OMe H OH OMe OH OH Vermelho-azul
Hirsutidina OH OH H OMe OMe OH OMe Vermelho-azul
6-Hydroxicianidina OH OH OH OH OH OH H  Vermelho
Luteolinidina H OH H OH OH OH H Laranja

Malvidina OH OH H OH OMe OH OMe Vermelho-azul
5-Metilcianidina OH OMe H OH OH OH H  Vermelho-alaranjado
Pelargonidina OH OH H OH H OH H Laranja

Peonidina OH OH H OH OMe OH H  Vermelho-alaranjado
Petunidina OH OH H OH OMe OH OH Vermelho-azul
Pulchellidina OH OMe H OH OH OH OH Vermelho-azul
Rosinidina OH OH H OMe OMe OH H  Vermelho
Tricetinidina H OH H OH OH OH OH Vermelho

Fonte: adaptado de (Kong et al., 2003a).
H= hidrogénio; OH= hidroxila; O= oxigénio; OMe= grupo metila.

Kong et al. (2003b), relatam que as principais diferencas entre as antocianinas sdo o
nimero de grupos hidroxilados, a natureza e o numero de agucares ligado a sua estrutura.
Os agucares geralmente ligados a antocianidinas s3o monossacaridos: glucose, galactose,
ramnose e arabinose (Bureau et al., 2009). Além disso, as antocianinas diferem uns dos
outros pelo seu grau de hidroxilacdo e metoxilagdo, onde apenas seis antocianidinas sdo as
mais comuns na natureza: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina (Gross, 1987). A Tabela 3.3 mostra algumas destas antocianinas glicosiladas

encontradas nos alimentos. As antocianinas sdo, provavelmente, o maior grupo de
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compostos fendlicos presente na dieta humana e proporcionam uma vasta gama de
beneficios para a saide, tais como a prevencdo de doencas do coragdo, atividade
antiinflamatéria (Bagchi et al., 2004, Galli et al., 2006, Tsang et al., 2005), e possuem

conhecidas propriedades farmacoldgicas e fortes fungdes biologicas (Kong et al., 2003b).

Tabela 3.3 Exemplos de Antocianinas glicosiladas encontradas em alimentos.

Antocianinas glicosiladas

Principais fontes

Cianidina-3-glucosideo

Cianidina-3,5-diglucosideo
Peonidina-3-glucosideo
Malvidina-3-glucosideo
Malvidina-3,5-diglicosideo
Cianidina-3-glalactosideo
Cianidina-3-p-cumarilsoforosideo-5-
glucosideo
Pelargonidina-3-soforosideo-5-glucosideo
Pelargonidina-3-glucosideo
Delfinidina-3,5-diglicosideo
Delfinidina-3-cafeoilglucosideo-5-
glucosideo

Petunidina-3-glucosideo

Uva, morango, cereja, jamboldo, amora,
magca, vinho

Uva, vinho, cereja, figo, marmelo

Uva, vinho, cereja, jabuticaba

Uva, vinho

Uva, vinho, feijdo, inhame

Maga, cacau

Repolho roxo

Rabanete
Morango, tamarindo
Berinjela, feijao, uva, roma

Berinjela

Uva, vinho, mirtilo, laranja

Fonte: adaptado de (Mallacrida e Motta, 2006.)

Um estudo realizado em 18 cultivares de amora-preta, selecionadas no México e
Chile apresentaram antocianinas monoméricas na faixa de 70,3 a 201 mg/100 g ¢
identificaram a cianidina-3-glucosideo (Figura 3.2) como a antocianina majoritaria (Wang,
2000), além de algumas minoritarias como: cianidina-3-rutinosideo, cianidina-3-xilosideo,
cianidina-3-malonil-glucosideo, cianidina-3-dioxalil-glucosideo (Fan-Chiang e Wrolstad,

2005).
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Figura 3.2 Estrutura da cianidina-3-glucosideo.

As antocianinas podem se degradar devido a diferentes fatores, incluindo pH, luz,
oxigénio, enzimas, acido ascorbico e o tratamento térmico (Francis, 1989, Wang e Xu,
2007). Além de compostos fenolicos, como as antocianinas, outros compostos bioativos
como os carotenoides estdo presentes em Rubus sp, porém em quantidades menos

expressivas.

3.3 FONTES NATURAIS DE POLIFENOIS

Os polifenois, compostos que geralmente apresentam alta capacidade antioxidante,
sdo amplamente distribuidos em plantas, como frutas, legumes, cha verde, tabaco e outros.
Além dos polifendis o reino vegetal oferece uma ampla gama de antioxidantes naturais que
tém se tornado uma parte essencial da preservacdo e cuidados de saude contemporinea. A
toxicidade potencial de alguns antioxidantes sintéticos, contudo, intensificou esfor¢os de
investigagdo para descobrir e utilizar antioxidantes a partir de fontes naturais, tais como
frutas e vegetais (Popa, 2007, Zhang et al., 2009). Os compostos fenolicos mais comumente

encontrados em plantas estdo apresentados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 Fontes de compostos fenolicos.

Compostos fendlicos

Fontes alimentares

Acidos fendlicos

Acidos hidroxicindmicos

Acidos hidroxibenzdico

Flavonoides

Antocianinas

Chalconas
Flavanoil
Flavanonoil
Flavanonas

Flavonois

Flavonas
Isoflavonas
Xantonas
Taninos

Condensado

Hidrolisavel

Damascos, mirtilos, cenoura, cereais, peras,

cerejas, frutas citricas, sementes
oleaginosas, péssegos, ameixas, espinafre,
tomate, berinjelas.

Mirtilos, semente

cranberries, cereais,

oleaginosas.

Mirtilos, groselhas negras e vermelhas,
amoras, cerejas, uvas, morangos.

Magas.

Magas, mirtilos, uvas, cebolas, alface.

Uvas.

As frutas citricas.

Magas, feijdo, trigo mourisco, mirtilos,
cranberries, escarola, alho-por6, alface,
azeitona, pimenta, tomates.

Frutas citricas, aipo, salsa, espinafre.

Soja .

Manga, mangostao.

Magads, uvas, péssegos, ameixas, peras,
mangostdo.

Roma3, framboesas.

Fonte: adaptado de (Naczk e Shahidi, 2006).
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3.3.1 Subprodutos agroindustriais como fonte de compostos fenolicos

As frutas, hortalicas, diferentes ervas, residuos agricolas e industriais sdo fontes
atraentes de antioxidantes naturais (Moure et al., 2001, Volf e Popa, 2004). Especial
atencdo estd focada, atualmente na extracdo de compostos de residuos das agroindustrias.
Grande quantidade desses materiais, incluindo sementes, cascas, bagago, entre outros, sao
gerados a cada ano na forma de residuos (Martins et al., 2011). Tais subprodutos, apos o
processamento geram em torno de 20 % de residuo que ¢ composto basicamente de cascas
e sementes ¢ que ainda contém uma grande quantidade de compostos fenodlicos
(antocianinas). Alguns estudos tém sido feitos em subprodutos provenientes de sucos e
derivados, que poderiam ser potenciais fontes ricas de compostos bioativos, incluindo
compostos fendlicos (Ignat et al., 2011).

Nas cascas de varios frutos foram encontrados maiores quantidades de compostos
fendlicos que nas partes carnudas comestiveis. Por exemplo, as cascas das magds contém
(catequinas, acido caféico, acido clorogénico, rutina e derivados de quercetina), tomates
contém (licopeno), uvas, romas, péssegos e péras encontraram-se o dobro da quantidade de
fenolicos totais do que na polpa (Balasundram, Sundram e Samman, 2006). O bagago de
uva representa aproximadamente 20 % do peso de uvas processadas, de forma que a
composi¢do varia consideravelmente, dependendo do tipo de uva condi¢des climdticas,
periodo do ano e forma de processamento (destinado a suco, vinhos, etc.). O contetido
fenolico presente no bagagco de uva é composto de antocianinas, catequinas, acidos
fendlicos, alcoois e estilbenos (Igartuburu et al., 1997, Bravo e Saura-Calixto, 1998, Nurgel
e Canbas, 1998). Por outro lado, os residuos de roma, por exemplo, contém uma quantidade
significativa de antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina) e taninos hidrolisaveis
(catequina, epicatequina e ésteres de acido galico) (Cuccioloni et al., 2009, Gil et al., 2000).

Em cascas e sementes de outros residuos de origem vegetal também foram
encontradas grandes quantidades de compostos fenolicos (Tabela 3.5). Em particular, na
maioria dos casos, os subprodutos podem apresentar teores semelhantes ou mesmo mais
altos de compostos bioativos que o produto final (Ayala-Zavala et al., 2011). Alguns dos
principios ativos de alguns medicamentos sdao compostos polifendlicos. Flavonas, por

exemplo possuem atividade antimutagénica (Nakasugi e Komai, 1998) e flavanonas e
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xantonas exibem atividades antivirais, antimicrobianas e antiinflamatorias. Além disso, os
polifenois tém muitas aplicacdes industriais. Por exemplo, eles podem ser utilizados como
conservantes de alimentos, ou na producdo de tintas, papel, e cosméticos. Por estas razdes,
grande esfor¢o tem sido feito para caracterizar os fenois que ocorrem em diferentes tecidos
vegetais (Pinelo, Fabbro et al. 2005). Segundo Fachinello (2008), o crescente interesse na
extragdo de antocianinas da casca e bagaco das frutas vermelhas surgiu devido a suas

inimeras propriedades a favor da saude.

Tabela 3.5 Exemplos de residuos como fontes de compostos fenolicos.

Residuo Solvente Compostos identificados Referéncia
Casca de batata ~ Agua CA, GA, PA (Rodriguez de Sotillo
(100°C) et al., 1994a)

Bagago de magca  70% de EC, CA, 3-hPhlz, Phl-2-x, Phlz, (Lu e Foo, 1997)
acetona Q-3-gal, Q-3-glu, Q-3-xyl, Q-3-

ara, Q-3-rha
Cascade limdo  Metanol- Cumarina (8-geranyloxypsolaren, (Miyake e
Agua 5- geranyloxypsolaren, 5-  Shibamoto, 1998)

geranyloxy 7-metoxicumarina

Sementes de Metanol CaA, pCA (cis e trans), FA, SA, (Bocco et al., 1998)

limdo Eri, NAr, Neh
Sementes de uva 95% de pCA, GA, CaA, C, EC, (N. Saint-Cricq de
etanol procianidinas (B1-B8) Gaulejac et al., 1999)

Fonte: adaptado de (Moure et al., 2001)

CA = acido clorogénico; GA = acido galico, PA = 4cido protocatecuico, EC =
epicatequina; 3-hPhlz = 3-hydroxyphloridzin; Phl-2-x = phloretin-2-xyloglucoside; Phlz =
phloridzin; Q-3-gal = quercetina-3-galactoside; Q-3-glu = quercetina-3-glicosideo; Q-3-xyl
= quercetina-3-xyloside; Q-3-ara = quercetina-3-arabinoside; Q-3-rha = quercetina-3-
rhamnoside; CaA = 4cido caféico; pCA = 4cido p-coumarico; FA = 4cido fertlico; AS =
acido siringico; Eri = eriocitrin; NAr = naringina; Neh = neo-hesperidina; pCA = p-
coumdrico; C = catequina; EC = epicatequina.
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3.4 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

Quando uma substancia ¢ levada a uma pressdo e temperatura acima do seu ponto
critico ele se torna um fluido supercritico. Na Figura 3.3 ¢é apresentado o diagrama de fases
de uma substancia pura. Neste diagrama observa-se que a fase gasosa se concentra na
regido de menor pressdo e maior temperatura, ao contrario da fase solida. A fase liquida
surge neste entremeio, a partir do ponto triplo. As linhas de separagcdo dos estados fisicos
sdo definidas pela descontinuidade de algumas propriedades fisicas. Entre elas, destacam-se
a densidade, a viscosidade e o coeficiente de compressibilidade. Para a maioria das
substancias, a fase gasosa em relagdio a fase liquida possui densidade de 10? a 10° vezes
menor; a viscosidade de 10 a 10? vezes menor; e compressibilidade de 10* a 10° vezes
maior. Nestas condi¢des a medida que a pressdo aumenta, a compressibilidade da fase
gasosa diminui, ¢ a densidade aumenta, da mesma forma, a medida que a temperatura

aumenta, a viscosidade e a densidade da fase liquida diminuem (Herrero et al., 2006).
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compressivel
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Figura 3.3 Diagrama de fases de uma substancia pura.

Devido as suas diferentes propriedades fisico-quimicas, o fluido supercritico oferece
varias vantagens operacionais sobre os solventes tradicionais (Anklam et al., 1998).

Também por ter baixa viscosidade e difusividade relativamente elevada, fluidos
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supercriticos t€ém melhores propriedades de transporte do que os liquidos e podem difundir-
se facilmente através de materiais solidos. Uma das principais caracteristicas de um fluido
supercritico ¢ a possibilidade de alterar sua densidade, alterando a sua pressdo e
temperatura. Uma vez que a densidade estd diretamente relacionada com a solubilidade
(Del Valle e Aguilera, 1999, Raventos et al., 2002), o poder de solubilizagao do fluido
supercritico pode ser alterado pela modificacdo de sua temperatura e pressdo. Outras
vantagens, em compara¢do com outras técnicas de extracdo, sdo a utilizacdo de solventes
geralmente conhecidos como seguros, a maior eficiéncia do processo de extragdo (em
termos de aumento do rendimento e tempos menores de extracdo), ¢ a possibilidade de uma
associacao direita com técnicas cromatograficas tais como a cromatografia gasosa (GC) ou
a cromatografia de fluido supercritico (SFC) (Raventos et al., 2002).

Alguns solventes normalmente usados como fluidos supercriticos sdo mostrados na
Tabela 3.6. O dioxido de carbono supercritico ¢ a substincia mais usada por suas
propriedades termodinamicas e fisico-quimicas, tais como propriedades criticas moderadas
(304,25 K e 7,38 MPa) e para obter extratos naturais, como ¢ mostrado na Tabela 3.7. O
didéxido de carbono também ndo € téxico, quimicamente estdvel, nao inflamavel e
facilmente removido do material extraido (Castro-Vargas et al., 2011, Reverchon e De

Marco, 2006).

Tabela 3.6 Fluidos supercriticos mais utilizados na extragdo supercritica.

Nome Tc (°C) Pc (MPa) p (g/cm®)
Diodxido de carbono 31 7,38 0,469
Etileno 9 5,04 0,218
Tolueno 319 4,10 0,292
Etanol 241 6,14 0,276
Agua 374 22,12 0,323
Benzeno 289 4,89 0,218

Tc = temperatura critica; Pc = pressdo critica; p = densidade.
Fonte: adaptado de (Mendes et al., 2003).
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Tabela 3.7 Resumo de publicacdes sobre aplicagdes de CO2 em na industria de alimentos.

Amostra Analito (s) Pressao (MPa) Temperatura (°C) Referéncia
Extracao de cor natural
Cenoura Carotenos 34,2-57,0 30-50 (Vega et al., 1996)
Folha de alfafa Caroteno e luteina 10,0-70,0 40 (Favati et al., 1998)
Batata doce B-caroteno 13,8-41,4 38-48 (Spanos et al., 1993)
Sementes de Bixa Orellana  Bixina 20,7-48,3 40-55 (Degnan et al., 1991)
Residuos de tomate B-caroteno e licopeno 20,0-30,0 35-65 (Baysal et al., 2000)
Pele do tomate Licopeno 40,5 60-110 (Ollanketo et al., 2001)
Pele da uva vermelha Antocianinas 7,0-15,0 80 (Blasco et al., 1999)
Extracdo de aromas naturais
Oleo de casca de laranja Terpenos 7,7-12,0 40 (Chouchi et al., 1996)
amarga
Casca de laranja seca Oleos essenciais 10,0-28,0 40-50 (Blasco et al., 1999)
Suco de frutas citricas Limonin 20,7-41,4 30-60 (Kimball, 1987)
Plantas aromaticas Oleos essenciais 20,0 40 (Blasco et al., 1999)
Extracdo de antioxidantes
Semente de tamarindo Antioxidante 10,0-30,0 40-80 (Tsuda et al., 1995)
Folhas de eucalipto Oleo com alta 20,0 50 (Fadel et al., 1999)

atividade antioxidante

Descafeinacdo de café e cha
Café Cafeina 16,0-22,0 90 (Williams, 1981)
Cha Cafeina 25,0-35,0 50-80 (Calabuig Aracil, 1998)

Fonte: adaptado de (Sahena et al., 2009).
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A extragdo de compostos a partir de matérias-primas naturais com fluido supercritico,
efetivamente, resolve questdes associadas com altas temperaturas e ao uso de solventes
organicos empregados em extracdes convencionais (Pellerin, 1991) (Tabela 3.8).

As temperaturas empregadas no processo de extracdo sdo moderadas e o unico
solvente usado, o didxido de carbono, ¢ totalmente separado ap6ds a descompressao, no final
da extragdo. Todas essas caracteristicas fazem que o CO:2 pareca o solvente ideal. Sua
principal desvantagem ¢ sua apolaridade, o que torna ideal para lipideos, gorduras e
substancias nao polares. A utilizagdo dessa substancia/COz pura nao ¢ apropriada em menor
eficiéncia para a extragdo de compostos polares e matrizes com alto poder de retengdo,
fazendo-se necessario o uso de modificadores (cossolventes) para aumentar seu poder de
solvatagdo (Cortesi et al., 1999, Pourmortazavi e Hajimirsadeghi, 2007). A adicdo de
cossolventes organicos como etanol, metanol, acetona, entre outros solventes polares,

aumenta o poder de solvatagao do CO: e o rendimento da extragdo (Adil et al., 2007).

Tabela 3.8 Compostos bioativos extraidos por diferentes solventes.

Agua Etanol Metanol Eter Acetona
Antocianinas Taninos Antocianinas Alcalodides Flavonoides
Taninos Polifenois Terpendides Terpendides
Saponinas Flavonol Saponinas
Terpendides Taninos
Alcaloides Flavonas
Polifendis

Fonte: adaptado de (Cowan, 1999).

