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RESUMO

A utilizacdo de residuos e o emprego de tecnologias ambientalmente seguras sdo tendéncias
gerais de pesquisa da comunidade cientifica, impulsionadas pelas exigéncias
governamentais e apelo do mercado consumidor, que buscam cada vez mais produtos
naturais de alta qualidade. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi obter o extrato de
sementes de uva através de extracdo por fluido supercritico, caracteriza-lo quimica e
fisicamente, e aplicd-lo ao encapsulamento em poli-(hidroxibutirato-cohidroxivalerato)
utilizando tecnologia de antissolvente supercritico. Para tanto, o estudo do ponto de vista
termodinamico, através de dados de equilibrio de fases e modelagem, fez-se necessario para
obtencdo de informacdes dos sistemas de interesse a extracdo bem como ao
encapsulamento. A caracterizacdo desse extrato aponta uma importante fonte natural de
acido linoléico, como componente majoritirio, e também de 4cidos oléico, palmitico e
estedrico, e de antioxidantes e fitoesterois. Através de separadores dispostos em série foi
possivel fracionar por meio de despressurizacdo e obter extratos com diferentes
composi¢oes desejadas. Na determinacao de dados de equilibrio de fases do sistema Extrato
de Sementes de Uva (ESU) + Diéxido de Carbono (CO;) + Etanol, verificou-se que a
quantidade de dgua no extrato, remanescente da matéria-prima, prejudicava a obtencdo de
dados de equilibrio com porcentagens de (CO; + Etanol) inferiores a 70 %. Observaram-se
transicOes bifésicas do tipo Liquido-Vapor Ponto de Bolha (LV-PB), Liquido-Vapor Ponto
de Orvalho (LV-PO) e Liquido-Liquido (LL), e trifdsicas do tipo Liquido-Liquido-Vapor
(LLV). Com a reducdo de dgua no ESU foi possivel descrever o comportamento do
equilibrio de fases, porém para ambas as temperaturas estudadas ocultaram-se as transicoes
LV-PO. Para o mesmo sistema, a modelagem foi feita utilizando a equacdo de Peng-
Robinson, que foi capaz de correlacionar os dados com a utiliza¢do de dois parametros de
interacdo bindria ajustados. Dados de equilibrio de fases do sistema ESU + CO, +
Diclorometano (DCM) foram determinados onde transi¢des bifdsicas do tipo LV-PB e LV-
PO foram observadas. Verificou-se que a adicdo de ESU em solu¢cdo de DCM, em
concentracdes de até 15 kg-m'3, ndo influenciou nas pressdes de transi¢do do sistema
binario CO, + DCM. O encapsulamento foi realizado com percentual de encapsulamento de
até 72 % de ESU.
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ABTRACT

The use of residues and environmentally safe and benign technologies comprise a general
research trend of scientific community, stimulated by government requirements and appeal
to the consumer market which increasingly seek natural products of high quality. In this
context, the aim of this work was to obtain grape seed extract by supercritical fluid
extraction, characterize it chemically and physically, and apply it to the encapsulation in
polymer poly-(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) using supercritical anti-solvent
technology. Thus, the study from the thermodynamic point of view, by phase equilibrium
data and modeling, was necessary to obtain information of the interest system for the
extraction and for encapsulation. According to the characterization, grape seed extract is an
important natural source of linoleic acid, as major component, and also by oleic, palmitic
and stearic acids, and antioxidants and phytosterols. Through separators displayed in series
was possible to fractionate the depressurization and to obtain extracts with different desired
compositions. In the determination of phase equilibrium data of the system Grape Seed
Extract (GSE) + Carbon Dioxide (CO,) + Ethanol, it was found that the amount of water in
the extract, remaining in the raw materials, limited obtaining equilibrium data with
percentages of (CO, + ethanol) lower than 70 %. Two-phase transitions were observed,
Vapor-Liquid Bubble Point (VL-BP), Vapor-Liquid Dew Point (VL-DP), and Liquid-
Liquid (LL), and three-phase transitions Vapor-Liquid-Liquid (VLL). With the reduction of
water in the GSE was possible to describe phase equilibrium behavior, but for both
temperatures studied were put out transitions VL-DP. For the same system, the modeling
was performed using Peng-Robinson equation which was able to correlate data with the use
of two adjusted binary interaction parameters. Phase equilibrium data of GSE + CO, +
dichloromethane (DCM) system were determined where two-phase transitions VL-BP and
VL-DP were observed. It was verified that the addition of GSE to the DCM solution in
concentration up to 15 kg-m'3 did not affect the transition pressure of the binary system CO,
+ DCM. The encapsulation was realized with percentage of encapsulation up to 72 % of
GSE.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Em 1822, ano em que o Brasil se torna um pais independente e tem seu primeiro
imperador coroado, Dom Pedro I, o mundo presencia também o descobrimento dos

fendmenos criticos, mérito do cientista francés Barao Charles Cagniard de la Tour.

O experimento de descoberta consistia em dispor uma bola de silex em um digestor
cheio de liquido. Ao girar o equipamento, um barulho era produzido sempre que a bola
penetrava na interface liquido-vapor. Cagniard de la Tour notou que ao aquecer o sistema a
uma temperatura muito além do ponto de ebulicao do liquido, o barulho de pedra caindo no
liquido desaparecia acima de uma certa temperatura (BERCHE, HENKEL, KENNA,
2009). Esta observacdo marca a descoberta da fase fluida supercritica e do entdo chamado

“l'état particulier - o estado particular”.

O que se iniciara como uma curiosidade exotica do Barao Cagniard de la Tour,
tornou-se uma area que hoje vive sua plena maturidade, formando um dos pilares da fisica
de sistemas complexos. Entre suas aplicacdes destaca-se o uso alternativo a processos
classicos de separacdo (extracdo, fracionamento, adsor¢cdo, cromatografia e cristalizacdo),
como meio de reacdo de polimerizacdo, inativacdo celular e tratamento de materiais

lignoceluldsicos.

Existe uma ampla variedade de compostos que podem ser usados como fluidos
supercriticos, porém a maioria das aplicacdes em industrias de alimentos emprega diéxido
de carbono (CO,). Este solvente permite operacdes com pressdo e temperatura critica
amenas (T¢ = 304,2 K e Pc = 7,38 MPa), ¢ GRAS (Generally Recognized As Safe =
comumente reconhecido como seguro), atoéxico, deixando praticamente nenhum vestigio na

matriz processada, ndo inflamavel e estd prontamente disponivel em baixo custo.

Entre as vdrias técnicas de obter extratos, a extragdo por fluidos supercriticos (SFE—
Supercritical Fluid Extraction) tem se destacado nas ultimas duas décadas por possibilitar o
ajuste de parametros visando a seletividade dos compostos de interesse, empregar baixas

temperaturas minimizando a degradacido de compostos termossensiveis € produzir um nico
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residuo, resultante da matriz sélida esgotada, que pode ser reaproveitado como fonte de

amido, agucares e outros constituintes disponiveis nas diferentes matrizes.

Contudo, extratos sdo materiais sensiveis e podem facilmente sofrer degradacdes
quando submetidos a a¢do da luz, oxigénio ou temperatura. Além disso, sdo insoldveis em
dgua, limitando certas aplicacdes industriais. De tal modo, a busca por protecao e facilidade
de manuseio de extratos na forma de encapsulados torna-se interessante (MARTIN et al.,

2010).

Nos ultimos anos, varias técnicas de formagdo de encapsulados e particulas
baseadas no wuso de fluidos pressurizados ou supercriticos tém sido propostas,
especialmente por explorar as propriedades peculiares dos fluidos supercriticos em geral.
Outra caracteristica destas técnicas € a eficiente separacdo do solvente das particulas apds a

precipitacao, dispensando etapas adicionais de secagem e micronizacgao.
1.1 Escolha da matéria-prima

Ap6s o processamento industrial da uva, gera-se grande quantidade de residuo
solido, composto principalmente de casca e semente. No Brasil, esse residuo ¢
simplesmente destinado a fertilizagao de solos, alimentag¢do animal, incinera¢do e de forma
artesanal a obtencdo do destilado conhecido como graspa.

Da semente de uva € possivel obter extratos com presenca de vitaminas € compostos
antioxidantes de interesse para a indudstria alimenticia, cosmética e farmacéutica. Segundo a
FAO-Food and Agriculture Organization of the United Nations (2012), o extrato de
semente de uva tem uma composicdo tipica em dcidos graxos insaturados, linoléico e
oléico, e saturados palmitico e estedrico. Apresenta ainda, alto conteudo de tocdis e de
esterdis, tais como B-sitosterol, campesterol e estigmasterol, além de compostos fendlicos,

evidenciando a qualidade deste extrato.
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1.2 Motivacao

Apesar das vantagens que oferece o uso de fluidos supercriticos, a industria ainda
resiste ao uso desta tecnologia. Um dos fatores que contribui a esta relutancia € o complexo
comportamento de fases observado em sistemas a altas pressdes (NDIAYE, 2004).
Portanto, informagdes sobre os fendmenos que ocorrem a altas pressoes através de dados de
equilibrio de fases dos sistemas com extratos vegetais e liquidos comprimidos tornam-se
imprescindiveis para a elaboracdo de projetos de engenharia e constru¢ao de plantas em

escala piloto e industrial.
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Esse trabalho teve o propdsito de caracterizar o extrato de sementes de uva obtido
por extragcdo supercritica, bem como investigar experimentalmente o comportamento de
fases a altas pressdes de sistemas de interesse para suporte de estudos futuros de obtengao
de extrato de sementes de uva e encapsulamento desse em biopolimero poli (3-

hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) utilizando tecnologia supercritica.
As seguintes atividades podem ser vistas como objetivos especificos:

1. Através do método de extragdo com di6xido de carbono supercritico, obter
extrato de sementes de variedades de uvas Malbec, Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon,
em mistura;

1.1 Caracterizacdo quimica e fisico-quimica de extratos obtidos com e sem
manipulacdo de separadores na etapa de despressurizagao;

2. Investigar o equilibrio de fases a altas pressdes dos sistemas contendo extrato de
sementes de uva bruto, diéxido de carbono como solvente e etanol como co-solvente;

2.1 Fundamentar através de dados de equilibrio de fases o processo de
obtencdo do extrato utilizando diéxido de carbono supercritico como solvente;

3. Levantamento de solubilidade e curvas de saturacdo do extrato e biopolimero em
solventes organicos a baixas pressoes;

3.1 Definir concentragdes de solugdes contendo material a ser precipitado
(biopolimero + extrato) em solvente organico bem como volume de solvente necessério
para etapa de limpeza das cdpsulas obtidas;

4. Selecionar condicdes de temperatura e pressdo de encapsulamento do extrato
explorando diferentes regides dos diagramas de fases para os sistemas envolvendo solvente
organico, extrato e diéxido de carbono pressurizado.

5. Representar dados de equilibrio de fases a altas pressdes utilizando modelo
termodinamico;

6. Utilizar a tecnologia de antissolvente supercritico para o encapsulamento de

extrato de semente de uva em biopolimero com aplicacdo na industria alimenticia.
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Esta tese contempla uma linha ampla de pesquisa, a qual estd dividida em t6picos
que serdao abordados na revisdo bibliogrifica, ordenada no presente capitulo. Finaliza-se

com consideragdes a respeito do estado da arte.
3.1 Fluidos Supercriticos

Considera-se que um fluido se encontra no estado supercritico quando sua pressao e
sua temperatura estdo acima do seu ponto critico, representado pelo ponto C, na Figura 1.
As coordenadas do ponto critico sdo a pressdo critica (Pc) e a temperatura critica (T¢), a
pressdo e temperatura mais elevadas nas quais uma espécie quimica pura pode existir em

equilibrio liquido/vapor.
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Figura 1. Diagrama Pressdo versus Temperatura para uma substancia pura (SMITH, VAN
NESS e ABBOTT, 2007).

Segundo Smith, Van Ness e Abbott (2007), fluidos homogéneos normalmente sao

divididos em duas classes, liquidos e gases. Porém, quando no ponto critico, a distin¢do
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entre eles nem sempre pode ser delimitada com nitidez. Por consequéncia, apresentam

propriedades intermédias entre as dos gases e liquidos, como:

® Viscosidade mais baixa que liquidos e semelhante a gases;

e Valores de densidade proximos aos do estado liquido e maiores que os de

gases;
® Maiores coeficientes de difusao que liquidos.

Nos tltimos dez anos foram medidas, de forma experimental, mudancas na
constante dielétrica de varios solventes em fun¢ao das condicdes de temperatura e pressao.
O CO,, por exemplo, apolar em condi¢des normais de temperatura e pressiao, em elevadas
pressoes, apresenta constante dielétrica equivalente a substincias polares em condigdes
normais de temperatura e pressdo, e a dgua, considerada como substincia altamente polar
em condi¢des normais de temperatura e pressao, apresenta constante dielétrica préxima de

zero em elevadas temperaturas e pressoes (LANCAS, 2000).

Estas propriedades particulares abrem perspectivas para que se explorem novas
possibilidades de emprego de fluidos supercriticos, € em condi¢des diferentes das
usualmente conhecidas, incluindo-se: extracdes; cromatografia; formagao de particulas;

além de muitas outras aplicacdes ainda a descobrir.

3.2 Extrato de Sementes de Uvas

Os primeiros registros de vinhas cultivadas na histéria da humanidade datam de,
pelo menos, 7.000 a 5.000 anos a.C., porém, os registros de vinhos datam dos séculos XIII
e XIV a.C. com os fenicios (JOHNSON, 2001). No Brasil, o cultivo de videiras ocorreu
apenas por volta de 1532, quando Martin Afonso de Souza trouxe videiras da Ilha da
Madeira, em Portugal, ao Brasil, onde foram plantadas inicialmente por Bras Cubas no

litoral paulista e depois na regido de Tatuapé (VALDUGA, 2007).
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A vitivinicultura brasileira ocupou em 2010 o 12° lugar em producdo mundial de
uvas € o 19° em édrea cultivada, segundo a FAO (2012). Dados do IBGE - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (2012) no udltimo Levantamento Sistemdtico da
Producdo Agricola realizado em fevereiro de 2012, um comparativo entre as safras de 2011
e 2012 mostra que houve crescimento de 1,3 % de drea plantada com videiras, ou 1.000
hectares. Esta vigorosa expansdo em d&rea cultivada reflete diretamente na difusdo da

elabora¢ao de vinhos.

A variabilidade de climas e solos do Brasil traz como resultado adicional um
enorme potencial de obtencdo de produtos com caracteristicas distintas, aptas a agradarem
os diferentes paladares dos consumidores. A produgdo de uvas é da ordem de 1,2 milhdes
de toneladas/ano (IBRAVIN, 2012). Deste volume, cerca de 55,0 % é comercializado in
natura, como uvas de mesa, e 45,0 % destinado ao processamento, para a elaboracdo de

vinhos, sucos e outros derivados (IBGE, 2012).

Segundo dados do Instituto Brasileiro do Vinho - IBRAVIN (2012), do total de
produtos industrializados, 77,0 % sdo vinhos de mesa e 9,0 % sao sucos de uva, ambos
elaborados a partir de uvas de origem americana, especialmente cultivares de Vitis
labrusca, Vitis bourquina e hibridos interespecificos diversos. Cerca de 13,0 % sao vinhos
finos, elaborados com castas de Vitis vinifera; o restante dos produtos industrializados, 1,0

% do total, sdao outros derivados da uva e do vinho.

A produgdo de vinhos finos no Brasil estd localizada na regidao conhecida como
Serra Gatcha (RS), e em novas regides que iniciaram a produ¢do na década de 1980:
Campanha e Serra do Sudeste (RS) e Vale do Submédio Sao Francisco (PE e BA). Sao
Joaquim, situada no Planalto Sul Catarinense, é a regido mais recente a desenvolver uma
viticultura para elaboracdo de vinhos finos com vinhedos de altitude e representa a mais fria

das regides produtoras de vinhos do Brasil (ACAVITIS, 2012).

Entre as cepas cultivadas de Vitis vinifera L., predominam nos vinhedos Cabernet
Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc, Pinot Noir, Malbec e Sangiovese, entre as tintas e

Chardonnay e Sauvignon Blanc, entre as brancas.
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No processo de vinificacdo, apds a etapa de fermentacdo alcodlica, inicia-se a
operacdo enoldgica de descuba, que consiste na separacdo do bagaco, parte sélida da uva
(casca, semente e engaco), do mosto seguindo para a etapa de prensagem, restando assim,
apenas o bagaco seco que corresponde em média a 25,0 % (m/m) da uva, dos quais 20,0-

26,0 % sao sementes (GOMEZ, LOPEZ e de la OSSA, 1996).

Como grande parte dos residuos industriais, o bagaco seco ndo recebe atencdo,
sendo destinado na maioria das vezes como adicional a ragdo animal, como matéria
organica para fertilizacao de solos ou ainda, eliminado por incineragcdo. Porém, as sementes
apresentam quantidades elevadas de fibras acarretando em lenta biodegradabilidade, com
conversdo parcial apenas da matéria organica de uma safra para outra e também tornam-se

impréprias ao consumo animal em grande escala (FREITAS, 2007).

Um destino alternativo para parte desse residuo é a extragao do 6leo das sementes,
diversificando, agregando valor a produtos da agroindustria vinicola e diminuindo o custo
de obtencdo de matéria-prima para extracdo. A semente de uva pode conter 8,0 - 20,0 % de

6leo (PASSOS et al., 2009).

A vitivinicultura é uma atividade importante para a sustentabilidade da pequena
propriedade no Brasil e geracdo de emprego em grandes empreendimentos, que produzem
uvas de mesa e uvas para processamento. Em 2009, a crise mundial refletiu fortemente na
producdo de uvas de mesa no Brasil, sendo que alguns produtores abandonaram parte dos
vinhedos e em 2010, fatores climaticos desfavordveis, especialmente nas areas de produgao
de uvas para vinhos, resultaram em menor producdo (CNPUV, 2012). A utilizacdo de
residuos da agroindustria vinicola, como a semente da uva para obteng¢do do extrato,
confere valor agregado, minimizando as perdas causadas por eventos inesperados durante a

producgdo da uva.
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3.2.1 Processos de obtencgdo de extratos vegetais

O método convencional de obten¢do de extratos a partir de sementes consiste na
combinacdo da prensagem da matriz s6lida com a extragdo utilizando solvente organico. O
solvente proporciona algumas vantagens frente a extracdo mecanica. Possibilita o emprego
de temperaturas mais amenas, sem comprometer compostos termossensiveis presentes e,
além disso, o solvente consegue extrair mais componentes ndo gliceridicos, que nao sao

retirados pela agao mecanica (SHAHIDI, 2005).

O solvente mais utilizado é o n-hexano (solvente alifitico obtido por destilagao das
fracOes de petrdleo), pois apresenta excelente poder de solvéncia para um grande ndimero
de sementes oleaginosas, separacdo facilitada de 6leos ou gorduras, simplificando o

processo de recuperacdo do solvente e nao afetando a qualidade dos produtos obtidos.

z

Apesar do n-hexano ser o solvente mais empregado, este é suspeito de deixar
residuos nocivos a saude, pois é obtido por destilacdo de fracdes de hidrocarbonetos de
petréleo, podendo conter hidrocarbonetos aromadticos e polinucleares, os quais sdo
carcinogénicos e podem se concentrar no 6leo ou permanecer na torta prensada apds a
dessolventizacdo. Nesse contexto, estudos tém mostrado relativa eficiéncia de outros

solventes quanto a utilizacdo (substituicdo/mistura) no processo de extragao.

A extracdo por fluidos supercriticos (SFE-Supercritical Fluid Extraction) é uma
operacdo unitdria que consiste na separacao de um soluto, ou mistura de solutos, presente
em uma matriz sélida através do contato com um solvente adequado, no estado supercritico
(ROSA e MEIRELES, 2009; BRUNNER, 1994). SFE € um processo alternativo de
extragdo, aplicado a industria de alimentos ha mais de 20 anos (BRUNNER, 2005). Devido
principalmente as caracteristicas do solvente no estado supercritico, oferece algumas
vantagens sobre os métodos cldssicos de extracdo como, elevada taxa de transferéncia de
massa, facil eliminag¢do do solvente, pressao e temperatura facilmente ajustavel (MCHUG e
KRUKONIS, 1994) e nao ha necessidade de operagdes unitdrias adicionais para obtengdo
do produto final, as quais podem modificar sensorialmente o extrato (MEIRELES, 2003) e

também aumentar custos de produgao.

11
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O processo de separacao por SFE € baseado no equilibrio de fases (limita-se a
regido de duas fases, s6lido-liquido) e na diferenca na solubilidade dos compostos da matriz
solida frente a mudangas de condi¢des operacionais e solventes utilizados. Porém, nao
menos importante, € a seletividade do processo, que permite a obtencao de um produto final
com um perfil de compostos desejados. Reverchon e de Marco (2006) observam que a alta
seletividade resulta da baixa solubilidade, e o contrario também é verdadeiro. No processo de
SFE, pequenas mudangas de temperatura ou pressdo refletem em grandes variacdes de
solubilidade, ou seja, é possivel, através de ajustes de pressdo e temperatura do sistema adequar

as propriedades de solvatagdo dos fluidos supercriticos aos solutos de interesse.

3.3 Equilibrio de Fases a Altas Pressoes

Dado um sistema onde, um solvente constituido de moléculas pequenas e simples,
que na temperatura e pressdo ambiente sdo gasosas, € colocado em contato com solutos, 0s
quais sao moléculas mais complexas e menos voldteis, e esta mistura € submetida a
condicdes de temperatura e pressdo utilizadas em aplicacdes industriais, geralmente bem
proximas do ponto critico do solvente, implica em um complicado comportamento de fases.
O sucesso das tecnologias que empregam fluidos pressurizados depende em grande parte do
estudo e compreensao das variadas e complexas transicdes de fases comumente observadas

(CHARIN, 2010).

As propriedades termodinamicas da mistura normalmente sdo expressas em termos
das coordenadas pressdo, temperatura € composi¢do, com as projecoes Pressdo versus
Temperatura (P-T), Temperatura versus Composi¢ao (T-x) e Pressdao versus Composi¢ao

(P-x).

Para uma mistura bindria de compostos quimicamente similares, considera-se um
plano P-x, para diferentes temperaturas. Em temperaturas menores que a temperatura critica
do composto mais volétil, obter-se-4 diagramas semelhantes ao da Figura 2.a. Para
temperaturas maiores, diagramas do tipo igual ao apresentado na Figura 2.b sdo obtidos. No

primeiro caso, as curvas do ponto de bolha e de orvalho interceptam os pontos extremos de
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composi¢do unitdria, correspondendo a pressdo de vapor da substancia pura. No segundo
caso, um dos componentes (A) estd supercritico, € o envelope de fase ndo corta o eixo do
composto puro (A), haja vista que nao pode existir equilibrio liquido-vapor (LV) acima do
ponto critico de uma substancia pura. O ponto de intersecdo das curvas de bolha e de
orvalho, no qual existe uma fase liquida e uma fase vapor com a mesma composi¢dao
corresponde ao ponto critico da mistura bindria (ponto C na Figura 2.c). Para cada
temperatura acima da temperatura critica do composto A, corresponde um diagrama do
Tipo II (VAN KONYNENBURG E SCOTT, 1980 — explanado a seguir) caracterizado pelo
deslocamento progressivo do ponto critico para composi¢des proximas as do composto B
puro. Como o ponto critico da mistura ndo estd necessariamente localizado no extremo da
regido bifdsica, pode existir equilibrio LV acima do ponto critico, ao contrdrio das
correspondentes substancias puras. Se no plano P-T, unirmos por uma linha todos os pontos
criticos, obteremos a linha de pontos criticos de uma mistura bindria de compostos
quimicamente similares (linha pontilhada da Figura 2.d). As linhas pontilhadas finas

correspondem a envelopes de fases para diferentes composi¢oes (NDIAYE, 2004).

2)T<Tc

—_— Xn

Figura 2. Equilibrio liquido-vapor em sistemas bindrios (ESPINOSA, 2001).
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Em um sistema bindrio em que as interacdes entre 0S componentes sejam
suficientemente fortes, o sistema pode se separar em duas fases liquidas de diferentes
composi¢des. Ainda, sdo possiveis equilibrios em que existam fases sélidas, de modo que a

geometria de equilibrio de fases é bastante diversificada.

Van Konynenburg e Scott (1980) agruparam os diagramas de fases bindrios em
cinco tipos bésicos que podem ser descritos qualitativamente a partir da equacdo de van der
Waals. Rowlinson e Swinton (1982) introduziram um sexto tipo, comumente encontrado
em sistema envolvendo 4gua e que, diferentemente dos anteriores ndo pode ser descrito
usando a equacao de van der Waals. Estes seis tipos de diagramas apresentados na Figura 3
podem ocorrer em funcdo da assimetria molecular (diferenga de tamanho, polaridade e
funcionalidade molecular) entre os componentes. Entretanto, além destes seis tipos de
diagramas cldssicos, existem outros tipos de diagramas de fases reportados na literatura
(BOSKHOV e YELASH, 1998; YELASH e KRASKA, 1998; WANG, WU e SADUS, 2000),
os quais o comportamento de fases ndo estd confirmado experimentalmente, mas sim

através do uso de equagdes de estado.

Para melhor visualizagdo da diferenca entre os seis tipos de diagramas de Van
Konynenburg e Scott (1980), a ocorréncia de fases sélidas, assim como de azedtropos, sao

omitidas.
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e

TIPOV TIPO VI

Figura 3. Diagramas de fases de sistemas bindrios (ESPINOSA, 2001).

P

Cada fase liquida, de diferente composi¢do, € identificada como 1, ou 1, e o
equilibrio trifisico € indicado como 1,1,g. Os pontos criticos I=g representam a curva

formada por todos os pontos onde coexistem uma fase liquida e uma fase gasosa com a

mesma composicdo. Da mesma forma, 1=I, corresponde a curva formada por pontos
coexistentes das duas fases liquidas. Os pontos indicados por l,=l,+g sdo pontos onde

existem duas fases liquidas criticas (de igual composi¢do) em equilibrio com uma fase

gasosa. Por outro lado, 1,=g+l, indica todos os pontos onde coexistem uma fase liquida e
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uma fase gasosa de igual composi¢do em equilibrio com uma outra fase liquida. Em ambos
0s casos, na pressdo e na temperatura correspondente a estes pontos, uma fase liquida

desaparece.
Em resumo, segundo Ndiaye (2004):

TIPO I: Este tipo de diagrama é obtido quando os fluidos da mistura bindria tém
natureza quimica similares e possuem propriedades criticas de mesma magnitude. Apenas
poucos sistemas envolvendo substancias polares sdo conhecidos por exibirem
comportamento do Tipo I (PRAUSNITZ, LICHTENTHALER, de AZEVEDO, 1999). A

Figura 4 apresenta uma projecao P-T-x tipica para este grupo.

Pressiio

Frag¢io molar

Figura 4. Projecao P-T-x para mistura de fluidos com comportamento de fases Tipo I

(ARCE, 2005).

Na Figura 4, pode-se observar a linha critica caracteristica a qual pertence um ponto
critico (Pc) em fungdo da pressdo, temperatura e a composicao. Os pontos criticos dos
componentes puros estdo representados por C; e C,. Observa-se apenas a ocorréncia da

transi¢ao Liquido-Vapor (LV).

TIPO II: Apresentam presenca de uma imiscibilidade 1-1 em temperaturas inferiores

a temperatura critica do componente mais volatil, em adi¢do a curva l-g ou LV, encontrada
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nos diagramas de Tipo I. A Figura 5 apresenta projecdes P-x, P-T e T-x, as quais

conversam entre si através de linhas pontilhadas.

Figura 5. Projecoes P-x, P-T e T-x dos diagramas de fases do Tipo II (ESPINOSA,
2001).

