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Resumo

Atualmente, o conhecimento cientifico sobre a utilizagdo de produtos naturais com propriedades
funcionais, a exigéncia do consumidor quanto a qualidade dos alimentos, bem como ag¢des
legislativas para redugdo do uso de corantes sintetizados quimicamente t€m propiciado o aumento
da utilizacdo de corantes naturais. Dentre estes, as antocianinas constituem pigmentos aquosoliveis
responsdveis pelas principais cores encontradas na natureza, podendo variar desde o laranja,
vermelho, violeta até o azul. Antocianinas sdo moléculas polares derivadas do cétion flavilion (C6-
C3-C6) constituindo um importante subgrupo dos flavondides. As principais propriedades
biolégicas atribuidas as antocianinas sdo atividade: antiinflamatéria, anticarcinogénica e
antioxidante. Diversos métodos de extracdo tém sido utilizados na obtencdo de antocianinas. A
extragdo supercritica apresenta vantagens considerdveis sobre os métodos convencionais: o solvente
¢ facilmente removido do soluto; utiliza pouco ou nenhum solvente organico; possibilita uma répida
extragdo; e, por fim, opera a baixas temperaturas favorecendo a extracdo de produtos voliteis e
termoldbeis. Este trabalho visou estudar o processo de extragdo supercritica de antocianinas
otimizando as diversas etapas do processo através de ensaios experimentais, simulacdo e
comparacdo com outro(s) método(s) de extracdo. Inicialmente fez-se a caracterizacdo da matéria-
prima a qual apresentou altos teores de proteinas, carboidratos e fibras. As extracdes via extracdo
com fluido supercritico (SFE — supercritical fluid extraction) e extragdo com liquido pressurizado
(PLE — pressurized liquid extraction) utilizaram etanol, isopropanol e dgua como co-solvente e
solvente, respectivamente. A composi¢do dos extratos foi avaliada por espectrofotometria
apresentando altos teores de fendlicos, flavondides, antocianinas e atividade antioxidante em
relacdo aos dados da literatura. Os melhores rendimentos de compostos fendlicos, flavondides e
atividade antioxidante foram obtidos por SFE utilizando co-solventes alcodis. J4 com relacdo ao
teor de antocianinas houve pouca diferenca entre os métodos PLE e SFE os quais atingiram
melhores resultados utilizando 4dgua e alcodis como solvente e co-solventes, respectivamente. De

acordo com os resultados de tempo de retorno e custo de manufatura ambos os métodos de extragao
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foram economicamente vidveis para a produgdo de extrato bruto de subproduto de jabuticaba. Os
menores custos foram obtidos nas condi¢des que apresentaram maior rendimento de extracao e nas
células extratoras de maior capacidade volumétrica. O estudo dos pardmetros cinéticos indicam que
os melhores resultados foram obtidos utilizando alta vazido de solvente para ambos os processos

SFE e PLE.

Palavras-chave: Pigmentos naturais, Antocianina, Extracdo com fluido supercritico, Avaliacdo

econdmica, Extracdo com liquido pressurizado, Subproduto industrial.
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Abstract

Currently, scientific knowledge about the use of natural products with functional properties, the
consumer demand for quality food, as well as legislative action to reduce the use of chemically
synthesized colorants have prompted an increasing use of natural colorants. Among these,
anthocyanin are water-soluble pigments responsible for main colors found in nature ranging from
orange, through red and violet to blue. Anthocyanins are polar molecules derived from the flavilium
cation (C6-C3-C6) constituting an important subgroup of flavonoids. The main biological properties
of anthocyanins are activity: anti-inflammatory, anticarcinogenic and antioxidant. Several extraction
methods have been used to obtain anthocyanins. Supercritical fluid extraction has considerable
advantages over conventional methods: the solvent is easily removed from the solute; uses little or
no organic solvent, enables a rapid extraction and, finally, operates at low temperatures favoring the
extraction of volatile and thermolabile compounds. This work aims to study the process of
supercritical extraction of anthocyanins optimizing the various steps of the process through
experimental testing, simulation and comparison with other(s) extraction method(s). Initially it was
made the characterization of raw material which showed high levels of protein, carbohydrates and
fiber. The extractions were carried out via SFE and PLE using ethanol, isopropanol and water as co-
solvent and solvent, respectively. The extracts composition was evaluated by spectrophotometry
showing high levels of phenolics, flavonoids, anthocyanins and antioxidant activity (%AA) with
respect to the literature data. The highest phenolics and flavonoids content and %AA were obtained
by SFE using alcohols as co-solvent. On the other hand, anthocyanins content achieve the best
results using water and alcohols as a solvent and co-solvents, respectively. According to payback
time and cost of manufacturing results both extraction methods were economic feasible to the
production of crude extract from jabuticaba byproduct. The higher the extraction yield and
extraction vessel capacity the lower the cost of manufacturing. The study of the kinetic parameters

shows the best results were achieved at higher solvent mass flow for both extraction methods.

XV



Keywords: Natural pigments, Anthocyanin, Supercritical fluid extraction, Economic evaluation,
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

O conhecimento cientifico a respeito da utilizacdo de produtos naturais com propriedades
funcionais € compostos nutracéuticos na prevengdo e/ou tratamento de doengas tem crescido cada
vez mais nos ultimos anos (BRAGA, 2005; LEAL, 2005). Os beneficios fisioldgicos,
nutricionais e medicinais a saide humana atribuidos ao uso de produtos naturais bem como
0s potenciais riscos associados a utilizagdo de produtos sintéticos aliados as acdes
legislativas restritivas ao uso desses produtos tém motivado o significante aumento no
consumo de produtos de origem natural com propriedades funcionais em detrimento dos
produtos sintéticos (HERRERO, CIFUENTES e IBANEZ, 2006). A ADA - American
Dietetic Association (1995) define alimento funcional como “qualquer alimento ou ingrediente
modificado capaz de propiciar efeito benéfico além daquele provido pelos nutrientes que ele
contém”, e nutracéutico como “qualquer substincia que possa ser considerada alimento ou parte
deste e ofereca beneficios médicos, incluindo prevencdo e tratamento de doencas”. Muitas dessas
substancias que dao caracteristicas aos alimentos funcionais sdo substancias bioativas oriundas do
metabolismo secundério de plantas, também denominadas de compostos fitoquimicos, e podem ser
definidas como substincias altamente ativas do ponto de vista nutricional, fisiolégico e/ou
medicinal (GOLDBERG, 1994).

Neste contexto, os extratos naturais desempenham um papel importante como
aditivos ou insumos nas industrias cosmética, farmacéutica, alimenticia, té€xtil e de
perfumaria proporcionando diversas caracteristicas ao produto final de acordo com as suas
funcdes e aplicacdes. Na realidade, a maioria dos extratos naturais possuem mais do que
uma ou duas funcdes podendo ser utilizados como corantes naturais, nutracéuticos,
alimentos funcionais, agentes conservantes, aromatizadores e fragrancias, medicamentos,
suplementos vitaminicos, padroes quimicos, perfumes, entre outros (HERRERO,
CIFUENTES e IBANEZ, 2006).

A cor desempenha um papel importantissimo na percepc¢ao da qualidade indicando
as nossas expectativas, susceptibilidades e preferéncias por produtos podendo ser utilizada
para inspecdo de qualidade, auxiliar no marketing e satisfazer consumidores. A cor dos
produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos pode ser o resultado da presenca de
pigmentos naturais na matriz utilizada; devido a coloracdo formada durante o
processamento ou armazenamento; ou ainda devido a adi¢do de corantes naturais ou

sintéticos. Corantes ou aditivos de cor sdo os termos associados a todos os agentes
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colorificos soliveis ou solubilizados (tintas ou pigmentos), bem como 0s pigmentos
insoluveis, empregadas para dar cor a um material (DELWICHE, 2003).

Antocianinas consistem no maior e mais importante grupo de pigmentos
aquosoldveis naturais sendo responsdveis por cores que vdo desde laranja e vermelho a
violeta e azul de diversas flores, frutos e folhas (CAVALCANTI, SANTOS, e MEIRELES,
2011; REYNERTSON et al.,, 2006). Além de sua capacidade colorifica diversas sdo as
atividades bioldgicas atribuidas as antocianinas como: atividade anticarcinogénica (HAGIWARA et
al., 2001), antioxidante (WANG et al., 2000) e antiviral (KAPADIA et al., 1997). Além disso, tais
compostos podem atuar na inibi¢do de enzimas oxidativas e inflamatérias demostrando
acdo antialergénica, antiviral, bactericida, fungicida, antitumor e antihemorrdgica
(EINBOND et al., 2004; REYNERTSON et al.,, 2008). Diante disso, as antocianinas
representam uma alternativa atrativa como fonte de pigmentos vegetais de alto poder tintorial.
Apesar dessas vantagens, a utilizacdo de antocianinas nas industrias de alimentos e de cosméticos
ainda & restrita devido a sua baixa estabilidade em meios aquosos e pH acima de 3,0 (FALCAO et
al., 2003). Além disso, ha ainda uma grande escassez desses compostos no mercado principalmente
devido a falta de fontes e técnicas de producdo adequadas e economicamente vidveis (BAILONI, et
al., 1998). Atualmente no Brasil alguns produtos tem utilizado antocianinas como corantes naturais
como é o caso de iogurte de morango Naturis®, guarana Antarctica® de acai, sabonete de acai da
Granado® e do Boticario®, refrescos em p6 de uva das marcas Tang® e LA FRUTTA®, suco Soyos
da marca Sufresh®, maionese Hellmann’s® de azeitona preta, dentre outros.

Frutas coloridas sdo fontes potencialmente ricas em diversos fendlicos possuindo um papel
importante na prevengdo do estresse oxidativo (ARTS e HOLLMAN, 2005). Antocianinas
freqiientemente sdo responsdveis por grande parte do conteido fendlico de frutas e vegetais
coloridos; porém, flavanols, procianidinas, 4dcidos fendlicos e elagitaninos sdao os fendlicos mais
predominantes em geral (EINBOND et al., 2004). De acordo com dados estatisticos da FAO (2011),
a producdo mundial de frutas aumentou de cerca de 463.000.000 para 638.000.000 de toneladas
entre os anos de 1999 e 2011. Em meio a isto, paises em desenvolvimento como o Brasil
contribuem com cerca de 98% da producido mundial enquanto que paises desenvolvidos como EUA,
Japdo e da Europa contribuem apenas com 2% da producido mundial de frutas (FAO, 2011). Por
outro lado estes sdo responsaveis pelo consumo de cerca de 75% do total de frutas produzidas no
mundo. O Brasil € considerado o terceiro maior produtor de frutas cedendo lugar apenas para a
China e India (CLERICI e CARVALHO-SILVA, 2011). Apesar da grande abundancia de frutas

tropicais e sua potencial aplicacdo na industria alimenticia, poucas espécies estdo disponiveis no
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mercado brasileiro. Isto pode estar relacionado a falta de conhecimento sobre os sistemas de
producdo e de pds-colheita (CLERICI e CARVALHO-SILVA, 2011). Portanto, diversas novas
aplicacdes e novos métodos para o processamento de frutas tropicais necessitam ser desenvolvidas
visando a minimizacao das perdas, a geracdo de lucro e promovendo a utilizacio sustentdvel destes
biomas (DUARTE et al., 2011).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora Berg.) consiste em fruta nativa do Brasil pertencente a
familia Myrtaceae. Este fruto arroxeado possui casca e polpa de sabor doce e baixa acidez
(DUARTE et al., 2011). A jabuticabeira é uma arvore frutifera de grande interesse para produtores
rurais de diversas regides brasileiras devido sua alta produtividade e rusticidade. Além disso, a fruta
possui alta aplicabilidade alimenticia podendo ser utilizada para a fabricagdo de sucos, doces,
xaropes, geléias, compotas de fruta, licor e vinagre (CLERICI e CARVALHO-SILVA, 2011).

No Brasil, em geral, uma parte da produgdo € aproveitada pelas populagdes locais;
entretanto, a grande maioria € desperdicada na época da safra, em virtude da alta produgdo por
arvore (cerca de 454 kg de fruta/arvore), da curta vida 1til da fruta in natura (3 dias a temperatura
ambiente) e, principalmente, por falta de seu aproveitamento processado (LAGO et al., 2006;
ASQUIERI et al., 2004; MORTON, 1987). Na fabricacdo de geléias de jabuticaba, normalmente as
cascas e sementes sdo desprezadas. Estes juntos representam aproximadamente 50% da fruta. Um
maior aproveitamento dessas fracOes agregaria maior valor a essa fruta. As cascas ricas em
pigmentos, talvez possam ser utilizadas na inddstria alimenticia como fonte de corantes naturais.
Escassos estudos sdo encontrados na literatura quanto aos constituintes quimicos, sobretudo os
compostos bioativos, principalmente em relagdo as fragdes da fruta, sendo estas em publicacdes de
abrangéncia local (PEREIRA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). No Brasil, o bagago ¢é
dispensado no solo como adubo organico ou utilizado como rag¢do animal, porém a fermentacdo no
rumem provoca alcoolemia, com prejuizos a saide do gado bovino, além de ser uma alternativa
pouco rentdvel e por vezes até insignificante (KENNEDY et al., 1999; VILLAS-BOAS e
ESPOSITO, 2001; RAUPP et al., 2004). Dessa maneira, a utilizacdo de residuos dos processos de
fabricacdo da jabuticaba possibilita um aproveitamento ecoldgico e s6cio-economico mais vidvel
dos seus constituintes quimicos e compostos bioativos.

As antocianinas sdo moléculas polares e, conseqiientemente, sdo mais soliveis em solventes
polares do que em apolares. Além disso, a sua solubilidade depende de alguns fatores o que incluem
as condi¢des do meio tal como o valor de pH. Dessa maneira, de acordo com BARNES et al.
(2009), os métodos convencionais de extracdo de antocianinas envolvem, normalmente, solventes
polares em meios acidificados. Os métodos mais comumente empregados sdo maceracio, Soxhlet e

extracdo em leito agitado (ABE — agitated bed extraction). O solvente mais comumente utilizado ¢é



Introdugdo

0 metanol, mas muitos outros tem sido utilizados como acetona (LIAZID et al., 2007), etanol
(ROSTAGNO et al., 2003) ou acetonitrila (WU e PRIOR, 2005). Os &cidos utilizados podem ser
fortes (acido trifluoroacético, cloridrico, sulfiirico, etc.) ou fracos (acido férmico, acético, lactico,
etc.), porém especial cuidado deve ser tomado a fim de evitar a hidrélise das antocianinas aciladas
(KAPASAKALIDIS et al., 2006; LIAZID et al., 2007).

Apesar dos métodos convencionais serem 0s mais frequentemente utilizados na obtenc¢ado de
antocianinas, diferentes novas tecnologias como extracdo com liquido pressurizado (PLE -
pressurized liquid extraction) (JU e HOWARD, 2003; AMBROGI et al., 2003), extracio com
fluido supercritico (SFE - supercritical fluid extraction) (ADIL et al., 2007; JU e HOWARD, 2005;
HENRY e YONKER, 2006), extragdo assistida por ultrasom (UAE - wltrasound-assisted
extraction), extracao a alta pressdo (HHP - high hydrostatic pressure), extragao por pulso elétrico
(PEF - pulsed electric fields) (CORRALES et al., 2008), extracdo assistida por microondas (MAE -
microwave-assisted extraction), etc., tém sido estudadas na tentativa de alcancar processos com
melhores caracteristicas econdmicas e ambientais garantindo maior sustentabilidade, seguranga e
qualidade aos produtos obtidos (CORRALES et al., 2008).

A extrag@o com fluido supercritico baseia-se na utilizacdo de um componente puro mantido
a temperatura e pressido acima do seu ponto critico. Em geral, o diéxido de carbono é o composto
mais comumente utilizado em processos de extracdo supercritica aplicada a inddstria de alimentos
por ser um composto ndo-inflamdvel, inerte, ndo-corrosivo apresentando-se disponivel em alto grau
de pureza e a baixo custo. Além disso, o CO, apresenta baixo ponto critico (31,1°C e 7,38 MPa)
possuindo grande aplicagdo em processos extrativos de compostos termoldbeis (BRUNNER, 2005).
A extracdo com fluido supercritico (SFE) apresenta vantagens considerdveis com relacdo aos
métodos convencionais de extragdo. Além de o solvente poder ser facilmente removido do soluto
através da reducdo da pressdo e/ou ajuste da temperatura, apresenta menor requerimento energético
quando comparado a outros métodos e possibilita uma rdpida extracdo devido a baixa viscosidade,
alta difusividade e alto poder de solvatagdo do fluido supercritico. Incluso, tem-se que a extracio
com fluido supercritico requer o uso de pouco ou nenhum solvente organico, apresentando-se,
portanto, como uma tecnologia segura e ecologicamente correta, uma vez que, industrialmente, o
diéxido de carbono € recirculado no sistema (BRUNNER, 2005; BRUNNER, 1994).

Apesar destas vantagens com relacdo aos métodos convencionais de extracdo, ainda
existem poucas aplicagdes industriais da tecnologia supercritica, cujas principais razdes sao os altos
custos de investimento devido as altas pressdes requeridas para o processo de extracdo, o que
resulta em altos custos de manufatura (PERRUT, 2000). Dessa maneira, no que se refere a

aplicacdo industrial, uma andlise dos fatores econdmicos deve ser realizada. O desenvolvimento de
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unidades de extracdo em escala industrial promove a diminui¢do dos custos dos equipamentos
utilizados no processo. Contudo, dados sobre aumento de escala (scale-up) e estimativa dos custos
de manufatura (COM - cost of manufacturing) para a obtencdo de extratos obtidos por técnicas de
extracdo a alta press@o ainda sdo escassos na literatura. Tais informacdes sdo de grande relevincia
para estimular a transferéncia dos dados laboratoriais para uma escala industrial

Os simuladores de processos consistem em importantes ferramentas no desenvolvimento,
avaliacdo e aumento de escala de bioprocessos e na modelagem e predicao dos custos de producio,
pois oferecem a oportunidade de desenvolvimento de processos a um curto tempo, permitindo a
comparacdo de processos alternativos em uma consistente base de dados de forma que um grande
ndmero de processos podem ser sintetizados e analisados interativamente. Além disso, a simulagdo
de processos integrados também permite o estudo das interacdes que existem entre processos
upstream ¢ downstream (KWIATKOWSKI, 2006). Takeushi et al. (2008) utilizaram o simulador
SuperPro Design® 6.0 para estimar os custos de manufatura (COM) do 6leo de cravo-da-india,
baseado na expressdo proposta por Turton et al. (1998), e avaliaram o impacto das condicdes reais
de separacdo no tanque flash, sob varias condi¢des de pressdo e temperatura, concluindo que o
simulador € uma importante ferramenta para a comunicagdo entre a comunidade cientifica e o setor
industrial.

Portanto, para a otimizacao do processo e a andlise da viabilidade da aplicacdo industrial de
uma unidade de extracdo com fluido supercritico, faz-se necessdrio o estudo das condicoes de
otimizacdo do processo; a determinagdo da composicdo quimica do extrato e de suas propriedades
funcionais; a estimativa dos custos de manufatura do processo; o estudo de extracdo continua e
aumento de escala (MEIRELES, 2003; ROSA e MEIRELES, 2005); e, em adi¢do, a comparacio

com outros métodos de extracao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obtencdo de antocianinas via extragdo com fluido supercritico (SFE) e extragdo com

liquido pressurizado (PLE) a partir do residuo de geléia de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e

otimizacdo dos processos extrativos através da determinacdo do rendimento de extracgdo,

caracterizacdo quimica dos extratos, avaliacdo econdmica via simula¢do computacional de

processo, curvas cinéticas de extragdo e ajuste a modelos matématicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Determinacdo das caracteristicas fisicas e quimicas da matéria-prima selecionada e leito
fixo de extracao;

Determinacdo dos rendimentos globais de extragdo para diferentes condi¢des operacionais
de extragdo (solvente/ temperatura/ pressao);

Caracterizag@o espectrofotométrica da composi¢do quimica e atividade antioxidante dos
extratos obtidos;

Selecao de temperatura/ pressdo bem como o solvente e co-solvente mais adequados para o
processos de extragdo com liquido pressurizado e extracdo com fluido supercritico dos
compostos de interesse, respectivamente;

Determinacdo das curvas cinéticas de extracdo nas condi¢des otimizadas e avaliacdo do
efeito da vazao madssica do solvente;

Determinacdo do perfil de antocianinas e dos compostos fendlicos ndo-antocidnicos dos
extratos obtidos nas condicdes otimizadas.

Modelagem matemadtica das curvas cinéticas de extragdo utilizando diversos modelos da
literatura;

Simulagdo do processo de producdo semi-continua de extrato utilizando liquido
pressurizado e fluido supercritico;

Avaliacdo econdmica dos processos de extracdo através da estimativa dos custos de

manufatura dos extratos obtidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ANTOCIANINAS

3.1.1 Aspectos Quimicos

Antocianinas (do grego anthos, flor, e kyanos, azul) constituem o maior € mais importante
grupo de pigmentos aquosoliveis encontrados na natureza sendo responsdveis pelas cores que vao
desde o laranja passando pelo vermelho e violeta até o azul-escuro de muitas flores, frutos, folhas,
raizes e caules comumente encontrados na natureza (DELGADO-VARGAS et al.,, 2000;
ANDERSEN e JORDHEIM, 2006).

As antocianinas sdo moléculas pertencentes ao grupo dos flavondides, compostos fendlicos
caracterizados pela estrutura basica C6-C3-C6 (WILSKA-JESZKA, 2007), constituindo em
derivados polimetil e/ou polihidroxi glicosilados do nicleo bdésico flavilio (cation 2-
fenilbenzopirilio) (Figura 3.1) (BROUILLARD, 1982) que contém ligacdes duplas conjugadas
responsaveis pela absorc¢do de luz em torno de 500 nm, caracterizando a cor tipica destes pigmentos

(REIN, 2005).

Figura 3.1 - Estrutura quimica do cdtion flavilio (REIN, 2005).

A molécula de antocianina (Figura 3.2) é constituida por duas ou trés porgdes, uma
aglicona (antocianidina), um grupo de agucares e, freqiientemente, um grupo de acidos organicos
(FRANCIS, 1989). Aproximadamente 22 agliconas sdo conhecidas, das quais 18 ocorrem
naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina)
sdo importantes em alimentos (FRANCIS, 2000; MALACRIDA e MOTTA, 2006).

As diferencas estruturais entre as antocianinas individuais sdo resultado do ntimero de
grupos hidroxilas na molécula, do grau de metilacdo desses grupos, da natureza e do nimero de
acucares (glicosideo) ligados a molécula e da posi¢ao da ligacdo e da natureza e niimero de acidos

alifdticos e aromadticos ligados aos agticares na molécula (Figura 3.2) (GUEDES, 2004).
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OH
CHZOH
Aglicona Substitui¢do N
D Acilagdo
glicosidica (esterificacao das
(substituicao nas . . 640 €
R, R, - hidroxilas do agticar)
posicdes 3 e 5)
H Pelargonidina  D-glicose Acidos cinAmicos
OH Cianidina D-galactose p-cumadrico
OH OH Delfinidina D-xilose ferulico
OCH3 H Peonidina L-ramnose caféico
OCH3 OH Petunidina L-arabinose
OCH3 OCH3 Malvidina Rutinose acidos alifaticos
Soforose acético
Sambubiose malonico
Gentiobiose succinico

Fonte: MALACRIDA e MOTTA, 2006

Figura 3.2 - Estrutura quimica das principais antocianinas encontradas na natureza.

Antocianidinas livres sdo raramente encontradas na natureza, ocorrendo comumente

glicosiladas com acgtcares que estabilizam a molécula (FRANCIS, 2000). De acordo com a Figura

3.1, a glicosilagdo pode ocorrer em varias posicdes, sendo observada com maior freqii€ncia na

posi¢do 3. O segundo aguicar quando presente na molécula encontra-se na posicao 5, porém podem

ocorrer glicosilagdes nas posicdes 7, 3°, 4’ ¢ 5° (BROUILLARD, 1982). Glicose, ramnose, Xilose,

galactose, arabinose e frutose sdo os agticares mais comumente ligados as antocianidinas, ocorrendo

como monoglicosidios, diglicosidios e triglicosidios glicosilados diretamente na aglicona

(FRANCIS, 1989). A metoxilagdo é mais freqiiente nas posi¢des 3° € 5’ e menos comum na 5 e na 7

(Figura 3.1). E importante salientar que antocianina natural nunca apresenta as hidroxilas das

posigdes 5, 7 e 4” substituidas ao mesmo tempo. Um dos grupos hidroxila deve permanecer livre

numa dessas posicdes para a formacdo da estrutura quinoidal. Muitas vezes, os actcares das
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antocianinas sio acilados por 4cidos dos quais os mais comumente encontrados sdo: p-cumarico,
ferudlico, caféico, p-hidroxibenzéico, sindpico, maldnico, acético, succinico, oxdlico e madlico
(FRANCIS, 1989). Os substituintes acila encontram-se usualmente ligados a hidroxila do actcar na
posicdo 3 e com menor freqiiéncia nas posicdes 4 e 6 (BROUILLARD, 1982; MALACRIDA e
MOTTA, 2006).

3.1.2 Fontes, Funcoes e Aplicacoes

Além de contribuir para a cor de flores e frutas, as antocianinas atuam como filtro das
radiacdes ultravioletas nas folhas. Em certas espécies de plantas estdo associadas com a resisténcia
aos patogenos e atuam melhorando e regulando a fotossintese (MAZZA e MINIATI, 1993).
Existem aproximadamente 400 antocianinas diferentes catalogadas (KONG et al., 2003). Contudo,
¢ como corante natural que as antocianinas encontram sua maior aplicagdo podendo atuar como
agentes colorificos em produtos alimenticios, cosméticos, firmacos, tecidos, tintas, dentre outros.

A cor desempenha um papel importantissimo na percepc¢ao da qualidade indicando
as nossas expectativas, susceptibilidades e preferéncias por produtos podendo ser utilizada
para inspecdo de qualidade, auxiliar no marketing e satisfazer consumidores. A cor dos
produtos industrializados pode ser o resultado da presenca de pigmentos naturais na matriz
utilizada; devido a coloracdo formada durante o processamento ou armazenamento; ou
ainda devido a adi¢do de corantes naturais ou sintéticos. Corantes ou aditivos de cor sdo os
termos associados a todos os agentes colorificos soliveis ou solubilizados (tintas ou
pigmentos), bem como os pigmentos insoldveis, empregados para dar cor a um material
(DELWICHE, 2003). A principal funcdo da adi¢do de corantes em produtos alimenticios é
proporcionar a melhoria na aparéncia dos mesmos, deixando-os mais parecidos aos produtos
naturais e mais agradaveis, portanto, aos olhos do consumidor, que, desta forma, é estimulado a
consumir o produto, ji que a apar€ncia tem um papel importantissimo na aceitacido desses produtos
(FAVARRO, 2008).

Os corantes podem ser definidos pela sua origem como corantes naturais ou sintéticos, ou
inorgénicos. Corantes naturais sdo aqueles obtidos a partir do metabolismo de organismos vivos
sejam eles de origem vegetal, animal, fungos ou microorganismos. Corantes sintéticos sao
sintetizados por reacdes quimicas. J4 os pigmentos inorganicos podem tanto ser encontrados na
natureza como sintetizados quimicamente.

Corantes organicos sintéticos tém sido largamente utilizados para os mais diversos fins

dominando as aplicacdes nas industrias alimenticia, textil e farmacéutica (TURKER e ERDOGDU,
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2006) . Os corantes sintéticos apresentam diversas vantagens quando comparados aos pigmentos
naturais como menor custo; maior capacidade tintorial, que € representada pela melhor fixacdao da
cor aos produtos; maior estabilidade diante das variagdes de processamento e estocagem, maior
intensidade da faixa espectral da cor bem como maior facilidade de aplicagdo. Contudo, nas dltimas
décadas o uso de corantes sintéticos tém diminuido gradualmente devido o conhecimento cientifico
sobre os seus potenciais efeitos nocivos a satide humana como toxicidade, reacdes alérgicas e
potenciais propriedades carcinogénicas. Além disso, t€m sido avaliado o impacto ambiental de sua
utilizacdo uma vez que os mesmos nao sdo biodegraddveis. Ha publicacdes de estudos do Codex
Alimentarius, 6rgdo ligado a Organizacio Mundial da Saide (OMS), que ja fundamentaram a
banicdo de alguns corantes sintéticos em vdrios paises (FAVARRO, 2008). Em 1987, a portaria n°
02 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA) relatou a proibi¢do de alguns corantes
sintéticos como: o vermelho sélido, que era usado para recheios e revestimentos de biscoitos; o
escarlate GN, aplicado em recheios de confeitarias, além do azul de alizarina, corante que era usado
em Oleos emulsionados e gelatina, dentre outros (FAVARRO, 2008). Neste contexto, as acdes
legislativas restritivas associadas a atual preferéncia dos consumidores por produtos de origem
natural t€m propiciado o crescente aumento na utilizacdo de corantes naturais em detrimento ao uso
de corantes sintéticos (WILSKA-JESZKA, 2006; SAONA-RODRIGUEZ et al., 1998; FAVARRO,
2008; TURKER e ERDOGDU, 2006; MACZ-POP et al., 2006).

Os corantes naturais podem ser divididos em quatro grupos principais de pigmentos: (1) os
compostos heterociclicos com estrutura tetrapirrélica, que compreendem as clorofilas presentes em
vegetais, e os grupos hemo e as bilinas encontradas em animais; (2) os compostos de estrutura
isoprendide, representados pelos carotendides encontrados em animais e principalmente em
vegetais; (3) os compostos heterociclicos contendo oxigénio como flavondides, quinonas,
curcumindides e betalainas, que sdo encontrados exclusivamente em vegetais; e, por fim, compostos
com estruturas quimicas diversas como riboflavina, caramelos, melanoidinas e melaninas
(WILSKA-JESZKA, 2006). Comercialmente, os tipos de corantes naturais mais largamente
empregados industrialmente sdo: o carmim ou vermelho de cochonilha o qual provém do &cido
carminico extraido da fémea da cochonilha (Dactylopius coccus); p-caroteno proveniente do extrato
de cenoura; a bixina e nor-bixina obtidas das sementes de urucum, o acafrdo extraido dos estigmas
de flores de Crocus sativus; a clorofila obtida principalmente a partir da alfafa (Medicago sativa);
os curcumindides extraidos da raiz da cdrcuma ou agafrdo-da-terra (Curcuma longa); as betalainas
cuja principal fonte é a beterraba (Beta vulgaris); e as antocianinas, as quais encontram-se
distribuidas em numerosas familias de plantas: Vitaceae (uva), Rosaceae (cereja, ameixa,

framboesa, morango, amora, maca, péssego, etc.), Solanaceae (tamarindo, batata), Saxifragaceae
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(groselha preta e vermelha), Ericaceae (mirtilo, oxicoco), Cruciferae (repolho roxo, rabanete),
Myrtaceae (jabuticaba, jambo, jambolao e pitanga), Leguminoseae (vagem) e Gramineae (sementes
de cereais) (MALACRIDA e MOTTA, 2006). Na Tabela 3.1 constam diferentes antocianinas e suas
fontes.

Neste contexto, embora as antocianinas apresentem um grande potencial de aplicacdo
industrial, seu uso tem sido restrito, principalmente devido a algumas limita¢cdes como baixa
percentagem de extracdo e relativa instabilidade frente a fatores fisicos e quimicos durante o
processamento e estocagem de alimentos (BOBBIO e MERCADANTE, 2008). De acordo com
Francis (1989), os principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas sdo a estrutura
quimica, o pH, a temperatura, a luz, a presenca de oxigénio, a degradagdo enzimadtica e as interagdes
entre os componentes dos alimentos, tais como 4cido ascérbico, ions metdlicos, agtcares e
copigmentos. Diante disto, pesquisas relatam aumento na estabilidade das antocianinas pelas
ligagdes o-glicosidicas, presenga de grupos acil na molécula de agticar (FRANCIS, 1989), presenca
de {ions metdlicos (STRINGHETA, 1991), auto-associagio (BOULTON, 2001, MAZZA e
BROUILLARD, 1987), inclusdao molecular (PROVENZI, 2001; TAMURA et al., 1998; DANGLES
et al., 1992) e copigmentacio (AUBERT et al., 2001; BARANAC et al, 1996;

KORZUCHOWSKA e WILSKA, 1996; DANGLES e BROUILLARD, 1992).

Tabela 3.1 - Antocianinas mais frequentes em alimentos e suas fontes.

Antocianinas Fontes

. . ) Uva, vinho, cereja, jamboldo, morango,
Cianidina-3-glicosidio ’ R J.’J ] ] &
amora, maca, azeitona, jabuticaba

Cianidina-3,5-diglicosidio Uva, vinho, cereja, figo, marmelo
Peonidina-3-glicosidio Uva, vinho, cereja, jabuticaba
Malvidina-3-glicosidio Uva, vinho
Malvidina-3,5-diglicosidio Uva, vinho, feijao, inhame
Cianidina-3-galactosidio Maca, cacau
Cianidina-3p-cumarilsoforosidio-5-glicosidio Repolho roxo
Pelargonidina-3-soforosidio-5-glicosidio Rabanete
Pelargonidina-3-glicosidio Morango, tamarindo
Delfinidina-3,5-diglicosidio Berinjela, feijao, uva, roma

Delfinidina-3-cafeoilglicosidio-5glicosidio ~ Berinjela
Petunidina-3-glicosidio Uva, vinho, feijao, mirtilo, laranja

Fonte: MALACRIDA e MOTTA, 2006.

Além da sua potencial utilizacdo como corantes naturais, segundo Lee et al. (2009) as

antocianinas constituem pigmentos com uma grande gama de atividades bioldgicas as quais
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incluem: atividade antioxidante (TSUDA et al., 2003), anti-inflamatéria (WANG e MAZZA, 2002;
YOUDIM et al., 2002), anticancer (HOU, 2003), antimutagénica (PETERSON e DWYER, 1998),
quimiopreventiva (ZHAO et al., 2004) e inibi¢cdo da enzima o-glucosidase (MATSUI et al., 2001),
antivirais (KAPADIA et al., 1997), dentre outras. Além disso, podem reduzir o risco de doencgas
corondrias através da modulacdo da protecdo arterial (COLANTUONI et al., 1991), inibicdo da
agregacdo de plaquetas (MORAZZONI e MAGISTRETTI, 1990) ou protecao endotelial (YOUDIM
et al., 2002). Portanto, as antocianinas representam uma importante alternativa como corantes
(SARNI-MANCHADO et al., 1996), principalmente corantes vermelhos os quais sdo os corantes

naturais mais dificeis de encontrar na natureza em sua forma estavel (FAVARRO, 2008).

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixas concentragdes,
retarda ou previne a oxidacdo de um substrato (HALLIWELL, 1995). Quando o mecanismo de acio
do antioxidante for através de sua reacdo como radical livre, o novo radical formado deve ser
estdvel e incapaz de propagar a reacdo (SHAHIDI et al., 1992; LIMA, 2008; GIADA, 2006).

Os compostos antioxidantes podem ser classificados em sintéticos ou naturais. Os
antioxidantes sintéticos sdo comumente utilizados na inddstria de alimentos para aumentar a vida de
prateleira dos alimentos. Sao exemplos de antioxidantes sintéticos: o butilhidroxitolueno (BHT), o
butilhidroxianisol (BHA), o propilgalato (PG) e o terciobutilhidroxinona (TBHQ) (BARREIROS e
DAVID, 2006). O consumo desses compostos tem sido associados a maleficios a saide (GUNDUC
e EL, 2003; SVILAAS et al., 2004). Isso tem levado a indtstria de alimentos a reduzir seu uso,
além de buscar outras alternativas, ainda que parciais, por antioxidantes naturais. Existem férmulas,
ja comercializadas, para adi¢do em alimentos, elaboradas a partir de substratos com alto potencial
antioxidante, como os extratos de alecrim e orégano (TRINDADE, 2007). Dessa forma, pesquisas
tém enfatizado o desenvolvimento e utilizacdo de antioxidantes provenientes de fontes naturais
como o tocoferol e o acido ascorbico (VASCONCELLOS, 2007; LIMA, 2008; GIADA, 2006).

A hipétese da dieta afetar o dano oxidativo fundamenta-se em que os alimentos
proporcionam tanto substincias antioxidantes, nutrientes ou nio nutrientes, com capacidade para
combater os radicais livres, como substratos oxiddveis, como dcidos graxos poliinsaturados e tracos
de metais. Dessa forma, os alimentos podem exercer tanto efeitos positivos quanto negativos no
equilibrio entre o dano oxidativo e as defesas frente ao dano (GIADA e MANCINI-FILHO, 2006;
LIMA, 2008).

A ingestdo de diferentes compostos antioxidantes na dieta podem produzir efeitos

sinérgicos dificeis de serem avaliados. A dieta deve ser considerada de forma complexa, onde as
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interacOes entre os constituintes podem produzir efeitos que nio representam necessariamente as
propriedades dos constituintes individuais. Dessa maneira, a atividade antioxidante de qualquer
alimento fornece uma idéia da contribuic¢do relativa da soma dos seus constituintes antioxidantes,
proporcionando uma informacgdo valiosa, que vai além da sua composicdo quimica (RICE-EVANS,
1999). Dentre os antioxidantes naturais, os mais comumente utilizados sdo os carotendides, as
vitaminas E e C e os compostos fendlicos (LIMA, 2008; GIADA, 2006).

Estudos atribuem capacidade antioxidante a compostos minoritdrios presentes em
oleaginosas como o tocoferol, esqualeno, clorofila e compostos fenélicos, devido as suas atividades
contra doencas cardiovasculares e oxidacdo lipidica. A capacidade também € atribuida a presenca
de compostos fendlicos e tocoferdis na estabilidade de Gleos. Acidos graxos insaturados e os
carotendides afetam o processo autoxidativo agindo como pré ou antioxidantes (TUBEROSO et al.,
2007). Como o uso de antioxidantes sintéticos tem sido severamente restringido pela industria de
alimentos devido aos efeitos colaterais como alergias e possiveis a¢des promotoras de cancer
(LEAL, 2005), pesquisas t€ém enfatizado o desenvolvimento e utilizagdo de antioxidantes

provenientes de fontes naturais (GIADA, 2006; LIMA, 2008).