O processo de extragdo supercritica de produtos naturais pode ser analisado a partir
das curvas globais de extragdo (OEC — overall extraction curves). As condi¢des utilizadas
para obter uma OEC sdo definidas no melhor ponto obtido na etapa de rendimento global. A
analise da melhor condi¢ao neste ponto leva em conta fatores de gasto de energia como

pressdo e temperatura, quantidade de solvente utilizado, vazdo e o rendimento (Prado,
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2009). Uma curva cinética pode contar com até trés etapas distintas durante o processo,

conforme ¢ mostrado na Figura 3.4.
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Figura 3.4 Curva global apresentando as trés etapas de extragao.
Fonte: adaptado de (Martinez, 2005).

Na Figura 3.4 a curva de extragdo ¢ dividida nos seguintes periodos: Periodo de taxa
constante de extragdo CER (Constant Extraction Rate period), periodo decrescente de
extracdo FER (Falling Extraction Rate period) e periodo de taxa controlada pela difusdo
DC (Diffusion-Controlled rate period). No periodo de CER, a extragdo ocorre
principalmente por convecgdo, a uma taxa constante. O soluto esta principalmente na
superficie do material de alimentagdo e ¢ facilmente solubilizado pelo didxido de carbono
supercritico. O periodo FER comec¢a quando a taxa de extragdo de soluto sofre uma
diminui¢do causada por paredes celulares ndo uniformemente quebradas ou até esgotar o
soluto distribuido sobre a superficie das paredes. O periodo de transferéncia de massa DC ¢
regido, principalmente, pela difusdo, e ndo ha mais soluto na superficie dos so6lidos. Os
parametros de processo que podem ser determinados a partir de uma OEC sdo: a duragao
do periodo de CER (fcer), a duracdo do periodo de FER (#rer), o rendimento do periodo

CER (Rcer), a taxa de transferéncia de massa durante o periodo de CER (Mckr) € a
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propor¢ao em massa de soluto na corrente de solvente na saida do extrator, durante o

periodo CER (Ycer) (Meireles, 2008).

3.5 ULTRASSOM

Ultrassom ¢ definido como ondas de som com frequéncia que excede o limite de
audicdo do ouvido humano, e compreende ondas mecanicas que necessitam de um meio
para se espalhar. A diferenca entre som e o ultrassom ¢ a frequéncia da onda. Alguns
animais utilizam ultrassom para navegagao (golfinhos) ou caca (morcegos). O ultrassom ¢
uma das tecnologias emergentes que foram desenvolvidas para maximizar a qualidade e
garantir a seguranca dos produtos alimentares, e também ¢ aplicado para conferir efeitos
positivos no processamento de alimentos, tais como a melhoria na transferéncia de massa
(Knorr et al., 2011). Com base na gama de frequéncias, as aplicagdes de ultrassom podem

ser divididas em baixa e alta intensidade.

3.5.1 Ultrassom de baixa intensidade

Durante muitos anos o ultrassom de baixa intensidade esteve envolvido em andlises
ndo destrutivas, especialmente para avaliagio da qualidade. Esta técnica ¢ mais
frequentemente aplicada como uma técnica analitica para fornecer informagdo sobre as
propriedades fisico-quimicas dos alimentos (firmeza, maturacdo, teor de acticar e acidez)

(McClements, 1997).

3.5.1.1 Principios de ultrassom de baixa intensidade

O som se propaga como ondas mecanicas que causam compressoes e descompressdes
alternadas (Blitz, 1963, Blitz, 1971). Estas ondas de ultrassom tém caracteristicas de
comprimento de onda, velocidade, frequéncia, pressdo e periodo. A velocidade do som ¢ o
produto da frequéncia e comprimento de onda, assim, ondas sonoras de alta frequéncia tém
comprimento de onda curto, enquanto ondas de baixa frequéncia tém comprimento de onda
longo. A velocidade de ultrassom (V) ¢ determinada pela densidade (p) e elasticidade (E)

do meio, de acordo com a equagdo de Newton-Laplace (Blitz, 1963).
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(V = —) Equagdo 3.1

Outros parametros de ultrassom que se correlacionam com muitas propriedades

fisico-quimicas ¢ o coeficiente de atenuacdo e da impedancia acustica.

3.5.2 Ultrassom de alta intensidade

O ultrassom de alta intensidade pode alterar as propriedades fisicas, mecanicas e
quimicas dos alimentos (Awad et al., 2012, Mason et al., 1996). Esta tecnologia emergente
tem sido utilizada como alternativa para as operacdes de processamento de alimentos
convencionais para controlar a microestrutura e modificar as caracteristicas de texturas de
produtos com gordura, emulsificacdo, modificar as propriedades funcionais das proteinas
de diferentes alimentos e facilitar a extragdo de varios componentes bioativos (Gallego-

Juarez et al., 2010).

3.5.2.1 Principios de ultrassom de alta intensidade

Em geral, a energia, a intensidade da pressdo, velocidade e temperatura sdo os
pardmetros mais importantes que afetam o ultrassom de energia. O ultrassom de alta

poténcia pode ser descrito pela seguinte equagao (Patist e Bates, 2008).
P, = Pypax - sin(2mft) Equagdo 3.2

Onde: Pa pressdo acustica ¢ (uma onda sinusoidal), que é dependente do tempo (t), da
frequéncia (f) e a amplitude da pressdo maxima da onda (Muthukumaran et al., 2006).

Pamax estéd relacionada com a entrada de energia ou intensidade (I) do transdutor:

P
[ =22 Equagdo 3.3
2pv

Onde p ¢ a densidade do meio e v ¢ a velocidade do som no meio.
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3.6 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (UAE)

A extracdo assistida por ultrassom (Ultrasound-assisted extraction) ¢ uma tecnologia
emergente que pode acelerar a transferéncia de calor e massa, e tem sido usada
sucessivamente no campo da extracdo de compostos ativos. Durante o processo de
aplicacdo de ultrassom, ondas longitudinais sdo criadas quando uma onda sonora encontra
um meio liquido, criando regides alternadas de compressao e expansdo induzidas sobre as
moléculas (Figura 3.5) (Soria e Villamiel, 2010b). Nestas regides de mudanca de pressao a
cavitacdo ocorre e¢ bolhas de gids sdo formadas. Estas bolhas tém uma maior area de
superficie durante a expansdo do ciclo, o que aumenta a difusdo do gas, fazendo que a
bolha se expanda. Um ponto critico ¢ alcangado durante o ciclo de compressao em que a
energia ultrassonica fornecida ndo ¢ suficiente para manter a fase de vapor dentro da bolha.
Como consequéncia, ocorre a condensacdo rapida e grandes quantidades de energia sdo

liberadas (Soria e Villamiel, 2010a, Pico, 2012) e (Chemat et al., 2011a).
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Figura 3.5 Cavitagdo ultrassonica.
Fonte: adaptado de (Soria e Villamiel, 2010a).
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Outra aplicacao do ultrassom ¢ durante a extragdo de compostos vegetais. O uso de
ultrassom permite melhor penetracdo do solvente no corpo da planta e também pode
quebrar as paredes celulares (Soria e Villamiel, 2010a). Como se observa na Figura 3.6,
uma bolha de cavitacdo pode ser gerada perto da superficie do material da planta (a); em
seguida, durante um ciclo de compressao se produz o colapso da bolha (b) e um microjato ¢
criado na parede da célula da matriz da planta a ser extraida (b e c). A alta pressdo e alta
temperatura associados a este processo ajudam a destruir as paredes das células da matriz
da planta e o seu conteudo pode ser liberado para o meio (d). Esta ¢ uma ferramenta muito
interessante para a extracdo de ingredientes a partir de produtos naturais (Chemat et al.,
2011b). Como consequéncia, o emprego de ultrassom tem beneficios no aumento de
transferéncia de massa, melhor penetracdo de solvente, menor dependéncia de uso de
solventes, extracdo em temperaturas mais baixas, as taxas de extracdo mais rapidas e
maiores rendimentos de produto (Soria e Villamiel, 2010a, Pico, 2012) ¢ (Chemat et al.,

2011b).
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Figura 3.6 Colapso da bolha de cavitagdo e liberagao de material vegetal.
Fonte: adaptado de (Chemat et al., 2011b).
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A capacidade do ultrassom em causar cavitacdo depende das caracteristicas do
ultrassom (frequéncia e intensidade), das propriedades do produto (viscosidade e tensdo
superficial) e das condi¢des de ambiente (temperatura e pressdo). Esta técnica exige um
meio liquido, um gerador de energia e um transdutor, o qual converte energia elétrica,
magnética ou cinética em energia acustica (Mulet et al., 2003). Os transdutores sao
classificados em trés grupos: os transdutores operados mediante fluidos, os transdutores
magnetoestritivos e os transdutores piezoelétricos tipo sanduiche, que sdo os mais
utilizados na atualidade. O fundamento de estes transdutores baseia-se no efeito

piezoelétrico (Gallego-Juarez et al., 2010) como se mostra na Figura 3.7.

.. o - Efeito plezoelétrico direto
Efeito piezoelétrico inverso P

Figura 3.7 Efeito piezoelétrico.
Fonte: adaptado de (Pérez, 2007).

O ultrassom ¢ bem conhecido por ter um efeito significativo sobre varios processos
na industria quimica e de alimentos. Muita aten¢ao tem sido dada a aplicacdo de ultrassom
para a extragao de produtos naturais. Aromas, pigmentos, antioxidantes, € outros compostos
organicos ¢ minerais foram extraidos e analisados de forma eficiente a partir de uma
variedade de matrizes (principalmente tecidos animais, alimentos e materiais de plantas).

A Tabela 3.9, apresenta as vantagens da UAE em comparagdo com os novos métodos
de extragdo. A extragdo assistida por ultrassom pode eventualmente ser mais simples
(Luque-Garcia e Luque De Castro, 2003) e mais rapida (Lopez-Avila et al., 1996). Além
disso, a extracdo assistida por ultrassom nao ¢ restringida pelo tipo de solvente ou pelo teor
de umidade. A utilizagdo de ultrassom representa uma forma potencialmente eficaz de

melhorar os processos de transferéncia de massa.
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Tabela 3.9 Vantagens e desvantagens das técnicas de extragao.

UAE MAE SFE ASE
Nome Extracdo Extracdo Extracdo com Extragao por
assistida por assistida por fluido aceleragdo de
ultrassom microondas supercritico solvente
Breve A amostra € A amostra € A amostra € A amostra €
descrigao imersa em imersa em colocada num aquecida por
solvente e solvente e recipiente de alta um forno
submetidas a submetidas a pressdo e ¢ convencional e
ultrassom, energia de atravessado ¢ atravessada
utilizando uma  microondas. continuamente pelo solvente
sonda. pelo fluido de extragao.
supercritico.
Tempo de 10-60 min 3-30 min 10-60 min 10-20 min
extracao
Uso de 50-200 ml 10-40 ml 2-5 ml (s6lido) 15-60 ml
solventes 30-60 ml (liquido)
Investimento Baixo Moderada Alto Alto
Vantagens Facil deusar ~ Répido, Facil Répido, baixo Répido,
de usar e consumo de filtragdao nao
consumo solvente, filtracdo  necessaria e
moderado de  ndo necessdria.  baixo consumo
solvente. de solvente.
Inconvenientes  Utiliza grandes Etapa de Muitos Possivel
quantidades de filtragdo parametros para  degradacdo dos
solventes e etapa  requerida. otimizar. analitos
de filtragéo termolébeis.
requerida.

Fonte: adaptado de (Chemat et al., 2011a).
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Ao longo de muitos anos, foi demonstrado que a acdo combinada de ultrassom e
didéxido de carbono supercritico para a extragdo pode ser utilizada para melhorar
significativamente a taxa de extragdo ou rendimento do 6leo de sementes de amaranto
(Bruni et al., 2002), 6leo de semente de cha (Rajaei et al., 2005), 6leo de améndoa (Riera et
al., 2004) e gingerois de gengibre (Balachandran et al., 2006). O rendimento dos compostos
pungentes de gengibre ¢ significativamente aumentado devido a influéncia de ultrassom,
com melhorias de até 30 % no final do periodo de extragdo. O estudo foi avaliado com base
na extracdo de amostra de gengibre liofilizado. Para melhorar a eficacia do processo deve
ser reduzido o tamanho de particula sem desnaturar o material a ser extraido (Balachandran

et al., 2006), como também outras condi¢cdes mostradas na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 Condi¢des operacionais de extracdo com CO2 supercritico assistido por
ultrassom.

Matéria-prima Ameéndoa Gengibre Coix (Coix Marigold
(Prumus (Zingiber lachryma-jobi  (Tagetes erecta
amygdalus) officinale) L. var. Adlay) L.)
Temperatura (°C) 55 20e40 30-55 55
Pressdo (MPa) 28 6,8¢e16 10 - 30 25
Particula (mm) 3-4e¢9-10 4-8 0,3-0,45 0,245-0,35
Poténcia (W) 50 100 e 300 0-110 0-400
Frequéncia (KHz) 20 20 20 25e33
Rendimento (%) 30 30 14 65
Referéncia (Rieraetal,, (Balachandranet (Ai-jun etal., (Gao, 2009)
2004) al., 2006) 2006)

Fonte: adaptado de (Santos, 2013).

Esta analise mostra que a tecnologia de extragdo supercritica com didxido de carbono
assistida por ultrassom, hoje em dia, representa uma forma limpa para acelerar e melhorar
os processos de transferéncia de massa e aumentar a extragdo de componentes, tais como
polifenois, antocianinas, compostos aromaticos, polissacarideos, Oleos e compostos

funcionais (Vilkhu et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo descritos os materiais € métodos utilizados para a determinacao
das condi¢des dos parametros de processo de obtencdo dos extratos de bagagco de amora-
preta (Rubus sp.), assim como a avaliagdo e o perfil da composi¢cdo quimica dos extratos. O
Trabalho foi realizado no Laboratério de Alta Pressdo em Engenharia de Alimentos
(LAPEA) —DEA/FEA/UNICAMP. A Figura 4.1 mostra o diagrama de fluxo com as

atividades realizadas no projeto.

Matéria-Prima
(Bagago de Amora)

A 4

Preparo da
matéria-prima

\ 4

Cinética de Caracterizagdo da
extragao matéria-prima

A

\ 4 \ 4

Rendimento global | Ex,'qagao Extragdo a baixa
(X0) < supercritica (com e e
sem ultrassom)
v
A’ Andlise da
Anélise de imagem composigdo |
(MEV) " quimica dos
extratos

Figura 4.1 Diagrama de fluxo com as atividades realizadas no projeto.

SFE + cossolvente
(CO2+EtOH e
CO2+H20) com
ultrassom

Selec¢ao da melhor
condicdo
(Atividade
antioxidante)




41 MATERIA-PRIMA

4.1.1 Origem e preparo da matéria-prima

A matéria-prima estudada neste trabalho foi o residuo do processamento da polpa da
amora-preta (Rubus sp.) cedido pela empresa Sitio do Bello (Paraibuna, Sdo Paulo, Brasil)
cuja coordenada geografica ¢ 23° 27°53.94” Sul e 5° 42°31.88” Oeste. Apds o recebimento
da matéria-prima no laboratério, e com o objetivo de retirar materiais estranhos, foi feita
uma limpeza e selecdo manual. A matéria-prima selecionada foi acondicionada em sacos de
polietileno de cor preta, para protegé-lo da luz, e armazenado em freezer doméstico
(Metalfrio, DA420, Sao Paulo, SP) a uma temperatura de -18 °C, até a realizagdo dos
experimentos. O bagaco de amora-preta com umidade inicial de 69 % foi submetido ao
processo de secagem em estufa (modelo TE 395-1, Tecnal, Sdo Paulo, SP), conforme
(AOAC, 1997; método 925.10). Apds a secagem, a matéria-prima foi triturada em
liquidificador doméstico por 30 segundos, com a finalidade de fraciona-la e homogeneiza-
la, e assim diminuir a resisténcia a transferéncia de massa no interior das particulas sélidas
e aumentar o rendimento de extragdo. Costuma-se reduzir o tamanho das particulas para
aumentar a 4drea de contato solido/solvente e diminuir a distincia que o soluto deve
percorrer no interior da particula (Brunner, 1994). O material triturado foi acondicionado
em embalagem plastica, identificado e armazenado novamente em freezer a -18°C. A
Figura 4.2 mostra as etapas de pré-tratamento da matéria-prima.

Secagem Trituragao

Figura 4.2 Etapas de pré-tratamento da matéria-prima.
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4.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A caracteriza¢do do bagaco de amora-preta foi realizada seguindo os métodos oficiais

da (AOAC, 1997).

4.2.1 Determinacio de umidade (AOAC, 1997; método 925.10)

O método utilizado foi o gravimétrico em estufa a 105 °C (modelo TE 395-1, Tecnal,
Sdo Paulo, SP). Aproximadamente 5 gramas de amostra foram colocados em cadinhos de
aluminio, ficando em estufa até a secagem. Os cadinhos contendo a amostra foram, entdo,
resfriados a temperatura ambiente em dissecador. Uma vez resfriados, os cadinhos foram
pesados, obtendo novamente sua massa. Logo ap6s, os cadinhos retornaram a estufa e este
procedimento foi repetido até que a massa ficasse constante. Todas as determinagdes foram

feitas em triplicatas.

4.2.2 Analise da composicao centesimal

A determinagdo do teor de residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pela incineracao
em mufla a 550 °C segundo o método 972.15 (AOAC, 1997). O teor de proteinas
(nitrogénio total) foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl, utilizando fator de 6,25
para a conversdo do nitrogénio em proteina (AOAC, 1997; método 970.22). Os lipidios
totais foram determinados com extracao da fragdo etérea por fluxo intermitente, utilizando
éter de petroleo (Quemis®, Brasil, Lote 36128) como solvente sob refluxo em aparelho de

Soxhlet segundo o método 963.15 (AOAC, 1997).

4.3 EXTRACAO A BAIXA PRESSAO.

As extragdes convencionais ou extracdes a baixa pressao, que incluem o emprego de
diferentes solventes organicos, foram realizadas a fim de compara-las com o processo de
extragdo supercritica assistida por ultrassom e a extracdo supercritica com cossolvente,
quanto ao rendimento dos extratos e composicdo, em termos de compostos fenodlicos,
atividade antioxidante e contetido de antocianinas. Os extratos obtidos apds a extracao

passaram por um processo de eliminagdo de solvente, em evaporador rotativo (Heildoph
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Instruments modelo Laborota 4001, Viertrieb, Alemanha). As temperaturas de evaporagao
foram ajustadas para valores inferiores aos pontos de ebulicdo dos solventes utilizados, a
fim de evitar alteracdes do extrato.