No diagrama P-x apresentado na Figura 5 encontra-se o comportamento de sete
isotermas das quais T, T, e Tz exibem equilibrio liquido-vapor (ELV) ou liquido-gés (1g) e
equilibrio liquido-liquido (ELL) ou l,=I,. Ja as isotermas T4 a T; exibem somente ELV. Na
projecao P-T da Figura 5, as isotermas localizadas abaixo das temperaturas criticas dos
compostos A e B interceptam os eixos verticais nas pressdes de vapor dos componentes
puros. Para as isotermas que se encontram acima do ponto critico do componente A, existe
um ponto critico de mistura cada vez mais perto de B conforme a temperatura aumenta.
Nos trés diagramas, a linha descontinua l=g que se estende desde C, até Cg une todos os

pontos criticos da mistura bindria. Para a isoterma T3, a baixas pressoes, uma fase vapor se
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encontra em equilibrio com uma fase liquida. Com o aumento da pressdo, a fase liquida se
divide em duas 1; e 1, de composicdes diferentes. Unindo todos os pontos de equilibrio
trifdsico e projetando sobre o plano P-T, obtém-se a linha Ijl,g. O dominio caracteristico do
equilibrio liquido-liquido vai diminuindo conforme a temperatura aumenta, até chegar no
ponto l;=l,+g onde a segunda fase liquida desaparece, correspondendo a defini¢dao
anteriormente dada ao Ponto Critico Terminal Superior (UCEP- Upper Critical End Point)
(NDIAYE, 2004; BENDER, 2008).

TIPO III: Estes diagramas se caracterizam pela interse¢do de regides de
coexisténcia de fases e por apresentarem uma linha divergente de pontos criticos. O
diagrama P-x da Figura 6 expde a evolucdo da zona de imiscibilidade liquido-liquido a

diferentes temperaturas.

Z 1=gH, (UCEP)

Figura 6. Projecoes P-x, P-T e T-x dos diagramas de fases do Tipo III (ESPINOSA,
2001).
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Pode-se observar que um aumento de temperatura, a partir de Cpg, modifica a forma
da regido bifdsica, com um tipo de transi¢do gradual passando das formas tipicas de
equilibrio 1-g para aquelas com domo caracteristico do equilibrio liquido-liquido. A linha
dos pontos criticos se estende desde o ponto critico do componente menos volétil (Cg) até a
zona de alta pressdo. A forma desta linha pode variar bastante conforme aumentam as

diferengas entre componentes.

TIPO IV: Resultam da intersecdo de regides de coexisténcia de fases e se
caracterizam por exibirem uma linha critica que parte do ponto critico do composto menos
volatil e converge para a linha de equilibrio trifasico 1-1-g com uma transi¢do continua de 1-
g a l-1. Na Figura 7, € possivel observar a localizacdo dos pontos criticos dos componentes

puros, representados por C; e C; e as transi¢des bifdsicas e trifasicas.

Pressdo

T
Fracao Molar T, * Temperatura

Figura 7. Projecdo P-T-x para mistura de fluidos com comportamento de fases Tipo IV
(ARCE, 2005).

TIPO V: Os diagramas de fases do Tipo V sdo, na verdade, diagramas do Tipo IV
com o Ponto Critico Inferior Terminal (LCEP- Lower Critical End Point), de baixa
temperatura, oculto devido a presenca de uma fase soélida, dificilmente obtidos
experimentalmente. Na Figura 8, constam proje¢des P-x, P-T e T-x para um sistema binério

de comportamento pertencente ao Tipo V. Mais uma vez a ocorréncia de transicoes
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bifasicas 1-1 e I-g e trifdsicas 1-1-g, porém o aparecimento da solidificacdo abaixo do LCEP

ou em alguns casos até acima deste.

Figura 8. Projecoes P-x, P-T e T-x dos diagramas de fases do Tipo V (ESPINOSA,
2001).

TIPO VI: Este tipo de comportamento de fase é encontrado em misturas bindrias
onde, as moléculas dos componentes possuem ligacdes do tipo ligagdao de hidrogénio, por
esta razdo, vérios sistemas aquosos pertencem a este grupo. E caracterizado por duas linhas
criticas. A primeira conecta o UCEP ao LCEP, de um equilibrio 1-1-g de baixa temperatura,
e formacdo de uma pardbola concava ou domo que dd origem a lacunas fechadas de
imiscibilidade LL. A segunda linha critica conecta os pontos criticos dos componentes

puros.
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3.3.1 Metodologias Experimentais

O equilibrio de fases a altas pressdes pode ser determinado por diferentes
metodologias experimentais, sendo que a selecio da técnica mais adequada depende
basicamente de trés fatores: custo, propriedades fisico-quimicas dos componentes
envolvidos e condi¢des de operacdo dos experimentos (MCHUGH e KRUKONIS). Sao

divididos em trés categorias:

. , oA Extrativo (saturacio
i. Métodos Dinamicos ( ¢o)

Continuo

Métodos dinamicos s@o aqueles em que pelo menos uma das fases do sistema estd
sujeita a um deslocamento em relacdo a outra. Os dois métodos dindmicos distinguem-se

quanto ao contato entre as fases envolvidas no sistema.

; . Analitico
ii. Métodos Estaticos

Sintético
Os métodos estdticos, por sua vez, t€m como principal caracteristica o fato do
sistema ser fechado, sendo que no método estético analitico a identificagdo da composicao
¢ feita diretamente pela retirada de amostra das fases em equilibrio, enquanto que no

método estatico sintético, a analise é realizada através de técnicas ndo intrusivas (DARIVA,

2000).
iii. Métodos com Recirculacao

Alguns autores classificam o método com recirculacdo como dindmico (uma vez
que ocorre fluxo de uma fase para outra), enquanto outros o consideram como estdtico
devido as semelhancas na etapa de retirada de amostras das fases em equilibrio.
Historicamente, pode-se dizer que o método com recirculacdo surgiu como melhoria aos
métodos estaticos; porém, devido as suas semelhancas com os métodos dindmicos, muitos

autores preferem classificd-lo como tal.
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3.4 Modelagem Termodinimica e calculo de equilibrio de fases a altas pressoes

A grande maioria dos processos de engenharia quimica e de alimentos centra seus
estudos em misturas. O design destes processos € baseado em informagdes termodinamicas,
com particular interesse na composi¢ao das fases que estdo em equilibrio. Equilibrio, do
ponto de vista termodinamico, significa auséncia de modificacdes e de qualquer tendéncia

para modifica¢cdes em uma escala macroscopica (SMITH, VAN NESS e ABBOTT, 2007).
Do critério de equilibrio de fases temos que:
fr=r" (1)
onde f € a fugacidade, i representa um componente e / e II as fases.

Para o equilibrio liquido-vapor (L-V) e liquido-liquido (L;-L;) aqui representados

temos, respectivamente:

;=1 2)
ou

v.8" (T,P,y)=x¢"(T,P,x) 3)
€

fl=fh 4)
ou

X" (T,P,x)=z,4"(T,P,z) 5)

onde, ¢ denota o coeficiente de fugacidade, y a fracdo molar na fase vapor, x e z,

as fracdes molares nas fases liquidas pesada e leve, respectivamente.
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Desta forma, estabelecem-se relacdes entre a fugacidade de um componente e as

quantidades fisicamente mensurdveis, tais como temperatura, pressao € composi¢ao.

A utilizacdo de Equacdes de Estado (EDEs) para calcular ou correlacionar
propriedades termodinamicas e descrever o equilibrio de fases, abrandando o exaustivo e
por vezes caro processo prético de obtengdo de dados, é continuamente foco de estudos das

areas da engenharia, haja vista a evolucao dos modelos e o aumento de sua complexidade.

Os modelos termodinamicos utilizados na literatura para o estudo do
comportamento de fases de sistemas a altas pressdoes podem ser divididos em trés grupos:
EDEs cubicas, modelos de perturbacio e modelos de rede. Nesta tese, optou-se pela
utilizacdo de uma EDE cibica, a equacdo de Peng-Robinson (PENG e ROBINSON, 1976),
extremamente simples e eficiente para correlagdo de dados experimentais, a qual integra o

grupo dos modelos mais usados na representacao do equilibrio de fases a altas pressoes.

A equacdo de Peng-Robinson (PR) é uma EDE tipo van der Waals, cibica em
volume, a qual pode ser obtida a partir da funcdo de parti¢cdo generalizada de van der Waals

usando ferramentas da termodinamica estatistica.

As EDEs ciubicas tipo van der Waals tém como forma original a equagdo geral
apresentada por Sandler (2006).
RT a

P- + =0
v—b v’ +ubv+gb® ©

Quando fixos u = 2 e g = -1, obtém-se e a equacdo de estado ciibica de Peng-

Robinson:

RT a
b= v—b [v(v+b)+b(v—b)]

(7)
onde P ¢é a pressao absoluta do sistema, 7" a temperatura absoluta e v o volume molar. Para

o célculo dos coeficientes a e b da Equagao 7, podem ser empregados as regras de mistura

quadraticas de van der Waals a dois pardmetros independentes da temperatura (vdW2):
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n n

a =22xixjaij (8)

i=l j=1

n n

b= ZZXZ-XJ’?U ©)

i=1 j=1

Na Equagdo 8 a;; € conhecido como o pardmetro atrativo presente na equacdo de
estado (EDE) em relacdo as moléculas dos componentes i e j, enquanto que na Equacao 9
b é o parametro que representa a repulsdo entre as moléculas dos componentes do sistema.

Para o calculo de g; e bj;, as seguintes regras de combinagdo sdo comumente utilizadas:

a; = (aiiajj )0'5 (1 - kij ) (10)

b, =0.5(b, +b, 1 -1,) (11)

JI

onde k;; e [;; sdo parametros de intera¢do bindria entre os componentes de uma mistura. O
pardmetro k;; estd associado a energia de atracdo entre as moléculas da mistura (a;) € o
parametro /;; € associado a energia de repulsdo entre tais moléculas (b;;). Na literatura, para
algumas misturas os parametros k; e [; jd estdo bem definidos. Entretanto, quando os
valores desses parametros nao estdo disponiveis, eles podem ser obtidos através do ajuste

do modelo termodinamico a dados experimentais (NDIAYE, 2004).

Para a Equacdo de Peng-Robinson tem-se que:

_ 0,45724R2Tci2 [1+ (0

Pc.

l

37464 +1,54226w — 0,26992w> 1 - 773 )| (12)

i

RTc,

Pc.

1

b, =0,07779R

(13)
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onde, w € o fator acéntrico, Tc; e Pc; representam respectivamente as temperaturas € pressao

.\ . T . .
criticas do componente i, € Tr, = To a temperatura reduzida do componente i.
C.

l

3.5 Formacao de Microparticulas e Encapsulamento

Extratos vegetais podem ser utilizados na sua forma bruta, mas por serem
susceptiveis a modificacdes fisico-quimicas e sensoriais, estes devem sofrer algum
processo de conservacdo para manter sua estabilidade como matéria-prima. Ainda, esses
extratos podem apresentar compostos que possuem atividade bioldgica, porém, a maioria
destes compostos sdo quimicamente instaveis e, portanto, passiveis de oxida¢do. Submeter
extratos ao encapsulamento € uma forma de estabilizar estes compostos com a possibilidade

de uma tnica operagdo apds a extracao.

A industria de alimentos utiliza técnicas de encapsulamento com vdrias aplicagdes,

como (DESAI e PARK, 2005):

° Proteger o material que estd no nucleo da cipsula da sua degradacao, devido

a efeitos causados pelo ambiente externo (calor, umidade, ar e luz);

° Controlar a taxa de transferéncia do material do nicleo para o exterior;

o Modificar caracteristicas fisicas do material original;

° Mascarar o gosto desagradédvel de determinados ingredientes;

° Conseguir uma dispersdo uniforme no alimento que acolherd o material;

° Separar componentes de uma mistura que possam reagir de alguma forma
com o outro.

Quanto ao tamanho, segundo Ré (1998), as particulas formadas podem ser
classificadas em nanoparticulas (< 0,2 wm), microparticulas (0,2 a 5000 wm) e
macroparticulas (> 5000 wm). Entretanto, em outubro de 2011, a Comissdo Europeia

(European Commission- EC, 2012) designou que, entende-se por nanomaterial, um
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material natural, incidental ou fabricado, que contém particulas num estado desagregado ou
na forma de um agregado ou de um aglomerado, e em cuja distribuicdo nimero-tamanho 50
% ou mais das particulas ttm uma ou mais dimensdes externas na gama de tamanhos

compreendidos entre 1 nm e 100 nm.

As técnicas de encapsulamento podem ser divididas em trés principais classes: (i)
processos fisicos, como spray drying, pulverizacio em banho térmico, leito fluidizado,
extrusdo centrifuga com multiplos orificios, co-cristalizacdo e liofilizacdo; (ii) processos
quimicos: inclusdo molecular ou polimeriza¢do interfacial; e (iii) processos fisico-
quimicos: coacervacdo, separacdo por fase orgéanica, pulverizagdo em agente formador de

reticulagdo e envolvimento lipossdomico.

Tecnologias que empregam fluidos sub e/ou supercriticos fazem parte de um
conjunto de técnicas de precipitacdo e encapsulamento que tém sido, de modo recente, foco
de pesquisa e inovagdo. A possibilidade de explorar as propriedades de fluidos sensiveis as
mudancas de temperatura e pressdo do sistema na busca de maior controle de morfologia,

tamanho e distribui¢do de tamanho das particulas motivam tais investigacoes.

Para aplicagdes em industrias de alimentos, da-se preferéncia a utilizagao de CO,
como fluido pressurizado, permitindo operacdes em condi¢cdes de temperatura amena, em
uma atmosfera inerte, apropriadas para produtos termossensiveis (MARTIN e COCERO,

2008Db).

Estas técnicas podem ser divididas em trés categorias segundo o emprego do fluido

pressurizado, seja como solvente, como soluto, ou como antissolvente.
3.5.1 Formacdo de particulas empregando fluidos pressurizados como solventes

A Raépida Expansdo de Solucdes Supercriticas (RESS) é uma técnica de formacao
de particulas que emprega fluidos supercriticos como solventes. Explora as variacdes do
poder de solvéncia do fluido com as mudangas de pressdo. Assim sendo, a maior limitagao

da técnica RESS € a baixa solubilidade de muitas substincias no fluido supercritico.
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Algumas modificacdes na técnica RESS vém sendo sugeridas para minimizar esta
limitagdo, como o uso de co-solventes, promovendo maior solubilidade do soluto no fluido
supercritico ou surfactantes, para melhorar a dispersao de fases, originando assim a técnica

de Impregnacao por Solvente Supercritico (SSI) (COCERO et al., 2009).

Yeo e Kiran (2005) usaram uma abordagem muito interessante para elucidar as
tecnologias de formagdo de particulas que empregam fluidos pressurizados, voltada a
representacdes esquemadticas e diagramas de fases. Para as técnicas de formacgdo de
particulas que empregam fluidos supercriticos como solventes os autores escolherem como

representante a técnica RESS, explanada nas Figuras 9 e 10, a seguir.

Mudanca de

temperatura/pressio
.
»~

Expansio através
do bocal

Polimero + solvente
Sistema binario
homogéneo

Particulas + solvente
Sistema binario
Separacio de fases

Figura 9. Principios operacionais da técnica RESS (adaptado de YEO e KIRAN, 2005).

A técnica RESS consiste em expandir, a condicdes ambientes de temperatura e
pressdo, uma solucdo supercritica contendo o soluto dissolvido, levando a perda do poder

solvente do fluido e, consequentemente, a precipitacao do soluto.

Na Figura 10a observa-se, em diagrama P-T, o deslocamento do sistema durante o
processo para a obtencdo das particulas através dos processos onde o fluido pressurizado é

utilizado como solvente.

As linhas pontilhadas na projecdo P-T representam o caminho do processo. O
sistema, representado através da posi¢ao do simbolo e, € submetido inicialmente a uma

regido homogénea, ou seja, a solucdo encontra-se em uma fase, entdo é conduzida a uma
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regido de separagcdo, de duas fases, cruzando o limite Fluido-Sélido (F-S) ou, também

possivel, limite liquido-liquido (L-L), para consequente precipitacao.

F-S Alta
1-fase P
2-fases . Fluido superiritico (solvente)
P Polimero (soluto)
Baixa
T |
(a) (b)

Figura 10. Representacdo esquematica do processo RESS (adaptado de YEO e KIRAN,
2005). (a): Caminhos do processo em projecao P versus T; (b): conceito da prética
experimental.

Ja a Figura 10b apresenta a expansdo através do bocal. O didmetro e comprimento

do bocal sdo fatores que influenciam o tamanho da particula gerada.

3.5.2 Formacdo de particulas empregando fluidos pressurizados como solutos

Particulas de Solugdes Saturadas de Gas (PGSS) € a técnica indicada para produzir
particulas de materiais que absorvem fluidos supercriticos em altas concentracdes.
Necessita de baixa demanda de gas e reduzida pressao de operagdo. O principio da técnica
PGSS (Figura 11) e os parimetros de operacdo diferem muito pouco da técnica RESS,
porém, aqui, o fluido supercritico ou gas comprimido € dissolvido em um material s6lido
fundido e esta mistura € rapidamente despressurizada, acarretando na formacgdo de
particulas por precipitacdo. De tal forma, esta técnica tem com desvantagem que poucas
substancias podem ser fundidas a altas temperaturas sem a ocorréncia de alteracdes

quimicas ou fisicas (MARTIN e COCERO, 2008a).
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Mudancga de
temperatura/pressao
>
Expansio
Polimero fundido + gas Particulas + gas
Sistema binario Sistema binario
homogéneo Separacio de fases

Figura 11. Principio operacional da técnica PGSS (adaptado de YEO e KIRAN, 2005).

A Figura 12a apresenta o principio que governa a inducao a separagdo de fases apds
o estado homogéneo inicial da solucdo, onde nesta técnica, a linha pontilhada na projecao

P-T representa o tinico caminho para precipitagdo, cruzando o limite F-S.

A expansdo através do bocal para a técnica PGSS € idéntica a técnica RESS, como

pode ser visto na Figura 11b.

E-S Alta
P
2-fases 0 .
Polimero fundido
...... ad +
|l L Gas (soluto)
L 1-fase L-L
I
2-fases .'._':::::..
Baixa
T P
(a) (b)

Figura 12. Representacido esquemadtica do processo PGSS (adaptado de YEO e KIRAN,
2005). (a): Caminhos do processo em projecao P versus T; (b): conceito da prética
experimental.
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3.5.3 Formacdo de particulas empregando fluidos pressurizados como

antissolventes

Sao varias as técnicas que pertencem a esta categoria, pois ambas t€m como base a
imiscibilidade ou muito baixa miscibilidade do soluto no antissolvente, e completa
miscibilidade no solvente. E desejado, ainda, que o solvente tenha afinidade maior pelo
antissolvente do que pelo soluto, de tal forma que, quando a solucdo (solvente+soluto) é
colocada em contato com o antissolvente € ao mesmo tempo a pressdo € reduzida, a
solubilidade do soluto no solvente é drasticamente reduzida, assim, o antissolvente causa

uma queda no poder de solvatacdo do solvente, levando a precipitacao do soluto.

Fazem parte deste conjunto as técnicas: Gas Antissolvente (GAS); Antissolvente
Supercritico (SAS); Sistema de Extracdo de Solvente em Aerossol (ASES); Precipitacdo
com Antissolvente Comprimido (PCA); Extracio de Emulsdes por Fluido Supercritico

(SFEE); e Dispersdo de Solucao Aumentada por Fluidos Supercriticos (SEDS).

O principio de operagdo das técnicas que empregam fluidos pressurizados como
antissolvente é esbocado na Figura 13, onde o polimero representa o soluto, e o gds ou

fluido supercritico recebe o papel de antissolvente.

% %
Polimero + Solvente Mudan(.;a~de Gas ou
Sistema binario composi¢io/  Fyjde supercritico
pressao

homogéneo

Polimero + Solvente + Fluido supercritico
Sistema ternario
Separacio de fases

Figura 13. Principios operacionais das técnicas GAS, SAS, ASES, PCA e SEDS (adaptado
de YEO e KIRAN, 2005).
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a

Dispde-se, inicialmente, de um sistema bindrio homogéneo formado pelo soluto
pelo solvente, como pode ser visto na Figura 13 e Figura 14a. Este sistema entdo é
conduzido ao encontro do antissolvente, formando uma mistura. Como resultado a
mudanca de pressao, temperatura € composicao, o sistema que se situava inicialmente em
regido de unica fase é deslocado para a regido de duas fases onde a separacdo é possivel,

induzindo a formagdo de particulas.

Na Figura 14b, a projecdo P-T demonstra a consequéncia do contato da solucao, que
se encontrava na regido monofdsica, com o antissolvente. Ocorre, para estes sistemas, um
deslocamento do limite de L-L, a pressdes mais altas, ou do limite de F-S, a temperaturas

mais altas, de tal forma que, o sistema se encontrard entdo, no dominio da regido bifésica.

Solvente
Fs FS
2-fases : 1-fase
! L-L
P . ] - .
I b
. =
®
L-L
As
Polimero Antissolvente T
(a) (b)

Figura 14. Representacdo esquemadtica dos processos GAS, SAS, ASES, PCA e SEDS
(adaptado de YEO e KIRAN, 2005). (a): Diagrama de fases ternario hipotético; (b):
Caminhos do processo em projecao P versus T.

A principal diferenca entre estas técnicas € a maneira como ocorre o contato entre a
solucdo (soluto+solvente) e o antissolvente comprimido, como demonstra a Figura 15. Na
técnica GAS o antissolvente € injetado na solug¢do, aumentando a pressdo e sua
concentracdo no sistema, causando a precipitacdo do soluto. Para a técnica GAS, o

antissolvente nio necessita estar em seu estado supercritico. As técnicas SAS, ASES e PCA
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tétm o contato feito de forma contrdria a GAS, uma vez que a solu¢do € borrifada no
antissolvente. Ja para a técnica SEDS, o contato ¢ semelhante ao praticado nas técnicas
SAS, ASES e PCA, porém ¢ feito de forma axial no bocal, como ilustrado na Figura 15c.
Ainda, nesta dltima técnica € possivel adicionar um terceiro canal no bocal para sistemas

que fazem uso de dois solventes.

Solvente Fluido superecritico

Solvente 2 u Solvinte 1
rPolimero (soluto)

+
Polimero (soluto)

s Sol:r_ente Fluido
"+ . .| Polimero (soluto) supercritico
Gas a alta l ,-'.'f'.
pressio ..:.‘:':':'..'
(a) (b) (©)

Figura 15. Conceito da prética experimental (adaptado de YEO e KIRAN, 2005). (a):
técnica GAS; (b): técnicas SAS, ASES e PCA; (c): técnica SEDS.

Cocero et al. (2009) apresentaram uma revisdo sobre os polimeros mais
frequentemente utilizados para o processo de encapsulamento empregando fluidos
pressurizados. Os mesmos autores citam que sdo priorizados os polimeros a base de amido
ou biopoliésteres. Desses ultimos, os principais sdo o 4cido polilactico (PLA),
policaprolactona (PCL), polilactideo, poli(lactideo-co-glicolideo) (PGLA), polietilenoglicol
(PEQG), polihidroxialcanoatos (PHAs) e poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV).

Existem algumas caracteristicas desejaveis consideradas na escolha de um polimero
para aplicac¢do na industria de alimentos como material encapsulante, principalmente para
gorduras, 6leos e aromas. E evidente, porém cabe mencionar, que o polimero deve ser
atéxico, necessita apresentar baixa higroscopicidade, ser de sabor leve, ndo deve reagir com
o material a ser encapsulado (material de ntcleo), possuir baixa viscosidade em

concentracdes elevadas, de facil manipulagdo durante o processo, deve ainda ter habilidade
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de selar e reter o material ativo dentro da estrutura da cdpsula, ter solubilidade em solventes
comumente utilizados, e por outro lado, deve “liberar” completamente este solvente ao final
do processo. Ainda, proporcionar maxima protecdo ao material ativo contra condicdes
adversas como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos e possuir as propriedades desejadas

de liberag¢dao do material ativo (SANTOS, FERREIRA, GROSSO, 2000).

3.6 Breves consideracoes sobre o estado da arte

Pesquisas realizadas na Embrapa Semi-Arido (Petrolina-PE), em conjunto com as
Universidades Federais da Bahia e Paraiba, e as vinicolas Santa Maria, Garziera e Milano,
ambas localizadas em Pernambuco, na busca por novas rotas para residuos da agroindustria
vinicola, identificaram qualidades forrageiras nas sobras das uvas processadas na industria
de vinho. Este material fibroso foi apontado pelos pesquisadores como um bom ingrediente
para compor dietas alimentares para ovinos e caprinos, em especial durante o periodo seco

quando h4 escassez de forragens no sertdo.

Coordenador deste estudo, Gherman Garcia Leal Aratdjo, da Embrapa Semi-Arido,
considera que, embora seja residuo, este material deve ser valorizado como um produto da
agroindudstria vinicola e do negdcio agricola da ovinocultura. As boas propriedades
nutricionais, que o qualificam como um alimento volumoso para compor dietas completas,
aliado a uma oferta que pode ser estavel ou até crescente devido a expansdo das vinicolas,
devem tornar mais frequente o uso desse produto nas rocas de agricultores, prevé o

pesquisador (CPATSA, 2012).

Outra proposta aqui apresentada € a utilizacdo das sementes, para a obtenc¢do do
extrato de sementes de uvas. Da revisao realizada nota-se que, apesar do emprego de SFE
para obtencdo de extrato estar consolidado (GOMEZ; LOPEZ e de la OSSA, 1996; LEE et
al., 2000; MURGA et al., 2000; REVERCHON e MARRONE, 2001; MURGA et al., 2002;
ASHRAF-KHORASSANI e TAYLOR, 2004; BEVERIDGE et al., 2005; FIORI, 2007,
FREITAS, 2007; FREITAS, et al., 2008; PASSOS et al., 2010), por ndo ser um método

classico, ainda ndo se encontram disponiveis informacdes do sistema especifico estudado
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através de dados de equilibrio para determinar comportamento de fases da mistura, a
distribuicao dos compostos de interesse nas distintas fases e estimar a possivel composi¢ao
do produto extraido (SOUSA et al., 2002) frente a diferentes temperaturas, pressdes e

composi¢des do sistema.

Quanto a aplicacdo na forma de encapsulado, na literatura sdo reportados varios
trabalhos sobre a utilizacdo de técnicas de encapsulamento para retardar ou evitar a
oxidacdo de Oleos e extratos, atraindo a atencdo da industria de alimentos (AYALA-
ZAVALA et al., 2008; HUSSAIN e MAJI, 2008; CHOI et al., 2009; LEIMANN et al.,
2009; AHN et al., 2008a;b; KLAYPRADIT e HUANG, 2008; KLINKESORN e
MCCLEMENTS, 2009; KOLANOWSKI, LAUFENBERG, KUNZ, 2009; OMAR et al.,
2009), no entanto, todos estes trabalhos utilizaram técnicas convencionais de

encapsulamento.

Constam alguns trabalhos utilizando técnicas baseadas em fluidos pressurizados ao
encapsulamento de extratos e 6leos vegetais (VARONA et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2004; MARTIN et al., 2010), porém nao foi encontrado na literatura aberta a utilizacdo da
técnica SEDS para o encapsulamento de extratos. Percebe-se que € uma drea nova de

aplicacdo de 6leos e extratos com grandes possibilidades de estudo.