3.3 JABUTICABA (MYRCIARIA CAULIFLORA)

Frutas coloridas sdo fontes potencialmente ricas de diversos fendlicos possuindo um papel
importante na prevengdo do estresse oxidativo (ARTS e HOLLMAN, 2005). Antocianinas
freqlientemente sdo responsaveis por grande parte do conteido fendlico de frutas e vegetais
coloridos; porém, flavanols, procianidinas, acidos fendlicos e elagitaninos sdo os fendlicos mais
predominantes em geral (EINBOND et al., 2004). De acordo com dados estatisticos da FAO (2011),
a producdo mundial de frutas aumentou de cerca de 463.000.000 para 638.000.000 de toneladas
entre os anos de 1999 e 2011. Em meio a isto, paises em desenvolvimento como o Brasil
contribuem com cerca de 98% da produ¢@o mundial enquanto que paises desenvolvidos como EUA,
Japao e da Europa contribuem apenas com 2% da produ¢do mundial de frutas (FAO, 2011). Por
outro lado estes sdo responsdveis pelo consumo de cerca de 75% do total de frutas produzidas no
mundo. O Brasil é considerado o terceiro maior produtor de frutas cedendo lugar apenas para a
China e India (CLERICI ¢ CARVALHO-SILVA, 2011). Apesar da grande abundincia de frutas
tropicais e sua potencial aplicagdo na inddstria alimenticia, poucas espécies estdo disponiveis no
mercado brasileiro. Isto pode estar relacionado a falta de conhecimento sobre os sistemas de
producdo e de pés-colheita (CLERICI e CARVALHO-SILVA, 2011).

A jabuticabeira (Figura 3.3) (Myrciaria cauliflora) é uma arvore frutifera nativa do Brasil

tipica da Mata Atlantica de ocorréncia espontinea em extensa faixa do pais desde o Pard até o Rio
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Grande do Sul (PEREIRA, 2003). Seu fruto, conhecido h4 mais de cinco séculos, foi chamado pelos

2

tupis de “iapoti’kaba”, ou seja, “fruta em botdo”, em uma referéncia a sua forma arredondada
(MELETTI, 2000; GEOCZE, 2007). Suas principais caracteristicas botanicas sdo: Reino Plantae;
Divisdo: Magnoliophyta; Classe: Magnoliopsida; Subclasse: Rosidae; Ordem: Myrtales; Familia:

Myrtaceae; Género: Plinia.

Figura 3.3 - Foto de jabuticabeira centendria localizada na fazenda Santa Maria, Campinas, Sao

Paulo, Brasil.

A jabuticaba (Figura 3.4) consiste em uma baga, subglobosa, roxo-escura, quando madura,
lisa, com 1,6 a 2,2 cm de didmetro, contendo de 1 a 4 sementes. A casca é fina e muito fragil; a
polpa é doce com leve acidez, de 6timo sabor e de cor branca a translicida (WHALEN et al., 1977).
A principal espécie de jabuticaba é a Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg, conhecida como Sabard, de
ocorréncia no Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil sua ocorréncia predominante é nos estados do

Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sao Paulo. Outro tipo de jabuticaba bastante comum em todo o pais
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¢ a Paulista, Assu ou Ponhema, Myrciaria cauliflora (DC) Berg. Outras espécies de menor

ocorréncia estiio listadas na Tabela 3.2 (MATOS, 1983; GEOCZE, 2007).

Figura 3.4 - Fotos de jabuticabas maduras em arvore centendria localizada na fazenda Santa Maria,

Campinas, Sao Paulo, Brasil

Tabela 3.2 - Principais espécies de jabuticabeiras, seus nomes comuns € origens.

Espécies Nomes Ocorréncia

M. coronata Coroada de coroa Sao Paulo

M. olongata Azeda Sao Paulo

M. grandufolia Jabuticaba grauda Minas Gerais

M. peruviana Jabuticaba de cabinho Minas Gerais e Rio Grande do Sul
M. aureana Branca Sao Paulo

M. phitrantha Costada Sao Paulo

M. jaboticaba (Vell) Berg Sabard Brasil, Paraguai e Argentina

M. caullflora (DC) Berg Paulista, Assu ou Ponhema Brasil

Fonte: MATOS, 1983; GEOCZE, 2007

A jabuticaba tem sido utilizada para diversos fins tanto culindrios como medicinais como
vinho, suco, geléia, licor e vinagre podem ser feitos a partir do fruto da jabuticabeira (ANDERSEN
& ANDERSEN, 1988). Apesar de ainda escassos, na literatura hd relatos sobre a aplicacdo

farmacopéica dos frutos da Myrciaria cauliflora para o tratamento de algumas enfermidades no qual
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a utilizacdo da sua casca tem destaque no tratamento popular de hemoptise, asma, diarréia e
inflamacdes cronicas das amigdalas (SANTOS & MEIRELES, 2009).

Os também escassos estudos quanto aos constituintes quimicos, sobretudo os compostos
bioativos, principalmente em relacdo as fracdes da fruta, sdo apresentados basicamente através de
publicacdes de abrangéncia local (PEREIRA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). Contudo, tem
sido reportado que o fruto da jabuticabeira apresenta alto teor de taninos (MORTON, 1987),
vitamina C (GIACOMETTI & LLERAS, 1994) e antocianinas, principalmente em sua casca
(GIACOMETTI & LLERAS, 1994; EINBOND et al., 2004; TREVISAN et al., 1972; ZANATTA
et al., 2005) o que lhe confere potencial capacidade antioxidante na prevengdo de inimeras doengas
relacionadas ao estresse oxidativo.

A jabuticaba apresenta concentracdes relativamente altas de minerais (Tabela 3.3) quando
comparado a mac¢d e uva (SOUZA, 1992) e de antocianinas possuindo uma quantidade média de
314 mg/ g de fruta que é maior do que a da uva (227 mg/ g) e da amora (290mg/ g) (TERCI, 2004).
Porém, ha relatos de que os pigmentos encontram-se presentes apenas na casca da jabuticaba
enquanto em outras espécies os mesmos sdo encontrados também na polpa (TERCI, 2004).
Portanto, a jabuticaba possui grande potencial para a complementacdo da alimentagdo humana.
Contudo, o seu curto ciclo de desenvolvimento, torna oportuno o estudo de outras formas de
aproveitamento e processamento dos frutos e suas fracdes para té-los disponiveis durante todo o ano
(SOUZA, 1992).

No Brasil, em geral, uma parte da producdo é aproveitada pelas populacdes locais;
entretanto, a grande maioria é desperdicada na época da safra, em virtude da alta producido por
arvore (cerca de 454 kg de fruta/arvore), da curta vida 1til da fruta in natura (3 dias a temperatura
ambiente) e, principalmente, por falta de seu aproveitamento processado (LAGO et al., 2006;
ASQUIERI et al., 2004; MORTON, 1987). Na fabricacdo de geléias de jabuticaba, normalmente as
cascas e sementes sao desprezadas. Estes juntos representam aproximadamente 50% da fruta. Um
maior aproveitamento dessas fragdes agregaria mais valor a essa fruta. As cascas ricas em
pigmentos, talvez possam ser utilizadas na industria alimenticia como fonte de corantes naturais.
Escassos estudos sdo encontrados na literatura quanto aos constituintes quimicos, sobretudo os
compostos bioativos, principalmente em relac@o as fragdes da fruta, sendo estas em publicagdes de
abrangéncia local (PEREIRA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). Dessa maneira, a utilizacio de
residuos dos processos de fabricagcdo da jabuticaba possibilita um aproveitamento ecolégico e sécio-

economico mais vidvel dos seus constituintes quimicos e compostos bioativos.
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Tabela 3.3 — Teor de umidade (%) e composicdo centesimal (% em base seca (b.s.)) da jabutica

madura.

Componentes Teor
Agua 84,0 ¢g
Cinza 340 ¢
Proteina bruta 4,00 g
Extrato de éter 2,68 ¢g
Fibra bruta 452¢
Aclcares redutores 378 ¢
Actcares totais 40,4 ¢
Sacarose 252¢
Célcio 22,0 mg
Fésforo 22,0 mg
Ferro* 1,9 mg
Vitamina C 12,0 mg
Niacina 2,5 mg

Fonte: DONADIO, 2000; SOUZA, 1992

3.4 METODOS DE EXTRACAO

Os processos de extracdo consistem em operagdes unitirias que visam a separagdo de
determinados compostos a partir de uma matriz através de processos quimicos, fisicos ou
mecanicos. De acordo com o estado de agregacdo da matriz, existem trés tipos basicos de processos
extrativos: extracdo soélido-liquido, extracdo liquido-liquido e extracdo gés-liquido (TZIA e
LIADAKIS, 2003; VELASCO et al., 2007).

O processo de extracdo sélido-liquido define-se como sendo uma operacdo unitdria de
transferéncia de massa multicomponente, de vdrias fases e sob regime transiente cuja finalidade é
retirar um ou mais componentes contidos em uma fase sélida ou semi-sélida (soluto) para uma fase
liquida (solvente). De acordo com o objetivo do processo, a extracdo sélido-liquido pode ser
denominada de diversas maneiras como, por exemplo, lixiviagdo, percolacdo, etc. (IBARZ e
BARBOSA-CANOVAS, 2003; TZIA e LIADAKIS, 2003). O processo de extracdo sélido-liquido
(ou simplesmente extracdo) consiste em um importante processo de separacdo com grande utilidade
na industria de alimentos como nos processos de extracdo de: acicar da cana, 6leos e gorduras de
sementes oleaginosas, fitoquimicos de plantas, hidrocoléides funcionais de algas, etc. Além disso,
este processo extrativo pode ser utilizado também para a eliminagdo de componentes indesejdveis,
contaminantes e/ou toxinas presentes em alimentos (TZIA e LIADAKIS, 2003).

Os processos convencionais de extracdo fundamentam-se na sele¢do do solvente associado

com o uso do calor e/ou agitacdo. Esses processos incluem a hidrodestilagio (HD -
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Hydrodistillation) e os processos de extracdo a baixa pressdo (LPSE - Low Pressure Solvent
Extraction), sendo o Soxhlet a técnica padrdo utilizada como principal referéncia para avaliar o
rendimento de outros métodos de extracio sélido-liquido (LUQUE DE CASTRO e GARCIA-
AYUSO, 1998). As principais desvantagens desses processos sao seus altos tempos de residéncia,
grandes quantidades de solvente requeridas e degradacdo térmica, além dos seus possiveis residuos
muitas vezes proibidos em alimentos (SEBASTIAN et al., 1998).

De acordo com Huie (2002), védrios métodos de extracdo podem ser aplicados para a
obtencdo de compostos de interesse. Com relagdo a escolha do processo mais adequado, varios
fatores devem ser considerados (AL-JABARI, 2002), como custo, rendimento, produtividade e
seletividade. Os trés primeiros fatores possuem implicagdes econdmicas importantes e determinam
a viabilidade da aplicacdo industrial do processo. Ja a seletividade estd intimamente relacionada

com a qualidade do produto obtido (QUISPE-CONDORI, 2005).

3.4.1 Extracao com Liquido Pressurizado

A extragdo com liquido pressurizado (PLE - pressurized liquid extraction) baseia-se na
utilizacdo de solventes orgénicos os quais sdo submetidos a alta temperatura e pressdo a fim de
extrair determinados compostos de matrizes s6lidas ou semi-sélidas em um curto tempo e com a
utilizacdo de pequena quantidade de solvente. A principal vantagem deste método de extragdo
consiste na utilizacdo de temperaturas acima do ponto de ebuli¢do (80 a 200 °C) dos solventes os
quais s@o pressurizados normalmente a 10,4 MPa (1500 psi) de forma a serem mantidos no estado
liquido. Os altos valores de temperatura aumentam a solubilidade, taxa de difusdo e transferéncia de
massa enquanto os valores de viscosidade e tensdo superficial do solvente sdo menores do que
aqueles a temperatura ambiente. Além disso, a alta temperatura a energia de ativacdo de dessor¢do é
superada mais facilmente e as cinéticas de dessorc@o e solubilizacdo sdo mais favordveis (HUIE,
2002). Em adic¢@o, este método de extracdo, assim como a tecnologia supercritica, utiliza ambiente
livre de oxigénio e luz o que tem promovido sua ampla utilizacio na extracdo de compostos
nutracéuticos (STALIKAS, 2007).

Além dos solventes comumente utilizados nos processos PLE como metanol, etanol,
isopropanol, acetona, hexano, éter dietilico, a 4gua tem sido cada vez mais utilizada na extracdo de
compostos fendlicos, como 4cidos fendlicos e flavonéides, devido a sua alta polaridade, constante
dielétrica e capacidade de entumecimento (ONG et al., 2006; HERRERO et al., 2006). Extracdo
com 4gua pressurizada normalmente utiliza temperaturas acima do seu ponto de ebulicdo normal e,
por esta razdo, € mais conhecida como extracdo com dgua quente pressurizada (PHWE - pressurized

hot water extraction) ou extragdo com dgua subcritica (SWE - subcritical water extraction). A dgua
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pressurizada apresenta variacdo significativa de sua polaridade com a temperatura. Aumento da
temperatura acarreta em diminuicdo da polaridade aparente da dgua. Dessa maneira, para a extracio
de compostos relativamente polares, bons rendimentos podem ser obtidos em torno de 100 °C

enquanto que para compostos menos polares temperaturas acima de 200 °C devem ser utilizadas

(HERRERO et al., 2006).
3.4.2 Extracao com Fluido Supercritico
Um componente puro € considerado um fluido supercritico (SF — Supercritical Fluid)
quando sua temperatura e pressdo sao maiores que seus valores criticos, T, e P., respectivamente

(BRUNNER, 2005). A temperatura critica é definida como a mais alta temperatura na qual um gés

pode ser convertido em liquido, devido a um aumento de pressao. A pressao critica consiste na mais
liquido pode ser convertido em um gds, devido a um aumento de

alta pressdao na qual um
temperatura. Essas propriedades caracterizam o ponto critico (PC) (Figura 3.5). Acima desse ponto

existe a regifo supercritica na qual o composto apresenta-se como um fluido de uma udnica fase, ndo

condensavel, exibindo algumas propriedades fisico-quimicas tipicas de gases e outras tipicas de

liquidos (BRUNNER, 1994; LUQUE DE CASTRO et al., 1994; TAYLOR, 1996).
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Figura 3.5 - Diagrama de fases para o diéxido de carbono
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A Figura 3.6 mostra o diagrama de fases de uma substincia pura em funcio da pressio e
volume especifico. Na isoterma critica (T = T,), verifica-se que PC consiste no ponto de inflexdo da
curva (Equacdo 3.1), o que caracteriza uma alta taxa de variacdo da densidade com a pressio,
aumentando, assim, consideravelmente o coeficiente de compressibilidade isotérmica (xr) (Equacao
3.2).

Assim, nas proximidades do ponto critico (T, = 1,0-1,6), pequenas variacdes na pressao (P,
= (0,7-2,0) acarretam grandes varia¢des de densidade e no poder de solubilizagdo, permitindo uma
precipitacdo seletiva do soluto, deixando o solvente para ser reciclado. A temperaturas muito
superiores a temperatura critica (T, > 1,6), altas pressdes sdo requeridas para obter mudancas
significativas na densidade (BRUNNER, 1994; CLIFFORD, 1998; LUQUE DE CASTRO et al.,
1994). Em alguns casos, efeitos similares ao estado supercritico podem ser alcancados a
temperaturas proximas a temperatura critica, no estado liquido de uma substancia, para P > P.e T <

T, caracterizando o estado subcritico (BRUNNER, 2005).

172 T3
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/

Volume especifico {log)

Figura 3.6 - Diagrama de fase para um composto puro (adaptado de VASCONCELLOS, 2007).
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Da mesma maneira que a densidade, as propriedades de transporte como difusividade e

viscosidade também sdo dependentes da temperatura e pressdo, onde as variagdes sao mais
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pronunciadas em regides proximas ao ponto critico. Valores caracteristicos de densidade,
difusividade e viscosidade para os estados gasoso, liquido e supercritico estdo dispostos na Tabela
3.4.

A viscosidade de um SF diminui com a temperatura até um valor minimo, apds o qual
aumenta com a temperatura. A temperaturas acima do minimo o fluido comporta-se como gis, isto
é, a viscosidade aumenta com a temperatura. As temperaturas abaixo do minimo, comporta-se como
liquido, onde a viscosidade decresce com a temperatura. Para temperaturas reduzidas entre 0,97 e
1,09 e pressdes abaixo da critica, a difusividade é inversamente proporcional a pressido (P); e,
inversamente proporcional a P%’, para pressdes maiores que a pressdo critica (DEL VALLE e

AGUILERA, 1999).

Tabela 3.4 - Valores caracteristicos de acordo com o estado de agregagdo (BRUNNER, 1994).

Estado de Agregacao Densidade (g/cm3) Difusividade (cm?/s)  Viscosidade (g/cm.s)

Gds

latm e 15-30°C (0,6-2,0) x 107 0,1-04 (0,6-2,0)x 10
Liquido

P=latm, T=15-30°C  0,6-1,6 (0,2-2,0) x 10 (0,2-3,0) x 10
Fluido Supercritico

P, T, 0,2-0,5 0,7x 107 (1-3)x 10"
4P, T, 0,4-0,9 0,2x 107 (3-9)x 10

Os baixos valores de viscosidade e os valores intermedidrios de difusividade promovem
maior facilidade no transporte de massa, resultando em uma diminuicao nos custos. Os altos valores
de densidade, combinados com o poder de solvatacdo dependente da pressdo, conferem alta
solubilidade e seletividade ao processo. Além disso, a auséncia de tensdo superficial permite a
rdpida penetracdo do solvente na matriz da amostra, aumentando a eficiéncia da extragdo. Todos
esses fatores combinados t€m promovido o grande interesse na aplicacdo da tecnologia de fluidos

supercriticos nos processos de separagdo (ROZZI e SINGH, 2002; TAYLOR, 1996).

Em adicdo as propriedades fisico-quimicas, o solvente utilizado em processos de extracdo
na indudstria de alimentos deve ser inerte, ndo inflamavel, estavel, atoxico € nao corrosivo
(MCHUGH e KRUKONIS, 1994). Além dessas caracteristicas, o diéxido de carbono apresenta-se
disponivel em grande quantidade (devido ao fato de ser subproduto de indmeras operagdes

industriais como fermentacio, combustao e sintese de amdnia, por exemplo), a um baixo custo e
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com alto grau de pureza, possuindo ponto critico relativamente baixo, 31,1 °C e 7,38 MPa. Este
dltimo fator favorece a sua utilizacdo como solvente na extracido de produtos voléteis e termolébeis,
uma vez que os compostos de interesse ndo sdo necessariamente expostos a altas temperaturas, as
quais poderiam induzir a degradagdes térmicas dos componentes do alimento (BRUNNER, 2005;
ROZZI e SINGH, 2002). Ademais, devido a sua relativa baixa pressdo critica, as pressdes de
operacdo nio sdo necessariamente altas, reduzindo os custos de investimento e, conseqiientemente,
os de manufatura. Essas propriedades sdo especialmente atrativas na extragdo de compostos de
materiais biolgicos o que torna o didéxido de carbono a escolha padrdo nos processos de extragdo
supercritica na industria de alimentos (BRUNNER, 2005; DEL VALLE e AGUILERA, 1999;
MCHUGH e KRUKONIS, 1994; ROZZI e SINGH, 2002). Também & importante notar que fluidos
supercriticos apresentam propriedades biocidas contra a maioria dos microorganismos entre fungos,
bactérias e virus (SPILIMBERGO et al., 2002), e mesmo que ndo possam ser considerados como
agentes esterilizantes, processos com CO, supercritico sdo intrinsecamente estéreis € nunca
aumentam a carga microbiana, devido as altas pressdes empregadas e auséncia de oxigé€nio
(PERRUT e CLAVIER, 2003). O CO, supercritico a 20 MPa leva a resultados similares aos dos
tratamentos cldssicos a alta pressdo na industria de alimentos para pasteurizagdo/esterilizagdo a 400-

800 MPa (PERRUT, 2007).

A extracdo com fluido supercritico (SFE — supercritical fluid extraction) apresenta
vantagens considerdveis comparada com os métodos convencionais de extracdo. Além do solvente
poder ser facilmente removido do soluto através da reducéo da pressdo e/ou ajuste da temperatura,
apresenta menor requerimento energético quando comparado a destilacdo e possibilita uma rapida
extragdo devido a baixa viscosidade, alta difusividade e adequado poder de solvatacdo do fluido
supercritico. Incluso, tem-se que a extracdo com fluido supercritico requer o uso de pouco ou
nenhum solvente orgénico, apresentando-se, portanto, como uma tecnologia segura e
ecologicamente correta, uma vez que, industrialmente, o diéxido de carbono € recirculado no

sistema (VASCONCELLOS, 2007).

3.4.2.1 Etapas da Extracdo

A extracdo com fluido supercritico de matrizes sélidas ou semi-sélidas divide-se em duas
etapas: extracfo e separacdo. Na extracdo, o fluido supercritico escoa através de um leito fixo de
particulas sélidas dissolvendo os componentes extrafveis. O solvente é alimentado no extrator e
uniformemente distribuido no interior do leito fixo. A mistura de solvente e componentes extraidos

deixa o extrator e passa para o separador (BRUNNER, 1994). No separador, a pressdo da solucio é
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reduzida, acarretando na vaporizacdo do solvente, o qual poderd ser recirculado, e na precipitacdo

do soluto, o qual serd coletado e analisado (SOVOVA, 2005). Brunner (1994) afirma que, durante a

extracdo dos compostos soliveis de matrizes vegetais, algumas etapas paralelas e consecutivas

ocorrem (Figura 3.7):

. A matriz vegetal absorve o solvente supercritico e/ou outros fluidos deliberadamente
adicionados no processo de extragdo e a estrutura celular intumesce facilitando assim o
transporte de massa.

. Em paralelo, os compostos extraidos sido dissolvidos pelo solvente. Uma reagdo quimica
pode ocorrer antes da solvatacao;

. Os compostos dissolvidos sdo transportados até a superficie do sdlido. Nesse caso, a
difus@o € o mecanismo de transporte mais importante;

. Os compostos dissolvidos atingem a superficie externa podendo ocorrer neste instante

mudanga de fase;

. Os compostos presentes na camada da superficie sdo transportados pelo solvente
supercritico;
. Por fim, ocorre a separacdo do extrato do solvente.

poro
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o difusac interna tdifusioc

externa
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solubilizagdo \ln — e e
tlegradagio
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a—p sohuto
==F solvente

Figura 3.7 - Esquema grafico das principais etapas do processo de extracdo sdlido-liquido de

matrizes vegetais (adaptado de TZIA e LIADAKIS, 2003).
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Nos estdgios nos quais a matriz vegetal, extrato e solvente entram em contato podem ser

divididos em duas etapas: etapa de extracdo, onde o sistema é formado pelo sistema terndrio (matriz

vegetal + extrato + CO2); e etapa de remocdo do solvente, na qual considera-se a interagdo extrato

+ CO2. Na etapa de extracdo, a temperatura e a pressdo sdo selecionadas para maximizar o

rendimento dos compostos de interesse, enquanto que na etapa de separacdo o nivel de solubilidade

é reduzido com o objetivo de assegurar a precipitacio do extrato e reciclagem do CO2.

O processo SFE é muito simples e o diagrama de operagdo € apresentado na Figura 3.8. De

forma geral, segundo Quispe-Condori et al. (2005), a SFE opera da seguinte forma:

i.

i.

iii.

1v.

No extrator (E), o leito fixo € formado por particulas da matriz vegetal (sementes, folhas,
frutos, flores, etc). A matéria-prima deve ter entre 10 a 18% (b.u. — base iimida) de 4dgua
para a extracdo com CO, puro(MEIRELES, 2003);

O solvente é alimentado no extrator por meio de um compressor ou bomba (B) para
alcancar a pressdo de extragdo (BRUNNER, 1994). Logo o solvente e o extrator sdo
aquecidos até a temperatura de extracdo desejada. Um sistema para adicdo de co-solvente
pode ser incorporado;

Atingidas as condi¢des de processo, as valvulas de reducdo de pressdo sdo abertas para
permitir o escoamento do solvente ao longo do leito, com a conseqiiente extracdo do
extrato. Para evitar o congelamento das valvulas, devido ao efeito Joule-Thompson, um
sistema de aquecimento € necessario;

A separagdo da mistura Extrato + CO, acontece no separador (S). Na temperatura e pressao
reduzidas, o extrato precipita no separador, enquanto que o solvente livre ou com baixo teor
de extrato é recirculado no sistema com estigios prévios de resfriamento e compressao.
Para extracdo em pequena escala, a coleta pode ser realizada a pressdo atmosférica e o
solvente pode ser descartado ao ambiente. Em um processo de escala maior, o fluido que
deixa o dispositivo de coleta serd resfriado para recirculacio e a coleta deve ser realizada

em condicdes que diminuam os custos de recompressdo do solvente (BRUNNER, 1994).
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Figura 3.8 - Diagrama do processo de extragdo com fluido supercritico (SFE) (QUISPE-CONDORI,
2005).

3.4.2.2 Cossolventes

Mesmo a elevadas densidades, o diéxido de carbono possui limitada habilidade de dissolver
moléculas polares. Contudo, embora o didéxido de carbono seja uma molécula que ndo possui
qualquer momento dipolar, possui fortes dipolos de ligacdo, os quais podem interagir com outras
moléculas polares (MCHUGH e KRUKONIS, 1994). Dessa maneira, a polaridade do CO,
supercritico podem ser modificada pela adicio de compostos misciveis e polares denominados na
literatura como cossolventes ou modificadores. A polaridade de um solvente estd intimamente
ligada as propriedades fisicas e quimicas das moléculas, exercendo influéncia sobre o ponto de
fusdo, o ponto de ebuli¢do e a solubilidade das mesmas em determinado solvente (MORRISON e
BOYD, 1996), e inclui a soma de todas as interagdes soluto-solvente, como as pontes de hidrogénio

e forcas de van der Walls (JEON e CHESNEY, 1999).

z

A utilizagdo de cossolventes ou modificadores é uma pratica bastante comum em SFE
quando se deseja extrair compostos de alta polaridade normalmente nao soliveis em CO, devido a
sua baixa polaridade. Os cossolventes possuem propriedades fisico-quimicas distintas podendo
quebrar as interagdes entre soluto-matriz sélida através de interagdes moleculares como forgas de

Van der Waals e pontes de hidrogénio por exemplo facilitando o transporte do soluto dos poros
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intersticiais para a superficie da matriz. Uma das explicacdes para tal efeito é porque a adi¢do de
um cossolvente com polaridade maior do que a do CO, aumenta a polaridade da mistura e, portanto,
aumenta a solubilidade de um certo soluto ou classe de compostos polares no fluido supercritico

(PEREIRA, 2005; ALMEIDA, 2006).

Portanto, pequenas quantidades de substincias polares tais como etanol, acetona e dgua t€m
sido utilizadas em estudos de extragdo supercritica de compostos polares com o objetivo de
aumentar a solubilidade destes compostos no CO, supercritico aumentando o rendimento de
extracdo destes constituintes (REVERCHON e DE MARCO, 2006; PASQUEL et al., 2000;
ZANCAN et al., 2002; PEREIRA et al., 2004; SOVOVA et al., 2004; TAKEUCHI, 2009; YODA et
al., 2003; LEAL et al., 2008). Neste caso, as isotermas de rendimento global podem apresentar
comportamento muito mais complexo do que o apresentado para sistemas apenas com CO, como
solvente, com mais de uma pressdo de inversio (LEAL et al., 2008; TAKEUCHI, 2009). A
utilizacdo de d4gua como cossolvente apresenta como vantagens menor custo de processo e impacto

ambiental, além da facilidade de manuseio (MEIRELES, 2003).

Campos (2005), utilizou etanol como co-solvente a 10, 15 e 20% em massa para condicao
operacional de 150 bar e 40°C, a fim de melhorar o perfil de composicdo e valores de rendimento do
6leo de bagaco de uva Cabernet Sauvingnon extraido com CO, puro. Utilizando CO2 puro um
rendimento de 2,39% foi obtido, enquanto que ao adicionar etanol 15% (m/m) seu rendimento
passou para 9,20%. Kitzberger (2005), empregou etanol, diclorometano e acetato de etila como
cosolvente na extracio supercritica de dleo de cogumelo shiitake (Lentinula edodes) a 200 bar e
40°C, visando a extragdo de compostos antioxidantes do shiitake. Ao utilizar CO, puro um
rendimento de 0,65% foi obtido, ao adicionar etanol 15% (m/m), seu rendimento passou para
3,81%. A adicdo dos cossolventes diclorometano e acetato de etila a 15%, refletiram em

rendimentos de 0,85% e 0,91%, respectivamente, ambos superiores ao rendimento de 0,65%.

3.4.2.3 Curvas Globais de Extracdo

As curvas globais de extragdo (OEC — overall extraction curves) expressam a taxa de
extracdo (dw/dt), isto €, a massa de extrato acumulada (w(?)) em funcdo do tempo () ou massa de
solvente utilizada. A taxa de extracdo nio é uma func¢ao linear do tempo e, por esta razdo, diversos
comportamentos podem ser observados para as curvas globais de extracdo. De forma geral, dois
tipos de OEC sdo observados na literatura os quais estdo esquematizados na Figura 3.9 (QUISPE-

CONDORYI, 2005; BRUNNER, 1994).
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Figura 3.9 - Curvas globais de extragdo (OEC) tipo I e II (adaptado de QUISPE-CONDORI, 2005;
BRUNNER, 1994).

Na OEC tipo I observa-se inicialmente uma taxa de extracdo constante com o decorrer da
extragdo seguida por um decréscimo apenas no final do processo. Curvas deste tipo representam
cinéticas de extracdo a partir de matrizes vegetais com alto teor de material extraivel e/ou de facil
acesso ao solvente. Na OEC tipo II observa-se que desde o inicio da extracdo ocorre a diminui¢ao
progressiva da taxa de extracdo. Este tipo de curva representa a extragdo de substratos com baixo
teor de material extraivel e/ou de dificil acesso ao solvente (QUISPE-CONDORI, 2005).

O estudo das OEC ajuda a definir os parametros cinéticos do processo os quais fornecem
informacdes importantes relativas ao dimensionamento industrial de uma unidade de extragdo com
fluido supercritico (VASCONCELLOS, 2007; QUISPE-CONDORI et al, 2005). O graifico
esquematizado na Figura 3.10 mostra o comportamento tipico de um processo de extracdo com
fluido supercritico.

BRAGA (2005) indica que as curvas globais de extracdo podem ser divididas em trés
regides distintas:

. Na primeira etapa, denominada de periodo de taxa constante de extracdo (CER - Constant
Extraction Rate), o soluto encontra-se presente em grande quantidade na superficie das
particulas da matriz. Nesse caso, o processo de transferéncia de massa é controlado pela
convecgdo, ou seja, pelo escoamento do solvente. Em geral, esse periodo pode ser

caracterizado pelos seguintes parametros: tcgr (duragdo do periodo CER, s); Ycgr (razdo
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mdssica de soluto na fase supercritica na saida do leito); Mcgr (taxa de transferéncia de
massa, kg/s) e Rcgr (rendimento do periodo CER);

. No periodo de taxa de extracdo decrescente (FER - Falling Extraction Rate), a camada de
soluto facilmente acessivel na superficie das particulas estd se exaurindo. Uma vez que nem
todas as particulas encontram-se revestidas pelo soluto, a taxa de transferéncia de massa
decresce rapidamente devido a diminui¢cdo da drea efetiva de transferéncia de massa. Nessa
fase, a resisténcia a transferéncia de massa encontra-se em ambas as fases sélida e fluida e
tanto os processos de difusdo quanto os de convecgdo passam a ser importantes na extragao;

. No periodo de taxa de extracdo controlada pela difusdo (DC - Diffusion Controlled),
caracterizado pela auséncia de soluto facilmente acessivel na superficie das particulas, a
taxa de extragdo é determinada apenas pela difusdo do solvente para o interior das
particulas solidas, seguida da difusdo da mistura soluto/solvente para a superficie das

particulas.
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Figura 3.10 - Curva de extragdo do cravo-da-India (adaptado de RODRIGUES et al., 2002).

3.5 ANALISE ECONOMICA

O desenvolvimento de processos industriais exige tempo e investimento na defini¢cdo de

layouts, aquisicao de equipamentos, otimizacdo de processos e desenvolvimento de produtos,
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incluindo a necessidade de se estudar a fundo o novo processo a fim de chegar a sua otimizacao. No
mercado atual, é necessdrio agilidade e baixo custo no desenvolvimento de novos processos a fim
de permitir maior competitividade (PRADO, 2009). Para se transferir qualquer tipo de tecnologia da
comunidade académica para a inddstria, é imprescindivel possuir ferramentas que permitam
estimativas rdpidas e precisas quanto a sua viabilidade técnica e econdmica. Como é impossivel
generalizar o conhecimento sobre um processo para todas as matrizes bioldgicas, cada matéria-
prima deve ser estudada individualmente, e ferramentas simples que utilizem o minimo de
informacdes experimentais devem ser desenvolvidas para a otimizag¢do do processo e estudo de sua
viabilidade econdmica (ZETZL et al., 2004; PRADO, 2010). Dessa maneira, o desenvolvimento de
projetos, simulacio e otimizacdo de processos industriais assistidos por computador tem crescido
muito nos ultimos 50 anos (DIAZ e BRIGNOLE, 2009). Os simuladores de processos consistem em
importantes ferramentas no desenvolvimento, avaliagcdo e aumento de escala de bioprocessos e na
modelagem e predi¢do dos custos de producio, pois oferecem a oportunidade de desenvolvimento
de processos a um curto tempo, permitindo a comparagdo de processos alternativos em uma
consistente base de dados de forma que um grande nimero de processos podem ser sintetizados e
analisados interativamente. Além disso, a simulacdo de processos integrados também permite o
estudo das interacdes que existem entre processos upstream e downstream (KWIATKOWSKI,
2006). Diante disso, para uma anélise da viabilidade econdmica e da aplicacdo industrial de uma
tecnologia, faz-se necessario o estudo das condi¢des de otimizagcao do processo; a determinacio da
composi¢do quimica do extrato e de suas propriedades funcionais; a estimativa dos custos de
manufatura do processo; € a escolha da mais vantajosa fonte do composto de interesse
(MEIRELES, 2003; ROSA e MEIRELES, 2005).

Uma das fases do projeto de processos € a escolha da tecnologia que serd empregada para
cada operacdo unitdria. Os processos SFE e PLE trazem algumas alternativas valiosas em termos de
extracdo quando comparados aos métodos convencionais de extracdo; contudo, deve ser
considerado com cautela, pois é uma das alternativas dentre os varios processos disponiveis, nao
sendo necessariamente a mais adequada para cada matéria-prima e produto desejado, apresentando
tanto quanto os outros processos, vantagens e desvantagens (PERRUT, 2007). Portanto, a fim de
viabilizar a implantacdo de uma unidade industrial de SFE e PLE, ndo basta demonstrar a
viabilidade técnica do processo; sua viabilidade econdmica é tdo importante quanto, ainda mais
quando se considera que existem outras tecnologias concorrentes que apresentam custo de
investimento inferior (PRADO, 2010). Devido a ndo linearidade da curva de extragdo, a otimizagao
dos processos de extracdo ndo depende apenas da quantidade total de extrato recuperada, mas

também do tempo de processo, da quantidade de solvente gasto e da composi¢do quimica do
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produto, entre outros. Segundo Meireles (2003), independente da matriz avaliada, aproximadamente
70 a 90% de todo o material passivel de extracdo € recuperado durante o periodo CER. Portanto,
interromper a extragdo antes do esgotamento do leito pode ser economicamente vantajoso devido ao
menor tempo de processo e consequente maior nimero de ciclos anuais (ROSA e MEIRELES,
2005). Por outro lado, os extratos obtidos nos diferentes periodos de extracdo da OEC (etapa CER,
FER e DC) podem apresentar grandes diferencas de composicdo quimica entre si. PRADO et al.
(2010) estudaram o COM para a SFE de 6leo vegetal e carotendides de palmeiras amazodnicas. Por
serem os carotendides solubilizados prioritariamente no periodo DC da extragdo, os autores
concluiram que quando a concentracdo de carotendides no produto € o fator mais relevante, a
extracdo deve ser levada até o fim, ao invés de ser interrompida ao final do periodo CER. A anélise

econdmica permite encontrar o ponto de equilibrio entre rendimento e custo, podendo ser levada em

conta a qualidade do produto (PRADO, 2010).

3.5.1 Classes

De acordo com a Association for the Advancement of Cost Engineering International (1997),
a estimativa de custo é estabelecida em cinco classes designadas como Classes 1, 2, 3, 4 ¢ 5. Uma
estimativa de Classe 5 € baseada no mais baixo nivel de definicdo do projeto, e a estimativa de
Classe 1 é mais proxima a definicdo total do projeto, ou seja, alto grau de maturidade. Esta
classificacdo considera que a estimativa dos custos de manufatura é um processo dindmico que
ocorre por meio de sucessivas estimativas até que uma estimativa final se aproxime do valor real.
As caracteristicas que sdo utilizadas para distinguir uma classe da outra sdo: grau de definicdo do
projeto, finalidade da estimativa, metodologia da estimativa, exatiddo da estimativa e esfor¢co no
preparo da estimativa ( AACEI 1997).

Dessa maneira, as estimativas de Classe 5 sdo normalmente baseadas em informag¢des muito
limitadas e, consequentemente, t€m grande variacdo de precisdo. Desta forma, algumas companhias
e organizacdes tém optado em determinar que devido as imprecisdes inerentes, algumas estimativas
ndo podem ser classificadas de forma convencional ou sistémica. Estimativas de Classe 5 podem ser
preparadas dentro de um periodo de tempo limitado e com pouco esfor¢o dispendido. Muitas vezes,
existem poucas informag¢des no momento de realizacdo desta primeira estimativa de custo (por
exemplo, tipo de planta proposta, localizag¢do e capacidade). Para realizagao da estimativa de Classe
5 € utilizado, normalmente, método estocriatico de estimativa virtual como curva de
custo/capacidade e fatores entre eles: de escala de operacdo, de Lang, de Chilton, de Peter-

Timmerhaus, de Guthrie e outros parametros e técnicas de modelagem. O nivel de definicdo
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requerido para uma estimativa de Classe 5 varia entre 0 e 2% da definicdo completa do projeto
(AACEIL, 1997).