A extragdo por Soxhlet foi realizada segundo o método 963.15 (AOAC, 1997),
utilizando alcool etilico P.A. (Exodo Cientifica, Brasil, Lote: AE5761RA) como solvente a
temperatura de 50 °C. O sistema de extragdo em Soxhlet ¢ composto de um extrator
acoplado na extremidade inferior a um baldo de 250 mL, e na parte superior, a um
condensador Figura 4.3. Para cada extra¢do, aproximadamente 5 gramas de matéria-prima
foram acondicionadas em cartucho de papel filtro e este foi inserido no extrator, enquanto
no baldo foram adicionados 200 mL de solvente, que era aquecida por uma manta de
aquecimento (Fisatom, Mod.52, Brasil). Os processos de extragdo foram realizados em
duplicatas e tiveram duragdo de 6 horas. Os extratos obtidos apds a evaporagdo do solvente,
foram acondicionados em freezer doméstico (Consul, Mod.CRB36, Brasil) a -18 °C até a

realizagdo das analises.

Saida de dgua

Condensador
Entrada de agua

Soxhlet

Figura 4.3 Sistema de extracdo pelo método Soxhlet.
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A maceracao ¢ um método de extragdo muito utilizado na qual consiste em por em
contato a matéria-prima com a quantidade de solvente preestabelecida &4 temperatura
ambiente em recipiente fechado, durante um periodo de tempo prolongado (dias ou horas).
Além, disso € um processo nao seletivo que resulta num equilibrio de concentracao entre a
matéria-prima e o solvente ¢ ¢ influenciado por fatores que dependem da matéria-prima
(sua natureza, tamanho de particula, grau de umidade e quantidade em peso), e do solvente
(sua seletividade e quantidade em volume) (Melecchi, 2005).

A maceracdo ¢ o método escolhido quando os principios ativos podem sofrer
alteracdes pelo calor ou pelo ar e sdo soliveis a temperatura ambiente, em um solvente que
nao deve ser volatil (Miranda et al., 2001). Dentre as desvantagens do processo estdo &
lentiddo, a impossibilidade de extrair totalmente os principios ativos da matéria-prima
quando se trabalha com substincias ativas pouco soluveis, com elevado indice de
intumescimento e possiveis proliferagdes microbianas. Apesar dos inconvenientes
apresentados, ainda ¢ uma das técnicas extrativas mais usuais devido a sua simplicidade e
custos reduzidos.

A extragdo por maceragdo do bagaco da amora—preta foi feita em duplicata e de
acordo com a metodologia descrita por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001). O processo
envolveu a imersao da matéria-prima (bagaco de amora-preta) em dalcool etilico P.A.
(Exodo Cientifica, Brasil, Lote: AE5761RA). Pesou-se aproximadamente 5 gramas do
residuo de amora em balanga analitica (Bel engineering, USA) posteriormente o residuo foi
transferido para um recipiente, onde em seguida adicionou-se 160 mL de alcool etilico.
Uma vez fechado o recipiente com o macerado deixou-se repousar durante um dia,
agitando-se esporadicamente com um bastdo de vidro. A maceracdo transcorreu a
temperatura ambiente (25 °C). Quando visualmente se percebia que a solucdo estava com
cor caracteristica da matéria-prima (avermelhada), entdo estd era filtrada através de um
funil normal com papel filtro e coletada num frasco ambar de volume adequado. O extrato
filtrado foi transferido para um baldo de fundo redondo que foi acoplado em um rota-
evaporador (Tecnal®, Mod.TE-211,Brasil) sob vacuo (Tecnal®, Mod.TE-058, Brasil) em
banho termostatico a 40 °C (Marconi®, Mod.MA-1846, Brasil), onde o alcool etilico foi
evaporado. Os extratos posteriormente foram armazenados em freezer (Consul,

Mod.CRB36, Brasil) a -18 °C at¢é a realizacao das andlises.
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44 UNIDADE DE EXTRACAO SUPERCRITICA ASSISTIDA POR
ULTRASSOM

Os experimentos de extracdo foram realizados usando uma unidade de extragdo

supercritica assistida por ultrassom Figura 4.4.

Figura 4.4 Unidade de extragdo supercritica assistida por ultrassom.

A unidade de extra¢do supercritica estd composta de uma célula de extragdo com
volume de 300 mL, que suporta pressdes de até 45 MPa. A unidade ¢ equipada com um
banho de refrigeracdo (Marconi, modelo MA184, Piracicaba, Sao Paulo) que controla a
temperatura do CO2 na entrada da bomba, um banho de aquecimento e uma manta de
aquecimento que mantém a temperatura do extrator. A unidade ainda conta com uma
bomba de cossolvente (modelo serie III, Laballiance, Usa), um totalizador de vazao (Lao,
modelo G 0,6 = 0,001 m®, Sdo Paulo), termopar e manometro. Uma sonda ultrassonica,

com macroponta de titanio de 13 mm de diametro, ligada a um transdutor (Unique Group,
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modelo DES500 (transdutor piezoelétrico)), que esta instalada na parte superior do extrator,
¢ acionada por sinais elétricos a partir de um gerador de ultrassom que € a responsavel pelo
controle da poténcia do ultrassom, que pode ser ajustada de 10 a 99% da poténcia total (800
W) (Santos, 2013). A Figura 4.5 apresenta o diagrama de operagao da unidade de extracao

supercritica assistida por ultrassom.

Tubulagdes/CO2
L1 —#— Pneumdtico

; —#— Elétrico

va }%D IC-1

IC-3
B
Atmosfera
ok P00
Cilindro CO2 V-5 V-6 Fluxdmetro  Rotimetro

Frasco de Coleta

Figura 4.5 Diagrama de operacdo da unidade de extracdo supercritica assistida por
ultrassom.

Fonte: adaptado de (Santos, 2013).

V-1, V-2, V-3, V-4 ¢ V-5 = Valvulas de bloqueio; V-6 = Vialvula micrométrica; C =
Compressor; F = Filtro de ar comprimido, BR = Banho de refrigeracdo; B = Bomba
(Booster); BA = Banho de aquecimento; I-1 e I-2 = Indicadores de pressdo e temperatura,
respectivamente; IC-1 = Controladores de poténcia ultrassonica; IC-2 = Temperatura da
célula de extracdo e IC-3 = temperatura da valvula micrométrica; CE = C¢lula de extracio
(300mL); S = Sonda ultrassonica.Temperatura da valvula micrométrica; CE = Célula de
extragdo (300 mL); S = Sonda ultrassonica.
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O processo tem inicio quando o diéxido de carbono, com 99,8 % de pureza (White
Martins, Campinas/SP), estocado no reservatério, ¢ resfriado a 263 K no banho
ultratermostatizado TC (Marconi, modelo MA184, Piracicaba-SP) que opera com etileno
glicol. Desta forma, o CO: ¢ liquefeito na entrada da bomba pneumatica, evitando a
cavitacdo da mesma. A bomba, por sua vez, comprime o solvente até a pressao de extragao.
O estado supercritico ¢ atingido por troca térmica através de uma serpentina instalada
dentro de um banho de aquecimento, que esta regulado em uma determinada temperatura
(40 °C). A temperatura do processo ¢ monitorada pelos termopares que se encontram em
contato com a parede externa e na saida de solvente/soluto do leito de extracdo. O solvente
escoa através do leito de extragdo e a vazao ¢ controlada pela valvula micrométrica, que se
encontra na saida da linha. Esta valvula possui um sistema de aquecimento elétrico
monitorado por um termopar com o objetivo de evitar o congelamento pelos efeitos da
expansao Joule-Thomson. Através da valvula micrométrica o solvente ¢ despressurizado
até a pressao ambiente e o soluto € precipitado no recipiente de coleta. O CO:, agora na
fase gasosa, passa pelo rotametro, que permite medir a vazdo do solvente no processo.
Antes de ser liberado para o meio-ambiente, o CO:z atravessa o totalizador de vazio (Lao,
modelo G 0,6 £ 0,001 m?; Sdo Paulo) que permite calcular o volume total de solvente usado
no processo (Santos, 2013). O procedimento operacional da unidade foi padrao para todas

as extragodes e ¢ descrito na sequéncia:

(1) Verificar que todas as valvulas estdo fechadas e se a valvula micrométrica V-6
esta aberta Y4 de volta. (2) Verificar se o compressor (C) esta ligado e se hd ar comprimido
na linha. (3) Ligar o banho de refrigeracdo (BR) e aguardar que alcance a temperatura de
263 K (-10 °C). (4) Ligar o banho de aquecimento (BA) a temperatura de trabalho
(verificar o nivel de 4gua do banho). (5) Conectar a célula de extracdo (CE) devidamente
empacotada — preparo do leito. (5.1) O leito tem capacidade para 400 g de esferas de vidro.
(5.2) Preparar o filtro com 1a de vidro e acoplar a tampa inferior da célula. (5.3) Introduzir a
amostra mais esferas de vidro no interior da célula. (5.4) Rosquear a célula na tampa, com a
sonda, até que a conexdo de entrada de CO2 coincida com a tubulacdo. (5.5) Conectar a
tubulacdo de saida na parte inferior da célula e apertar. (6) Conectar a jaqueta de

aquecimento da célula de extracdo; (o extrator foi envolvido por uma camisa de
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aquecimento elétrico com um termopar encostado na parede da célula). (7) Programar a
temperatura da jaqueta de aquecimento da célula de extracdo conforme a temperatura do
ensaio através do controlador (IC-2). (8) Programar a temperatura da valvula micrométrica
(geralmente entre 110 e 130 °C) através do (IC-3). (9) Programar a poténcia ultrassonica
através do controlador (IC-1). (10) Aguardar a estabilizagao das temperaturas programadas.
(11) Conectar o recipiente da coleta na linha. (12) Abrir as vélvulas V-1, V-2 e V-4
permitindo a passagem do COz e aguardar a estabiliza¢do da pressdo. (13) Ajustar a pressao
de operacdo na bomba (B) através da valvula V-3 e acompanhar a pressdo no mandmetro
(I-1). (14) Aguardar a pressurizacdo do sistema até a pressdao estabelecida. (15) Ligar a
bomba de liquido HPLC e estabelecer as condi¢des de trabalho (passo a seguir quando
trabalhamos com cossolvente). (16) Abrir lentamente a valvula V-5, permitindo a passagem
do liquido que ficara misturado com o COz no extrator (passo a seguir quando trabalhamos
com cossolvente). (17) Abrir lentamente a valvula V-6, em caso de uso de ultrassom, ligar a
geracao de ultrassom (IC-1). (18) Controlar a vazao através de a valvula V-7 e verificar a
vazao no fluxémetro (FL). (19) Acompanhar o indicador de temperatura (I-2), e em caso de
defasagem com a temperatura de trabalho, regular novamente (IC-3). (20) Acompanhar a
extracdo até o fim do tempo determinado ou até o consumo determinado de solvente. (21)
ApoOs o fim, fechar a valvula V-3 e V-5 (passo a seguir quando trabalhamos com
cossolvente), e despressurizar o leito fechando a vélvula V-4. (22) Aguardar a
despressurizacdo do leito de extracdo. (23) Desconectar o leito de extracdo da linha. (24)
Fazer a limpeza da linha com etanol (ou o solvente que solubilize o material extraido), para

recuperar tracos de extratos retidos.

Além disso, Apds o procedimento de extracdo supercritica com cossolvente, os
cossolventes utilizados foram removidos pelos seguintes procedimentos: o etanol foi
removido dos frascos de coleta de extrato utilizando rota evaporador (Heildoph Instruments
modelo Laborota 4001, Viertrieb, Alemanha) na temperatura de 40 °C e a remocao de dgua
dos extratos foram realizadas através de liofilizagdo em liofilizador (Liotop L101, Liobras,
Sao Carlos, SP). As massas de extratos contidas nos frascos foram medidas utilizando
balanca analitica. Apds pesagem os extratos secos foram armazenados em freezer a -18 °C

até as analises.
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4.4.1 Preparo do leito de extracao

O preparo do leito seguiu um procedimento padrido para todas as extragdes. Foi
utilizada uma célula de extracdo de 300 mL. Uma das extremidades da célula foi fechada e
depositou-se uma capa de 1a de vidro em sua base que serve como um filtro para evitar a
passagem de particulas finas que possam causar obstru¢do da linha. Depois se colocou um
pouco de esferas de vidro para adicionar em seguida 5 gramas de amostra e finalmente o
volume restante da célula foi preenchido com esferas de vidro. A configuragdo da célula de

extragdo pode ser visualizada na Figura 4.6.

Sonda ultrasstnica

Esferas de vidro —

|

Entrada de sobvente —=

- Matéria-Prima

- Hsferas de vidro

£ i
panamrl o e

Wy | —Fivo
:I;_ Fr ] o B

La devidro — T~ l ,

Saida

sobvente + sohito

Figura 4.6 Célula de extragdo supercritica assistida por ultrassom.

Para avaliar a influéncia do ultrassom na extracdo supercritica inicialmente foram
realizados testes preliminares com matéria-prima in natura e matéria-prima seca triturada
em diferentes condi¢des de pressdo (15 e 20 Mpa), temperatura (40 e 50 °C) e poténcia

ultrassonica fixa de 200 Watts, mantendo a vazio de CO2 constante em 2,77 x 10™* kg/s.
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4.5 RENDIMENTO GLOBAL (Xo)

O rendimento global (Xo) ¢ definido como a razdo maxima de soluto que pode ser
extraido a partir de uma matriz vegetal em determinadas condigdes de temperatura, pressao
e solvente (Pereira e Meireles, 2010), como também pode fornecer informagdes sobre o
perfil fitoquimico dos extratos obtidos em tais condi¢des. Portanto, as melhores condigdes
sdo encontradas pelo estudo de rendimento global. O rendimento global (Xo) foi calculado
relacionando a massa total de extrato (Mextrato), € @ massa de amostra em base seca (Mamostra)

de acordo com a Equacgao 4.1

Xy = Textrato y 1()() Equagdo 4.1

Mamostra

O tempo de extragdo foi fixo em 120 minutos, para os ensaios de rendimento global,
tendo sido definido através da observacdo da curva de extracdo obtida no teste preliminar
com matéria-prima seca triturada a pressao de 15 MPa, temperatura de 40 °C e vazdo de
CO2 de 2,77 x 10™* kg/s. Neste trabalho os experimentos de rendimento global foram
realizados também utilizando aproximadamente 5 gramas de matéria-prima seca triturada e
uma vazdo de CO: constante de 2,77 x 10* kg/s. Os experimentos foram feitos em
duplicata e avaliados através de um desenho de Box-Behnken de trés niveis e trés variaveis
(temperatura, pressdo e poténcia) definidos de acordo com as limitagdes do equipamento.
As varidveis foram: temperatura (40, 50 e 60 °C), pressdo (15, 20 e 25 Mpa) e poténcia (0,
200 e 400 Watts), conforme ilustrado na Tabela 4.1. A Tabela 4.2 apresenta o desenho de

Box-Behnken com os valores reais e codificados.

Tabela 4.1 Valores codificados e reais para o desenho de Box-Behnken.

Niveis
Variaveis -1 0 1
(X1) Temperatura (°C) 40 50 60
(X2) Pressao (MPa) 15 20 25
(X3) Poténcia (W) 0 200 400
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Tabela 4.2 Desenho Box-Behnken com os valores codificados e reais.

Experimento Variaveis codificadas Variaveis naturais
Xi X2 X3 X X2 X3
1 -1 -1 0 40 15 200
2 +1 -1 0 60 15 200
3 -1 +1 0 40 25 200
4 +1 +1 0 60 25 200
5 -1 0 -1 40 20 0
6 +1 0 -1 60 20 0
7 -1 0 +1 40 20 400
8 +1 0 +1 60 20 400
9 0 -1 -1 50 15 0
10 0 +1 -1 50 25 0
11 0 -1 +1 50 15 400
12 0 +1 +1 50 25 400
13 0 0 0 50 20 200
14 0 0 0 50 20 200
15 0 0 0 50 20 200

Apds o fim de cada extragdo, o frasco contendo o extrato foi deixado por 10 minutos
em condicdes ambientes para garantir que todo o COz fosse volatilizado do extrato, e depois
a massa de extrato contida no frasco foi medida em uma balanga analitica (Sartorius,
Modelo A200S, Gottingen, Alemanha) e armazenada em freezer a uma temperatura de -18
°C até a realizacdo das andlises. As variaveis de resposta dos experimentos foram o
rendimento global de extrato (Xo) extraivel, conteudo de fendlicos totais (método Folin-

Ciocalteu) e atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH e ABTS.

4.6 DETERMINACAO DA CINETICA DE EXTRACAO

Para os experimentos cinéticos de extracdo de bagagco de amora-preta foram
utilizados aproximadamente 5 gramas de matéria-prima seca triturada. Foi utilizada uma
célula de 300 mL, onde o leito foi preparado de acordo ao explicado na secao 4.4.1. A
melhor condi¢do adotada foi aquela onde se obteve o maior rendimento de extrato. Esta
condi¢do foi a 50 °C de temperatura, 25 MPa de pressdo e 400 Watts de poténcia

ultrassonica. O extrato foi coletado em frascos de vidro previamente pesados em balanca
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analitica (Sartorius, Modelo A200S, Gottingen, Alemanha) e a coleta foi realizada em
intervalos de tempo pré-determinados. Apds a coleta os frascos foram deixados por 10
minutos a temperatura ambiente para garantir que todo o CO2 fosse volatilizado do extrato,
depois a massa de extrato contida nos frascos foi medida novamente, de modo a determinar
a massa de extrato obtido em fun¢ao do tempo de extracdao. Ao final da cinética, a curva de

extragdo foi apresentada em um gréfico a fim de se observar o comportamento do processo.

4.7 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Para as analises de fendlicos totais e atividade antioxidante (DPPH e ABTS), pesou-
se aproximadamente 0.1 g dos extratos obtidos com CO: puro, com e sem ultrassom.
Posteriormente, o extrato concentrado foi diluido com metanol em um baldo volumétrico de
10 mL. Finalmente, a solu¢do metanol/extrato foi acondicionada em um frasco ambar e

armazenada em freezer a uma temperatura de -18 °C até a realizacdo das analises.