O método estatico sintético, assim como o aparato experimental e os procedimentos
estdo descritos com detalhes em vdrios estudos relacionados a equilibrio de fases a altas
pressdes de dleos e extratos, e dos seus principais componentes (dcidos graxos insaturados)
em fluidos comprimidos (NDIAYE et al.,, 2006; NDIAYE, 2004; LANZA, 2004;
FRANCESCHI et al., 2004; FRANCESCHI et al., 2006; BENAZZI et al., 2006; ROSSO et
al., 2009; RODRIGUEZ-REARTES et al., 2009; ROSSO COMIM et al., 2010a; STUART,
DARIVA e OLIVEIRA, 2000) e, desta forma, foi o método selecionado para
desenvolvimento do presente trabalho. Nenhum trabalho foi encontrado na literatura que
reportasse dados de equilibrio de fases dos sistemas contendo extrato de semente e/ou seus

componentes em didxido de carbono utilizando o método estético sintético.
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Poli  (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) ou simplesmente =~ PHBV  foi
recentemente utilizado para a produgdo de micro e nanoparticulas para encapsulamento de
compostos nutracéuticos e pigmentos de interesse em engenharia de alimentos
(FRANCESCHI et al., 2008a,b; FRANCESCHI, 2009; FRANCESCHI et al., 2009;
PRIAMO et al., 2010). Ressalta-se que este composto ji foi proposto como matéria-prima
na producio de embalagens para a indudstria de alimentos (BUCCI, TAVARES e SELL,
2005) e tem se consolidado no campo de biomedicina (BARAN, OZER e HASIRCI, 2002;
CHEN e DAVIS, 2002; CHEN e WU, 2005).

Na literatura estdo disponiveis também, dados de equilibrio de fases a altas pressoes
para os sistemas bindrio contendo CO, + Diclorometano (CORAZZA et al., 2003),
antissolvente e solvente, respectivamente e, também para o ternario CO, + Diclorometano
+ PHBV (FRANCESCHI et al., 2008b), onde o polimero PHBV ¢ o soluto. Ambos os
sistemas foram determinados para fundamentar o processo de encapsulamento aplicando a
técnica SEDS (PRIAMO et al., 2010; PRIAMO, 2011; FRANCESCHI, 2009). Sendo
assim, a partir destas informagdes, optou-se por estes trés componentes somados ao extrato
de sementes de uva para a formagao do sistema de encapsulamento empregando a mesma

técnica SEDS, como uma forma de aplicac@o deste trabalho na inddstria alimenticia.
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CAPITULO 4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo encontra-se descrito o material utilizado durante o desenvolvimento
experimental deste trabalho, assim como a descri¢io detalhada dos métodos e andlises
utilizadas para o alcance dos resultados. O capitulo estd subdividido sequencialmente em
etapas que envolvem a aquisicdo das sementes de uva, a obtencdo e caracterizacdo do

extrato, o equilibrio de fases e, por fim, a aplicagdo com o encapsulamento do extrato.

Os experimentos de extracdo por fluido supercritico foram desenvolvidos em
cooperacdo com o Laboratério de Tecnologia Supercritica: Extracdo, Fracionamento e
Identificacdo de Extratos Vegetais (LASEFI) do Departamento de Engenharia de Alimentos
(DEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A caracterizagdo do extrato de
sementes de uva foi realizada no Laboratério de Oleos e Gorduras do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA) da UNICAMP. A obtenc¢ao de dados de equilibrio de fases
e encapsulamento do extrato de sementes de uva empregando fluido supercritico foram
realizados no Laboratério de Termodindmica Aplicada do DEA da Universidade Regional
Integrada (URI), Campus de Erechim (RS). O tamanho e morfologia das particulas
formadas foram observadas no Laboratério de Microscopia do Instituto de Quimica da
UNICAMP. Demais experimentos e andlises foram efetuados no Laboratério de Extragao,

Termodinamica Aplicada e Equilibrio (EXTrAE), DEA/UNICAMP.

4.1 Material

Foram utilizados neste trabalho os solventes etanol anidro (99,9 % de pureza) e
diclorometano (99,5 % de pureza), ambos adquiridos junto a Merck (Darmstadt,
Alemanha), e também cloroférmio (99,5 % de pureza) e heptano (99,5 % de pureza), estes
fornecidos pela Quimex (Porto Alegre, Brasil). Diéxido de carbono (CO;) em fase liquida
(99,0 % de pureza) utilizado para a SFE foi obtido da Gama Gases Industriais (Campinas,
Brasil). J4 para a obten¢do dos dados de equilibrio de fases e para a técnica SEDS, CO, em
fase liquida (99,9 % de pureza) foi adquirido da White Martins S.A (Sdo Paulo, Brasil).

Todos estes solventes foram utilizados como recebidos, sem quaisquer tratamentos prévios,
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apenas armazenados em local apropriado segundo recomendacdes de fornecedores. O
polimero poli (hidroxibutirato-cohidroxivalerato) (PHBV) com massa molecular média
(Mw) de 196.000 Da e indice de polidispersao de 1,85 foi cedido pela empresa PHB
Industrial S/A (Ribeirdo Preto, Brasil).

4.2 Obtencao e caracterizacao da matéria-prima

Neste trabalho, para melhor aproximagdo da realidade industrial, foi obtido
posteriormente a descuba e prensagem, o residuo integral do processo de vinificagao, sendo
composto de semente, casca e engaco de trés variedades de uva (espécie Vitis vinifera),
Malbec, Cabernet Sauvignon e Cabernet Franc. As uvas foram cultivadas em S3o Joaquim
(SC) a 1260 m de altitude e processadas pela vinicola Villa Francioni, que gentilmente

doou o material para o desenvolvimento deste trabalho.

Duas coletas de residuo, em momentos diferentes, foram feitas. A primeira ocorreu
em abril de 2009, em que se obteve uma mistura composta apenas das variedades Malbec e
Cabernet Franc, na proporcao 1:1, denominada “Lote 1”. Todo material foi seco ao sol por
sete dias ininterruptos € o maximo de sementes foram recolhidas com auxilio de peneira e
ar forcado, contudo ainda restaram algumas cascas unidas as sementes. Em maio do ano de
2011, a segunda coleta foi feita, a qual era formada de trés variedades Malbec, Cabernet
Franc e Cabernet Sauvignon, na propor¢ao 1:1:2, chamada “Lote 2”. Porém, nesta dltima
coleta ndo ocorreram dias sucessivos de sol para efetuar a secagem, de tal forma, foi feita
uma pré-secagem ao sol por 3 dias, finalizada em secador de bandejas em leito fixo com ar
forcado ascendente, na velocidade de 2,2 m-s'l, estabilizado a 313 K por 12 horas. Esta
secagem foi realizada no Laboratério de Engenharia de Sistemas Agro-Alimentares
(LENSAA) do DEA da UNICAMP. Apés este procedimento, as sementes, dispostas nas
diferentes bandejas, foram unidas e homogeneizadas para armazenamento. A separacdo das

sementes do bagaco, casca e engago foi mantida da mesma forma para ambos os lotes.

Durante todo o transporte, desde a coleta na vinicola até a chegada ao laboratério, a

matéria-prima foi acomodada em sacos de plastico preto, fechados, visando minimizar ao
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maximo possivel reagdes de oxidagdo. No laboratorio, as sementes foram acondicionadas
em freezer doméstico a 255 K. A sementes do Lote 1 ficaram armazenadas pelo periodo de
11 dias até as etapas descritas a seguir, antes da extracdo do Oleo. J4 o Lote 2 ficou

armazenado por 10 meses.

As sementes de uva foram trituradas em moinho de facas (Marconi, modelo MA
340, Piracicaba, SP) provocando aumento na superficie de contato, forcando entdo as
particulas menores formadas a passarem através de uma peneira, em crivo circular de 10
Mesh, disposta na saida da camara de moagem. A moagem foi sempre realizada no dia
antecedente a extracdo, de forma lenta e com tempo efetivo de moagem de 2 minutos. Nos
intervalos entre as moagens o moinho era desligado por 5 minutos para evitar aumento de
temperatura, ocasionado pelo atrito das facas no cabecote de moagem, o qual acarretaria em

aumento da acidez livre do extrato final.

Determinou-se, em etapa seguinte, a umidade das sementes trituradas do Lote 1
através de destilagdo com solvente imiscivel xilol (JACOBS, 1973), método utilizado pelo
LASEFI, onde a obtencdo do extrato foi realizada, explanada na proxima secdo. Este
método permite diferir dgua de materiais volateis da matéria-prima. S@o utilizados
dispositivos de simples manipulagdo como, baldo de vidro de fundo redondo de 250 mL,
contendo as sementes e xilol, disposto sobre uma manta de aquecimento com controlador
de voltagem Fisaton (modelo 102, Sdo Paulo, Brasil), conectado a um condensador com
saida para coletor graduado, que recebe a dgua evaporada da amostra. O sistema foi levado

a ebuli¢do sob refluxo por 3 h.

A umidade foi expressa em porcentagem (%, base umida — b.u), calculada pela

Equacio 14, a seguir:

N 14
umidade = 100x% (14

z ~ 3 7 - <
onde: v € o volume de dgua condensada (m’); p,, ¢ a densidade da dgua na

correspondente temperatura (kg-m'3) e F ¢ amassa de alimentacdo (kg).
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Ja para as sementes trituradas do Lote 2, a umidade foi determinada, em triplicata,
através de dois métodos: /. De acordo com o método da oficial A.O.C.S. - Association of
Analytical Communities Ca 2e-84 (2009), por titulagdao em Karl Fischer (modelo Metrohm
710 KF Tritino - Mettler Toledo, Suica). Ressalta-se que foi acoplado ao titulador o forno
Termoprep, necessario para a determinagdo de teor de 4gua em amostras s6lidas. A vazdo
de gds nitrogénio (gds de arraste) utilizada foi de 8,33 x 107 m’/s, borbulhado no vaso de
titulagdo, sendo a umidade das sementes evaporada. A temperatura utilizada no forno foi de
383 K, por 6 minutos, cabe assim salientar, que ¢ um método rapido. 2. Utilizou-se uma
placa de petri de 50 mm de didmetro e uma estufa com circulacdo e renovacido de ar
(Marconi, MA — 035). Trés amostras de aproximadamente 5 gramas foram acondicionadas
nas placas e mantidas por (377 = 1) K por trés horas. Assim, foram retiradas e alocadas em
dessecador por aproximadamente 30 minutos, posteriormente pesadas em balanga analitica
e repetido o procedimento até massa constante. A porcentagem de dgua nas sementes de

uva foi entdo calculada da seguinte forma:

B [massamm, — (massa final = ASSA 1,0, )J

umidade ~ %100 ( 1 5)

massa;

inicial

%

Determinou-se ainda, para as particulas do Lote 2, a atividade de agua (a,), uma
andlise direta para avaliacdo de condi¢des criticas de estocagem, ja que as amostras deste
lote permaneceram mais tempo armazenadas. Conduziu-se a andlise em higrometro digital
Aqualab (modelo Series 3TE, Decagon Devices, Pullman, USA) a (313,1 + 0,3) K, em
triplicata. Segundo Maltini et al. (2003), aw esté relacionada com a maioria das reacdes de
degradacdo de natureza quimica, enzimdtica e fisica dos alimentos; e € mais facil de ser

medida do que o teor de umidade, além de ser uma medida nao destrutiva.

Também, para o mesmo lote, realizou-se a extracao convencional do 6leo de 0,01 kg
de sementes trituradas através da passagem de 1,5 x 10* m® de hexano (99,0 % de pureza,
Merck, Darmstadt, Alemanha), em extrator Soxhlet por 20 horas, segundo Gémez, Lépez e

de la Ossa (1996), para simples comparagao de rendimento global de extracao (%, em base

40



CAPITULO 4. MATERIAL E METODOS

seca - porcentagem em peso de dleo extraido em relacdo a quantidade inicial de matéria-

prima submetida a extragdo) em relacdo a técnica de extracdo por fluido supercritico.

4.3 Extracao por fluido supercritico (SFE)

Os experimentos para obtencdo do extrato de semente de uva foram desenvolvidos
em colaboracdo com o grupo de pesquisa Tecnologia Supercritica e Extracdo com Solvente
Aplicadas ao Processamento de Produtos Naturais e Alimentos Funcionais do LASEFI, e

em extensdo ao trabalho de tese de Prado (2010).
4.3.1 Obtencgdo do extrato de sementes de uva em escala piloto

Para a obtenc¢do do extrato de sementes de uva foi utilizada uma unidade de SFE em
escala piloto Thar Technologies (modelo SFE-2X5SLLF-2-FMC, Pittsburgh, EUA), com
sistema de controle de pressdo, vazdo e temperatura automatizado. A unidade € equipada
com dois extratores, ambos com volume interno de ~ 5,0 litros e encamisados com mantas
de aquecimento de 2000 W de poténcia, mas apenas um extrator (7), como apresentado na
Figura 16, foi operado. Quando utilizados os dois extratores, estes operam de forma
alternada simulando um processo continuo. No interior do extrator acondicionou-se uma
célula de nylon de abertura 80 mesh, com a mesma capacidade do extrator e dentro dessa
foi feito o empacotamento da matéria-prima. O sistema possui uma bomba (3) com
capacidade méaxima de bombeamento de 3,33 x 107 kg-s’l, utilizada para pressurizacio e

controle de deslocamento do solvente (1 — reservatorio contendo solvente).

O solvente foi inicialmente resfriado para atingir o estado liquido com o auxilio de
um banho com etileno glicol e dgua, possibilitando a medida de vazao deste para o sistema.
Em seguida, o solvente passa por um trocador de calor (4), antecedente ao extrator, para
alcancar a temperatura de operacao desejada, e através de um totalizador (5) era conhecida
a vazdo de solvente. O solvente percorria o leito do extrator que permanecia, assim,
pressurizado por um periodo estitico de 20 minutos, garantindo o contato homogéneo do

solvente com toda a matéria-prima disposta. Ao término deste periodo, solvente + extrato
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foram entdo expandidos a trés separadores em série (11, 14 e 17) que permitiam operagdes
em diferentes temperaturas e também, com auxilio de valvulas do tipo Back Pressure
Regulator (13, 16 e 19) diferentes pressdes, possibilitando assim, quando desejavel, uma
separacdo fracionada, ou, caso contrdrio, apenas a um separador para realizar a coleta do

extrato.
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Figura 16. Diagrama esquemadtico da unidade de extracdo por fluido supercritico em escala
piloto.

E possivel visualizar no diagrama, ainda, a valvula de saida/bloqueio do reservatorio
de solvente (2); valvula de entrada do extrator (6); valvula de saida do extrator (9); valvula
automdtica de controle de pressdao do extrator (10), as valvulas para coleta do extrato (12,

15 e 18) nos separadores (11, 14 e 17), respectivamente e a valvula de seguranca (8).

Na Figura 17, uma foto da unidade piloto de SFE ¢ exibida, a qual se encontra no
LASEFI do DEA da UNICAMP. Destaca-se na imagem o cilindro contendo o solvente CO,
(A), extrator (B), bomba de pressurizag¢ao e deslocamento de CO, (C), totalizador de vazao

de solvente (D) e separadores em série (E, F e G).
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Figura 17. Unidade de extracdo por fluido supercritico em escala piloto (Thar
Technologies).

Foi utilizado como solvente o diéxido de carbono (CO,) supercritico em uma vazao
média de 2,17 x 10” kg-s" pelo periodo de 5 h. As condi¢des de operacio do extrator foram
313 K e 35 MPa, baseadas em dados publicados na literatura sobre SFE aplicada a obtencao
de extrato de sementes de uva (G()MEZ, LOPEZ e de la OSSA, 1996; REVERCHON e
MARRONE, 2001; FIORI, 2007). Sob condi¢des semelhantes a estas, os autores destes
trabalhos anteriores alcangaram rendimento e coeficiente de transferéncia de massa, através
de SFE, proximos aos de uma extragdo convencional com hexano. Para ambos os lotes, os
separadores foram utilizados e operados a 313 K/10 MPa (11), 313 K/6 MPa (14) e 313 K/3
MPa (17). No entanto, os extratos obtidos a partir do Lote 1, coletados nos trés
separadores, foram unidos e homogeneizados. Enquanto para o Lote 2, manteve-se a
separacdo dos extratos. Todos os experimentos de extra¢do foram realizados em triplicata e

os extratos obtidos foram armazenados em freezer doméstico a 255 K para andlises futuras.

O extrato de sementes de uva obtido a partir do Lote 1 foi utilizado neste trabalho

para o estudo da determinacdo experimental de dados de equilibrio de fases a altas
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pressdes, para posteriormente ser submetido ao encapsulamento. Enquanto os extratos
obtidos a partir do Lote 2 foram apenas caracterizados, com foco no fracionamento de
componentes através da disposi¢do de separadores em série com diferentes pressdes de

operagao.

4.4 Caracterizacao do extrato de sementes de uva

O extrato de semente de uva obtido foi caracterizado pelas metodologias com
técnicas descritas a seguir:

o Composicdo em dcidos graxos através de cromatografia gasosa dos ésteres
metilicos de 4cidos graxos — Metodologia Oficial Ce 1-62 da A.O.C.S. — American Oil
Chemists’ Society (2009). As amostras foram preparadas na forma de ésteres metilicos dos
acidos graxos, anteriormente a andlise cromatogréfica, pelo método Hartman e Lago
(1973).

Para o extrato obtido a partir do Lote 1, utilizou-se o Cromatdgrafo Gasoso Capilar
AGILENT (modelo 6850 SERIES GC SYSTEM) em coluna capilar: DB-23 AGILENT (50
% cianopropil - 50 % metil polisiloxano e dimensdes de 60 m, didmetro interno de 0,25 mm
e 0,25 um de filme. As condi¢des de operagao do cromatégrafo foram de fluxo na coluna
de 1,67 x 10® m? -s'l, velocidade linear de 0,24 m-s'l, temperatura do detector de 553 K,
temperatura do injetor de 523 K e temperaturas do forno de 383 K por 300 s, 383 a 488 K
(5 K/60 s), 488 K por 1440 s. O gis de arraste foi o Hélio e o volume injetado de 1 x 10
m’. Os ésteres metilicos dos 4cidos graxos foram identificados por compara¢do com
padrdes cromatograficos da Nu Check Prep. (Elysian/Minnesota, EUA).

Ja para o extrato obtido do Lote 2, a andlise foi realizada no ExTrAE. O gés de
arraste também foi o Hélio com o mesmo volume de injecdo e utilizou-se o mesmo
cromatégrafo, porém em coluna capilar: Elite 225 - PERKIN ELMER (50 % cianopropil-
metil - 50 % fenil-metil polisiloxano) e dimensdes de 29 m, didmetro interno de 0,25 mm,
0,25 pwm de filme. As condi¢des de operagcdo do cromatégrafo foram de fluxo na coluna de

2,17 x 108 m3-s'1, temperatura do detector de 523 K, temperatura do injetor de 523 K e
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temperaturas do forno: inicial de 373 K por 120 segundos, 373 a 503 K (7 K /60 s), 503 K
por 600 segundos. Os ésteres metilicos dos dcidos graxos foram identificados por
comparacdo com os tempos de reten¢do de ésteres metilicos de Oleos previamente

identificados no laboratério. A quantificacdo foi feita a partir das dreas relativas dos picos;

. A partir da composicdo molar em 4cido graxo do extrato, calculou-se
diretamente o indice de iodo do extrato, de acordo com o método oficial Cd 1c-85,
recomendado pela A.O.C.S. (2009). E um método simples, que considera a porcentagem do
acido graxo na amostra multiplicada por um fator de conversdo, que representa o nimero

potencial de dtomos de iodo que reagem com cada 4cido graxo;

o A composicdo em dcidos graxos livres e acilglicerdis parciais foi realizada
através de uma recuperacdo inicial em tetrahidrofurano (THF) livre de bolhas e filtrado e
seguida de andlise em High-Performance Size-Exclusion (HPSEC). Esta andlise foi
determinada apenas para o Lote 2. Empregou-se um cromatdgrafo liquido Shimadzu
(modelo LC-20AT, Kyoto, Japdo), com bomba quaterndria, injetor automético SIL — 20A,
equipado com detector de indice de refracio Waters (modelo 2414, Waters Associates,
Milford, MA, USA). Para a separagdo foi introduzida em série uma terceira coluna de 50 A.
A temperatura do detector foi mantida a 313 K, volume de injecdo de 2 x 10® m® e como
fase mével THF com fluxo de 1,67 x 10° m’s'. A porcentagem relativa de cada
componente foi calculada através do software LCSolution Shimadzu, dividindo a area do
pico de cada classe lipidica (triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol ou dcido graxo)

pela soma das dreas dos picos de todos os componentes;

o Estimou-se a provavel composicdo em triacilglicerdis da triplicata do extrato
obtido no Lote 1 com recuperacdo inicial em tetrahidrofurano (THF) livre de bolhas e
filtrado, em seguida encaminhado para cromatografia em cromatdgrafo gasoso capilar
AGILENT (modelo 6850, series GC SYSTEM) provido de Coluna capilar DB-17 (modelo
HT AGILENT CATALOG: 122-1811, 50 % phenil - 50 % metilpolisiloxane), dimensodes
15 m, didmetro interno de 0,25 mm e 0,15 pum de espessura de filme. As condicdes de

operacdo do cromatdgrafo foram: 1,67 x 10° m’s™ fluxo de THF como fase mével.
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Temperatura do detector: 648 K, temperatura do injetor: 633 K e temperatura do forno de
523 - 623 K - (5 K/60 s), 623 K - 1200 segundos. O gés de arraste foi Hélio e o volume
injetado 1,0 x 10° m>.

Para o Lote 2, foi feita a estimativa, assim como para o Lote 1, porém para os dois
primeiros separadores em série, descartando o terceiro separador. Ainda, visto que a
amostra ¢ um extrato vegetal obtido via SFE, comparou-se o resultado obtido através da
cromatografia com o método computacional estatistico recomendado por Antoniosi Filho,
Mendes e Langas (1995), a partir da composi¢do molar em &cidos graxos. Este método
computacional foi aplicado para a triplicata dos extratos obtidos, novamente apenas nos
dois primeiros separadores, e se baseia nas teorias da distribui¢do “casual” e “1,3-casual 2-
casual”. A teoria da distribuicdo “casual” diz que os dcidos graxos se encontram
distribuidos ao acaso, estatisticamente, entre as trés posi¢cdes da molécula do glicerol. Para
calcular a composi¢do provavel em triacilglicerdis, dois aspectos foram considerados; 1. As
composi¢oes dos isdmeros trans foram somadas aos seus respectivos isdmeros cis. 2. Os

triacilglicerdis que apresentaram valores menores que 0,5 % foram ignoradas;

. Por meio de titulacdo com NaOH (~ 0,03 N) foi determinado o teor de
acidos graxos livres, de acordo com o metodologia oficial da [IUPAC (Método 2201, 1979).
Empregou-se um titulador automético Metrohm (modelo Titrando 808, Herisan, Suica),
utilizando um software TIAMO que demonstra o ponto de viragem potenciométrico, ou
seja, o ponto de inflexdo da curva de titulagdo. Diluiu-se 0,001 kg de extrato em 4 x 10 m’
de solugdo solvente éter:etanol (1:1, v/v), e submeteu-se a titulacdo. Através da Equacdo 16

obteve-se teor de dcidos graxos livres do extrato de sementes de uva.

V. XN, XM

— _ NaOH NaOH dcido

100xw,; = TOxm (16)

amostra

onde w,; denota a fragdo madssica de dcidos graxos livres, V),

a

on € Ny,on 830 0O

volume gasto na titulacdo e a normalidade da solu¢do de hidréxido de s6dio (NaOH),
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respectivamente, M

z

representa a massa molecular média do 4cido oléico e m éa

dcido amostra

massa de extrato de sementes de uva utilizada, determinada gravimetricamente.

Este teor foi expresso como fragdo mdssica de acido oléico, considerando a massa

molecular média do 4cido oleico comercial (282,47 kg-kgmol'l);

o O conteudo de tocoferdis e tocotriendis foi determinado de acordo com a
Metodologia Oficial Ce 8—89 da A.O.C.S. (2009). Os isdmeros o- e y-tocoferol / o- e y-
tocotrienol foram quantificados utilizando uma curva padrao sob condi¢des idénticas as de
andlise. Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta pressdo Perkin Elmer (modelo LC
250, Norwalk, CT, USA), equipado com detector de fluorescéncia (Kyoto, Japan) com
excitacdo a 290 nm e uma coluna Hibar RT (modelo Li Chrosorb Si 60 column, Merck,
Darmstadt, Alemanha) com dimensdes de 25 cm, diametro interno de 4 mm e 5 um de
filme. Como fase mével n-hexane:propan-2-ol (99:1, v/v), com uma vazado de 1,67 x 10
m’s;

° A composi¢do em esterdis foi determinada pela Metodologia Oficial Ch 6—
91 da A.O.C.S. (2009). A técnica consiste em obter a fracdo esterdlica adicionando a 0,005
kg de extrato, 5%107 m’ padrao interno Dihidrocolesterol (54-cholestan-3a-ol;
acholestanol) com 95 % de pureza (Sigma, D-6128), e submeter a saponificagdo do extrato.
A matéria insaponificdvel foi diluida em 1 x 10® m’ de hexano conduzida 2 Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), para posterior extracdo dos esterdis da silica e injecdo do
residuo sem derivatizacdo em cromatégrafo de fase gasosa Agilent (modelo 6850 Series
GC) equipado com coluna capilar ZB-5 (5 % fenil, 95 % dimetilpolisiloxane, 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme). O gas de
arraste foi Hélio, com vazao de 1,67 x 108 m3-s'1, com temperatura de inje¢do de 623 K,
temperatura da coluna de 573 K pelo periodo de 1200 s, temperatura de deteccdo de 623 K
e volume de injecdo de 1,0 x 10° m>. De tal forma, os componentes puderam ser

identificados e quantificados através da relagao direta com a darea do padrao interno;
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o Determinou-se o indice de peréxido por titulometria através do Método
Oficial Cd 8b—90 da A.O.C.S. (2009). Como se espera um baixo valor para dleos/extratos, a
massa utilizada foi 0,005 kg de extrato em mistura de 4cido acético:isooctano (3:2, v/v) e
solucdo saturada de iodeto de potdssio. A reacdo ocorrida € paralisada apds 150 s com a
adicao de dgua destilada, e submete-se entdo a titulacdo com tiosulfato de sédio 0,01 N. O
resultado € expresso em termos de miliequivalentes de perdxido por quilogramas de

amostra.

4.5 Determinacido de umidade do extrato de sementes de uva

Através de titulacdo por Karl Fischer (DL50 Graphix, Mettler Toledo, Suica),
determinou-se o conteido de 4gua no extrato obtido a partir do Lote 1, de acordo com o
método da A.O.C.S. Ca 2e-84 (2009), em triplicata. Este método utiliza como titulante o
Reagente Karl Fischer, que como o préoprio nome antecipa, reage quantitativamente com a
dgua presente no extrato. Porém, sua aplicacdo € limitada a amostras que ndo possuem
impurezas, como compostos alcalinos e per6xidos, que venham a reagir secundariamente
com o titulante. Esta técnica mostrou-se necessdria quando na determinacdo dos dados de
equilibrio a altas pressdes, apresentados em Resultados e Discussio na se¢do 5.4

(Equilibrio de fases a altas pressoes).

4.6 Medida de densidade do extrato de sementes de uva

As andlises de densidade para o extrato a partir do Lote 1 foram determinadas
experimentalmente em temperaturas de 283 a 343 K, em triplicata, empregando um
densimetro digital de tubo oscilatério Anton Paar Physica (modelo DMA—-4500, Osterreich,
Austria), com precisdo de * 0,01 kg/m3 , previamente calibrado com ar e dgua (destilada e
deionizada) nas temperaturas da andlise. Um termostato no interior do instrumento permite
o controle da temperatura em * 0,01 K. Entre cada medida, o equipamento foi

cuidadosamente limpo com etanol e acetona e seco por uma bomba de ar comprimido. Esta
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andlise € uma das exigéncias da Comissdo Codex Alimentarius para evidenciar a

autenticidade de um 6leo/extrato de sementes de uva da variedade Vitis vinifera L..

4.7 Determinacao das temperaturas de fusio e cristalizacao por Calorimetria

Exploratéria Diferencial (DSC)

Através da Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC- Differential Scanning
Calorimetry), foram determinadas as temperaturas de fusdo e cristalizacdo do extrato de
sementes de uva obtido a partir do Lote 1. Esta técnica baseia-se no monitoramento da taxa
de fluxo de calor (energia) da amostra em funcdo do tempo ou da temperatura, enquanto a
temperatura da amostra, em um ambiente especifico, € programada.

