NG

[ ]
Y
UNICAMP

PHILIPE DOS SANTOS

EXTRACAO DE CAPSAICINOIDES DA PIMENTA MALAGUETA
(Capsicum frutescens L.) USANDO CO, SUPERCRITICO E
ULTRASSOM

CAMPINAS
2013



ii



NG

e

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

PHILIPE DOS SANTOS

“EXTRACAO DE CAPSAICINOIDES DA PIMENTA MALAGUETA
(Capsicum frutescens 1L..) USANDO CO, SUPERCRITICO E
ULTRASSOM”

Orientador: Prof. Dr. Julian Martinez

Coorientadora: Prof*. Dr*. Camila Alves de Rezende

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Po6s Graduacdo em
Engenharia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas para obtencdo do titulo de Mestre em

Engenharia de Alimentos.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTACAO DEFENDIDA PELO ALUNO PHILIPE DOS
SANTOS E ORIENTADO PELO PROF. DR. JULIAN
MARINEZ

Assinatura do Orientador

CAMPINAS
2013

iii



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Engenharia de Alimentos
Marcia Regina Garbelini Sevillano - CRB 8/3647

Sab9%e

Santos, Philipe dos, 1987-

Extragao de capsaicinoides da pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.)
usando COz2 supercritico e ultrasssom / Philipe dos Santos. — Campinas, SP :
[s.n.], 2013.

Orientador: Julian Martinez.

Coorientador: Camila Alves de Rezende.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia de Alimentos.

1. Pimenta malagueta. 2. Extracao supercritica. 3. Capsaicinoides. 4.
Microscopia. 5. Modelagem. I. Martinez, Julian. |l. Rezende, Camila Alves de. lIl.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos. IV.
Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Extraction of capsaicinoids from malagueta pepper (Capsicum frutescens L.)
using supercritical CO2 and ultrasound.

Palavras-chave em inglés:

Malagueta pepper

Supercritical extraction

Microscopy

Capsaicinoids

Mathematical modeling

Area de concentracdo: Engenharia de Alimentos
Titulacao: Mestre em Engenharia de Alimentos

Banca examinadora:

Julian Martinez [Orientador]

Carolina Lima Cavalcanti de Albuquerque

Gerardo Fernandez Barbero

Data de defesa: 30-08-2013

Programa de Pos-Graduacao: Engenharia de Alimentos

v




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Julian Martinez
Orientador

Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP/SP

Prof®. Dr”. Carolina Lima Cavalcanti de Albuquerque
Membro Titular

Universidade Federal da Paraiba-UFP/PB

Prof. Dr. Gerardo Fernandez Barbero
Membro Titular

Universidade de Cadiz-UCA/Espanha

Prof. Dr. Eduardo Augusto Caldas Batista
Membro Suplente
Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP/SP

Dr. Mauricio Ariel Rostagno
Membro Suplente
POS-DOC Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP/SP



vi



Dedico esse trabalho a todas as pessoas que
acreditaram na minha capacidade e me
incentivaram durante o desenvolvimento do
mesmo. Em especial a minha familia, meu pai,
minha mae, meu irmdo e a minha eterna amiga

€ noiva.

vii



viii



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Julian Martinez pela atencdo, incentivo e todas as ideias e
correcoes do trabalho. Muito obrigado.

A professora Dr* Camila Alves de Rezende pela paciéncia, ideias e o apoio no
desenvolvimento do trabalho, especificamente nos experimentos de microscopia. Muito
obrigado.

Ao professor Dr. Gerardo Barbero pelo apoio com os experimentos de
cromatografia. Muito obrigado.

Ao Laboratério Nacional de Natotecnologia (LNNano), vinculado ao Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), pelo apoio nos experimentos de
microscopia eletronica de varredura, que foram realizados no microscépio FESEM Quanta
650F (FEI). Em especial, agradeco ao técnico Fabiano pelo auxilio experimental.

A Ana Carolina de Aguiar pela amizade, auxilio e apoio durante a realizacio dos
experimentos.

Ao Dr. Mauricio A. Rostagno pela ajuda na montagem do sistema de extracdo
assistido por ultrassom.

Ao Ari pela amizade, atencdo e ajuda com os equipamentos de extragdo supercritica.

A FAEPEX e FAPESP pelo financiamento do trabalho.

A minha familia por todo amor e incentivo durante curso.

A minha noiva Renata Grotto por toda a compreensio e incentivo.

Aos colegas e amigos do Departamento de Engenharia de Alimentos, em especial

Giovanni, Moyses, Mariano, Emilio e Guilherme.

X






“Todos comeg¢amos com o “realismo ingénuo”, isto é,
a doutrina de que as coisas sdo aquilo que parecem
ser. Achamos que a grama é verde, que as pedras sdo
duras e que a neve é fria. Mas a fisica nos assegura
que o verdejar da grama, a dureza das pedras e a
frieza da neve ndo sdo o verdejar da grama, a dureza
das pedras e a frieza da neve que conhecemos em
nossa experiéncia propria, e sim algo muito
diferente.”