4.7.1 Determinac¢io de compostos fendlicos totais

Para determinar a quantidade de fendis totais presentes nos extratos de bagago de
amora-preta, utilizou-se o método do reagente Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e
Rossi (1965), com algumas modificagdes para extratos vegetais (Singleton et al., 1999).
Em tubos de ensaio contendo uma aliquota de 0,5 mL da solucdo metanol/extrato,
adicionou-se 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 5 minutos, foram adicionados
2,0 mL de solucdo aquosa de carbonato de sddio 7,5 %. As solugdes permaneceram por
duas horas em repouso, protegidas da luz, e finalmente a absorbancia foi determinada a 760
nm em um espectrofotdmetro (modelo U-310, HITACHI, Téquio, Japao). O conteudo de
fenois totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras frente uma
curva de calibracdo construida com o padrdo de acido gélico (concentragdes entre 0,010 a
0,080 mg/mL) e expresso em miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato

(mgEAG/g de extrato).
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4.7.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de bagaco de amora-preta foi determinada

segundo os métodos DPPH e ABTS, descritos a seguir.

4.7.2.1 Método DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila)

O método DPPH, segundo Brand-Williams et al. (1995), ¢ baseado na captura dos
radicais livres, sendo um dos mais utilizados, pois ele ¢ considerado um método rapido,
pratico e com boa estabilidade. O DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila) ¢ um radical de
nitrogénio organico, estavel, de cor violeta, que possui absorc¢ao na faixa de 515 nm. Para a
quantifica¢do da capacidade antioxidante foi necessario fazer uma curva padrdo de trolox a
partir das medidas de absorbancia, com o objetivo de representar o porcentual de inibi¢do
versus a concentragdo de trolox (uM), construido por regressao linear.

Inicialmente uma solucao de DPPH (394,3 g/mol) 60 uM foi preparada dissolvendo-
se 4,8 mg de radical DPPH em 4lcool metilico em um baldo volumétrico de 200 mL. Em
seguida a solugdo foi homogeneizada e transferida para um frasco de vidro ambar para
evitar degradacdo pela luz. Uma aliquota de 0.1 mL da solugdo metanol/extrato foi
transferida em ambiente escuro para tubos de ensaio e em seguida, adicionou-se 3,9 mL do
radical DPPH (solu¢do de DPPH 60 pM) e a mistura foi homogeneizada em agitador de
tubos. Utilizou-se 0,1 mL da solu¢do controle (dlcool metilico) com 3,9 mL do radical
DPPH. Depois de a solugdo permanecer no escuro por 4 horas, a absorbancia foi lida a 515
nm em espectrofotometro (modelo U-310, HITACHI, Téquio, Japao). O aparelho foi
zerado com 4lcool metilico. Assim, a porcentagem de inibi¢do do radical DPPH foi

calculada de acordo com a Equagdo 4.2, de Kulisic et al. (2004).

(Abs controle—Abs Amostra)

% Inibicao= x100 Equagdo 4.2

Abs controle

A quantificagdo de atividade antioxidante & expressa como umol equivalente de
trolox por grama de extrato (umol ET/g de extrato) através da utilizacdo de uma curva

padrdo de trolox variando as concentragdes de 50 a 1200 uM. A capacidade antioxidante
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foi apresentada por meio da média + desvio padrdo. A utilizacdo do equivalente trolox visa
facilitar a comparagdo entre as atividades antioxidantes obtidas pelos métodos DPPH e

ABTS.

4.7.2.2 Método ABTS (2,2-azinobis (3-etil-benzotiazolina) 6-acido sulfonico)

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante ¢ o do radical
ABTS produzido a partir de um precursor, o acido 2,2-azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-
acido sulfonico), que pode ser gerado através de uma reagdo quimica, eletroquimica ou
enzimdtica (Kuskoski et al., 2005). O radical ABTS ¢é um composto cromoforo
quimicamente estavel, apresenta alta solubilidade em agua e estd baseado na habilidade dos
antioxidantes em capturar o cation ABTS'. Esta captura provoca um decréscimo na
absorbancia, que ¢ lida a partir da mistura do radical com o antioxidante em diferentes
tempos. Este método apresenta vantagem em relagdo a outros, pois pode ser utilizado tanto
para amostras hidrossoluveis quanto lipossoluveis.

O método utilizado foi descrito por Re et al. (1999) com algumas modificagdes.
Utilizou-se o trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) como
antioxidante referéncia, que foi preparado em metanol e estocado como solugdo padrao. O
ABTS foi dissolvido em metanol até a concentragdo de 7,0 mM, e submetido a reacdo com
140 mM de persulfato de potassio para a formagdo do radical. O radical ABTS" é preparado
a partir da reacdo de 5 mL da solugdao estoque de ABTS com 88 uL da solucdo de
persulfato de potéassio. A mistura ficou com cor azul esverdeada e foi mantida no escuro a
temperatura ambiente, por 16 horas. Uma vez formado o radical ABTS", o mesmo foi
diluido em metanol até obter-se uma medida de absorbancia de 0,70 (= 0,05) a um
comprimento de onda de 734 nm. A absorbancia foi medida em espectrofotometro (modelo
U-310, HITACHI, Toquio, Japao). Uma aliquota de 30 puL da solugdo metanol/extrato foi
transferida em ambiente escuro para tubos de ensaio e em seguida, adicionou-se 3,0 mL do
radical ABTS". A leitura foi realizada a 734 nm apds 6 minutos da mistura foi utilizado o
alcool metilico como branco, para calibrar o espectrofotémetro.

Finalmente, para a quantificacdo da atividade antioxidante foi construida uma curva

padrao de trolox variando as concentragdes de 100 a 2500 uM. A atividade antioxidante foi
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apresentada como média = desvio padrao expressa em pmol equivalente de trolox

por grama de extrato (umol ET/g de extrato).

48 EMPREGO DE COSSOLVENTE NA EXTRACAO SUPERCRITICA

As extracdes foram realizadas na melhor condi¢do de operacdo, definidas com base
nas analises descritas na secdo 4.7.2. Os experimentos de extragdo SFE com cossolvente
foram realizados na condicdo de 15 MPa, 60 °C e poténcia ultrassonica de 200 Watts.
Foram utilizados aproximadamente cinco gramas de matéria-prima nas extra¢des utilizando
CO2/EtOH e CO2/H20, mantendo constante a vazio de CO2 (Qcoz2) em 2,77 x 10 kg/s.
Considerou-se a mistura dos solventes em propor¢ao massica de 95 % CO2 + 5 % EtOH e
95 % CO2 + 5 % H20 para as extragdes a partir de matéria-prima in natura e matéria-prima
seca triturada, assim como também considerou-se a mistura de 90 % CO2 + 10 % EtOH e
90 % CO2 + 10 % H20 s6 para matéria-prima seca triturada. O tempo das extragdes
empregando 95 % CO2 + 5 % EtOH e 95 % CO2 + 5 % H20 foi de 57 minutos, e para as
extracdes com 90 % CO2 + 10 % EtOH e 90 % CO2 + 10 % H20 foi de 54 minutos. A
relacdo entre massa de COz2 (S) e massa de matéria-prima (F) foi mantida constante. Todos
os ensaios foram realizados em duplicata e na Tabela 4.3 sdo apresentadas as condi¢des

utilizadas.

Tabela 4.3 Parametros adotados na extrag@o supercritica com cossolvente.

Parametros

95% CO2+ 95%CO2+ | 90% CO2+ 90 % CO2 +
Qcossolvente (kg/s) 5% H20 5 % EtOH 10 % H20 10 % EtOH

1,46 x 107 1,46 x 107 3,08 x 107 3,08 x 107

Tempo (min) 57 57 54 54
Qcoz (kg/s) 2,77 x 10* 2,77 x 10
S/F (kg/kg) 200 200
M (g) 5 5
Temperatura (°C) 60 60
Pressao (MPa) 15 15
Poténcia (Watts) 200 200
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Para a adicdo de cossolvente junto a extracdo supercritica, foi acoplada ao
equipamento uma bomba de cossolvente (modelo serie III, Laballiance, USA) que trabalha
numa faixa de vazdo de 0 a 10 mL/min. O COz e o cossolvente sdo misturados antes de sua
entrada no extrator conforme mostra o esquema de operacdo da unidade de extracdo

supercritica com cossolvente assistida por ultrassom, descrita na Figura 4.7.
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Figura 4.7 Diagrama de operagdo da unidade de extracdo supercritica assistida por
ultrassom com cossolvente.

V-1, V-2, V-3, V-4, V-5, e V-6 = Valvulas de bloqueio; V-7 = Valvula micrométrica; C =
Compressor; F = Filtro de ar comprimido; BR = Banho de refrigeracdo; BP = Bomba
(Booster); BA = Banho de aquecimento; B = Bomba de liquido (HPLC); R = Reservatorio
de liquido; M = Misturador; I-1 e [-2 = Indicadores de pressdo e temperatura,
respectivamente; IC-1 = Controladores de poténcia ultrassonica; IC-2 = Temperatura da

célula de extragdo e IC-3 = Temperatura da valvula micrométrica; CE = Célula de extracao
(300 mL); S = Sonda ultrassonica.
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O procedimento operacional padrao de uso da unidade para um processo de extragao
supercritica com cossolvente assistida por ultrassom ¢ o mesmo procedimento descrito na

secao 4.4.

4.9 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
(DPPH e ABTS) se empregou o mesmo procedimento descrito na se¢do 4.7. Para

quantifica¢do e identifica¢do de antocianinas se utilizou o método descrito a seguir.

4.9.1 Teor de Antocianinas Monoméricas

O conteudo de antocianinas do bagago de amora-preta (Rubbus spp.), foi determinado
pelo método da diferenca de pH (Giusti e Wrolstad, 2001). Para a realiza¢do desse método,
foi necessario preparar duas solucdes tampao: cloreto de potassio pH 1,0 a 0,025M e
acetato de sodio pH 4,5 a 0,4 M. O ajuste do pH das solugdes foi realizado através da
adicao de acido cloridrico concentrado ¢ a medi¢ao do pH foi realizada utilizando pH metro
de bancada (QUIMIS®, Mod.Q400AS, Brasil). Apdés 30 minutos em repouso ao abrigo da
luz e temperatura ambiente, foram feitas as leituras de absorbancia a 510 nm e 700 nm em

um espectrofotdmetro. A absorbancia foi calculada a partir da Equacao 4.3.
AbS = (Ab5510 - AbS700)pH1 - (Ab8510 - AbS700)pH4'5 EqanﬁO 4.3

A concentracdo de pigmentos no extrato foi calculada usando a Equagdo 4.4,
considerando a absortividade molar (¢) de 26900, peso molecular de 449,2 g/mol da
cianidina-3-glicosideo, e¢ os resultados sdo expressos como equivalentes de mg de

cianidina-3-glicosideo/g de extrato.

C () = (Abs. PM. FD. 1000)/¢ Equacio 4.4

cianidina 3 glicosideo
Onde:
Abs = absorbancia; PM = peso molecular; FD = fator de diluicdo, e € = absortividade

molar.
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4.9.2 Identificacdo das Antocianinas por UPLC-QTOF-MS

Antocianinas foram identificadas por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(UPLC) Acoplada a um Espectrometro de Massas quadrupolo, mais tempo de voo (QTOF)
(Synapt G2, Waters Corp, Milford, MA, USA). O volume de inje¢do foi ajustado para 3 pl.
A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna de fase inversa em CI18
(Acquity UPLC BEH C18, Waters) de 2,1 mm x 100 mm e 1,7 um de tamanho de
particula.

Para a identificacdo de antocianinas, foram utilizadas como fases méveis agua como
solvente A e metanol como solvente B ambos contendo 2% de 4cido férmico. A vazdo de
solvente foi de 0.4 mL min™. O gradiente aplicado foi o seguinte: 0 min 15 % de B; 3,30
min 20 % de B; 3,86 min 30 % de B; 5,05 min 40 % de B; 5,35 min 55 % de B; 5,64 min
60 % de B, 5,94 min 95 % de B; 7,50 min 95 % de B. O tempo de corrida foi de 12 min,
incluindo 4 min para calibragdo do equipamento. A determinacao dos analitos foi realizada
por meio de uma fonte de eletrospray no modo positivo sob as seguintes condigdes:
dessolvatagio de fluxo de gas = 700 L h'!, com temperatura de dessolvatagio = 500 ° C,
vazio de gis do cone = 10 L h'!, temperatura da fonte = 150 °C, a tensdo capilar = 700 V,
tensao de cone = 30 V e energia de colisao = 20 eV. O modo de varredura completa
utilizada foi m/z = 100 - 800. Tais analises foram realizadas no Departamento de Quimica
Analitica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Cadiz, na Espanha, com apoio do

prof. Dr. Gerardo Fernandez Barbero.

4.9.3 Separacao e quantificacio das Antocianinas por HPLC-DAD

A separacdo e quantificacdo de antocianos foram realizadas num HPLC- DAD elite
LaChrom (VWR Hitachi, Téquio, Japao) consistindo de injetor automatico de amostras (L-
2200U), um forno para coluna (L2300), uma bomba (L-2160U) e um detector UV-Vis (L-
2420U). O forno de coluna foi ajustada a 50 °C para a cromatografica. O detector UV-Vis
foi fixado a 520 nm para as analises. Os Antocianos foram analisadas numa coluna C18
Halo™ Hitachi LaChrom (100 x 3 mm de diAmetro, tamanho de particula 2,7 um).

Um método de gradiente, usando agua acidificada (4cido formico a 5%, de solvente

A) e metanol (solvente B), trabalhando com um caudal de 1,0 mL/min, foi utilizado para a
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separagdo cromatografica. O gradiente utilizado foi como se segue: 0 min 15% de B; 1,50
min 20% de B; 3,30 min 30% de B; 4,80 min 40% de B; 5,40 min 55% de B; 5,90 min 60%
de B; 6,60 min 95% de B; 9,30 min 95% de B, 10 min 15% de B. Tais analises também
foram realizadas no Departamento de Quimica Analitica da Faculdade de Ciéncias da

Universidade de Cadiz, na Espanha, com apoio do prof. Dr. Gerardo Fernandez Barbero.
4.10 ANALISE DE IMAGEM

4.10.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura ¢ uma ferramenta poderosa para as analises
das superficies de uma vasta gama de materiais, incluindo pequenos organismos biologicos
(Potter e Love, 1999). A morfologia ou estrutura da amostra foi analisada por microscopia
eletronica de varredura (MEV), antes e apds da extracdo supercritica, com e sem ultrassom,
a fim de observar possiveis mudangas estruturais causadas pelas condi¢des dos processos.
O microscopio eletronico de varredura utilizado € equipado com um canhdo de emissdo de
campo (FESEM - FEI Quanta 650). Antes da analise, as amostras secas foram cobertas com
ouro (Au) em um metalizador SCD 050 (Oerlikon-Balzers, Balzers, Liechtenstein). Os
equipamentos estavam disponiveis no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano),
localizado em Campinas-SP. As andlises das superficies das amostras foram realizadas sob

vacuo, usando uma tensao de aceleragao de 5 kV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo estdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, desde a
caracterizagdo da matéria-prima, testes preliminares, passando pelos resultados dos
experimentos de rendimento global, cinética e terminando com a avaliagdo da composicao

quimica dos extratos e as analises de imagem por microscopia eletronica de varredura.

51 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA
A caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima esta apresentada na Tabela 5.1. Os
resultados foram obtidos em triplicata, conforme descrito na se¢ao 4.2 e sdo apresentados

como média + desvio padrao.

Tabela 5.1 Teor de umidade e composicao centesimal do bagago de amora-preta.

Analise Bagacgo Bagago apods
in natura secagem e triturada
Umidade (%) 69,0 + 0,06
Cinzas (%) 0,37+ 0,01* 1,62 +0,05°
Lipidios (%) 0,87 + 0,00° 11,35+ 0,584
Proteinas (%) 9,05+ 0,01° 14,31 £ 0,36"

*Média £ desvio padrao letras diferentes na mesma fila representam diferenga estatistica ao

nivel de 5 % pelo teste de Tukey.

A amora-preta (Rubus sp.), também classificada como pequena fruta, apresenta teores
consideraveis de micronutrientes essenciais € pode variar em fun¢do do grau de maturagao
e de outros fatores. Nao foram encontrados na literatura dados referentes a composicao
centesimal do bagaco de amora-preta, somente do fruto in natura, como mostra a Tabela

5.2.
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Tabela 5.2 Caracterizagdo fisico-quimica de trés cultivares de amora-preta (Rubus sp.).

Analise Cultivares

Guarani Tupy Brazos
Umidade (%) 87,0+ 0,8 88,3+0,9 89,3+1,0
Cinzas (%) 0,86 £ 0,4 0,80+ 0,2 0,89 +0,3
Fibra (%) 2,02+0,5 2,52+0,8 2,05+0,9
Lipidios (%) 0,17+0,4 0,15+0,3 0,14+0,3
Proteina (%) 0,75 £0,7 0,83 +£0,4 1,24 £0,5

Fonte: adaptado de (CHim, 2008).

O bagaco de amora-preta estudado apresentou um teor de umidade de 69 %, diferente
dos valores encontrados por CHim (2008) em trés variedades do fruto de amora-preta.
Além disso, o fruto ¢ altamente nutritivo ja que contém 10 % de carboidratos, com elevado
conteudo de minerais, vitaminas B, A e cdlcio (Poling, 1996). O alto teor de umidade
presente no bagagco de amora-preta poderia representar um carater pré-extrativo dos
compostos de interesse, devido a alta polaridade destes. Porém, ao serem comparadas as
médias dos resultados obtidos para bagaco in natura e o bagago apos secagem-triturada,
houve diferengas segundo o teste F. Observou-se que os teores de cinzas, lipideos e
proteinas apresentam quantidades maiores quando a matéria-prima foi seca e triturada. De
acordo com Facco et al. (2008), os frutos da amora-preta de diferentes variedades,
apresentam valores de cinzas entre 0,27 a 0,49 %, valor semelhante ao encontrado no
presente estudo para bagaco de amora-preta in natura, mas diferentes dos valores
encontrados por (CHim, 2008). Segundo Antunes (2002), seguindo o mesmo padrao de
outros frutos como mirtilo, morango e framboesa, baixas quantidades de proteinas 1,5 % e
lipideos entre 0,03 e 0,08 % foram encontradas em frutos de amora-preta, inferiores aos
encontrados nesta pesquisa.