O equipamento utilizado foi um calorimetro exploratério diferencial da TA
Instruments (modelo MDSC 2920, New Castle, DE, USA), operado entre 204 K e 320 K.
Inicialmente calibrou-se em funcdo da temperatura e fluxo de calor com indio (99,999 % de
pureza, certificado pela TA Instruments), ciclohexano (99,99 % de pureza) e naftaleno (99
% de pureza), ambos da Merck. Com auxilio de uma balang¢a microanalitica Perkin Elmer
(modelo AD6, Norwalk, CT, USA) com precisdo de + 2,0 x 107 kg, (0,002 a 0,005) kg de
amostra foram dispostas em cadinhos de aluminio herméticos e pesadas. As amostras foram
tratadas termicamente, inicialmente as amostras foram resfriadas de 320 K para 204 K, a
uma taxa de 1 K/60 s. Apés um periodo isotérmico de 300 segundos a 204 K, as amostras
foram aquecidas até 320 K, novamente a uma taxa de 1 K/60 s. Temperaturas de pico foram
definidas e analisadas através de um software da TA Instruments, e consideradas para

determinar a temperatura de transi¢ao de fases. A andlise foi feita em triplicata.

4.8 Solubilidade do extrato de sementes de uva em solventes organicos

Os dados de solubilidade do extrato obtido do Lote 1 em solventes organicos foram
determinados em células de equilibrio liquido-liquido (SILVA, COIMBRA e
MEIRELLES, 1997). Essas células sdao de vidro pyrex, com capacidade para
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aproximadamente 50 mL e dispdem de uma entrada superior para a alimentacdo do extrato
e do solvente. As células sdo encamisadas, com saida e entrada para conexdao do banho
termostatico para controle de temperatura e vedadas com tampa de teflon, com abertura
para a disposi¢do do termdmetro para monitoramento da temperatura interna.

O procedimento foi baseado no proposto por Trés et al. (2007) para influéncia de
diferentes temperaturas na solubilidade do extrato nos solventes. Trata-se de alimentar a
célula, j4 com temperatura de andlise desejada estdvel, o volume de 4,0 x 107° m® de
solvente. Aciona-se o sistema de agitacdo (agitador e barra magnética) e adiciona-se 5,0 x
107 m® de extrato de sementes de uva. Mantendo o sistema agitado e vedado por 600
segundos, ao nao se observar turvacdo, caracteristica de formacdo de duas fases,
adicionava-se novamente ao sistema a mesma quantidade de extrato. Ao surgir turvagao, o
sistema foi mantido agitado por 12 horas, para comprovacdo da presenca de duas fases,
caso contrdrio adiciona-se mais extrato. Depois deste periodo ocorrido, suspendeu-se a
agitacdo e o sistema foi mantido em repouso por 24 horas antes da coleta da fase
sobrenadante.

Realizou-se a amostragem de 5,0 x 10° m’, com uma pipeta volumétrica
previamente calibrada. As amostras foram transferidas para placas de petri, ja pesadas, e
conduzidas a estufa com circulagdo e renovagdo de ar (Marconi, MA—035) a 313 K por 24
horas, para eliminacdo total do solvente. Apds este periodo, as amostras foram retiradas e
alocadas em dessecador por aproximadamente 30 minutos, posteriormente pesadas em
balanca analitica e repetido o procedimento até massa constante. Determinou-se assim, a
solubilidade do extrato reportada em kg de extrato por m’ de solvente.

Os experimentos foram conduzidos a (293,15 a 308,15) K para o solvente
diclorometano (DCM), o qual foi empregado na etapa de encapsulamento, detalhada na
secdo 4.10 (Obtengdao de micro e nano particulas de biopolimero e encapsulamento do
extrato de sementes de uva); e para o solvente etanol anidro entre (288,15 e 318,15) K,
utilizado na etapa de lavagem das capsulas, que serd explanada nas sec¢des 4.10.1 (Tamanho
e morfologia das particulas) e 4.10.2 (Percentual Real de encapsulamento). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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Os solventes foram escolhidos com base nos resultados obtidos por Franceschi
(2009), que reporta a solubilidade de poli (3—hidroxibutirato—co-hidroxivalerato) (PHBV)
em trés solventes, DCM, etanol e acetato de etila, em condi¢des ambientes de temperatura e
pressdo. O autor observou que o PHBV € solivel apenas em DCM, nestas condi¢des. De tal
forma, por ndo apresentar solubilidade com o polimero, e por ser comumente utilizado
como co-solvente, o etanol foi selecionado como solvente para retirada de extrato

possivelmente depositado sobre as cdpsulas formadas, ou seja, extrato ndo encapsulado.

4.9 Determinacao do equilibrio de fases a altas pressoes

Foi utilizado o método estitico sintético para obtencdo dos dados experimentais de
equilibrio de fases a altas pressdes reportados nesta tese. O aparato experimental e os
procedimentos estdo descritos com riqueza de detalhes em varios estudos (CHARIN, 2010;
FRANCESCH]I, 2009; ROSSO, 2009; CANZIANI, 2008; NDIAYE, 2004; LANZA, 2004;
GRINGS, 2004) e amplamente validado (STUART, DARIVA e OLIVEIRA, 2000;
FRANCESCHI et al., 2004; BORGES et al., 2007; ESMELINDRO et al., 2008; NDIAYE
et al., 2006; FRANCESCHI et al., 2006; BENAZZI et al., 2006; MICHIELIN et al., 2009;
CANZIANI et al., 2009; RODRIGUEZ-REARTES et al., 2009; ROSSO COMIM et al.,
2010a; BENDER et al., 2010). Nesta técnica, quantidades precisas de substancias puras sdo
introduzidas na célula de equilibrio, de tal forma que a composicdo global da mistura, no
inicio do experimento, seja conhecida. As condicdes de pressdo e temperatura sao entao
ajustadas, fazendo com que uma solu¢do homogénea se forme (NDIAYE, 2004). Fixadas a
composicdo global e a temperatura do sistema, encontra-se a pressdo onde ocorre transi¢cao

de fases.

Na Figura 18, esta representado o diagrama esquemadtico do aparato experimental,
que consiste de um reservatério de solvente, na forma de um cilindro de gas (1), uma
bomba de alta pressdo do tipo seringa (ISCO, modelo 260L, Lincoln, USA) (4), com
temperatura controlada através de banho termostatico (3). A bomba do tipo seringa foi

empregada, pois permite facil manipulacdo de pressdo e quantificacdo da massa deslocada
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de solvente, o qual também desempenha a fun¢do de fluido de pressurizagdo, transdutor
absoluto de pressdo para monitoramento (7); uma célula de equilibrio de volume varidvel
(16), delimitada no diagrama pelo retangulo tracejado, a qual é um cilindro de aco
inoxiddvel 316L com capacidade maxima de 2,8 x 107 m? (didmetro interno de 17,2 mm e

comprimento de 146, 5 mm), com conexdes, remontadas a cada experimento.

Figura 18. Diagrama esquematico do aparato experimental de equilibrio de fases a altas
pressoes.

Em uma conexdo frontal da célula, é disposta uma janela de safira (12) para
observacdo das transi¢des de fases, e em outra lateral, mais uma janela de safira (13),
porém menor, para a disposi¢ao de uma fonte de luz. Com auxilio de dois anéis de vedacao,
Figura 19, as duas janelas ficam estagnadas. Segundo Lanza (2004), os anéis de vedacdo
podem ser de borracha, teflon ou cobre. Para temperaturas mais baixas (temperatura
ambiente) ¢ mais indicado o uso de anéis de teflon e/ou borracha; para temperaturas mais
elevadas (superiores a 343,15 K) os anéis de teflon podem deformar e causar vazamentos
no sistema e/ou trincas nas janelas, colocando em risco a operacao do equipamento. Desta

forma, neste trabalho foram utilizados anéis de cobre e de teflon mais resistente.
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v ¥

[ anel de teflon
janela de safira

— anel de cobre

—— corpo da célula

(a) (b) (¢)

Figura 19. Anéis de vedagdo. (a): anel de cobre; (b); anel de teflon; (c): posicionamento
das janelas de safira na célula de equilibrio (NDIAYE, 2004; LANZA, 2004).

A célula possui ainda, na parte frontal, conexdes também desmontdveis para
alimentacdo dos componentes da mistura e para inser¢do de um indicador de temperatura
tipo “PT 100” (10 e 11) para monitoramento da temperatura de operagdo, como pode ser

visto na Figura 20.

Figura 20. Célula de equilibrio de volume varidvel montada para experimento
(CANZIANTI, 2008).

Um pistdo mdvel (15), inserido no interior da célula, é responsédvel pelo controle de
pressdo dentro dessa. Este pistdo (diametro interno de 17 mm e comprimento de 28 mm) de
aco inoxiddvel 316L possui dois anéis de Buna- N90 O-rings localizados em suas
extremidades, como exibido na Figura 21, permitindo-o deslizar pelo interior da célula e
garantindo assim, a vedacdo entre o fundo e a frente da célula que contém os componentes
do sistema. Para tanto, a montagem do pistdo é uma etapa critica e que merece grande

atencdo. Os anéis devem estar em equilibrio, ou seja, com o mesmo atrito sobre o interior
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da célula de equilibrio. Porém, a compressdo extrema dos anéis feita através ajuste dos
parafusos nao o deslocard em baixas pressdes. Entretanto, em altas pressdes pode ser
forcado a deslocar-se brutalmente pelo rompimento dos anéis e, por consequéncia, a
liberacdo da passagem para o fundo da célula do conteido presente na parte frontal da
célula. O contrdrio, causado pela pouca compressdo dos anéis, pode, sem ocorrer 0

rompimento dos anéis, permitir a passagem e o contato entre fundo e parte frontal da célula.

(b)

Figura 21. Pistao mével. (a): pistdo desmontado, visdo de cada componente; (b e c): pistao
montado, vistas lateral e frontal superior, respectivamente.

ApOs inserir o pistdo, deve-se fechar o fundo da célula e em seguida adiciona-se, na
parte frontal da célula, um bastdo de ferro coberto com teflon para auxiliar a
homogeneiza¢do do sistema. O bastdo € acionado através de agitador magnético (14)
inserido logo abaixo da célula. Por fim, € feita a conexao frontal com janela de safira para

visualiza¢do, como explanado anteriormente.

E considerado ainda, no diagrama esquemético, um sistema de aquecimento da
célula de equilibrio envolta por uma camisa metdlica que recebe dgua a temperatura
desejada mantida por um banho termostdtico (17), valvulas métricas no formato agulha
permitindo a alimentag@o de solvente (9) e descarga do sistema (6); valvulas de esfera para
interromper o fluxo na linha que o solvente percorre (5 e 8); a mesma vélvula de descarga
tem a finalidade de alivio/seguranca (6) e uma vdlvula de uma via (check-valve) (2),

garantindo que pressdes elevadas do sistema ndo venham retornar solvente ao cilindro.
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Conforme a composi¢cdo desejada, uma quantidade do componente menos volitil,
neste caso o extrato, era pesada em uma balanga analitica (precisdo de 1 x 1077 kg) e em
seguida, carregada a célula através da injecdo usando uma seringa com agulha, no orificio
de conexdo da linha de alimentagdo do solvente, garantindo assim, que se viesse a ficar
qualquer quantidade de extrato na conexdo, o co-solvente etanol e o solvente CO,
alimentados posteriormente o levariam para dentro da célula. O mesmo procedimento de
alimentacdo foi adotado para o etanol, porém, anteriormente a alimentacdo do solvente,
promoveu-se uma troca de atmosfera dentro da célula de equilibrio através da passagem do
solvente a baixa pressdo. Apds, fixou-se a press@o na bomba em 10 MPa e a temperatura
em 278 K, e sé entdo o volume desejado de solvente foi adicionado lentamente, a fim de
alcancar a composicdo global pré-estabelecida. A massa de solvente foi computada com
base no decaimento do volume interno da bomba e o conhecimento de sua densidade nessas
condicdes, obtida através do Método de Hankinson-Brobst-Thomson (HBT) elaborado por
Thomson et al. (1982).

O sistema foi mantido em agitacdo continua por 30 minutos para promover a
homogeneizagdo, e submetido a temperatura desejada. Estabilizada a temperatura, a pressao
da célula foi aumentada pela aplicac@o de pressao na parte de tras do pistdo, com auxilio da
bomba seringa, até a observagao de uma unica fase do sistema. Isotermicamente, a pressao
foi vagarosamente reduzida (0,3 a 0,5 MPa/60 s) até a ocorréncia de transicao de fases, ou
seja, dada uma temperatura, a pressdo de transicdo era determinada. Este procedimento foi
repetido pelo menos trés vezes, para cada temperatura e composicao global do sistema. O
aparato experimental fornece uma reprodutibilidade média na pressao de transi¢do de fases

da ordem de 0,05 MPa.

As transi¢Oes eram observadas segundo o esquema apresentado na Figura 22, onde
cada etapa representa a vista através da janela de safira frontal, no sentido de decréscimo de

pressao no sistema isotérmico.
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Figura 22. Visualizacdo das transi¢cdes de fases a altas pressdes, isotermicamente - método

estatico sintético.

Na Figura 23, uma foto da vista frontal da unidade experimental de equilibrio de

fases a altas pressdes, com destaque para o cilindro de CO; (A), bomba do tipo seringa (B),

célula de equilibrio (C), vdlvula de esfera para interromper o fluxo na linha que o solvente

percorre (D) e valvula de alivio/seguranca (E).
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Figura 23. Vista frontal da unidade experimental de equilibrio de fases a altas pressdes.

Foram obtidos dados de equilibrio de fases para os sistemas:
° CO; + extrato de semente de uva (a partir do Lote 1) + etanol,

Inicialmente, ensaios para o sistema pseudo-bindrio (extrato de sementes de uva +
COy,) até o limite de seguranca de pressido de operagdo da unidade (30 MPa) e 343 K, ndo
foram possiveis, pois nestas condigdes o sistema ndo encontrava-se em uma fase.
Adicionou-se entdo um terceiro componente, etanol, como co-solvente. A razdo molar que
proporcionou solubiliza¢do do sistema necessdria para a visualizacio de transi¢des de fases

foi de 1:3, etanol:CO,, mantida constante para todas as determinagdes experimentais.

° CO; + extrato de semente de uva (a partir do Lote 1, com teor de dgua

reduzido) + etanol;

A partir de resultados do sistema CO; + extrato de semente de uva (a partir do Lote

1) + etanol, surgiu a necessidade do estudo da reducd@o do teor de dgua no extrato para
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visualizacdo do efeito no diagrama de fases, visando assim conectar tais informacdes as
etapas industriais de refino necessdrias quando a matéria-prima apresenta alto contetido

inicial de dgua.

O teor de 4gua inicial do extrato foi reduzido, submetendo-o a vicuo (< 1 x 10
MPa), e 313 K por 1 hora. O sistema de vacuo consiste em um vaso cilindrico de ago inox,
com capacidade de aproximadamente 3,0 X 10° m? , contendo o extrato de sementes de uva,
aquecido através de um sistema com banho em 6leo térmico sobre uma placa de agitacao e
aquecimento IKA (modelo C MAG HS 7, Coldnia, Alemanha). O vaso é conectado a um
condensador horizontal de vidro encamisado com entrada e saida para banho termostatico
Cole Parmer (modelo 12101-55, Chicago, USA), e operado a vacuo com auxilio de uma

bomba Biichi (modelo V-855, AG, Suica).
° CO; + extrato de semente de uva (a partir do Lote 1) + diclorometano;

Outros sistemas de interesse ja foram reportados por Corazza et al. (2003) e
Franceschi et al. (2008b), sdo os sistemas CO, + diclorometano e CO, + diclorometano +
poli (3-hidroxibutirato—co—hidroxivalerato) (PHBV), respectivamente. O PHBV foi
utilizado como polimero na etapa de precipitacdo e encapsulamento, apresentada na sec¢ao
4.10 (Obtencao de micro e nano particulas de biopolimero e encapsulamento do extrato de

sementes de uva).

4.9.1 Equacao de Peng-Robinson e descricdo do equilibrio de fases a altas

pressoes

Segundo Prausnitz, Lichtenthaler e de Azevedo (1999), uma das caracteristicas da
ciéncia moderna € a abstracdo. Embora o extrato de sementes de uva se trate de uma
mistura multicomponente, os diversos triacilglicerdis presentes comportam-se, neste tipo de
sistema, de forma muito similar, podendo para fins praticos utilizar uma molécula

representativa, o triacilglicerol majoritario. Segundo a FAO - Codex Alimentarius (1999),
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para autenticidade de um o6leo/extrato de sementes de uva da variedade Vitis vinifera L., o
acido graxo em maior concentracdo deve ser o dcido linoléico, em coeréncia com nossos
resultados apresentados na sec¢do 5.3 (Caracterizacao do extrato de sementes de uva). De tal
maneira, o triacilglicerol majoritario serd aquele que contém a esterificagao de 3 moléculas
de &cido linoléico (R1, R2 e R3) em uma de glicerol, formando a chamada trilinoleina,

como ilustrado na Figura 24.

OH +HOOC — R (\HN\NE/\:/\/\/

OH +HOOC — R —- o\r(\/\/\/\z/\z/\/\/
0
OH +HOOC — R o\rr\/\/\/E/\:/\/\/
0
Glicerol + Acido graxo trilinoleina

Figura 24. Formacao da molécula de trilinoleina.

Para a descricio do equilibrio de fases a altas pressdes do sistema extrato de
sementes de uva + CO, + etanol, utilizaram-se as caracteristicas médias a partir da
contribuicdo em fracdo molar do triacilglicerol e do &cido graxo majoritirios. As
propriedades criticas utilizadas (Pressdo critica - Pc, Temperatura critica - Tc e fator
acéntrico-m) corresponderam ao acido linoléico (DIPPR, 2012) e a massa molecular - Mw a

da trilinoleina.

Foi empregada a equacdo de estado cubica de Peng-Robinson (PENG e
ROBINSON, 1976) com regra de mistura quadratica de van der Waals (vdW2) para o
calculo do equilibrio de fases. Os parametros de interacao bindria da equacdo de Peng-
Robinson foram ajustados aos dados experimentais obtidos para os sistemas de interesse.
Os parametros bindrios da mistura CO;, (1) + etanol (2) foram fixados, utilizando-se os
encontrados por Araujo et al. (2012), em que os valores usados foram k;;, : 7,8332 x 10%e
li2 : -3,0999 x 102 Sendo assim, foram estimados apenas os parametros para os pares CO,

(1) - extrato de sementes de uva (3) e etanol (2) - extrato de sementes de uva (3).
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A estimacdo dos parametros de interagdo bindria foi baseada na minimizacdo da
funcdo objetivo apresentada na Equacdo 17, conhecida como funcdo de minimos
quadrados. Foi utilizado o método estocéstico Particle Swarm Optimization, que independe
de estimativa inicial e efetua uma busca randomica dentro da regido definida para as
varidveis independentes (parametros). Por fim, foi feito um refinamento com um método de

otimizacdo local, o método Simplex (PRESS et al., 1992).

FO — Z(Rexp _ B('H{(')z (17)

onde i denota o experimento; j a varidvel dependente; NE o nimero total de experimentos;

4 (s . [ ~
NY o ndmero de varidveis dependentes; y™ e y“” sdo os vetores com os valores das
varidveis dependentes medidos experimentalmente e o € a matriz do desvio padrdo dos

pontos experimentais associado a medida da varidvel j no experimento i.

A precisdo do modelo foi descrita pelo erro absoluto (erro abs), obtido pela
diferenca entre os valores calculados e os valores experimentais, e também pela Raiz do

Erro Quadratico Médio (RMSE). Estes valores expressam a proximidade entre os valores

calc

calculados pelo modelo (P“) e os valores experimentais (P“"). RMSE € definido como:

(18)

RMSE = \/ f“ (B~ por )

= NE

4.10 Obtencao de microparticulas de polimero e encapsulamento do extrato de

sementes de uva

Os experimentos para obtencdo de micro e nano particulas de polimero e co-
precipitacao do extrato de sementes de uva com polimero foram realizados utilizando uma
técnica que emprega fluidos pressurizados como antissolventes baseada no método Solution

Enhanced Dispersion by Supercritical fluids (SEDS).
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O aparato experimental utilizado nesse trabalho é o mesmo empregado por Priamo
et al. (2010); Franceschi et al. (2008a;b) e Franceschi et al. (2009) com apenas uma
adaptacdo descrita a seguir. A Figura 25 apresenta um diagrama esquematico do aparato

experimental que foi utilizado.

)

6

Figura 25. Diagrama esquematico do aparato experimental baseado no método SEDS.

O aparato consiste de um reservatério contendo o antissolvente CO; (1); valvula de
saida do reservatério contendo o antissolvente (2: check-valve); valvulas de esfera (3 e 4)
para separar as bombas tipo seringa (ISCO, modelo 500D, Lincoln, USA) do conjunto de
bombas que operam continuamente de forma alternada (5); védlvulas de esfera (7 e 8) para
isolar a linha das bombas até a cdmara de precipitacdo (15) com capacidade de 0,6 x 107
m’ (diametro interno de 0,08 m e altura de 0,12 m); banho ultratermostatico de recirculagao
(18), utilizado para manter a temperatura da camara de precipitacdo constante; banho
ultratermostatico de recirculacdo (6) utilizado para manter a temperatura constante nos
cilindros das bombas tipo seringa; transdutor absoluto de pressdao (16); bomba de HPLC
(11) utilizada para deslocar para a camara de precipitacio a solugdo organica (10) contendo

o soluto a ser precipitado dissolvido no solvente organico com auxilio de um sistema de
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agitacdo (9: agitador e barra magnética); vdlvula de regulagem de pressio (12: Back
Pressure Regulator); conexdao tipo “T” (13), a qual estdo conectadas a linha de
antissolvente e a linha da solugdo. Até essa unido o antissolvente e a solucdo fluem por
linhas separadas e a partir dela até a camara € feita a juncdo a mesma linha, porém a
solucdo escoa por dentro do tubo capilar de silica fundida com didmetro interno de 100 pm,
conectado e estruturado por um capilar de polieteretercetona (PEEK Tubing), como
encontra-se na Figura 26. O antissolvente, por sua vez, escoa por fora do tubo capilar e por

dentro do tubo de a¢o inox (14), ou seja, de forma axial.

(a) (b)

Figura 26. Capilares de silica fundida e PEEK Tubing (FRANCESCHI, 2006). (a): tubos
capilares conectados aos PEEK Tubing e (b): dispersdo do jato da solucd@o no tubo capilar.

Pertencem ao diagrama, ainda, um indicador de temperatura (17) e valvula
micrométrica tipo agulha (19) com sistema de aquecimento para minimizar o efeito Joule-
Thomson na expansao do antissolvente. Como mencionado previamente, modificou-se o
aparato experimental utilizado por Priamo et al. (2010); Franceschi et al. (2008a;b) e
Franceschi et al. (2009), adaptando a saida da camara de precipitacdo um trap de seguranca
(20) recheado de algoddo, com o intuito de observar possiveis arrastes de extrato para fora
da camara de precipitacdo, j4 que estes estudos feitos anteriormente empregavam
componentes puros como material encapsulado, e no presente trabalho tem-se uma mistura

multicomponente suscetivel a fracionamento.
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No diagrama nido estd representado, porém ¢ importante ressaltar que, na saida da
camara de precipitacdo foi disposto um sistema de retencdo com o intuito de impedir a
saida das particulas formadas, permitindo apenas o deslocamento para fora da camara de
precipitacao do antissolvente e do solvente organico. Este sistema de retengdao é composto
por dois filtros de politetrafluoretileno (PTFE). O primeiro com porosidade superficial de
aproximadamente 1 pm, didmetro de 8 mm e espessura de 1 mm, serve de base para o
segundo, chamado filtro membrana. Ja o segundo possui porosidade de 0,22 wm, espessura
de 150 um e mesmo didmetro do primeiro filtro, e estd ligado a um suporte de polietileno
de alta densidade (Marca Millipore, Modelo FGLP, Billerica, USA), permitindo operacao
até 403 K.

Segundo Franceschi (2009) e Priamo (2011), a escolha do filtro € muito importante,
visto que alguns tipos de filtros podem interagir com o solvente organico, dissolvendo-se
neste e pondo em risco o processo de retenc¢do e coleta das particulas. Porém, os filtros
membrana politetrafluoretileno (Teflon®) sdo hidrofébicos e provéem uma ampla

compatibilidade quimica.

A montagem da célula iniciava-se justamente com o preparo da conexao do sistema
de retencdo, com cuidado para ndo “estrangular” ou deformar os filtros, ocasionando
rompimento do filtro de menor espessura e porosidade com o aumento da pressdo do
sistema, e o encaixe de seu suporte na tampa da camara (J), como disposto na Figura 27b.
A Figura 27 exibe as vistas externa e interna da tampa da camara de precipitacdo e
encapsulamento. Destaque para as conexdes externas, para termopar (F); alimentacdo dos
componentes na camara (G); transdutor de pressdo (H) e saida da cdmara (I), e conexdo

interna com suporte para o sistema de retencdo (J), citado acima.
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Figura 27. Camara de precipitacdo e encapsulamento. (a): vista externa e (b): vista interna.

Em seguida, fechava-se a camara e conectava-se a entrada e saida do banho (18)
para controle de temperatura desejada. Posteriormente, eram feitas as conexdes externas da
tampa da camara. Nesta fase, as valvulas (7; 8 e 19) devem estar fechadas e a vélvula (12)
regulada para a pressdo desejada na bomba HPLC, que por sua vez estd ajustada para a

vazdo também desejada de alimentacao da solucio orgénica.

Para alimentar o antissolvente liquefeito, o banho (6) era mantido a 280 K. J4 o
banho (18) era ajustado a cada experimento segundo temperatura desejada de operagao.
Acionava-se entdo, o sistema de aquecimento da valvula (19) para evitar o efeito Joule-

Thomson, como citado anteriormente.

O antissolvente, sem estar pressurizado, apenas com sua pressdo de vapor a 280 K,
era entdo liberado para a camara, ao abrir uma das valvulas que isolam as bombas (7 ou 8).
Estabilizada a pressdo de vapor dentro da cdmara, fechava-se novamente a vélvula que isola
a bomba em operacdo e pressurizava-se as bombas a pressdo desejada de alimentacdo do
antissolvente. Tornava-se a abrir a valvula e, com pressdo de alimentacdo, o solvente era
introduzido na camara, de tal forma que a pressao dentro da cimara era aumentada até a
pressdo desejada de operagdo do sistema e controlada e estabilizada com a regulagem de
abertura da vélvula (19). S6 entdo a bomba HPLC era acionada, conduzindo a solugdo

organica a camara de precipitacdo e encapsulamento.
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Ao atingir o volume desejado de solucdo organica introduzida na cdmara, a bomba
HPLC era desativada, cessando o fluxo de solu¢do. Porém o antissolvente continuava a
escoar, iniciando-se assim a chamada etapa de secagem das particulas, ou seja, a retirada do
solvente da camara por dissolu¢do no antissolvente levado para fora da camara seguida de
passagem pelo frap de seguranca. Ao término da secagem, interrompia-se o fluxo de
antissolvente para a camara. Despressurizava-se e baixava-se a temperatura desta para 293
K, e assim a camara era entdo aberta delicadamente para ser feita a coleta das particulas,
com auxilio de um pincel. As particulas foram armazenadas sob refrigeragdo em recipientes

ambar vedados.

Na Figura 28, uma foto da unidade de precipitagdo e encapsulamento baseada na
técnica SEDS. Em destaque o cilindro de antissolvente CO; (A); conjunto de bombas tipo

seringa (B); bomba de HPLC (C); camara de precipitacao (D) e trap de seguranca (E).

Figura 28. Foto real da unidade experimental empregando a técnica SEDS.
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Para validagdo do sistema, dois testes preliminares de precipitacdo de poli (3—

hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) foram realizados, segundo Franceschi (2009):

Condicdes de operagao:

. Teste precipitacdo 1

Pressdo interna da camara da precipitacao: 8 MPa.