O filésofo e matematico britdnico Bertrand
Russell apud MLODINOW, L. O Andar do
Bébado: como o acaso determina nossas vidas;
[traducdo Alfaro D.; consultoria Jurkiewicz, S.]
— Rio de Janeiro: Zahar, 2009.

xi



xii



EXTRACAO DE CAPSAICINOIDES DA PIMENTA MALAGUETA
(Capsicum frutescens L..) USANDO CO, SUPERCRITICO E
ULTRASSOM

Autor: Philipe dos Santos; Orientador: Julian Martinez; Coorientadora: Camila Alves de

Rezende.
RESUMO

A tecnologia de extragdo com fluido supercritico surgiu como uma alternativa frente aos
métodos tradicionais de extragdo e fracionamento de compostos ativos. Geralmente, uma
unidade de extracdo com fluido supercritico tem sua capacidade extrativa alterada com a
utilizacdo de técnicas em conjunto, como por exemplo, o emprego de diferentes
cossolventes e a utilizacdo de ondas ultrassonicas. A técnica de ultrassom baseia-se na
formacdo de ondas ultrassonicas de alta frequéncia, capazes de provocar cavitacao e causar
ruptura na parede celular da matriz vegetal. Isto favorece a penetracdo do solvente e a
transferéncia de massa e, consequentemente, o aumento do rendimento de extrato. O
objetivo do presente trabalho foi obter extratos de pimenta malagueta através da utilizagdo
do processo de extracdo com fluido supercritico (SFE) assistido por ultrassom. A matéria-
prima utilizada foi a pimenta malagueta desidratada (5% em b.u.) e triturada. Para estudar a
influencia das ondas ultrassonicas na taxa de extracdo, foram realizadas extracdes com e
sem ultrassom, nas poténcias e tempos de radiacdo variando de 150 a 360 W e 60 a 280
minutos, respectivamente. As condi¢des de temperatura e pressdao do didxido de carbono
supercritico foram 40 + 3 °C e 15 £ 0,5 MPa, respectivamente. A vazdo mdéssica de CO; foi
fixada em 0,5 + 0,1 kg/h. As cinéticas de extracao foram realizadas na melhor condi¢ao de
ultrassom em diferentes didmetros de particula. Os resultados obtidos indicaram um
aumento de 77% no rendimento de extrato quando aplicadas ondas ultrassonicas. Nao foi
verificada influéncia significativa da aplicacdo de ondas ultrassonicas sobre o perfil de
capsaicinoides e fendlicos totais. A melhor condi¢ao de extracdo assistida por ultrassom foi

a 360 W de poténcia durante 60 minutos. Verificou-se uma influéncia do ultrassom sobre a
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taxa de extra¢do, bem como nos coeficientes de transferéncia de massa na fase fluida e na
fase so6lida. O modelo de Sovova (1994) mostrou-se adequado para predizer as cinéticas de
extragdo, porém os valores de rendimento global (X,), obtidos em experimentos assistidos
por ultrassom, devem ser utilizados. As imagens obtidas por microscopia eletronica de
varredura com fonte de emissdao de campo (FESEM) demonstraram uma perturbacdo na

matriz vegetal quando se aplicou ondas ultrassOnicas.

Palavras-chave: pimenta malagueta; extragdo supercritica; capsaicinoides; microscopia,

modelagem.
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EXTRACTION OF CAPSAICINOIDS FROM MALAGUETA PEPPER
(Capsicum frutescens L.) USING SUPERCRITICAL CO, AND
ULTRASOUND

Author: Philipe dos Santos; Adviser: Julian Martinez; Co-adviser: Camila Alves de

Rezende.

ABSTRACT

The supercritical fluid extraction technology came as an alternative to traditional methods
of extraction and fractionation of active compounds. The capacity of a supercritical fluid
extraction unit is changed with the application of combined techniques, for example, using
different co-solvents and ultrasonic waves. The ultrasonic technology is based on high
frequency ultrasonic waves formation capable of causing cavitations and disrupting the cell
walls of vegetable matrix, favoring the penetration of solvent and enhancing mass transfer,
thus increasing the extraction yield. The objective of this study was to obtain extracts of
malagueta pepper (Capsicum frutescens L.) using supercritical fluid extraction (SFE)
assisted by ultrasound. The raw material used was dried (5% w. b.) and triturated malagueta
pepper. To study the influence of ultrasonic waves in the extraction rate, SFE experiments
were performed with and without ultrasound, with powers and irradiations times from 150
to 360 W, and from 60 to 280 minutes, respectively. The conditions of temperature and
pressure of supercritical carbon dioxide were 40 + 3°C and 15 + 0.5 MPa, respectively. The
CO; mass flow rate was fixed at 0.5 + 0.1 kg/h. The extraction kinetics was performed in
the best conditions of ultrasonic power ultrasonic in different particle diameters. The results
indicated that the yield of oleoresin increased 77% when ultrasound waves were applied.
The influence of the application of ultrasonic waves was not significant in the capsaicinoids
and phenolics profiles. The best ultrasound-assisted extraction conditions were at 360 W
(power) for 60 minutes (irradiation). The effect of ultrasound was verified on extraction
rate and the solid and fluid phase mass transfer coefficient. The Sovova (1994) model was

adequate to predict the extraction kinetics, but overall extraction yield values obtained in
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experiments assisted by ultrasound must be used. The images obtained by field emission
scanning electron microscopy (FESEM) showed a disturbance in the vegetable matrix when

ultrasound waves were applied.

Key-words: malagueta pepper; supercritical extraction; capsaicinoids; microscopy;

mathematical modeling.
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Massa especifica real (M/L3);
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Massa especifica aparente (M/L3);

Massa especifica real (M/L3);

Massa especifica do CO, supercritico (M/L3);
Porosidade do leito;

Comprimento de onda (L)
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INTRODUCAO

As pimentas vermelhas (Capsicum sp.) sdo vegetais ricos em capsaicinoides,
substancias responsdveis pela pungéncia dos frutos, tendo a capsaicina como sua maior
representante (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Atualmente a capsaicina é
empregada no desenvolvimento de novos farmacos por possuir vdrias propriedades
benéficas, tais como poder antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatério e antitumoral,
além de contribuir com o controle de diabetes e alivio de dores (REYES-ESCOGIDO,
GONZALEZ-MONDRAGON e VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). Tendo em vista o
poder benéfico da capsaicina, existe um grande interesse no desenvolvimento de novas
tecnologias para a obtencao de extratos concentrados dessa substancia.