Por outro lado, embora as estimativas de Classe 4 sejam baseadas em informacgdes limitadas e
consequentemente com grande variacdo de precisdo diferentemente das de Classe 5, elas podem ser
usadas para rastrear projetos, para a determinagdo da viabilidade, para a avaliacdo do conceito e
para a aprovacdo preliminar do or¢amento. Para estimativas de Classe 4 utiliza-se normalmente
método estocritico de estimativa virtual baseada em fatores: de equipamentos, de Lang, de Hand, de
Chilton, de Peters-Timmerhaus, de Guthrie, método de Miller, unidades grosseiras de custo/taxas, e
outros parametros e técnicas de modelagem. O nivel requerido de definicdo do projeto varia entre 2
e 5% da defini¢do completa do mesmo (AACEI, 1997). Para Classe 3 as estimativas sdo geralmente
preparadas para formar a base para a autorizagdo orcamentdria. Deste modo, todos os custos reais e
os recursos sdo monitorados para a estimativa inicial. No projeto devera conter no minimo 0s
seguintes itens: fluxograma do processo, fluxograma das utilidades, fluxogramas preliminares das
tubulacdes e dos instrumentos, desenhos de layout, e essencialmente o processo de engenharia
completo e lista dos equipamentos. Estimativas de Classe 3 geralmente usam métodos
deterministicos e ndo métodos estocasticos. A estimativa geralmente envolve custo unitdrio dos
itens da linha, embora estes itens possam estar em uma linha de montagem com alto nivel de
detalhe. O uso de métodos estocdsticos ou outros métodos podem ser utilizados para dreas do
projeto menos significativas. O nivel de definicio do projeto varia de 10 a 40% da defini¢do
completa do projeto (AACEI 1997).

A estimativa de Classe 2 geralmente é preparada para formar uma linha base detalhada, em
termos de custo e controle do progresso. Para contratantes, esta classe de estimativa é muitas vezes
usada como uma "oferta" estimada para estabelecer valor contratual. Nesta classe a engenharia é de
30 a 60% concluida, e inclui no minimo: fluxogramas de processo, fluxograma das utilidades,
fluxogramas preliminares das tubulagdes e dos instrumentos, balancos de massa e energia, layout
final, o processo de engenharia completo, lista dos equipamentos, honordrios, cotagdes de
vendedores, planos detalhados de execucdo do projeto, recursos e planos de trabalho. Estimativas de
Classe 2 geralmente envolvem alto grau de defini¢do e usam métodos deterministicos de estimativa.
As estimativas sdo preparadas com grande detalhe (AACEIL 1997). Estimativas de Classe 1 sdo
geralmente preparadas para partes discretas ou secdes do projeto total que irdo substituir as partes
correspondentes menos detalhadas. Estimativas de Classe 1 geralmente envolvem alto grau de
defini¢do de métodos deterministicos de estimativa e requer grande esforco. A estimativa de Classe
1 é realizada com grandes detalhes, e geralmente sdo realizados apenas com as areas mais

importantes ou criticas do projeto. Todos os itens da linha sio geralmente baseados em custo
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unitario real. O nivel de defini¢do do projeto varia de 50 a 100% da definicdo completa do projeto

(AACEL 1997).

3.5.2 Grau de Definicao do Projeto

O nivel da defini¢do do projeto determina a extens@o e os tipos de informacdo de entrada
disponiveis para a estimativa do processo. Tais entradas incluem a defini¢do do escopo do projeto,
as exigéncias originais, as especificagdes, as plantas do projeto, os desenhos, os calculos e outras
informacdes que devem ser desenvolvidas para definir o projeto. Quanto mais informacdes, mais

completo serd o projeto e maior serd o nivel de defini¢do do mesmo (LEAL, 2009; AACEI, 1997).

3.5.3 Finalidade da Estimativa

As vérias classes (ou as fases) de estimativas de custo possuem diferentes finalidades.
Enquanto o nivel da defini¢do do projeto aumenta, a finalidade da estimativa progride de uma
avaliacdo estratégica e estudos de viabilidade a autoriza¢do do financiamento (LEAL, 2009;

AACE]I, 1997).

3.5.4 Metodologia da Estimativa

Os métodos de estimativa recaem sobre duas categorias: estocdstica (aleatéria ou randdmica)
e deterministica. Em métodos estocdsticos, as varidveis independentes usadas na estimatimativa do
custo ndo representam geralmente valores reais, ou seja, em métodos estocdsticos os custos sao
frequentemente sujeitos a suposicdo. Com métodos deterministicos, as varidveis independentes
representam medidas mais definitivas do que estimadas. Enquanto o nivel da definicdo do projeto
aumenta, a metodologia da estimativa de custo tende a progredir de estocdstica a deterministica.
Quando o projeto adquire maior maturidade, ou seja, o projeto tem maior quantidade de
informacdes ja definidas, parte das suposicdes deixa de ser necessdria e neste momento, passa-se a
aplicar uma estimativa de custo baseada em metodologia mais deterministica (LEAL, 2009;

AACE]I, 1997).

3.5.5 Exatidao da Estimativa

A exatidao da estimativa de custo mede a diferenca entre o custo estimado e o custo real. A
exatiddo é expressa tradicionalmente como a porcentagem em torno do ponto estimado sujeito a um

intervalo de confianga. Enquanto o nivel da defini¢do do projeto aumenta, a exatiddo prevista da
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estimativa tende a ser aprimorada indicada por um intervalo de variacio menor (LEAL, 2009;

AACEIL 1997).

3.5.6 Esforco no Preparo da Estimativa

O nivel do esforco necessario para preparar uma dada estimativa € uma indicag¢do do custo,
do tempo, e dos recursos requeridos. A medida do custo desse esforco é expressa geralmente como
uma porcentagem dos custos totais do projeto para um dado tamanho do projeto. Quando o nivel da
definicdo do projeto aumenta, o esforco para preparo da estimativa também cresce (LEAL, 2009;

AACEI, 1997).

3.5.7 Metodologia de Lang

Uma técnica simples para estimar o custo de capital total de uma planta de processo
industrial é o método de Lang (TURTON et al, 2009). Esta técnica ¢ usada muito freqiientemente
para se obter a ordem de magnitude das estimativas de custo, de modo que o custo de uma planta de
processo pode ser obtido multiplicando-se o custo do equipamento béasico por um fator, que vai
entdo fornecer o investimento necessario. Dessa maneira, o custo determinado do fator de Lang
representa o custo para construir uma expansao numa planta industrial ji estabelecida (TURTON et
al, 2009). Os fatores de Lang variam de acordo com o processo: planta de processamento de sdlido
(3,10), planta de processamento sélido-liquido (3,63) e planta de processamento de fluido (4,74).
Estes fatores devem ser multiplicados pelo custo total dos equipamentos. Custo geralmente &
baseado em cotagdes para os itens menos comuns e utilizacdo de dados estabelecidos ou publicados
para os itens mais comuns (TURTON et al, 2009). Quanto maior o fator de Lang menor é a
contribuicdo do custo de aquisi¢do com relacio ao custo da planta. O custo de capital total da planta

industrial é obtido através da Equacdo 3.3:

Co = FLang Zcp,i 3.3

Onde: Cry: custo total da planta; C,; : custo dos equipamentos; Fj,,: fator de Lang; n: nimero total

de unidades individuais.
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3.5.8 Método de Chilton ou regra dos 0,6

Esta estimativa relaciona o investimento fixo de uma nova planta ao investimento fixo de
uma planta similar, previamente construida. Para certas configuracdes de processos, o investimento
fixo de uma nova planta € igual ao investimento fixo da planta ja construida multiplicado pela
relacdo entre as capacidades, elevadas a um expoente n (Equacdo 3.4). Esse expoente € estimado
como sendo a média entre 0,6 e 0,7 para muitos processos se nenhuma outra informacido é

disponivel (TURTON et al, 2009).

c, (A 3.4
Cb Ab

Onde A = atributo do equipamento, C = custo do equipamento, n = expoente do equipamento, a

refere-se ao equipamento com o atributo requerido, b refere-se ao equipamento com o atributo
conhecido. Essa regra sé € possivel de ser utilizada se A,/A, < 10.

Além disso, A metodologia de Chilton também pode ser utilizada para a estimativa dos
custos de equipamentos quando o custo disponivel é de um equipamento com uma capacidade
diferente da capacidade do equipamento requerida (TURTON et al, 2009). E importante notar que
essa metodologia ilustra o conceito de economia de escala onde observa-se que quanto maior a

capacidade do equipamento menor € o custo do equipamento por unidade de capacidade.

3.5.9 Metodologia de Turton

O custo de manufatura (COM - cost of manufacturing) proposto por Turton et al. (1998) é
influenciado por vérios fatores que podem ser agrupados em trés categorias de custo: custos diretos,
custos fixos e despesas gerais. O custo direto leva em conta custos que dependem diretamente da
producdo. Entre os custos diretos estdo: matéria-prima, utilidades, custo operacional, entre outros. O
custo fixo ndo depende diretamente da producdo e ocorre mesmo quando a producdo é
interrompida. Compdem o custo fixo a depreciacdo, os impostos, os seguros, etc. A despesa geral é
o adicional que a planta necessita para a manutencio do negécio e consiste de custo administrativo,
despesa com venda, pesquisa e desenvolvimento.

Esta metodologia define o COM como a soma de cinco fatores: custo fixo de investimento
(FCI - fixed capital of investment), custo da mio de obra (COL - cost of operational labor), custo da

matéria-prima (CRM - cost of raw material), custo do tratamento de residuos (CWT - waste

treatment) e custo das utilidades (CUT - cost of utilities). O custo pode ser calculado usando a
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Equacdo 3.5. A estimativa de COM aqui proposta € classificada como custo de Classe 5 ou 4
segundo a AACEI (2007). Como € o menor nimero de informacdes necessdrias para a estimativa do

COM, é empregada para decisdes estratégicas como a de avangar ou recuar um dado projeto.
COM (US$/ ano) = 0,208 FCI +2,73COL +1,23(CWT + CUT + CRM ) 35

O capital fixo de investimento (FCI) representa ao montande de capital investido
relacionado a implantagdo de uma industria ou linha de produ¢@o como os gastos com aquisi¢ao de
equipamentos, construcdo, instalacdo, depreciacdo, etc. O custo de mado-de-obra (COL) é obtido
através da estimativa do saldrio base (US$/hora) do operador e do nimero de operadores
necessarios por turno. A estimativa do saldrio base depende essencialmente do tipo de trabalho
exercido e da planta industrial em que o trabalhador estd empregado. O niimero de operadores

necessarios por turno pode ser obtido através da Equacdo 3.6 proposta por Turton et al (2009):

Ny, =4/6.29+317P* + 023N, 3.6

Onde Ny, € o niimero de operadores por turno, P € o nimero total de etapas de processo que
envolvem manuseio de particulas sélidas como transporte, distribui¢cdo e remocao de paticulas, por
exemplo; N,, € o nimero total de etapas de processo que ndo emvolvem manuseio de particulas
sOlidas como compressdo, aquecimento, resfriamento, mistura e reacdo, por exemplo. Através
dessas informacdes € possivel predizer o gasto total com mao-de-obra através da multiplicacdo do
nimero de trabalhadores pelo ndmero de horas de funcionamento multiplicado pelo saldrio base.
Para uma andlise mais precisa deve-se levar em conta o tipo de funcdo exercida e os diferentes
saldrios (US$/hora) como diretor, supervisor, operador, etc. O custo de utilidades (CUT) refere-se
aos gastos com combustivel, eletricidade e agentes de transferéncia de calor (aquecimento ou
resfriamento) como vapor d’agua superaquecido, agua de resfriamento, fluidos refrigerantes, etc. O
custo de cada um desses agentes térmicos deve ser multiplicado pela quantidade de material gasto
para efetuar o processo de aquecimento ou resfriamento em questdo cuja quantidade € estimada
levando-se em conta as propriedades termodinamicas da substincia e as temperaturas de entrada e
saida do material a ser aquecido ou resfriado. O gasto com eletricidade pode ser obtido através do
conhecimento da poténcia dos equipamentos, seu tempo de funcionamento e o custo $/ kWh. O
custo de matéria-prima (CRM) ¢é obtido através do conhecimento da quantidade total de matérias-

primas utilizadas no processo como solventes, reagentes quimicos, material biol6gico, por exemplo,
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e o custo de cada uma delas. Por fim, o custo de tratamento de residuos (CWT) consitui a estimativa
do total gasto com o tratamento de cada um dos residuos sélidos, liquidos ou gasosos liberados em
efluentes e na atmosfera cujo valor é obtido através da multiplicacdo entre o total emitido e o custo
de tratamento de cada desses residuos cujo valor leva em consideracdo o grau de risco ao meio
ambiente oferecido por cada um deles.

De acordo com Turton et al (2009) existem essencialmente trés critérios para avaliar a
rentabilidade de um projeto: tempo, dinheiro e taxa de juros. Cada um desses critérios pode ser
avaliado por técnicas descontada ou nao-descontada. A técnica ndo-descontada ndo leva em
consideragdo a flutuacdo do valor do dinheiro ao longo do tempo e ndo € recomendada para
avaliag¢do de novos e grandes projetos. O critério tempo leva em consideragdo o periodo de retorno
do investimento. O fempo de retorno (PT - payback time) consiste no tempo requerido, depois da
implantacdo da planta industrial, para recuperar o custo fixo de investimento (FCI). Assim, quanto
menor o tempo de retorno mais rentdvel é o projeto (TURTON et al, 2009). O critério dinheiro
utiliza a posicdo do dinheiro acumulado o qual é simplesmente o valor do projeto ao fim de sua
vida para avaliar a rentabilidade do projeto. Contudo, esse pardmetro dificulta a comparacdo entre
projetos com custos de investimento distintos. Por esta razdo, normalmente utiliza-se a razdo do
dinheiro acumulado definida como a razdo entre o total de fluxo de dinheiro ganho e o total de
fluxo de dinheiro gasto. O critério da taxa de juros utiliza a faxa de retorno de investimento e
representa a taxa na qual obtém-se dinheiro a partir do custo fixo de investimento. A taxa de retorno
de investimento é calculada como a razio entre a média anual de rentabilidade dentro do tempo de

vida do projeto e o custo fixo de investimento do projeto (TURTON et al, 2009).

3.5.10 Simuladores de Processos

Segundo a Association for the Advancement of Cost Engineering International, a
metodologia proposta por ROSA e MEIRELES (2005) é de Classe 4 a 5, enquanto o SuperPro
Designer pode ser classificado como um simulador de custo Classe 2 a 3 (TURTON et al., 2003).
Takeushi et al. (2008) utilizaram o simulador SuperPro Design® 6.0 para estimar os custos de
manufatura (COM) do 6leo de cravo-da-india, baseado na expressdo proposta por Turton et al.
(1998), e avaliaram o impacto das condi¢des reais de separacdo no tanque flash, sob varias
condicdes de pressao e temperatura, concluindo que o simulador € uma importante ferramenta para
a comunicacdo entre a comunidade cientifica e o setor industrial. Segundo ROUF et al. (2001), o
simulador SuperPro Designer mostrou-se suficiente para avaliagdo econdmica de um processo de
producdo de biofdirmaco comparado ao Aspen BPS, sendo considerado uma ferramenta mais

simples na avaliagdo econdmica de processos. O COM ¢ influenciado por uma série de fatores que
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podem ser divididos em categorias como custos diretos, custos fixos e despesas gerais. Os custos
diretos levam em consideracdo as despesas que dependem diretamente da taxa de produgdo. Alguns
dos itens que contribuem para custos diretos sdo a matéria-prima, as utilidades e a operagdo. O
custo fixo ndo depende diretamente da taxa de producdo e deve ser considerado mesmo que a
operacdo seja interrompida; como exemplos temos 0s impostos, seguros e depreciacdo. As despesas
gerais sd0 necessdrias para manter o negdcio e consistem no custo administrativo, despesas de

vendas e na pesquisa e desenvolvimento, dentre outros (PEREIRA e MEIRELES, 2007a).

3.6 MODELAGEM MATEMATICA

A habilidade de predizer as curvas cinéticas de extracdo ¢ de fundamental importancia tanto
no projeto como na otimizacdo de uma planta industrial. Dessa maneira, modelagem matemadtica é
provalvelmente a principal ferramenta de predi¢cdo que tem por objetivo a estimativa dos parametros
envolvidos no processo (QUISPE-CONDORI, 2005). A andlise de uma curva global de extracio
(OEC — overall extraction curve) para um determinado processo pode ajudar a definir o volume do
extrator, a vazdo requerida de solvente para a taxa de extracdo desejada, o tempo de extracdo, a
razdo solvente por massa de alimentacdo, entre outros parametros de processo. Para tanto, os
modelos matematicos devem ajustar pardmetros cujo valor possa ser predito como funcio das
condi¢des operacionais, de forma que seja possivel a partir de curvas modeladas projetar um
processo de extragdo supercritica em escala industrial (BRAGA, 2005). Os modelos matematicos
permitem generalizar os resultados experimentais, descrevendo os principais fendmenos de
interesse através de uma equagdo ou um sistema de equagdes, que posteriormente poderao
ser aplicados a condicdes de trabalho, diferentes daquelas inicialmente pesquisadas,
possibilitando assim obter informacdes necessdrias para dimensionamento de uma unidade
de extracdo supercritica (MOURA, 2004). Em geral, diversos modelos matematicos t€m
sido apresentados na literatura objetivando a predicao de curvas cinéticas de extracdo. Estes
modelos matemdticos normalmente sao baseados em equagdes empiricas ou no balango

diferencial de massa aplicado na coluna de extracao (QUISPE-CONDORI, 2005).

3.6.1 Modelo Empirico

Na modelagem empirica as cinéticas de extracdo podem ser representadas por equagdes do
tipo exponencial (BARTON et al., 1992) ou isotermas de Langmuir (NAIK et al., 1989) de acordo
com as Equacdes 3.7 e 3.8, respectivamente (QUISPE-CONDORI, 2005).
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1
mlt)= X ym,, (1 - 67) 3.7

mlt) = X gy [Lj 3.8

k+t

Onde:

k é um parametro ajustavel (s);

Xy € o rendimento global de extracdo (%);
t € o tempo de extracao (s);

myp @ massa de matéria-prima (kg);

m(t) a massa de extrato em func¢do do tempo (kg).

Esquivel et al. (1999) extrairam com CO, supercritico 6leo da casca da azeitona nos
intervalos de pressdo 120 a 180 bar e temperatura de 308 a 330 K. Foi estudado o efeito da pressao,
temperatura, capacidade do extrator e da velocidade superficial na taxa de extragcdo. Para a
simulagd@o das curvas de extragdo foram utilizados trés modelos matemadticos, dois deles baseados
no balancgo diferencial de massa (modelo que considera o leito constituido por particulas esféricas e
o modelo de Lack‘s modificado por Sovova (1994) e um empirico baseado na equacgdo da cinética
de crescimento microbiano de Monod. Segundo os autores, os modelos avaliados apresentaram
resultados satisfatérios quando comparados com os dados experimentais disponiveis na literatura.

Portillo-Prieto (1999) aplicou o modelo de Esquivel et al. (1999) a dados de extracdo de 6leo
da folha de khoa (Satureja boliviana Benth Briq), obtendo bons ajustes. O modelo empirico
representa bem as curvas cinéticas de extracdo com formato hiperbdlico (tipo II). Contudo, as
relacdes de equilibrio termodindmico e de mecanismos de transferéncia de massa estido englobados
no parametro ajustdvel k. Portanto, a extens@o do modelo empirico para diferentes condi¢des de

extracdo daquelas usadas no ajuste ndo é aconselhdvel.

3.6.2 Modelo de Crank

Este modelo foi utilizado por Crank (1975) como um modelo de transferéncia de massa,
fazendo uma adaptacdo ao modelo de transferéncia de calor de uma particula esférica em um meio
uniforme. Deste modo, a particula esférica é o sélido que contém os solutos e o meio € representado
pelo solvente. Aplicando a segunda lei de Fick para difusdo e resolvendo o balanco de massa,

obtém-se a equacdo que representa a quantidade de soluto remanescente no sélido em fungao do
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tempo de extracdo. A curva de extragdo deste modelo pode ser representada pelas Equacdes 3.9 e
3.10.

X 6 &1 —n*aDt 3.9
X—=;2—zex — 2
0 n=1 rp
X
m(h:H,t):[l__]xom, 3.10
X()
Onde:

X, € o rendimento global de extracao (%);
r, € o raio da particula (m);
t € o tempo (8);

D é o coeficiente de difusdo do substrato na particula (m*/s).

3.6.3 Modelo de Tan e Liou

O modelo de Tan e Liou (1989) ¢ um modelo cinético de primeira ordem que considera a
unidade de extragdo como leito cilindrico tendo o coeficiente de dessorcdo como Unico pardmetro
ajustdvel. Os termos referentes a dispersdo axial e a difusdo sdo desprezados, pois segundo os
autores, estes fenomenos ndo influenciam significativamente no processo. O balanco de massa para
o modelo de Tan e Liou (1989) pode ser expresso pelas Equacdes 3.11 e 3.12 para a fase fluida e

para a fase sdlida, respectivamente:

8p%—f+upg—z=—(l— )psaa—f 3.1
X _ _kx 3.12
ot

Para a resolug@o dessas equagdes sdo utilizadas as seguintes condi¢des de contorno:
Y(h.t=0)=0 3.13

41



Revisdo Bibliogrdfica

Y(h=0,1)=0 3.14

X(l’l,t:()):XO 315

Dessa maneira obtém-se a Equacdo 3.16 a qual expressa a razdo madssica do soluto no

solvente em funcdo do tempo do processo na saida do extrator.
1- k,eH
Y(th’t)z_SXO ps[ Xp( d j l}exp(_kdt) 10
& P u

Sendo a massa de soluto na saida do extrator expressa pela Equacdo 3.17:

mlh=H.1)= [Y(h = H.1)Q,dr 317
0

Substituindo a Equacdo 3.16 na Equacdo 3.17 obtém-se a massa de extrato acumulado em

funcdo do tempo de extracdo (Equagdo 3.18).

(= H.0) =2 [1-exp ke, B)[exp (- k1)~ 1 318
d
Onde
a=lzex P 3.19
£ p
g 3.20
u

3.6.4 Modelo de Sovova

O modelo de Sovova (1994) compara e combina equacdes que descrevem a taxa de

extracdo em funcdo do coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (LACK, 1985; LEE et
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al., 1986 apud SOVOVA, 1994) e equacdes que descrevem a taxa de extracio em fungdo do
coeficiente de transferéncia de massa na fase s6lida (Pekhov e Goncharenko, 1968 apud SOVOVA,
1994). O modelo de Sovova (1994) descreve uma situacdo em que um solvente flui axialmente com
velocidade superficial u através de um leito fixo cilindrico composto por material vegetal triturado.

As principais consideragdes feitas pelo modelo sdo:
e O solvente ndo apresenta concentracio de soluto na entrada do extrator;
e A pressdo e temperatura sdo constantes durante todo o processo;

e O leito fixo € considerado homogéneo com relacdo ao tamanho da particula e a distribui¢do

inicial do soluto;

Segundo Sovova (1994), a moagem da matriz resulta em uma situag@o na qual parte do soluto,
que inicialmente se encontrava no interior das células apresentando dificil acessibilidade ao
solvente, passa a ser facilmente acessivel, uma vez que parte das células é quebrada durante o
processo de moagem. Dessa forma, a massa de soluto contida inicialmente na fase sélida (O) é
composta pela massa de soluto facilmente acessivel (P) e pela massa de soluto inacessivel dentro da

fase sélida das particulas (K). A concentracdo inicial de soluto na célula é dada por:
0 3.21
X(t=0)=X0=ﬁ=X + X, =—+— .

Além disso, Sovova (1994) despreza nas equacdes diferenciais de balanco de massa os
termos referentes a dispersdo axial e ao acimulo na fase fluida, e & difusdo na fase sélida, por
considerar que estes fendmenos ndo influenciam significativamente no processo quando
comparados a convec¢do na fase fluida. As equacdes a seguir apresentam o balanco de massa nas

fases fluida e s6lida segundo o modelo de Sovova (1994):

Fase fluida: u 8_Y = M 3.22
oh Ep
Fase solida: 81 = —M 3.23
ot (1 - ‘9),05
Onde:

43



Revisdo Bibliogrdfica

J(X,Y)=k,, (Y *=Y) para X > X, 3.24

- “Xa

J(X,Y)=k [1—Ljparaxsxk 3.25
Y*

Onde kya € kxa sdo os coeficientes de transferéncia de massa nas fases fluida e sodlida,
respectivamente, e Y* & a solubilidade do soluto no solvente. As condi¢des de contorno para as

equacdes de balango de massa sao:

X(ht=0) =X, 3.26

Y(h=0,)=0 3.27

Para a solug@o analitica das equacdes, Sovova (1994) propds a defini¢ao de algumas

variaveis adimensionais:

X
P 3.28
X,
Y
_1_ 1 3.29
y= Y+
= kﬁ 3.30
u
_ gkYAIOY*l’ 3.31
(l_g)pSXk
Onde:

Xy concentracdo de soluto na fase sélida a partir da qual a transferéncia de massa é retardada pela

difusdo na fase sélida.
Y*: solubilidade do soluto no solvente.
kvya: coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida.

44



Revisdo Bibliogrdfica

Introduzindo as varidveis adimensionais obtém-se:

or Oy

Rl au—— £ 10 3.32

or 0z (r y)

Onde:

J*r,y= J(X—’Y) 3.33
ky Y *

As condi¢des de contorno passam a ser:

Her=0)=r, 3.34

y(z=0,7)=1 3.35
Definindo uma funcio f (r) tal que:

75(r3)= 1) 536

Onde:

fir>)=1lefir<1)<1
Para determinar o perfil de concentracio na fase sélida, Sovovd (1994) integrou

considerando J* independente da concentra¢do de soluto na fase fluida (omissdo do termo Yy,

tornando J*(r, y) = J*(r)), obtendo:

Lo . 3.37

Com a condi¢do de contorno:

@ ——f(r) 3.38
T

No periodo da extra¢do no qual o soluto estd facilmente acessivel ao solvente (fase CER),

ou seja, X = Xi, temos que r = 1, logo:
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0
L ir=r 3.39
0z

Com a condi¢do de contorno:

or(z=0,7)
ot

=—1 3.40

Para X < X, ou seja, r < 1, pode-se definir uma constante & tal que:
f(rSl):kr 3.41

A funcao da constante k € introduzir no modelo o coeficiente de transferéncia de massa na

fase solida:

k = kXApSXk 3.42
kyspY *

Sovové (1994) obtém, assim, o perfil de concentracio de soluto na fase sdlida:

r=r, —rexp(— z) para 7 < 7, 343

r:ro—rmexp[—(z—zw)] para 7, < 7< 1, 7> 2, 3.44
o

r= parraz, <7< ,z<z,eparat= 71, 345

1+ {r, explk(z — 7, )] - 1}exp(- r,kz)

B

Onde:

S 3.46

m

S— +l]n I+7, exp(rOkZ) 3.47
k I+7,
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7 = knh 3.48

. = 1 ln{roexp[k(r—rm)]—l} 3.49

=
kr, r—1

Integrando-se em relacdo a y, obtém-se o perfil de concentragdo de soluto na fase solvente:

y=exp(~z) paraz< g, 3.50

z-m eXp(Zw — Z)
= m — ns w 3.51
" —eplklr, )] PR

_ ryexplk(z -7, )] para 7, < < 5, z<z,€para r> g, 3.52

y= exp (rokz)+ ¥y €Xp [k(r -7, )]—1

Para a andlise de dados experimentais, as equagdes do modelo devem ser funcdes de
grandezas facilmente mensurdveis, como tempo ou massa de extrato. As equacdes que definem a

curva de extracio pelo modelo de Sovova (1994) sdo as que se seguem:

m(hzH,t)=QCO2Y*[1—eXp(—Z)]t para t < fcgr 3.53

m(h = H,t): QCOZY*[t _tCER'eXp(Zw —Z)] para fCER <t< TFER 3.54

Y * WO WQCOz _ &
m(h = H,t)— N{X0 —Wh{lJrexp( . ]—l}exp{—]v (tcER t)}( X, ]} 355

parat > IrER

Onde:
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__ Nkup 3.56
Qco2 (1 —& )ps
W = L 3.57
Qco2 (1 _‘9)
co,
7y # X, exp N (t_tCER) X,
Z =2 "n 3.58
WX, (Xo Xk)
NXp 3.59
CER = 0w :
Y *ZQCO2
X, +X, exp[ 0 )
*
N 3.60

3.6.5 Modelo de Martinez

Todos os modelos de curvas de extragdo descritos nas paginas anteriores tratam o soluto
como um unico pseudocomposto, de forma que o sistema de extracdo estrutura celulésica + soluto +
solvente pode ser considerado um sistema pseudoterndrio. Porém, os extratos obtidos com
tecnologia supercritica sdo misturas de varios compostos, tais como terpenos, flavondides, fendis,
entre outros. H4 situagdes em que o processo de extragdo tem como o objetivo a obtencdo de um
composto, ou de um grupo especifico de compostos presentes na planta, e ndo de todos os soldveis,
como por exemplo na descafeinizacio de café e chd. A modelagem de processos de extragcdo, neste
caso, deve levar em conta a variacdo da composi¢ao do extrato ao longo da extracdo, de forma que
se possa otimizar o processo para a obtengcao dos compostos de interesse. Franca e Meireles (2000)

propuseram um modelo no qual o fluxo de transferéncia de massa interfacial é funcio da quantidade
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de alguns grupos de compostos do extrato no solvente, como mostra a Equacdo 3.61, para um

extrato com n cornponentes:
J(X,¥)=5=>5, 3.61

Onde:
J(X,Y) é o fluxo de transferéncia de massa na interface sélido-fluido;
S; € a funcdo relativa a solubilidade do componente i.

Os autores dividiram o processo em duas etapas, sendo uma de taxa constante seguida de
outra com taxa decrescente de extragdo. Para a primeira etapa, Franca e Meireles (2000)
consideraram os valores de S; constantes. Para a etapa de taxa decrescente, Franca e Meireles (2000)
basearam a variacdo de S; na cinética de reacdes quimicas de ordem a definir para cada componente,
e obtiveram resultados razodveis na modelagem de extrag¢do de 6leos, dcidos graxos e carotendides
da fibra residual da prensagem da améndoa de dendé. Martinez et al (2003) basearam-se no modelo
proposto por Franca e Meireles (2000) para implantar uma nova func¢io para substituir o termo S; na
Equacdo 3.61. A equacdo logistica de Verhulst (1838), originalmente usada para descrever o
crescimento de populagdes, foi usada para modelar a extracdo de cada grupo de compostos do

extrato, conforme mostra a Equacdo 3.62:

s (1) = Ab, exp[bi(tmi _Z) 3.62
{1+ cXp [bi (tmi _l‘)]}2

Onde:
t é o tempo de extracao;
A;, b, t,; s30 08 pardmetros ajustaveis do modelo;
O balango de massa para a fase fluida pode ser expresso pela Equagdo 3.63, onde o termo

J(X,Y) é dado pela Equagdo 3.61.

oY _ J(x,Y) 3.63
Oh £

Utilizando a condig¢ao inicial Y (h = 0) = 0, e integrando, obtém-se na saida do extrator:
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Y(h:H):%iSi 3.64

Sabendo-se que S; é dado pela Equacdo 3.62 e integrando a Equagdo 3.64 com a condi¢do

de contorno inicial:
m(h=H,,t=0)=0 3.65

Entdo tem-se a equacdo da curva de extragdo para cada grupo de compostos:

X,,m 1+exp(byt,,) 3.66
I’l — H , — 0i"""t i"mi _1
= 1)< e

i mi
Onde:
b; e t,,; sdo parametros ajustaveis;
A; pode ser calculado em fun¢do do valor de Xj;

Xy € a fracdo de soluto total disponivel (dado experimental)

Utilizando dados de composicdo do 6leo de pimenta-do-reino, Martinez et al (2001)
modelaram o processo considerando o 6leo como uma mistura de quatro grupos de compostos
(monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados), e
obtiveram bons ajustes para as curvas de extracdo. O modelo logistico também foi aplicado com
sucesso por Martinez et al (2003) a dados de extracdo de oleoresina de gengibre, tratando

novamente o extrato como uma mistura de quatro grupos de compostos.
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4 MATERIALE METODOS

O estudo da obtengdo de antocianinas via extracdo com fluido supercritico e extragdo com
liquido pressurizado a partir do residuo de geléia de jabuticaba foi realizado conforme diagrama de

fluxo de atividades realizadas descrito na Figura 4.1.

Matéria-Prima

[ Preparo da matéria-prima

Umidade, composic&o
centesimal, densidade
aparente, densidade real,
porosidade e didmetro da
J/ particula.

[ Metodologias de Extracéo ]

I
v \’

Extracéo com fluido Extracé@o com liquido
supercritico (SFE) pressurizado (PLE)

| |
v

Caracterizac&o quimica
dos extratos e avaliacdo
econdmica

|

Caracterizacédo da matéria-
prima e leito de extrac&o

[Modelagem matematica]

j

Selecdo das
condicdes
otimizadas

[ Avaliacdo econdémica ]

i

Cinéticas de
Extracdo

4

Figura 4.1 - Diagrama de fluxo das atividades realizadas no presente trabalho.

4.1 MATERIA-PRIMA

A matéria-prima estudada neste trabalho consiste no residuo do processo produtivo de
geléia de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) provido pela Fazenda Santa Maria (Campinas, Sao
Paulo, Brasil). A selecio da matéria-prima levou em consideracdo sua importincia social,
disponibilidade, demanda atual, viabilidade econdmica, ecoldgica e potencial rendimento dos

compostos de interesse, objetivando uma matriz vegetal rica em antocianinas e em propriedades
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funcionais de forma a proporcionar alto valor agregado ao sub-produto obtido. As amostras, ao
serem recebidas no LASEFI, foram acondicionadas em sacos plésticos de polietileno e armazenadas

em freezer doméstico (Metalfrio, DA420, Sdo Paulo, Sdo Paulo) a -18°C.

4.2 PREPARO E CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

4.2.1 Moagem

A matéria-prima uUmida congelada foi moida em moinho de hastes (Tecnal, TE631,
Piracicaba, Brasil). A moagem foi realizada em bateladas de 0,05 kg com um tempo médio de 60

segundos cada.

4.2.2 Determinacao do Diametro Médio da Particula

A distribui¢do do tamanho das particulas foi determinada em um aparelho com difracdo a
laser (Laser Scattering Spectrometer Mastersizer S, modelo MAM 5005, Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, Reino Unido), utilizando dgua destilada como liquido dispersor. Um ultrassom acoplado
ao equipamento foi utilizado para aumentar a dispersibilidade da amostra. O didmetro médio das
particulas foi expresso como dy; (didmetro médio de De Brouckere), que indica o ponto central em
torno do qual gira a frequéncia de volume da distribuicdo calculado de acordo com Equagéo 4.1.

Onde d € o didmetro das particulas e n € o niimero de particulas.

n

Znidi4

d43 == 4.1

n

Z:nidi3

i=1

4.2.3 Densidade Aparente do Leito, Densidade Real da Particula e Porosidade do
Leito

A densidade aparente do leito (p,) foi calculada dividindo-se a massa de matéria-prima

utilizada para empacotar o leito pelo volume do leito no extrator conforme Equacgao 4.2:

_F 42
pa_V
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Onde p, é a densidade aparente do leito (kg/m’), F é a massa de matéria-prima alimentada
na célula de extracad (kg), e V é o volume interno do extrator ocupado pela matéria-prima (m*). A

determinacdo da densidade aparente foi obtida através da média de 10 replicatas.

A densidade real das particulas (p,) foi determinada por picnometria com gas hélio na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp utilizando densimetro (Micrometrics, modelo
Multivolume Pycnometer 1305, Norcross, EUA), uma balanca analitica (QUIMIS, modelo AS 210
com precisdo de +/- 0,0001g) e um pesa filtro. Todos os ensaios foram realizados em 10 replicatas.
A porosidade do leito com as particulas (&) foi determinada através da densidade aparente e da

densidade real das particulas segundo Equagdo 4.3.

1_Pa
Pr

E =

4.3

4.2.4 Umidade

Pesaram-se 5 g de amostra em um cadinho previamente tarado. Posteriormente, o cadinho
juntamente com a amostra foi colocado em estufa (estufa de secagem, modelo TE 395-1, Tecnal,
Sao Paulo, Sao Paulo) a 105 °C e teve sua massa mensurada até valor constante (AOAC, 1997,

método 931.04).

4.2.5 Analise da composicao centesimal

A determinacdo do residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pela incineragdo em mufla
(tipo Microprocessado, modelo F1-DM, Sao Paulo, Sdo Paulo) a 550 °C (AOAC, 1997; método
972.15). As proteinas foram determinadas pelo método de micro-Kjeldahl, utilizando fator de 6,25
para conversio do nitrogénio em proteina (AOAC, 1997; método 970.22). Os lipidios totais foram
determinados com extracdo da fracdo etérea por fluxo intermitente, utilizando éter de petréleo como
solvente sob refluxo em aparelho de Soxhlet (AOAC, 1997; método 963.15). O teor de fibras totais
foi realizado através do método AOAC (1997). Os carboidratos foram determinados por diferenga.
O valor energético total (VET) foi calculado considerando-se os fatores de converséo de 4 kcal/g de
proteina, 4 kcal/g de carboidrato e 9 kcal/g de lipidio, conforme Kalil (1975) e Passmore et al.
(1975).
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4.3 EXTRACAO COM LiQUIDO PRESSURIZADO

Os experimentos de extragdo com liquido pressurizado (PLE) foram realizados na unidade
de extracio ARADIME (veja Item 4.3.1); foi utilizada uma célula de 6,57 cm’ segundo metodologia
apresentada por Santos (2011) utilizando etanol, isopropanol e d4gua como solventes. Os ensaios de
extracdo foram realizados a pressdo constante de 10,34 MPa e seis diferentes temperaturas (40, 60,
80, 100, 120 e 140 °C). Os tempos de extragdo estdtica (¢g) e dindmica (fp), a vazio do solvente
(Qsolvente)> € a razdo (S/F) entre a massa de CO, (S) e a massa de matéria-prima (F) alimentada na
célula foram mantidos constantes. as quais foram fixadas de acordo com condi¢es operacionais
previamente estudadas e reportadas na literatura (SANTOS, VEGGI e MEIRELES, 2012). Todos os
ensaios foram realizados em duplicata. Os parametros utilizados nas extracdes estdo apresentados

na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Parametros operacionais adotados para os ensaios de extracdo com liquido pressurizado

utilizando etanol, isopropanol e 4gua como solventes.