° Teste precipitacdo 2

Pressdo interna da cdmara da precipitacdo: 12 MPa.

Como varidveis fixas para ambos os testes:

- Temperatura interna da camara da precipitagdo: 313 K;
- Pressdo de alimentagdo do antissolvente: 20 MPa;

- Vazio de antissolvente: 4 x 10 m* -min'l;

- Pressao de alimentagdo solucao organica (diclorometano + PHBV): 20 MPa;
- Concentragdo da solugdo orgénica: 30 kg-m™;

- Vazio de solugdo organica: 1 x 10° m* min’™;

- Volume de solugdo: 2,5 x 107 m3;

- Vazio de secagem com antissolvente: 2 x 107 m3-min'1;

- Volume de secagem: 2 x 107 m’.

Com posse dos resultados dos testes de precipitagdo e da solubilidade do extrato de
sementes de uva em diclorometano, optou-se por realizar ensaios iniciais de
encapsulamento do extrato em PHBV, a. Nota-se, a seguir, que o fluxo de antissolvente foi
diminuido pela metade, baseado em conclusdes de Franceschi (2009), evidenciando o

pequeno efeito desta varidvel no tamanho, distribuicao e morfologia das particulas.
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. Ensaio encapsulamento 1

Razao madssica extrato de sementes de uva : polimero na solu¢do organica:
(1:1).

° Ensaio encapsulamento 2
Razdo madssica extrato de sementes de uva : polimero na solu¢do organica:

(1:2).

° Ensaio encapsulamento 3
Razao madssica extrato de sementes de uva : polimero na solu¢do organica:

(1:3).

Como varidveis fixas para os trés ensaios de encapsulamento:

- Pressao interna da camara da precipitagao: 8 MPa;

- Temperatura interna da camara da precipitagdo: 313 K;
- Pressdo de alimentagdo do antissolvente: 20 MPa;

- Vazio de antissolvente: 2 x 10° m* -min'l;

- Pressao de alimentagdo solucao organica (diclorometano + PHBV): 20 MPa;
- Concentracdo de extrato de sementes de uva na solugdo organica: 10 kg-m'3;
- Vazio de solugdo organica: 1 x 10° m* min™;

- Volume de solugdo: 2,5 x 107 m3;

- Vazio de secagem com antissolvente: 2 x 107 m3-min'1;

- Volume de secagem: 2 x 107 m’.

Ap0s tais experiéncias, partiu-se para o estudo da aplicacdo do extrato de sementes

de uva como encapsulado com os seguintes parametros de operagao variaveis:

- Pressao interna da camara de precipitacdo: (8 a 12) MPa;
- Temperatura interna da camara de precipitagcdo: (308 a 328) K;
- Razdo méssica extrato de sementes de uva : PHBV na solu¢do organica: (1:1) a

(1:3);
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- Com concentragdes de extrato de 5 a 10 kg-m'3 e concentracdo de PHBV de

5a30 kg-m'3 em diclorometano.

E como varidveis fixas para o estudo do encapsulamento:

- Pressdo de alimentagdo do antissolvente: 20 MPa;
- Vazdo de antissolvente: 2 x 107 m3-min'1;

- Pressao de alimentagdo solucao organica (diclorometano + PHBV): 20 MPa;
- Vazio de solugdo organica: 1 x 10° m*-min™;

- Volume de solugdo: 2,5 x 10° m3;

- Vazao de secagem com antissolvente: 2 X 107 m3-min'1;

- Volume de secagem: 2 x 10° m’.

Na Tabela 1 a seguir, estdo sumarizados os experimentos realizados.

Tabela 1. Planejamento experimental do estudo de encapsulamento do extrato de sementes
de uva em PHBYV pela técnica SEDS.

Experimento Pressdo Temperatura Razao Concentracao do Concentracao
(MPa) (K) massica extrato de sementes do PHBV
extrato de de uva (kg-m'3) (kg-m"”)

sementes de
uva : PHBV

1 8 308 1:1 5 5

2 8 308 1:3 10 30

3 12 308 1:3 5 15

4 12 308 1:1 10 10

5 8 328 1:3 5 15

6 8 328 1:1 10 10

7 12 328 1:1 5 5

8 12 328 1:3 10 30

9 10 318 1:2 7,5 15

Apenas o experimento 9 foi realizado em triplicata para observacdo da

reprodutibilidade experimental do procedimento baseado na técnica SEDS.
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4.10.1 Tamanho e morfologia das particulas

A priori, foi efetuada a lavagem das particulas de polimero com o extrato
encapsulado com etanol, pois o mesmo dissolve apenas o extrato e ndo o polimero,
retirando assim, o extrato niao encapsulado possivelmente depositado sobre as cdpsulas e
evitando também a aglomeracdo das particulas. A quantidade de solvente utilizada foi
extrapolada a solubilidade do extrato no solvente, com base em resultados obtidos neste
trabalho (APENDICE, Tabela Al), garantindo a total dissolucdo do extrato nao
encapsulado. Ap6s a lavagem, a solugao resultante foi filtrada com auxilio de uma seringa
ligada a um suporte de filtracdo em aco inoxidavel (Millipore, Modelo Swinny, Billerica,
USA) contendo um sistema de filtracio idéntico ao disposto na saida da camara de
precipitacdo. As particulas retidas no filtro com porosidade de 0,22 pum eram conduzidas a

um dessecador por 24 h.

Apos esta etapa, as particulas foram recobertas com ouro e palddio e submetidas a
fotomicrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura com Espectrometria de
Energia Dispersiva (MEV-EED - equipamento JEOL JSM, modelo T300, Téquio, Japao)
para observacdo da morfologia das particulas precipitadas. Ainda, as fotomicrografias
foram analisadas com auxilio do software Size Meter (versao 1.1) da Universidade Federal
de Santa Catarina, desenvolvido por Carlson (2001) e determinadas as medidas de tamanho
caracteristico das particulas. O tamanho caracteristico foi adotado como a medida da maior

dimensao, em termos de comprimento ou espessura da particula.

4.10.2 Percentual real de encapsulamento

O percentual real de encapsulamento foi quantificado tomando uma massa
conhecida de particulas ja submetidas a lavagem, explanada na secdo anterior, seguida da
extracdo do material encapsulado (extrato) através da suspensdao das particulas em
diclorometano. A solucdo resultante foi entdo analisada segundo a metodologia empregada
por Franceschi (2009) e Priamo (2011), que utilizavam a absorbancia obtida por leitura

espectrofotométrica na regido de UV-visivel para a determinacdo do percentual real de

69



CAPITULO 4. MATERIAL E METODOS

encapsulamento. Desta forma, a solucdo contendo extrato de semente de uva +
diclorometano + PHBYV foi analisada em um espectrofotdmetro de UV-visivel (DEFEMTO,

modelo 800 XI, Sao Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 410 nm.

Com base na curva padriao de calibracdo previamente construida para solucdes de
concentracdes conhecidas de extrato de semente de uva + diclorometano + PHBYV,
relacionando a concentragdo de extrato de semente de uva na solucdo com sua absorbancia
maxima em um comprimento de onda especifico, obteve-se uma equacdo da reta
(APENDICE, Tabela A2 e Figura Al). De tal forma, foram obtidos valores de concentracao
de extrato no volume de solucdo gerada, ou seja, com o conhecimento do volume de
diclorometano utilizado no preparo da solucdo foi determinada a massa de extrato

encapsulado.

Por fim, segundo Kalogiannis, Michailof e Panayiotou (2006), através da Equacao

19 determinou-se o Percentual Real de Encapsulamento (PRE %):

massa extraro,, o
PRE % = - x100 (19)
(massa + MASS Ay, )

extrato apds filtragao

A Equacido 19 € a relacdo entre o valor da massa do extrato encapsulado obtido a
partir da equacgao da reta, e a massa utilizada para o preparo da solu¢do submetida a leitura

em espectrofotdmetro na regido de UV-visivel.
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5.1 Caracterizacao da matéria-prima

O residuo recebido da industria vinicola posterior ao processo de vinificagcdo estava
composto de casca de uva, engaco e sementes. Apds maior separacao possivel das sementes
dos outros componentes do residuo e a secagem, obteve-se a matéria-prima para este
trabalho, apresentada na Figura 29a. Do Lote 1 foi coletado um material total de 260 kg
imediatamente a prensagem, e apds a separagdo e secagem foram obtidos 40 kg de
sementes, ou seja, aproximadamente 15,5 % do residuo sélido imido da vinificacdo era

constituido de sementes.

(a) (b)
Figura 29. Sementes de uva utilizadas neste trabalho. (a): apds limpeza e secagem e (b):
moidas em moinho de facas.

Percebe-se na Figura 29a, que a matéria-prima ainda apresentava algumas cascas
remanescentes aderidas as sementes. E possivel também notar que as sementes
apresentavam coloragdo bordd, caracteristica das uvas das quais sao residuo. Neste trabalho
optou-se por nao realizar a lavagem das sementes com dgua, como efetuado em outras
pesquisas (SANTOS, 2012; FERNANDES et al., 2002; FREITAS, 2007; GOMEZ, LOPEZ
E de la OSSA, 1996), pois este processo além de aumentar a umidade das sementes e,

consequentemente, a necessidade de intensificar a secagem, pode retirar compostos
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desejaveis soldveis em d&dgua, providos do contato com a casca durante o processo

fermentativo do vinho.

Na Figura 29b, as sementes moidas, com a seguinte distribuicio de tamanho

localizada na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacao por tamanho de particulas e diametro médio geométrico.

Distribuici Lote 1° Lote 2°

1stribuicao Massa retida (g)

Mesh 16 2,78 21,61
Mesh 24 29,39 56,31
Mesh 32 29,48 16,60
Mesh 48 19,82 5,38
Mesh 80 9,28 0,03

Fundo 3,76 -

Dpye(m)° 0,755 x 10” 0,822 x 10~

*Massa total de matéria prima = 95 g; "Massa total de matéria prima = 100 g;
‘Diametro médio geométrico através do método ASAE Standards (ASAE, 1998).

Através da Tabela 2, observa-se que, ao se utilizar uma peneira de 10 Mesh no
moinho, os dois lotes apresentaram valores de didmetro médio geométrico (Dpy)
aproximados. Gémez, Lopez e de la Ossa (1996) estudaram em seu trabalho uma faixa de
Dy entre (0,35 e 2,83) x 10° m em consequéncia ao rendimento de extracao, e observaram
que quanto menor o tamanho das particulas, maior serd o rendimento, uma vez que a
modificacdo da estrutura fisica das sementes por moagem disponibiliza uma maior area de
contato com o solvente (REVERCHON e MARRONE, 2001; de CAMPOS, 2005; FIORI,
2007). Porém, os mesmos autores observam também que, a presenca, mesmo que em
pequena quantidade, de cascas de uva pode alterar este principio, justificando as
observacdes em testes primdrios deste trabalho, quando uma peneira em crivo circular

menor no moinho foi testada e ocorreu aglomeragdo indesejdvel das particulas formadas.

Segundo Gamse (2002), a umidade do material s6lido € um dos fatores necessarios
a avaliacdo antes do inicio de um processo de extracdo supercritica. A dgua pode competir
com o solvente pela dissolu¢do do soluto devido a forte interagdo com a estrutura

celuldsica, afetando a taxa de transferéncia de massa. Meireles (2003) recomenda que a
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matéria-prima necessita ser seca, tendo umidade maxima de 18 %. Neste trabalho, as
sementes moidas do Lote 1 apresentaram umidade de 12,10 %, em conformidade ao
recomendado por Meireles (2003). J4 o Lote 2 apresentou umidade de 5,28 %, através da
determinacdo por Karl Fischer, um valor baixo, se comparado ao primeiro lote. Pela
determina¢do em estufa o valor obtido foi 5,30 %, muito pr6ximo ao valor obtido através
da técnica de titulacdo. Cabe lembrar que, o Lote 2 foi seco em secador de bandejas em
leito fixo com ar for¢ado, proporcionando maior controle e distribuicdo homogénea de

temperatura, enquanto o Lote 1 foi seco ao sol durante 7 dias.

Como ja mencionado anteriormente, o Lote 2 foi armazenado, desde a coleta na
vinicola, por 10 meses e para avaliacdo das condi¢des de estocagem foi determinada a
atividade de &4gua (a,), essa resultou em um valor de 0,3. Dentro de um estudo da
higroscopicidade de alimentos através das isotermas de sor¢ao, o valor de a,, determinado
neste trabalho encontra-se na primeira regido, que compreende valores de zero a 0,35
(adsorcdo de um filme de 4dgua monomolecular). Valores nesta regido sdo bastante
favordveis a estabilidade dos alimentos, impedindo o crescimento de microorganismos e as
reacOes fisico-quimicas responsdveis por deterioracdo. Entretanto, baixas atividades de
agua favorecem a oxidacdo lipidica (TONON, 2009), o que pode representar um problema
no caso das sementes de uva, visto que se espera neste trabalho obter um extrato livre de
rancidez. Contudo, a,, = 0,3 é um valor préximo ao limite da segunda regido da isoterma de

sor¢do, e pressupde-se que ainda nao demanda tamanha preocupacao.

Hatzidimitriou, Nenadis e Tsimidou (2007) estudaram a efeito do armazenamento
em temperatura ambiente e a diferentes condi¢des de atividade de dgua (0,33; 0,53 e 0,75),
sobre o contetido de compostos fendlicos e potencial antioxidante de sementes de uva
(inteiras e moidas), obtidas ap6s o processo fermentativo de vinho tinto. Os autores
observaram que o teor de fendis totais diminuiu durante o armazenamento, e também, em
alto valor de atividade de dgua (a,, = 0,75) houve uma aceleragdo da degradacao resultando
em uma reducdo de ~ 50 % do teor de fendis totais. Este estudo mostra a importancia do

acompanhamento da atividade de 4gua, durante o armazenamento na industria vinicola,
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deste residuo rico em compostos antioxidantes, o qual pode ser utilizado futuramente como

matéria-prima para extracao do 6leo.

5.2 Extracao por fluido supercritico (SFE)

Neste trabalho utilizou-se uma unidade de extracdo supercritica em escala piloto
possuindo um cilindro extrator com capacidade de aproximada de 5,0 litros. O leito do
cilindro foi preenchido com sementes de uva moidas resultando em uma densidade aparente
média de 949,42 kg-m'3 e rendimento de extracdo médio de 11,88 % (base umida, b.u), para
as extracdes feitas com as sementes do Lote 1. Ja para o Lote 2, a densidade aparente do
leito média foi de 869,40 kg:m™ e o rendimento global de extracio (separador 1 +

separador 2 + separador 3) médio foi de 9,78 % (b.u).

Para a comparagdo dos dois lotes cabe ressaltar que o Lote 2 possui uma terceira
variedade, Cabernet Sauvignon, que corresponde a 50 % da matéria-prima, modificando a
natureza do substrato. Ainda, retornando a Tabela 2 (pagina 72), percebe-se que os lotes
apresentaram diferenca no Dy, de (0,755 para 0,822) x 107 m, do Lote 1 para o Lote 2,
respectivamente. Esta diferenca pode parecer ndo significativa, porém, Fiori (2007)
observou que pequenas variagdes do Dy, das particulas das sementes de uva moidas de
(0,49 para 0,51) x 10° m resultaram em considerdvel mudanca na curva de extracdo e
consequente diminui¢do no rendimento, embasando os resultados encontrados neste

trabalho.

Para o Lote 2 o 6leo das sementes de uva foi também extraido através do método
convencional (Soxhlet). Apds o experimento ser conduzido por 20 h, obteve-se 10,65 % de
6leo, aproximadamente 1 % a mais de 6leo foi extraido pelo método classico em relacdo a
SFE. Gémez, Lopez e de la Ossa (1996) obtiveram um resultado semelhante para o dleo de
sementes de uva (cultivar Airen) nas mesmas condi¢des de temperatura e pressao. Dioxido
de carbono ¢é considerado um solvente mais seletivo para triacilglicerdis, ao contrario do
hexano utilizado no método convencional. O solvente organico extrai, juntamente aos

triacilglicerdis, 4cidos graxos livres, fosfolipideos, pigmentos e substancias nao
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saponificdveis. Por isso, a quantidade extraida com solventes orginicos é maior do que
utilizando fluidos supercriticos. Alguns trabalhos utilizam a adicao de solventes orginicos
ao CO; supercritico, em busca do aumento do rendimento de extracdo (FREITAS, 2007).
Estes solventes sio chamados de modificadores de polaridade e permitem a extragdo de

compostos pouco ou ndo soldveis em CO,.

Foi determinado também para o Lote 2 o rendimento médio de extracdo para cada
separador, onde obteve-se 7,30 %, 2,37 % e 0,11 %, para o separador 1, separador 2 e
separador 3, respectivamente. Compete ao decréscimo da pressdo de despressurizagdo a
diminui¢do da massa encontrada, ou seja, maior massa no separador 1 operado a 10 MPa, e
menor massa no separador 3 operado a 3 MPa. Percebe-se que do total de extragdo, em

torno de 74 % encontra-se no separador 1.

Apoés a extragdo, com o auxilio da célula de nylon, foi possivel retirar todo leito
empacotado e, a fim de comparar visualmente o tamanho do leito. A Figura 30 apresenta o
leito ao lado de um frasco de reagente e um cilindro de gis. As dimensdes do leito
empacotado foram 60 cm de altura e 10,30 cm de diametro, totalizando o volume maximo

do vaso extrator, 5 x 10° cm’.

Figura 30. Comparacao visual de tamanho do leito empacotado apds extracdo com frasco
de solvente e cilindro de gés.
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Ao final de cada extracdo, analisava-se visualmente todo o leito, desmanchando-o
delicadamente, para verificacdo de formacdo de caminhos preferenciais ou ndo
esgotamento, ou seja, se nao houve distribuicdo homogénea das particulas no leito, mas tais
caracteristicas indesejdveis ndo foram encontradas. A Figura 31 apresenta também uma

comparacdo, entre as particulas de sementes de uva antes e depois da obtencdo do extrato.

@ )

Figura 31. Particulas de sementes de uva. (a): antes da extracdo e (b): apds a extracao.

Através da Figura 31, percebe-se que as particulas apds a extragdo encontram-se
secas, sem residuo de solvente, sendo esta uma das vantagens da SFE. Este tnico residuo
da SFE pode posteriormente ser utilizado como matéria-prima para reagdes em meio
supercritico, como hidrélise e polimerizacdo. O residuo de extragdo pode ainda ser

simplesmente utilizado como complemento em farinhas de alimentacdo animal.

5.3 Caracterizacio do extrato de sementes de uva

A composi¢do em 4cidos graxos do extrato de sementes de uva obtido a partir das
sementes do Lote 1, formado de duas variedades de uvas, Malbec e Cabernet Franc, na
propor¢ao 1:1, é apresentada na Tabela 3, a seguir. Nesta tabela encontram-se também
valores de referéncia segundo padrdes exigidos da Comissdo do Codex Alimentarius,
coordenada pela FAO — Organizagao das Na¢des Unidas para a Alimentacdo e Agricultura,

com sede em Roma/Italia.
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Tabela 3. Composi¢ao em 4cidos graxos do extrato de sementes de uva obtido a partir das
sementes do Lote 1.

Acidos Graxos Composicao

Nome usual Nomenclaura IUPAC C,(:y"l 100x 100w 100w”
Laurico dodecandico Ciao 0,04 0,03 ND¢
Miristico tetradecanodico Ciso 0,13 0,11 <0,3
Palmitico hexadecandico Ciso 8,84 8,14 5,5-11,0
Palmitoléico  cis-9-hexadecandico Cis:1 0,18 0,16 <1,2
Margérico heptadecandico Ci70 0,07 0,07 <0,2
Margaroléico cis-heptadeca-9-enoico Ci71 0,03 0,03 <0,1
Estedrico octadecanoico Cigo 3,97 4,05 3,0-6,5
Oléico cis-9-octadecendico Ciga 14,92 15,12 12,0-28,0
Linoléico cis-9, cis-12-octadecadiendico Cisa 70,79 71,20 58,0-78,0
Linolénico all-cis-9,12,15-octadecatriendico Cigs 0,57 0,57 <1,0
Araquidico eicosanodico Caoo0 0,20 0,22 <1,0
Gadoléico cis-9-eicosandico Coo1 0,15 0,17 <0,3
Behénico docosandico Cxno 0,07 0,08 <0,5
Lignocérico  tetracosandico Cao 0,04 0,05 <04

“Cx:y, x = ntimero de carbonos e y = niimero de duplas ligagdes,

” Codex Alimentarius - FAO/WHO

“ND - ndo detectado, definido como menor que 0,05 %,

100w e 100x denotam porcentagens mdssicas e molares, respectivamente.

Percebe-se, na Tabela 3, que o extrato de sementes de uva obtido por extracdo
supercritica apresenta composi¢ao dentro dos padrdes da FAO, que atesta que o extrato foi
obtido a partir de sementes de uva da espécie Vitis vinifera L sem adulteracoes. O extrato
de sementes de uva tem como dcido majoritdrio o dcido insaturado linoléico (C;s.,), seguido
do oléico (Cys:1), € também os saturados palmitico (Cj¢.) e estedrico (Cig.0). Gémez, Lopez
e de la Ossa (1996) compararam a composi¢des de extratos obtidos a partir de SFE (CO,) e
soxhlet (hexano), e ndo encontraram diferenca significativa entre os extratos obtidos com as
duas técnicas estudadas. Entretanto, no mesmo trabalho, os autores estudaram a
composi¢do em dcidos graxos em diferentes tempos de extra¢do (0,5; 1; 2 e 3) horas, e
observaram o fracionamento do extrato obtido, onde houve diminui¢do linear da

concentracdo ao longo do tempo dos acidos palmitico, palmitoléico, oléico e linolénico, e

aumento apenas na concentracdo do majoritario linoléico. Esta constatagdo indica a
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possibilidade de producdo de extratos de sementes de uva com diferentes conteudos de

acidos graxos, apenas alterando a varidvel tempo do processo.

A Tabela 4 apresenta a caracterizacdo do extrato de sementes de uva obtido a partir
das sementes do Lote 2, formado de trés variedades de uvas, Malbec, Cabernet Franc e
Cabernet Sauvignon, na proporc¢do 1:1:2, quanto a sua composi¢cdo em 4cidos graxos.
Porém, para estes ensaios com o segundo lote estudou-se o fracionamento utilizando

separadores em série na saida do extrator.

Tabela 4. Composi¢do em 4cidos graxos do extrato de sementes de uva obtido por SFE a
partir das sementes do Lote 2.

Acidos Composicao Desvio Desvio
Graxos Separador 1 Separador 2  absoluto entre  relativo entre
(313 K/10 MPa) (313 K/6 MPa)  separadores separadores

Nomeusual  Cg® 100w  100xr 100w  100x ) (100w)
Laurico Cpno 0,02 0,03 0,07 0,10 0,05 71,43
Miristico Cio 0,07 0,09 0,11 0,13 0,04 36,36
Palmitico Cio 7,78 8,46 8,59 9,33 0,81 9,43
Palmitoléico Ce:1 0,10 0,11 0,14 0,15 0,04 28,57
Estedrico Cio 3,94 3,86 3,92 3,84 -0,02 0,51
Oléico Ciz1 14,04 13,87 13,55 13,37 -0,49 3,62
Linoléico Csr 72,86 7246 72,25 71,78 -0,61 0,84
Linolénico Cis 0,64 0,64 0,78 0,78 0,14 17,95
Araquidico Cyo 025 0,22 0,25 0,23 0,00 0,00
Gadoléico Cy: 0,19 0,17 0,18 0,16 -0,01 5,56
Behénico Cxno 0,11 0,09 0,16 0,13 0,05 31,25

“Cx:y, x = nimero de carbonos e y = nimero de duplas liga¢des.

Da mesma forma que para o Lote 1, os componentes em maiores concentracdes
foram os 4cidos palmitico (Cjey), oléico (Cis.1), linoléico (Cs.2) e estedrico (Cisg), para

ambos os separadores.

O maior desvio relativo entre separadores, ou seja, o maior fracionamento, foi
obtido para o 4cido laurico (Cjz), com incremento na composi¢do no separador 2 em

relacdo ao separador 1. Entre os dcidos presentes no extrato de sementes de uva, o dcido
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l4urico € o de menor cadeia de carbonos, consequentemente de menor massa molar. CO, é
facilmente solubilizado em compostos de baixa massa molar (PARAJO et al., 2009), ou
seja, ao ocorrer a despressurizacdo para 6 MPa, o acido laurico permaneceu solivel no
solvente e foi conduzido ao segundo separador, aumentando sua concentracdo no extrato
devido a diminuicdo dos outros &4cidos de maiores cadeias. No que diz respeito a
polaridade, por ser um 4cido graxo saturado apresenta menor polaridade, fator a somar em

sua solubilidade no solvente apolar (CO,).

Nota-se, que na Tabela 4 ndo estdo dispostos resultados para o Separador 3 (313 K/3
MPa) pois, como € possivel observar na Figura 32, neste ultimo separador obteve-se um
extrato aquoso, com forte odor agraddvel, rico em compostos voldteis estudados em

andlises apresentadas posteriormente.

"(a) B ©
Y
= -

Figura 32. Extratos de sementes de uva obtidos nos separadores em série. (a): Separador 1;
(b): Separador 2 e (c): Separador 3.

Na Tabela 5, encontram-se os resultados da composicao provavel em triacilglicerdis
para os extratos obtidos para ambos os lotes, através do calculo por método computacional
a partir da composi¢do em dcidos graxos e também estimado por andlise em cromatégrafo

gasoso capilar.

Foram obtidos 257 triacilglicer6is (TAGs), que sdo gerados pelas possiveis
combinacdes dos 4cidos graxos nas trés posicoes da molécula de glicerol, no extrato
contido no separador 1, e 274 TAGs no extrato do separador 2. Porém, como pode ser visto
na Tabela 5, e explanado anteriormente na secdo 4.4 (Caracterizagdo do extrato de

sementes de uva, pagina 46) foram consideradas somente aquelas combinagdes que
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apresentavam valores acima de 0,5 %, e somados os isSOmeros frans aos seus respectivos

cis, resultando em 10 combinag¢des, em ambos 0s casos.

Tabela 5. Composi¢do provavel em triacilglicer6is do extrato de sementes de uva.

Fracio massica (100w)

Lote 2
Massa Desvio
TAG" Grupo® molar Lote 1 Separador 1 Separador 2 relativo
(gmol™) (andlise) (313 K/10 MPa) (313 K/6 MPa) sepsgfl% res
calc analise calc analise (andlise)
POP 50:1 833,37 1,18 - 0,97 - - -
PLP 50:2 831,35 2,02 1,41 1,83 1,74 1,94 5,67
PSO 52:1 861,42 0,45 - - - - -
POO 52:2 859,41 1,99 0,55 1,96 0,57 2,11 7,11
PLS 52:2 859,41 0,87 1,29 - 1,43 - -
PLO 52:3 857,39 6,42 5,72 6,71 6,12 6,85 2,04
PLL 52:4 855,38 14,97 14,96 16,19 16,43 17,46 7,27
SO0 54:2 887,46 0,38 - - - - -
000 54:3 885,44 1,00 - - - - -
SLO 54:3 885,44 2,43 2,61 2,11 2,52 2,17 2,76
OLO 54:4 883,43 3,89 4,35 3,86 4,03 3,74 -3,21
SLL 54:4 883,43 7,53 6,83 7,70 6,76 7,52 -2,39
OLL 54:5 881,41 19,10 22,71 18,94 21,65 19,19 1,30
LLL 54:6 879,40 37,79 39,57 39,73 38,76 39,02 -1,82

* Grupos com composi¢do de triacilglicerol (TAG) menor que 0,5 % foram ignorados; " X:y, x = niimero de
carbonos (exceto carbonos da molécula de glicerol) e y = ntimero de duplas ligagdes; ' L = 4c. linoléico, O = 4c.
oléico, P = 4c. palmitico e S = dc. Estedrico; calc: valores estimados através do método computacional
recomendado por Antoniosi Filho, Mendes e Langas (1995); andlise: valor estimado por cromatografia.