A extragdo de compostos ativos de matérias-primas de origem vegetal € um campo
promissor na industria de alimentos. Por outro lado, € uma tarefa complexa, pois, na
maioria das vezes, esses compostos sdo substancias termoldbeis e oxidativas. Além disso,
graves restricdes legislativas estdo propondo a eliminacdo do uso geral de solventes
organicos em plantas industriais de extracdo. Portanto, hd um interesse considerdvel em
substituir processos como destilacio a vapor e extragdes com solventes organicos,
tradicionalmente utilizados para obter estes compostos ativos (MARTINEZ, 2008).

A tecnologia de extracdo com fluido supercritico (supercritical fluid extraction —
SFE) surgiu como alternativa frente aos métodos tradicionais para a extragdo e
fracionamento de compostos ativos. Dentre os fluidos supercriticos mais utilizados estd o
dioxido de carbono (CO,), cujas vantagens em processos de extragdo sdo: o baixo custo,
seu cardter atoxico, ndo inflamdvel, inerte e boa capacidade de extracio (BRUNNER,
1994).

Geralmente, em uma unidade de extracdo supercritica observam-se as influéncias de
temperatura, pressdo, tamanho de leito de extracdo, vazdo de solvente, didmetro de
particula, entre outras, a fim de maximizar o rendimento do composto alvo (PERVA-

UZUNALIC et al., 2004). Além disso, uma unidade de extracdo com fluido supercritico



tem sua capacidade extrativa alterada com a utiliza¢do de técnicas em conjunto, como por
exemplo, o emprego de ondas ultrassonicas (GAO et al., 2009)

A técnica de ultrassom baseia-se na formagdo de ondas ultrassonicas de alta
frequéncia capazes de provocar cavitacdo devido aos ciclos de expansdo e contragdo
sofridos pela matéria. Tais ciclos causam ruptura na parede celular da matriz vegetal,
favorecendo a penetracdo do solvente e a transferéncia de massa, consequentemente, o
aumento do rendimento de extrato (TOMA et al., 2001). Porém, a utiliza¢do da técnica de
ultrassom resulta em um novo arranjo na microestrutura da matéria. Por isso, é de grande
interesse verificar as caracteristicas microestruturais da matriz vegetal (UQUICHE,
VALLE e ORTIZ, 2004).

Devido ao exposto acima, o objetivo principal do trabalho consistiu em obter
extratos de pimenta vermelha, visando a capsaicina, através da extracdo com fluidos
supercriticos (SFE) assistida por ultrassom. Adicionalmente, pretendeu-se analisar a
estrutura das particulas da matriz vegetal, apds a extracdo supercritica e a técnica de
ultrassom, através de microscopia eletronica de varredura.

Para alcancar o objetivo geral proposto, os objetivos especificos foram:

e Caracterizar as amostras de pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.);

e Realizar extracdes por métodos convencionais para detectar o teor total de
capsaicinoides nas amostras;

e Realizar extracdes com didxido de carbono supercritico assistidas e ndo assistidas
por ultrassom;

e Construir e analisar as curvas de cinética de extracdo;

e (aracterizar quimicamente os extratos obtidos em relacdo ao teor de capsaicinoides

e fenolicos totais;

e Comparar rendimento, cinética de SFE e composi¢cdo dos extratos obtidos com e
sem ultrassom;

e Analisar a morfologia da matriz vegetal antes e depois do processo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Matéria-Prima

2.1.1 Pimenta (Capsicum sp.)

As pimentas sdo plantas utilizadas na alimenta¢do humana, capazes de estimular as
papilas gustativas da boca e produzir uma sensacdo picante/calor devido aos seus
componentes quimicos. Basicamente, hd dois géneros de pimentas mais conhecidos, o
Piper e o Capsicum (BONTEMPO, 2007).

O género Piper é representado pelas sementes de plantas da familia das piperaceas,
sendo a pimenta-do-reino (Piper nigrum) sua representante mais conhecida. J4 o género
Capsicum, nativo dos trépicos americanos, inclui um conjunto de cerca de 20 a 30 espécies.
A classificacdo taxondmica mais correta para a descricdo do género Capsicum, segundo
Cronquist (1988), é: Reino: Plantae; Divisdo: Spermatophyta; Classe: Magnoliopsida;
Ordem: Solanales; Familia: Solanaceae e Género: Capsicum. As pimentas (Capsicum sp.)
sdo consumidas como frutos frescos, em conservas, como constituintes de condimentos,
pastas ou desidratadas (paprica) (GOVINDARAJAN e SATHYANARAYANA, 1991).

A producdo de pimentas ocorre em grande parte no continente asidtico, com mais de
50% da produgdo mundial, seguido das Américas, Europa, Africa e a Oceania, sendo a

China o pais com a maior produgdo, conforme os dados demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Produgdo de pimentas frescas (toneladas) por continente em 2010.