De fato, estas diferengas encontradas podem estar relacionadas aos processos fisicos
que alteram as propriedades fisicas e quimicas da matéria-prima em estudo. Assim, com
base nos dados obtidos, pode-se concluir que o bagago de amora-preta apresentou uma
composi¢do centesimal desejavel (boa fonte de nutrientes). Mesmo que ainda restritos ao
consumo por se tratarem de residuos agroindustriais, podem ser aproveitados normalmente

como complemento na alimentagdo animal e elaboracdo de novos produtos.
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5.1.1 Testes preliminares de extraciao

Os testes preliminares foram realizados com matéria-prima imida e matéria-prima
seca triturada. Diversos fatores devem ser levados em consideracdo para a extragdo, como o
tipo da amostra, método de preparacao da amostra e as condigdes de extracao, incluindo a
pressdo, temperatura, vazao de solvente, poténcia ultrassonica e a duracdo do processo
(tempo de extragdo). Os dois primeiros testes foram feitos empregando 40,50 + 0,11 gramas
de matéria-prima imida. As condi¢des empregadas foram temperatura de 40 °C, pressao de
15 MPa, e a vazio de CO: foi definida em 1,40 x 10* kg/s. Os resultados ndo foram
satisfatorios, ja que sO6 foram obtidos extratos nos primeiros cinco minutos. Apds esse
tempo ocorreram alguns problemas: a temperatura de extra¢do caiu bruscamente, chegando
a um valor inferior & do COz supercritico. Outro problema comum era o acumulo de extrato
provocando entupimento na linha de extragdo, devido a caracteristica imida da matéria-
prima. Na extragdo numero trés se trabalhou em condi¢des de 60 °C, 15 MPa e vazao de
2,77 x 10 kg/s, mantendo constante a quantidade de matéria-prima utilizada nas duas
primeiras extracdes. Nesse teste ndo ocorreram problemas, e o rendimento obtido depois de
60 minutos de extragdo foi de 0,43 %. Um elevado teor de umidade presente na matéria-
prima geralmente provoca um menor rendimento, como foi relatado por Lehotay (1997). A
agua so6 ¢ 0,3 % solivel em CO:2 supercritico, mas em alguns casos isso pode ser uma
vantagem, porque a dgua pode funcionar como um modificador de determinados compostos
(Lang e Wai, 2001). A partir das extracdes quatro e cinco, com as mesmas condi¢des de
trabalho da extracdo niimero trés, ocorreram novamente os mesmos problemas observados
nas duas primeiras extragdes. Uma maneira simples e eficaz de evitar os problemas
encontrados nos primeiros testes foi secar e triturar a matéria-prima para favorecer o
processo de extragdo. A seguir, foi preparado o leito conforme descrito na se¢do 4.4.1. Para
os experimentos realizados em seguida, foram empregadas condi¢des diferentes de pressao,
temperatura e poténcia ultrassonica fixa de 200 Watts, como ¢ mostrado na Tabela 5.3.
Além disso, a vazio de CO:2 de 2,77 x 10* kg/s foi mantida constante para todos os
experimentos realizados posteriormente. No Apéndice B encontra-se uma descri¢do
detalhada dos dados experimentais de massa acumulada de extrato em funcao do tempo

para a curva de extracao dos testes preliminares feitos com matéria-prima seca triturada.
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Tabela 5.3 Condigdes de extracdo empregadas nos testes preliminares com bagaco de
amora-preta seca triturada.

Experimento Massa de T P Poténcia Massa de Xo (%)
Amostra (g) (°C) (MPa) (Watts) Extrato (g)
5 5,029 £0,23 40 15 0 0,36 7,13+ 0,10
6 5,162 +2,18 40 15 200 0,48 9,30 + 0,35
7 5,042 +0,42 50 15 0 0,43 8,45+ 0,21
8 5.048 £1,35 50 15 200 0.47 9,36 + 0,14
9 5,082 £ 0,05 50 20 0 0,48 9,48 £1,26
10 5,086 + 1,87 50 20 200 0,51 9,97 +£0,30

A Tabela 5.3 apresenta os resultados obtidos nos testes preliminares, como
rendimento global de extra¢do (Xo (%)) e quantidade total de extrato obtido em cada
experimento em fun¢do da massa de matéria-prima utilizada. Percebe-se um aumento do
rendimento nos experimentos onde se trabalhou com ultrassom, pois a aplicagdo do
ultrassom pode produzir o efeito de cavitagao gerando as fissuras na parede das células para
incrementar a area de contato entre as particulas e o solvente de extragdao (Balachandran et
al., 2006). Os efeitos da temperatura sobre o rendimento sdo bastante diferentes para
extragdo supercritica com ou sem ultrassom, e a quantidade de extrato obtido por SFE+US
foi muito maior do que a obtida por SFE sem ultrassom sob as mesmas condi¢des. Os
resultados apresentados na Tabela 5.3 indicam que o ultrassom pode aumentar a difusdo da
massa dentro de um sistema supercritico. Observa-se também nos experimentos sete e nove
da Tabela 5.3, nos quais ndo foi aplicado ultrassom, que o rendimento aumenta a medida
que a pressao incrementa. Além disso, tomando como referéncia os experimentos cinco e
seis, observou-se que um tempo aproximado de 80 minutos para a SFE assistida por
ultrassom ¢ suficiente para obter um rendimento semelhante aos obtidos em cinco horas por
SFE sem ultrassom, como ¢ mostrado nas Tabelas 9.1 e¢ 9.2 do Apéndice B. Isto demonstra
que o efeito positivo do ultrassom na difusdo de massa ¢ um fenémeno instantaneo. O
efeito de ultrassom na extragdo ¢ devido as vibragdes que ocorrem nas interfaces entre a

matriz solida e solvente causado pelas ondas de ultrassom. As Figuras 5.1 a, b, ¢
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apresentam as cinéticas de extracdo para os experimentos feitos com matéria-prima seca

triturada nas condicdes ja relatadas na Tabela 5.3.
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Figura 5.1 Curvas de SFE com e sem adicdo de ultrassom para as condi¢des relatadas na
tabela 5.3, para bagaco de amora-preta seca triturada.
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Desta forma, a fim de determinar o tempo de extracdo, para a determinacao de Xo,
observou-se o comportamento da curva de extragdo apresentada na (Figura 5.1a) em
especial, por ter a condi¢gdo mais amena do planejamento experimental. Partindo desta
referéncia € possivel observar que, praticamente no minuto 120, a curva se estabilizou e o
tempo foi definido de forma que a etapa difusiva fosse alcancada, garantindo que a maior

parte de soluto tenha sido extraida.

5.2 EXTRACAO A BAIXA PRESSAO

Os resultados do processo de extracdo a baixa pressdo com diferentes solventes estao
apresentados na Tabela 5.4. A extracdo com solventes organicos ¢ frequentemente utilizada

para o isolamento dos compostos bioativos.

Tabela 5.4 Extratos obtidos por extracdo a Soxhlet e maceracdo empregando éter de
petrdleo e etanol como solvente.

Amostra Solvente Y1d® AMD TPCH TEAAD
DPPH ABTS

Extratos obtidos por extragdo com Soxhlet
Seca Eter de
triturada Petroleo 11,35+ 0,58* 5,60 £0,02*  52,60+3,94°> 62,13 +0,29°

Seca
triturada  Etanol 14,58 £0,79° 4,84 +0,49° 425+0,61° 68,40+ 1,37 95,70 + 5,95°

Extratos obtidos por maceragao

Seca
triturada  Etanol 10,72 £0,25* 0,13 + 0,01b 5,95+0,08 70,24 £4,09° 62,82 +2,93*%

(D Letras iguais na mesma coluna indicam que nio ha diferenca significativa (p>0,05);

Y1d = Rendimento global (%);

A.M = Antocianinas monoméricas (mg cianidina-3-glicosideo/g de extrato);

TPC = Compostos fendlicos (mg EAG/g extrato);

TEAA = Atividade antioxidante expressa em equivalente Trolox (umol ET/g extrato).

Os resultados apresentados na Tabela 5.4 indicam que o melhor rendimento foi

obtido pela extracdo com Soxhlet (14,58 + 0,79 %), utilizando etanol como solvente. A
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variacdo no rendimento pode estar associada as condi¢des de preparo e pré-tratamento da
matéria-prima. Observa-se que, ao comparar os métodos de extragdo para um
mesmo solvente, a extragdo por Soxhlet apresenta maior rendimento em relagdo ao
encontrado pela extracdo por maceragdo. A Tabela 5.4 mostra também que o etanol
como solvente aumenta o rendimento do teor de antocianinas monoméricas, o teor de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante, sugerindo que os compostos
presentes na matéria-prima apresentam polaridade alta.

No entanto, na extracdo por Soxhlet com éter de petrdleo a atividade antioxidante
medida pelo método ABTS e o rendimento ndo apresentaram diferengas em relagdo as dos
extratos obtidos por maceragdo. De acordo com os resultados obtidos, o etanol mostra ser
um solvente adequado para ser utilizado como cossolvente na extracdo com fluido

supercritico assistido por ultrassom.

5.3 EXTRACAO SUPERCRITICA ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Os ensaios de extragdo com dioxido de carbono supercritico com e sem ultrassom
foram realizados seguindo um planejamento do tipo Box-Behnken, elaborado com o auxilio
do software Statistica, que consistiu de trés pontos centrais e doze diferentes combinagdes
das variaveis independentes por duplicata, respectivamente.

A Tabela 5.5 apresenta os valores experimentais do planejamento realizado para
avaliar a influéncia dos parametros de processo (temperatura, pressdo e poténcia
ultrassonica), sobre o rendimento global, teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Pode-se observar que, entre os experimentos realizados, o maior rendimento
(9,87 £ 0,40 %) foi encontrado a uma temperatura de 50 °C, pressao de 25 MPa e poténcia
ultrassonica de 400 Watts. O maior teor de compostos fendlicos (4,44 + 0,30 mg EAG/g
extrato) foi encontrado a 60 °C, 20 MPa e sem adi¢ao de ultrassom. Além, disso a maior
atividade antioxidante observada pelos métodos DPPH e ABTS foi de 25,94 + 0,57 ¢ 67,27
+ 0,03 umol ET/g extrato, respectivamente, nas condi¢des de temperatura 60 °C, pressdo de

15 MPa e 200 Watts de poténcia.
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Tabela 5.5 Resultados obtidos por extragdo supercritica com e sem ultrassom a partir do bagago de amora-preta seca triturada.

Ensaio X1

1 -1
2 +1
3 -1
4 +1
5 -1
6 +1
7 -1
8 +1
9 0
10 0
11 0
12 0
13 0
14 0
15 0

oS O O

YIid TPC TEAA (umol ET/g extrato)
(%) (mg EAG/g extrato) DPPH ABTS
A B M A B M A B M A B M

7,72 8,28 8,00 341 321 331 1632 1640 16,36 54,83 5691 55,87
6,36 6,14 6,25 425 449 437 2634 2554 2594 67,29 67,25 67,27
821 8,53 837 4,09 392 4,00 1641 17,79 17,10 55,17 55,30 55,24
8,90 8,11 851 341 3,71 356 17,21 17,90 17,56 55,45 61,60 58,52
7,56 8,16 7,86 3,81 3,73 3,77 21,92 21,22 21,57 60,59 58,75 59,67
821 8,41 831 423 4,65 444 2085 21,62 21,24 61,63 64,44 63,03
8,95 9,02 899 390 3,73 3,81 19,39 19,87 19,63 56,74 56,46 56,60
8,48 8,68 858 4,07 4,05 4,06 2297 22,07 2252 6347 63,57 63,52
6,85 6,82 6,84 424 390 4,07 2558 24,12 2485 59,64 60,03 59,84
8,83 8,46 8,65 3,81 4,03 3,92 2445 2336 2390 61,11 66,21 63,66
7,92 7,95 7,94 3,66 339 3,53 23,13 22,86 23,00 66,17 63,76 64,96
9,59 10,16 9,87 381 396 3,89 2093 1939 19,76 59,70 63,27 61,48
9,01 8,75 888 4,03 427 415 17,99 19,84 1891 64,93 62,95 63,94
8,50 9,33 892 4,02 438 420 18,98 18,92 18,95 63,72 64,75 64,24
9,47 8,42 895 4,19 4,16 4,6 18,62 18,75 18,68 64,06 63,73 63,90

A e B = Réplicas dos experimentos; X1 = temperatura (°C); X2 = pressdo (MPa); X3 = poténcia (W); M = media; Yld =

rendimento global Xo; TPC = teor de compostos fenolicos; TEAA = atividade antioxidante expressa em equivalente Trolox
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Posteriormente, os dados contidos na Tabela 5.5 foram analisados com auxilio do
software Statistica e os resultados estatisticos foram gerados com intervalo de confianga de
95 % e para cada varidvel resposta, obteve-se um modelo polinomial, descrito na Equacao

5.1.

Y =bo+ bi1Xi + b2Xe + b3Xs + b1iXi? + b2Xo? + b3sXsZ +........
.......... b12X1X2 + bi13Xi1X3 + b23 X2 X3 Equagdo 5.1

Onde Y ¢ a variavel resposta, bo ¢ uma constante fixa; bi, b2 e bs sdo os coeficientes
de regressdo para os termos de efeito linear; bi1, b2z € b3z sdo os termos do efeito quadratico
e biz, b1z e b2 sdo os termos de efeito de interacdo, respectivamente.

Os resultados do modelo polinomial que nao tiverem efeito significativo (p>0,05)

foram eliminados, sendo incorporados no residuo total para se obtiver um modelo reduzido.
Os modelos gerados para o rendimento global Xo (Y1d), teor de compostos fenolicos (TPC)
e atividade antioxidante pelo método DPPH e ABTS foram adequadamente ajustados,
obtendo-se coeficientes de determinacdo de (R?) iguais a 0,83; 0,79; 0,83 e 0,74,
respectivamente. Para todos os casos, a validade dos modelos foi verificada pela anélise de
varidncia e o fator F calculado foi superior ao fator F tabelado, evidenciando o ajuste
significativo pelos modelos e a relagdo entre as varidveis independentes. Além disso, o
valor de erro puro foi baixo, o que indica uma boa reprodutibilidade dos dados obtidos. O
modelo polinomial codificado e as tabelas de ANOVA gerados estdo apresentados pelas
equacdes 5.2, 5.3, 5.4 ¢ 5.5 e as tabelas 5.6, 5.7, 5.8 € 5.9, considerando apenas os termos

significativos.

5.3.1 Modelo codificado e ANOVA para o Rendimento Global X (Yld)

Os efeitos das condigdes de extragdo, como a temperatura, pressdo e poténcia
ultrassonica foram investigados sobre o rendimento global Xo a partir do bagago de amora-
preta seca triturada. O modelo polinomial para a analise dos dados demonstra que a relagdo
entre o rendimento e os parametros de extragdo, considerou apenas os termos significativos,

como ¢ mostrado na Equacao 5.2, onde: x2 (pressdo) e x3 (poténcia) para os termos de efeito
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linear, xi? (temperatura) e x2? (pressio) para os termos de efeito quadratico e xix2

(temperatura, pressao) para os efeitos de interagdo, respectivamente.

Y1d = 8,93 + 0,79 x2 + 0,47 x3 - 0,51 x1? - 0,62 x2* + 0,47 x1x2 Equacgdo 5.2

Os resultados da analise da variancia (ANOVA), para o rendimento global (Y1d)
descritos na (Tabela 5.6), mostram que 83 % da variagdo experimental observada sdo
explicados pelo modelo matematico. Observa-se, ainda que o valor de F calculado ¢
aproximadamente maior nove vezes do que o valor de F tabelado a um nivel de confianga
de 95 %. Desta forma, pode-se assegurar que o modelo ofereceu significancia estatistica e

que o mesmo pode ser empregado para fins preditivos.

Tabela 5.6 Anélise de variancia (ANOVA) obtida para o modelo de rendimento global Xo.

Fonte de Soma Graus de Média F F R?
variagao quadratica  liberdade  quadratica calculado  tabelado
Regressao 19,93542 5 3,9871 23,04 2,62 0,83
Residuos 4,1533 24 0,1731

Falta de ajuste 2,2211 7 0,3173

Erro puro 1,9322 17 0,1137

Total 24,0887 29

Fiab 0,95:5:24)= 2,62

Observando a Figura 5.2, verifica-se que o maior rendimento (9,87 = 0,40 %) ¢
encontrado a 25 MPa, 50 °C e 400 Watts. E possivel observar o aumento do rendimento
com o incremento da pressdo. Este comportamento ¢ devido ao aumento da densidade do
solvente com a pressao, aumentando o poder de solvatagdo do CO2 (Brunner, 1994). Ainda,
observa-se que o rendimento aumenta quando se trabalha com ultrassom durante o processo
de extragdo supercritica. O emprego de ultrassom causa rupturas na matriz vegetal e facilita
a liberacdo de compostos que ndo estavam disponiveis anteriormente, ¢ dessa maneira o
rendimento tem um incremento (Campos et al., 2005). Observa-se também que a uma

pressdao de 15 MPa, 60 °C e poténcia ultrassonica de 200 Watts se obteve o menor
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rendimento (6,25 + 0,15 %). Tal comportamento deve-se ao fato de que um aumento na
temperatura reduz a solubilidade do soluto devido a reducdo da densidade do solvente
supercritico (Campos et al., 2005). Se, por outro lado, a pressdo for incrementada a 20 MPa
e a poténcia ultrassonica mantida a 400 Watts, observa-se um leve incremento do
rendimento a temperaturas de 40 °C e 60 °C. E interessante também observar que o maior
rendimento sem ultrassom foi de 8,65 = 0,26 % nas condi¢des de 50 °C e 25 Mpa, e o
menor rendimento sem ultrassom foi de 6,84 + 0,02 % a 15 MPa ¢ 50 °C. Portanto,
trabalhar com ultrassom a uma intensidade de 400 Watts, temperatura de 50 °C e pressao

de 25 MPa durante o processo de extragao supercritica favorece o rendimento global.
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Figura 5.2 Efeito das condicdes de extracdo supercritica sobre o rendimento global.
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As andlises apresentadas na Figura 5.2 também podem ser observadas por meio das
superficies de resposta, mostradas na Figura 5.3.

) TROnT SRR
mﬂw@@ PTG

mﬁ(@,@pﬁ& PRI,

Figura 5.3 Superficies de resposta para o rendimento global em funcdo da pressdo x
temperatura, poténcia X temperatura e poténcia X pressao.

60



Ao comparar os rendimentos obtidos por extragdo supercritica com ou sem aplicagao
de ultrassom com os resultados obtidos nas extracdes convencionais, pode observar-se que
os extratos obtidos por Soxhlet empregando etanol como solvente tiveram rendimentos
superiores aos alcancados por extracdo supercritica. Tais resultados podem ser justificados

pela extracao de compostos mais polares, ndo soluveis em COz.