Como esperado, visto que o extrato de sementes de uva apresenta como acido graxo
majoritario o dcido linoléico, o triacilglicerol predominante foi aquele formado por trés
moléculas deste 4cido esterificadas em uma molécula de glicerol, resultando no

triacilglicerol conhecido como trilinoleina (LLL).

Comparando os dois lotes, mesmo acrescentando ao segundo lote a variedade
Cabernet Sauvignon correspondente a 50 % da mistura, o perfil de triacilglicerdis foi
semelhante. Entre os separadores do Lote 2 a maior variagao foi para o triacilglicerol PLL

com 52 carbonos e 4 duplas ligacdes, mesmo assim foi uma variagdo menor que 10 %,
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diferente da acentuada variacdo encontrada entre o perfil de dcidos graxos presentes nos

extratos coletados nos separadores, como pode ser observado na Tabela 4 (pagina 78).

Observa-se que o método computacional, para a maioria dos triacilglicerdis,
subestimou os valores em comparagdo aos encontrados através da cromatografia, porém
com valores préoximos e com as mesmas possiveis combinacdes de &4cidos graxos
esterificados para a formacgao dos triacilgliceréis. O grupo predominante foi aquele formado

por triacilglicerdis de 54 carbonos, seguido do grupo de 52 carbonos.

Através da Tabela 5, percebe-se que o extrato de sementes de uva contém
considerdveis teores de triacilglicer6is com &cido oléico na posi¢dao 1 ou 3 (altamente
susceptiveis a hidrélise), como PLO e OLL, sugerindo uma significante presenca de acidos
graxos livres (GONCALVES e MEIRELLES, 2004). Com o intuito de confrontar esta
observacao, o extrato de sementes de uva, para ambos os lotes, foi analisado pela técnica
High-Performance Size-Exclusion Chromatography (HPSEC) e os resultados das

composi¢oes em acilglicerois e dcidos graxos livres estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Composicdes em acilglicerdis e acidos graxos livres do extrato de
sementes de uva.

Lote 2
HPSEC Lote 1 Separador 1 Separador 2
(313 K/10 MPa) (313 K/6 MPa)
TAG + DAG (%) 98,27 97,69 93,71
MAG + AGL (%) 1,73 2,31 6,29

TAG: triacilglicer6is; DAG: diacilglicerdis; MAG: monoacilglicerdis e AGL: dcidos graxos livres.

Como pode ser visto na Tabela 6, infelizmente a andlise HPSEC resultou em apenas
dois picos cromatograficos distintos, ou seja, o primeiro pico correspondente a soma
TAG+DAG e o segundo a soma MAG+AGL. De tal forma, optou-se por realizar a anélise
de teor de 4cidos graxos livres, com resultados dispostos na Tabela 7. A partir destes
resultados, constatou-se que para o Lote 1 ndo ocorreu a presenca significante de MAG, ja

para o Lote 2, a concentragdo de AGL correspondeu a aproximadamente 50 % da soma
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MAG+AGL. Observa-se também que o separador 2 apresentou alto percentual de dcidos
graxos livres, acima do recomendado pela FAO. Tal resultado € condizente a observagao
feita a partir da provavel composi¢do em triacilglicerdis. Este fato mostra também, que é
possivel através de separadores em série obter um extrato com baixo teor de AGL
(separador 1), e para o extrato com alto teor (separador 2), apesar de pouca massa, se
desejavel pode ser tratado através de extracdo liquido-liquido por exemplo, com solventes
que possuam afinidade com os AGL, removendo-os e assim adequando este extrato aos

limites permitidos pela legislacao vigente.

Com posse da provavel composi¢do em triacilglicerdis, calculou-se a massa molar
média dos extratos, feito pela ponderacdo das massas molares dos triacilglicerdis que
compdem o extrato em razdo das respectivas fracdes molares. Optou-se aqui por utilizar as
informacdes obtidas a partir das andlises feitas em cromatografia. Os resultados obtidos

para o Lote 1 e para os separadores do Lote 2 estdo expostos na Tabela 7.

Tabela 7. Caracteristicas fisico-quimicas do extrato de sementes de uva.

Codex Lote 2
Determinagio Lote 1 ‘(}lg;;?ﬁlgs Separador1  Separador 2
Massa molar média (gmol™) 853,25 - 873,29 873,32
Indice de iodo 137,35 128-150 139,34 138,13
Teor de 4cidos graxos livres (%)* 1,76 <2,00 0,93 3,40
Indice de peréxido 5.00 <1000 431 172

(meq Oykg™")

*expresso como porcentagem mdssica de dcido oléico.

Na Tabela 7 também constam os resultados para indice de iodo. Para ambos os lotes
os resultados estdo dentro do recomendado pela legislacdo. Valores elevados podem indicar
maior propensio a ocorréncia de processos oxidativos. Os dcidos graxos contendo ligagcdes
duplas carbono-carbono reagem com iodo, de modo que, quanto maior o nimero de

insaturacdes maior € o indice de iodo.

Encontram-se ainda na Tabela 7 valores de indice de perdxido para os extratos

obtidos neste trabalho. A presenca de perdxidos pressupde processos de degradacido da
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matéria graxa, resultando em alteracdes nas caracteristicas sensoriais e fisicas. Os
resultados para o extrato de sementes de uva demonstram baixa degradacdo e coeréncia
com os limites permitidos pela FAO, com destaque para o baixo valor encontrado no

extrato a partir do Lote 2 contido no separador 2.

Indices de iodo e de peréxido s@o comumente utilizados como indicadores de
qualidade da matéria-prima, ou seja, uma forma de avaliar condi¢des de armazenamento e
manipulacdo, visto que, os processos de degradacdo térmica e oxidacdo iniciam-se com a

formacdo de compostos como peréxidos e voléteis responsdveis pelo forte odor.

Por outro lado, 6leos e extratos vegetais apresentam antioxidantes naturais, com alto
valor vitaminico, os quais exercem o papel de inibir tais processos, agindo de forma a
interromper a reacdo em cadeia dos radicais livres pela doacdo de um dtomo de seus
hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos. O radical resultante é relativamente
estdvel e cessa a reacdo em cadeia (RAMALHO e JORGE, 2006). Para os extratos de
sementes de uva obtidos neste trabalho, os antioxidantes presentes em quantidades
significativas sdo os tocoferdis e tocotriendis, ou tocdis, como pode ser visto na Tabela 8

disposta a seguir.

Tabela 8. Contetudo de tocoferois e tocotriendis no extrato de sementes de uva.

Contetido (mg.100g™)
Tocoferois e Codex Lote 2
Tocotriengis ~ Lotel  Alimentarius — gepppaqor 1 Separador 2 Separador 3
FAO/WHO  313k/10MPa)  (313K/6MPa) (313 K/3 MPa)

a-tocoferol 3,90 1,60 — 3,80 6,16 8,65 0,35
B-tocoferol - ND - 8,90 0,21 0,25 -
v-tocoferol 1,50 ND - 7,30 4,52 5,64 -
o-tocoferol - ND - 0,40 0,43 0,56 -
a-tocotrienol 3,40 1,80 - 10,70 14,81 17,48 0,40
Y-tocotrienol 780 11,50 - 20,50 22,68 25,04 -
o-tocotrienol - ND - 3,20 0,39 0,41 -
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Nota-se na Tabela 8 que o extrato de sementes de uva obtido, para ambos os lotes,
tem como tocoferol predominante o isdmero o-. Embora a legislacio aponte como
componente em maior concentracdo o y-tocoferol, cabe observar que nao se recomenda um
valor especifico e sim uma faixa de valores, visto que estes podem variar dependendo de
fatores climaticos do local de cultivo e da variedade da semente. Outro ponto relevante ¢
que as sementes utilizadas neste trabalho ficaram em contato com a casca da uva, rica em
compostos antioxidantes, durante o processo de fermentagao alcodlica, o que possivelmente
contribuiu para o aumento deste isdmero no extrato. Desta forma, o extrato de sementes de
uva mostra-se como uma importante fonte de a-tocoferol, naturalmente com alta atividade

de vitamina E (DE GREYT e KELLENS, 2005).

Para os tocotriendis, o Lote 1 apresentou baixo valor para o isdmero ‘y-tocotrienol
comparado ao esperado pela FAO. Ja para os separadores 1 e 2 do Lote 2, altos valores
foram encontrados. Segundo Beveridge et al. (2005), sementes da variedade Cabernet
Sauvignon apresentam grande quantidade de 7y-tocotrienol comparada com outras castas
Vitis vinifera. Assim, visto que o segundo lote possui 50 % desta variedade, é plausivel
atribuir estes altos valores encontrados a adi¢do das sementes de Cabernet Sauvignon na

mistura da matéria-prima.

No separador 3, embora visualmente ndo seja possivel encontrar tracos de fase
oleosa (vide Figura 32, pdgina 79), constatou-se a presen¢a dos isdmeros o-tocoferol e o-
tocotrienol no extrato, mostrando-se relevantes, visto que estdo na ordem de grandeza dos

isdmeros d-tocoferol e d-tocotrienol presentes no separador 2.

Extratos vegetais possuem outros importantes constituintes minoritarios conhecidos
como esterdis, com propriedades nutracéuticas, os quais em processos tradicionais de
extracdo sdo reduzidos na etapa de refino. Entretanto, a legislacdo indica uma faixa a ser
respeitada para que se evidencie a idoneidade do extrato vegetal e também para que estes
compostos ao serem ingeridos possam assim desempenhar suas atividades biolégicas, como
redugcdo de colesterol no plasma sanguineo, producdo de hormoénios e também acdo

antioxidante (BEVERIDGE et al., 2005; FIORI, 2007; MURGA et al., 2000). Na Tabela 9,
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encontram-se os resultados para a quantificacdo dos esterdis presentes no extrato de
sementes de uva obtido através de extragdo supercritica e os valores recomendados pela

FAO.

Tabela 9. Contetido de esterdis presentes no extrato de sementes de uva (mg-kg™).

Contetido (mg-kg™")

Lote 2

Codex Alimentarius

Esterois Lote 1 Separador 1 Separador 2

FAO/WHO
Colesterol 0,22 ND-0,50 0,38 0,49
Brasicasterol ND ND-0.20 ND ND
24-Metilencolesterol ND - ND ND
Campesterol 9,29 7,50-14,00 12,06 13,18
Campestanol 2,02 - 0,41 0,34
Estigmasterol 12,06 7,50-12,00 16,32 17,16
d-7-campesterol 0,24 - - -
0-5-23-Estigmastadienol 0,41 - 0,36 0,35
Clerosterol 1,07 - 0,78 0,79
B-sitosterol 61,01 64,00-70,00 67,27 65,08
Sitostanol 4,04 - 0,50 0,64
d-5-avenasterol 0,54 1,00-3,50 0,33 0,42
8-5-24-estigmastadienol 0,57 - - -
0-7-estigmasterol 1,63 0,50-3,50 1,75 1,65
0-7-avenasterol 0,53 0,50-1,50 0,50 0,47
Outros ND ND-5,10 ND ND
[-sitosterol + outros* 68,00 - 69,24 67,28
Esterdis totais (mg'kg’ 4043 2000-7000 2954 3199
amostra)

*3-5-23-Estigmastadienol + Clerosterol + Sitostanol + §-5-avenasterol + 8-5-24-estigmastadienol.

Como pode ser visto na Tabela 9, o extrato de semente de uvas € rico em [3-
sitosterol, estigmasterol e campesterol. Estes sdo de fato os fitosterdis principais de dleos e
extratos vegetais. E comum também encontrar, como neste trabalho, tracos do esterol de
origem animal, o colesterol. Entre os lotes ndo foi encontrada diferenga significativa,
apenas a observagdo de que para o Lote 1 depara-se com a concentragdo de [-sitosterol
ligeiramente abaixo do recomendado pela FAO, porém, assim como os tocdis, a quantidade

¢ varidvel dependendo da origem e composi¢ao da matéria-prima.
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Entre os separadores do Lote 2, os valores que chamam a aten¢do sdo para o
Estigmasterol, apresentando em torno de 40 % a mais do esperado pela legislacdo. Tais
resultados apontam um potencial de conserva¢do de minoritdrios através da extragdao por
fluido supercritico, visto que o extrato ndo passa por processos de refino, os quais, segundo
Bortolomeazzi et al. (2003) sdo responsdveis por degradar esterdis altamente sensiveis ao
calor, luz e oxigénio, através de reacdes que podem até gerar compostos causadores de

efeitos patoldgicos.

86



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4 Equilibrio de fases a altas pressoes

Os dados experimentais de equilibrio de fases a altas pressoes, determinados para as
quatro temperaturas estudadas (313,15; 323,15; 333,15 e 343,15) K, encontram-se
representados na forma de diagramas Pressdo versus Temperatura (P-T) e Pressao versus
fracdo madssica na mistura (P-w). Os componentes dos sistemas receberam as seguintes
notacdes: Didéxido de Carbono (1); Etanol (2); Extrato de Sementes de Uva (3) e

Diclorometano (4).

5.4.1 Sistemas contendo CO;; Extrato de Sementes de Uva e Etanol

Tentativas preliminares de determinacdo de equilibrio de fases para o pseudo-
binario Extrato de Sementes de Uva (ESU) + CO, nao foram bem sucedidas. Nao foi
possivel obter um sistema solivel/homogéneo, nos limites operacionais do aparato utilizado

(30 MPa e temperaturas de até 343,15 K).

Rosso (2009) utilizou o mesmo aparato experimental de determinacdo de dados de
equilibrio de fases aplicado nesta tese e também ndo conseguiu determinar o sistema
pseudo-binario CO, + 6leo de casca de banana obtido por extra¢do supercritica. A autora
optou entdo pela adicdo de etanol, com relacdo molar de 1:4 (etanol:CO,) para o sucesso do

procedimento.

Com base no trabalho de Rosso (2009), adicionou-se etanol como um terceiro
componente a mistura pseudo-bindria ESU + CO,. Virios ensaios foram realizados até que
com a razdo molar de 1:3 (etanol:CO;) proporcionou-se total solubilizagao do sistema

necessdria para a visualizacao de transicoes de fases.

Os dados experimentais determinados da mistura pseudo-ternaria CO; (1) + ESU (3)
+ Etanol (2) encontram-se na Tabela 10. Os valores das pressdes de transicdo sdo médios de
triplicatas, com desvio padrdo (0) e respectivo tipo de transicdo para cada temperatura e

composi¢ao estudada, expressas em fracdo mdssica de cada componente (wy; w, € ws).
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Tabela 10. Dados experimentais de equilibrio de fases para o sistema CO, (1) + Extrato de
Sementes de Uva (3) + Etanol (2).

T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao
wi=0,7340 w,=0,2558 w;=0,0102 wi= 0,6678 wo=0,2325 w;=0,0997
313,15 7,89 0,01 ELV-PO 313,15 14,13 0,01 ELL
323,15 9,35 0,01 ELV-PO 313,15 7,95 0,04 ELLV
333,15 10,70 0,01 ELV-PO 323,15 14,41 0,04 ELL
343,15 12,37 0,01 ELV-PO 323,15 9,54 0,06 ELLV
wi=0,7263 w,=0,2535 ws=0,0202 333,15 15,32 0,07 ELL
313,15 7,90 0,01 ELV-PO 333,15 11,14 0,01 ELLV
323,15 9,44 0,03 ELV-PO 343,15 17,01 0,03 ELL
333,15 11,07 0,02 ELV-PO 343,15 12,82 0,07 ELLV
343,15 12,65 0,02 ELV-PO wi= 0,5923 w,=0,2074 ws= 0,2003
wi=0,7196 w,=0,2504 ws=0,0300 313,15 18,76 0,05 ELL
313,15 7,96 0,01 ELV-PB 313,15 8,00 0,01 ELLV
323,15 9,53 0,03 ELV-PB 323,15 18,38 0,03 ELL
333,15 11,08 0,02 ELV-PB 323,15 9,49 0,01 ELLV
343,15 12,76 0,00 ELV-PB 333,15 18,59 0,00 ELL
wi=0,7121 w,=0,2483 ws=0,0396 333,15 11,42 0,01 ELLV
313,15 17,86 0,03 ELV-PB 343,15 20,00 0,01 ELL
323,15 9,28 0,01 ELV-PB 343,15 12,70 0,01 ELLV
333,15 10,77 0,00 ELV-PB wi=0,5187 w,=0,1813 w;=0,3000
343,15 12,56 0,02 ELV-PB 323,15 19,89 0,01 ELL
wi=0,7042 w,=0,2457 w;=0,0501 323,15 11,12 0,03 ELLV
313,15 9,62 0,05 ELL 333,15 19,49 0,01 ELL
313,15 7,91 0,01 ELLV 333,15 12,95 0,01 ELLV
323,15 11,34 0,02 ELLV 343,15 20,56 0,02 ELL
323,15 9,49 0,03 ELLV 343,15 12,35 0,01 ELLV
333,15 13,09 0,00 ELLV
333,15 10,91 0,01 ELLV
343,15 15,18 0,01 ELL
343,15 12,38 0,03 ELLV

" T - temperatura (K); p - pressio (MPa); o- desvio padrio (MPa); w — fracio mdssica na mistura para os componentes 1,
2 e 3; V - fase vapor; L - fase liquida; E - equilibrio; PB - ponto de bolha e PO - ponto de orvalho.

Na Tabela 10 € possivel notar que as pressdes de transi¢do foram observadas entre
(7,85 a 20,57) MPa, com transicdes bifasicas do tipo Liquido-Vapor Ponto de Orvalho (LV-
PO), Liquido-Vapor Ponto de Bolha (LV-PB) e Liquido-Liquido (LL), e trifasicas tipo
Liquido-Liquido-Vapor (LLV). Porém, a determinacdo dos dados foi limitada a
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composi¢des com fracdes madssicas de (CO, + Etanol) superiores a 70 %, como pode ser

visualizado no diagrama isotérmico exposto na Figura 33.
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Figura 33. Diagrama pressao versus composicao para o sistema CO, + Extrato de
Sementes de Uva + Etanol. Transi¢des de fases a 313,15 K (e: LV-PO; ¢: LV-PB; A: LL; —:
LLV); 323,15 K (¢: LV-PO; ¢: LV-PB; A: LL; —: LLV); 333,15 K (¢: LV-PO; ¢: LV-PB; A:
LL; —:LLV)e 343,15 K (¢: LV-PO; ¢: LV-PB; A: LL; —: LLV).

A Figura 33 revela um diagrama similar aos diagramas do tipo V para misturas
bindrias contendo édlcoois. Exemplos cldssicos deste tipo de diagrama sdo os apresentados
por Brunner (1985) e Zeck e Knapp (1986) para o binario eteno + metanol. Visualiza-se no
diagrama a ocorréncia da zona de imiscibilidade LL delimitada pela curva de coexisténcia
trifasica LLV e a altas composicdes globais de (CO, + Etanol) a regido bifdsica LV com

transi¢des ponto de bolha e ponto de orvalho.
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Depara-se com certa dissondncia da curva LLV, que poderia ser explicada em
termos das incertezas experimentais envolvidas, todavia, considerando que o extrato de
sementes de uva € na verdade uma mistura multicomponente, de fato, tem-se uma mistura
complexa resultando em um sistema de dificil determinagdo. Portanto, sistemas, os quais,

pertencem extratos, sdo chamado de pseudo-ternérios e nao ternarios.

Apresenta-se na Figura 34 o diagrama Pressdo versus Temperatura para altas
composi¢des globais de (CO, + Etanol), com ocorréncia de transi¢des bifasicas LV-PB e
LV-PO. Enquanto na Figura 35, as transicoes LL e LLV para as 4 menores composi¢des

onde a determinacao experimental foi possivel.
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11,00 |

P (MPa)
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8,00 1

7,00 + r ' ' ; ;
309 315 321 327 333 339 345
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Figura 34. Diagrama pressao versus temperatura para o sistema CO, (1) + Extrato de
Sementes de Uva (3) + Etanol (2). Transi¢oes de fases para w3=0,0102 (—: LV-PB);
w3=0,0202 (—: LV-PB); w3=0,0300 (—: LV-PO) e w3=0,0396 (—: LV-PO).
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Figura 35. Diagrama P versus T para o sistema CO, (1) + Extrato de Sementes de Uva (3)
+ Etanol (2). Transi¢des de fases para w3=0,0501 (a: LL e ®: LLV); w3=0,0997 (a: LL e o:
LLV); w3=0,2003 (a: LL e ®: LLV) e w3=0,0997 (a: LL e o: LLV).

Para melhor visualizacdo o diagrama apresentado na Figura 35 foi desmembrado em
quatro diagramas, Figura 36, referentes as composi¢cdes globais de (CO, + Etanol) na
mistura que apresentaram transi¢des LL, curva superior no plano P-T, e LLV, curva
inferior. O comportamento das curvas apresentadas assemelha-se ao encontrado por Ndiaye
et al. (2006) para o sistema CO; + 6leo de mamona + etanol e por Rosso Comim et al.

(2010b) para o sistema CO, + 6leo de casca de banana + etanol.

O sistema pseudo-terndrio aqui estudado caracteriza um tipico sistema de extracao
supercritica utilizando cossolvente polar etanol. O aumento do rendimento e/ou
modificagdo da seletividade do processo de extragdo supercritica ¢ comumente feito
mediante o uso de cossolventes, pois o CO, é um 6timo solvente para solutos apolares. Na
literatura encontram-se vdrios trabalhos voltados a industria de alimentos utilizando como
cossolvente etanol ou dgua (LEE et AL., 2000; SARRAZIN et al., 2000; PAVIANI et al.,

2012; KITZBERGER et al., 2007; CAMPOS et al., 2005). Parajé6 et al. (2009) apresentam
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uma abundante relagdo dos comuns cossolventes (modificadores) utilizados em pesquisas

com SFE para a extracdo e fracionamento de compostos antioxidantes.
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Figura 36. Diagramas P versus T para o sistema CO; (1) + ESU (3) + Etanol (2).
Transicoes de fases para (a): w3=0,0501 (a: LL e ®: LLV); (b): w3=0,0997 (a: LL ¢ e:
LLV); (c): w3=0,2003 (a: LL e ®: LLV) e (d): w3=0,0997 (a: LL e ®: LLV).

Diante dos resultados encontrados para o sistema pseudo-terndrio anteriormente
explanado, buscou-se justificar a lenta transferéncia de massa entre as fases, observada
durante as medidas experimentais de equilibrio de fases, e a limitagdo na determinagdo dos
dados com fra¢des massicas de (CO; + Etanol) superiores a 70 %. Frente a projecdo de que

as sementes, das quais foi obtido o extrato, apresentavam 12,10 % de 4gua (vide pagina
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73), e que possivelmente houve a sua co-extracdo, houve a necessidade de conhecer o
conteddo de dgua no extrato. O valor encontrado foi 5,536 %, bastante expressivo para um

extrato vegetal, comprometendo a sua qualidade e tornando-o mais favoravel a oxidagdes.

A partir do conhecimento do teor de dgua, determinou-se a densidade do extrato a
298,15 K, para conferir possiveis alteracdes fisicas. O valor obtido foi 0,923 g-cm'3,
resultado que condiz com as recomendagdes da Codex Alimentarius FAO/WHO, (0,920 a
0,926) g-cm'3. Por tanto, apesar do alto conteido de dgua presente, essa ndo afetou a

qualidade fisica do extrato.

Visto que, o sistema contém moléculas de tamanhos tdo diferentes, surgiu a
necessidade de investigar o efeito da redugdo do teor de 4gua do ESU no equilibrio de fases
a altas pressoes. A reducdo foi feita através da submissdo do extrato a vacuo e o contetido
final de 4gua atingido foi 0,135 %. Na Figura 37, fotos dos extratos antes e depois da
redugio do contetido de dgua. E possivel notar uma leve diferenca de coloragio, porém nio
expressiva, dada, provavelmente, pela maior concentragdo do extrato apds a retirada da

agua.

e
(a) (b)

Figura 37. Extrato de sementes de uva obtido a partir do Lote 1. (a): com conteido de dgua
de 5,536 %; (b): com conteuido de dgua reduzido para 0,135 %.

As medidas experimentais determinadas para mistura pseudo-terndria CO, (1) +
ESU - com conteddo de 4dgua reduzido para 0,135 % (3) + Etanol (2) encontram-se na
Tabela 11. Assim como para o sistema anterior, os valores das pressdes de transi¢do sdo
médios de triplicatas, com desvio padrdo (0) e respectivo tipo de transi¢do para cada

temperatura e composi¢ao estudada.
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Tabela 11. Dados experimentais de equilibrio de fases para o sistema CO, (1) + Extrato de
Sementes de Uva (3) + Etanol (2). ESU com contetdo de dgua reduzido para 0,135 %.

T/K p/MPa o/MPa Tipo de transiciao

p/MPa o/MPa Tipo de transicao

wi=0,7334 w,=0,2555 w;3=0,0111

wi= 0,6677 w,=0,2323 w;=0,1000

313,15 7,43 0,00 ELV-PB 313,15 15,14 0,01 ELL
323,15 8,81 0,01 ELV-PB 313,15 7,52 0,01 ELLV
333,15 10,34 0,01 ELV-PB 323,15 16,04 0,01 ELL
343,15 11,89 0,01 ELV-PB 323,15 9,02 0,01 ELLV
wi=0,7267 wp=0,2534 w5=0,0199 333,15 17,38 0,01 ELL
313,15 7,55 0,01 ELV-PB 333,15 10,81 0,01 ELLV
323,15 9,04 0,01 ELV-PB 343,15 18,90 0,01 ELL
333,15 10,76 0,01 ELV-PB 343,15 12,39 0,01 ELLV
343,15 12,08 0,03 ELV-PB wi= 0,5933 w,=0,2066 w;=0,2001
wi=0,7191 w,=0,2504 ws=0,0305 313,25 20,51 0,02 ELL
313,15 7,85 0,01 ELL 313,15 7,43 0,00 ELLV
313,15 7,45 0,03 ELLV 323,15 20,69 0,03 ELL
323,15 9,82 0,01 ELL 323,15 9,06 0,01 ELLV
323,15 8,99 0,01 ELLV wi=0,5936 w,=0,2066 w;=0,1998
333,15 11,92 0,00 ELL 333,15 21,57 0,03 ELL
333,15 10,75 0,01 ELLV 333,15 10,78 0,02 ELLV
343,15 13,77 0,00 ELL 343,15 22,53 0,01 ELL
343,15 12,29 0,01 ELLV 343,15 12,16 0,01 ELLV
wi=0,7105 w,=0,2478 w;=0,0417 wi=0,5192 w,=0,1810 w;=0,2998
313,15 8,78 0,04 ELL 313,15 18,85 0,03 ELL
313,15 7,33 0,03 ELLV 313,15 7,37 0,01 ELLV
323,15 10,54 0,02 ELL 323,15 19,22 0,02 ELL
323,15 8,91 0,01 ELLV 323,15 9,05 0,02 ELV
333,15 12,58 0,01 ELL 333,15 20,32 0,01 ELL
333,15 10,59 0,01 ELLV 333,15 10,82 0,03 ELLV
343,15 14,48 0,02 ELL 343,15 21,90 0,03 ELL
343,15 12,23 0,01 ELLV 343,15 12,19 0,03 ELLV
wi=0,7045 wp=0,2456 ws=0,0499 wi= 0,4444 w,=0,1550 ws= 0,4006
313,15 947 0,02 ELL 313,15 1541 0,01 ELL
313,15 7,26 0,01 ELLV 313,15 7,49 0,01 ELLV
323,15 11,34 0,03 ELL 323,15 16,81 0,01 ELL
323,15 8,87 0,03 ELLV 323,15 9,15 0,02 ELLV
333,15 1291 0,03 ELL 333,15 18,56 0,01 ELL
333,15 10,49 0,03 ELLV 333,15 10,71 0,02 ELLV
343,15 14,99 0,01 ELL 343,15 20,50 0,02 ELL
343,15 12,19 0,01 ELLV 343,15 1241 0,02 ELLV

" T - temperatura (K); p - pressio (MPa); o - desvio padrio (MPa); w — fracio méssica na mistura para os componentes
1,2 e 3; V - fase vapor; L - fase liquida; E - equilibrio; PB - ponto de bolha e PO - ponto de orvalho.
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Tabela 11. (Continuacdo) Dados experimentais de equilibrio de fases para o sistema
CO2 (1) + Extrato de Sementes de Uva (3) + Etanol (2). ESU com contetddo de dgua
reduzido para 0,135 %.