Continente Produgdo em 2010 (ton.)
Africa 2.684.458,00
Américas 3.897.148,30
Asia 19.913.000,00
Europa 2.870.269,00
Oceania 56.452,00
Mundial 29.421.327,30

Fonte: (F.A.O., 2010)



No Brasil o cultivo de pimentas (Capsicum sp.) ocorre praticamente em todas as
regides € € um dos melhores exemplos de agricultura familiar e de integracdo entre o
pequeno agricultor e a agroindustria. A crescente demanda do mercado tem impulsionado o
aumento da drea cultivada e os estabelecimentos de agroinddstrias. Além do mercado
interno, parte da producdo brasileira de pimentas é exportada em diferentes formas, como
paprica, pasta e conservas ornamentais (EMBRAPA, 2006). Entre o género Capsicum,
destacam-se as espécies Capsicum annuum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum
pubescens L., Capsicum baccatum e Capsicum frutescens L. (MEDINA, LOBO e GOMEZ,
2006; SOUZA, 2008; WAHYUNTI et al., 2011)

A espécie Capsicum frutescens L. é vulgarmente conhecida como pimenta vermelha
ou pimenta malagueta na América Latina (PICKERSGILL, 2003). O fruto é geralmente
vermelho, quando maduro, lanceolado, oblongo e com comprimento variando entre 1,5 a
2,5 centimetros. As sementes sdo numerosas e discoides (VILLASENOR e DE OCAMPO,
1994; SAIKAT KUMAR e AMIT KRISHNA, 2003). A Figura 1 ilustra os frutos de

pimenta malagueta (Capsicum frutescens L).

Penduculo
Placenta Calice
Semente

Epicarpo
Pericarpo | Mesocarpo

Endocarpo

Figura 1 - Pimenta malagueta (Capsicum frutescens L) e a estrutura do fruto.

As pimentas, além de conterem as substancias pungentes, como a capsaicina e

dihidrocapsaicina, possuem outras substincias fisiologicas ativas nos frutos, tais como



acido ascérbico, tocoferol e carotenoides. Estas substdncias tém importante agdo
antioxidante contra os danos oxidativos produzidos por radicais livres (OGISO et al.,
2008).

O género Capsicum contém flavonoides e capsaicinoides que sdo os compostos
fendlicos predominantes em pimentas. Podem-se encontrar, ainda, pequenas quantidades de
acidos fendlicos como protocatecuico, clorogénico, cumadrico e ferulico, assim como acidos

glicosidicos (SHAHIDI e NACZK, 2003).

2.1.2 Capsaicinoides

O sabor picante dos frutos da pimenta provém da acdo de substincias conhecidas
como capsaicinoides, que sdo vanilil amidas de dcidos monocarboxilicos com comprimento
de cadeia e insaturacdo variados (Cg—C;3), entre as quais se destacam duas substincias, a
capsaicina e a dihidrocapsaicina. Estes dois capsaicinoides representam, em média, 90%
dos capsaicinoides totais presentes nas variedades de pimentas picantes. Outro
capsaicinoide geralmente presente € a nordihidrocapsaicina, em propor¢des variando de 4 a
8%. Além destes trés compostos principais, foram encontrados mais de 12 capsaicinoides
minoritdrios. Alguns desses capsaicinoides minoritdrios  s30:  norcapsaicina,
homocapsaicina, homodihidrocapsaicina, nornorcapsaicina € nornornorcapsaicina
(CONSTANT et al., 1995; CONSTANT, CORDELL e WEST, 1996; SCHWEIGGERT,
CARLE e SCHIEBER, 2006). Geralmente a capsaicina representa majoritariamente esses
principios pungentes, ndo sendo incomum encontrar variedades de pimentas que tenham a
dihidrocapsaicina como represente mais abundante (ZEWDIE e BOSLAND, 2001).

A estrutura quimica base dos capsaicinoides pode ser dividida em trés regides: anel
aromatico, ligacdo amina e cadeia carbOnica lateral hidrofébica (radical-R). Dependendo do
nimero de d&tomos de carbono na cadeia lateral (R), ou se eles possuem insaturacdes, pode
haver diferentes tipos de capsaicinoides (SHAHIDI e NACZK, 2003). A Figura 2 mostra a
estrutura base dos capsaicinoides e a Tabela 2 apresenta as cadeias laterais hidrofébicas dos

principais capsaicinoides presentes em diversas variedades de pimentas: capsaicina (C),



dihidrocapsaicina (DHC), nordihidrocapsaicina (n-DHC), homocapsaicina (h-C) e
homohidrocapsaicina (h—DHC).

HO

HsC

o)

Figura 2 — Estrutura base dos capsaicinoides.

Tabela 2 — Cadeias laterais (radicais-R) dos principais capsaicinoides encontrados em
diversas variedades de pimentas.

Radical (R) Designagdo/Abreviagio
CHs
\ Capsaicina C
CH,
CHj
Dihidrocapsaicina DHC
CHj
CHs
Nordihidrocapsaicina n-DHC
CHs,
X CHs
Homocapsaicina h-C
CHj
CHs3
Homohidrocapsaicina ~ h-DHC
CHj

Fonte: (BARBERO, PALMA e BARROSO, 2006; SCHWEIGGERT, CARLE e SCHIEBER, 2006)



As concentragdes de capsaicinoides em espécies de pimentas podem variar
significativamente entre si. As variedades de pimentas levemente “picantes” contém
concentracdes de capsaicinoides que variam de 0,003% a 0,01% em peso seco de matéria-
prima. As pimentas picantes suaves cont€ém concentracdes de capsaicinoides entre 0,01% e
0,3%, e as variedades fortemente picantes sdo caracterizadas por um conteido maior do que
0,3% de capsaicinoides do peso seco total, podendo atingir até 1% (PERUCKA e
OLESZEK, 2000). Um exemplo ¢ a pimenta “Bhut Jolokia”, um hibrido do cruzamento das
variedades Capsicum chinense e Capsicum frutescens, que é conhecida por ser a pimenta
mais picante do mundo, na qual foi encontrado cerca de 5% de capsaicinoides por unidade
de massa de seca (mg/g) (LIU e NAIR, 2010; THOMPSON e LOA, 2011).