54 DETERMINACAO DA CINETICA DE EXTRACAO

Apbs os experimentos de rendimento global foi possivel selecionar a melhor
condicdo do processo. Desta forma, a cinética de extracdo (OEC) foi construida na
condicdo de 25 MPa, 50 °C e com adi¢@o de poténcia ultrassonica a 400 Watts.

A Figura 5.4 apresenta a cinética de SFE do bagago de amora-preta seca triturada em
funcdo do rendimento e o tempo de extragdo. Em 120 minutos o rendimento foi de 9,8 %,
igual ao valor observado para Xo na mesma condi¢ao. Por outro lado pode-se observar que
no minuto 300 o rendimento chegou a 10,5 %. No Apéndice D encontra-se uma descricao

detalhada dos dados da cinética de extracgao.
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Figura 5.4 OEC do bagaco de amora-preta a 25 MPa, 50 °C com adicdo de ultrassom a 400
Watts.
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Observando a Figura 5.4, nota-se que a OEC do extrato supercritico assistido por
ultrassom apresenta os trés periodos de extracdo caracteristica: taxa de extragdo constante
(CER) na qual o extrato ¢ recuperado a uma taxa constante, sendo predominante a
transferéncia de massa por conveccdo; taxa de extragdo decrescente (FER) na qual ha um
decréscimo na taxa de extragdo, uma vez que as transferéncias de massa tanto por
conveccao e por difusdo sdo importantes e o periodo difusional (DC), onde a transferéncia
de massa ¢ limitada pela difusdo no interior das particulas.

Segundo Veggi (2009) a inclinagdo da primeira reta representa a taxa de transferéncia
de massa da etapa CER, o tempo que corresponde 4 interse¢do das duas primeiras retas é o
tcer, que representa o tempo minimo de duragdao de um ciclo de SFE; o tempo de intersecao
entre a segunda e a terceira reta € o trer € representa a duragdo maxima que um ciclo de
SFE pode ter para manter a viabilidade economica do processo. Para este trabalho os
parametros cinéticos ajustados para os trés periodos foram: tcer (31 min), trer (104 min),
Rcer (8,5 %), Mcer (2,00 x 107 Kg/s) e Ycer (9,43 x 10 Kg/COz). Segundo Ferreira e
Meireles (2002), através da determinagdo destes parametros € possivel otimizar o processo
SFE, mas para isso ¢ necessario o conhecimento de caracteristicas termodinamicas
(solubilidade e seletividade), bem como as caracteristicas cinéticas (taxa de transferéncia de

massa).

5.5 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

5.5.1 Modelo codificado e ANOVA para o teor de compostos fendlicos

Os efeitos dos pardmetros de extracdo como a temperatura, pressdo e poténcia
ultrassonica foram investigadas sobre o teor de compostos fenolicos (TPC) a partir do
bagaco de amora-preta seca. O modelo polinomial para a andlise dos dados foi ajustado
considerando os termos significativos, ¢ ¢ mostrado na Equacdo 5.3, onde os mais
importantes sdo: x1 (temperatura) e x3 (poténcia) para os termos de efeito linear, x2?

(pressdo) para termos de efeito quadratico, e xix2 (temperatura, pressio), x2x3 (pressao,

poténcia) para os termos de efeito interativo, respectivamente.
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TPC = 4,09 + 0,19 x1- 0,11 x3 - 0,26 x2? - 0,38 x1x2+ 0,13 x2x3 Equacao 5.3

Na Tabela 5.7 sdo apresentados os resultados da andlise da varidncia (ANOVA), para
o teor de compostos fendlicos (TPC). O modelo pode ser empregado para fins preditivos, ja
que ofereceu significancia estatistica, uma vez que o mesmo proporcionou um coeficiente
de correlagdo de 79 %. O valor de F calculado foi sete vezes maior do que o valor de F

tabelado com 95 % de confianga.

Tabela 5.7 Analise de variancia (ANOVA) obtida para o modelo de compostos fenolicos.

Fonte de Soma Graus de Média F F R?
varia¢ao quadratica  liberdade  quadratica calculado  tabelado
Regressao 2,5658 5 0,5132 18,04 2,62 0,79
Residuos 0,6828 24 0,0284

Falta de ajuste 0,2420 7 0,0345

Erro puro 0,4408 17 0,0259

Total 3,2486 29

Ftab (0,95;5:24)= 2,62

A Figura 5.5 nos mostra que a maior concentragdo de compostos fenolicos (4,44 +
0,30 mg EAG/g extrato), foi observada a uma temperatura de 60 °C, pressao de 20 MPa e
sem adi¢ao de ultrassom ou seja a energia fornecida pelas ondas ultrassonicas, além de
liberar os compostos fendlicos, também pode provocar a degradagdo dos mesmos, como
parece ter acontecido neste trabalho. Nota-se que em maiores temperaturas o teor de
fenolicos tende a aumentar, o que significa que estes compostos sejam mais facilmente
solubilizados a temperaturas elevadas. Por outro lado, observou-se que nos extratos obtidos
na extrac¢ao supercritica com ultrassom a 200 e 400 Watts, temperatura de 60 °C e pressdo
de 15 e 20 MPa o maior contetido de compostos fendlicos foi de 4,37 + 0,17 e 4,06 + 0,02
mg EAG/g extrato relativamente inferior aos observados na melhor condigdo (4,44 + 0,30
mg EAG/g extrato). Verifica-se também que a concentragdo mais baixa de compostos

fenolicos (3,31 + 0,14 mg EAG/g extrato) foi encontrada a uma temperatura de 40 °C,
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pressao de 15 MPa e 200 Watts de poténcia ultrassonica. Entdo, ¢ possivel concluir que o
aumento da temperatura causou uma maior recuperagdo dos compostos fenodlicos, tanto
para extragdes sem e com ultrassom, como foi mostrado na Figura 5.5. Segundo Carrera et

al. (2012), as temperaturas elevadas promovem a maior recuperacdo de compostos

fenodlicos.
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Figura 5.5 Efeito das condi¢des de extracdo supercritica sobre o teor de compostos
fenolicos.

As andlises apresentadas na Figura 5.5 também podem ser observadas por meio das

superficies de resposta, como mostra a Figura 5.6.
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Figura 5.6 Superficies de resposta para o teor de compostos fendlicos em fungdo da pressao
X temperatura, poténcia x temperatura e poténcia X pressao.

De modo geral, os compostos fendlicos sdo caracterizados como polares e por isso
sdo mais facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade (Casas et al., 2009). No
entanto, podem apresentar uma amplia faixa de polaridade, sendo também solubilizados em

solventes de menor polaridade, como foi demonstrado com a extragdo supercritica onde se
empregou CO2 puro.
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5.5.2 Modelo codificado e ANOVA para determinar a atividade antioxidante pelo
método DPPH

O modelo polinomial foi aplicado apenas os termos significativos mostrados na
Equagdo 5.4, onde: x1 (temperatura), x2 (pressdo) e x3 (poténcia) para termos de efeito
linear, x2? (pressdo) e x3> (poténcia) para termos de efeito quadratico e xix2 (temperatura,

pressdo) para termos de efeito interativo, respectivamente.

DPPH = 18,46 + 1,57 x1 - 1,48 x2- 0,83 x3 + 1,06 x2? + 3,06 x3° - 2,28 x1x2 Equacao 5.4

Os resultados da andlise da variancia (ANOVA), para a atividade antioxidante pelo
método DPPH, descritos na Tabela 5.8, mostram que 83 % da varia¢do experimental
observada sdo explicados pelo modelo matematico. Observa-se que o valor de F calculado ¢
aproximadamente sete vezes maior do que o valor de F tabelado a um nivel de confianca de
95%. Desta forma, pode-se assegurar que o modelo ofereceu significancia estatistica e que

o mesmo pode ser empregado para fins preditivos.

Tabela 5.8 Analise de variancia (ANOVA) obtida para o modelo de atividade antioxidante
DPPH.

Fonte de Soma Graus de Média F F R?
varia¢ao quadratica  liberdade  quadratica calculado  tabelado
Regressao 202,1351 6 33,6892 18,84 2.53 0,83
Residuos 41,1293 23 1,7882

Falta de ajuste 34,7974 6 5,7996

Erro puro 6,3319 17 14,3097

Total 243,2644 29

Ftab (0,95;6;:23)= 2,53

Observando a Figura 5.7, nota-se que a maior concentragdo de atividade antioxidante
obtida pelo método DPPH foi de 25,94 + 0,57 umol ET/g extrato. Ou seja, maiores valores

de atividade antioxidante foram obtidos a uma temperatura de 60 °C, pressao 15 MPa e
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com aplicagdo de ultrassom a 200 Watts. O aumento da atividade antioxidante foi
observado com o aumento da temperatura e em baixas pressdes, indicando que os
compostos responsaveis pela atividade antioxidante sdo mais facilmente solubilizados em
temperaturas elevadas e possivelmente ndo sofreram degradagdo térmica. Se a pressdo for
incrementada a 25 MPa e a poténcia mantida a 200 Watts e temperatura a 60 °C, observa-se
uma queda da atividade antioxidante a (17,56 £+ 0,48 pumol ET/g extrato). Também foi
observado que a menor atividade antioxidante (16,36 + 0,06 pmol ET/g extrato), obtida
pelo radical DPPH, foi encontrada nas condi¢des de 40 °C, 15 MPa e 200 Watts. Além
disso, observa-se que a maior concentracdo de atividade antioxidante sem adi¢do de

ultrassom foi de 24,85 + 1,03 umol ET/g extrato, nas condigdes de 50 °C e 15 Mpa.
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Figura 5.7 Efeito das condicdes de extragdo supercritica sobre a atividade antioxidante

determinada pelo método DPPH.
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As andlises apresentadas na Figura 5.7 também podem ser observadas por meio das
superficies de resposta, ilustradas na Figura 5.8.
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Figura 5.8 Superficies de resposta para a atividade antioxidante medida pelo método DPPH
em fungdo da pressdo x temperatura, poténcia x temperatura e poténcia x pressao.

Comparando com os resultados obtidos pelas técnicas convencionais, observou-se
que a concentracdo de atividade antioxidante medidas pelo método DPPH foram
consideravelmente baixos nos extratos obtidos por extragdo supercritica. A atividade

antioxidante depende ndo s6 da quantidade de antioxidantes presentes no extrato, mas
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também da estrutura e das interagdes entre os antioxidantes. Também ¢é possivel observar
que o etanol favoreceu o aumento de atividade antioxidante durante as extragdes por

Soxhlet e maceragao.

5.5.3 Modelo codificado e ANOVA para determinar a atividade antioxidante pelo
método ABTS

Os termos significativos mais importantes para o modelo polinomial sdo: xi
(temperatura) e x» (pressdo) para termos de efeito linear, xi> (temperatura) para termos
quadraticos e xix2 (temperatura, pressdo), x2x3 (pressdo, poténcia) para termos de efeito

interativo, como ¢ mostrado na Equag¢do 5.5.

ABTS =64,15+3,12x1- 1,13 x2- 3,18 x1?- 2,03 xix2- 1,83 x2x3 Equacao 5.5

A andlise da variancia (Tabela 5.9) revela que o modelo que descreve a resposta da
atividade antioxidante pelo método ABTS em funcdo das variaveis estudadas ¢ adequado.
O valor do coeficiente de determinagdo assegura que 74 % dos resultados gerados sdo
explicados pelo modelo matematico, sendo F calculado aproximadamente cinco vezes
superior ao valor de F tabelado a um nivel de confianca de 95%. Desta forma, pode-se
assegurar que o modelo ofereceu significAncia estatistica ¢ que o mesmo pode ser

empregado para fins preditivos

Tabela 5.9 Andlise de variancia (ANOVA) obtida para o modelo de atividade antioxidante
ABTS.

Fonte de Soma Graus de Média F F R?
variagao quadratica  liberdade  quadratica calculado  tabelado
Regressdo 311,3651 5 62,2730 13,45 2,62 0,74
Residuos 111,1373 24 4,6307

Falta de ajuste 59,4030 7 8,4861

Erro puro 51,7343 17 3,0432

Total 422,5024 29

Fiab 0,95:5:24)= 2,62

69



Observando a Figura 5.9, verifica-se que o emprego de ultrassom a 200 Watts, nas
condi¢gdes de 15 MPa e 60 °C proporciona a maior atividade antioxidante (67,27 + 0,03
umol ET/g extrato), obtida pelo método ABTS. Se a pressao for incrementada até 25 MPa,
e com a poténcia ultrassdnica mantida constante a 200 Watts e temperatura de 60 °C,
observa-se uma queda da atividade antioxidante, assim como aconteceu pelo método
DPPH. Na Figura 5.9 observa-se também que a atividade antioxidante ¢ sensivel a
variagdes de temperatura, ou seja, a uma temperatura de 40 °C, 25 MPa e 200 Watts de
poténcia ¢ encontrada a menor atividade antioxidante (55,24 + 0,09 umol ET/g extrato).
Entretanto, quando a temperatura ¢ aumentada para 50 °C e a pressdo ¢ fixa em 15 MPa,

observa-se um aumento da atividade antioxidante quando ¢ adicionado ultrassom a 400

Watts.
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Figura 5.9 Efeito das condigdes de extracdo supercritica sobre a atividade antioxidante
medida pelo método ABTS.
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As analises apresentadas na Figura 5.9 também podem ser observadas por superficies
de resposta, como ilustra a Figura 5.10.
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Figura 5.10 Superficies de resposta para a atividade antioxidante medida pelo método
ABTS em fung¢do da pressdo x temperatura e poténcia X pressao.

Nota-se que, mais uma vez, o extrato obtido pela extragdo por Soxhlet com etanol
apresentaram a maior atividade antioxidante pelo método ABTS (95,70 £ 5,95 umol ET/g
extrato), demonstrando assim a afinidade dos compostos responsaveis pela atividade
antioxidante por solventes como etanol. De fato, a maior concentracdo de antioxidantes
medida pelos métodos DPPH e ABTS em extratos obtidos por extragdo supercritica foram
observadas a maiores temperaturas e pressdes baixas, indicando que os compostos

responsaveis pela atividade antioxidante sdo mais facilmente solubilizados em temperaturas
elevadas, como foi relatado anteriormente.
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5.6 EMPREGO DE COSSOLVENTE NA EXTRACAO SUPERCRITICA

Buscando melhorar os resultados da extragdo supercritica com CO2 puro e avaliar a
qualidade dos extratos, selecionou-se etanol e agua como cossolvente para ser empregado
no processo de extragdo supercritica. Em geral, um cossolvente que possui temperatura
critica menor que a do fluido supercritico causa diminuicao na solubilidade de componentes
poucos volateis no fluido supercritico, € quando possui temperatura critica maior que a do
fluido supercritico causa aumento na solubilidade (Brunner, 1994). A defini¢do das
condicdes de extracdo a serem utilizadas empregando cossolvente foi realizada com base na
atividade antioxidante presente nos extratos obtidos utilizando CO2 puro. Sendo assim, a
condi¢do de 60 °C, 15 MPa e 200 Watts de poténcia ultrassonica foi selecionada para os
ensaios de extracdo supercritica com cossolvente a partir de bagago de amora-preta in
natura € seca triturada, como mostra a Tabela 5.10. A Figura 5.11 mostra como a adig¢ao de
cossolvente ao processo de extracao supercritica elevou o rendimento nos experimentos um
(18,25 + 0,77 %) e dois (15,33 + 0,05 %) para a matéria-prima seca triturada, quando foram
empregados etanol e dgua nas fracdoes de 10 %. Este comportamento se deve ao carater
polar desses cossolventes, que extraem compostos normalmente ndo extraidos na extragdo
supercritica com COz puro, visto que o CO2 ¢ apolar. O experimento seis apresenta 0 menor
rendimento (3,41 + 0,18 %) em comparagdo aos demais experimentos feitos. Observa-se
um aumento no rendimento para os experimentos um (18,25 + 0,77 %), trés (8,84 = 0,10
%) e cinco (5,03 £ 0,16 %), realizado com etanol, em relagdo aos experimentos onde foi
empregada agua como cossolvente. Além disso, o uso de etanol facilita sua eliminagdao do
extrato ap6s a extracdo por evaporagdo por isso ¢ amplamente relatada sua utilizacio
(Campos et al., 2005). Observou-se também que o rendimento obtido com CO2 puro a 50
°C, 25 MPa e 400 Watts de poténcia ¢ significativamente maior aos resultados dos
experimentos trés (8,84 + 0,10 %), quatro (7,58 + 0,33 %), cinco (5,03 = 0,16 %) e seis
(3,41 + 0,18 %), obtidos com etanol e agua como cossolvente, e ¢ inferior aos valores
obtidos nos experimentos um (18,25 + 0,77 %) e dois (15,33 + 0,05 %). No entanto, ao
comparar a extragdo supercritica feita com cossolvente com as extra¢des por Soxhlet e maceragao,

observou-se que o experimento um tem rendimento (18,25 £ 0,77 %) significativamente superior

aos encontrados por maceracao (10,72 + 0,25 %) e aos encontrados por Soxhlet (14,58 = 0,79 %).
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Tabela 5.10 Extratos obtidos pela extragao supercritica com agua e etanol como cossolventes.

Amostra X X X3 Cossolvente Y1d® AM® TPC® TEAA®
DPPH ABTS
(1) Seca triturada 60 15 200 COxEtOH/90:10 18,25+0,77° 220+0,05° 12,73+1.26* 53,43+4,51* 53,05+0,79°
(2) Seca triturada 60 15 200 COzxagua/90:10 1533 +£0,05° 13,66+0,07° 49,36+0,27° 96,11 £4,49° 154,98 + 1,83°
(3) Seca triturada 60 15 200 COxEtOH/95:5 884+0,10° 045+0,03° 6,51+£0,27° 45,07 +£2,20° 53,02+0,07°
(4) Seca triturada 60 15 200 COaagua/95:5  7,58+033° 5,13+035¢ 3305+124% 7436+6,18% 112,59 +0,69°
(5) In natura 60 15 200 COxEtOH/95:5 503+0,16° 6,84+0,31¢ 24,13+1,62° 2507+1,44° 81,35+0,48°
(6) In natura 60 15 200 COxagua/95:5 3,41+0,18° 17,54+0,07° 42,11+396" 4023+1,07" 134,85+3,05°

(*) Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey;
X1 = temperatura (°C);

X2=pressdo (MPa);

X3 = poténcia (Watts);

Y1d = rendimento global (%);

A.M = Antocianinas Monoméricas (mg cianidina-3-glicosideo/g de extrato);

TPC = teor de compostos fenolicos (mg EAG/g extrato);

TEAA = atividade antioxidante expressa em equivalente Trolox (umol ET/g extrato).
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Figura 5.11 Rendimento dos extratos obtidos pelos diferentes métodos de extracao.