Parametros

S/F (kg solvente/kg) 5

Qsotvente (kg/s) 1,25x 107

F(g) 4.5

Temperatura (°C) 40 60 80 100 120 140
Pressdo (MPa): 10,34

g (min) 15

tp (min) 30

4.3.1 Unidade de extracio ARADIME®

A Figura 4.2 apresenta o diagrama do equipamento de extracdo com liquido pressurizado
ARADIME®. O equipamento consiste de um banho termostitico (Marconi, MA-184, Piracicaba,
Brasil), bomba de diéxido de carbono (Maximator Gmbh, PP 111, Zorge, Alemanha), bomba de
alta pressdo para solvente tipo HPLC (Thermoseparation Products, Model ConstaMetric 3200 P/F,
Fremoni, EUA) e célula de extracdo de aco inoxidavel (6,57 cm3, Thar Designs, Pittsburg, EUA)

contendo filtro metalico na entrada e saida da célula.
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. V-1 (
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Figura 4.2 - Diagrama esquemaético do processo de extracdo com liquido pressurizado na unidade de
extracdo ARADIME. CO; - cilindro de COy; F - filtro de CO,; M-1, 2, 3 - Mandmetros; V-1. 2, 3, 4,
5, 7 - Vélvulas; BT - Banho termostdtico; B-1 - Bomba de CO2; V-6 - Regulador de pressao (back

pressure); B-2 - Bomba tipo HPLC; RS - Reservatério do solvente; CE - Célula de extracdo; VM -

Vilvula micrométrica; CT - Controlador de temperatura; FC - Frasco coletor em banho de gelo

(SANTOS, 2011).

4.3.2 Procedimento operacional

O procedimento operacional de extracdo com liquido pressurizado foi padrio para todas as

condi¢des utilizadas:

a)

b)

c)

d)
e)

Inserir a célula de extracdo (CE) contendo a matéria-prima no sistema de aquecimento
desligado (CT);

Conectar a tubulagio de saida a um frasco de vidro coletor de 50 cm’ imerso em banho de gelo
(FC);

Verificar se as valvulas (V-1, 2, 3,4, 5, e 7) e micrométrica (VM) estdo fechadas;

Ligar a bomba tipo HPLC (B-2) e programéa-la para operar a pressao requerida do processo;
Quando a pressdo do liquido for atingida (controle por M-3), abrir as valvulas (V-3 e V-4) para

pressurizar a célula extratora (CE);
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f) Ligar o controlador do sistema de aquecimento (CT) da célula de extragdo e programd-lo para
operar a temperatura requerida do processo;

g) Quando a pressdo e temperatura do sistema estiverem estabilizadas, cronometrar o tempo
estipulado para o periodo estético;

h) Apés o tempo do periodo estitico, abrir cuidadosamente a valvula de saida (V-5) e
micrométrica (VM) até que a vazdo desejada seja alcancada;

i)  Ap6s o tempo pré-estabelecido de extracdo, desligar a bomba tipo HPLC (B-2) e o controlador
de aquecimento (CT) e fechar a valvula V-4;

j)  Para eliminar o extrato residual-solvente que ficou na célula extratora, purgar CO, através da

abertura das valvulas: do cilindro (V-1 e V-2) durante 2 min.

4.3.3 Preparo do leito de extracao

O preparo do leito seguiu um procedimento padrdo para todas as extracdes com liquido
pressurizado. Com uma das extremidades da célula de extracdo fechada, depositou-se uma camada
de 13 de vidro em sua base cilindrica (Figura 4.3). A matéria-prima foi empacotada em camisa de
nylon de mesmo volume interno da célula com o auxilio de um bastdo de aco inoxiddvel.
Posteriormente, a camisa de nylon foi fechada com barbante e depositada dentro da célula de
extragdo sendo adicionada mais uma camada de 13 de vidro em sua outra base cilindrica, fechando-
se a célula em seguida. Cerca de 4,5 g de matéria-prima foram utilizadas para o estudo de extracao
com liquido pressurizado. A célula de extracdo foi entdo conectada a tubulagdo da unidade de

extracao.

Entrada

— L4 devidro

% Camisa de

mylon

—>  Matriz vegetal

Celula de Ago

Inoxidavel
> Li devidro
R

\—r Saida

Figura 4.3 - Empacotamento do leito da célula de 6,57 cm’.
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A densidade aparente do leito foi mantida constante. A célula de extragdo de 6,57 cm® foi
totalmente preenchida com matéria-prima totalizando cerca de 4,5 g de residuo de geléia de
jabuticaba. A 14 de vidro e a camisa de nylon serviram como filtros para evitar a passagem de

particulas que pudessem causar obstrucdo na tubulagao.

4.4 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

Os experimentos de extragdo supercritica foram realizados em unidade SFE-I utilizando
célula de extracdo de 415 cm’ (dimensodes: 3,4 cm de didmetro interno e 37,5 cm de altura interna).
Os ensaios SFE foram realizados em duas temperaturas distintas (50 e 60 °C), cinco pressoes (10,
15, 20, 25 e 30 MPa) utilizando CO, adicionado de etanol, isopropanol ou dgua como co-solvente
(80:20, m/m). O tempo de extracdo estdtica (fg) e dindmica (p), a vazdo de CO, (Qcoz) € de co-
solvente (Qeosovente) € @ razdo (S/F) entre a massa de CO, (S) e a massa de matéria-prima (F)
alimentada na célula foram mantidos constantes. As condi¢des operacionais fixadas foram
selecionadas de acordo com estudos prévios de extracdo supercritica de compostos fendlicos ja
publicados na literatura (PEREIRA, 2005; ADIL et al., 2007; GHAFOORA, PARKA e CHOI,

20010). Os parametros utilizados nas extragdes estdo apresentados na Tabela 4.2:

Tabela 4.2 - Parametros operacionais adotados para os ensaios de extragdo com fluido supercritico

utilizando etanol, isopropanol e 4gua como co-solventes.

Parametros

S/F (kg /kg) 40

Qco2 (kg/s) 2,53 x 10"

Qeossolvente (Kg/5) 6,32 x 107

myp (g) 28

T (°C) 50 60

P (MPa): 10 15 20 25 30
fg (min) 15

fp (min) 60

4.4.1 Unidade de extracao supercritica

A unidade de extragdo SFE - I (Figura 4.4) consiste em duas bombas de alta pressdo para

solvente (Thermo Separation Products, modelo 2000, Flérida, EUA), dois banhos termostaticos
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programdveis (PolyScience, modelo 9510, Niles, EUA e Marconi, modelo MA-184, Piracicaba, SP)
responsaveis pela manutencdo da temperatura do extrator de aco inox e dos cabegotes da bomba de
CO,, respectivamente, um totalizador de vazdo (LAO, modelo G0,6, + 0,001 m’, Sdo Paulo, SP),
termopares e trés mandmetros (Record, 50 MPa + 0,5, Sao Paulo, SP). Esta unidade pode ser

operada com ou sem o uso de co-solvente.

B wie
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Figura 4.4 - SFE - I: (B1) bomba de CO,; (B2) bomba de cossolvente; (CA) coluna de adsorgdo;
(FC) frasco de coleta; (FI) filtro; (LE) leito de extragdo; (M) mandmetros; (MI) misturador; (R1)

reservatério de CO,; (R2) reservatério de cossolvente; (BT-1) Banho termostatico de resfriamento;
(BT-2) Banho termostdtico de aquecimento; (T) termopares; (TV) totalizador de vazdo; (V1)
valvula de bloqueio; (V2) vélvula de retencdo; (V3) valvula micrométrica (adaptado de PRADO,
2010).

4.4.2 Procedimento operacional

a) Antes da extracdo verificou-se que todas as valvulas estivessem fechadas e ligou-se o banho
termostatico (BT1) a -10 °C;

b) A amostra previamente empacotada em célula de nylon foi inserida no leito de extracdo (LE);
no caso de ser necessario o uso da coluna de teflon e/ou esferas de vidro para completar o

volume do leito, estes foram inseridos na extremidade inferior do leito, na entrada de CO,;
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c) Abriram-se as védlvulas Vla e V2 do cilindro R1 e leu-se a pressdo no manémetro M1;

d) Abriu-se a vdlvula V1d, Vlc e Vle para a pressurizacdo do sistema com CO, e co-solvente;

e) Atingida a pressdo de trabalho a mesma foi monitorada através do mandémetro M2;

f) O leito de extracdo (LE) encamisado foi aquecido através de banho termostdtico (BT2) até a
temperatura de trabalho a qual foi monitorada pelos termopares T1 e T2;

g) Ap6s periodo pré-estabelecido de modo estatico, abriram-se as valvulas de saida V1f e V3 para
que tivesse inicio o modo dindmico de extracio;

h) O extrato foi recolhido em frasco de vidro de 50 cm’ (FC) imerso em banho de gelo conectado
a coluna de adsorciao (CA) (opcional) e totalizador de vazao (TV) no qual foi monitorada a
vazdo de CO,;

i) Apds o fim da extracdo, fecharam-se as valvulas V1b, Vlc e Vle e desligaram-se as bombas;

j) Fecharam-se as valvulas Vla e V2 do cilindro;

k) Aguardou-se a despressurizagdo do sistema;

1) Desligaram-se os banhos termostaticos;

m) Abriu-se o extrator LE retirando a célula;

A vazio de CO, foi monitorada com o auxilio do totalimetro que mede o volume de CO,
(m’) nas condicdes ambientes de temperatura e pressio. Estas condi¢des foram registradas com
termdmetro de mercurio (PolyScience, EUA) e mandmetro (modelo 104, Veb Feingeratebau 9362
Drebach/ERZC GDR, Alemanha), e serviram como dados de entrada no programa de dados de
referéncia padrao do NIST - National Institute of Standards and Technology (2005), base de dados
n°® 69 publicada em junho de 2005 (http://webbook.nist.gov/chemistry/fluid), que disponibiliza as
propriedades termofisicas de sistemas fluidos, onde se obteve a densidade do CO, nas condic¢des
ambientes. Com a densidade, a vazao volumétrica foi convertida em vazdo massica de CO, (kg/s),

sendo possivel determinar a massa de CO, utilizada em cada experimento de extracao.

4.4.3 Preparo do leito de extracao

O preparo do leito seguiu um procedimento padrao para todas as extragdes supercriticas.
Uma coluna de teflon perfurada equivalente a aproximadamente 70 % do volume da célula de
extragio (415 cm’) foi inserida na base do mesmo a fim de diminuir o seu volume util para 124,5
cm’, diminuindo o tempo de pressurizacio e a perda de carga do sistema. Cerca de 28 g de matéria-
prima foi empacotada com o auxilio de um bastao de ago inoxidavel em camisa de nylon de mesmas

dimensdes do leito de extracdo disponivel ocupando um volume de leito de 41,5 cm® e o espaco
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livre restante (cerca de 2/3 do volume da camisa de nylon) foi preenchido com esferas de vidro.
Posteriormente, a camisa de nylon foi fechada e inserida dentro da célula de extragdo fechando-se a

célula em seguida (Figura 4.5).

I—b Saida

% Matriz vegetal
—> Camisa de

rylan

= Esferas de vidro

% Célula de Ago

Inoxidavel

> Teflon

Entrada

Figura 4.5 - Empacotamento do leito na célula de extracio de 415 cm’ de volume.

4.5 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE EXTRACAO
O percentual do rendimento de extracdo obtido a uma determinada razao S/F (Xysr) foi
calculado relacionando a massa total de extrato (M,,4.) € @ massa de alimentacdo de matéria-prima

(F) em base seca, de acordo com a Equacdo 4.4:

M extrato
Xosir =(%JXIOO 4.4

O rendimento global foi dado como a soma entre o rendimento obtido no frasco de coleta,
na coluna de adsor¢do e no frasco de limpeza com etanol apds evaporagdo do solvente. Os
resultados sdo apresentados como médias aritméticas de experimentos realizados em duplicata.
Segundo Pereira (2005), se a razdo S/F = 19 for mantida constante para cada experimento de

rendimento de extracdo, o Xy € suficiente para determinar a extensao da influéncia de temperatura e
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pressdo sobre o rendimento. Mesmo que a extracdo com S/F = 19 ndo possa ser considerada
exaustiva, ela € um pardmetro de comparacdo para diferentes temperaturas e pressdes, sem a
necessidade de se realizar curvas completas de extracdo para cada condi¢do. Portanto, no presente
trabalho, as metodologias de extracdo tanto com liquido pressurizado como com fluido supercritico
tiveram seus valores de tempo de extracdo e razdo S/F fixados, uma vez que o objetivo aqui é
avaliar a influéncia da temperatura e da press@o no rendimento de extracdo e composi¢do quimica
do extrato. Na etapa de determinagdo das curvas globais de extracdo serd possivel avaliar e otimizar
os pardmetros tempo de extragdo e a razdo S/F para que se atinja o melhor rendimento e menor
custo de manufatura.

Apé6s os procedimentos de extragdo com liquido pressurizado e extragdo supercritica os
respectivos solventes e co-solventes utilizados foram removidos pelos seguintes procedimentos: (i)
os alcodis etilico e isopropilico foram removidos dos frascos de coleta de extrato utilizando rota
evaporador (Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi, Flawil, Sui¢a) acoplado a bomba de
vacuo (Rotavac Control, Heidolph, Instruments, GMBH, Viertrieb, Alemanha) a temperatura de 40
°C e a pressdo de 11 kPa; (ii) a remogdo de 4dgua dos extratos aquosos foi realizada utilizando
liofilizador (Liotop L101, Liobras, Sdo Carlos, SP). As massas de extratos contidas nos frascos
foram medidas utilizando balanca analitica (Sartorius analytic A200S, £+ 0,0001, Sartorius GMBH
Gottingen, Alemanha). Apds pesagem os extratos secos foram armazenados em frascos de vidro em
freezer (Metalfrio, DA420, Sao Paulo, Sdo Paulo) a -18 °C. Para os experimentos com extracao
supercritica utilizou-se colunas de vidro (8 x 10° m de didmetro e 0,1 m de comprimento)
empacotadas com adsorvente Porapak-Q de mesh 80 a 100 (Supelco, drea superficial de 0,5-0,6
m’/kg, densidade 340 kg/m’, suportando temperaturas de até 250 °C, Milford, EUA) com a

finalidade de capturar os compostos volateis que poderiam ser arrastados na corrente de CO,.

4.6 DETERMINACAO DAS CURVAS GLOBAIS DE EXTRACAO

Para os experimentos cinéticos foram adotados os procedimentos operacionais das unidades
de extragdo com liquido pressurizado e com fluido supercritico. Contudo, utilizou-se a unidade SFE
— I para ambas as metodologias de extracdo com fluido supercritico (SFE) e com liquido
pressurizado (PLE). Durante os experimentos cinéticos em periodos predeterminados de extracao,
os frascos de coleta de extratos foram substituidos por frascos limpos e previamente tarados para a
determinacdo da massa de extrato coletada por tempo até o fim da extracdo. Por fim, as curvas
globais de extragdo (OEC — overall extraction curves) foram apresentadas graficamente
relacionando o rendimento global de extracdo em fung@o do tempo e da razdo S/F a fim de se

determinar os parimetros cinéticos, fcgr (duracio do periodo de taxa constante de extragdo, (min.);
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Mcgr (taxa de transferéncia de massa do periodo CER, (kg/s); Ycgr (razdo mdssica de extrato na
saida do leito, (g de extrato/100g de solvente); e Rcgr (rendimento do periodo da taxa constante de

extracdo, (%).

4.6.1 Calculo dos parametros cinéticos

Os procedimentos PROC REG e PROC NLIN do software SAS® for Windows versio 9.2
foram utilizados para ajustar os dados experimentais da cinética adotando metodologia de
Rodrigues et al. (2002). Inicialmente, foi utilizado o procedimento PROC REG para estimar os
valores dos coeficientes lineares, que no programa sdo nomeados como Intercept (b0), tmin (b1),
AL1 (b2), e AL2 (b3). Posteriormente, utilizou-se estes dados como valores de entrada para o
procedimento PROC NLIN. Os valores iniciais dos parametros C1 e C2, que no programa sio
designados knotl e knot2, respectivamente, foram estimados visualmente do primeiro ajuste da
cinética de extragdo feito pelo procedimento PROC REG. Finalmente, foram obtidos os valores do
modelo ajustado, onde C1 (knotl) e C2 (knot2) sd@o os pardmetros tcgr € tggr, respectivamente. Os
dados ajustados fornecidos pelo aplicativo foram plotados em termos da razdo entre a massa de

extrato e a massa inicial de alimentagdo versus a razdo S/F. O procedimento pode ser visualizado na

Figura 4.6.

Dados de entrada:
tmin, mext,

-l

Yy
Estimativa inicial do ponto
de intersecgdo das retas
(Enotl, Knot2)

Caleula: by, by.babs
PROCNLIN

Dados de entrada: tmin, mext
bg, bi.ba. by, Knotl, Knot2

v

Caleula: By, By, By, Bs,
KNOT1, ENOT2

¥
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Figura 4.6 - Procedimento para a determinacio dos pardmetros cinéticos
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4.6.2 Calculo da Densidade do Solvente

Os dados da densidade do CO,, etanol, isopropanol e dgua foram obtidos através da
literatura (Angus et al, 1976; NIST, 2012). Os dados de densidade de mistura foram determinados
através do programa VLMU (Sandler, 1989), utilizando a equag@o de estado cubica de Peng-
Robinson, considerando uma mistura pseudo-bindria para o caso do sistema SFE formada pelo CO,

e cossolvente com os pardmetros de intera¢do bindria nulos.

4.6.3 Calculo da Vazao do Solvente

A vazio do diéxido de carbono na saida do extrator foi monitorada com o auxilio de um totalizador
de escoamento (£ 0,02 L, LAO, modelo G-1, SP) que mede o volume de CO, que passa pelo
sistema nas condi¢cdes ambientes de temperatura e pressdo. A vazdo volumétrica de CO, foi medida
periodicamente em intervalos de tempo suficientes para passar no interior do leito de extragdo um
litro de CO,. Com o valor da densidade do gds, a vazdo volumétrica foi convertida em vazio
massica. A vazdo volumétrica de etanol, isopropanol e dgua foi monitorada pela bomba de HPLC
(Thermoseparation Products, Model ConstaMetric 3200 P/F, Fremoni, EUA) e sua vazdo
volumétrica foi convertida em vazdo madssica através do valor de densidade dos liquidos nas

condi¢des de temperatura e pressdo cujos ensaios foram realizados.

4.7 CoMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

4.7.1 Determinacio dos Compostos Fendlicos Totais

Para a determinacgio do teor de fendlicos totais (TPC — toral phenolic content) dos extratos
utilizou-se o método do reagente Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965), com
algumas adequagdes para extratos vegetais sugeridas por Singleton et al (1999).

Material:

Reagente fendlico de Folin e Ciocalteu (Lote 23690, Diadema, Sdo Paulo); solugdo saturada
de carbonato de sédio anidro PA ACS (Na,COs) (99,5%, Lote 16.999, Ecibra, Santo Amaro, Sao
Paulo); etanol ABS ACS (99,5%, Lote 17.439, Ecibra, Santo Amaro, Sdo Paulo); d4gua destilada em
destilador (Marconi, modelo MA 078, Piracicaba, Sdo Paulo); padrio de 4cido gélico (Lote
023K01171, SIGMA, St Louis, MO, USA); balanga analitica (Sartorius analytic A200S, +0,0001,
Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha); balanga semi-analitica (Marte, série AS2000, £ 0,01g,
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Artlab, Sdo Paulo, Sdo Paulo); banho térmico (Marconi modelo MA 127/BO, Piracicaba, SP); e
espectrofotdometro UV-vis (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Jap3ao).

Procedimento:

Inicialmente preparou-se uma solucio estoque em baldo volumétrico de 100 cm’
dissolvendo 0,5 g de 4cido gilico em 10 cm’® de etanol e depois completou-se o volume com dgua
destilada, esta solu¢do tem validade médxima de 2 dias se conservada a menos de 5 °C. Em seguida,
foram preparadas as solucdes de calibracdo, (necessdrias para a construgdo da curva padrdo) em
baldes volumétricos de 10 cm’, diluindo com 4gua destilada fracdes da solugdo estoque para
conseguir concentracdes de acido gélico iguais a 0,05 mg/cm3, 0,10 mg/cm3, 0,15 mg/cm3, 0,25
mg/cm’ e 0,50 mg/cm’, respectivamente. As solugdes de amostra foram preparadas dissolvendo 10
mg dos extratos em 1 cm’ de etanol e em seguida diluindo a mistura com dgua destilada até o
volume final de 10 cm’. Também foi feita uma dilui¢io 1:10 do reagente Folin-Ciocalteau em dgua
destilada. O carbonato de sédio anidro foi diluido com dgua destilada até uma concentracgio final de
75 mg/cm’. A solugdo branco utilizada foi 4gua destilada. Previamente ao inicio das rea¢des, novas
dilui¢cdes (1:10) das solucdes de calibracdo e de amostra foram feitas. As reagdes foram conduzidas
misturando 2 cm’ destas novas diluicdes (calibragio, amostra ou branco) com 10 cm’ da solugio do
reagente Folin-Ciocalteu. Transcorrido 1 min. e antes de 8 min. adicionaram-se 8 cm’ da solucdo de
carbonato de sédio. Deixou-se em banho térmico a 50 °C por 5 min. e imediatamente depois a
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro UV-vis utilizando comprimento de onda de 760 nm. O
conteddo de fendis totais nos extratos foi expresso em equivalentes de &acido gélico (GAE)
utilizando a equacgdo da reta resultante da regressao linear da curva padrio para a determinacdo da

composic¢ao.

4.7.2 Determinacao dos Flavondides Totais

A determinacdo do teor de flavondides totais (TFC — total flavonoid content) foi realizada
através do método colorimétrico desenvolvido por Zhishen et al (1999).

Material:

Nitrito de sédio PA (NaNO,) (99,9%, Lote 16.999, Ecibra, Santo Amaro, Sdo Paulo);
cloreto de aluminio PA (AICls) (99,9%, Lote 17.439, Ecibra, Santo Amaro, Sdo Paulo); hidréxido
de sédio PA (NaOH) (99,9%, Lote 17.221, Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo); dgua destilada em
destilador (Marconi, modelo MA 078, Piracicaba, Sao Paulo); padrdo de quercetina (> 98%, Sigma-
Aldrich, lot 034K3482, Milwaukee, EUA); balancga analitica (Sartorius analytic A200S, + 0,0001,
Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha); e espectrofotdmetro UV-vis (modelo U-3010, HITACHI,
Téquio, Japao).
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Procedimento:
Uma aliquota de 1 cm’® da amostra diluida e solugdo padrio foi adicionada a um baldo

? contendo 4 cm® de dgua destilada. No tempo zero, 0,3 cm’ da solugdo

volumétrico de 10 cm
NaNO, 5% foi adicionado ao baldo volumétrico. Apés 5 minutos, 0,3 cm’ da solugio AICl; 10% foi
adicionada. Apés 6 minutos, 2 cm’ da solu¢io NaOH 1M foi adicionado a mistura. Imediatamente
aferiu-se 0 baldo com a adi¢do de 2,4 cm’ de dgua destilada e a solucio foi vigorosamente
misturada. A absorbancia da mistura foi determinada a 510 nm em espectrofotdmetro. O teor de

flavondides foi expresso como equivalente de rutina. As amostras foram analisadas em triplicata.

4.7.3 Determinacao das Antocianinas Monoméricas Totais

A determinagdo das antocianinas monoméricas totais (TMA — total monomeric
anthocyanins) foi efetuada em triplicata pelo método de pH diferencial, conforme descrito por
Giusti e Wrolstad (2001).

Material:

Acido cloridrico (HC1) (> 99,5%, Ecibra, Santo Amaro, Brasil); cloreto de potassio (KCl)
(P.A.-ACS, Synth, lote 116500, Diadema, Sdo Paulo, Brasil); acetato de sédio (NaC,H;0,) (P.A.-
ACS, Ecibra, lote 17714, Santo Amaro, Sdo Paulo, Brasil); padrdo cianidina-3-glicosideo (> 99,9%,
Extrasynthese, lote 09011533, Genay, Franga); dgua destilada em destilador (Marconi, modelo MA
078, Piracicaba, Sao Paulo); balanca analitica (Sartorius analytic A200S, + 0,0001, Sartorius
GMBH Gottingen, Alemanha); pHametro (Digimed, modelo DM-22, Siao Paulo, Brasil);
espectrofotdmetro UV-vis (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao).

Procedimento:

Os extratos aquosos foram apropriadamente diluidos em duas solucdes: cloreto de potassio
0,025 M a pH 1,0 e acetato de potassio 0,4 M a pH 4,5. O ajuste do pH das solucdes foi realizado
através da adi¢@o de 4cido cloridrico e a medicao do pH foi realizada utilizando-se pHametro. Apds
15 min de repouso a temperatura ambiente (22 + 2 °C), foram feitas as medidas de absorbancia a
510 nm e 700 nm em espectrofotdmetro no UV-visivel. O teor dos pigmentos foi calculado
considerando a absortividade molar (g) de 26900 L/cm.mol, massa molecular de 449,2 g/ mol da
cianidina-3-glicosideo e os resultados expressos como equivalentes de mg de cianidina-3-

glicosideo/ 100g de extrato, utilizando a Equacdo 4.5:

8-
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Onde:

TMA (total monomeric anthocyanins) = Antocianinas monoméricas totais;
A= (Aj vis-max — A700)pH Lo _ (Ay vis-max — A700)pH -

MM = massa molecular;

FD = fator de dilui¢do;

€ = absortividade molar

1 = fator de correcdo de caminho 6ptico de 1 cm.

4.7.4 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada segundo os métodos DPPH e FRAP,

descritos a seguir.

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

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o radical DPPH (radical 1,1- difenil-2-
picrilhidrazila) segundo método colorimétrico descrito por Kordali et al. (2005) com modificagdes.

Material:

Radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazila (Sigma Aldrich Co, Steinheim, Alemanha); etanol
ABS ACS (> 99,5%, Lote 17.439, Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo); 4gua destilada em destilador
(Marconi, modelo MA 078, Piracicaba, Sao Paulo); balanca analitica (Sartorius analytic A200S, +
0,0001, Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha); espectrofotdmetro UV-vis (modelo U-3010,
Hitachi, Téquio, Japao).

Procedimento:

Inicialmente uma solu¢do de DPPH (394,3 g/mol) 60 uM foi preparada dissolvendo-se 2,4
mg de radical DPPH em 4lcool etilico em um baldo volumétrico de 100 cm’. Em seguida a solugdo
foi homogeneizada e transferida para um frasco de vidro ambar para evitar degradacdo pela luz. A
partir da solugdo inicial de DPPH em tubos de ensaio preparou-se uma solucio padrao de DPPH nas
concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 uM. A partir dos extratos foram preparadas solugdes na
concentracdo de 1 mg/cm’. A partir desta solugio inicial de extrato foram preparadas dilui¢des de
extrato em etanol em pelo menos trés concentragdes diferentes (0,20, 0,10 e 0,05 mg/cm3). Entao
uma aliquota de 0,1 cm’ de cada diluicio do extrato foi transferida para tubos de ensaio e, em
seguida, adicionou-se 3,9 cm’ do radical DPPH (solucio de DPPH 60 uM ) e a mistura foi
homogeneizada em agitador de tubos. Utilizou-se 0,1 cm’ de etanol como solucdo controle em
substitui¢do as solucdes de extrato. Utilizou-se dlcool etilico puro como branco para calibrar o

espectrofotdometro. Fazer a leitura imediatamente e ap6s 30 min em espectrofotdmetro UV-vis
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(modelo U-3010, Hitachi, Téquio, Japao) no comprimento de onda de 517 nm. As medidas de
absor¢do foram obtidas em triplicata, e a concentragdo efetiva de extrato necessdria para a reducao
de 50 % da concentracio de DPPH (ECsy) foi determinada graficamente por regressdo linear. O

percentual de inibicdo de oxidacdo (%PI) foi determinado pela Equacgdo 4.6:

Absconrrole - (AbS amostra Absbranc(})

Abs

PI(%) = x 100 4.6

controle

Onde:
ADbS ool € @ absorbancia inicial da solucdo etandlica de DPPH;
ADS mosira € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH. + amostra);

AbSpanco € a absorbancia do etanol puro.

Por fim, a quantificacio da capacidade antioxidante também foi expressa como umol
equivalente de Trolox (ET)/ g de material seco através da utilizacdo de uma curva padrao de Trolox
variando de 50 a 500 pmol/L. A capacidade antioxidante foi apresentada por meio da média +
desvio padrao de pelo menos trés repeticdes. A utilizagdo do ET visa facilitar a comparagdo entre as

atividades antioxidantes obtidas pelos métodos DPPH e FRAP.

4.7.4.2 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A metodologia FRAP foi realizada de acordo com o método proposto por Benzie e Strain
(1996).

Material

Reagente TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, EUA), ,
acido cloridrico (HCI) (Synth, Diadema, SP, Brasil), sulfato ferroso heptahidratado (Sigma Aldrich,
St. Louis, Mo, EUA).

Procedimento

Para o preparo do reagente FRAP misturou-se 25 cm® de tampéo acetato 0,3 mol/L (pH
3,6), 2,5 cm’ de uma solucdo de TPTZ 10 mmol/L (preparada com HCI 40 mmol/L) e 2,5 cm’ de
uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mmol/L. As amostras foram diluidas em seus respectivos
solventes na propor¢do necessiria a leitura dentro da faixa linear em espectrofotrometro. Uma
aliquota de 90 pL de cada extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio, juntamente com 270
uL de dgua e 2,7 cm’ de do reagente FRAP recém preparado. Esta mistura foi homogeneizada e

mantida em banho-maria a 37°C. Decorridos 30 minutos, foi realizada a leitura a 595 nm em
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espectrofotometro UV-vis (modelo U-3010, Hitachi, Téquio, Japdo). O reagente FRAP foi utilizado
como branco para calibrar o espectrofotdmetro. Para a quantificagdo da capacidade antioxidante foi
construida uma curva padrio de Trolox variando de 50 a 500 umol/L. A capacidade antioxidante foi
apresentada por meio da média + desvio padrdo de pelo menos trés repeticdoes expressa em pumol

equivalente de Trolox (ET)/g de material seco.

4.7.5 Determinacao da Cor

A cor dos extratos foi determinada em espectrofotometro de bancada ScanVis, marca
Hunter Lab (Riston, Virginia, EUA), utilizando-se as coordenadas da escala CIELAB (L*, a* e b*).
Foi utilizado o médulo de calibracdo de Reflectincia Especular Excluida (RSEX), com o iluminante
D65 e um angulo de observagdo de 10°. As medicdes de coloracdo foram expressas em termos da
luminosidade L* (L*=0 preto e L*=100 branco), e da cromaticidade definida por a* (verde (-) e
vermelho (+)] e b* (amarelo (-) e azul (+)]. Com os parametros L*, a* e b*, foram calculadas as
coordenadas cilindricas C,* (croma) e h,, (dngulo Hue), os quais definem a intensidade e
tonalidade das amostras de acordo com as Equagdes 4.7 e 4.8, respectivamente. As medi¢des de cor
dos extratos foram feitas todas na concentracio de 0,01 g/cm’. As andlises foram realizadas a

temperatura ambiente e a amostragem realizada em triplicata.

Cap =\(@*)* +(b*) 4.7

h,, = arctan(b* a*) 4.8

4.7.6 Purificacdo e Fracionamento das Antocianinas

Os extratos obtidos dos processos de extracdo com fluido supercritico (SFE) e extragdo com
liquido pressurizado (PLE) nas condi¢des otimizadas foram inicialmente submetidos a uma etapa de
purificacdo por extracdo em fase sélida (SPE — solid-phase extraction). A purificacdo de
antocianinas em cartuchos de SPE promove a remog¢do de varios compostos interferentes como
acucares e acidos orginicos que estdo presentes nos extratos brutos. Para a realizagdo deste
procedimento foram utilizados cartuchos de extracdo em fase sélida com C18 ligado a silica como
adsorvente (Applied Separations, 500 mg, C18/ 18%) e um processador manual SPE modelo Spe-ed
Mate 12, (Apllied Separations) com capacidade para 12 cartuchos. Na Figura 4.7 podem ser

visualizados os materiais utilizados nesta etapa. O processo de purificacdo e fracionamento do
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extrato em antocianinas e compostos fendlicos ndo-antocidnicos foi realizado segundo método

proposto por Rodriguez-Sanoa e Wrolstald (2002) com algumas modificacoes.

(b)

Figura 4.7 - Cartuchos SPE C18 (a) e processador manual SPE modelo Spe-ed Mate 12 (b).

A Figura 4.8 ilustra a etapa de purificagdo e fracionamento realizada. Inicialmente o
cartucho foi ativado pela passagem de 2 volumes (cerca de 2,5 cm’ cada) de acetato de etila e
metanol e em seguida por 3 volumes ( cerca de 2,5 cm’ cada) de dgua acidificada com 0,01% HCIL.
Um volume conhecido (200 ul) do extrato previamente filtrado em filtro de seringa com membrana
de PVDF - 0,45 um foi carregado nos cartuchos. Os cartuchos foram lavados com 6 cm’ de solugio
2 0,01% (m/m) de HCI para remover os compostos ndo adsorvidos (dcucares, dcidos organicos, etc.)
e em seguida, foram secos pela passagem de gas nitrogénio durante 10 min. A etapa de secagem em
nitrogénio € um ponto critico da andlise, pois se houver dgua no cartucho o processo de
fracionamento é prejudicado. Apés a secagem, 40 cm’ de acetato de etila foram adicionados aos
cartuchos para eluir a fracdo de compostos fendlicos ndo-antocidnicos sendo coletados em baldo de
fundo redondo de 200 cm’. As antocianinas aprisionadas na silica-C18 foram eluidas com 10 cm’ de
metanol acidificado com 0,01% HCI (m/m) e coletadas em baldo de fundo redondo de 50 cm®. O
acetato de etila e o metanol foram removidos a 20 e 40 °C, respectivamente, em rotaevaporador sob
baixa pressdo. Cada fracdo foi redissolvida com 5 cm’ de dgua ultrapura e estocada a -18 °C até
realizacdo das andlises em UPLC-ESI-MS. A etapa de purificag@o foi repetida trés vezes para cada

extrato obtido.
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Figura 4.8 - Representacio esquematica do processo de purificacio e fracionamento dos compostos
fendlicos em antocianinas e compostos fendlicos ndo-antocianicos em C18. Os componentes da
amostra sdo representados por circulos em diferentes tons de cinza (Adaptacdo de Rodriguez-Sanoa

e Wrolstald, 2002).

4.7.7 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia Acoplada a Espectrometro de
Massas com Ionizacao por Eletrospray (UPLC-ESI-MS)

Para a analise das fragdes de antocianinas e dos compostos fendlicos nao-antocianicos foi
utilizado o sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC® acoplado a um
espectrometro de massas quadrupolo (Waters Corporation, Massachusetts, EUA) localizado nas
dependéncias do laboratério EXTRAE/FEA/UNICAMP. O espectrdmetro de massas opera com
fonte de ionizacdo ZSpray ' /eletrospray no modo positivo (ESI*) ou negativo (ESI'). O equipamento
¢ composto pelos seguintes mdédulos: bomba bindria (ACQ-BSM versdo 1.50.1521), detector de
arranjo de diodos (ACQ-PDA versao 1.50.1121), injetor automdtico (ACQ-SM versao 1.50.2736),
compartimento para a coluna e detector quadrupolo (SQ Detector). Os componentes do
equipamento utilizado podem ser visualizados na Figura 4.9. Para o controle do instrumento e o
processamento dos dados foi utilizado o MassLynxTM Software (versdo 4.1, Waters). Foi utilizada a
coluna analitica ACQUITY UPLC® BEH Cl18, 1.7 um, 2.1 x 50 mm (Waters, Irlanda). A
temperatura da coluna e do injetor automético foram mantidos a 30 e 10 °C, respectivamente. As
duas fracdes obtidas da SPE (antocianinas e compostos fendlicos ndo-antocidnicos) foram
analizadas por dois diferentes métodos como relatado a seguir. Os métodos de identificacdo e

quantificacdo de compostos fendlicos e antocianinas utilizados no presente trabalho foram
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desenvolvidos no UPLC-ESI-MS por Vieira (2013). Para a eluicdo da fracdo de antocianinas foram
utilizadas como fases moéveis dgua (solvente A) e metanol (solvente B) ambos contendo 2% de
acido férmico. O gradiente aplicado com interpolagdo linear (curva 6) foi: 0 min 90% de A; 3 min
90% de A; 4,5 min 40% de A; 5,5 min 40% de A; 6,5 min 90% de A e 7,0 min 90% de A. A vazao
de solvente foi de 0,5 cm’/min. A elui¢io da fracio de 4cidos fendlicos e flavanéides ndo
antocidnicos foi realizada com as fases méveis, dgua (A) e acetonitrila (B) ambos contendo 0,01%
de 4cido férmico. O gradiente aplicado com interpolag@o linear (curva 6) foi: 0 min 95% de A; 2,46
min 95% de A; 8,00 min 40% de A; 9,00 min 10% de A; 11 min 95% de A e 12,00 min 95% de A.
A vazio de solvente foi de 0,5 cm’/min. O efluente do sistema cromatografico passou pelo detector
de arranjo de diodos onde os compostos fendlicos foram monitorados de 190 a 400 nm e as
antocianinas de 200 a 600 nm com resolucdo de 1,2 nm, e em seguida ao deixar o detector o
efluente entrou na fonte de ionizag¢do por eletropray (ESI). As condicdes de andlise dos fons no

espectrometro de massas sdo apresentadas na Tabela 4.3.

Figura 4.9 - Sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia/ espectrdmetro de massas utilizado
nos experimentos. Legenda: 1 — Sistema de bombeamento, 2 — amostrador, 3- compartimento da
coluna, 4 — detector de arranjo de diodos, 5 - espectrdmetro de massas do tipo quadrupolo, 6 —

sistema de aquisicao de dados.
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Tabela 4.3 - Condigdes analiticas do ESI-MS para as fracdes antocidnica (ESI') e de écidos

fendlicos e flavonoides ndo-antocidnicos (ESI) presentes nos extratos obtido a partir do residuo de

jabuticaba

Fonte ESI* ESI
Voltagem do capilar (V) 2800 500
Cone (V) 33 a 35% 20 a 40*
Voltagem do extrator (V) 3 3
Temperatura da fonte (°C) 80 150
Temperatura de dessolvatagdo (°C) 200 450
Fluxo de gas N,

Cone (L/h) 50 20
Dessolvatacdo (L/h) 550 900

*A voltagem do cone foi otimizada para cada composto analisado.

4.7.7.1 Identificacdo e quantificacdo dos compostos analisados

Os componentes individuais detectados nas corridas cromatogréificas foram tentativamente
identificados pela comparacdo dos tempos de retencdo e espectro de massa com 0s respectivos
padrdes. A concentracdo dos compostos identificados foi calculada pela interpolagdo da area do
pico nas curvas de calibracdo obtidas usando solugdes dos padrdes puros. Foram preparadas curvas
de calibracdo para cada padrao com concentragdo variando de 250 a 2000 pg/L. Os resultados
foram expressos como ug/g de extrato em base seca (b.s.). Os resultados sdo apresentados como a
média + desvio padrdo de trés diferentes inje¢des.