Como citado anteriormente, a capsaicina € o capsaicinoide majoritirio presente nas
pimentas. Atualmente varios estudos comprovam as propriedades benéficas da capsaicina a
saide humana, tais como antihiperlipidémica, anti-inflamatéria, antioxidante, efeito
quimiopreventivo, além de ser efetiva no tratamento de inimeras desordens do sistema
nervoso, incluindo dores associadas a artrite, cistite e neuropatia diabética (REYES-
ESCOGIDO, GONZALEZ-MONDRAGON e VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). Surh
(2002) demonstrou que a capsaicina € eficaz contra tumores de pele. Sendo assim, torna-se
de grande interesse o estudo dos mecanismos presentes no processo de extracdo de

capsaicina origindria de pimentas vermelhas.

2.2 Extracao

A extragdo ¢ classificada como uma operagdo unitdria que tem por objetivo separar
substancias a partir de diversas matrizes, solidas ou liquidas, através de processos quimicos
e/ou fisicos.

O processo de extracdo possui vdrias aplicacdes na darea de engenharia quimica e de
alimentos, sendo utilizado principalmente na recuperacdo, isolamento e separacdo de

importantes componentes de uma matriz, além de remover contaminantes ou compostos



z

indesejados. Na industria de alimentos, a extracdo ¢ uma técnica para a separacdo de
flavorizantes, antioxidantes, corantes, assim como, alcaloides e colesterol, nas mais
diversas matrizes de origem vegetal ou animal (LEAL, 2008).

A extracdo de compostos de fontes naturais tradicionalmente € realizada com
solventes organicos ou dgua e extracio liquido-liquido. Atualmente, a extracdo com fluidos
supercriticos (SFE) € um método alternativo e promissor por possuir inimeras vantagens
sobre o0s processos tradicionais, tais como solventes ndo poluentes, baixo custo de
recuperacao e flexibilidade no processo devido a seletividade do solvente (REVERCHON e
DE MARCO, 2006; MARTINEZ, 2008).

2.2.1 Extragdo com fluidos supercriticos (SFE)

Uma substancia pura atinge o seu estado supercritico somente quando sua
temperatura e pressao sao superiores aos seus valores criticos. O ponto critico (PC) de cada
substancia € caracterizado por sua temperatura, pressdo e volume criticos. Abaixo deste
ponto a substincia pode existir nos estados liquido, sélido ou vapor e acima deste ponto o
composto existe somente no estado de agregacdo supercritico (BRUNNER, 1994;
SANDLER, 2006). Segundo Sandler (2006), este fluido pode ser considerado tanto como
um liquido expandido como um gds comprimido. A Figura 3 apresenta um diagrama de

fases para um composto puro.
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Figura 3 — Diagrama de fases para uma substincia pura. Fonte: adaptado de Brunner
(2005).

A curva, no diagrama de fases, representa a pressdo e temperatura onde dois estados
de agregacdo coexistem, sendo que no ponto triplo (PT) as trés fases coexistem. A linha de
coexisténcia entre gés e liquido é chamada de curva de saturacdo liquido-gas. Percorrendo
tal linha, chega-se ao ponto critico (PC) onde as densidades das fases liquida e gasosa se
igualam, ndo sendo possivel diferenciar o estado de agregacao liquido ou gas (SANDLER,
20006).

Dentre os fluidos supercriticos utilizados em processos de extragdo de matrizes de
origem vegetal, o dioxido de carbono (CO,) destaca-se por ndo ser toxico, nem inflamavel e
nem poluente, e por ser totalmente recuperdvel, de baixo custo e inerte. Além disso,
apresenta condi¢des criticas de pressdo e temperatura relativamente seguras, comparado a
outros solventes, o que o torna apropriado para a extracdo de volateis ou compostos
termolabeis (RAVENTOS, DUARTE e ALARCON, 2002; BRUNNER, 2005;
REVERCHON e DE MARCO, 2006).

O didéxido de carbono possui temperatura critica de 304,2 K e pressao critica de 7,38
MPa. Uma vez atingido o estado supercritico, este fluido apresenta propriedades tanto de

um gas como de um liquido, ou seja, sua densidade se aproxima de um liquido, enquanto



que a sua viscosidade é proxima a de um gis normal (BRUNNER, 2005). A Tabela 3

apresenta os valores de densidade e viscosidade para o didxido de carbono.

Tabela 3 — Valores de densidade e viscosidade para o diéxido de carbono (CO»).

Densidade (kg.m’S) Viscosidade (uPa.s)
Liquido (300 K; 50 MPa) 1029 133
Gias (313 K; 0,1 MPa) 2 16
Supercritico (313 K; 10 MPa) 632 17

Fonte: (WILLIAMS e CLIFFORD, 2000).

A capacidade de solvatacdo do CO; no estado de agregacao supercritico depende de
sua densidade. Logo, quanto maior a densidade, menores os espagos entre as moléculas e
maior a interacdo entre elas. O CO, tem a capacidade de dissolver compostos ndo polares e
levemente polares. Por outro lado, seu poder de solvatagdo decresce com o aumento da
massa molecular do soluto, além de apresentar baixa solvatacdo de acidos graxos e de
pigmentos (BRUNNER, 1994).