T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao

wi=0,3714 w,=0,1284 ws=0,5002 wi= 0,2965 w,=0,1033 ws= 0,6002
313,15 9,59 0,00 ELL 313,15 7,72 0,01 ELV-PB
313,15 7,70 0,03 ELLV 323,15 9,19 0,01 ELV-PB
323,15 12,25 0,01 ELL 333,15 11,14 0,01 ELV-PB
323,15 9,27 0,01 ELLV 343,15 12,89 0,01 ELL
333,15 14,64 0,01 ELL 343,15 12,65 0,01 ELLV
333,15 10,87 0,01 ELLV wi=0,2233 w,=0,0773 ws= 0,6994
343,15 16,91 0,03 ELL 313,15 6,89 0,02 ELV-PB
343,15 12,5 0,03 ELLV 323,15 8,18 0,03 ELV-PB

333,15 9,27 0,01 ELV-PB
343,15 10,55 0,01 ELV-PB

" T - temperatura (K); p - pressio (MPa); o - desvio padrdo (MPa); w — fracio massica na mistura para os componentes
1,2 e 3; V - fase vapor; L - fase liquida; E - equilibrio; PB - ponto de bolha e PO - ponto de orvalho.

Através da Tabela 11, nota-se que para a faixa de temperatura de (313,15 a 343,15)
K houve um aumento nas regides de transi¢cao para os limites de (6,89 e 22,53) MPa, em
relacdo ao primeiro sistema com maior conteudo de dgua, com reprodutibilidade média na
pressdo de transi¢do de fases na ordem de 0,02 MPa. Ainda, em comparagdo ao sistema
anterior, foram visualizadas transicdes bifésicas do tipo LV-PB e LL, e trifasicas LLV,
porém ocultaram-se as transicdes liquido-vapor ponto de orvalho (LV-PO) para ambas as

temperaturas estudadas.

Uma vez determinados os dados de equilibrio de fases, estes foram representados na
Figura 38, através do diagrama de fases pressdo versus composicdo (fracdo madssica). O
diagrama evidencia que a redugdo do teor de d4gua do extrato de semente de uva possibilitou
a descricao do envelope de fases do sistema, extrapolando as medidas experimentais para
concentracoes de (CO, + Etanol) inferiores a 70 %. Desta forma, os dados foram

determinados para as composicdes globais de (CO; + Etanol) entre (30 € 99) %.

Desta forma, fundamentou-se o estudo da influéncia da redugdo do teor de dgua do

ESU no diagrama de fases do sistema pseudo-ternario ESU + CO, + Etanol. Dados de
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equilibrio de fases obtidos neste trabalho fornecem informagdes para suporte e

desenvolvimento das etapas de encapsulamento de O6leos vegetais empregando CO,

supercritico.
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Figura 38. Diagrama P versus w para o sistema terndrio Extrato de Semente de Uva (0,135
% de teor de dgua) + CO; + Etanol. Transi¢oes de fases a 313,15 K (¢: LV-PB; A: LL; —:
LLV); 323,15 K (¢: LV-PB; A: LL; —: LLV); 333,15 K (¢: LV-PB; A: LL; —: LLV) e 343,15 K
(¢: LV-PB; A: LL; —: LLV).

Com o auxilio da Figura 38, é possivel inferir que o ponto de méximo da mistura, o
qual separa a curva da fase rica em solvente da curva que apresenta a fase rica em extrato,
para as temperaturas (313,15; 323,15; 333,15 e 343,15) K, localizam-se em torno de (22,5;
21,6; 20,7 e 20,5) MPa, respectivamente, e composi¢do massica de (CO, + Etanol) dentre

(0,70 € 0,80) %.

Na Figura 39, estio representados em diagrama P-T os dados para as composi¢oes

extremas de (CO, + Etanol), para as quais apenas a transicdo bifasica LV-PB foram
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encontradas, enquanto na Figura 40, os dados do sistema que apresentaram transi¢oes

bifasicas LL e também trifasicas LLV.

13 7

124 z

P (MPa)

310 315 320 325 330 335 340 345
T (K)

Figura 39. Diagrama P versus T para o sistema terndrio Extrato de Semente de Uva (0,135
% de teor de dgua) (3) + CO; (1) + Etanol (2). Transi¢des de fases para w3=0,0111 (—: LV-
PB); w3=0,0199 (—: LV-PB); w3=0,6002 (—: LV-PB) e w3=0,6994 (—: LV-PB).
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Figura 40. Diagrama P versus T para o sistema ternario Extrato de Semente de Uva (0,135
% de teor de dgua) (3) + CO; (1) + Etanol (2). Transi¢des de fases para wiz= 0,0305 (a: LL
e —:LLV); w3=0,0417 (a: LL e —: LLV); w3=0,0499 (a: LL e —: LLV); w3=0,1000 (a:
LLe —:LLV); w3=0,2001 (a: LL e —: LLV); w3=0,2998 (a: LL e —: LLV); w3= 0,4006
(a:LLe—:LLV); w3=0,5002 (a: LL e —: LLV) e w3=0,6002 (o: LL e —: LLV).
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Dado o grande nimero de dados expostos na Figura 40, essa foi separada em 4

diagramas contendo duas composi¢des estudadas cada, configurando a Figura 41 a seguir.
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Figura 41. Diagramas P versus T para o sistema ternario ESU (0,135 % de teor de dgua)
(3) + CO; (1) + Etanol (2). Transi¢des de fases para (a): w3= 0,0305 (a: LLe —: LLV)e
w3=0,0417 (a: LL e —: LLV); (b) w3=0,0499 (a: LL e —: LLV) e w3=0,1000 (a: LL e —:
LLV); (¢) w3=0,2001 (a: LLe —: LLV) e w3=0,2998 (a: LL e —: LLV) e (d) w3= 0,4006
(a:LLe—:LLV),w3s=0,5002 (a: LLe —: LLV) e w3=0,6002 (a: LL e —: LLV).

Mesmo com a retirada parcial da 4gua contida no extrato de sementes de uva, como
pode ser visto nos diagramas anteriores apresentados no plano P-T, o sistema conservou seu
comportamento tipico de sistemas com extratos ou 6leos vegetais em mistura com solventes

de menores tamanhos de molécula.
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Com posse da descricao do sistema CO, + Extrato de Sementes de Uva + Etanol a
altas pressoes e da detalhada caracterizacdo do pseudo-componente extrato de sementes de
uva, os dados experimentais foram correlacionados através da equacdo de estado de Peng-
Robinson (PR). Utilizou-se como estratégia assumir caracteristicas médias para uso do
extrato como pseudo-componente. De tal forma, as propriedades criticas utilizadas foram
Pc = 0,998 MPa (Pc do dcido graxo majoritério, linoléico X sua fracdo molar no extrato),
Tc =775 K e fator acéntrico ® = 1,18 (Tc e ® do dcido graxo majoritario) e Mw = 879,40
kg/kgmol (Mw do triacilglicerol majoritario, trilinoleina). Na Tabela 12, encontram-se os
parametros de interacdo estimados e também os parametros ja disponiveis na literatura

(ARAUIJO et al., 2012) fixados na correlagdo.

Tabela 12. Parametros de interac@o do sistema terndrio ESU (0,135 % de teor de dgua)
(3)+ CO; (1) + etanol (2) para a equacao de Peng-Robinson.

J kij I; RMSE/MPa erro abs/MPa
2% 7.8332x107  -3,0999x107 0,4328 0,3628

3 4,9912x102  9,0027x107

3 .3,4432x107"  -2,2132x10!

a parametros extraidos de Aratjo et al. (2012).

T (K)
313,15 a 343,15

i
1

1
2

Nota-se, na Tabela 12, que se utilizou apenas um conjunto de parametros para todas
as isotermas. Ainda assim, o modelo conseguiu correlacionar adequadamente o equilibrio
de fases, com erro absoluto e Raiz do Erro Quadriatico Médio (RMSE) menores que 0,5
MPa, demonstrando que os valores de pressdo de transi¢cdo calculados pelo modelo foram
proximos aos experimentais. Tal fato pode ser evidenciado através da Figura 42, onde trés
composi¢des globais foram escolhidas para representar o emprego da equagdo de Peng-
Robinson. Pontos representam dados experimentais e as linhas cheias os dados calculados.
Para confrontar os dados experimentais com os dados calculados, na Figura 43 encontra-se
a projecdo de ambos. Percebe-se que nao ha discrepancia entre os dados, demonstrando que

o modelo e as estratégias adotadas foram adequadas.

99



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

25

20 1

300 310 320 330 340 350 360
T (K)

Figura 42. Diagrama P versus T para o sistema ternario ESU (0,135 % de teor de dgua) (3)
+ CO; (1) + Etanol (2). Transicoes de fases experimentais A: wi= 0,6994; 0: ws= 0,6002 e
0: ws= 0,4006 e —: modelo de Peng-Robinson.
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Figura 43. Diagrama Pressdo de transic¢ao calculada versus Pressao de transi¢ao

experimental para o intervalo de temperatura (313,15 — 343,15) K para o sistema ternario
ESU (0,135 % de teor de dgua) + CO, + Etanol.
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Rosso Comim et al. (2010a) utilizaram a equagdo de Peng-Robinson, com
parametros de interacdo bindria disponiveis na literatura, para correlacionar os dados
experimentais de equilibrio de fases a altas pressdes para sistemas contendo CO, + Acido
Palmitico + Etanol. Os autores observaram que a equacdo descreve bem o comportamento
do sistema para transi¢cdes LV, tanto para o ponto de bolha quanto para o ponto de orvalho.
No entanto, notaram desvios acentuados no equilibrio sélido-liquido (SL) encontrado no
sistema, aumentando com o aumento da pressao. Estes altos desvios foram atribuidos pelos

autores as aproximagdes de propriedades de componentes puros e simplificagdes no modelo.

Ndiaye et al. (2006) utilizaram também o modelo de Peng-Robinson para a
descrigdo do sistema a altas pressdes composto por CO, + Oleo de Mamona + Etanol,
porém compararam seu desempenho com o da equagao SAFT (Statistical Associating Fluid
Theory) apresentada por Huang e Radosz (1990 e 1991), a qual é um modelo de
perturbacdo onde as moléculas sdo interpretadas como uma mistura de segmentos esféricos
e possui apenas um parametro de interacdo bindria. Concluiram que, de modo geral, a
equacao SAFT apresenta uma performance igual ou superior a equacdo de PR. Os mesmos
autores ressaltaram que, com base em sistemas CO, e 6leos vegetais, ou, ainda seus
respectivos etilésteres, os desempenhos das duas equagdes ficam cada vez mais

semelhantes conforme diminui a assimetria molecular solvente-soluto.

Em concordancia ao descrito acima, anteriormente, Tochigi et al. (1998) ja haviam
observado que a precisdo de equacgdes cubicas de estado, tais como a de Peng-Robinson,
para o cdlculo do equilibrio de fases a altas pressdes, € limitada aos sistemas contendo
substancias ndo-polares e/ou substincias fracamente polares. De tal forma, modelos de
perturbacao aplicados a sistemas semelhantes aos deste trabalho, vém ganhando atencdo da

comunidade cientifica.
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5.4.2 Sistemas contendo CO,; Extrato de Sementes de Uva e Diclorometano

Os dados experimentais apresentados a seguir se referem a sistemas de interesse na
etapa de aplicacao do extrato de sementes de uva como material encapsulado. Previamente,
foi necessario o conhecimento dos sistemas a pressdo ambiente, com a determinacdo da
solubilidade do extrato de sementes de uva em diclorometano (DCM). Através dos
resultados notou-se que uma variacdo de 5 K, de (293,15 para 298,15) K, ndo ocasionou
grande incremento na solubilidade do ESU em DCM, apenas de (17,45 para 17,76) kg-m'3.
Os dados de solubilidade do ESU em solventes organicos, para vdrias temperaturas,

encontram-se sumarizados no Apéndice desta tese.

De tal forma, embora a solubilidade do ESU em diclorometano para a faixa de
variacdo local de temperatura ambiente onde os experimentos de encapsulamento foram
realizados, resultou em média 17,60 kg-m'3 , as concentragdes das solugdes estudadas foram
no maximo 10 kg-m>, como apresentadas na Tabela 1 (pigina 68), garantindo a ndo
saturacao. Porém, para o estudo do equilibrio de fases do sistema de interesse para a etapa
de encapsulamento, extrapolou-se este valor para 15 kg-m'3, a titulo de verificacdo do efeito

do aumento do componente extrato no comportamento de fases do sistema.

Dados de solubilidade do extrato em diclorometano foram considerados na escolha
das concentracdes das solugdes organicas utilizadas na etapa de encapsulamento do extrato.
Solucdes de alimentacdo a camara de precipitacdo ndo podem estar saturadas, caso
contrdrio tornam-se sujeitas a formacdo de fase sdlida depositada na bomba e linha de
alimentacdo, o que pode causar obstrugdes e perda da informacdo de concentracdo inicial

necessaria para cdlculos de percentual de encapsulamento.

Com base nos trabalhos de Franceschi et al. (2008b) e Corazza et al. (2003), o
primeiro sistema estudado foi o pseudo-terndrio CO, (1) + [Extrato de Sementes de Uva
(5,536 % de teor de 4gua) (3) + Diclorometano (4)], com ESU em solu¢do de DCM na
concentracdo de 5 kg-m'3 . Os dados deste sistema encontram-se na Tabela 13, seguindo a

mesma conformagdo dos sistemas apresentados na secdo anterior desta tese, onde os
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valores das pressdes de transi¢do sdo médios de triplicatas, com desvio padrdo (G) e
respectivo tipo de transi¢cdo para cada temperatura e composi¢ao estudada, porém, como a
mistura (ESU + DCM) foi mantida em concentracdo constante, as composi¢des

sumarizadas foram expressas em fracao méassica de CO; (w) apenas.

Tabela 13. Dados experimentais de equilibrio de fases para o sistema CO, (1) + Extrato de
Sementes de Uva (3) + Diclorometano (4). ESU em solu¢do com DCM na concentracio de

5 kgm™.
T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao
w;=0,9600 w;=0,7998
313,15 7,56 0,01 ELV-PO 313,15 6,41 0,01 ELV-PB
w;:=0,9500 323,15 7,79 0,01 ELV-PB
313,15 7,64 0,02 ELV-PB 333,15 8,95 0,01 ELV-PB
w1=0,9397 343,15 10,22 0,02 ELV-PO
313,15 7,46 0,01 ELV-PB w;=0,7002
w1=0,9200 313,15 5,87 0,01 ELV-PB
313,15 7,25 0,02 ELV-PB 323,15 6,86 0,02 ELV-PB
w:=0,9100 333,15 8,20 0,00 ELV-PB
313,15 17,18 0,01 ELV-PB 343,15 9,63 0,01 ELV-PB
323,15 8,20 0,01 ELV-PO w1=0,4999
w,=0,8970 313,15 491 0,02 ELV-PB
313,15 7,11 0,02 ELV-PB 323,15 5,89 0,02 ELV-PB
323,15 8,38 0,00 ELV-PO 333,15 6,98 0,00 ELV-PB
w=0,8504 343,15 8,01 0,01 ELV-PB
313,15 6,88 0,01 ELV-PB w;=0,3007
323,15 8,17 0,01 ELV-PB 313,15 3,56 0,01 ELV-PB
333,15 9,36 0,03 ELV-PO 323,15 4,18 0,01 ELV-PB
w;=0,8201 333,15 5,04 0,01 ELV-PB
313,15 6,60 0,01 ELV-PB 343,15 5,76 0,02 ELV-PB
323,15 7,84 0,02 ELV-PB
333,15 9,03 0,02 ELV-PB
343,15 10,18 0,01 ELV-PO

T temperatura (K); p - pressdo (MPa); o - desvio padrao (MPa); w — fracdo mdssica do componente 1 na mistura; V
- fase vapor; L - fase liquida; E - equilibrio; PB - ponto de bolha e PO - ponto de orvalho.

Observa-se que os dados de equilibrio de fases a altas pressdes dispostos na Tabela

13 compreendem pressdes de transicao entre (3,55 e 10,23) MPa, com transicdes bifdsicas
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do tipo Liquido-Vapor Ponto de Orvalho (LV-PO) e Liquido-Vapor Ponto de Bolha (LV-
PB). Os dados foram determinados para as composicdes globais de CO, entre (30 e 96) %,

como pode ser visualizado no diagrama isotérmico apresentado na Figura 44, a seguir.
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Figura 44. Diagrama P versus w para o sistema terndrio CO, + Extrato de Sementes de Uva
+ Diclorometano. ESU em solu¢do com DCM na concentracio de 5 kg-m™. Transicdes de
fases a 313,15 K (¢: LV-PO e ¢: LV-PB); 323,15 K (¢: LV-PO e ¢: LV-PB); 333,15 K (e:
LV-POe ¢: LV-PB) e 343,15 K (¢: LV-PO; ¢: LV-PB).

Como pode ser visto na Figura 44, a altas composicdes globais de CO,, para ambas
as temperaturas estudadas, tem-se o limite entre as regides bifdsicas LV com transi¢oes
ponto de bolha e com ponto de orvalho, indicando a regido com o valor maximo de pressdo

onde o ponto critico de mistura se localiza.

Em diagrama Pressdo versus Temperatura, foram representados na Figura 45 os
dados de equilibrio de fases para o sistema CO; (1) + [Extrato de Sementes de Uva (3) +
Diclorometano (4)], com ESU em solucdo de DCM na concentracdo de 5 kg-m™. Devido ao
grande nimero de dados exposto na Figura 45, esta foi dividida em dois diagramas, altas e

baixas concentracdo de CO,, sequencialmente apresentados na Figura 46.
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Figura 45. Diagrama P versus T para o sistema terndrio CO, (1) + ESU (3) + DCM (4).
ESU em solu¢do com DCM na concentragao de 5 kg-m'3. Transi¢oes de fases para

w;=0,9600 (—: LV-PO); w;=0,9500 (

: LV-PB); wi=0,9397 (X: LV-PB); w,=0,9200 (X: LV-PB);

w;=0,9100 (X: LV-PB e —: LV-PO); w,=0,8970 (X: LV-PB e —: LV-PO); w,=0,8504 (><: LV-PB e

: LV-PO); w;=0,8201 (xX: LV-PB e

(
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: LV-PO)w,=0,7998 (x: LV-PB e —: LV-PO); w,=0,7002
: LV-PB); w1=0,4999 (¢: LV-PB) e w;=0,3007 (¢: LV-PB).
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Figura 46. Diagramas P versus T para o sistema terndrio CO; (1) + ESU (3) + DCM (4).
ESU em solu¢do com DCM na concentragao de 5 kg-m'3. Transicoes de fases (a): entre
w;=0,9600 e w;=0,8970 e (b): entre w;=0,8504 ¢ w,=0,3007. Legenda idéntica a Figura 45.
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O comportamento encontrado para o sistema pseudo-terndrio aqui exposto é
idéntico ao binario CO, + DCM determinado por Corazza et al. (2003), negligenciando a
presenca do extrato (na concentragdo estudada) no sistema. Semelhante caso foi observado
por Franceschi et al. (2008b) com a adicdo ao sistema bindrio do polimero PHBV em

solucdo com DCM, na concentragdo de 40 kg-m'3.

Franceschi et al. (2008b) também estudaram a adicdo de P-caroteno ao sistema
bindrio CO, + DCM, e da mesma forma, com solu¢des de B-caroteno em DCM na
concentracdo de 8 kg-m™, ndo notaram significativas diferencas no sistema. Estes autores
buscavam descrever sistemas de interesse para o encapsulamento de -caroteno em PHBV,
utilizando, como nesta tese, a técnica Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluids

(SEDS), com solvente DCM e como antissolvente CO».

Por fim, o segundo sistema foi determinado e estudado, buscando-se observar a
influéncia do aumento da concentragdo do Extrato de Sementes de Uva em solucdo com

Diclorometano.

Encontram-se, na Tabela 14, os dados experimentais para as quatro temperaturas
estudadas, do sistema pseudo-ternario CO, (1) + [Extrato de Sementes de Uva (3) +
Diclorometano (4)], com ESU em solucdo de DCM na concentracdo de 15 kg-m™. Mais

uma vez, a mesma conformacao de apresentacido dos dados do sistema anterior foi mantida.

Os dados foram determinados para composi¢des globais de CO, entre (30 e 96) %,
assim como no sistema com menor concentracao de extrato. Através da Tabela 14, percebe-
se que transicdes bifdsicas do tipo Liquido-Vapor Ponto de Orvalho (LV-PO) e Liquido-
Vapor Ponto de Bolha (LV-PB) foram também encontradas, compreendendo pressdes de

transi¢cdo entre (3,54 e 10,42) MPa, como podem ser visualizadas na Figura 47.

Para evidenciar a semelhanca entre os sistemas terndrios aqui apresentados e
também ao bindrio (CORAZZA et al., 2003), encontram-se na Figura 48 os diagramas com

tais comparacdes. Nota-se na Figura 48a, que ndo houve diferenca pronunciada entre

106



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

sistemas quanto a localizacdo do ponto critico de mistura, para ambas as temperaturas

estudadas.

Tabela 14. Dados experimentais de equilibrio de fases para o sistema CO, (1) + Extrato de
Sementes de Uva (3) + Diclorometano (4). ESU obtido a partir de sementes do Lote 1 em

solu¢do com DCM na concentracdo de 15 kg-m™.

3

T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao T/K p/MPa o/MPa Tipo de transicao
w,=0,9600 w=0,7999
313,15 7,76 0,01 ELV-PO 313,15 6,69 0,02 ELV-PB
w1=0,9500 323,15 7,90 0,01 ELV-PB
313,15 7,87 0,02 ELV-PB 333,15 9,21 0,01 ELV-PB
w=0,9300 343,15 10,37 0,00 ELV-PO
313,15 7,79 0,02 ELV-PB w,=0,7799
w,=0,9200 313,15 6,54 0,01 ELV-PB
313,15 7,56 0,01 ELV-PB 323,15 7,85 0,01 ELV-PB
w1=0,9000 333,15 9,14 0,01 ELV-PB
313,15 7,31 0,01 ELV-PB 343,15 10,42 0,01 ELV-PO
323,15 8,36 0,01 ELV-PO w=0,6997
w,=0,8801 313,15 6,04 0,01 ELV-PB
313,15 7,30 0,01 ELV-PB 323,15 6,91 0,01 ELV-PB
323,15 8,45 0,01 ELV-PB 333,15 8,12 0,01 ELV-PB
w=0,8701 343,15 9,37 0,01 ELV-PB
313,15 7,10 0,02 ELV-PB w;=0,6001
323,15 8,42 0,01 ELV-PB 313,15 5,46 0,01 ELV-PB
333,15 9,48 0,02 ELV-PO 323,15 6,51 0,01 ELV-PB
w,=0,8500 333,15 7,58 0,01 ELV-PB
313,15 6,86 0,01 ELV-PB 343,15 8,85 0,02 ELV-PB
323,15 8,13 0,02 ELV-PB w=0,4997
333,15 9,55 0,00 ELV-PO 313,15 5,01 0,01 ELV-PB
w;=0,8200 323,15 5,81 0,01 ELV-PB
313,15 6,80 0,01 ELV-PB 333,15 6,74 0,02 ELV-PB
323,15 7,99 0,01 ELV-PB 343,15 17,86 0,01 ELV-PB
333,15 9,28 0,01 ELV-PB w,=0,3001
343,15 10,28 0,01 ELV-PO 313,15 3,55 0,01 ELV-PB
323,15 4,13 0,03 ELV-PB
w;=0,3005
333,15 5,00 0,02 ELV-PB
343,15 5,74 0,01 ELV-PB

" T - temperatura (K); p - pressio (MPa); o - desvio padrio (MPa); w — fracio mdassica do componente 1 na mistura; V
- fase vapor; L - fase liquida; E - equilibrio; PB - ponto de bolha e PO - ponto de orvalho.
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Figura 47. Diagrama P versus w para o sistema terndrio CO, + Extrato de Sementes de Uva

+ Diclorometano. ESU em solucido com DCM na concentragio de 15 kg-m™. Transicdes de

fases a 313,15 K (e: LV-PO e 0: LV-PB); 323,15 K (e: LV-PO e 0: LV-PB); 333,15 K (e: LV-
PO e 0: LV-PB) e 343,15 K (eo: LV-PO; 0: LV-PB).
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Figura 48. Diagramas P versus w para o sistema ternario CO, + ESU + DCM contendo
ESU em solucdo com DCM a 15 kg-m™ (legenda idéntica a Figura 47) (a): comparado ao
sistema contendo ESU em solu¢do com DCM a 5 kg'm'3 (legenda idéntica a Figura 44) e

(b): comparado ao sistema bindrio CO, + DCM (CORAZZA et al., 2003) com transicoes de

fases a 313,15 K (a: LV-PO e A: LV-PB); 323,15 K (ao: LV-PO e A: LV-PB); 333,15 K (a:

LV-PO e A: LV-PB) e 343,15 K (a: LV-PO; A: LV-PB).

108



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Enquanto na Figura 48b, confirma-se que a adi¢do de Extrato de Sementes de Uva
(ESU) ao sistema bindrio, mesmo na concentracio de 15 kgm™, ndo promoveu

deslocamento significativo da regido de transi¢ao de fases.

Assim como observado por Franceschi (2009) para a adicao de PHBV ao sistema
bindrio, e a partir dos dados dos sistemas ternarios aqui expostos, na escolha de condi¢des
adequadas para o encapsulamento de extrato em PHBYV, utilizando DCM e CO, como
solvente e antissolvente, respectivamente, o comportamento de fases do sistema bindrio

somente, pode ser considerado.

Os dados para o sistema pseudo-ternario CO; (1) + [Extrato de Sementes de Uva (3)
+ Diclorometano (4)], com ESU em solucio de DCM na concentragio de 15 kg-m~,

encontra-se também representado no plano P-T, na Figura 49, a seguir.
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Figura 49. Diagrama P versus T para o sistema ternario CO, (1) + ESU (3) + DCM (4).
ESU em solucdo com DCM na concentracdo de 15 kg-m™. Transicoes de fases para w=
0,3000 (o: LV-PB); w;=0,4997 (0: LV-PB); w;= 0,6001 (o: LV-PB); w;= 0,6997 (0: LV-PB);
wi=0,7799 (e: LV-PO; 0: LV-PB); w=0,7999 (e: LV-PO; 0: LV-PB); w,=0,8200 (®: LV-PO;
: LV-PB); w;=0,8500 (e: LV-PO; o: LV-PB); w;=0,8701 (®: LV-PO; ©: LV-PB); w;=0,8801
(0: LV-PB); w=0,9000 (e: LV-PO; o: LV-PB); w;=0,9200 (©: LV-PB); w;= 0,9300 (o: LV-PB);
wi=0,9500 (©: LV-PB); w;= 0,9600 (e: LV-PO).
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Com intuito de melhor visualizacdo dos dados, a Figura 49 foi desmembrada
resultando a Figura 50, com dois diagramas P-T, onde as transicOes para as maiores
porcentagens madssicas de CO;, na mistura encontram-se na Figura 50a e das menores na

Figura 50b.
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Figura 50. Diagramas P versus T para o sistema terndrio CO; (1) + ESU (3) + DCM (4).
ESU em solucdo com DCM na concentracdo de 15 kg-m™. Transicoes de fases entre (a):
w;=0,8500 e w;= 0,9600 e entre (b): w;= 0,3000 e w;= 0, 8200. Legenda idéntica a Figura 49.