Os padroes cianidina-3-O-rutinosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, kaempferol-3-O-
glicosideo e kaempferol-3-O-rutinosideo foram adquiridos da Extrasynthese (Genay Cedex,
Franga). Perlagonidina-3-O-glicosideo, malvinidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-glicosideo,
acido galico, 4cido protocatecuico, acido clorogénico, acido eldgico, acido trans-cindmico, 4cido
ferrilico, acido cafeico, acido p-coumarico, (+) catequina, quercetina, rutina, kaempferol, crisina,
apigenina, acido siringico, 4cido sindpico, flavona, acido hidroxicindmico, acido hidroxibenzdico,

luteolina foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, Mo, EUA).
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4.8 MODELAGEM MATEMATICA

Os modelos matematicos de Crank (1975), Sovova (1994) e Martinez et al (2003) foram
aplicados aos dados experimentais de SFE e PLE. O ajuste dos modelos foi feito com auxilio do
software MatLab® for Windows versao R2011a (Mathworks Inc., Natick, MA, USA). Os erros de
cada ajuste foram calculados pelo desvio entre os dados experimentais e os preditos pelos modelos.
Cada modelo, para a sua aplicacdo a curvas experimentais, exige uma série de pardmetros de

processo que devem ser obtidos experimentalmente ou estimados.

Os parametros necessarios para a modelagem do modelo de Sovova (1994) sdo: porosidade
do leito (¢), rendimento global (X,), densidade do sélido (p,), densidade do solvente (pyop), vazao de
solvente (Q), altura (Hp) e didmetro (dp) do leito de extracdo, massa de matéria-prima (F), taxa de
extracdo no periodo de taxa de extracdo constante (Mcgr) € solubilidade do extrato no solvente
(Y*), nas condi¢des de processo. Para o modelo de Crank (1975) e Martinez et al (2003),
considerando o extrato como um tnico pseudocomposto, sao necessdrios os seguintes parametros:
rendimento global e massa de matéria-prima usada. Os parametros de cada modelo foram ajustados
mediante o valor do erro quadritico médio. Os pardmetros ajustados para cada modelo foram os

seguintes:

e Modelo de Sovova (1994): tcgr € kya, onde fcgr € 0 tempo de duracdo da etapa de taxa de

extracdo constante e kya € o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida;
e Modelo de Crank (1975): D é o coeficiente de difusdo de transferéncia de massa;

e Modelo de Martinez et al. (2003), b; e t,,;, sdo parametros ajustidveis do modelo

4.9 SIMULACAO DO PROCESSO, AUMENTO DE ESCALA E ANALISE

ECONOMICA

A simulacdo dos processos de extragdo com fluido supercritico (SFE) e extragdo com
liquido pressurizado (PLE) foi realizada utilizando o software SuperPro Designer® 6.0 (Intelligen
Inc., EUA). A simulagdo do processo supercritico foi adaptado da metodologia descrita por Prado
(2009) enquanto o processo de extragdo com liquido pressurizado foi adaptado da metodologia
descrita por Santos, Veggi e Meireles (2012). De acordo com Bravi et al. (2002) para que um
processo de extracdo em batelada possa ser operado em modo semi-continuo faz-se necessaria a

utilizacdo de ao menos 2 células de extracdo operando de forma intermitente, ou seja, enquanto uma
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célula de extracdo estd inativa (processos de despressurizacdo, descarga, limpeza, recarga e
repressurizacdo do extrator) a outra estd ativa (extracdo). A etapa inativa de operagcdo requer um
tempo minimo determinado que pode ser estimado de acordo com suas etapas e nimero de
operadores. A duracdo da fase inativa e de extragdo pode determinar a regularidade desejada da

producdo de extrato e o niimero minimo de extratores necessdrios através da Equacgdo 4.9:

t, +t,
ne=2[ ; j 4.9

n, € o ndmero de extratores; t, € o tempo de extracdo; t; é o tempo da fase inativa do extrator, isto €,

Onde:

tempo gasto com despressurizagdo, descarga, limpeza, recarga e repressurizacao do extrator.

O tempo inativo de operacdo foi estimado em 10 minutos (BRAVI et al., 2002) e o tempo
de extracdo foi mantido constante entre escala laboratorial e industrial em 60 minutos para o
processo SFE e 30 min para o processo PLE, obtendo valores de n. de 2,3 e 2,7, respectivamente.
Dessa maneira, os processos SFE e PLE foram simulados em modo semi-continuo através da
utilizacdo de 3 células de extracdo de mesma capacidade volumétrica cada uma operando em modo
intermitente. A simulac¢@io avaliou uma planta industrial operando durante 7920 h por ano, o que
corresponde a 330 dias operando 24 horas-por-dia (ROSA e MEIRELES, 2005). O critério de
aumento de escala utilizado considerou que uma unidade industrial possui 0 mesmo desempenho de
uma unidade laboratorial se a razdo massa de solvente por massa de alimentacdo (S/F), tempo de
extracdo, densidade real, porosidade do leito e condicdes operacionais de extracdo forem mantidas
constantes (ROSA e MEIRELES, 2005; PRADO et al., 2012). O aumento de escala avaliou células
de extracdo com 3 capacidades volumétricas distintas: 0,05, 0,3 e 0,5 m’. Os fluxogramas dos
processos SFE utilizando os cossolventes alcoois (Figura 4.10) e dgua (Figura 4.11) e dos processos
PLE utilizando os solventes alcoois (Figura 4.12) e dgua (Figura 4.13) podem ser observados a

seguir.
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Correntes

F-1: Reposicao de 2% de CO, perdido.
F-2: Reposicao de 2% de dlcool perdido.
F-3;F-4;F-5: Alimentacao de CO,.
F-6;F-7: Alimentacgdo de élcool.
F-8;F-9;F-10;F-11;F-12:
mistura CO, + alcool.
F-13;F-14;F-15;F-16: Saida de CO, + alcool +
extrato.

F-17;F-18: Reciclo de CO,.

F-19: Mistura alcool + extrato.

F-20: Reciclo de alcool.

F-21: Coleta de extrato bruto.

F-22;F-23;F-24: Alimentacao de matéria-prima.
F-25;F-26;F-27: Alimentacdo de matéria-prima
pré-processada.

F-28;F-29;F-30: Saida de residuo organico.

Alimentacdo  da

D-1/D-

Equipamentos:

T-1: Tanque de armazenamento de CO,.

T-2: Tanque de armazenamento de cossolvente.
TC-1: Trocadores de calor (resfriamento).
TC-2: Trocadores de calor (aquecimento).
PP-1;PP-2;PP-3: Unidades de
processamento.

E-1;E-2;E-3: Colunas de extracio.

pré-

S-1: Separador.

D-1: Coluna de destilagao.
C-1: Compressor.

B-1;B-2: bombas centrifugas.
M-1;M-2: Misturador de fluxo.
SF-1: Separador de fluxo.

Figura 4.10 - Fluxograma do processo de obtencdo de extrato de residuo de geléia de jabuticaba via

extragcdo com fluido supercritico (SFE) utilizando etanol ou isopropanol como cossolvente.
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F-1: Reposicdo de 2% de CO, perdido.
F-2: Reposicao de 2% de agua perdida.
F-3;F-4;F-5: Alimentacao de CO..
F-6;F-7: Alimentacdo de dgua.
F-8;F-9;F-10;F-11;F-12:
mistura CO, + agua.
F-13;F-14;F-15;F-16: Saida de CO, + agua +
extrato.

F-17;F-18: Reciclo de CO,.

F-19: Mistura 4dgua + extrato.

F-20: Reciclo de 4gua.

F-21: Coleta de extrato bruto.

F-22;F-23;F-24: Alimentac¢do de matéria-prima.

Alimentacio  da

F-25;F-26;F-27: Alimentacdo de matéria-prima
pré-processada.
F-28;F-29;F-30: Saida de residuo organico.

Equipamentos:
T-1: Tanque de armazenamento de CO,.

T-2: Tanque de armazenamento de cossolvente.
TC-1: Trocadores de calor (resfriamento).
TC-2: Trocador de calor (aquecimento)
PP-1;PP-2;PP-3: Unidades de
processamento.

E-1;E-2;E-3: Colunas de extracdo.

pré-

S-1: Separador.

L-1: Liofilizador.

C-1: Compressor.

B-1;B-2: bombas centrifugas.
M-1;M-2: Misturador de fluxo.
SFE-1: Separador de fluxo.

Figura 4.11 - Fluxograma do processo de obtencdo de extrato de residuo de geléia de jabuticaba via

extracdo com fluido supercritico (SFE) utilizando 4gua como cossolvente.
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Correntes Equipamentos:

F-1: Reposicao de 2% de alcool perdido
F-2;F-3;F-4;F-5;F-6;F-7: Alimentacgéo de
alcool.

F-8;F-9;F-10;F-11: Saida de alcool + extrato.

F-12: Reciclo de élcool.

F-13: Coleta de extrato bruto.

F-14;F-15;F-16: Alimentacdo de matéria-prima.
F-17;F-18;F-19: Alimentacdo de matéria-prima
pré-processada.

F-20;F-21;F-22: Saida de residuo orgénico.

T-1: Tanque de armazenamento de cossolvente.
TC-1: trocadores de calor.

PP-1;PP-2;PP-3: Unidades de pré-
processamento.

E-1;E-2;E-3: Colunas de extracdo.

S-1: Separador.

D-1: Coluna de destilagao.

B-1: bombas centrifugas.

M-1: Misturador de fluxo.
SF-1: Separador de fluxo.

Figura 4.12 - Fluxograma do processo de obtencdo de extrato de residuo de geléia de jabuticaba via

extragcdo com liquido pressurizado (PLE) utilizando etanol ou isopropanol como cossolvente.
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F-1: Reposicdo de 2% de agua perdida
F-2;F-3;F-4;F-5;F-6;F-7: Alimentacdo de 4dgua.
F-8;F-9;F-10;F-11: Saida de agua + extrato.

F-12: Reciclo de dgua.

F-13: Coleta de extrato bruto.

F-14;F-15;F-16: Alimentacdo de matéria-prima.
F-17;F-18;F-19: Alimentacao de matéria-prima
pré-processada.

F-20;F-21;F-22: Saida de residuo orgénico.

T-1: Tanque de armazenamento de cossolvente.
TC-1: trocadores de calor.
PP-1;PP-2;PP-3: Unidades de pré-
processamento.

E-1;E-2;E-3: Colunas de extracdo.

S-1: Separador.

L-1: Liofilizador.

B-1: bombas centrifugas.

M-1: Misturador de fluxo.
SF-1: Separador de fluxo.

Figura 4.13 - Fluxograma do processo de obtencdo de extrato de residuo de geléia de jabuticaba via

extragcdo com liquido pressurizado (PLE) utilizando etanol ou isopropanol como cossolvente.

O custo de manufatura (COM, US$ / ano) foi estimado utilizando a metodologia descrita

por Turton et al (1998) que considera que o custo de manufatura € uma fung¢@o de cinco principais

custos: capital fixo de investimento (FCI, US$ /

ano), custo de mio-de-obra (COL, USS$ / ano),

custo de utilidades (CUT, US$ / ano), custo de tratamento de residuos (CWT, US$ / ano) e custo de

matéria-prima (CRM, US$ / ano).
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A estimativa do FCI considerou os custos dos equipamentos envolvidos nos processos de
extracdo e a depreciacdo anual de 10%. O COL baseou-se na quantidade de operadores necessdrios
para operar cada unidade de extragdo 0,05, 0,3 e 0,5 m’estimados em 2, 3 e 4 operadores,
respectivamente, e utilizando como base de calculo saldrio de US$ 6.00 h™'. O CUT avaliou o custo
gasto com eletricidade e agentes térmicos como agua gelada para resfriamento ¢ vapor d’agua
saturado para aquecimento. O gasto com energia elétrica utilizada no processo foi estimado
considerando a compressdo como sendo isoentropica com eficiéncia de 60% a um valor de US$
0,0703/Mcal. O custo da dgua de resfriamento foi estimado em US$ 0,0837/Mcal. O gasto com
vapor saturado para aquecimento foi estimado em US$ 0,0133/Mcal. O CWT foi desprezado uma
vez que os residuos orgénicos gerados ndo apresentam risco ao meio ambiente bem como possuem
valor agregado e podem ser vendidos para compostagem (BRAGA, 2005). O custo de manufatura
por massa de extrato bruto produzido (COM, US$/kg) (Equacdo 4.10) foi calculado como a razio
entre o custo de manufatura (COM, US$ / ano) e a taxa de producdo (PR — production rate, kg /

ano) obtidos por ano:

CoM (US$/kg) = Cif‘;((kUS/ﬂ” “’;0) 4.10
g/ ano

O tempo de retorno (PT — payback time) foi calculado como a razio entre o investimento de
capital inicial e o lucro liquido operacional (lucro bruto menos impostos mais depreciagdo). O CRM
inclui ndo apenas o custo de aquisicdo da matriz vegetal bem como os custos relativos a aquisi¢do e
perda estimada em 2% dos solventes e cossolventes: CO,, etanol, isopropanol e dgua. O custo da
matriz vegetal foi considerado nulo uma vez que se trata de um subproduto da inddstria de
alimentos normalmente vendido para compostagem (BRAGA, 2005). Além disso, o cendrio
avaliado neste trabalho consiste na implantacdo de uma linha de produgdo de extratos naturais por
parte dos detentores da linha de producdo de geléia de jabuticaba e da fruta in natura. O preco de
venda dos extratos de jabuticaba foi estimado de acordo com o preco de exportacdo concorrencial
cotado na empresa 100% Amazonia Exp. Rep. Ltda em US$ 69,90/kg para o extrato de jabuticaba
em po (100% Amazonia, 2012). Os parametros econdmicos de entrada estdo apresentados na Tabela

4.4,
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Tabela 4.4 - ParAimetros econdmicos de entrada do programa SuperPro Designer 6.0°.

SFE PLE
0,05 m’ 0,3 m’ 0,5 m’ 0,05 m® 0,3 m’ 0,5m’
FCI
3 unidades de US$ US$ US$ UsS$ US$ US$
extracio 400.000,00° 1.085.000,00° 1.475.000,00°  350.000,00° 950.000,00° 1.250.000,00
Coluna de US$ US$ US$ UsS$ US$ US$
destilagdo® 20.000,00  53.000,00  76.000,00  20.000,00  53.000,00  76.000,00
Liofilizador! US$ Uss$ Uss$ USs$ USs$ USss$
100.000,00  260.000,00  366.000,00  100.000,00  260.000,00  366.000,00
Triturador (Pré- Us$ Us$ Us$ US$ Us$ Us$
processamento)° 45.000,00 85.000,00 100.000,0 45.000,00 85.000,00 100.000,00
Taxade 10%/ano 10%/ano 10%/ano 10%/ano 10%/ano 10%/ano
depreciacio
COL US$6,00h" US$6,00h" US$6,00h" US$6,00h" US$6,00h" US$6,00h™
Numero de 2 3 4 > 3 4
operadores
CRM
Pré- US$0,10/kg  US$0,10/kg  US$0,10/kg  USS$ 0,10/kg  US$ 0,10/kg  US$ 0,10/ke
processamento
gg)’gﬂggde US$0,15/kg  US$0,15/kg US$0,15/kg  US$ 0,15/kg  US$0,15/kg  US$ 0,15/ke
Etanol” US$0,85/keg  US$0,85/ke US$ 0,85/kg USS$ 0,85/kg  US$ 0,85/kg  US$ 0,85/ke
Isopropanol' US$ 1,45/kg  US$ 1,45/kg US$ 1,45/kg  USS$ 1,45/kg  US$ 1,45/kg  US$ 1,45/kg
Agua US$ 0,04/kg  USS$ 0,04/kg  US$ 0,04/kg  US$ 0,04/kg  US$ 0,04/kg  US$ 0,04/kg
cuT
Eletricidade® USS$ USS$ USs$ US$ US$ Uss$
i 0,092/kWh  0,092kWh  0,092/kWh  0,092kWh  0,092kWh  0,092/kWh
Aguade o ygg019/ton USS0,19%0n US$0,19/ton US$ 0,19%on  US$0,19/ton  US$ 0,19/ton
resfriamento
- US$4,20/  US$420/  US$420/  US$420/  US$4,20/  USS$ 4,20/
Vapor d'dgua
ton ton ton ton ton ton

Rentabilidade

Preco de venda' US$ 69,90/kg US$ 69,90/kg US$ 69,90/kg US$ 69,90/kg US$ 69,90/kg US$ 69,90/kg

* :Applied Separations (2012); ® :Autic (2012); © :-Wuxi Rising Machinery Co., Ltd. (2012); ¢ :Henan Yuheng Machinery Manufacturing
Co., Ltd. (2012); © :Henan Name Brand Machinery Co., Ltd. (2012); " :PRADO (2009); ¢ :PRADO (2010); " :Nguyen Khoi Trading
Company Limited (2012); i .Zibo Pulisi Trading Co., Ltd. (2012); 1:100% Amazonia Exp. & Rep. Ltda (2012).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o procedimento PROC
ANOVA do software SAS versdo 9.2 for Windows (SAS Institute, Cary, NC). Utilizou-se o teste de
Tukey para determinar diferencas estatisticamente significativas ao nivel de 5%. As andlises de
componentes principais (PCA — principal component analysis) foram realizadas utilizando software
XLSTAT for Windows versao trial 2012 (Addinsoft, Paris, Franca) através da matriz de correlacio
contendo dados autoescalados de acordo com Cavalcanti et al (2012). Um teste de correlacdo de
Pearson foi utilizado para determinar as correlagdes entre as varidveis estudadas. A andlise de
componentes principais foi baseada nas correlacdes e as varidncias foram computadas como
SSD/(n-1), onde square standard deviation (SSD). O grafico com as cargas dos pardmetros foi

utilizado para avaliar o efeito das variaveis de processo nos pardmetros analizados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

5.1.1 Composi¢cao Centesimal

Tendo em vista a consecucdo dos objetivos propostos, esta pesquisa se voltou, em sua
primeira etapa, para a determinacdo da composi¢cdo quimica da matéria-prima selecionada, por
ensaios analiticos, utilizando métodos oficiais (AOAC, 1997). Os resultados da umidade e
composi¢do centesimal da matéria-prima residuo de geléia de jabuticaba encontram-se dispostos na

Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Teor de umidade e composic¢do centesimal do residuo da fabricacdo de geléia de

jabuticaba (Myrciaria cauliflora).

Composicao (g/ 100g MP, b.u.) Composi¢ao (g/ 100g MP, b.s.)
Umidade 82 + 3 -
Cinzas 0,48 = 0,04 2,7 £ 0,2
Lipidios 0,22 + 0,04 1,2 £ 0,2
Proteinas 20 £ 0,1 11,2 £ 0,6
Carboidratos 60 £+ 04 33 £ 2
Fibras 9 + 1 52 £ 8

* média + desvio padrao; b.u.: base imida; b.s.: base seca; MP: matéria-prima.

Os teores de umidade, cinzas e lipidios do residuo de geléia de jabuticaba sdo similares aos
resultados obtidos por Silva et al (2008) para a fruta in natura. Contudo, os teores de proteinas,
carboidratos e fibras obtidos foram superiores. Dessa maneira, a composicao centesimal do residuo
de geléia de jabuticaba indica que o mesmo constitui uma boa fonte de nutrientes para aplicagdo na
industria alimenticia. Apesar do alto teor de umidade, a matéria-prima foi utilizada sem nenhum
pré-tratamento além da moagem a fim de evitar procedimentos adicionais de preparacdo da amostra
e degradacdo dos compostos bioativos. Além disso, acredita-se que a dgua presente na matéria-
prima possa apresentar um cardter pré-extrativo dos compostos de interesse devido a sua alta
polaridade e seu poder de entumescimento facilitando assim o transporte de massa durante a
periodo de extracdo estdtica e dindmica. Apesar de a dgua ser um meio de transporte facilitador de
reacdes quimicas e, portanto, de degradac@o da matéria-prima utilizada, a mesma foi congelada a —

18°C o que pode ter auxiliado na manutengdo da sua qualidade fisico-quimica.
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5.1.2 Diametro Médio da Particula, Densidade Real, Densidade Aparente e

Porosidade do Leito de Extracao

A granulometria da matéria-prima ap6s moagem foi determinada por difracdo a laser através
da amostragem de 9 replicatas e seus resultados estdo expressos na Figura 5.1. O valor médio do
didmetro da particula, densidade aparente do leito, densidade real da particula e porosidade do leito
de extracdo estdo apresentados na Tabela 5.2. Os valores referem-se aos leitos de extracdo dos

processos de extracao com fluido supercritico (SFE) e extracdo com liquido pressurizado (PLE).

8
7
6
—Vi11
5 -= V12
3 --=-V1.3
T 4 —V2.1
E
3 -=- V22
> 3 ----V23
—vVv3.1
2
-- V3.2
1 ----V3.3
0 s
0.0 0.1 1.0 10.0

Diametro (um)

Figura 5.1 - Andlise granulométrica por difracdo a laser do residuo de geléia de jabuticaba apds

moagem.

Tabela 5.2 - Parametros do leito fixo de extracdo dos processos de extragdo com fluido supercritico

(SFE) e extracdo com liquido pressurizado (PLE).

Pardmetro

Densidade aparente do leito (p,, kg/m’ 1)* 685+6
Densidade real da particula (p,, kg/m’)* 2880 +3
Porosidade do leito (g, -)* 0,76 = 0,05
Didmetro da particula (d,, um)® 497 £26

* Medias + desvio padrio obtidos de 10 replicatas. *: Média + desvio padrdo obtidos de 9 replicatas.
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5.2 RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO (X,s/r)

As Figura 5.2 e Figura 5.3 apresentam os rendimentos globais dos extratos obtidos por
extragdo com fluido supercritico (X s/r-40) € extracdo com liquido pressurizado (X s/r=s) utilizando
razdes de massa de solvente por massa de alimentacao iguais a 40 e 5, respectivamente. Observando
a Figura 5.2 € possivel verificar que as extracdes supercriticas utilizando etanol e isopropanol a
50°C e isopropanol a 60°C apresentaram perfis de rendimento global bem similares alcangando
melhores rendimentos na pressdo de 20 MPa. Por outro lado a utilizagdo de etanol a 60°C
apresentou um perfil oposto apresentando menor rendimento a 20 MPa. Os rendimentos obtidos
utilizando dgua como cossolvente apresentaram maximizacdo continua com o aumento da pressao
atingindo rendimento maximo a 30 MPa. Os melhores rendimentos globais obtidos foram todos a

60°C a pressdo de 10 e 30 MPa para o etanol, 20 MPa para o isopropanol e 30 MPa para a dgua.

m EtOH-50°C ®mEtOH-60°C  m[soC3-50°C m|soC3-60°C mH20-50°C = H20-60°C

% 30
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()]

8 20 -
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« 15 -
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[}

3 10 -
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$ 5 1
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P (MPa)
Figura 5.2 - Rendimentos (Xgsr-49) dos estratos obtidos por extragdo com fluido supercritico

utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC3) e dgua (H20) a 50 e 60 °C com pressdo variando de
10 a 30 MPa.
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Figura 5.3 - Rendimentos (Xygsr-s) dos estratos obtidos por extragdo com liquido pressurizado
utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC3) e dgua (H20) como solventes a pressdo constante de

10,34 MPa e temperatura variando de 40 a 140 °C.

De acordo com a Figura 5.3 todos os solventes apresentaram um perfil muito similar no
qual verifica-se um aumento continuo do rendimento global com o aumento da temperatura
atingindo recupera¢do méaxima na temperatura de 100°C depois da qual o rendimento tende a se
estabilizar ou decair. Este fend6meno estd intimamente relacionado com o fato de que a utilizacdo de
altas temperaturas diminui a viscosidade do solvente e tensao superficial solvente/matriz. Em adi¢ao
tém-se um aumento no poder de solvatacdo e na taxa de difusividade obtendo-se, portanto melhores
rendimentos. Os melhores rendimentos globais foram obtidos em ordem decrescente utilizando os
solventes: 4gua, etanol e isopropanol. Tais resultados indicam a influéncia da polaridade dos
solventes nos rendimentos dos extratos obtidos uma vez que a matriz vegetal em questio € rica em

compostos polares como dcidos fendlicos e flavondides (REYNERTSON et al., 2008).

5.3 CoMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

5.3.1 Compostos Fendlicos Totais

A Figura 5.4 apresenta os teores de compostos fendlicos dos extratos obtidos por SFE, onde
se observa que em geral foram alcancados melhores rendimentos de compostos fendlicos a 60°C do

que a 50°C utilizando os co-solventes etanol, isopropanol e dgua em todas as pressdes estudadas.
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Além disso, € possivel verificar que os rendimentos mdximos foram obtidos a 60°C utilizando os

co-solventes dgua, isopropanol e etanol a 30, 20 e 25 MPa, respectivamente..

mEtOH-50°C  ®EtOH-60°C m|soC3-50°C  mIsoC3-60°C mH20-50°C m=H20-60°C
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Figura 5.4 - Teor de compostos fendlicos dos extratos obtidos com fluido supercritico expresso em

equivalentes de dcido gilico (EAG).

A Figura 5.5 mostra o teor de compostos fendlicos obtidos por extragdo com liquido
pressurizado. O rendimento dos compostos fendlicos com relacdo aos solventes utilizados
demonstra que os maiores rendimentos de compostos fendlicos em ordem decrescente foram
obtidos utilizando os solventes etanol e dgua seguido por isopropanol. O aumento de temperatura
demonstrou um aumento no rendimento dos compostos fendlicos até valores intermedidrios de
temperatura onde os maiores teores de compostos fendlicos foram obtidos a 80-100°C para os
solventes alcodis e a 80-120°C utilizando a dgua. Para valores de temperatura de extracdo acima de
120 °C verificou-se uma diminui¢@o no teor de compostos fendlicos provavelmente devido ao efeito

deletério da temperatura diante da termossensibilidade destes compostos.
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Figura 5.5 - Teor de compostos fendlicos dos extratos obtidos com liquido pressurizado expresso

em equivalentes de 4cido gilico (EAG).

Os teores de compostos fendlicos obtidos tanto por extracdo com fluido supercritico quanto
por extracdo com liquido pressurizado foram superiores aos dados reportados na literatura
(REYNERTSON et al., 2008; SANTOS et al., 2010; SANTOS e MEIRELES, 2011). Reynertson et
al (2008) estudaram a composi¢do de compostos fendlicos de 14 espécies de frutas do género
Myrtaceae via extragdo com leito agitado associado com ultrasom (ABE + UAE) utilizando razio
S/F 20:1 de metanol com dcido férmico (9:1) obtendo 2,78 mg EAG/ g de matéria-prima seca.
Santos et al (2010) avaliaram a composic@o e os custos dos extratos obtidos a partir da casca de
jabuticaba pelos métodos de extracdo ABE, UAE e ABE + UAE alcancando teores de compostos
fendlicos de cerca de 23, 26 e 34 mg EAG/ g de matéria-prima seca, respectivamente. Santos e
Meireles (2011) estudaram a otimizacao da obtengdo de compostos bioativos a partir da casca de
jabuticaba utilizando diéxido de carbono a alta pressdo obtendo rendimento méaximo (14,4 mg

EAG/ g material seco) a 80°C e 13,5 MPa.

5.3.2 Flavonoides Totais

A Figura 5.6 apresenta o teor de flavondides totais presentes nos extratos supercriticos nas

condi¢des operacionais estudadas. Nota-se que em ambas as temperaturas os co-solventes alcodis
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apresentam aumento no rendimento de flavondides com a pressdo até 20 MPa o qual em seguida
descresce com a pressdo. Por outro lado, a dgua possui um aumento continuo com a pressao.
Observou-se que os rendimentos médximos de flavonéides foram obtidos a 20 MPa utilizando etanol

e isopropanol a 50 e 60°C, respectivamente, e logo em seguida a 4gua a 30 MPa e 60°C.

m EtOH-50°C ®mEtOH-60°C mIsoC3-50°C mIsoC3-60°C mH20-50°C m=H20-60°C
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Figura 5.6 - Teor de flavondides dos extratos obtidos com fluido supercritico expresso em

equivalentes de quercetina (EQ).

Observando a Figura 5.7 € possivel verificar que os perfis dos teores de flavondides dos
extratos obtidos por PLE foram similares aos obtidos por SFE. Os melhores rendimentos de extrato
foram obtidos utilizando os solventes dlcoois (80-100°C) e dgua (100-120°C). Os rendimentos de
flavondides dos extratos obtidos via SFE e PLE foram superiores aos obtidos por Rufino et al

(2010) utilizando método convencional de extragcdo (10,42 mg EQ/ g de matéria-prima (b.s.)).
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Figura 5.7 - Teor de flavondides dos extratos obtidos com liquido pressurizado expresso em

equivalentes de quercetina (EQ).

5.3.3 Antocianinas Monoméricas Totais

As Figura 5.8 e Figura 5.9 apresentam os teores de antocianinas monoméricas totais
presentes nos extratos obtidos por SFE e PLE a partir do residuo de geléia de jabuticaba,
respectivamente. Os resultados foram expressos em equivantes de cianidina-3-glicosideo (EC3G)
uma vez que a mesma ¢é reportada em estudos prévios na literatura como antocianina majoritaria
presente na casca de jabuticaba (REYNERTSON et al., 2008). De acordo com a Figura 5.8 observa-
se que os melhores rendimentos de antocianinas para os processos SFE foram obtidos em ordem
decrescente utilizando etanol a 60°C e 15-30 MPa, isopropanol a 60°C e 20 MPa e d4gua a 60°C e
30 MPa.

De acordo com a Figura 5.9 verifica-se que os solventes alcodis apresentaram maiores
rendimentos de antocianinas a temperaturas intermedidrias de 80-100°C e a dgua obteve melhores
resultados a 80-120°C. Os melhores rendimentos de antocianinas monoméricas totais foram obtidos
em ordem decrescente utilizando os solventes dgua, etanol e isopropanol a 100, 80 e 100°C,

respectivamente.
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- Teor de antocianinas monoméricas dos extratos obtidos com fluido supercritico

expresso em equivalente de cianidina 3-glicosideo (EC3G).
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- Teor de antocianinas monoméricas dos extratos obtidos com liquido pressurizado

expresso em equivalente de cianidina 3-glicosideo (EC3G).
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Os resultados de rendimento de antocianinas monoméricas reportados na literatura sdao
bastante diversos variando ndo s6 com os métodos de extracdo, solventes e condi¢des operacionais
utilizados como também com a variedade da matéria-prima, época da colheita e tipos de pré-
tratamento da matéria-prima utilizados. Os resultados reportados neste trabalho sdo superiores aos
obtidos por Rufino et al (2010) e Santos et al (2010). Rufino et al (2010), utilizando método
convencional, obtiveram teor de antocianinas de 4,12 mg/ g de matéria-prima (b.s.). Santos et al
(2010) avaliaram a otimizacdo de extracdo de antocianina a partir de casca de jabuticaba utilizando
ABE, UAE, ABE + UAE e Soxhlet. Os teores de antocianinas variaram em torno de 4,5 a 6 mg
EC3G/ g de matéria-prima seca de acordo com os métodos de extracdo utilizados. Por outro lado,
Terci (2004) obteve um teor de antocianinas em torno de 314 mg/ g de matéria-prima (b.s.) obtidos
por maceragdo por 24 h em metanol com razdo S/F (3:1, v/m) a partir de casca de jabuticaba. Este
resultado € bem superior ao obtido neste trabalho tanto por SFE quanto por PLE. A mesma autora
identificou por HPLC as principais antocianinas presentes nos extratos de jabuticaba que em ordem
decrescente de concentracdo sdo: cianidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e delfinidina-3-

glicosideo.

5.3.4 Atividade antioxidante

Os resultados de atividade antioxidante pelo método colorimétrico com o radical DPPH
expressam a capacidade de interacdo dos compostos antioxidantes presentes nas amostras com o
radical DPPH de maneira que quanto maior a capacidade de degradacdo do radical DPPH de uma
amostra maior a sua capacidade antioxidante. Nas Tabela 5.3 e Tabela 5.6 estdo apresentados os
perfis de atividade antioxidante obtidos pelo métodos DPPH e FRAP. A metodologia DPPH
encontra-se expressa em 3 diferentes formas a fim de facilitar comparagdes com dados prévios e
futuros da literatura: (i) percentual de inibicdo (PI, %), (ii) concentracdo efetiva (ECsy - effective
concentration, mg/cm3), e (iii) equivalente de Trolox (umol ET/ g MP, b.s.). A atividade
antioxidante obtida pelo método FRAP encontra-se expressa apenas em funcio de equivalente de
Trolox (umol ET/ g MP, b.s.).

Observando as Tabela 5.3 e Tabela 5.4 € possivel verificar que os perfis de percentagem de
inibicdo (PI) dos extratos alcodlicos apresentaram-se maximizados a pressdo intermedidria de 20
MPa para ambas as temperaturas 50 e 60 °C. Por outro lado, os extratos aquosos (Tabela 5.5)
apresentaram aumento crescente de atividade antioxidante com o aumento da pressao. O acréscimo
de temperatura teve em geral um efeito deletério na atividade antioxidante dos extratos o que

provavelmente esta relacionado com a degradacdo térmica de compostos termossensiveis como € o
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caso de alguns antioxidantes. O maior valor de PI foi obtido utilizando 4gua a 30 MPa e 50°C
seguido por isopropanol e etanol a 20 MPa e 50°C. No caso dos extratos obtidos por PLE (Tabela
5.6) é possivel observar que para todos os trés solventes utilizados a atividade antioxidante foi
maximizada nas condi¢des intermedidrias de temperatura de 80 a 100°C. Os maiores valores de
atividade antioxidante foram obtidos para o etanol a 80°C, 4gua a 100°C e isopropanol também a
100°C.

A concentracdo efetiva (ECsy — effetive concentration), é definida como a concentragdo de
extrato ou amostra necessdria para reduzir em 50% a concentragdo inicial da solug¢do controle do
radical DPPH. Dessa maneira, quanto menor os valores de ECs, maiores s@o os valores de atividade
antioxidante de forma que PI e ECs, s@o inversamente proporcionais. Assim, a fim de facilitar a
comparacio entre os resultados e suas correlacdes dos mesmos, a concentragdo efetiva foi expressa
como EC50'1, cujos valores confirmaram as PI, ou seja, maiores valores de atividade antioxidante
foram obtidos para os cossolventes alcodis a pressdes intermedidrias de 20 MPa e para os extratos
aquosos a pressdo maxima de 30 MPa para ambas as temperaturas. Assim como observado para os
extratos supercriticos os resultados de atividade antioxidante expressos em ECsy' dos extratos
obtidos por PLE confirmam os resultados expressos em PI onde observa-se que os maiores valores
de atividade antioxidante foram obtidos a 80 e 100°C para o etanol, d4gua e isopropanol,
respectivamente. Os mesmos perfils de atividade antioxidante mencionados acima foram
observados para os valores expressos em equivalentes de Trolox (umol TE/g MP, b.s.) obtidos tanto
por DPPH quanto por FRAP. Metodologias de andlise de atividade antioxidante mais detalhadas
como ORAC e métodos in vivo precisam ser realizadas a fim de avaliar a biodisponibilidade dos

compostos antioxidantes.
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Tabela 5.3 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por extracdo com fluido supercritico (SFE) expressa pelos métodos DPPH e FRAP

utilizando etanol (EtOH) como cossolvente.

DPPH FRAP
3 | ET (umol/g MP,
Cossolvente T (°C) P (MPa) PI (%) ECsp (mg/cm’) ECs bs) ET (umol/g MP, b.s.)
10 13,1 £ 0,2 1,8 + 0,1 0,56 + 0,04 1087 + 16 1072,15 + 8,68
15 13,8 + 0,14 1,53 + 0,01 0,66 + 0,00 114249 + 10,04 1126,82 + 5,86
50 20 15,31 £ 0,08 1,04 + 0,05 0,96 + 0,05 1249,50 + 5,71 1228,53 + 5,86
25 11,7 £ 0,2 1,9 £ 0,2 0,52 + 0,06 983,17 + 17,58 960,76 + 15,59
30 8,6 £ 0,7 2,8 £ 09 04 = 0,1 759,94 + 50,22 735,04 + 11,80
Fon 10 9,0 £ 0,1 2,39 + 0,08 0,42 + 0,01 787,86 + 7,53 769,04 + 7,36
15 12,10 = 0,06 1,46 + 0,03 0,69 + 0,01 1015,62 + 4,11 995,79 + 3,92
60 20 12,61 = 0,06 1,8 £ 0,3 0,57 £ 0,09 1052,42 + 4,57 1025,43 + 1,55
25 12 + 2 1,3 £ 0,5 0,8 £ 0,3 1008,22 + 162,95 1051,03 + 68,83
30 5+ 1 3 +2 04 £ 0,2 495,22 £+ 73,05 498,44 + 67,16

T — Temperatura de extragao.

P — Pressdo de extrag@o.

PI — Percentual de inibi¢@o de oxidagao.

ECs5y — Concentragdo efetiva necessdria para diminuir em 50% a concentrag¢@o do radical DPPH.

ET — Equivalente de trolox.
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Tabela 5.4 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por extracdo com fluido supercritico (SFE) expressa pelos métodos DPPH e FRAP

utilizando isopropanol (IsoC;) como cossolvente.

DPPH FRAP
3 " ET (umol/g MP,

Cossolvente T (°C) P (MPa) PI (%) ECsy (mg/cm”) ECs bs) ET (umol/g MP, b.s.)
10 7,50 + 0,38 2,23 + 0,24 0,45 + 0,05 680,04 + 27,62 670,77 £ 20,94

15 14,68 £ 1,15 1,09 + 0,07 0,92 + 0,06 1203,50 + 84,00 1173,71 £ 75,70

50 20 16,53 £ 0,07 1,00 + 0,18 1,02 £ 0,18 1338,60 + 5,25 1306,44 + 7,79

25 1592 + 048 1,10 £ 0,03 0,91 + 0,02 1293,57 + 35,15 1261,64 + 22,54

30 12,12 £ 0,20 1,50 + 0,07 0,67 + 0,03 1016,58 + 14,61 983,02 + 23,67

150G 10 7,76 + 1,15 2,70 = 0,52 0,38 + 0,07 698,60 + 83,55 697,77 £ 60,04
15 10,96 £+ 0,00 3,20 + 0,05 0,31 = 0,00 932,16 + 0,23 922,21 + 16,38

60 20 14,15 £ 047 1,01 + 0,13 1,00 £ 0,13 1164,60 + 34,01 1119,13 + 42,78

25 10,16 + 3,12 1,71 £ 1,16 0,76 = 0,52 873,57 + 227,82 948,50 + 70,98

30 11,80 = 2,84 1,20 £ 0,67 0,98 + 0,54 993,34 + 206,82 948,97 + 81,76

T — Temperatura de extragao.