O processo de extracdo com fluido supercritico, especificamente utilizando diéxido
de carbono (CO,), ocorre em duas etapas: a extracdo dos solutos e a separacio do soluto do
solvente. A primeira etapa consiste em manipular o di6xido de carbono no binémio
pressdo/temperatura a fim de obter a maior solvatacdo dos solutos visados. O solvente
escoa para dentro do extrator e flui através de toda a matriz vegetal contida no vaso de
pressao (extrator), solubilizando os solutos. A mistura solvente/soluto segue para a segunda
etapa, na qual a pressdo € reduzida abaixo do valor do ponto critico. Desta maneira o
solvente altera seu estado de agregacdo supercritico para gds, diminuindo seu poder de
solvatacdo, e consequentemente ocorre a precipitagdo do soluto. Assim, o soluto é
recuperado e o gés é redirecionado a um reciclo (RAVENTOS, DUARTE e ALARCON,
2002; MARTINEZ, 2008). A Figura 4 ilustra um processo de extracdo com fluido

supercritico.
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Figura 4 — Representacdo do processo de extracdo com fluido supercritico. Fonte: adaptado
de (ROSA et al., 2008).

O reciclo conduz o didxido de carbono gasoso até um condensador, onde o gas €
liquefeito. Logo em seguida o CO; liquido tem sua pressdo aumentada acima da pressao do
ponto critico, por consequéncia do trabalho de uma bomba, e sua temperatura elevada até a
uma temperatura de operacdo desejada por um aquecedor (ROSA et al., 2008)

Este processo de extracdo, assim como outros processos, pode ser caracterizado
através de curvas cinéticas de extracdo. As curvas de extracdo obtidas em processos com
fluidos supercriticos sd@o construidas através da quantificacdo da massa de extrato, ou do
rendimento, em funcdo do tempo ou da massa de solvente utilizada. Segundo Brunner
(1994), as curvas de extragdo global também sdo conhecidas como overall extraction
curves (OECs). A Figura 5 apresenta uma curva esquematica da cinética de extracdo

supercritica.
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Figura 5 — Curva de extragdo do processo supercritico: etapa de taxa de extracdo constante
(CER); etapa de taxa de extracdo decrescente (FER) e periodo difusional (DC).

Segundo Sovova (1994), as curvas de extracdo global podem ser dividas em trés
etapas. A primeira etapa corresponde ao periodo de taxa de extracdo constante (CER —
constant extraction rate), que € caracterizado pela extracio do soluto que recobre a
superficie externa das particulas da matriz vegetal ou de facil acesso. Nesta etapa a
conveccdo mdssica predomina no processo. A segunda etapa, periodo de taxa de extracao
decrescente (FER — falling extraction rate), comega quando ndo ha quantidades suficientes
de soluto para manter a taxa de extracdo constante, logo, tanto a convecg¢do quando a
difusdo sdo importantes na transferéncia de massa. Por fim, no periodo difusional (DC —
diffusion controlled), o soluto que recobria toda a matriz vegetal esgotou-se, sendo assim, o
processo € controlado somente pela difusdo do solvente para o interior das particulas e pela
difusdo do solvente/soluto para a superficie das particulas.

Assim, torna-se de grande importancia quantificar € compreender os mecanismos
envolvendo o processo de extracdo de compostos ativos através da constru¢do de curvas

cinéticas e a aplicacao de modelos matemaéticos.
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2.2.2 Modelos cinéticos das curvas de extracdo

A partir das curvas experimentais de extragdo, utiliza-se a modelagem matemética
para compreender principalmente os fendmenos que controlam o processo de extracdo com
fluido supercritico. Além disso, a modelagem também € usada para estimar os pardmetros
do processo para o projeto e o dimensionamento dos equipamentos e predicdo da
viabilidade econdmica do processo em escala industrial. Para Brunner (1994), o processo
de extracdo pode ser modelado de uma maneira simples, considerando-se apenas os
parametros de extracdo e o ajuste dos dados experimentais ao modelo para obter os
coeficientes desconhecidos. Porém, sabe-se que tal modelo ndo ird representar totalmente a
cinética de extracdo. Portanto, € necessdria uma abordagem mais complexa para
compreender os mecanismos envolvidos no processo de extracao.

Diversos modelos de extragdo supercritica sdo propostos na literatura. Alguns sdo
baseados no formato das curvas experimentais de extracdo e outros advém do balanco de
massa do processo. O presente trabalho utilizou o modelo de Sovova (1994) na modelagem

matematica do processo, que € descrito a seguir.

2.3.1 Modelo de Sovovd (1994)

O modelo de Sovova (1994) considera os coeficientes de transferéncia de massa da
fase solida e da fase fluida. O modelo baseia-se na extragdo a partir de uma matriz sélida
composta por material moido, em um leito de extragdo cilindrico com escoamento axial de
solvente que, na entrada do extrator, € livre de soluto, operando com temperatura e pressao
constantes. O tamanho das particulas do sélido e a distribuicao de soluto sdo homogéneos
no leito de extrac¢do no inicio do processo.

As equacdes de balangco de massa para a fase fluida e s6lida sdo dadas pela Equacdo

1 e Equagdo 2, respectivamente.
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a J&Y) (fase fluida)  Equacdo 1

V297, T &
X _ J&EY)p (fase sélida)  Equacdo 2
Jat 1—¢ ps

Os termos de transferéncia interfacial sao dadas pelas Equagdes 3 e 4.

JX,Y) = kya(Y* = Y) para X > X, Equagdo 3

Y araX<X;, Equacio4
X,Y=kX(1—) p =k quag
]( ) XA Ak y*
onde: ky, — Coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida; ky, — Coeficiente de

transferéncia de massa na fase sélida; X; — Concentracdo de soluto no interior da particula;

Y" - Solubilidade do soluto na fase fluida.