A Figura 5.12 apresenta os teores de antocianinas monoméricas presentes nos
extratos obtidos pela extra¢do supercritica com cossolvente e pelos métodos convencionais
a partir da matéria-prima em estudo. De acordo com a Figura 5.12, observa-se que o maior
rendimento de antocianinas para o processo de extragdo supercritica foi de 17,54 £ 0,07 mg
cianidina-3-glicosideo/g de extrato, obtido no experimento empregando 5 % de 4gua como
cossolvente. O resultado obtido pela extracdo por Soxhlet com etanol foi de 4,84 + 0,49 mg
cianidina-3-glicosideo/g de extrato, e ¢ maior que aquele valor encontrado pela extracao
por maceracao (0,13 + 0,01 mg cianidina-3-glicosideo/g de extrato). Por outro lado, pode-
se observar que os teores de antocianinas obtidos nos experimentos um (2,20 = 0,05 mg
cianidina-3-glicosideo/g de extrato), trés (0,45 = 0,03 mg cianidina-3-glicosideo/g de
extrato) e cinco (6,84 = 0,31 mg cianidina-3-glicosideo/g de extrato) pela extracao
supercritica com etanol como cossolvente nao apresentam similaridade, diferindo
estatisticamente ao valor encontrado por Soxhlet. Tena et al. (1998) e Murga et al. (2000)
relatam que adi¢do de cossolvente ao CO2 melhora o rendimento de extragdo de alguns
compostos, como as antocianinas, compostos fenolicos e atividade antioxidante. Observou-
se também como a quantidade e tipo de cossolvente adicionado ao processo de extragao

supercritica influencia significativamente no teor final de antocianinas. Isto é observado na
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Figura 5.12 para os experimentos quatro (5,13 £ 0,35 mg cianidina-3-glicosideo/g de
extrato) e dois (13,66 + 0,07 mg cianidina-3-glicosideo/g de extrato), onde um aumento na
fracdo de 4dgua de 5 % para 10 % melhorou o rendimento, devido a um favorecimento das
interagdes soluto/cossolvente, o que leva a uma maior solubilidade dos compostos no
solvente (Hollender et al., 1997). Esse efeito também foi observado nos experimentos trés
(0,45 + 0,03 mg cianidina-3-glicosideo/g de extrato) e um (2,20 + 0,05 mg cianidina-3-
glicosideo/g de extrato) para o etanol, que embora o conteudo de antocianinas encontrado
tenha sido menor aos encontrados com agua. De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 5.10, a 4gua parece ser o solvente mais eficiente para extrair antocianinas. Assim, a
agua ndo somente aumenta a eficiéncia da extracdo, mas também ¢ o solvente mais
adequado por ser ecologicamente seguro e ter baixo custo. Além disso, o teor de
antocianinas apresentou uma tendéncia de variacdo com a mudanga da concentragdo de
cossolvente empregado, tipo de pré-tratamento da matéria-prima utilizada ¢ métodos de
extracdo, respectivamente. As principais antocianinas reportadas em frutos de amora-preta

sdo a cianidina-3-glicosidio e a cianidina-3-rutinosidio (Fan-Chiang e Wrolstad, 2005).
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Figura 5.12 Teores de antocianinas monoméricas obtidos pelos diferentes métodos de
extracao.
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Com respeito ao teor de compostos fendlicos, pode-se dizer que os melhores
resultados foram encontrados no experimento dois, com matéria-prima seca triturada (49,36
+ 0,27 mg EAG/g extrato), e no experimento seis para amostra in natura (42,11 + 3,96 mg
EAG/g extrato), empregando agua como cossolvente como ¢ mostrado na Figura 5.13.
Além disso, observou-se que a quantidade de compostos fendlicos obtidos pela extracao
por Soxhlet com etanol (4,25 + 0,61 mg EAG/g extrato) ¢ menor aos valores observados
nos experimentos um (12,73 + 1,26 mg EAG/g extrato), trés (6,51 + 0,27 mg EAG/g
extrato) com matéria-prima seca triturada e cinco (24,13 + 1,62 mg EAG/g extrato) para
amostra in natura, observados na extragdo supercritica com etanol como cossolvente.
Porém, como era de se esperar, a adi¢do de cossolvente na extracdo supercritica gerou
extratos com conteido de compostos fendlicos superiores aos obtidos com CO2 puro e a

aqueles valores encontrados pela extracdo por maceracao e Soxhlet respectivamente.
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Figura 5.13 Teor de compostos fenolicos obtidos pelos diferentes métodos de extragao.

A atividade antioxidante encontrada pelo método DPPH no extrato obtido com CO2
puro (25,94 + 0,57 umol ET/g extrato) foi inferior aos valores observados na extracao
supercritica com cossolvente para os experimentos um (53,43 + 4,51umol ET/g extrato),

dois (96,11 + 4,49 umol ET/g extrato), trés (45,07 + 2,20 pmol ET/g extrato) e quatro
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(74,36 = 6,18 umol ET/g extrato), onde foi empregada matéria-prima seca triturada, como €
mostrado na Figura 5.14. Além disso, a baixa atividade antioxidante observada na extragao
com CO2 puro pode estar associada a baixa quantidade de compostos fendlicos presentes
nos extratos, ja que o CO2, um solvente apolar, ndo favorece a solubilizagdo de tais
compostos. Por outro lado, observa-se que os valores da atividade antioxidante obtidos
pela extragdo por Soxhlet com etanol (68,40 + 1,37 pmol ET/g extrato), e na extracdo por
maceragdo (70,42 + 4,09 umol ET/g extrato) sdo maiores aos valores observados nos
experimentos um (53,43 + 4,51umol ET/g extrato), trés (45,07 + 2,20 pmol ET/g extrato) e
cinco (25,07 + 1,44 umol ET/g extrato), da extragcdo supercritica com etanol como
cossolvente. Porem a maior concentragao de atividade antioxidante foi observada no extrato
do experimento dois (96,11 + 4,49 umol ET/g extrato), que foi a extracdo onde se emprego

agua como cossolvente.
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Figura 5.14 Valores de atividade antioxidante determinados por DPPH e ABTS a partir dos
extratos obtidos pelos diferentes métodos de extragao.

A Figura 5.14 também mostra um aumento da atividade antioxidante quando esta ¢
determinada pelo método ABTS. Nota-se uma vez mais que a adi¢do de agua como
cossolvente, na fragdo de 10 %, proporciona maior atividade antioxidante (154,98 + 1,83

pmol ET/g extrato). Observa-se também que a concentragdo de antioxidantes encontrados
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nos extratos obtidos com CO2 puro foram maiores que as observadas nos experimentos um
(53,05 = 0,79 umol ET/g extrato) e trés (53,02 + 0,07 umol ET/g extrato), obtidos pela
extragdo supercritica com etanol, e inferiores aqueles valores observados nos experimentos
dois (154,98 + 1,83 umol ET/g extrato) e quatro (112,59 + 0,69 pumol ET/g extrato) para
matéria-prima seca triturada, onde o cossolvente empregado foi agua. Ainda, a
concentragdo de atividade antioxidante determinada pelo método ABTS, obtida pela
extragdo por Soxhlet e maceragdo foram maiores aos valores encontrados na extracdo
supercritica com etanol como cossolvente para matéria-prima seca triturada.

Analisando o conteudo de antocianinas monoméricas e teor de compostos fendlicos
com os dados encontrados para atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, ¢
possivel observar que os extratos com maior atividade antioxidante foram aqueles, obtidos
empregando dgua como cossolvente. As variacdes de atividade antioxidante podem estar
associadas as condi¢des de pré-tratamento da matéria-prima, aos solventes e aos métodos
de extracdo empregados (Cuvelier et al., 1996, Ames et al., 1993). O método ABTS,
quando aplicado aos extratos, mostrou-se mais eficiente na deteccdo de compostos
antioxidantes nao identificaveis pelo método DPPH. Nos resultados obtidos, pode-se
observar que a atividade antioxidante esta diretamente correlacionada com o conteudo total
de compostos fendlicos presentes no bagaco de amora-preta. Finalmente, avaliando os
extratos obtidos com cossolvente, na condi¢dao de 60 °C, 15 MPa e 200 Watts de poténcia
ultrassOnica, pode-se concluir que para alcangar o melhor rendimento (18,25 + 0,77 %) ¢
melhor trabalhar com 10 % de etanol, ja que nesta condi¢do o rendimento foi oito vezes
maior que o observado para extracdo supercritica com CO2 puro. Isto se deve ao fato do
etanol ser um solvente com caracteristica polar, de modo que sua adi¢do como cossolvente
fez com que substancias polares passassem a ser solubilizadas pela mistura didéxido de
carbono/etanol, aumentando a extragdo desses compostos polares que ndo eram extraidos
pelo didxido de carbono puro. Em termos de conteudo de antocianinas, teor de compostos
fenolicos e atividade antioxidante para os extratos encontrados a partir do bagago de amora-
preta seca triturada, ¢ melhor usar dgua a 10 % como cossolvente e, para determinar
antocianinas a partir do bagaco de amora-preta in natura, ¢ recomendavel trabalhar com 5
% de 4agua como cossolvente, ja& que o teor de umidade presente na amostra in natura

parece beneficiar a obtengcdo de antocianinas. De modo geral, as antocianinas, compostos
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fendlicos e atividade antioxidante sdo caracterizadas como polares. E, por isso, sdo mais
facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade como agua. Segundo Mau et al.
(2005), a agua extrai com eficiéncia antocianinas, compostos, fenolicos e atividade
antioxidante devido a sua polaridade. Outra vantagem ¢é a alta pureza dos extratos ¢ a

grande eficiéncia no processo, que pode torna-lo viavel (Herrero et al., 2006).
5.6.1 Identificacdo das Antocianinas por UPLC-QTOF-MS
A andlise por (UPLC-QTOF-MS) identificou quatro antocianinas no bagago de

amora-preta. A Tabela 5.11 apresenta o ion molecular e a regido visivel dos compostos

identificados.

Tabela 5.11 Caracteristicas cromatograficas, espectro UV-visivel e espectrometria de
massas obtidas por UPLC-QTOF-MS.

Composto fon molecular - Massa (m/z)  Regido visivel (nm)
Cianidina-3-glucosideo 449 514
Cianidina-3-rutinosideo 595 234
Cianidina-3-malonil-glucosideo 535 253
Cianidina-3-dioxalil-glucosideo 593 279

A identifica¢do das quatro antocianinas foi alcangada utilizando 4gua e metanol com
2 % de acido formico como fases moveis. A partir da andlise por UPLC-QTOF-MS, foi
possivel observar o perfil cromatografico variando somente a magnitude dos picos, a qual
estd diretamente relacionada a concentragdo das antocianinas. A Figura 5.15 mostra
claramente um ion molecular de (449 m/z), enquanto o espectro UV-visivel para o
composto identificado foi de (514 nm). A Cianidina-3-rutinosideo apresentou ion molecular
de (595 m/z) conforme mostra a Figura 5.16. Por outro lado, a Cianidina-3-malonil-
glucosideo (Figura 5.17) e Cianidina-3-dioxalil-glucosideo (Figura 5.18) foram
identificadas como derivados da Cianidina-3-glucosideo com diferentes acidos. A

Cianidina-3-glucosideo (Figura 5.15) e Cianidina-3-rutinosideo (Figura 5.16) foram as
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antocianinas majoritarias identificadas neste trabalho a partir do bagago de amora-preta. O

perfil de antocianinas ¢ compativel com dados reportados na literatura para amora-preta.
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Figura 5.15 Espectro de massa do ion molecular m/z 449 (Cianidina-3-glucosideo) (A) e
seu respectivo espectro com sua maxima absorbancia na regido UV-Visivel (B).

80



(A)

Cianidina-3-rutinosideo 395

59

126

22 251 )
245 507

! 1
127 142 149 00173 1
A

120 140 160

\ ! 1 ! [t 1
110 87 201 262 301 ! ! ! 433 449 ! 1 1 508 ! ! [ 1 1 ]
" A L9020 1 1s a2 SiOusoser¥T2 591396 413 P T asi 473 ame aors0s®'S  sas sio 5 syy BB\ 617 635 o5t ey era sos 700.7137% 48751 754 ’;‘*5 789 155 y
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 300“ z

'
el

(B)

w234

2662 |
2402

2202 |

1802

1602
AU ‘
1402

| \ 279
1202 \

6.0e3-

4,083

2003

520 540 560 | 580 | 600 620 = 640 660 680 700 720 MM

Figura 5.16 Espectro de massa do ion molecular m/z 595 (Cianidina-3-rutinosideo) (A) e
seu respectivo espectro com sua maxima absorbancia na regiao UV-Visivel (B).
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Figura 5.17 Espectro de massa do ion molecular m/z 535 (Cianidina-3-malonil-glucosideo)

(A) e seu respectivo espectro com sua maxima absorbancia na regido UV-Visivel (B).
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Figura 5.18 Espectro de massa do ion molecular m/z 593 (Cianidina-3-dioxalil-glucosideo)

(A) e seu respectivo espectro com sua maxima absorbancia na regido UV-Visivel (B).
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Os espectros de UV-Vis dos compostos identificados, mostrados nas Figuras 5.15 B,
5.16 B, 5.17 B e 5.18 B, exibem os comprimentos de onda mdaximos visiveis,
respectivamente. O comprimento de onda maximo na gama visivel ¢ estreitamente
relacionado com o padrdo de hidroxilagdo das antocianinas (Tian et al., 2006). Segundo
Dao et al. (1998) e Gouvéa (2010), entre as principais antocianinas presentes na amora-
preta destacam-se a Cianidina-3-glucosideo e Cianidina-3-rutinosideo, como as mais
representativas. Um estudo realizado em 18 cultivares de amora-preta apresentou como
antocianina majoritaria a Cianidina-3-glucosideo, além de quatro minoritarias, Cianidina-3-
rutinosideo, Cianidina-3-xilosideo, Cianidina-3-malonil-glucosideo e Cianidina-3-dioxalil-
glucosideo (Fan-Chiang ¢ Wrolstad, 2005). Estes resultados sdo semelhantes aos das
antocianinas encontradas neste trabalho, com excecdo de Cianidina-3-xilosideo que nao foi
detectada no presente estudo. As antocianinas normalmente s3o mais estaveis sob
condi¢des acidas, porém podem se degradar por qualquer mecanismo que leva a formacao

de compostos escuros (Barnes et al., 2009).

5.6.2 Separacio e quantificacdo das Antocianinas por HPLC-DA

A Tabela 5.12 mostra as concentra¢des das respectivas antocianinas (Cianidina-3-
glucosideo, Cianidina-3-rutinosideo, Cianidina-3-dioxalil-glucosideo e Cianidina-3-
malonil-glucosideo) presentes em os extratos obtidos pela extragdao supercritica com etanol
e agua como cossolvente na condigdo de 60 °C, 15 MPa e 200 Watts de poténcia
ultrassonica. No Apéndice E encontra-se uma descricdo detalhada das curvas padrdo
utilizada para determinar a concentracdo de antocianinas presentes nos extratos. De acordo
com os resultados obtidos por HPLC-DAD, foi observado que a concentragdao de
antocianinas ¢ menor com respeito, aqueles valores encontrados pelo método pH
diferencial. Porem essa diferenca ¢ pequena, ja que a quantificacdo realizada pelo método
de pH diferencial fornece valores de antocianinas monoméricas totais, ou seja, tanto as
majoritarias quanto as outras de menor concentragdao sao quantificadas, enquanto o valores
obtidos por HPLC-DAD fornece a soma dos valores das antocianinas majoritarias. Segundo
Gouvéa (2010) outra possivel hipotese para esta diferenga ¢ devido a presenca de possiveis
substancias no extrato de amora, que interferiram apenas nos resultados proveniente da

analise de quantificagdo por pH diferencial e ndo nos resultados por HPLC-DAD.
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Tabela 5.12 Concentracao das antocianinas obtidas por HPLC-DAD a partir dos extratos da amora-preta.

Amostra Cossolvente C3G?* C3R® C3MG* C3DGH Total
Extratos obtidos pela extracdo supercritica
Seca triturada ~ CO2:EtOH /90:10  0,5216 £ 0,05 0,0439+0,00 0,0344+0,00 0,0406+0,01 0,6405 + 3,18
Seca triturada CO2:4gua/90:10  5,6966 +0,38 0,4223 £0,00 0,2179+0,01 0,2575+0,01 6,5944 + 2,56
Seca triturada CO2:EtOH/95:5  0,1939+0,01 0,0309+0,00 0,0211+0,00 0,0265+0,00 0,2726 +2,87
Seca triturada COz2:4gua/ 95:5 3,9091 £ 0,49 0,2888 +0,03 0,1659 +£0,02 0,1875+0,02 4,5513 +£5,44
In natura CO2:EtOH /95:5  4,4434+0,02 0,2859+£0,00 0,1494+0,00 0,1962+0,01 5,0749 + 1,45
In natura COz2:4gua/ 95:5 8,0656 0,19 0,6487 £0,03 0,2564+001 0,3384+0,02 9,3091 £2,72
Extratos obtidos por extragdo com Soxhlet
Seca triturada Etanol 3,1996 + 0,16 0,1879+0,01 0,0720+0,01 0,1088 +0,01 3,5683 +4,22

*Teor de antocianina cianidina-3-glicosideo (C3G) expresso em mg de antocianina por grama de extrato;

Teor de antocianina cianidina-3-rutinosideo (C3R) expresso em mg de antocianina por grama de extrato;

“Teor de antocianina cianidina-3-malonil-glicosideo (C3MG) expresso em mg de antocianina por grama de extrato;

Teor de antocianina cianidina-3-dioxalil-glicosideo (C3DG) expresso em mg de antocianina por grama de extrato;

*Resultados expressos pela sua média + desvio padrao.
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5.7 ANALISE DE IMAGEM

5.7.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A Figura 5.19 apresenta as imagens produzidas com microscopia eletronica de
varredura a partir do bagaco de amora-preta seca triturada. As amostras analisadas por
MEV foram retiradas aleatoriamente daquelas extraidas com dioxido de carbono

supercritico, com e sem ultrassom.