P — Pressdo de extrag@o.

PI — Percentual de inibi¢do de oxidag@o.

ECs5, — Concentracio efetiva necessdria para diminuir em 50% a concentrag¢@o do radical DPPH.

ET — Equivalente de trolox.
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Tabela 5.5 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por extracdo com fluido supercritico (SFE) expressa pelos métodos DPPH e FRAP

utilizando dgua (H,O) como cossolvente.

DPPH FRAP
Cossolvente T (°C) P (MPa) PI (%) ECs (mg/cm’) ECs = (“I:Sﬂ;g e (umol/g MP, b.s.)
10 355 £ 054 555 + 1,98 0,19 + 0,07 391,27 + 39,72 404,35 + 12,18

15 12,65 = 0,54 1,20 + 0,17 085 + 0,12 105532 + 39,72 1022,66 + 15,19

50 20 18,99 + 0,14 0,73 % 0,01 1,36 + 0,02 151761 + 10,04 1463,52 + 43,41

25 2031 £ 0,13 0,69 + 0,04 1,46 + 0,09 161430 + 9,82 1569,17 + 5,71

30 30,88 + 0,26 048 + 0,02 2,07 £ 0,10 238537 % 18,72 2259.61 + 77,37

R0 10 1248 £ 0,15 2,16 + 0,07 046 + 001  1043,06 + 10,96 1026,94 + 8,59
15 10,72 + 0,33 3,03 £ 0,20 033 £ 0,02 91425 + 24,20 921,90 + 17,54

60 20 13,05 + 2,83 1,93 + 1,57 0,77 + 0,63 108422 + 206,59  1164,63 + 64,00

25 1932 + 0,10 0,66 + 0,03 1,51 + 0,06  1541,98 + 7,08 1516,44 + 854

30 2454 + 036 0,41 % 0,01 245 + 005  1922,60 + 26,25 1956,14 + 13,87

T — Temperatura de extrag@o.

P — Pressdo de extragdo.

PI — Percentual de inibi¢do de oxidag@o.

ECsy — Concentragio efetiva necessdria para diminuir em 50% a concentragdo do radical DPPH.

ET — Equivalente de trolox.
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Tabela 5.6 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos por extragdo com liquido pressurizado (PLE) expressa pelos métodos DPPH e FRAP

utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC;) e dgua (H,O) como solventes.

DPPH FRAP
Solvente (Ml;a) T (°C) PI (%) ECs, (mg/cm’) ECs," ET (umol/g MP, b.s))  ET (umol/g MP, b.s.)
40 8,62 + 1,33 2,24 + 0,31 0,45 + 0,06 761,55 + 96,79 754,46 + 63,03
60 1490 £ 0,56 1,10 + 0,09 0,91 + 0,08 1219,80 + 40,86 1185,04 + 19,54
EOH 1034 80 1832 + 030 0,70 + 0,02 1,43 + 0,04 1469,03 + 21,69 1429,35 + 43,86
’ 100 14,45 + 0,56 1,09 + 0,11 0,93 + 0,09 1186,71 + 40,63 1183,62 + 89,16
120 7,62 + 0,35 223 + 0,13 0,45 + 0,03 688,75 + 25,79 701,30 + 14,96
140 498 + 0,14 3,64 + 0,23 0,28 + 0,02 495,70 + 10,27 483,65 + 13,93
40 8,32 + 0,52 2,50 + 0,41 0,41 + 0,07 739,28 + 37,89 726,94 + 9,59
60 11,42 + 0,23 1,51 + 0,03 0,66 + 0,01 965,90 + 16,89 951,05 + 43,95
ol 10,34 80 13,88 + 0,09 1,12 + 0,02 0,89 + 0,01 1145,07 + 6,39 1128,27 + 2441
100 1515 + 0,13 0,88 + 0,00 1,14 + 0,00 1237,56 + 9,82 1222,53 + 17,61
120 9,47 + 0,28 1,53 + 0,04 0,65 + 0,02 823,53 + 20,54 837,93 + 37,77
140 8,85 + 0,17 1,65 + 0,08 0,61 + 0,03 778,18 + 12,56 781,64 + 15,38
40 6,78 + 0,28 2,75 £ 0,07 0,36 + 0,01 627,42 + 20,32 605,41 + 22,70
60 1032 + 0,18 1,84 + 0,07 0,54 + 0,02 885,52 + 12,78 865,04 + 3945
H,0 1034 80 14,61 + 1,03 1,08 + 0,15 0,93 + 0,13 1198,34 + 75,33 1210,35 + 29,14
’ 100 16,82 + 0,10 0,82 + 0,00 1,23 + 0,01 1359,75 + 7,30 1337,57 + 13,82
120 16,09 * 0,08 0,86 + 0,02 1,17 + 0,03 1306,64 + 6,16 1289,39 + 30,82
140 12,84 + 025 1,08 + 0,06 0,92 + 0,05 1069,37 + 18,03 1043,42 + 29,47

T — Temperatura de extracdo. P — Press@o de extracdo. PI — Percentual de inibi¢ao de oxidagdo. ECsy — Concentragdo efetiva necesséria para diminuir em 50% a concentra¢do do radical DPPH. ET —

Equivalente de trolox.
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5.4 CoORr

A cor é um pardmetro visual de fundamental importincia na percep¢do da qualidade
indicando as nossas expectativas, percep¢des, a susceptibilidades e preferéncias por produtos. A cor
frequentemente € a primeira caracteristica sensorial avaliada ao se ter contato com um produto
constituindo um importante parametro de qualidade podendo vir a ser utilizado como mecanismo de
inspecdo quanto a aceitacdo ou rejeicdo de um determinado produto (MONTES et al., 2005). A cor
de produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos pode ser o resultado da presenca de pigmentos
naturais na matriz utilizada, coloracdo formada durante processamento como aquecimento e
estocagem ou ainda devido a adicdo de corantes sintéticos ou naturais aos produtos (WILSKA-
JESZKA, 2006; SOCACIU, 2007).

A aplicacdo de sistemas colorimétricos baseados em sistemas uniformes de cor (CIELUV e
CIELAB) e sistemas nao-uniformes (CIEXYZ) constituem ferramentas valiosas na quantificacdo e
caracterizacdo instrumental da cor (MONTES et al., 2005). No presente estudo a cor foi
caracterizada através do sistema CIELAB cujas coordenadas de cor L*, a* e b* indicam a
intensidade da cor bem como sua percepcao cromdtica. O parametro relativo a luminosidade (L*) é
o atributo relacionado com a transmiss@o de luz observada indicando a sua intensidade através da
sua similaridade com a cor preta (L* = 0) e com a cor branca (L* = 100) (MONTES et al., 2005).
Portanto, a luminosidade de um material pode ser um importante parimetro avaliador da
concentracdo de uma solu¢do. O pardmetro a* indica a proximidade da cor das amostras da
coloracdo verde (-) e vermelho (+), enquanto o parametro »* indica a proximidade as cores amarelo
(-) e azul (+). Além destes parimetros outros pardmetros podem ser obtidos através dos mesmos
como o chroma e o angulo hue. O Chroma (C,*) é o componente quantitativo de cromaticidade
enquanto o angulo hue (h,,) € sua expressdo qualitativa (MONTES et al., 2005). Hue é uma das
principais propriedades de uma cor definida de acordo com o modelo CIELAB como o grau no qual
um estimulo luminoso pode ser descrito como similar ou diferente dos estimulos descritos como
vermelho, verde, azul e amarelo.

Nas Tabelas 5.7, 5.8 e 5.9 estdo apresentados os atributos de cor L*, a*, b*, h,, e C,p* dos
extratos supercriticos obtidos utilizando etanol, isopropanol e &4gua como cossolventes,
respectivamente. E possivel observar que o pardmetro a* apresentou valor positivo (+) para todas as
condic¢des analisadas indicando que os extratos apresentaram colora¢do avermelhada. Além disso,
este pardmetro demonstra sofrer um aumento em seu valor com o aumento da temperatura
indicando que os extratos obtidos a 60°C apresentaram coloracdo vermelha mais intensa que o0s
extratos obtidos a 50°C. Além disso, maiores valores de a* foram obtidos utilizando dgua como

cossolvente seguido em ordem decrescente de intensidade pelo etanol e isopropanol. Este parimetro
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ndo sofreu influéncia significativa da pressdo, exceto para o caso da 4gua em que foi observado um
aumento no valor do pardmetro a* com a pressdo. O parAmetro b* apresentou valores negativos (-)
para os extratos alcéolicos o que indica uma tendéncia para cor amarela, enquanto os extratos
aquosos apresentaram valores positivos (+) para este parametro indicando coloracdo azul.

O parametro de luminosidade apresentou valores baixos variando de 5,2 a 13,5 indicando que
todos os extratos supercriticos apresentaram coloracdo bem escura (L*=0, preto). Através da
combinacdo das pardmetros a* e b* observa-se que os extratos aquosos apresentaram coloracdo
violeta enquanto os extratos alcdolicos apresentaram colora¢io avermelhada. Tais resultados podem
ser confimados através da andlise dos valores do angulo Hue (%,,), onde verifica-se que os extratos
alcéolicos apresentaram valores que variaram de 338 a 359, enquanto os extratos aquosos
apresentaram valores que variaram de 0,34 a 6,09. Contudo, esta percep¢cdo € mascarada pelos
baixos valores de luminosidade os quais variaram de 5,22-14,78 % para os extratos etandlicos, 6,49-
10,88 % para os extratos isopropilicos e 3,75 a 13,54 % para os extratos aquosos. De forma geral
isto indica que os extratos supercriticos apresentaram alta concentracdo de sélidos soldveis. Além
disso, observou-se que este pardmetro apresentou uma alta e significativa correlacio (r=0,89) com o
teor de antocianinas de forma que quanto maior o teor de antocianinas menor o valor do atributo L*.
O atributo L*, o chroma (C,*) apresentou correlacdo (r = 0,74) diretamente proporcional com o
teor de antocianinas nos extratos supercriticos. A alta correlagdo desses atributos de cor indica sua
possivel utilizacdo como pardmetros para a inspecdo da qualidade quimica do teor de antocianinas
nos extratos de jabuticaba obtidos via tecnologia supercritica e liquido pressurizado minimizando os
custos com controle de qualidade.

Na Tabela 5.10 estdo apresentados os resultados de cor dos extratos obtidos utilizando
liquido pressurizado. A coordenada a* apresentou valores positivos (+) indicando cor vermelha
para os extratos. Nao foi observada grande variacdo de a* com a temperatura de extracdo exceto
para as temperaturas limites 40°C e 140°C. O atributo b* dos extratos obtidos utilizando liquido
pressurizado apresentou resultados bem similares aos extratos supercriticos observando-se valores
negativos (-) para os extratos alcéolicos e positivos (+) para os extratos aquosos. Assim, a
combinacdo das coordenadas a* e b* indica que os extratos alc6olicos apresentaram similarmente
coloracdo avermelhada enquanto os extratos aquosos apresentaram coloracdo violeta. Os resultados
de h,;, para os extratos alcéolicos ndo apresentaram grande variag@o cujos valores foram de 335.12 a
358,98. Por outro lado os extratos aquosos apresentaram valores que variaram de 9.82 a 58,36
indicando uma maior variacdo deste atributo com a temperatura. Os resultados apresentados neste
trabalho sdo diferentes dos resultados reportados por Montes et al (2005) onde extratos de

jabuticaba foram obtidos através do uso de misturas etanol:dgua e metanol:dgua. Uma possivel
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explicacdo para isto € a utilizacdo de método de extracdo e solventes distintos dos utilizados no
presente trabalho. A caracteristica diferenca de cor entre os estratos aquosos e etandlicos pode estar
relacionada ao pH das solucdes uma vez que a cor das antocianinas varia intensamente com a
variacdo do pH. Além disso, outra hipdtese € que o tipo de antocianina presente nas solugdes bem

como seus mecanismos de acilacdo podem interferir na colora¢io dos extratos obtidos.
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Tabela 5.7 - ParAmetros de cor L* a* b* h, e C, dos extratos obtidos via extragdo com fluido supercritico utilizando etanol (EtOH) como
cossolvente.

Cossolvente T (°C) P (MPa) L* a* b* hap C,*

10 1093 + 0.09 7.00 £ 0.07 -021 + 005 35829 + 0.39 7.01 + 0.07

15 1478 + 004 472 + 005 -007 £ 0.03 359.11 + 0.37 472 £ 0.05

50 20 522 £+ 0.69 582 + 023 -099 + 0.12 35035 + 1.53 591 £ 0.21

25 6.01 + 0.14 347 + 049 -052 £+ 0.02 35130 = 1.30 351 = 049

EtOH 30 11.82 + 009 583 = 004 -029 £ 0.06 357.18 + 0.59 584 = 0.04
10 522 £+ 007 658 + 0.13 -091 £+ 0.02 35213 = 0.13 6.64 =+ 0.13

15 901 + 1.09 425 + 0.09 -090 = 0.08 348.05 = 0.78 434 <+ 0.10

60 20 522 + 0.69 582 + 023 -099 + 0.12 35035 =+ 1.53 591 = 0.21

25 7.68 + 072 347 + 049 -055 £ 0.05 35085 =+ 1.10 351 = 049

30 1065 £ 056 583 + 004 -095 £ 0.08 35072 + 0.73 591 + 0.05

T: temperatura de extra¢do; P: pressdao de extracdo; h,,: angulo hue (cromaticidade qualitativa); C,,*: Chroma (cromaticidade quantitativa); L*:

luminosidade (L*=0 preto e L*=100 branco); a*: verde (-) e vermelho (+); b*: amarelo (-) e azul (+).
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Tabela 5.8 - Parametros de cor L*, a*, b*, h,, e C,, dos extratos obtidos via extracdo com fluido supercritico utilizando isopropanol (IsoC3) como
cossolvente.

Cossolvente T (°C) P (MPa) L* a* b* hap Cu*

10 831 =+ 104 572 = 046 -043 =+ 028 35574 + 246 574 + 047

15 777 £ 173 404 + 026 -1.57 = 0.61 338.80 + 815 436 <+ 023

50 20 7.85 £ 050 274 + 032 -023 + 031 35331 + 553 276 + 035

25 670 + 043 6.01 = 051 -081 =+ 0.16 35235 + 1.14 607 =+ 053

Is0C3 30 811 + 005 698 =+ 005 -036 =+ 035 35544 £ 095 699 <+ 0.05
10 10.88 + 0.16 481 + 024 -121 =+ 0.36 346.03 + 342 497 + 032

15 822 £ 035 567 = 0.13 -057 = 0.26 35432 + 249 570 =+ 0.15

60 20 7.84 + 053 274 + 032 -0.07 £ 0.06 35845 + 129 274 <+ 0.32

25 649 + 0.07 601 = 051 -059 £ 0.14 35430 £ 154 6.04 <+ 051

30 864 + 032 666 + 022 -038 + 031 356.68 + 278 6.68 + 0.20

T: temperatura de extracdo; P: pressdo de extracdo; h,,: angulo Hue (cromaticidade qualitativa); C,,*: Chroma (cromaticidade quantitativa); L*:

luminosidade (L*=0 preto e L*=100 branco); a*: verde (-) e vermelho (+); b*: amarelo (-) e azul (+).
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Tabela 5.9 - Pardmetros de cor L* a* b* h, e C, dos extratos obtidos via extracdo com fluido supercritico utilizando dgua (H20) como
cossolvente.

Cossolvente T (°C) P (MPa) L* a* b* hap C,*

10 1354 + 048 10.15 = 0.12 1.08 £ 0.05 6.09 =+ 022 1020 + 0.12

15 1095 £ 076 9.04 £+ 0.07 055 £ 0.06 346 + 040 9.05 + 0.06

50 20 1075 £ 026 897 = 0.17 0.05 £ 0.03 034 =+ 021 897 = 0.17

25 7.06 + 0.06 825 =+ 021 024 =+ 0.05 1.66 =+ 029 825 =+ 021

H,0 30 474 + 027 799 £+ 0.08 029 £ 0.05 205 = 035 8.00 =+ 0.08
10 1195 + 0.11 6.12 = 0.11 027 = 0.08 256 =  0.79 6.13 = 0.10

15 1034 £ 081 566 + 028 036 =+ 0.06 363 £+ 078 5,67 + 0.27

60 20 1073 £ 045 590 + 0.13 0.15 + 0.03 142 + 022 590 + 0.13

25 6.88 + 0.17 593 + 0.08 028 =+ 0.03 274 =  0.33 594 + 0.08

30 375 £ 052 690 + 0.12 042 + 0.32 351 + 275 6.92 + 0.09

T: temperatura de extracdo; P: pressdo de extracdo; h,: angulo hue (cromaticidade qualitativa); C,,*: Chroma (cromaticidade quantitativa); L*:

luminosidade (L*=0 preto e L*=100 branco); a*: verde (-) e vermelho (+); b*: amarelo (-) e azul (+).
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Tabela 5.10 - Parametros de cor L* a¥* b* h, e C, dos extratos obtidos via extracdo com liquido pressurizado utilizando etanol (EtOH),
isopropanol (IsoC3) e 4gua (H20) como solventes.

Solvente T (°C) L* a* b* Ry Cu*
40 5983 £ 0.117 5.893 + 0.205 -1.130 = 0.053 349.13 + 0.821 6.001 £ 0.194
60 5983 £ 0.117 5.893 £ 0.205 -0.497 + 0.081 355.19 + 0.646 5914 £ 0.210
80 4.843 £ 0.202 8.873 = 0.080 -1.087 = 0.040 353.02 = 0.227 8.940 + 0.082
EtOH 100 5.380 £ 0.255 5.607 £ 0.610 -0.757 £ 0.134 352.21 = 1.899 5.660 £ 0.595
120 7.963 £ 0.391 6.300 £ 0.148 -0.113 £+ 0.091 358.98 + 0.806 6.301 £ 0.149
140  10.813 + 0.156 5.893 + 0.205 -0.463 = 0.061 35549 = 0.715 5912 £ 0.201
40 11.653 £ 1.098 7.200 £ 0.066 -0.827 = 0.158 35346 + 1.184 7.248 = 0.083
60 11.157 + 0.834 6.467 + 0.189 -0.717 £ 0.372 353.69 + 3.262 6.513 £ 0.196
80 4.153 = 0.060 7.140 £ 0.147 1.327 £ 0.091 10.52 £ 0.547 7.262 £ 0.159
IsoC3 100 4750 £ 0.488 6.807 £ 0.430 -0.683 + 0.221 35433 + 1.549 6.842 + 0.449
120 6.047 £ 0.057 5.073 £ 0.047 -0.683 + 0.221 35233 £+ 2492 5.122 £ 0.040
140 12963 + 0.076 1.487 + 0.224 -0.683 + 0.221 335.12 + 8.840 1.649 + 0.193
40 10.503 + 0.099 6.017 £ 1.159 5.777 £ 0.756 44,04 + 9.303 8413 + 0.322
60 7.223 £ 0.266 4,527 £ 0.367 4417 + 0377 4429 + 4.613 6.338 £ 0.121
80 6.540 + 0.200 5.530 £ 0.370 8.970 + 0.236 58.36 £ 1.611 10.540 = 0.325
H20 100 4.673 £ 0.170 6.210 £ 0.121 9.777 £ 0.267 57.57 £ 0.528 11.583 + 0.273
120 6.853 £ 0.110 5750 £ 0.242 2.757 £ 0.311 25.63 = 3.267 6.383 £ 0.157
140 8.620 = 0.335 5453 + 0.424 0.933 + 0.184 9.82 + 2574 5.536 £ 0.391

T: temperatura de extracdo; P: pressdo de extracdo; h,: angulo hue (cromaticidade qualitativa); C,,*: Chroma (cromaticidade quantitativa); L*:

luminosidade (L*=0 preto e L*=100 branco); a*: verde (-) e vermelho (+); b*: amarelo (-) e azul (+).
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5.5 ANALISE ECONOMICA

5.5.1 Extracao com Fluido Supercritico

Na Figuras 5.10a, b e ¢ estdo apresentadas as estimativas dos custos de manufatura (COM —
cost of manufacturing) dos extratos brutos secos obtidos via tecnologia supercritica utilizando
etanol, isopropanol e 4gua como cossolventes, respectivamente. A linha tracejada representa o preco
de venda de exportagdo do extrato de jabuticaba o qual foi cotado em US$ 69,90/kg na empresa
100% Amazonia Exportacdo e Representagcdo Ltda (100% Amazonia, 2012). Este valor foi utilizado
como valor de venda para os extratos supercriticos para estimativa do tempo de retorno do
investimento. O cendrio no qual os custos de manufatura foram estimados consiste na implantacao
de uma linha de producio de extrato supercritico de jabuticaba na Fazenda Santa Maria, local onde
as frutas sdo colhidas e a geléia de jabuticaba é produzida. Por esta razio e pelo fato deste residuo
ser comumente vendido para compostagem, o custo do residuo de geléia de jabuticaba foi
considerado nulo no estudo de viabilidade econdmica apresentado neste trabalho.

Observando os dados apresentados na figura abaixo verifica-se que embora os custos de
manufatura sofram influéncia das condi¢des operacionais de extracdo como custo do cossolvente,
temperatura e pressao utilizados na extracio, o parametro que exerceu maior influéncia direta sobre
a variagdo dos valores do COM foi o rendimento de extracdo onde o custo de manufatura (COM,
$/kg) é inversalmente proporcional ao rendimento global de extragdo (Xogsr). Através da Equagdo
4.11 observa-se que quanto maior o rendimento de extracdo maior é a taxa de producdo (PR) e,
portanto, menor € o custo de manufatura para a mesma condi¢do de extracdo. Esta andlise poderd
ser melhor elucidada através da anélise de componentes principais (PCA) realizada na Se¢do 5.6.1 a
seguir. Outro efeito relevante € a influéncia do aumento de escala nos custos de manufatura o qual
diminuiu com o aumento da capacidade volumétrica dos extratores de 0,05 a 0,5 m’. Isso demonstra
que embora a taxa de produgdo (PR) de extrato e os custos de manufatura (COM, US$/ano) crescam
ambos linearmente com o aumento da capacidade dos extratores, este dltimo apresenta um aumento
menos acentuado que o primeiro. Este fendmeno deve-se provavelmente devido a aplicacdo da
metologia de Chilton (regra dos 0,6) para a estimativa dos custos dos equipamentos com 0 aumento
de escala.

Observando a Figura 5.10 nota-se que os menores valores de COM foram obtidos a 60°C
para os cossolventes alcoois, ndo observando diferenca significativa entre as temperaturas de
extra¢do (p < 0,05) quando utilizou-se dgua como cossolvente. Como mencionado anteriormente o
aumento da capacidade dos extratores implica numa diminui¢do no COM de forma que os menores

custos foram obtidos a 0,5 m’. Na Figura 5.10a o processo de extragio supercritica utilizando etanol
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obteve menor COM a 60°C e 15 MPa. Para a extracdo utilizando isopropanol como cossolvente
(Figura 5.10b) o menor COM foi obtido a 60 °C e 20 Mpa. No caso dos extratos aquosos os valores
minimos de custo de manufatura foram obtidos a 50 °C e 25 MPa e a 60°C e 30 MPa. Santos, Veggi
e Meireles (2010) trabalharam com extracdo em leito agitado e extragc@o assistida por ultrasom de
casca de jabuticana obtendo os valores minimos de custos de manufatura iguais a US$ 1016,88/kg e
US$ 794,46/kg a 0,05 m® e US$ 422,18/kg e US$ 401,21/kg a 0,3 m’, respectivamente. Tais valores
sdo bem mais altos do que os custos de manufatura dos extratos obtidos no presente trabalho
utilizando fluido supercritico. Este fendomeno deve-se provavelmente aos baixos rendimentos de
extragdo obtidos utilizando estes métodos quando comparados aos rendimentos obtidos por SFE.

Nas Tabelas 5.11, 5.12 e 5.13 est@o apresentados os tempos de retorno de investimento e os
componentes percentuais dos custo de manufatura dos extratos supercriticos obtidos utilizando
etanol, isopropanol e dgua como cossolventes, respectivamente. Observa-se que para todas as
condi¢des de extracdo estudadas houve um aumento em CRM e CUT e diminui¢do em COL e FCI
com o aumento de escala. A temperatura e a pressdo de extragdo ndo exerceram influéncia
significativa nos componentes dos custos de manufatura. Contudo, o cossolvente ou solvente
utilizado exerceu influéncia significativa no CRM e FCIL. O custo do cossolvente e solvente
utilizados nos processos SFE e PLE, respectivamente, exerceu influéncia no CRM obtendo valores
mais baixos para a dgua (US$ 0,04/ kg), seguido do etanol (US$ 0,85/ kg) e o valor mais alto foi
obtidos para o isopropanol (US$ 1,45/ kg). Os custos da coluna de destilagdo e do liofilizador
exerceram impacto significativo no FCI onde verifica-se que os maiores valores foram obtidos
utilizando dgua devido ao alto custo dos liofilizadores empregados para a sua remocao.

O presente trabalho avaliou o tempo de retorno do investimento (PT — payback time) como
parametro de viabilidade economica do projeto de implantacdo de uma industria de extratos naturais
tendo como base um tempo de 15 anos. O tempo de retorno foi obtido através da razdo entre o
investimento total inicial e o lucro liquido (lucro bruto menos impostos) mais depreciacdo. Verifica-
se que o tempo de retorno diminuiu significativamente com o aumento de escala e com o aumento
do rendimento de extra¢do. Sabendo-se que o lucro bruto € a receita menos o custo e gastos e que o
preco de venda do extrato bruto de jabuticaba foi fixado de acordo com o preco concorrencial de
US$ 69,90/ kg, o tempo de retorno estd diretamente relacionado com o COM. Dessa maneira, altos
custos de manufatura implicam em altos tempos de retorno e vice-versa. Custos de manufatura

acima de 15 anos foram considerados ndo viaveis economicamente (NV).
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Figura 5.10 - Custo de manufatura (COM) dos extratos obtidos via extragdo com fluido supercritico
(SFE) utilizando etanol (a), isopropanol (b) e dgua (c) como cossolventes. A linha pontilhada

representa o preco de comercializagdo do extrato cotado em US$ 69,90/kg no mercado internacional

(100% Amazonia, 2012).
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Tabela 5.11 - Componentes dos custos de manufatura e tempo de retorno de investimento obtidos através de andlise econdmica dos extratos
obtidos via extracdo com fluido supercritico (SFE) utilizando etanol como cossolvente para os extratores com capacidade volumétrica de 0,05, 0,3

e 0,5 m’.

Capacidade dos Extratores

0,05 m’ 0,3 m’ 0,5 m’
T P CRM COL FCI CUT CRM COL FClI cCUT CRM COL FCI CUT
COMy @ @ @ @ O @ @ oo Y @ ow @ @
10 10,6 40,5 164 32,5 NV 18,0 16,7 10,0 55,3 NV 19,1 14,0 8,3 58,7 NV
15 11,2 40,2 16,3 32,3 NV 18,9 16,5 99 54,7 64 + 0,3 20,0 13,8 8,2 58,0 4,0 + 0,2
50 20 11,8 399 16,2 32,1 NV 19,8 16,3 9,8 54,1 29 =+ 0,1 21,0 13,6 8,1 57,3 2,1 + 0,1
25 12,3 39,7 16,1 31,9 NV 20,7 16,1 9,7 53,5 4,1 + 0,1 21,9 134 8,0 56,7 2.8 + 0,1
30 129 394 16,0 31,7 NV 21,6 16,0 9,6 52,9 NV 22.8 13,3 79 56,0 NV
10 104 39,7 16,1 33,8 46 + 03 174 16,2 9,7 56,7 09 + 0,1 184 13,5 8,0 60,1 0,7 £ 0,0
15 11,0 39,5 16,0 33,6 43 + 0,2 18,3 16,0 9,6 56,1 0,8 + 0,0 194 133 79 59,4 0,6 = 0,0

60 20 11,6 392 159 334 9,0 02 192 158 95 555 1,1 £ 0,0 203 132 7,8 58,7 0,8 + 0,0
25 12,1 389 15,8 33,2 9,1 £ 0,7 20,1 156 94 549 09 = 0,1 21,2 13,0 7,7 58,0 0,7 = 0,1
30 12,7 38,7 15,7 330 53 +03 21,0 155 93 5473 09 £ 0,0 22,1 129 7,6 574 0,7 = 0,0

H+

T — temperatura de extracdo. P — pressdo de extracdo. CRM (cost of raw material) — custo de matéria-prima. COL (cost of labor) — custo de mao-de-obra. FCI (fixed cost of investment) — custo fixo de

investimento. CUT (cost of utilities) — custo de utilidades. PT (payback time) — tempo de retorno. NV — ndo vidveis economicamente.
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Tabela 5.12 - Componentes dos custos de manufatura e tempo de retorno de investimento obtidos através de andlise econdmica dos extratos
obtidos via extracdo com fluido supercritico (SFE) utilizando isopropanol como cossolvente para os extratores com capacidade volumétrica de

0,05,0,3 e 0,5 m’.

Capacidade dos Extratores

0,05 m’ 0,3m’ 0,5 m’
T P CRM COL FCI CUT CRM COL FCI CUT CRM COL FCI CUT
PT (anos) PT (anos) PT (anos)
(°C) MPa) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
10 14,1 396 16,0 304 NV 23,5 16,1 9,6 50,8 NV 249 134 8,0 538 NV
15 14,6 393 159 30,2 NV 243 159 95 503 NV 258 132 79 53,2 NV
50 20 152 390 15,8 30,0 NV 252 15,7 94 49,7 53 £ 51 266 13,1 78 52,6 33 £ 28
25 15,7 38,8 15,7 29,8 NV 26,0 155 93 49,2 29 £ 1,7 274 129 7,7 52,0 20 = 1,0
30 16,3 385 156 29,6 NV 26,8 154 9,2 48,7 40 £ 0,3 282 128 7,6 514 2,8 + 0,2
10 13,8 388 15,7 31,6 NV 228 156 93 523 32 £ 1,8 24,1 130 7,7 552 22 = 1,2
15 144 38,6 156 31,5 70 £ 0,5 23,6 154 92 518 1,5 £ 0,6 250 128 7,6 54,7 1,1 =+ 0,5
60 20 149 383 155 313 52 £ 02 244 152 9,1 51,2 09 + 0,0 258 12,6 7,5 54,1 0,7 £ 0,0
25 15,5 38,0 154 31,1 NV 252 151 9,0 50,7 L1 £ 03 266 12,5 74 535 09 + 0,2
30 16,0 37,8 153 30,9 NV 260 149 89 50,2 1,8 + 0,6 274 124 74 529 1,3 £+ 04

T — temperatura de extracéio. P — pressdo de extragdo. CRM (cost of raw material) — custo de matéria-prima. COL (cost of labor) — custo de mao-de-obra. FCI (fixed cost of investment) — custo fixo de

investimento. CUT (cost of utilities) — custo de utilidades. PT (payback time) — tempo de retorno. NV — ndo vidveis economicamente.
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Tabela 5.13 - Componentes dos custos de manufatura e tempo de retorno de investimento obtidos através de analise econdmica dos extratos
obtidos via extra¢do com fluido supercritico (SFE) utilizando d4gua como cossolvente para os extratores com capacidade volumétrica de 0,05, 0,3 e

0,5m’.

Capacidade dos Extratores

0,05 m’ 0,3m’ 0,5 m’

T P CRM COL FCI CUT CRM COL FCI CuT CRM COL FCI CUuTt

O My @B @ @B @& Y @ @ o @ Y @ @ @ @
10 50 360 249 333 NV 83 142 275 496 NV 87 116 306 492 NV
15 6,5 35,7 24,7 33,1 NV 9.6 14,0 27,2 49,1 74 + 0,1 95 11,4 30,3 48,7 79 + 0,1

50 20 7,1 35,5 246 329 100 + 0,2 104 13,9 27,0 48,7 50 + 0,3 10,3 11,3 30,1 48,3 84 + 0,5
25 17,6 35,3 244 327 42 + 02 11,2 13,8 26,7 48,3 3,1 + 0,1 11,1 11,2 29,8 47,8 34 + 0,1
30 8,2 35,1 243 325 56 + 0,1 12,0 13,7 26,5 47,8 1,9 + 0,1 11,9 11,1 295 474 2,1 £ 0,1
10 5,8 35,1 243 348 NV 8.5 13,7 26,5 51,3 23 + 0,1 84 11,2 29,6 509 25 + 0,1
15 6,3 349 24,1 34,6 NV 9,3 13,6 26,3 509 NV 9,2 11,1 29,3 504 NV

60 20 6,9 34,77 240 344 86 £ 0,2 10,1 134 26,1 504 3,8 £ 0,1 10,0 11,0 29,1 50,0 4,1 + 0,1
25 715 34,5 23,9 342 6,1 £ 0,2 10,9 13,3 25,8 50,0 29 + 0,1 10,8 10,9 28,8 49,6 32 + 0,1

30 80 343 23,7 340 42 + 0,1 11,7 132 256 49,5 25 + 0,1 11,6 10,8 28,6 49,1 2,7 + 0,1

T — temperatura de extracéio. P — pressdo de extragdo. CRM (cost of raw material) — custo de matéria-prima. COL (cost of labor) — custo de mao-de-obra. FCI (fixed cost of investment) — custo fixo de

investimento. CUT (cost of utilities) — custo de utilidades. PT (payback time) — tempo de retorno. NV — ndo vidveis economicamente.
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5.5.2 Extracao com Liquido Pressurizado

Na Figura 5.11 estdo apresentadas as estimativas dos valores de COM dos extratos brutos
secos obtidos utilizando liquido pressurizado. O valor do preco de venda de exportagdo dos extratos
obtidos foi cotado com 0 mesmo valor dos extratos supercriticos, isto €, valor de exportacao de US$
69,90/kg para extrato de jabuticaba liofilizado. Da mesma forma que para o caso do processo de
extracdo supercritica, o cendrio no qual os custos de manufatura dos extratos obtidos com liquido
pressurizado foram estimados consiste na implantacdo de uma de uma linha de produgdo de extrato
de jabuticaba na Fazenda Santa Maria, local onde as frutas s@o colhidas e a geléia de jabuticaba é
produzida. O custo do residuo de geléia de jabuticaba foi considerado nulo no estudo de viabilidade
econdmica apresentado neste trabalho devido ao fato de o residuo ser comumente vendido para
compostagem. Observando os dados apresentados na Figura 5.11 a seguir verifica-se que embora os
custos de manufatura sofram influéncia das condicdes operacionais de extracdo como custo do
solvente, temperatura e pressdo utilizados na extracio, o pardmetro que exerce maior influéncia
direta sobre a variacdo dos valores do COM ¢€ o rendimento de extracdo. Da mesma forma que para
0s extratos supercriticos observa-se que para todas as condicdes operacionais estudadas o custo de
manufatura (COM, $/kg) é inversalmente proporcional ao rendimento global de extracdo (Xogsr) €
que os custos de manufatura diminuiram com o aumento da capacidade volumétrica dos extratores
de 0,05 a 0,5 m® assim como observado para os extratos supercriticos.

Os valores de COM dos extratos obtidos utilizando liquido pressurizado (Figura 5.11) foram
menores que os custos dos extratos obtidos utilizando fluido supercritico (Figura 5.10). Este
comportamento provavelmente estd associado a dois fatores: custo dos equipamentos e
rendimmento de extragcdo. O custo das células de extragdo que utilizam fluido supercritico foi maior
que o das células que utilizam liquido pressurizado. Isto se deve provavelmente a um maior gasto
com materiais e requisitos de seguranca associados aos equipamentos que utilizam fluido
supercritico. Além disso, os rendimentos globais dos extratos que utilizaram liquido pressurizado
foram um pouco maiores que 0s extratos supercriticos proporcionando uma diminuicdo dos seus
custos. Os valores minimos de COM foram observados utilizando célula de extracio de 0,5 m’ nas
faixas de temperatura de 80-120°C, 80-100°C e 80-140°C utilizando etanol, isopropanol e agua,
respectivamente. Santos, Veggi e Meireles (2012) estudaram a otimizacao e avaliacdo econdmica da
extracdo de casca de jabuticaba utilizando liquido pressurizado obtendo valores de custo de
manufatura do extrato bruto de US$ 19,26/kg, US$ 17,24/kg e US$ 15,53kg utilizando células de
extracdo de capacidade de 0,05, 0,1 e 0,3 m’. No presente trabalho a extracdo com liquido

pressurizado do residuo de jabuticaba obteve valores mais altos de COM (US$ 20-30/kg).
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Figura 5.11 - Custo de manufatura (COM) dos extratos obtidos via extragdo com liquido

pressurizado (PLE) utilizando etanol (a), isopropanol (b) e dgua (c) como solventes. A linha

pontilhada representa o preco de comercializagdo do extrato cotado em US$ 69,90/kg no mercado

internacional (100% Amazonia, 2012)..
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Na Tabela 5.14 estdo apresentados os tempos de retorno de investimento e os componentes
percentuais dos custo de manufatura dos extratos obtidos utilizando etanol, isopropanol e dgua
como liquidos pressurizados. Observa-se que para todas as condi¢des de extragdo estudadas houve
um aumento em CRM e CUT e diminui¢do em COL e FCI com o aumento de escala. A temperatura
e a pressdo de extracdo ndo exerceram influéncia significativa nos componentes dos custos de
manufatura. Contudo, o solvente utilizado exerceu influéncia significativa no CRM e FCI. O custo
do cossolvente e solvente utilizados no processo PLE, exerceu influéncia no CRM obtendo valores
mais baixos para a agua (US$ 0,04/ kg), seguido do etanol (US$ 0,85/ kg) e o valor mais alto foi
obtidos para o isopropanol (US$ 1,45/ kg). Os custos da coluna de destilagdo e do liofilizador
exerceram impacto significativo no FCI onde verifica-se que os maiores valores foram obtidos
utilizando dgua devido ao alto custo dos liofilizadores empregados para a sua remogao.