Sovova (1994) prop6s, em seu modelo, que a transferéncia de massa interfacial
depende da disponibilidade do soluto de facil acesso ao solvente. Uma hip6tese usada pela
autora é que parte do soluto estd diretamente exposto ao solvente devido a etapa de pré-
processamento da amostra, que ocasionou o rompimento das paredes celulares pelo
processo de trituragdo. Desta maneira, uma fragdo do soluto estaria cobrindo a superficie
das particulas e outra fracdo estaria no interior das células intactas. Logo, o processo de
SFE pode ser dividido em trés etapas: a primeira € controlada pela convecc¢do na fase
fluida, com taxa constante de extracdo, onde o soluto de facil acesso é removido; na
segunda etapa, tanto a conveccdo quanto a difusdo sdo importantes; € na terceira etapa, o
soluto restante se encontra no interior das células intactas, portanto a transferéncia de massa
¢ controlada pela difusdo na fase sdlida. Baseada nestas informacdes, a autora solucionou
analiticamente as equacgdes de balanco de massa para ambas as fases sélida e fluida,

podendo representar as OECs pelas seguintes equagoes:
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mg (z=H,t) = QcoZY*[l — exp(—2)]t paratepr <t Equagdo 5

mg (z=H,t) = Qco, Y[t — tcer exp(Zy — Z)] para tegr < € < trer Equacao 6

mg (z=H,t) =mg {XO - YW*ln [1 + [exp (%) - 1] exp [Wn?:z (teer — t)] ();—z)]} parat > tpgg Equa§50 7

onde:

7= M kyap Equagdo 8
Qco, (1 —¢)ps

W Mgrkya Equacdo 9
Qco,(1 —¢)
WQco
. 77" 1 Xoexp e, “(tegr — B) [ — Xk Equacio 10
w = WXO n XO - Xk
_ mg Xp Equacdo 11
CER Y*ZQCOZ
B ms; X, + Xpexp (Y—) Equagdo 12
trer = tegr + WQco In Xo
2

onde: mg- Massa de extrato; Qco,- Vazio de solvente; tcgg — Periodo de taxa de extragdo
constante; tggr — Periodo de taxa de extracdo decrescente; Xp - Concentracdo de soluto de

facil acesso; X - Rendimento global; mg; - Massa do material ndo extraivel.
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2.3 Ondas Ultrassonicas

2.3.1 Fundamentos

O som € o resultado da propagacdo da energia mecanica por meio da matéria na
forma de uma onda, que por sua vez, produz os fendmenos de compressao e rarefagdo. As
ondas de pressdo se propagam por meio do movimento fisico de material através do qual o
som estd sendo transmitido. Como resultado destas mudangas de pressdo, surge uma onda
senoidal. As alteracdes na pressdo em relagdo ao tempo sio as unidades basicas de medi¢cao
do som. A distancia entre os picos da curva tempo-pressdo € conhecida como comprimento
de onda, A. Esse periodo ¢ o tempo (t) necessario para completar um ciclo, conforme mostra
a Figura 6. O ndmero de ciclos por unidade de tempo € conhecido como frequéncia, e a
frequéncia e o periodo sdo inversamente proporcionais (WALTER, 1985; POVEY e
MASON, 1998)

Compresséo —p

ssdo

Pre

Rarefagao

+—>
Tempo t

Figura 6 — Fendmeno de compressao e rarefacdo durante a transmissdo de uma onda
sonora. Adaptado de: McClements (1995).

As altas frequéncias sdo expressas em quilo-hertz (kHz, 1 kHz = 1000 Hz) ou mega-

hertz (MHz). A gama de frequéncias audiveis varia entre 16 Hz e 18 kHz. J4 as ondas
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ultrassOnicas referem-se as ondas sonoras com uma frequéncia maior do que a gama
audivel para os seres humanos. A menor frequéncia ultrassonica é geralmente tomada como
20 kHz (WANG e WELLER, 2006). O limite superior de frequéncias de ultrassom nao é
claramente definido, mas ¢ geralmente considerado como sendo de 5 MHz, para
propagacdo em gases € 500 MHz para liquidos e s6lidos (POVEY e MASON, 1998). A

Figura 7 apresenta os intervalos de frequéncia para cada classificacdo das ondas sonoras.

, Subsénico | Audivel , Ultrasénico .
0 10 102 10° 10° 10° 10° 107
| 1 | | | | |
Frequéncia (Hz) I [ | | |
Audigdo Humana [ ] 16Hz-18kHz
Ultrassom de Alta Intensidade |:| 20 kHz - 100 kHz

Ultrassom com Poténcia Ampliada I:I 20 kHz - 2MHz

Ultrassom de Baixa Intensidade  [Jll 5 kHz - 10MHz

Figura 7 — Intervalos de frequéncia das ondas sonoras. Fonte: Adaptado de: Povey e Mason
(1998).

As ondas ultrassonicas sdo geradas por dispositivos conhecidos como transdutores,
pelos quais a energia mecanica ou elétrica pode ser convertida em energia sonora
(mecanica). Existem duas formas bdsicas de transdutores utilizados para gerar ondas
ultrassOnicas: magnetostritivo e piezoelétrico. Os transdutores magnetostritivos consistem
em uma bobina de fio colocada ao redor do material magnetostritivo. Quando um fluxo de
corrente elétrica € fornecido através da bobina, um campo magnético € criado, e isto faz
com que o material magnetostritivo seja contraido ou alongado, levando a formacdo de
ondas ultrassonicas (POVEY e MASON, 1998).