Figura 5.19 Imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas a partir do bagaco de
amora-preta com aumento de 10.000 vezes, onde: (A) amostra extraida a 40 °C, 15 MPa
com adicao de ultrassom de 200 Watts; (B) amostra extraida a 50 °C, 25 MPa e 400 Watts
de poténcia ultrassonica e (¢) amostra extraida a 50 °C, 25 MPa sem adicao de ultrassom.
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O objetivo da andlise de imagem foi avaliar o efeito da vibracao ultrassonica sobre a
estrutura fisica das particulas de amora-preta. Observou-se que a vibragdo ultrassonica
perturba as paredes das células, facilitando a remog¢ao dos componentes internos da parede
celular, permitindo o acesso do solvente de extragdo a regides antes inacessiveis (Figuras
5.19 A e 5.19 B). O contrario ¢ observado na Figura 5.19 C, obtida de amostra extraida sem
adicdo de ultrassom, onde a passagem so6 do fluido supercritico ndo provoca uma alteracao
morfoldgica nas particulas. De fato, a adi¢cdo de ultrassom a 200 Watts ¢ mais branda que
aquela onde se aplicou 400 Watts, mas nas duas pode ser observado que um maior nimero
de particulas ¢é retirado do interior da matriz vegetal para depois ser depositado na sua
superficie, o que deve contribuir significativamente no aumento do rendimento. Porém,
processos de extracdo supercritica com e sem ultrassom ndo causam fissuras nem

rachaduras na superficie da amostra.
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6 CONCLUSOES

O uso do bagaco de amora—preta como matéria-prima para a obten¢do de extratos ¢
promissor devido a elevada qualidade dos compostos que permanecem presentes neste
residuo industrial, justificando assim seu aproveitamento. A matéria-prima em estudo foi
extremamente dificil de ser trabalhada in natura, como relatado durante os testes
preliminares. Logo, um pré-tratamento, como secagem € necessario para a extracao

supercritica.

A extracdo supercritica com CO2 puro apresentou rendimentos inferiores aqueles
alcangados pelas extragdes por Soxhlet e maceragdo. O maior rendimento para a extracao
supercritica foi obtido na condigdo de 50 °C, 25 MPa e 400 Watts de poténcia ultrassonica,
enquanto que para a extragao por Soxhlet o maior rendimento foi obtido empregando etanol
como solvente. Os resultados mais expressivos para antocianinas, compostos fendlicos e
atividade antioxidante foram observados nos extratos por Soxhlet, onde o solvente utilizado

foi etanol.

O uso de cossolvente na extragdo supercritica aumentou consideravelmente o
rendimento de extragcdo, em comparagdo a extragdo supercritica com CO2 puro. O aumento
foi de quase oito e cinco vezes com 10 % de etanol e 4gua, respectivamente. Por outro lado,
foi observada uma queda significativa em quase quatro e seis vezes com 5 % de etanol e
agua, quando a extracdo foi realizada na matéria-prima in natura. Além disso, o uso de
cossolvente aumentou o conteudo de antocianinas, teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante para os extratos encontrados a partir do bagago de amora-preta seca triturada
com 10 % de agua, e no caso da matéria-prima in natura, apresentou maior teor de
antocianinas na extragdo com 5 % de agua como cossolvente. Além disso, a partir da
andlise por UPLC-QTOF-MS, foi possivel identificar quatro antocianinas; duas
majoritarias (Cianidina-3-glucosideo e Cianidina-3-rutinosideo) e duas minoritarias
(Cianidina-3-malonil-glucosideo e Cianidina-3-dioxalil-glucosideo), presentes no bagago

de amora-preta.
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De modo geral, este trabalho mostra a influéncia de ultrassom na extracao
supercritica do bagaco de amora-preta seca triturada. O rendimento dos compostos de
interesse ¢ significativamente aumentado sob a influéncia do ultrassom. Este aumento no
rendimento de extragdo pode ser explicado pela turbuléncia criada pela vibracao
ultrassonica. A andlise de imagem feita por microscopia eletronica de varredura (MEV)
mostrou um numero maior de particulas depositadas na superficie da matéria-prima
submetida a extragdo supercritica com ultrassom, em relacdo a matéria-prima extraida sem
ultrassom. E possivel que o actimulo de particulas na superficie seja causado simplesmente
pelas rapidas mudangas na densidade associadas com as variagdes de pressdo induzidas

pelas ondas de ultrassom.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo da cinética de extracdo usando modelos matematicos, para verificar como

parametros cinéticos mudam com as condic¢des aplicadas.

Aplicacdo de métodos alternativos de separacdo dos extratos, como concentracdo em

membranas.

Utilizagao de outros modificadores, a fim de avaliar seus efeitos na eficiéncia de

extracao.
Andlise da atividade antioxidante dos extratos de bagago de amora-preta por outros
métodos, como por exemplo o método de redugdo do ferro (FRAP) e pelo método B-

caroteno/Acido linoleico.

Avaliagdo do custo de manufatura para o processo de extracdo supercritica assistida

por ultrassom.
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9 APENDICE

9.1 APENDICE A: Curvas padrio utilizadas nos experimentos
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Figura 9.1 Curva padrao de acido galico utilizada na determinacao do teor de fenolicos

totais.
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Figura 9.2 Curva padrdo de trolox para método de atividade antioxidante DPPH.
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9.2 APENDICE B: Dados experimentais dos testes preliminares

Tabela 9.1 Dados do experimento cinco com 5,0291 + 0,23 gramas de matéria-prima seca

triturada a 40 °C, 15 MPa e vazio de CO2de 2,77 x 10™ kg/s.

MExtrato MExtrato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (2) Acumulado (g) CO2 (Kg) S/F extragao (%, b.s.)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 0,0377 0,0377 0,0832 16,55 0,78
10 0,0296 0,0673 0,1664 33,09 1,39
15 0,0273 0,0946 0,2496 49,64 1,95
20 0,0247 0,1193 0,3329 66,19 2,46
30 0,0439 0,1632 0,4993 99,28 3,37
40 0,0364 0,1996 0,6657 132,37 4,12
50 0,0240 0,2236 0,8321 165,46 4,61
60 0,0214 0,2450 0,9986 198,56 5,05
80 0,0281 0,2731 1,3314 264,74 5,63
100 0,0197 0,2928 1,6643 330,93 6,04
120 0,0149 0,3077 1,9971 397,11 6,35
150 0,0149 0,3226 2,4964 496,39 6,65
180 0,0080 0,3306 2,9957 595,67 6,82
210 0,0110 0,3416 3,4950 694,95 7,05
240 0,0021 0,3437 3,9942 794,22 7,09
270 0,0013 0,3450 4,4935 893,50 7,12
300 0,0008 0,3458 4,9928 992,78 7,13
DP 0,0129 0,3587 - - -
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Tabela 9.2 Dados do experimento seis com 5,1621 + 2,18 gramas de matéria-prima seca

triturada a 40 °C, 15 MPa, 200 W e vazdo de CO2de 2,77 x 10 kg/s.

MExirato MExirato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (2) Acumulado (g) CO2 (Kg) S/F extragao (%, b.s.)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,0602 0,0602 0,0832 16,12 1,17
10 0,0591 0,1193 0,1664 32,24 2,31
15 0,0488 0,1681 0,2496 48,36 3,26
20 0,0369 0,2050 0,3329 64,48 3,98
30 0,0404 0,2454 0,4993 96,72 4,76
40 0,0412 0,2866 0,6657 128,96 5,56
50 0,0332 0,3198 0,8321 161,20 6,20
60 0,0234 0,3432 0,9986 193,44 6,66
80 0,0326 0,3758 1,3314 257,92 7,29
100 0,0265 0,4023 1,6643 322,40 7,80
120 0,0119 0,4142 1,9971 386,88 8,03
150 0,0244 0,4386 2,4964 483,60 8,51
180 0,0134 0,4520 2,9957 580,32 8,77
210 0,0090 0,4610 3,4950 677,04 8,94
240 0,0045 0,4655 3,9942 773,76 9,03
270 0,0097 0,4752 4,4935 870,48 9,22
300 0,0041 0,4793 4,9928 967,20 9,30
DP 0,0006 0,4799 - - -
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Tabela 9.3 Dados do experimento sete com 5,0427 + 0,42 gramas de matéria-prima seca

triturada a 50 °C, 15 MPa e vazio de CO2de 2,77 x 10" kg/s.

MExirato MExirato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (2) Acumulado (g) CO2 (Kg) S/F extracao (%, b.s.)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,0306 0,0306 0,0832 16,50 0,64
10 0,0258 0,0564 0,1664 33,00 1,17
15 0,0253 0,0817 0,2496 49,51 1,70
20 0,0204 0,1021 0,3329 66,01 2,12
30 0,0490 0,1511 0,4993 99,01 3,14
40 0,0301 0,1812 0,6657 132,01 3,77
50 0,0256 0,2068 0,8321 165,02 4,30
60 0,0255 0,2323 0,9986 198,02 4,83
80 0,0385 0,2708 1,3314 264,03 5,63
100 0,0333 0,3041 1,6643 330,03 6,33
120 0,0262 0,3303 1,9971 396,04 6,87
150 0,0267 0,3570 2,4964 495,05 7,43
180 0,0165 0,3735 2,9957 594,06 7,77
210 0,0150 0,3885 3,4950 693,07 8,08
240 0,0122 0,4007 3,9942 792,08 8,34
270 0,0045 0,4052 4,4935 891,09 8,43
300 0,0007 0,4059 4,9928 990,10 8,45
DP 0,0200 0,4259 - - -
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Tabela 9.4 Dados do experimento oito com 5,0485 + 1,35 gramas de matéria-prima seca

triturada a 50 °C, 15 MPa, 200 W e vazdo de CO2de 2,77 x 10 kg/s.

MExtrato MExirato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (2) Acumulado (g) CO2 (Kg) S/F extragdo (%, b.s.)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,0219 0,0219 0,0832 16,48 0,46
10 0,0367 0,0586 0,1664 32,97 1,22
15 0,0203 0,0789 0,2496 49,45 1,65
20 0,0264 0,1053 0,3329 65,93 2,20
30 0,0557 0,1610 0,4993 98,90 3,36
40 0,0631 0,2241 0,6657 131,86 4,67
50 0,0477 0,2718 0,8321 164,83 5,67
60 0,0394 0,3112 0,9986 197,79 6,49
80 0,0462 0,3574 1,3314 263,72 7,45
100 0,0376 0,3950 1,6643 329,66 8,24
120 0,0170 0,4120 1,9971 395,59 8,59
150 0,0153 0,4273 2,4964 494,48 8,91
180 0,0087 0,4360 2,9957 593,38 9,09
210 0,0040 0,4400 3,4950 692,28 9,18
240 0,0031 0,4431 3,9942 791,17 9.24
270 0,0036 0,4467 4,4935 890,07 9,32
300 0,0019 0,4486 4,9928 988,97 9.36
DP 0,0237 0,4723 - - -
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Tabela 9.5 Dados do experimento nove com 5,0827 £+ 0,05 gramas de matéria-prima seca

triturada a 50 °C, 20 MPa e vazdo de CO2de 2,77 x 10" kg/s.

MExirato MExirato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (g) Acumulado (g) CO2 (Kg) S/F extragdo (%, b.s.)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,0716 0,0716 0,0832 16,37 1,61
10 0,0682 0,1398 0,1664 32,74 3,15
15 0,0509 0,1907 0,2496 49,12 4,30
20 0,0376 0,2283 0,3329 65,49 5,14
30 0,0456 0,2739 0,4993 98,23 6,17
40 0,0333 0,3072 0,6657 130,97 6,92
50 0,0186 0,3258 0,8321 163,72 7,34
60 0,0171 0,3429 0,9986 196,46 7,72
80 0,0209 0,3638 1,3314 261,95 8,20
100 0,0111 0,3749 1,6643 327,44 8,45
120 0,0091 0,3840 1,9971 392,92 8,65
150 0,0117 0,3957 2,4964 491,16 8,91
180 0,0095 0,4052 2,9957 589,39 9,13
210 0,0051 0,4103 3,4950 687,62 9,24
240 0,0031 0,4134 3,9942 785,85 9,31
270 0,0054 0,4188 4,4935 884,08 9,43
300 0,0019 0,4207 4,9928 982,31 9,48
DP 0,0610 0,4817 - - -
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Tabela 9.6 Dados do experimento dez com 5,0865 + 1,87 gramas de matéria-prima seca

triturada a 50 °C, 20 MPa, 200 W e vazdo de CO2de 2,77 x 10 kg/s.

MExirato MExtrato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (2) Acumulado (g) CO2 (Kg) S/F extragao (%, b.s.)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,0310 0,0310 0,0832 16,36 0,61
10 0,0470 0,0780 0,1664 32,72 1,54
15 0,0593 0,1373 0,2496 49,08 2,71
20 0,0656 0,2029 0,3329 65,44 4,00
30 0,0889 0,2918 0,4993 98,16 5,75
40 0,0501 0,3419 0,6657 130,88 6,74
50 0,0365 0,3784 0,8321 163,60 7,46
60 0,0136 0,3920 0,9986 196,32 7,72
80 0,0227 0,4147 1,3314 261,75 8,17
100 0,0205 0,4352 1,6643 327,19 8,57
120 0,0109 0,4461 1,9971 392,63 8,79
150 0,0221 0,4682 2,4964 490,79 9,22
180 0,0200 0,4882 2,9957 588,95 9,62
210 0,0072 0,4954 3,4950 687,10 9,76
240 0,0031 0,4985 3,9942 785,26 9,82
270 0,0016 0,5001 4,4935 883,42 9,85
300 0,0057 0,5058 4,9928 981,58 9,97
DP 0,0011 0,5069 - - -
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9.3 APENDICE D: Cinética de Extracio

Tabela 9.7 Dados da cinética com 5,1452 + 0,63 gramas de matéria-prima seca triturada a

50 °C, 25 MPa, 400 W e vazio de CO2de 2,77 x 10™* kg/s

MeExirato MExirato Massa de Rendimento de
Tempo (minuto) (o) Acumulado (g) CO2(Kg)  SF  extracio (%, b.s.)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,1007 0,1007 0,0832 16,17 2,05
10 0,0890 0,1897 0,1664 32,35 3,80
15 0,0830 0,2727 0,2496 48,52 5,07
20 0,0662 0,3389 0,3329 64,69 6,54
30 0,0816 0,4205 0,4993 97,04 8,03
40 0,0354 0,4559 0,6657 129,38 8,01
50 0,0130 0,4689 0,8321 161,73 8,88
60 0,0087 0,4776 0,9986 194,08 9,08
80 0,0113 0,4889 1,3314 258,77 9,32
100 0,01554 0,5043 1,6643 323,46 9,66
120 0,0035 0,5078 1,9971 388,15 9,81
150 0,0105 0,5183 2,4964 485,19 10,02
180 0,0013 0,5196 2,9957 582,13 10,08
210 0,0073 0,5269 3,4950 679,27 10,21
240 0,0033 0,5302 3,9942 776,30 10,39
270 0,0023 0,5325 4,4935 873,34 10,42
300 0,0004 0,5329 4,9928 970,38 10,47
DP 0,0010 0,5339 - - -
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9.4 APENDICE E: Curva padrio das Antocianinas
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Figura 9.4 Curva padrdo da cianidina-3-glicosideo (C3G).
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Figura 9.5 Curva padrdo da cianidina-3-rutinosideo (C3R).
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Figura 9.6 Curva padrdo da cianidina-3-malonil-glicosideo (C3MQG).
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Figura 9.7 Curva padrdo da cianidina-3-dioxalil-glicosideo (C3DGQ).
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9.5 APENDICE F: Dados de saida do Software SAS utilizado para o ajuste linear da
OEC para o bagago de amora-preta

RESULTADOS SAS:

Ensaio Cinético do baga¢o de Amora-preta: 25 MPa/50 °C e ultrassom 400 Watts

Obs TEMPO Rend

1 5 0.11
2 10 0.20
3 15 0.26
4 20 0.34
5 30 0.41
6 40 0.44
7 50 0.46
8 60 0.47
9 80 0.48
10 100 0.50
11 120 0.50
12 150 0.52
13 180 0.52
14 210 0.53
15 240 0.53
16 270 0.54
17 300 0.54
Rend NLIN

The NLIN Procedure
Dependent Variable Rend
Method: Gauss-Newton

Iterative Phase

Sum of

Iter bo bl b2 b3 c1 c2 Squares
0 0.0659 0.0123 0.000900 0.000200 30.0000 100.0 0.00244

1 0.0728 0.0119 0.000893 0.000212 30.6556 101.9 0.00212

2 0.0724 0.0120 0.000905 0.000202 30.5230 103.9 0.00212

3 0.0724 0.0120 0.000905 0.000202 30.5233 103.8 0.00212

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary
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bo
bl
b2
b3
c1
c2

Source

Model
Error

Corrected Total

be

1.0000000
-0.8807710
0.0000000
0.0000000
0.3685246
-0.0000000

Method Gauss-Newton
Iterations 3
R 0
PPC 0
RPC(C2) 0.000608
Object 5.573E-6
Objective 0.002118
Observations Read 17
Observations Used 17
Observations Missing (%]
Sum of Mean
DF Squares Square
5 0.2658 0.0532
11 0.00212 0.000193
16 0.2679
Approx
Parameter Estimate Std Error
bo 0.0724 0.0131 0.0436
bl 0.0120 0.000721 0.0104
b2 0.000905 0.000288 0.000271
b3 0.000202 0.000087 9.983E-6
Cc1 30.5233 1.5420 27.1294
Cc2 103.8 23.4167 52.2685
Approximate Correlation Matrix
bl b2 b3
-0.8807710 0.0000000 0.0000000
1.0000000 -0.0000000 -0.0000000
-0.0000000 1.0000000 -0.0000000
-0.0000000 -0.0000000 1.0000000
-0.6139141 -0.5988815 0.0000000
0.0000000 -0.6618736 -0.5640537
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F Valu

276.0

(]

(]
0.
0.0
33

Approx
e Pr > F
6 <.0001

.1013
.0136
00154
00395
.9172
155.3

Cc1

.3685246
.6139141
.5988815
.0000000
.0000000
.2592633

-0.
.0000000
-0.
-0.
.2592633
.0000000

Approximate 95% Confidence Limits

Cc2

0000000

6618736
5640537