O presente trabalho avaliou o tempo de retorno do investimento (PT — payback time) como
parametro de viabilidade economica do projeto de implantagdo de uma industria de extratos naturais
obtidos utilizando liquido pressurizado tendo como base um tempo de vida de projeto de 15 anos. O
tempo de retorno foi obtido através da razdo entre o investimento total inicial e o lucro liquido
(lucro bruto menos impostos) mais depreciagdo. Verifica-se que o tempo de retorno diminuiu
significativamente com o aumento de escala e com o aumento do rendimento de extragdo. Sabendo-
se que o lucro bruto € a receita menos o custo e gastos e que o preco de venda do extrato bruto de
jabuticaba foi fixado de acordo com o preco concorrencial de US$ 69,90/ kg, o tempo de retorno
estd diretamente relacionado com o COM. Dessa maneira, altos custos de manufatura implicam em
altos tempos de retorno e vice-versa. Custos de manufatura acima de 15 anos foram considerados
ndo vidveis economicamente (NV). A comparacdo entre a andlise econdmica realizado para os
processos SFE e PLE mostra que os custos de manufatura obtidos utilizando liquido pressurizado
foram cerca de US$ 40/kg menor que os custos obtidos utilizando fluido supercritico. Isso
demonstra que com relagdo a avaliagdo econdmica o processo PLE demonstrou ser mais

economicamente vidvel que o processo SFE.
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Tabela 5.14 - Componentes dos custos de manufatura e tempo de retorno de investimento obtidos através de andlise econdmica dos extratos
obtidos via extracdo com liquido pressurizado (PLE) utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC;) e 4gua (H,O) como solvente para os extratores

com capacidade volumétrica de 0,05, 0,3 ¢ 0,5 m”.

Capacidade dos Extratores

0,05m’ 0,3m’ 0,5m’
P T CRM COL FCI CUT PT CRM COL FCI CUT PT CRM COL FCI CUT PT
(MPa) (°C) (%) (%) (%) (%) (ano) (%) (%) (%) (%) (ano) (%) (%) (%) (%) (ano)
1034 40 49 306 547 98 12,0 =+ 120 128 135 478 259 1,9 =+ 0,07 153 9,7 441 309 14 =+ 0,05
1034 60 48 304 543 10,5 93 + 098 12,7 133 47,1 270 1,7 =+ 0,09 150 94 431 325 13 =+ 006
EtOoH 1034 80 120 280 50,1 99 82 =+ 061 278 108 384 230 16 =+ 007 31,8 74 339 268 12 =+ 005
1034 100 3,9 304 543 114 65 =+ 031 103 132 468 298 14 =+ 004 313 73 333 281 1,1 =+ 0,11
1034 120 38 292 522 148 62 =+ 019 99 127 450 324 13 + 004 301 7,0 321 30,8 10 =+ 0,03
1034 140 34 265 473 227 59 + 023 90 11,5 40,8 388 13 =+ 005 273 64 291 373 10 =+ 004
1034 40 75 303 542 80 NV =+ 608 195 132 46,6 208 23 =+ 0,15 232 94 428 247 17 =+ 011
1034 60 7,5 301 539 85 11,7 + 1,12 192 129 456 224 19 + 008 227 91 417 265 14 =+ 0,06
lsoC; 1034 80 74 300 535 91 88 =+ 074 190 127 451 232 17 =+ 008 223 90 409 278 12 = 005
1034 100 6,6 30,0 53,7 97 92 + 103 245 11,6 410 228 18 =+ 029 199 91 41,5 295 13 =+ 0,08
1034 120 6,1 281 503 154 80 =+ 013 157 12,0 425 297 1,5 + 003 186 85 389 340 11 =+ 002
1034 140 5,1 235 420 293 7.1 + 038 132 100 356 412 14 =+ 007 156 7,1 325 448 10 =+ 0,06
1034 40 1,0 399 559 32 11,8 =+ 140 21 139 773 67 47 =+ 1,12 21 85 8.6 69 38 =+ 017
1034 60 1,0 395 554 41 82 + 072 20 136 759 85 31 + 016 21 83 809 87 32 =+ 0,16
H,0 1034 80 1,0 392 549 50 67 £ 034 20 134 744 102 28 =+ 009 20 81 789 109 28 =+ 0,08
1034 100 1,0 388 544 59 63 + 040 20 131 730 11,9 26 =+ 011 20 80 779 121 27 =+ 0,11
1034 120 1,0 384 538 67 67 =+ 024 20 130 723 127 28 + 0,0 20 7.9 771 129 28 =+ 010

10,34 140 09 363 508 120 66 =« 016 19 123 683 176 27 =+ 007 19 75 728 17,8 28 £ 0,07

T — temperatura de extra¢do. P — pressdo de extragdo. CRM (cost of raw material) — custo de matéria-prima. COL (cost of labor) — custo de mao-de-obra. FCI (fixed cost of investment) — custo fixo de

investimento. CUT (cost of utilities) — custo de utilidades. PT (payback time) — tempo de retorno. NV — ndo vidveis economicamente.
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5.6 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

5.6.1 Extracao com Fluido Supercritico

As cargas fatorias, os autovalores e o percentual de variincia das andlises de componentes
principais dos extratos supercriticos estdo apresentados na Tabela 5.15. A dimensdo dos dados foi
reduzida de 11 varidveis parcialmente correlacionadas para 2 componentes principais nao-
correlacionados PC1 e PC2, os quais somados foram capazes de explicar 88,55% dos resultados. O
valor absoluto da carga fatorial é um indicador da participagdo do parametro analizado nos
componentes principais. PC1 correlacionou-se inversamente com as varidveis em ordem
decrescente TPC > X, > TMA > TFC > EC50'1 > TEAA™A? > TEAAPPH > pi, enquanto
apresentou-se altamente correlacionado com os custos de manufatura COMy "™ > COMy, "™ >
COMy "™, PC2 demonstrou alta correlagio com os parmetros de atividade antioxidante

(TEAA™*" > TEAAPPPH > PT > ECs™).

Tabela 5.15 - Cargas fatorias, autovalor e varidncia das varidveis com relacdo aos componentes

principais PC1 e PC2 para os extratos obtidos utilizando fluido supercritico.

Variavel PC1 PC2
Xo -0,803 -0,536
TPC -0,841 -0,135
TEC 0,794 0,202
TMA -0,798 -0,343
PI 0,732 0,660
ECs," -0,775 0,553
TEAAP™ 0,732 0,660
TEAA™A? -0,749 0,646
COMy "™ 0,837 0,444
COMy ™ 0,845 0,495
COMy ™ 0,838 0,516
Autovalor 6,973 2,767
Variancia (%) 63,39 25,15
Variancia acumulada (%) 63,39 88,55

PC (principal components): componentes principais; Xo: rendimento global de extragdo; TPC (total phenolic content): teor de compostos

fendlicos totais; TFC (total flavonoid content): teor de flavonoides totais; TMA (total monomeric anthocyanins): antocianinas

DPPH
A

monoméricas totais; PI: percentual de inibicdo de oxidag@o; ECso: concentragdo efetiva inversa; TEA (Trolox equivalent

AFRAP

antioxidant activity): atividade antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método DPPH; TEA (Trolox equivalent

antioxidant activity):atividade antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método FRAP; COM %™ custo de manufatura para

célula de extracdo de 0,05 m?; COMy**™: custo de manufatura para célula de extragdo de 0,05 m*; COMx>™: custo de manufatura

para célula de extracio de 0,05 m’.
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E importante observar que a concentracio efetiva maxima necessdria para a reducio da
concentracdo do radical DPPH em 50 % (ECsy) possui uma relacdo inversa com a atividade
antioxidante de forma que, quanto menor o valor de ECsy, maior a atividade antioxidante do
material avaliado. Portanto, este valor foi transformado em uma parametro chamado concentragdo
efetiva inversa (ECs,') a fim de avaliar melhor a sua correlagio com os demais pardmetros de
atividade antioxidante: TEAA™*", TEAA®"™ ¢ P1.

A representacdo grafica das cargas fatorias das varidveis estudadas e os scores das
observagdes avaliadas estd apresentado nas Figuras 5.12a e 5.12b, respectivamente. As relacdes
entre os pardmetros analizados bem como as similaridades e as diferencas entre os experimentos
SFE podem ser detectados através da investigacdo do grifico PCA. Os parimetros que
apresentaram correlacdo significativa entre si estdo apresentados em negrito na matriz de Pearson
(Tabela 5.16). Os custos de manufatura apresentaram significativos coeficientes de correlacao
entre si como esperado; contudo, apresentaram-se inversamente correlacionados aos parametros Xo,
TMA, TPC, , TFC, AA, ECSO", TEAA™*? TEAAP™. Este comportamento corrobora a premissa
de que quanto maior o rendimento global de extragdo menor é o custo de manufatura. Portanto,
analisando as Figura 5.12a e 5.12b € possivel determinar as condicdes otimizadas onde obteve-se 0s
melhores perfis quimicos e os menores valores de custo de manufatura as quais estdo destacadas
com linhas tracejadas em vermelho. A condi¢do de extracdo que apresentou maiores valores dos
parametros de atividade antioxidante (TEAAFRAP, TEAAPPH P, EC50'1) foi o extrato aquoso
obtido a 50°C e 30. Por outro lado, as condi¢des que apresentaram maiores rendimentos globais de
extragcdo, de compostos fendlicos e de antocianinas foram os extratos alcéolicos obtidos a 60°C
utilizando etanol a 25 MPa e isopropanol a 20 MPa, respectivamente. Os baixos valores de
coeficiente de correlagdo entre os compostos fendlicos e antocianinas com os métodos de atividade
antioxidante avaliados sugerem uma possivel co-extracdo de outros compostos antioxidantes,
provavelmente menos polares que os compostos fendlicos, como vitamina C e taninos ji reportados
em outros estudos sobre a composi¢cdo quimica da jabuticaba (REYNERTSON et al., 2008;
MORTON, 1987). Futuros trabalhos cientificos a fim de determinar a possivel presenca e
quantificar o teor destes compostos nos extratos supercriticos deve ser realizada a fim de verificar

sua possivel influéncia na atividade antioxidante.
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Figura 5.12 - Cargas fatoriais (a) e scores (b) das andlises de componentes principais dos

experimentos SFE utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC3) e dgua (H20) como

cossolventes. A linha tracejada em vermelho (---) indica a condi¢do otimizada para a

temperatura (T°C) e pressao (PMPa) de extragdo avaliadas.
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Tabela 5.16 - Matrix de Pearson referente as correlacdes entre as andlises quimicas e avaliacio econdmica dos extratos obtidos

utilizando fluido supercritico.

X, TPC TEC TMA PI ECsy” TEAAP™H  TEAA™?  COMy, "™  COMy ™™  COMyy ™
Xo 1 0,748 0,487 0,808 0,236 0,358 0,236 0,255 -0,897 -0,931 -0,936
TPC 1 0,728 0,683 0,491 0,527 0,491 0,525 -0,675 -0,718 0,727
TFC 1 0,595 0,641 0,701 0,641 0,661 -0,516 -0,510 -0,504
TMA 1 0,344 0,448 0,344 0,353 -0,718 -0,791 -0,817
PI 1 0,913 1,000 0,996 -0,345 0,316 0,295
ECs" 1 0,913 0,923 -0,406 -0,376 0,355
TEAAPPPH 1 0,996 -0,345 -0,316 -0,295
TEAA™A? 1 -0,363 -0,334 0,313
COMy, "™ 1 0,984 0,965
COMy ™ 1 0,996
COMy, "™ 1

Em negrito estdo destacados valores significativos ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Xo: rendimento global de extracio; TPC (total phenolic content): teor de fendlicos totais; TFC (total

flavonoid content): teor de flavonoides totais; TMA (fotal monomeric anthocyanins): antocianinas monoméricas totais; PI: percentual de inibicdo de oxidagdo; ECso: concentracio efetiva inversa;

FRAP
A

TEAAPP" (DPPH Trolox equivalent antioxidant activity): atividade antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método DPPH; TEA. (FRAP Trolox equivalent antioxidant activity):atividade

antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método FRAP; COMyx>%™: custo de manufatura para célula de extragdo de 0,05 m?; COMy*™: custo de manufatura para célula de extracdo de 0,3

m’; COMX0%™: custo de manufatura para célula de extragdo de 0,5 m’.
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5.6.2 Extracao com Liquido Pressurizado

Na Tabela 5.17 estdo apresentados os resultados referentes as cargas fatorias, os autovalores
e o percentual de varidncia das andlises de componentes principais dos extratos obtidos utilizando
liquido pressurizado Tabela 5.15. Assim como para os extratos supercriticos, a dimensao dos dados
foi reduzida de 11 variaveis parcialmente correlacionadas para 2 componentes principais nao-
correlacionados PC1 e PC2, os quais somados apresentam varidncia acumulada de 85,19%. PC1
apresentou alta correlagio em ordem decrescente com as varidveis TPC > TMA > TEAA™A? >
TEAAP™" > PI > ECs,! > TEC > X,, enquanto PC 2 apresentou-se correlacionado em ordem
decrescente com os custos de manufatura da seguinte forma: COMXOO’3m3 > COMXOO’5m3 >

COMXO0,05 m3 .

Tabela 5.17 - Cargas fatorias, autovalor e varidncia das varidveis com relacdo aos componentes

principais PC1 e PC2 para os extratos obtidos utilizando liquido pressurizado.

Variavel PC1 PC2
Xo 0,713 -0,147
TPC 0,974 0,105
TFC 0,941 0,175
TMA 0,965 0,063
PI 0,947 0,200
ECs, 0,925 0,247
TEAAP™ 0,947 0,200
TEAA™A? 0,950 0,188
COMy "™ 0,726 0,280
COMx, "™ -0,599 0,750
COMy ™ 0,481 0,739
Autovalor 7,94 1,43
Variancia (%) 72,18 13,01
Variancia acumulada (%) 72,18 85,19

PC (principal components): componentes principais; Xo: rendimento global de extragdo; TPC (total phenolic content): teor de compostos

fendlicos totais; TFC (total flavonoid content): teor de flavonoides totais; TMA (total monomeric anthocyanins): antocianinas

ADPPH

monoméricas totais; PI: percentual de inibicio de oxidagdo; ECsy': concentragio efetiva inversa; TEA (Trolox equivalent

FRAP
A

antioxidant activity): atividade antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método DPPH; TEA (Trolox equivalent

antioxidant activity):atividade antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método FRAP; COMx,™**™: custo de manufatura para

0,5m3

célula de extracdo de 0,05 m?; COMxo>*™: custo de manufatura para c€lula de extragdo de 0,05 m>; COMx, : custo de manufatura

para célula de extragio de 0,05 m®.
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Nas Figuras 5.13a e 5.13b estdo apresentadas as cargas fatorias das variaveis estudadas e os
scores das observacdes avaliadas, respectivamente. As relagdes entre os pardmetros analizados bem
como as similaridades e as diferencas entre os experimentos PLE podem ser detectados através da
investigacdo do grafico PCA. Os parametros que apresentaram correlacio significativa entre si estdo
apresentados em negrito na matriz de Pearson (Tabela 5.18). Quanto maior a correlagdo entre as
varidveis mais proximos sdo os vetores na Figura 5.13a e mais préximo do valor 1,0 é o fator de
correlagdo na matriz de Pearson. Os custos de manufatura apresentaram significativos coeficientes
de correlacdo entre si como esperado; contudo, apresentaram-se inversamente correlacionados aos
pardmetros X,, TMA, TPC, , TFC, AA, ECSO'I, TEAA™? TEAAPPPH Assim como discutido com
relacdo aos extratos supercriticos, este comportamento corrobora a premissa de que quanto maior o
rendimento global dos extratos menor € o custo de manufatura. Portanto, analisando as Figura 5.13a
e 5.13b € possivel determinar as condi¢des otimizadas onde obteve-se os melhores perfis quimicos e
os menores valores de custo de manufatura as quais estdo destacadas com linhas tracejadas em
vermelho. As condigdes de extracdo que apresentaram os maiores valores dos pardmetros de
atividade antioxidante (TEAAFRAP, TEAAPPH  pr, EC50'1) e dos rendimentos de compostos
fendlicos, flavondides e de antocianinas foram os extratos etandlico obtido a 80°C e o aquoso e
isopropilico obtidos a 100°C, respectivamente. Diferentemente dos resultados obtidos com fluido
supercritico, os teores de fendlicos, flavondides e antocianinas dos extratos obtidos via extracdo
com liquido pressurizado apresentaram alta e significativa correlacio com os pardmetros de
atividade antioxidante avaliados. Assim, comparando as duas metodologias de extragdo é possivel
verificar a influéncia da polaridade total do solvente frente a presenca ou auséncia do CO, na
mistura. Os liquidos pressurizados apresentaram polaridade elevada quando comparados ao CO,
supercritico modificado, o que explicaria uma maior extragdo de compostos polares e menor teor de

compostos menos polares como taninos, por exemplo.
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Figura 5.13 - Cargas fatoriais (a) e scores (b) das andlises de componentes principais dos
experimentos PLE utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC3) e d4gua (H20) como solventes. A
linha tracejada em vermelho (---) indica a condi¢@o otimizada para a temperatura (T°C) de extracio

avaliada.
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Tabela 5.18 - Matriz de Pearson referente as correlacdes entre as andlises quimicas e avaliagdo econdmica dos extratos obtidos utilizando liquido

pressurizado.
X, TPC TEC  TMA PI  ECs,’ TEAAP™"  TEAA™AY  COMy, "™ COMy, ™ COMy, "™

Xo 1 0681 0641 0,737 0,500 0,535 0,500 0,508 -0,969 -0,436 -0,166
TPC 1 0974 0978 0918 0,884 0,918 0,922 -0,694 -0,496 -0,377
TEC 1 0943 0,89 0,872 0,896 0,893 -0,634 0,410 -0,336
TMA 1 0884 0,854 0,884 0,887 -0,752 -0,493 -0,384
PI 1 0974 1,000 0,999 -0,497 0,463 -0,393
ECs" 1 0,974 0,973 -0,500 -0,397 -0,335
TEAAPPH 1 0,999 -0,497 -0,463 -0,393
TEAA™AP 1 -0,506 -0,477 -0,396
COMy, "™ 1 0,536 0,305
COMy, ™ 1 0,861
COMy ™ 1

Em negrito estdo destacados valores significativos ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Xo: rendimento global de extracio; TPC (total phenolic content): teor de fendlicos totais; TFC (total

flavonoid content): teor de flavonoides totais; TMA (fotal monomeric anthocyanins): antocianinas monoméricas totais; PI: percentual de inibicdo de oxidacao; ECso: concentracdo efetiva inversa;

A™*P (FRAP Trolox equivalent antioxidant activity):atividade

0,3m3

TEAAPP" (DPPH Trolox equivalent antioxidant activity): atividade antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método DPPH; TEA

0,05m3,

antioxidante expressa em Trolox equivalente pelo método FRAP; COMx, : custo de manufatura para célula de extragio de 0,05 m?>; COMy, : custo de manufatura para célula de extracio de 0,3

m’; COMX0%™: custo de manufatura para célula de extragao de 0,5 m>.
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5.7 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA

Devido a limitada disponibilidade de padrdes de referéncia bem como a dificuldade na
simultinea identificacio de uma grande quantidade de compostos baseado apenas em
comportamentos cromatograficos e espectro UV, a identificacdo e quantificacdo dos compostos
fendlicos dos extratos obtidos nas condi¢gdes otimizadas no presente trabalho foi realizada mediante
utilizacdo de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acomplada a espectrometria de massas
(UPLC-ESI-MS). Para a identificacdo e quantificacio dos compostos fendlicos e antocianinas
foram utilizados os métodos desenvolvidos por Vieira (2013).

Neste trabalho 26 compostos, incluindo 5 antocianinas (definidina-3-glicosideo, cianidina-3-
glicosideo, cianidina-3-rutinosideo, perlagonidina-3-glicosideo, malvinidina-3-glicosideo), 12
4cidos fendlicos (dcidos: gélico, protocatecuico, hidroxibenzdico, clorogénico, cafeico, siringico, p-
coumdrico, ferrilico, sindpico, eldgico, hidroxicindmico, cindmico), 1 flavanol (catequina), 3
flavonas (luteolina, crisina, apigenina) e 5 flavondis (kaempferol, kaempferol-3-glicosideo;
kaempferol-3-rutenosideo, quercetina, rutina), foram simultaneamente e tentativamente
identificados nos extratos de jabuticaba obtidos via extra¢do supercritica e extracdo com liquido
pressurizado. Previamente a identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos os extratos
foram submetidos ao processo de purificacdo com o objetivo de minimizar o overlap dos picos que
foi notdrio quando extratos brutos foram diretamente injetados no sistema UPLC-MS. Através do
processo de purificacdo via extragdo em fase sélida (SPE — solid phase extraction) utilizando
cartuchos C18 os extratos foram fracionados em duas por¢des: uma porcdo constituida de
compostos fendlicos ndo-antocidnicos como acidos fendlicos e demais flavonéides, e outra porcao
constituida por compostos antocidnicos.

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC - Ultra performance liquid
chromatography) é uma importante ferramenta de detecdo de analitos em nivel de tragcos e
possibilita desenvolver andlises mais rdpidas e com maior eficiéncia de separagdo quando
comparada ao sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High performance liquid
chromatography). Utilizando o sistema UPLC acoplado a um espectrometro de massas, obeteve-se
a completa separacdo de 5 padrdes de antocianinas dentro de 7 min (VIEIRA, 2013). Na Figura 5.14
podem ser visualizados os cromatogramas dos fons monitorados. Em um sistema cromatografico do
tipo HPLC, a separagao de antocianinas ocorre entre 40 e 60 min (WU e PRIOR, 2005; VIEIRA,
2013).

A separacdo das 5 antocianinas foi alcancada utilizando metanol e dgua acidificados com 2%
de 4cido férmico como fases méveis. No sistema UPLC-ESI-MS a detecc@o dos componentes que

eluem da coluna pode ser realizada pelo detector de arranjo de diodos, quando os componentes
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absorvem na regido do UV-vis e, em seguida esses compostos podem ser analisados no

espectrometro de massas, tendo cada ion molecular monitorado num dado intervalo de tempo.
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Figura 5.14 - Cromatograma dos
cianidina-3-glicososideo (2),

malvinidina-3-glicosideo (5).

cianidina-3-rutinosideo  (3),

fons das antocianinas analisadas: delfinidina-3-glicososideo (1);

perlagonidina-3-glicosideo (4) e

Como as antocianinas apresentam boa ionizacdo do cétion flavilium no modo positivo, este

foi 0 modo utilizado para analisar estes compostos. Para a andlise da mistura de antocianinas outros

fatores foram otimizados como a voltagem do capilar e do extrator, a temperatura da fonte e a de

dessolvatacao, além dos fluxos de N, para o cone e para a dessolvatagdo (VIEIRA, 2013). A Tabela

5.19 apresenta o tempo de retengdo, a voltagem do cone e a relacdo massa/ carga para cada

antocianina analisada.
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Tabela 5.19 - Tempo de retencdo, relacio massa/carga monitorada e voltagem do cone das

antocianinas analisadas.

N° Composto tg' (min) VC? V) Massa (m/z)
1 Definidina-3-glicosideo 3,67 33 465,2
2 Cianidina-3-glicosideo 391 35 449,2
3 Cianidina-3-rutinosideo 4,02 35 595,2
4 Perlagonidina-3-glicosideo 4,06 34 4332
5 Malvinidina-3-glicosideo 4,18 33 493,2

!'tz: tempo de retencio; > VC: voltagem do cone.

Os compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos nos tecidos vegetais e encontrados em
grande quantidade no extrato de jabuticaba como ja foi visto nos tépicos anteriores. Dessa forma o
conhecimento do perfil de compostos fendlicos no extrato de jabuticaba é de grande relevancia.
Assim, de forma andloga ao método de andlise de antocianinas em UPLC-ESI-MS, foi utilizado o
método de andlise para compostos fendlicos desenvolvido também por Vieira (2013).

O método inclui 12 4cidos fendlicos (4dcidos: galico, protocatecuico, hidroxibenzéico,
clorogénico, cafeico, siringico, p-coumdrico, ferrdlico, sindpico, eldgico, hidroxicinadmico,
cindmico), 1 flavanol (catequina), 3 flavonas (luteolina, crisina, apigenina) e 5 flavondis
(kaempferol, kaempferol-3-glicosideo; kaempferol-3-rutenosideo, quercetina, rutina), totalizando 21
compostos fendlicos. No sistema UPLC-ESI-MS foi possivel separar estes compostos em 12 min
(VIEIRA, 2013).

Na Tabela 5.20 podem ser visualizados os tempos de retencdo, a relacdo massa/carga
monitorada nas andlises e a voltagem do cone encontrada para cada compostos. Com relacdo ao
tempo de anélise, os resultados encontrados neste trabalho foram similares aos encontrados
por Ojwang et al. (2012), que separou 8 antocianinas e 23 flavondides de feijao-de-corda
(Vigna unguiculata) em 7 e 11 min, respectivamente, utilizando um sistema UPLC-ESI-

MS. Na Figura 5.15 podem ser visualizados os cromatogramas dos fons monitorados.
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Tabela 5.20 - Tempo de retengdo, relacio massa/carga monitorada e voltagem do cone dos

compostos fendlicos analisados.

N° Composto tg' (min) vC? V) Massa (m/z)
1 Acido gilico 0,43 30 169,0
2 Acido protocatecuico 0,78 30 153,1
3 Acido hidroxibenzdico 1,35 30 137,1
4 (+) Catequina 2,04 35 289,0
5 Acido clorogénico 2,13 30 353,0
6  Acido cafeico 2,29 30 179,1
7 Acido siringico 2,88 35 197,0
8 Acido p-coumarico 3,54 30 163,1
9  Acido ferrilico 3,92 30 193,1
10 Acido sindpico 4,01 30 223,0
11 Acido elagico 4,05 40 300,9
12 Acido hidroxicinamico 4,11 30 163,0
13 Rutina 4,11 40 609,0
14 Kaempferol-3-rutinosideo 4,33 40 593,0
15  Kaempferol-3-glicosideo 4,40 35 4470
16  Luteolina 5,05 40 285.,0
17  Quercetina 5,06 35 301,0
18  Acido cinAmico 5,13 20 147.,0
19  Apigenina 5,43 40 269,0
20  Kaempferol 5,51 40 285,0
21 Crisina 6,43 40 253,1

"tg: tempo de retencdo; > VC: voltagem do cone.
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Figura 5.15 - Cromatograma dos fons dos compostos fendlicos analisados: dcido gélico (1), dcido
protocatecuico (2), dcido hidroxibenzédico (3), catequina (4), 4cido clorogénico (5), 4cido cafeico
(6), 4cido siringico (7), dcido p-coumadrico (8), dcido ferrulico (9), dcido sindpico (10), dcido eldgico
(11), rutina (12), acido hidroxicindmico (13), kaempferol-3-rutenosideo (14), kaempferol-3-
glicosideo (15), luteolina (16), quercetina (17), dcido cinamico (18), apigenina (19), kaempferol
(20) e crisina (21).
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Nas Tabelas 5.21 e 5.22 estdo apresentados os perfis de compostos fendlicos (antocidnicos e
ndo-antocidnicos) dos extratos de jabuticaba obtidos utilizando fluido supercritico e liquido
pressurizado nas condi¢cdes operacionais otimizadas para cada um dos cossolventes e solventes
utilizados, respectivamente. Foram identificadas como antocianinas majoritdrias a cianidina-
3-glicosideo e a delfinidina-3-glicosideo, sendo também identificada da presenca da
perlagonidina-3-glicosideo. Tais resultados foram similares aos perfis antocidnicos dos extratos de
jabuticaba obtidos via métodos convencionais ja reportados na literatura (REYNERTSON et al.,
2008; WU et al., 2012). O teor de cianidina-3-glicosideo dos extratos supercriticos aquosos
apresentaram as concentragdes mais elevadas seguidos pelos extratos etandlico e isopropilico. O
mesmo perfil foi observado para a delfinidina-3-glicosideo e perlagonidina-3-glicosideo onde esta
dltima ndo foi detectada para o extrato isopropilico obtido via SFE.

Os extratos obtidos utilizando liquido pressurizado demonstraram um perfil antocianico
distinto onde observou-se que o etanol foi o solvente mais eficaz na extracdo da cianidina-3-
glicosideo e perlagonidina-3-glicosideo sendo seguido em ordem decrescente pela dgua e pelo
isopropanol. J4 delfinidina-3-glicosideo apresentou melhor rendimento utilizando a 4dgua como
liquido pressurizado sendo seguida pelo uso de etanol e isopropanol. Os compostos fendlicos nao-
antocianicos identificados nos extratos obtidos via SFE e PLE foram o 4cido eldgico, dcido gélico,
4cido protocatecuico e kaempferol-3-rutenosideo. A presenca dos 4cidos gélico e eldgico ja foi
previamente reportada em estudos sobre a caracterizacio quimica da jabuticaba (REYNERTSON et
al., 2008; WU et al., 2012). Contudo a presenca do acido protocatecuido e do kaempferol-3-
rutenosideo foi identificada pela primeira vez neste trabalho.

Foi observado que o teor de compostos fendlicos e de antocianinas obtidos via UPLC-ESI-
MS foi bem inferior quando comparado com os teores obtidos através das anélises
espectrofotométricas. A primeira hip6tese para este comportamento € que a escolha dos padrdes
avaliados nas andlises de UPLC-MS baseou-se na composi¢cdo de compostos fendlicos e
antocianinas previamente reportados na jabuticaba. Assim, compostos distintos as composicoes ja
reportadas, devido a processos de copigmentagdo com agticares, acidos orgdnicos ou metais
presentes na amostra, ndo podem ser detectados no UPLC-MS devido a falta desses padrdes
especificos; contudo, € possivel que tais compostos estejam sendo detectados colorimétricamente no
espectrofotdmetro UV-vis. Uma outra explicacdo é que as andlises espectrofotométricas foram
realizadas nos extratos brutos enquantos os ensaios cromatograficos foram realizados nos extratos
purificados os quais podem ter sofridos perda de compostos nos processos de purificacdo e

separacdo de suas fases antociancias e ndo-antocianicas de compostos fenélicos.
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Tabela 5.21 — Identificagcdo e concentracdo de compostos fendlicos antocilnicos e ndo antocianicos dos extratos otimizados obtidos via extracdo

com fluido supercritico (SFE) utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC;) e dgua (H,O) como cossolvente.

Composto te(min) [M+H]" (m/z) SFE (ug/g de extrato b.s.)

EtOH-60°C-25MPa IsoC;-60°C-20MPa H,0-50°C-30MPa
Delfinidina-3-glicosideo 3,67 465,2 158,73 + 534 75,00 £+ 0,10 550,38 + 12,15
Cianidina-3-glicosideo 391 4492 1932,57 + 5,97 1110,56 + 76,56 350492 + 4757
Perlagonidina-3-glicosideo 4,06 4332 0,38 + 0,09 ND 2,18 + 0,52
Acido gélico 0,43 169 58,71 + 3,11 2091 + 0,81 26,33 + 1,25
Acido protocatecuico 0,73 153,1 20,32 + 0,86 17,11 + 1,38 821 + 0,54
Acido eldgico 4,04 300,9 600,92 + 6,15 2675,01 + 33,88 657,41 + 14,06
Kaempferol-3-rutenosideo 4,32 593 49,84 + 271 14,16 + 1,22 92,48 + 0,24

ND: ndo detectado; tg: tempo de retengdo; b.s.: base seca.

Tabela 5.22 — Identificagdo e concentracdo de compostos fendlicos antocidnicos e ndo antocianicos dos extratos otimizados obtidos via extracao

com fluido supercritico (PLE) utilizando etanol (EtOH), isopropanol (IsoC;) e dgua (H,O) como solvente.

Composto tg (min)  [M+H]* (m/z) PLE (ug/g de extrato b.s.)
EtOH-80°C IsoC5-100°C H,0-100°C
Delfinidina-3-glicosideo 3,67 465,2 302,73 + 12,28 16992 + 6,38 332,00 + 1,68
Cianidina-3-glicosideo 391 449,2 3189,76 + 9,43 1358,75 + 8,30 2400,68 + 3,43
Perlagonidina-3-glicosideo 4,06 433,2 3,21 + 0,10 0,28 + 0,01 1,21 + 0,04
Acido gélico 0,43 169 67,43 + 0,84 3509 + 2,38 4583 + 2.60
Acido protocatecuico 0,73 153,1 20,87 + 1,13 31,47 + 0,16 10,18 + 0,47
Acido eldgico 4,04 300,9 767,36 + 32,22 701,70 + 47,65 498,28 + 848
Kaempferol-3-rutenosideo 4,32 593 29,74 + 3,00 2224 + 036 102,94 + 2,92

ND: ndo detectado; tg: tempo de retengdo; b.s.: base seca.
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5.8 EXPERIMENTOS CINETICOS

5.8.1 Extracao com Fluido Supercritico

Nas Figuras 5.16, 5.17 e 5.18 estdo apresentadas as curvas globais de extragdo (OEC —
overall extraction curves) dos extratos supercriticos obtidos nas condi¢des operacionais de
temperatura e pressdo previamente otimizadas utilizando etanol, isopropanol e 4gua,
respectivamente. Tais curvas estdo expressas ndo s6 em funciao do tempo de extracdo como também
em funcdo da razdo S/F (kg de solvente/kg de matéria-prima, b.u.) o que possibilita a determinacio
da massa de solvente total utilizada durante os ensaios cinéticos. Para cada um dos cossolventes foi
avaliada a influéncia da vazio total do solvente nas curvas de extragdo, isto é, a vazdo do CO,
juntamente com a vazdo do cossolvente utilizado (80:20, m/m). Assim, foram realizados ensaios
experimentais em duplicata para cada um dos valores de vazio de CO, (Qcon) de 2,53 x 10™ kg/s
(Figura Xa) e 1,89 x 10* kg/s (Figura Xb). Além das OECs estio apresentados também o custo de
manufatura (COM, US$/kg de extrato) em fungdo do tempo de extracdo e da razdo S/F. Dessa
maneira € possivel avaliar e otimizar ndo apenas a vazio do solvente como também o tempo de
processo e a quantidade de solvente utilizada para que se atinja 0 maximo rendimento de extracdo e
0 minimo custo operacional.

Observando as Figuras 5.16, 5.17 e 5.18 nota-se que as OECs dos extratos supercriticos
apresentaram os trés periodos de extracdo caracteristicos do processo SFE: as etapas CER, FER e
DC. As OECs obtidas utilizando vazdes mais altas apresentaram angulos de inclinacio, entre os
spline linear e o eixo X, com valores mais altos na etapa CER e mais baixos na etapa DC do que as
curvas obtidas com vazdes mais baixas. Este comportamento indica que o final da etapa CER das
curvas cinéticas obtidas com maior vazdo foi atingido mais rapidamente, ou seja, apresentou
menores valores de fcgr do que aqueles obtidos com menor vazdo. Com relacdo ao custo de
manufatura é possivel observar que o mesmo apresentou um perfil similar a uma pardbola de
maneira que, inicialmente ocorre uma grande diminuicdo do custo de manufatura, provavelmente
devido ao ascentuado aumento do rendimento de extracdo na etapa CER, atingindo-se valores
minimos de COM em fcgr. Apds essa etapa, o custo de manufatura passa a se elevar até atingir
valores superiores (para cinéticas com maior vazio) ou similares (para cinéticas com menor vazio)
aos valores de COM obtidos no inicio do processo. Portanto, fcgr € um bom indicativo do tempo de
extracdo necessario para que se obtenha a melhor relacio custo-beneficio, ou seja, o menor custo de
manufatura e o maior rendimento de extrato possivel. As razdes S/F para o fcgr variaram para todos

os experimentos cinéticos em torno de 25 a 35 kg de solvente/kg de matéria-prima.
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Figura 5.16 - Curvas cinéticas do rendimento de extra¢do (%, b.s., (0)) e custo de manufatura
(COM, US$/kg de extrato, (#)) obtidos via extragdo supercritica utilizando etanol como

cossolvente com vazio de CO, de 2,53 x 10™ kg/s (a) e 1,89 x 10" kg/s (b).
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Figura 5.17 - Curvas cinéticas do rendimento de extracdo (%, b.s., (0)) e custo de manufatura

(COM, US$/kg de extrato, (#)) obtidos via extragdo supercritica utilizando isopropanol como

cossolvente com vazio de CO, de 2,53 x 10™ kg/s (a) e 1,89 x 10* kg/s (b).
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Figura 5.18 - Curvas cinéticas do rendimento de extra¢do (%, b.s., (0)) e custo de manufatura

(COM, US$/kg de extrato, (#)) obtidos via extracdo supercritica utilizando dgua como cossolvente

com vazio de CO, de 2,53 x 10 kg/s (a) e 1,89 x 10™ kg/s (b).
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O ajuste dos spline lineares de 3 retas aos dados experimentais das OECs foi realizado
através do software SAS® 9.2 possibilitando a determinagdo dos pardmetros cinéticos: tempo da
etapa CER (¢cgr), rendimento da etapa CER (Rcgr), solubilidade de extrato em solvente da etapa
CER (Ycgr), vazao de saida do extrato na etapa CER (Mcgr) € tempo da etapa FER (fggr). O
parametro tempo de processo (fcgr2) foi ajustado através da intersecgdo das retas CER e DC. Todos
estes dados estdo apresentados na Tabela 5.23. Verificou-se que o aumento na vazao de CO; (Qcon)
de 1,89 x 10™ kg/s (b) para 2,53 x 10™ kg/s (a) propiciou uma curva com perfil mais acentuado na
etapa CER apresentando fcgr inferior quando comparado as curvas cinéticas de extracdo que
utilizaram vazdo de CO, com valores mais baixos. J4 os pardmetros Rcgr € Ycpr apresentaram
valores maiores utilizando maior vazdo. Além disso, as OECs obtidas com maior vazdo de solvente
apresentaram valores minimos de custos de manufatura mais baixos que os experimentos realizados
com menor vazdo. Isso indica que as extra¢des obtidas utilizando maior vazio de solvente foram
mais apropriadas tanto do ponto de vista do rendimento de extracdo como de acordo com a

avaliagdo econdmica do processo.

Tabela 5.23 - Pardmetros cinéticos determinados pelo ajuste de spline linear de 3 retas as OECs

obtidas via SFE.