Dada a semelhanca dos sistemas terndrios contendo CO, + ESU + DCM
apresentados nesta tese, como o também terndrio CO, + PHBV + DCM (FRANCESCHI et
al., 2008b), com o bindrio CO, + DCM (CORAZZA et al., 2003), ndo foi realizada a
descricdo do sistema através de modelo termodinamico, visto que o sistema bindrio ja
encontra-se representado através da equacdo de Peng-Robinson, na mesma faixa de
temperatura estudada neste trabalho, e também adotando apenas um conjunto de parametros

para todas as isotermas.
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5.5 Microparticulas de biopolimero e encapsulamento do extrato de sementes

de uva

Uma vez que as informagdes sobre os sistemas de interesse ao encapsulamento
através de dados de equilibrio de fases a altas pressdes foram desenvolvidas apenas com o
extrato de sementes de uva obtido a partir do Lote 1, somente o extrato deste lote foi

encapsulado.

Embora o extrato em condi¢gdes ambientes apresentava-se no estado liquido,
ponderou-se o estudo das temperaturas de fusdo e cristalizacao desse. O termograma para o

extrato de sementes de uva encontra-se na Figura 51.

21920K
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Fluxo de calor (W/g) &

25603 K

25997 K
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200 220 240 260 280 300
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Figura 51. Termograma do extrato de sementes de uva obtido a partir de sementes do
Lote 1.

Através do termograma, observa-se que o pico que representa a temperatura de
cristalizacdo encontra-se a 219,20 K, com entalpia de 29,7 J 'g'l. Nota-se também, que o
extrato apresenta uma transi¢do polimorfica, tipica de dcidos graxos e triacilglicerdis. Apos
a fusdo, em torno de 230 K, uma cristalizacao adicional como um pico exotérmico a 234,42

K foi encontrado. O extrato de sementes de uva apresenta transi¢do de fases a 256,03 K,
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referente a uma mudanga polimérfica. A 259,97 K, outro pico associado a fusdo do extrato

pronuncia-se, com entalpia de 65,0 J-g™.

Termogramas similares foram observados para 6leo de sementes de uva por
Kaisersberger (1990), o qual atribui o primeiro pico endotérmico, a aproximadamente 230,0
K, a fusdo da forma cristalina instavel o, seguida da cristalizacdo na forma instavel B, o

qual foi caracterizado por um pico exotérmico.

Com base nestes resultados, nas condi¢des experimentais de operacdo do aparato da
técnica SEDS, acredita-se que o extrato encapsulado encontrar-se-a no nicleo da cdpsula na

forma liquida.

Como forma de treinamento, dois testes de precipitagdo do polimero PHBV foram
conduzidos em iguais condi¢des experimentais utilizadas por Priamo (2011) descritas na
secdo 4.10 (Obtengdo de microparticulas de biopolimero e encapsulamento do extrato de
sementes de uva, pagina 66). Através de fotomicrografias obtidas por MEV-EED e com
auxilio do software Size Meter determinou-se o tamanho médio caracteristico das particulas
formadas, bem como os valores de tamanho méximo e minimo encontrados e a distribui¢do
do tamanho de particulas através do célculo do desvio padrdo e variancia. Tais resultados

para os testes iniciais de precipitacdo de PHBV encontram-se na Tabela 15.

Ressalta-se que os experimentos de precipitacdo foram conduzidos a (8 e 12) MPa,
teste 1 e teste 2, respectivamente, com demais varidveis fixas. Os resultados expostos na
Tabela 15 reproduzem os dados de Priamo (2011), com valores de tamanho médio de
particulas na condicdo de 8 MPa idéntico e a 12 MPa préximo, porém, com discrepancia

entre os valores de tamanho maximo encontrados.

Quanto a morfologia das particulas, através da Figura 52 pode-se perceber que para
ambos os testes foram obtidas particulas esféricas, assim como observado por Priamo

(2011). Porém, o autor nao notou formacao de particulas aglomeradas para estas condi¢des
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experimentais, apenas para experimentos conduzidos a 20 MPa. J4 neste trabalho, como
pode ser encontrado na Figura 52a, deparou-se com a formacdo de aglomerados no
experimento conduzido a 8 MPa . Possiveis explicacdes para esta discordancia podem ser
dadas por manipulacdo excessiva da amostra ou mal preparo dessa para a andlise em MEV-

EED, resultando na aglomeragdo das particulas formadas.

Tabela 15. Tamanho e distribui¢dao de tamanho de particulas e percentual de
encapsulamento.

Diametro . n
médio Didmetro Diametro PRE"

Experimento P maximo minimo Desvio Padrao Variancia
caracteristico (um) (um) (%)
(pm)
Teste 1,15 4,04 0.32 0.51 0.26 -
precipitacdo 1
Teste 1,05 2,99 0,24 0,45 0,21 -
precipitacio 2
Ensaio
encapsulamento - - - - - 49,10
1
Ensaio
encapsulamento - - - - - 48,03
2
Ensaio
encapsulamento - - - - - 37,01
3
1 0,95 2,16 0,24 0,39 0,16 -
2 1,04 2,20 0,31 0,37 0,14 31,19
3 0,74 1,96 0,19 0,33 0,11 29,16
4 0,66 2,33 0,15 0,34 0,12 22,54
7 - - - - - 71,94
8 - - - - - 32,61
9 - - - - - 38,69

*PRE = Percentual Real de Encapsulamento, dado pela Equago 19 (pag. 70); ® experimento realizado em triplicata.
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(a) (b)

Figura 52. Precipitacdo de PHBV. Fotomicrografias para (a): Teste de precipitagdo 1 (8
MPa) e (b): Teste de precipitagdo 2 (12 MPa).

Devido a caréncia de informacdes na literatura aberta sobre encapsulamento de
extratos vegetais utilizando a técnica SEDS, foram definidos trés ensaios iniciais, apenas
para titulo de conhecimento do sistema e verificacdo da influéncia da varidvel razdo
extrato:polimero. Este estudo foi definido a partir de observagdes feitas por Varona et al.
(2010) para avaliar a influéncia desta varidvel na aglomeragao das particulas formadas no
encapsulamento de 6leo essencial de lavanda, e também na morfologia e eficiéncia do

encapsulamento de f-caroteno, segundo Mattea, Martin e Cocero (2008).

Cabe recordar que, as cdpsulas formadas passaram por uma etapa prévia de lavagem
em etanol anidro, com intuito de retirar possiveis depdsitos de extrato sobre essas. Os
resultados para estes ensaios também se encontram na Tabela 15, anteriormente
apresentada. Observa-se que, para os trés ensaios, ndo foi possivel avaliar o tamanho das
particulas formadas, pois estas se apresentavam na forma de aglomerados, como € possivel

visualizar na Figura 53.

Embora Priamo (2010) ndo tenha observado aglomeracido de particulas de PHBV
nas condi¢des de 313,15 K e 8 MPa, fundamentando os resultados contrérios deste trabalho,
nos ensaios de encapsulamento nas mesmas condi¢cdes, com apenas variagdo da razdo

extrato:polimero, foi verificada a aglomeragao das particulas. De tal forma, descartam-se as
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consideragOes feitas anteriormente quanto a manipulacdo e preparagdo das amostras para

fotomicrografias em MEV-EED, e assumem-se aceitdveis os resultados apresentados neste

trabalho.

@) T (b)

Figura 53. Encapsulamento do ESU em PHBV. Fotomicrografias para (a): Ensaio de
encapsulamento 1 (1:1); (b): Ensaio de encapsulamento 2 (1:2) e (c): Ensaio de
encapsulamento 3 (1:3).

Quanto a determinag¢do do percentual real de encapsulamento (PRE), o ensaio 1
apresentou maior valor, porém préximo ao ensaio 2. Varona et al. (2010) verificaram
através da técnica PGSS que com o aumento da razdo 6leo:polimero ocorreu a diminui¢ao
da quantidade de dleo de lavanda encapsulado e também resultou em aglomerados de

particulas. Neste trabalho, aglomerados foram encontrados, porém o efeito inverso quanto
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ao aumento da razdo extrato:polimero foi observado. Aglomerados de particulas sujeitam a
um aumento de superficie, onde o extrato possivelmente ficou envolvido pelo emaranhado
de polimero. Somado ao extrato livre presente, cogita-se relacionar também uma
quantidade de extrato incorporado ao polimero, aumentando sua massa na determinagao de

PRE.

Com posse destes resultados, elaborou-se um planejamento de experimentos
apresentado na Tabela 1 (pagina 68) com respectivos resultados expostos na Tabela 15.
Nota-se nesta tabela que o experimento 1 ndo apresenta resultado para PRE, pois
acidentalmente perdeu-se a relativa amostra. Outro detalhe é a auséncia de informagdes
para os experimentos 5 e 6, explanada a seguir. As fotomicrografias obtidas através de

MEV-EED para todos os experimentos do planejamento encontram-se dispostas na Figura

54.

Neste trabalho utilizou-se como ferramenta de determinacido de percentual real de
encapsulamento a leitura em UV-visivel, baseado nos trabalhos de Priamo (2010) e
Franceschi (2009). Esta técnica utiliza informacdes iniciais fornecidas sobre a regiao de
abrangéncia. Assim, se torna mais precisa ao passo que se conhece com dominio a faixa de
concentracdo possivel de trabalho. Este fato denota uma maior sensibilidade na
interpretacdo das amostras na andlise, e possivelmente assim ocasionou a superestimacao
da massa de extrato de sementes de uva encapsulado, acarretando em PRE maiores que 100
%, resultados obtidos para os experimentos 5 e 6, portanto, estes resultados nao encontram-
se expostos. O mesmo principio refletiu em impossibilidade da comum determinacao de

eficiéncia de encapsulamento.

As particulas formadas nos experimentos 5 e 6 encontram-se na Figura 54e e Figura
54f, respectivamente. Nota-se que também ndo foi possivel determinar o tamanho das
particulas, pois estas encontravam-se na forma de grandes aglomerados fibrosos. Estes dois
experimentos, assim como nos ensaios de encapsulamento, sdo diferentes
experimentalmente quanto a razdo extrato : polimero, demonstrando que, ndo houve

influencia ~ predominante  desta  varidvel na  morfologia das  particulas.
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S M o g A SHm

Figura 54. Encapsulamento do ESU em PHBV. Fotomicrografias para os Experimentos
(a): 15 (b): 2; (c): 3; (d): 4; (e): 5 e (f): 6. Condicdes experimentais vide Tabela 1, pdgina 68.
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Figura 54. (Continuacdo). Fotomicrografias para os Experimentos (g): 7; (h): 8; (i;je1): 9
(em triplicata). Condi¢Oes experimentais vide Tabela 1, pagina 68.

118



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da Figura 54 ¢ possivel perceber que apenas os quatro primeiros
experimentos apresentaram particulas esféricas, e estes tém em comum a mesma
temperatura de operacdo. Os outros experimentos foram conduzidos a temperaturas mais
altas, as quais foram 318,15 K e 328,15 K. Desta forma, a temperatura se mostrou o

parametro com maior influéncia na morfologia das particulas.

Estes resultados estdo em concordancia com observacdes feitas por Miiller et al.
(2000) para recristalizagdo de compostos organicos, e também com os resultados obtidos
por Cocero e Ferrero (2002) para a precipitacdo de [B-caroteno, ambos os trabalhos
realizados através da técnica GAS. Kalogiannis, Michailof e Panayiotou (2006) também
relataram tal efeito para o encapsulamento de amoxicilina em poli 4dcido-1-lactico (PLLA)
através da técnica SAS. Os autores atribuem a aglomeracdo das particulas ao fato de que
em altas temperaturas os fendmenos de redissolucdo e coalescéncia das particulas formadas

sdo favorecidos.

Esta constatacdo é de grande importincia, tendo em vista a sensibilidade de extratos
vegetais a temperatura. De tal forma, baixas temperaturas de operagdo nao levam a
degradacdo dos compostos termossensiveis presentes no extrato, € consequentemente a

desejéavel reducdo do calor fornecido ao processo, diminuindo custos operacionais.

Quanto ao tamanho de particulas, o experimento 4 apresentou o menor tamanho,
0,66 um, seguido do experimento 3 com tamanho médio igual a 0,74 um, porém com
desvios de (0,34 e 0,33) um, respectivamente. Estas particulas apresentam tamanhos
maiores que 0,1 um e, portanto, segundo a Comissao Europeia, ndo podem ser consideradas
nanoparticulas. Os dois experimentos foram conduzidos na maior pressdo estudada, 12
MPa. Comportamento semelhante foi descrito por Priamo et al. (2010), Franceschi et al.
(2008b) e Chen et al. (2005), todos utilizando técnicas que empregam fluidos supercriticos
como antissolvente. Nestes trabalhos, foi verificado que o aumento da pressao
isotermicamente acarreta em aumento na densidade do CO,, levando a uma melhor
dispersdo da solucdo organica no antissolvente e consequente diminui¢do no tamanho das

goticulas liquidas formadas.
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Entre os experimentos 1 e 2, é possivel avaliar o efeito da concentragdo de (ESU +
PHBV) em diclorometano. O aumento da concentracao do soluto, a pressdo e a temperatura
constantes, levou ao aumento do tamanho das particulas. Tal efeito foi também constatado
para o encapsulamento de B-caroteno por Franceschi et al. (2008b) e por Priamo et al.
(2010) utilizando o polimero PHBV e por Mattea, Martin e Cocero (2008) com o polimero
PEG, nos trés estudos foram utilizadas técnicas de encapsulamento baseadas em fluidos

supercriticos.

Em relacio ao percentual real de encapsulamento (PRE), o maior valor foi
determinado para o experimento 7, porém este valor quando comparado aos demais
encontrados se distancia. Este experimento foi conduzido com a maioria das condicdes
extremas de pressdo e temperatura, ou seja, 12 MPa, 328,15 K e razdo extrato:polimero de

1:1, apenas a concentracio de extrato foi a menor, 5 kg'm'3 .

Assim como para os ensaios iniciais de encapsulamento, o experimento 7 resultou
em particulas aglomeradas, como visualizado na Figura 54g. Novamente, remete-se ao
trabalho de Varona et al. (2010), onde os autores afirmaram o efeito positivo do aumento da
razdo Oleo:polimero com a formagao de aglomerados. Neste trabalho, atribui-se 0 aumento
da porcentagem de extrato encapsulado determinado a soma de possiveis formagdes de
maiores dreas entre os emaranhados de polimero para o acondicionamento do extrato e a

incorporagdo de extrato ao polimero.

Observando apenas os primeiros experimentos onde ocorreu a formagdo de
particulas esféricas desejdveis, embora a auséncia de resultados para o experimento 1, nota-
se que a maior porcentagem foi determinada para o experimento 2, conduzido a 8 MPa,
menor pressdo estudada. Desta forma, a pressdo foi a varidvel com maior efeito para o PRE,
assim como foi verificado por Varona et al. (2010). Estes autores consideram o aumento de
solubilidade do extrato no antissolvente com o aumento da pressao, reduzindo a quantidade
de extrato disponivel para o encapsulamento e alertam para um possivel fracionamento do

extrato.
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De fato, a adicdo de um frap de seguranca na saida da camara, apés a valvula
micrométrica, apontou que o fracionamento deve ser considerado, visto que em algumas
condicdes experimentais uma leve coloracdo amarelada, caracteristica do extrato de
sementes de uva, foi encontrada no algodao de recheio do trap e também evidenciada no
filtro disposto anteriormente a vdlvula micrométrica. Por outro lado, pode-se ponderar que
parte deste extrato ndo tenha sido encapsulado, ficou disposto sobre as cdpsulas formadas
ou paredes da camara, e tenha sido arrastado, juntamente ao diclorometano, na etapa de

secagem com CO,.

Uma observacdo experimental constatada foi que, pequenas quedas na temperatura
do sistema levavam ao deslocamento para a regido de equilibrio Liquido-Vapor, o que pode
ser vislumbrado através dos dados de equilibrio de fases. Com a presencga de duas fases na
camara de precipitacdo ocorreu a formagao de um filme no fundo da camara, enquanto na

parte superior da parede e tampa a formagdo de particulas.

O intuito desta dltima etapa foi o estudo da aplicacdo do extrato como encapsulado,
visto suas propriedades nutracéuticas encontradas na caracterizacdo quimica e sua natural
sensibilidade a condi¢des adversas de luz, temperatura e oxigénio. Deparando-se com
resultados positivos aqui encontrados, abre-se uma perspectiva para futuros trabalhos com
foco no aprofundamento do estudo das varidveis do processo, tendo em vista a eficiéncia do

encapsulamento e ainda a liberagcdo deste extrato aplicado em um alimento.

Como comentdrios gerais em relacdo ao encapsulamento de extratos vegetais
utilizando técnicas baseadas em fluidos supercriticos, embora poucos trabalhos na literatura
relatem a sua aplicacdo, estas técnicas mostram-se promissoras (MARTIN et al. 2010). O
estudo do efeito da manipulacdo das varidveis de processo € de grande importincia para
suporte do desenvolvimento desta tecnologia aplicada a indudstria de alimentos em alta

escala.
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Aplicaram-se nesta tese, com sucesso, técnicas baseadas em fluidos supercriticos
para obtencdo de extratos vegetais bem como seu acondicionamento na forma de

encapsulados.

Das sementes de uva, residuo da industria vinicola, foi possivel obter um extrato

rico em compostos antioxidantes e dcidos graxos insaturados.

A secagem da matéria-prima, previamente a extracdo, mostrou-se uma etapa critica,
pois a extracao por fluidos supercriticos utiliza pressdes capazes de arrastar o contetido de
agua presente, o qual forma uma emulsdo estdvel com o extrato e o deixa suscetivel a

oxidacdo.

Separadores em série dispostos na saida do extrator sdo de ficil adaptacdo e
manuseio, possibilitando, através de manipulacdo da pressao de despressurizacdo, adquirir
extratos com diferentes composicoes. Entretanto, para escolha das condicdes dos
separadores, faz-se necessdrio a posse de informagdes sobre o comportamento do sistema

frente a diferentes temperatura e pressoes.

O comportamento de fases dos sistemas de interesse a extracdo, Extrato de
Sementes de Uva + CO, + Etanol em diferentes temperaturas, mostrou-se complexo,
caracteristico dos diagramas do Tipo V, com pressdes de transicao relativamente altas (23

MPa), apresentando uma grande sensibilidade em relacdo a composicao e a temperatura.

O efeito da dgua no sistema Extrato de Sementes de Uva + CO, + Etanol foi
evidenciado quando se tomou a decis@o de sua retirada parcial, e s6 entdo, foi possivel
alcancar a descricdo do sistema com baixas concentragdes de CO,, nas condicdes
permitidas de operacdo da unidade experimental de equilibrio de fases utilizada neste

trabalho.

123



CAPITULO 6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A equagdo de estado de Peng-Robinson utilizada para correlacionar os dados
obtidos foi capaz de prever, de forma qualitativa, o diagrama de fases do sistema Extrato de

Sementes de Uva + CO, + Etanol, em diferentes temperaturas.

A adicdo de Extrato de Sementes de Uva no sistema binario CO; + Diclorometano
(DCM), com extrato em solu¢do com DCM na concentracdo de até 15 kg-m™, ndo exerceu

influencia no comportamento de fases do sistema bindrio.

A técnica Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluids (SEDS) se mostrou
eficiente para o encapsulamento de extratos em polimeros. Temperatura foi o parametro de
operacdo com maior influéncia na morfologia das particulas, enquanto pressdo foi o

parametro considerdvel para o tamanho de particulas e percentual real de encapsulamento.

Entre as sugestdes, a parte experimental evidencia-se:

- Para a obtencdo dos dados de equilibrio de fases a altas pressdes, a mudanga da
técnica para o método estdtico analitico se mostra interessante, a fim de identificar as
composi¢oes das fases em equilibrio, fornecendo maior suporte para o equacionamento

termodinamico e cdlculo dos desvios do balanco de massa;

- Descrever o equilibrio termodinamico através de outras equagdes de estado, tais
como a equacao Perturbed Chain - Statistical Associating Fluid Theory (PC-SAFT), a qual
pertence a um grupo de modelos de perturbacdo que leva em consideracdo a configuracio

da formacdo das moléculas;

- Desenvolver um novo método de quantificagao de extrato encapsulado através, por
exemplo, de técnicas cromatograficas e/ou espectrometria de infra-vermelho préximo, as
quais necessitam de pequena quantidade de amostra para realizacio das andlises, porém sao

precisas, e concomitantemente analisar possivel fracionamento do extrato vegetal.
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APENDICES

APENDICE 1. Dados de solubilidade do Extrato de Sementes de Uva em solventes

orgdnicos

Sao apresentados na Tabela A 1 os dados de solubilidade do Extrato de Sementes de
Uva, obtido a partir do Lote 1, em solventes orgadnicos, a pressdo ambiente, para

temperaturas entre (288,15 e 318,15) K.

Tabela A 1. Solubilidade de Extrato de Sementes de Uva obtido a partir do Lote 1 em
solventes organicos.

Solvente Temperatura  Solubilidade (kg-m'3) Desvio Padrao (kg-m'3)
Diclorometano 293,15 17,45 0,29
298,15 17,67 0,01
303,15 20,39 0,03
308,15 22,21 0,26
Etanol anidro 288,15 3,74 0,10
298,15 4,65 0,04
308,15 7,07 0,04
318,15 9,43 0,01
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APENDICE 11 Construgdo da curva padrdo de calibracdo em espectrofotometro de UV-

visivel

A quantificacdo do Extrato de Sementes de Uva (ESU) encapsulado foi realizada
através de espectrofotometria de UV-visivel. Para tanto, foram construidas duas curvas
padrdo relacionando a concentracdo de ESU na solucio organica com a absorbancia a 410
nm. Tal comprimento de onda foi escolhido apds ser verificado que neste comprimento de
onda ocorre a absorbancia maxima do ESU, com base nos espectros de absorbancia obtidos
experimentalmente para o ESU e para a mistura ESU e o polimero poli-(hidroxibutirato-

cohidroxivalerato) (PHBV).

Encontram-se na Tabela A 2 as concentracdes e absorbancias média (obtida por
triplicatas de medidas) em espectrofotometro de UV-visivel do ESU e da mistura (ESU +

PHBYV), em diclorometano.

Tabela A 2. Valores de concentracdo de ESU e da mistura (ESU + PHBV) em
diclorometano e absorbancia em espectro de UV-Visivel a 410 nm, utilizados para a
constru¢ao da curva de calibragdo.

ESU ESU + PHBV

Absorbancia (410 nm) kgm™ Absorbancia (410 nm) kg-m™
0,01 4,43 0,025 4,27
0,03 6,31 0,047 6,01
0,049 8,22 0,075 8,19
0,072 10,32 0,098 10,28
0,086 12,02 0,121 12,1
0,115 14,08 0,152 14,21
0,141 16,38 0,175 16,42
0,157 18,07

Os resultados da tabela acima estdo dispostos n diagrama apresentado na Figura A

1, onde se evidencia a diferenca considerdvel entre os valores de absorbancia do extrato de
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sementes de uva em diclorometano e os valores da mistura (ESU + PHBV) em

diclorometano.

Dada esta diferenga, ocasionada pela adicao do polimero, foi adotada a curva padrao
que relaciona a concentracdo da mistura em diclorometano com sua absorbancia em 410
nm. Portanto, a concentragdo de extrato em cada uma das amostras dos experimentos de
encapsulamento foi determinada pela equacdo da reta que representa os dados
experimentais de concentracdo de (ESU + PHBV) em diclorometano em funcdo de sua
absorbancia, ou seja, concentracio = 80,327-absorbancia + 2,2591, a qual apresentou

bom ajuste através do coeficiente de correlaco linear (R?) préximo a um.

20
18 - conc = 91,669.abs + 3,666
16 R*=0,998

14 1

12 1

conc = 80,327.abs + 2,2591

Concentraciio (kg.m")
—
[}

R” = 0,999
4-
2-
[ e S —
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Absorbancia

Figura A 1. Curva padrdo de absorbancia do Extrato de Sementes de Uva () e da mistura
Extrato de Sementes de Uva + PHBV (&), em 410 nm, em funcdo da concentracdo em
Diclorometano.
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APENDICE IIL. Construgdo e interpretacdo de diagramas isotérmicos a altas

pressoes

Para a constru¢do dos diagramas isotérmicos, com o procedimento experimental

explanado na se¢ao 4.9 (Determinagdo do equilibrio de fases a altas pressoes, pagina 51):

1. Inicia-se com a escolha da composi¢do global da mistura, representada no

diagrama da Figura A2 como wy;

1.1 As quantidades precisas das substincias puras da mistura sdo

introduzidas na célula de equilibrio (pressao ambiente);

1.2 Com a célula fechada, o fundo da célula isolado, e agitacdo constante,
submete-se o sistema a temperatura mais baixa escolhida para o

experimento.

2. Estabilizada a temperatura desejada, abre-se a valvula que isola o fundo,
liberando a passagem do fluido de pressurizacdo, e com auxilio da bomba
seringa, aplica-se pressdo na parte de trds do pistdo, lentamente, até a

observacao de uma unica fase (liquida) do sistema, representada na Figura A2

por ©.

3. Vagarosamente, a pressdo foi reduzida (0,3 a 0,5 MPa/60 s) até a ocorréncia de
transicdo de fases, ou seja, dada uma temperatura, a pressdo de transicdo era

determinada. No entanto, deve-se considerar que:

3.1 Em todas as observagdes de transi¢des do tipo cloud point, denotadas
Figura A2 por ©, deve-se induzir o sistema a uma leve queda de pressio
para se verificar a qual tipo de transi¢cdo corresponde, como explanada na

Figura 22 (péagina 56);

3.1.1 Na observacao de duas fases liquidas, regiao de imiscibilidade

Liquido-Liquido (LL), como nas composicdes globais
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representadas por wy, ws € ws, na Figura A2, deve-se continuar
reduzindo a pressdo do sistema (0,3 a 0,5 MPa/60 s) até a
ocorréncia de transicdo de fases Liquido-Liquido-Vapor

(LLV), representada na Figura A2 por @;

3.1.2 Ou cessar ao constatar a transi¢do Liquido-Vapor Ponto de
Orvalho (LV-PO), como na composi¢cdo global representada

por ws, e no diagrama por Q.

3.2 Visualizada a formacdo da primeira bolha, tem-se a transicdo Liquido-
Vapor Ponto de Bolha, representada na Figura A2 pela composi¢io

global w», e simbolizada por O

®-0- O

00
Q@

-0
0--0

w

Figura A 2. Construcao do diagrama P versus w através do método estatico sintético, por
meio de visualizacdes das transicdes de fases. Unica fase liquida: @; cloud point: ©;
Liquido-Liquido-Vapor: @; Liquido-Vapor Ponto de Bolha: © e Liquido-Vapor Ponto de
Orvalho: Q.
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4. Com esta mesma composi¢do, submete-se 0 sistema a uma nova temperatura,
mais alta, escolhida para a determinacdo de transi¢cdes de fases. Repete-se,
entdo, os procedimentos explanados nos itens 2 e 3 acima. E assim, para cada

temperatura de estudo.

Apés a determinacdo da pressdo de transicdo para varias composicdes globais
escolhidas, tantas quantas forem necessdrias para descrever o sistema, unem-se as
transi¢des para a formacgao das curvas de transi¢ao, delimitando as regides de imiscibilidade

Liquido-Liquido (LL) ou Liquido-Vapor (LV), como apresentado na Figura A3.

e ! w

Figura A 3. Unido dos pontos de pressao de transicao correspondentes as composi¢des
determinadas para a construcao das curvas de transi¢ao, —: Liquido-Vapor Ponto de Bolha;
— Liquido-Vapor Ponto de Orvalho; —: Liquido-Liquido e —: Liquido-Liquido-Vapor.
Regides bifésicas, LL: Liquido-Liquido e LV: Liquido-Vapor.

Como neste trabalho, com os componentes dos sistemas estudados, transi¢des com
ocorréncia de fases solidas ndo foram observadas, optou-se por nido explana-las aqui, e

focar apenas nas transicdes entre as fases liquida e vapor.
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