Ycpr X 10° Mcgr X
T P Qcoz X IcER Recer 7 IFER
Cossolvente . ) (kg/ kg 10 )
(°C) (MPa) 10*(kg/s) (min) (%) (min)
solvente) (kg/s)
O 0 s 2,53 485  19,1*® 1,058 3,3 111,6™
t
1,89 61,3 154" 0,88 2,1 1292%
oC 0 0 2,53 40,7 18,1%¢ 1,19% 3,7°B 98,88
SO
’ 1,89 592" 12,8 0,77°8 1,8°¢ 137,14
o s 20 2,53 49,1°* 21,6 1,184 3,74 82,3
H
? 1,89 50,8 157" 1,1°4 2,6 112,9¢

tcer: tempo da etapa CER; Rcggr: rendimento da etapa CER; Ycgr: solubilidade de extrato em solvente na etapa
CER; Mcgg: vazio de obtengio de extrato na etapa CER. *” letras mintisculas distintas representam a amostras
que apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% no teste Tukey quanto a utilizacdo de diferentes
vazdes de solvente para mesmas condi¢des de temperatura, pressio e tipo de solvente utilizados. * letras
maitsculas distintas representam amostras que apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% no teste
Tukey quanto a utilizacdo de diferentes solventes para mesmas condi¢cdes de temperatura, pressio e vazio de

solvente utilizados.
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5.8.2 Extracao com Liquido Pressurizado

Nas Figuras 5.19, 5.20 e 5.21 estdo apresentados as curvas globais de extragdo (OECs)
obtidas nas condicdes operacionais de temperatura e pressdo previamente otimizadas utilizando
como solvente os liquidos pressurizados etanol, isopropanol e dgua, respectivamente. Nestas figuras
€ possivel observar o comportamento do rendimento de extracdo e em funcio do tempo (min) e da
razdo S/F (kg de solvente/kg de matéria-prima, b.u.). Para cada um dos solventes foi avaliada a
influéncia da vazdo do solvente nas curvas de extracio: 1,88 x 10” kg/s (Figura Xa) e 1,25 x 107
kg/s (Figura Xb). Da mesma forma que no processo SFE, as OECs obtidas via PLE apresentaram
também os trés periodos de extragdo caracteristicos dos experimentos cinéticos (etapas CER, FER e
DC). Além das OECs estdo apresentados também o custo de manufatura (COM, US$/kg de extrato)
em funcdo do tempo de extracdo e da razdo S/F. Dessa maneira, o estudo das curvas cinéticas
obtidas via PLE possibilita a otimiza¢dao ndo apenas da vazdo do solvente como também do tempo
de processo e da quantidade de solvente utilizada para que se atinja o médximo rendimento de
extrato € 0 minimo custo operacional.

Assim como anteriormente observado para os experimentos cinéticos obtidos via SFE, as
curvas globais de extracdo dos ensaios PLE obtidos utilizando vazdo de solvente mais alta
apresentaram spline linear com perfil mais acentuado na etapa CER e menos acentuado na etapa DC
do que os ensaios realizados a baixa vazdo de solvente. Além disso, foi observado também um
prolongamento da etapa CER com o aumento da vazao indicando um aumento no fcgg com a vazao,
exceto para os ensaios obtidos utilizando etanol onde estes valores foram bem similares em ambas
as vazdes. Com relacdo ao custo de manufatura é possivel observar que as curvas PLE
apresentaram um perfil diferente das curvas SFE onde foi observada uma grande diminui¢do do
custo de manufatura, provavelmente devido ao ascentuado aumento do rendimento de extracdo na
etapa CER, atingindo-se valores minimos de COM em tempos de extragdo em torno de fcgro € frer
para os ensaios de maior vazao de solvente e préximos a frgr para os ensaios menor vazao. Apds
essa etapa, o custo de manufatura passa a se elevar muito suavemente atingindo valores de COM
bem inferiores aqueles obtidos no inicio do processo. Este comportamento provavelmente deve-se
ao aumento do rendimento de extracdo mais pronunciado na etapa DC. Portanto, para o processo
PLE, o tgr € um bom indicativo do tempo de extragdo necessdrio para que se obtenha o menor
custo de manufatura e o maior rendimento de extrato possivel. As razdes S/F para o fggr variaram

para todos os ensaios cinéticos em torno de 3 a 4 kg de solvente/kg de matéria-prima utilizada.

135



Resultados e Discussdo

Rendimento (%)

Rendimento (%)

28

24

20

16

12

28

24

20

16

12

SIF (-)
0,0 1,4 2,8 41 55 6,9 8,3 96
hr — — f f f 70
. : 0
i . > - 60
i : DC
7 i i - 50
V) A | )
1 ] 1 =
7 : : : - 40 &
1 | 2]
( 1 1 a
7 i ) i $30 =
1 ] 1 ’ ’ ’ ’ o
: : : o * * o
[ et b e e
. i i ' - 10
ICER | \ IcEr2 | IFER
b—+— 4+ —+ : 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tempo (min)

SIF (-)

(a)

ICER2

Il Il

R 2

TrER

| | | | |

- 30

COM (US$/kg)

4

b

20

- 10

20 40

v
’

0

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tempo (min)

(b)

Figura 5.19 - Curvas cinéticas do rendimento de extra¢do (%, b.s., (0)) e custo de manufatura

(COM, US$/kg de extrato, (#)) obtidos via extragdo com liquido pressurizado utilizando etanol

como solvente com vazdo de 1,88 x 10~ kg/s (a) e 1,25 x 10° kg/s (b).
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Figura 5.20 - Curvas cinéticas do rendimento de extra¢do (%, b.s., (0)) e custo de manufatura
(COM, US$/kg de extrato, (#)) obtidos via extracdo com liquido pressurizado utilizando

isopropanol como solvente com vazio de 1,88 x 10” kg/s (a) e 1,25 x 107 kg/s (b).
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Figura 5.21 - Curvas cinéticas do rendimento de extracdo (%, b.s., (0)) e custo de manufatura

(COM, US$/kg de extrato, (#)) obtidos via extra¢ao com liquido pressurizado utilizando dgua como

solvente com vazdo de 1,88 x 10” kg/s (a) e 1,25 x 107 kg/s (b).
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Os parametros cinéticos obtidos através do ajuste linear de 3 retas das curvas globais de
extracdo obtidos utilizando liquido pressurizado estdo apresentados na Tabela 5.24. O fcgr
apresentou um aumento significativo em todos os ensaios cinéticos, exceto para o etanol onde
houve uma diminuicdo de #cgr ndo significativa. O aumento da vazao de solvente dos ensaios PLE
propiciou um aumento no rendimento de extracdo (Rcgr) € vazdo de extrato (Mcgr) na etapa CER.
Contudo, diferentemente dos experimentos cinéticos obtidos via SFE, este mesmo efeito acarretou
em uma diminui¢c@o na solubilidade do extrato no solvente (Ycgr). Uma possivel explicacdo para é
que, embora tenha ocorrido uma diminuicdo na solubilidade do extrato com o aumento da vazao do
solvente, tal aumento pode ter provocado um possivel arraste de material organico o que explicaria
0 concomitante aumento no rendimento e vazao de extrato frente a diminui¢@o de solubilidade. Isso
indica que embora as extragdes obtidas utilizando vazdo mais elevada apresentem maiores
rendimentos de extracdo estas ndo podem ser consideradas necessariamente como a melhor
condi¢do de extracdo. Estudos mais detalhados com relagdo ao efeito da vazdo de solvente no
rendimento e solubilidade do extrato devem ser conduzidos a fim de que se possa concluir com

maior exatiddo que condicdes operacionais deveram ser utilizadas para otimizacao do processo.

Tabela 5.24 - Parametros cinéticos dos extratos PLE obtidos pelo ajuste do spline linear de 3 retas.

5 Yeerx 10° Mcgr X
P T Q x 10 TCER RCER ; teer
Solvente (ke/ke 10
(MPa) (°C) (kg/s) (min) (%) (min)
solvente) (kg/s)
EtOH 1034 80 1.88 384 14,57 1,69 32 950"
t 9
1,25 39,8 11,7" 1,97 25" 120,1¢C
IsoC; 1034 100 1,88 403" 13,2 1,47 288 82,7"C
SO , |
3 1,25 358° 88" 1,65 21 1333
o0 1034 100 1,88 48,1 17,7 1,65 2.0 97,50
H b
2 1,25 42,6 111" 2,80 20 1413

tcer: tempo da etapa CER; Rcggr: rendimento da etapa CER; Ycgr: solubilidade de extrato em solvente na etapa
CER; Mcgg: vazio de obtengio de extrato na etapa CER. *” letras mintisculas distintas representam a amostras
que apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% no teste Tukey quanto a utilizacdo de diferentes
vazdes de solvente para mesmas condi¢des de temperatura, pressdo e tipo de solvente utilizados. * letras
maitsculas distintas representam amostras que apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% no teste
Tukey quanto a utilizac@o de diferentes solventes para mesmas condi¢cdes de temperatura, pressdo e vazao de

solvente utilizados.
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5.9 MODELAGEM MATEMATICA

5.9.1 Extracao com Fluido Supercritico

Os ajustes dos modelos matematicos de transferéncia de massa de Crank (1975),
Sovova (1994), e Martinez et al (2003) as curvas globais de extracdo (OEC) do rendimento
de extrato em fung¢do do tempo de extracdo obtidas via SFE utilizando os cossolventes
etanol, isopropanol e dgua estdo ilustrados nas Figuras 5.22, 5.23 e 5.24, respectivamente. As
condic¢des operacionais utilizadas nos experimentos cinéticos, 0s parametros ajustdveis bem
como o erro quadritico médio (EQM) de cada modelo estdo descritos na Tabela 5.25. Através
da visualizacdo das figuras € possivel observar que os modelos de Sovova (1994) e
Martinez et al (2003) foram os que apresentaram melhor ajuste aos dados experimentais
para todas as condi¢des operacionais utilizadas.

De acordo com os valores de EQM ¢ possivel verificar que o modelo de Sovova (1994) foi o
que apresentou melhor ajuste aos dados experimentais (Exp) seguido em ordem decrescente pelo
modelo de Martinez et al (2003) e Crank (1975). Isso provalvelmente deve-se ao fato de que o
modelo de Sovovd (1994) considera matrizes vegetais compostas por dois tipos de particulas:
particulas que sofreram dilaceracdo de suas células através de processos de pré-tratamento, como
moagem por exemplo, e particulas inteiras que ndo sofreram este tipo de processo. As primeiras
apresentam material extraivel de facil acesso o que caracteriza bem a etapa CER de extracdo
enquanto que as demais caracterizam particulas intactas o que caracteriza bem a etapa DC de
extragdo. O modelo logistico de Martinez et al (2003) apresentou baixos valores de EQM
constituindo um modelo de bom ajuste. O modelo de Crank (1975) ndo descreve bem o
comportamento cinético, em especial as fases CER e FER, apresentando altos valores de EQM. Este
comportamento deve-se provavelmente a simplicidade do modelo, que provém de uma adaptacio de
um modelo de transferéncia de calor para uma particula esférica aplicado para a segunda lei de Fick

para difusao.

140



Resultados e Discussdo

30 +
o o0 Q.0
25 + = =
- 20 +
=
2
E 18 - O Exp
5 —Crank
S | —Sovova
& 10 +
----Martinez
5 il
0o 1 : : : : : : : : : 1 ;
0 20 4 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tempo (min)
(a)
30 +
25 +
- 20 —+
=
82
g 15 0 Exp
S ——Crank
(=1 5
2 10 — —Sovova
----Martinez
5 N
0@ i | : ‘ i | ‘ ‘ : : |
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tempo (min)
(b)

Figura 5.22 - Curvas globais do rendimento de extrato (%, b.s.) por tempo de extragdo (min) via

SFE a 60°C e 25 MPa utilizando etanol como cossolvente e vazdo de CO, de 2,53 x 10™ kg/s (a) e

1,89 x 10 kg/s (b).
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Figura 5.23 - Curvas globais do rendimento de extrato (%, b.s.) por tempo de extracdo (min) via
SFE a 60°C e 20 MPa utilizando isopropanol como cossolvente e vazio de CO, de 2,53 x 10 kg/s
(a) e 1,89 x 10 kg/s (b).
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Figura 5.24 - Curvas globais do rendimento de extrato (%, b.s.) por tempo de extracdo (min) via
SFE a 50°C e 30 MPa utilizando dgua como cossolvente e vazio de CO, de 2,53 x 10 kg/s (a) e
1,89 x 10* kg/s (b).
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Tabela 5.25 - Condi¢Oes experimentais e parametros ajustados pelos modelos Crank (1975), Sovova
(1994) e Martinez et al (2003) para extratos SFE obtidos utilizando etanol (EtOH), isopropanol

(IsoCs) e dgua (H,O) como cossolventes.

Parimets SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- SFE-
arametro EtOH-Q1 EtOH-Q2 IsoC3-Q1 IsoC3-Q2 H20-Q1 H20-Q2
Cossolvente EtOH EtOH IsoCs IsoC, H,O H,O
T (°C) 60 60 60 60 50 50
P (MPa) 25 25 20 20 30 30
p. (kg.m?) 2880 2880 2880 2880 2880 2880
£ (=) 0,762 0,762 0,762 0,762 0,762 0,762
P (kg.m?) 685 685 685 685 685 685
d, (mm) 0,497 0,497 0,497 0,497 0,497 0,497
Cossolvente (m/m %) 20 20 20 20 20 20
dg (m) 0,0342 0,0342 0,0342 0,0342  0,0342  0,0342
Hg (m) 0,0446 0,0445 0,0446 0,0446  0,0446  0,0446
Pcon (kg.m™) 787,3 787,3 724.6 724.6 871,0 871,0
Peossot (kg.m™) 755,7 755,7 751,9 751,9  1000,7  1000,7
Pior (kg.m™) 781,0 781,0 730,1 730,1 897,0 897,0
Qeossor X 10* (ke/s) 0,632 0,474 0,632 0,474 0,632 0,474
Qcoz x 10* (kg/s) 2,53 1,89 2,53 1,89 2,53 1,89

Model Parametro SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- SFE-
odelo ajustado EtOH-Q1 EtOH-Q2 Is0C3-Q1 IsoC3-Q2 H20-Q1 H20-Q2
10, 2 1,72 0,975 1,54 1,07 1,68 1,12
Crank (1975) D107 (m7s)
EQM 3,8978 41112 3,7619 40195 47687 54132
fese (min) 11,59 22,51 19,00 23,45 24,50 17,37
Sovovd (1994) 1y 0,032 0,030 0,028 0,027 0,022 0,036
EQM 0,0023 0,0027 0,0035 0,0070  0,0164  0,0022
b, (min) 0,00069  0,00029  0,00043  0,00041  0,00047  0,00033
Martinez et al
(2003) s 476 -4401 -4401 475 4401 -4401
EQM 0,8485 0,6041 1,6517 12181 39718  0,5626
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5.9.2 Extracao com Liquido Pressurizado

Os dados experimentais das curvas globais de extracdo e os ajustes feitos com os
modelos de Crank (1975), Sovova (1994), e Martinez et al (2003) estdo ilustrados da Figura
5.25 a Figura 5.27, com o rendimento global em funcdo do tempo de extracdo. Tais modelos
foram inicialmente desenvolvidos para aplicacdo em processos de extracdo com fluido
supercritico; porém, foram adaptados no presente trabalho para modelagem de liquidos
pressurizados.

As condigdes operacionais utilizadas nos experimentos cinéticos, os parametros
ajustdveis e o erro quadratico médio (EQM) de cada modelo estdo descritos na Tabela 5.26. A
adaptacdo dos presentes modelos aos dados de extracdo com liquido pressurizado foi
satisfatéria. Observando as Figura 5.25 a Figura 5.27 bem como analisando os valores dos
erros quadraticos médios (EQM) apresentados na Tabela 5.26 € possivel observar que o modelo
de Martinez et al (2003) foi o que apresentou melhor ajuste aos dados experimentais para
todas as condicdes operacionais utilizadas seguido em ordem decrescente pelos modelos de

Sovova (1994) e Crank (1975).
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Figura 5.25 - Curvas globais do rendimento de extrato (%, b.s.) por tempo de extragdo (min) via

PLE a 10,34 MPa e 80°C utilizando etanol como solvente 2 vazdo de 1,88 x 107 kg/s (a) e 1,25 x

107 kg/s (b).
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Figura 5.26 - Curvas globais do rendimento de extrato (%, b.s.) por tempo de extragdo (min) via
PLE a 10,34 MPa e 100°C utilizando isopropanol como solvente a vazao de 1,88 x 10° kg/s (a) e
1,25 x 107 kg/s (b).
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Figura 5.27 - Curvas globais do rendimento de extrato (%, b.s.) por tempo de extragdo (min) via

PLE a 10,34 MPa e 100°C utilizando dgua como solvente a vazdo de 1,88 x 10° kg/s (a) e 1,25 x

107 kg/s (b).

Rendimento (%)

Rendimento (%)

28 -
= ®)
24 — 7= O
20
16 -
o Exp
12 - ——Crank
—Sovova
8+ ----Martinez
4 e
0& i : | ! ‘ i : 1 ‘ : |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tempo (min)
(a)
32
28 -
24
20 +
16 o Exp
12 ——Crank
—Sovova
8 ----Martinez
4
0 - @ & & { 4 - | : 4
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tempo (min)
(b)

148



Resultados e Discussdo

Tabela 5.26 - Condi¢Oes experimentais e parametros ajustados pelos modelos Crank (1975), Sovovéa
(1994) e Martinez et al (2003) para extratos PLE obtidos utilizando etanol (EtOH), isopropanol

(IsoC3) e dgua (H,O) como solventes.

PLE- PLE- PLE- PLE- PLE- PLE-
Parametro experimentais
EtOH-Ql EtOH-Q2 IsoC3-Ql IsoC3-Q2 H20-Q1 H20-Q2

Solvente EtOH EtOH IsoC; IsoC; H,O H,O
T (°C) 80 80 100 100 100 100
P (MPa) 10,34 10,34 10,34 10,34 10,34 10,34
p: (kg.m™) 2880 2880 2880 2880 2880 2880
g(-) 0,762 0,762 0,762 0,762 0,762 0,762
P. (kg.m™) 685 685 685 685 685 685
d, (mm) 0,497 0,497 0,497 0,497 0,497 0,497
dg (m) 0,0342 0,0342 0,0342 0,0342 0,0342 0,0342
Hp (m) 0,0446 0,0445 0,0446 0,0446 0,0446 0,0446
Pior (kg.m™) 7474 7474 763,1 763,1 963,1 963,1
Q.1 x 10° (kg/s) 0,632 0,474 0,632 0,474 0,632 0,474

Parimetros PLE- PLE- PLE- PLE- PLE- PLE-
Modelo

ajustados EtOH-Q1 EtOH-Q2 IsoC3-Q1 IsoC3-Q2 H20-Q1 H20-Q2

D x 10™ (m%s) 1,39 8,16 1,40 1,40 1,52 0,91
Crank (1975)

EQM 5,0669 3,3531 3,3840 4,5996  4,1890 7,9903

fcer (min) 22,68 14,31 25,64 25,64 15,01 28,11
Sovovd (1994)  ky, (s 0,0040 0,0347 0,0043 0,0043 0,0147 0,0122

EQM 0,7905 0,7791 0,7596 0,3952 0,7597 0,6156

b; (min) 0,00055  0,00022  0,00056  0,00056  0,00061  0,00035
Martinez et al

toi (57 4756 -96086,6 475,6 475,6 4755 475,5
(2003)

EQM 0,0975 0,1058 0,1090 0,1252 0,0727 0,3884
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6 CONCLUSOES

A composicdo centesimal do residuo de geléia de jabuticaba demonstrou que a mesma &
uma matéria-prima com alto teor de carboidratos e fibras, constituindo em uma boa fonte calérica e
alimenticia o que possibilita sua potencial aplicacdo na industria alimenticia. Contudo, o alto teor de
umidade aliado ao teor de carboidratos implica em uma alta perecibilidade tanto por fermentacdo
como apodrecimento o que, consequentemente, diminui seu tempo de prateleira dificultando a
manutencio da sua qualidade fisico-quimica, microbiolégica e sensorial durante sua estocagem. A
utilizacdo dessa matéria-prima como insumo para a producdo de extratos naturais secos implica em
um aumento do tempo de vida til bem como aumento do valor agregado devido a capacidade
antioxidante dos extratos obtidos e sua possivel utilizagdo como corantes naturais. Além disso, o
aproveitamento de um residuo industrial consitui uma boa alternativa econdmica e ecoldgica para a
producdo de extratos naturais uma vez que tal residuo normalmente € descartado e reintegrado ao
solo ou incorporado a racdo animal.

Os extratos obtidos via extracdo com fluido supercritico e com liquido pressurizado
apresentaram alto rendimentos globais de extragdo bem como de compostos fendlicos, antocianinas
e atividade antioxidante de forma que ambos extratos possuem potencial aplicagdo como corantes
e/ou extratos antioxidantes naturais nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Com
relacdo a escolha dos cossolventes e solventes utilizados observou-se que a dgua apresentou
comportamento diferenciado dos solventes alcodis apresentando maiores rendimentos a maiores
pressdes e temperaturas. Em geral, observou-se que o uso da dgua resultou em melhores valores de
atividade antioxidante enquanto os extratos etandlicos apresentaram maiores teores de compostos
antocianicos.

A andlise econdmica dos extratos de jabuticaba obtidos via extracdo com fluido supercritico
e extragdo com liquido pressurizado considerou a implanta¢do dessas linhas de producdo em uma
fabrica ja em atividade e utilizou o custo de manufatura e o tempo de retorno, como critérios de
otimizacdo econdmica dos processos. Observou-se que para ambos os métodos os custos de
manufatura diminuiram com o aumento de escala tornando-se mais vidveis economicamente
utilizando extratores com capacidade volumétrica igual ou superior a 0,3 m’. Observou-se também
que os valores de custos de manufatura mais baixos foram obtidos para as condi¢des que obtiveram
maiores rendimentos. Os extratos etandlico e aquoso obtidos via SFE e PLE foram os mais
rentaveis. A utilizacdo de liofilizador para remocio da dgua teve um efeito de incremento nos custos
de manufatura devido ao alto custo do equipamento; contudo a dgua ainda apresentou melhores
resultados quando comparados aos solventes alcodis devido aos altos valores de rendimentos de

extragcdo. Além disso, a d4gua pode ou ndo ser removida do extrato bruto de acordo com o produto
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requerido no final do processo uma vez que corantes naturais sdo comercialmente utilizados ndo s6
em pé como também na forma de géis ou liquidos. Estudos sobre o uso de outras formas de
remoc¢do de solventes ou concentracdo dos extratos como o uso de evaporadores de filmes
descendentes, spray driers ou membranas devem ser realizados a fim de verificar a otimizagdo
fisico-quimica e econdmica dos processos SFE e PLE.

A andlise de componentes principais indicou ser uma importante ferramenta no processo de
selecdo das condic¢des otimizadas de extracdo facilitando a visualizacdo e agilizando o processo de
tomada de decisdo sobre quais condi¢des deveriam ser estudadas na etapa de estudo cinético das
curvas globais de extragdo. Além disso, a matriz de Pearson gerada foi importante para o estudo de
correlagdes entre varidveis.

As andlises obtidas por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia apresentaram valores bem
inferiores aos resultados obtidos por espectrofotometria. A primeira hipétese € que a escolha dos
padrdes avaliados nas andlises de UPLC-MS dos extratos obtidos neste estudo baseou-se na
composi¢do de compostos fendlicos antocidnicos e ndo-antocidnicos presentes na casca de
jabuticaba previamente identificados e quantificados na literatura. Dessa maneira, os compostos
distintos as composi¢des ja reportadas seja devido a processos de copigmentagcdo ou quelagdo com
metais ndo podem ser detectados no UPLC-MS devido a falta desses padrdes especificos; contudo,
€ possivel que tais compostos estejam sendo detectados colorimétricamente no espectrofotdometro
UV-vis. Uma outra explicacdo é que as andlises espectrofotométricas foram realizadas nos extratos
brutos enquantos os ensaios cromatograficos foram realizados nos extratos purificados os quais
podem ter sofridos perda de compostos nos processos de purificacdo e separacdo de suas fases
antociancias e nao-antocianicas de compostos fendlicos. Por fim, conclui-se que os métodos de
extracdo supercritica e liquido pressurizado apresentaram teores de compostos fendlicos e
antocianinas elevados quando comparados a estudos ja reportados na literatura. Estudos mais
aprofundados sobre a composicdo quimica dos extratos bem como possiveis processos de
copigmentacdo e hidrélise devem ser avaliados e estudados no futuro.

Os modelos difusionais de Sovova (1994) e Martinez et al (2003) foram os modelos que
apresentaram melhores ajustes as curvas globais de extracdo. Para as extracdes supercriticas o
modelo de Sovova (1994) apresentou os menores erros quadraticos médios (EQM) indicando um
melhor ajuste enquanto que para as extra¢cdes com liquido pressurizado o modelo de Martinez et al
(2003) foi o que apresentou menor EQM sendo considerado o modelo de melhor ajuste. Contudo,
os parametros obtidos com o modelo de Martinez ndo possuem significado fisico ndo podendo ser

aplicados a outras condi¢des operacionais. Por outro lado o pardmetro ky, € um importante

152



Conclusdo

parametro difusional que pode vir a ser utilizado para a predicdo de rendimento em outras condi¢des

operacionais de extracao.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a utilizacdo dos processos de extracdo com fluido supercritico e com liquido
pressurizado utilizando diferentes teores de umidade na matéria-prima a fim de investigar o seu
efeito no rendimento global de extracdo e nos compostos de interesse dos extratos obtidos.
Avaliar a utilizacdo dos processos de extracdo com fluido supercritico e com liquido
pressurizado utilizando diferentes valores de pH a fim de investigar o seu efeito no rendimento
global de extracdo e nos compostos de interesse dos extratos obtidos.

Realizar experimentos de aumento de escala a fim de validar o critério de aumento de escala
em que se considera a razdo massa de solvente por massa de alimentacdo (S/F) constante
utilizado nos processos de simulagdo de SFE e PLE.

Realizar estudo de equilibrio de fases e extragdo em separadores em série a fim de investigar
sua influéncia sobre o grau de purificacdo dos diferentes compostos presentes nos extratos
obtidos.

Otimizar as metodologias de cromatografa liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (UPLC-MS) para identificacio e quantificagdo dos compostos fendlicos
antocidnicos e ndo-antocidnicos dos extratos SFE e PLE de residuo de jabuticaba.

Investigar a influéncia dos processos de copigmentacgao e hidrélise na composicdo quimica dos

extratos SFE e PLE.
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10 ANEXOS

Anexos

10.1 RESULTADOS EXPERIMENTAIS

10.1.1 Curvas padrao utilizadas nos experimentos espectrofotométricos
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Figura 10.1 - Curva padrio de acido galico para método de determinagdo do teor de fendlicos totais.
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Figura 10.2 - Curva padrio de quercetina para método de determinacio do teor de flavondides totais
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Figura 10.3 - Curva padrao do radical DPPH para método de atividade antioxidante DPPH.
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Figura 10.4 - Curva padrio de Trolox® para método de atividade antioxidante DPPH.
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10.1.2 Dados dos ensaios cinéticos

Tabela 10.1 - Dados do ensaio cinético obtido via extragdo com fluido supercritico com etanol

como cossolvente a partir do residuo de jabuticaba a 60 °C, 25 MPa e vazao de CO2 de 2,53 x 10°*

kg/s.
Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente
Tempo (min) S/F
acumulada (g) extracdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,2419 4,79 189,5 6,8
20 0,4745 9,39 379,0 13,5
30 0,6847 13,56 568.,5 20,3
45 0,8952 17,72 852,7 30,4
60 1,0805 21,39 1136,9 40,6
75 1,1583 22,93 1421,1 50,7
90 1,2167 24,09 17054 60,8
105 1,2547 24,84 1989.6 71,0
120 1,2690 25,12 2273,8 81,1
135 1,2811 25,36 2558,1 91,3
150 1,2899 25,54 28423 101,4
165 1,2968 25,67 3126,5 111,5
180 1,3032 25,80 3410,7 121,7
195 1,3091 25,92 3695,0 131,8
210 1,3147 26,03 3979,2 142.,0
225 1,3196 26,13 42634 152,1
240 1,3233 26,20 4547,7 162,2
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Tabela 10.2 - Dados do ensaio cinético obtido via extragdo com fluido supercritico com etanol

como cossolvente a partir do residuo de jabuticaba a 60 °C, 25 MPa e vazao de CO2 de 1,89 x 10*

kg/s.
Massa de extrato Rendimento de =~ Massa de solvente
Tempo (min) S/F
acumulada (g) extracdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1549 3,07 142,1 5,1
20 0,3083 6,12 2842 10,1
30 0,4616 9,16 426,3 15,2
45 0,6119 12,14 639,5 22,8
60 0,7575 15,03 852,7 30,4
75 0,8728 17,31 1065,9 38,1
90 0,9592 19,03 1279,0 45,7
105 1,0315 20,46 14922 53,3
120 1,0853 21,53 1705,4 60,9
135 1,1179 22,18 1918,5 68,5
150 1,1440 22,69 2131,7 76,1
165 1,1655 23,12 23449 83,7
180 1,1866 23,54 2558,1 91,3
195 1,2077 23,96 2771,2 98,9
210 1,2285 24,37 2984.4 106,6
225 1,2488 24,77 3197,6 1142
240 1,2689 25,17 3410,7 121,8
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Tabela 10.3 - Dados do ensaio cinético obtido via extragdo com fluido supercritico com isopropanol
como cossolvente a partir do residuo de jabuticaba a 60 °C, 20 MPa e vazdo de CO2 de 2,53 x 10™
kg/s.

Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,2368 4,69 189,5 6,7
20 0,4648 9,20 379,0 13,5
30 0,6737 13,34 568,5 20,2
45 0,8651 17,13 852,7 30,4
60 1,0449 20,69 1136,9 40,5
75 1,1601 22,98 1421,1 50,6
90 1,2213 24,19 1705,4 60,7
105 1,2575 24,90 1989,6 70,8
120 1,2791 25,33 2273,8 80,9
135 1,2952 25,65 2558,1 91,1
150 1,3062 25,87 28423 101,2
165 1,3120 25,99 3126,5 111,3
180 1,3185 26,11 3410,7 121,4
195 1,3247 26,24 3695,0 131,5
210 1,3309 26,36 3979,2 141,6
225 1,3370 26,48 4263,4 151,8
240 1,3430 26,60 45477 161,9
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Tabela 10.4 - Dados do ensaio cinético obtido via extra¢do com fluido supercritico com isopropanol

como cossolvente a partir do residuo de jabuticaba a 60 °C, 20 MPa e vazdo de CO2 de 1,89 x 10

kg/s.
Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente
Tempo (min) S/F
acumulada (g) extracdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1368 2,71 142,1 5,1
20 0,2721 5,39 2842 10,1
30 0,4050 8,03 426,3 15,2
45 0,5395 10,69 639,5 22,8
60 0,6558 13,00 852,7 30,4
75 0,7598 15,06 1065,9 38,0
90 0,8542 16,93 1279,0 45,6
105 0,9286 18,40 14922 53,2
120 0,9858 19,54 1705,4 60,8
135 1,0223 20,26 1918,5 68,4
150 1,0474 20,76 2131,7 76,0
165 1,0626 21,06 23449 83,6
180 1,0743 21,29 2558,1 91,2
195 1,0830 21,46 2771,2 98,8
210 1,0900 21,60 2984.4 106,4
225 1,0961 21,72 3197,6 114,0
240 1,1020 21,84 3410,7 121,6
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Tabela 10.5 - Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com fluido supercritico com dgua como

cossolvente a partir do residuo de jabuticaba a 50 °C, 30 MPa e vazio de CO2 de 2,53 x 10 kg/s.

Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,3043 6,02 189,5 6,8
20 0,5945 11,77 379,0 13,5
30 0,8550 16,92 568,5 20,3
45 1,1039 21,85 852,7 30,4
60 1,3367 26,45 1136,9 40,5
75 1,4260 28,22 1421,1 50,7
90 1,4663 29,02 1705,4 60,8
105 1,4882 29,45 1989,6 70,9
120 1,5061 29,80 2273,8 81,0
135 1,5236 30,15 2558,1 91,2
150 1,5346 30,37 2842,3 101,3
165 1,5449 30,57 3126,5 1114
180 1,5548 30,77 3410,7 121,6
195 1,5644 30,96 3695,0 131,7

210 1,5734 31,14 3979,2 141,8
225 1,5819 31,30 4263.4 152,0
240 1,5900 31,46 4547,7 162,1
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Tabela 10.6 - Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com fluido supercritico com dgua como

cossolvente a partir do residuo de jabuticaba a 50 °C, 30 MPa e vazio de CO2 de 1,89 x 10 kg/s.

Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,2072 4,11 142,1 5,1
20 0,4007 7,95 2842 10,1
30 0,5905 11,71 426,3 15,2
45 0,7742 15,36 639,5 22,8
60 0,9360 18,57 852,7 30,4
75 1,0751 21,33 1065,9 38,1
90 1,1852 23,51 1279,0 45,7
105 1,2704 25,20 14922 53,3
120 1,3208 26,20 1705,4 60,9
135 1,3530 26,84 1918,5 68,5
150 1,3780 27,33 2131,7 76,1
165 1,4023 27,82 23449 83,7
180 1,4234 28,23 2558,1 91,3
195 1,4404 28,57 2771,2 98,9
210 1,4534 28,83 2984.4 106,5
225 1,4658 29,08 3197,6 1142
240 1,4767 29,29 3410,7 121,8
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Tabela 10.7 - Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com liquido pressurizado com etanol

como solvente a partir do residuo de jabuticaba a 80 °C, 10,34 MPa e vazao de solvente de 1,88 x

107 kg/s.
Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente
Tempo (min) S/F
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1905 3,78 11,3 0,4
20 0,3773 7,49 22,5 0,8
30 0,5601 11,11 33,8 1,2
45 0,7392 14,66 50,6 1,8
60 0,9110 18,07 67,5 2,4
75 1,0749 21,32 84,4 3,0
90 1,1709 23,23 101,3 3,6
105 1,2085 23,97 118,1 42
120 1,2215 24,23 135,0 4,8
135 1,2335 24,47 151,9 54
150 1,2437 24,67 168,8 6,0
165 1,2524 24,84 185,6 6,6
180 1,2599 24,99 202,5 7,2
195 1,2668 25,13 2194 7.8

210 1,2729 25,25 236,3 8,4
225 1,2785 25,36 253,1 9,0
240 1,2842 25,47 270,0 9,64
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Tabela 10.8 - Dados do ensaio cinético obtido via extragdo com liquido pressurizado com etanol

como solvente a partir do residuo de jabuticaba a 80 °C, 10,34 MPa e vazdo de solvente de 1,25 x

107 kg/s.
Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente
Tempo (min) S/F
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1480 2,94 7,5 0,3
20 0,2947 5,84 15,0 0,5
30 0,4373 8,67 22,5 0,8
45 0,5750 11,40 33,8 1,2
60 0,7049 13,98 45,0 1,6
75 0,8167 16,20 56,3 2,0
90 0,9132 18,11 67,5 2,4
105 0,9851 19,54 78,8 2,8
120 1,0410 20,65 90,0 3,2
135 1,0752 21,33 101,3 3,6
150 1,1057 21,93 112,5 4,0
165 1,1292 22,40 123,8 44
180 1,1470 22,75 135,0 4.8
195 1,1629 23,06 146,3 5,2
210 1,1780 23,36 157,5 5,6
225 1,1910 23,62 168,8 6,0
240 1,2015 23,83 180,0 6,43
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Tabela 10.9 - Dados do ensaio cinético obtido via extragdo com liquido pressurizado com
isopropanol como solvente a partir do residuo de jabuticaba a 100 °C, 10,34 MPa e vazio de

solvente de 1,88 x 107 kg/s.

Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)
0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1656 3,28 11,3 0,4
20 0,3297 6,53 22,5 0,8
30 0,4952 9,80 33,8 1,2
45 0,6556 12,98 50,6 1,8
60 0,8135 16,11 67,5 2,4
75 0,9555 18,92 84,4 3,0
90 0,9918 19,64 101,3 3,6
105 1,0172 20,14 118,1 42
120 1,0363 20,52 135,0 4,8
135 1,0522 20,83 151,9 5,4
150 1,0672 21,13 168,8 6,0
165 1,0741 21,27 185,6 6,6
180 1,0814 21,41 202,5 7,2
195 1,0882 21,55 2194 7.8
210 1,0945 21,67 236,3 8,4
225 1,1009 21,80 253,1 9,0
240 1,1073 21,93 270,0 9,611
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Tabela 10.10 - Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com liquido pressurizado com
isopropanol como solvente a partir do residuo de jabuticaba a 100 °C, 10,34 MPa e vazdo de

solvente de 1,25 x 107 kg/s.

Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)
0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1235 2,45 7,5 0,3
20 0,2460 4,88 15,0 0,5
30 0,3659 7,26 22,5 0,8
45 0,4813 9,55 33,8 1,2
60 0,5911 11,72 45,0 1,6
75 0,6894 13,67 56,3 2,0
90 0,7819 15,51 67,5 2,4
105 0,8644 17,14 78,8 2,8
120 0,9354 18,55 90,0 3,2
135 0,9879 19,59 101,3 3,6
150 1,0184 20,20 112,5 4,0
165 1,0424 20,67 123,8 44
180 1,0567 20,96 135,0 4.8
195 1,0672 21,16 146,3 5,2
210 1,0766 21,35 157,5 5,6
225 1,0831 21,48 168.,8 6,0
240 1,0892 21,60 180,0 6,427
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Tabela 10.11 - Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com liquido pressurizado com dgua

como solvente a partir do residuo de jabuticaba a 100 °C, 10,34 MPa e vazio de solvente de 1,88 x

107 kg/s.
Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de Massa de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.) acumulada (g)
0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,2036 4,04 11,3 0,4
20 0,4033 8,00 22,5 0,8
30 0,6014 11,93 33,8 1,2
45 0,7942 15,75 50,6 1,8
60 0,9822 19,48 67,5 24
75 1,0811 21,44 84.4 3,0
90 1,1516 22,84 101,3 3,6
105 1,1901 23,61 118,1 42
120 1,2046 23,90 135,0 4,8
135 1,2158 24,12 151,9 54
150 1,2265 24,33 168,8 6,0
165 1,2360 24,52 185,6 6,6
180 1,2459 24,71 202,5 7,2
195 1,2550 24,90 2194 7.8
210 1,2640 25,07 236,3 8,4
225 1,2726 25,24 253,1 9,0
240 1,2813 25,42 270,0 9,640
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Tabela 10.12 - Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com liquido pressurizado com dgua

como solvente a partir do residuo de jabuticaba a 100 °C, 10,34 MPa e vazio de solvente de 1,25 x

107 kg/s.

. Massa de
Tempo (min) Massa de extrato Rendimento de solvente SF
acumulada (g) extragdo (%, b.s.)
acumulada (g)

0 0 0,00 0,0 0,0
10 0,1549 3,06 7,5 0,3
20 0,3035 6,01 15,0 0,5
30 0,4472 8,85 22,5 0,8
45 0,5828 11,53 33,8 1,2
60 0,7121 14,09 45,0 1,6
75 0,8314 16,45 56,3 2,0
90 0,9426 18,65 67,5 2,4
105 1,0504 20,79 78,8 2,8
120 1,1462 22,68 90,0 3,2
135 1,2205 24,15 101,3 3,6
150 1,2773 25,28 112,5 4,0
165 1,3109 25,94 123.8 4.4
180 1,3398 26,51 135,0 4.8
195 1,3582 26,88 146,3 5,2
210 1,3720 27,15 157,5 5,6
225 1,3843 27,39 168,8 6,0
240 1,3947 27,60 180,0 6,4
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