O segundo formato de transdutor é composto de um disco espesso de um material
de ceramica piezoelétrica. Inserida entre eletrodos que fornecem contato elétrico, as

ceramicas sdo comprimidas entre blocos de metal e pré-tensionadas. Quando uma tensao é
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aplicada, elas se expandem ou contraem, dependendo da polaridade. Este deslocamento
fisico provoca a geracdo de ondas ultrassonicas (POVEY e MASON, 1998).

As aplicacdes de ondas ultrassdnicas podem ser divididas, grosso modo, em duas
categorias: ultrassom de baixa intensidade e de alta intensidade. A primeira categoria
envolve ondas de baixa amplitude (Y), conforme a Figura 6, alta frequéncia e baixo
consumo de energia. Utiliza frequéncias muito elevadas, variando de 2 a 20 MHz, com
intensidades sonoras baixas, variando de 100 mW/cm? a 1 W/cm?. Geralmente € utilizada
na obtencdo de imagens médicas (andlise por ultrassom) e ensaios ndo destrutivos, como
por exemplo, teste para estruturas de aeronaves (POVEY e MASON, 1998). As aplicacdes
de baixo consumo de energia de ultrassom em processamento de alimentos incluem
medidas da taxa de escoamento (MCCLEMENTS, 1995), determinag¢do da composi¢ao
fisico-quimica (GHAEDIAN et al., 1998), determinacdo do tamanho de particula (WANG
e POVEY, 1999), determinacdo de perfis de sedimentacdo (RAZAVIAN et al., 1997),
monitoramento de transi¢des de fase e estudo de gelificacdo (ROBIN et al., 2012).

A segunda categoria, ultrassom de alta poténcia sonora ou ultrassom de alta
intensidade, utiliza frequéncias mais baixas (tipicamente de 20 a 100 kHz) e produz
intensidades sonoras de aproximadamente 10 a 1000 W/cm?, com amplitudes que variam
cerca de 5 a 50 ms' (MCCLEMENTS, 1995). Podem-se encontrar virias aplicacdes em
operacdes de processamento de alimentos de ondas ultrassonicas de alta intensidade, tais
como em processos de emulsificacio/homogeneizacio (BEHREND e SCHUBERT, 2001),
filtracao (WEN, SUI e HUANG, 2008), secagem (FERNANDES, LINHARES JR e
RODRIGUES, 2008), inativacdo de microrganismos € enzimas (ORDONEZ et al., 1987,
VERCET, LOPEZ e BURGOS, 1999), reforco na transferéncia de calor e massa
(CHEMAT, ZILL E e KHAN, 2011), extracdo de compostos bioativos (KHAN et al.,
2010), modificacao e controle do processo de cristalizacio (LI e SUN, 2002).
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2.3.2 Processo de extragdo assistido por ultrassom

Atualmente a extragdo assistida por ultrassom (Ultrasound-assisted extraction,
USAE) é uma poderosa ferramenta na extracdo de compostos ativos. O uso de ondas
ultrassOnicas aumenta a eficiéncia do processo, reduz a temperatura necessdria e favorece a
solubilizacdo dos compostos alvo no solvente (ESCLAPEZ et al., 2011).

As ondas ultrassOnicas sdo vibragdes mecanicas aplicadas em soélidos, liquidos ou
gases com frequéncias superiores a 20 kHz. Tais ondas sdo diferentes das ondas
eletromagnéticas, pois necessitam de matéria para se propagar. Elas sdo caracterizadas por
sua frequéncia e comprimento de onda, e o produto matematico destes parametros resulta
na velocidade da onda através do meio (WANG e WELLER, 2006).

As ondas ultrassonicas causam o efeito de expansdo e de compressdo sobre a
matéria. A expansdo pode criar bolhas em um liquido e produzir pressdo negativa, enquanto
o colapso das bolhas formadas pode causar cavitagdo. O colapso das bolhas perto das
paredes celulares produz rompimento celular, e como resultado, ocorre uma melhor
penetracdo do solvente para o interior das células, e consequentemente um aumento da
transferéncia de massa (ESCLAPEZ et al., 2011). A Figura 8 é uma representacio

esquematica dos efeitos do processo de ultrassom sobre a interface de uma matriz vegetal.

(a) () (d)

I I 1
I | 1
| | 1
I | 1
o 1 1 1
_a e
| 1 | -—
Fell Fe Fef Fat
150
T Implosao(c)
=
1 100 - (b)
©
m
S 50
2
©
o Formagao (a) (d)
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (ps)

Figura 8 - Representacio esquematica dos efeitos do processo de ultrassom sobre a matriz
vegetal. Fonte: adapatado de Esclapez et al., (2011) e Castro e Capote (2007).
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Pode-se verificar na Figura 8 que, no primeiro estdgio, ocorre a formagdo de bolhas
(a); tais bolhas sofrem expansdo e compressao (b) que ocasionardo o colapso ou implosao
das mesmas (c). Eventualmente, caso esse colapso ocorra perto da interface da matriz
vegetal, pode-se gerar ondas de choque que perturbardo a parede da matriz,
consequentemente liberando o material intraparticular no solvente (d) (ESCLAPEZ et al.,
2011).

Para sistemas de extragdo solido-liquido, o efeito mais importante do ultrassom é o
efeito mecanico atribuido a cavitagcdo. Pontos quentes sdo gerados no fluido pelo colapso
das bolhas e as ondas de choque produzidas por esse colapso criam uma turbuléncia
microscopica nos filmes interfaciais que rodeiam as particulas sélidas. Este fenomeno ¢é
denominado microstreaming, e resulta em um aumento da taxa de difusdo e,
consequentemente, em aumento na transferéncia de massa através da pelicula (CASTRO e
CAPOTE, 2007; TAKEUCHI et al., 2008)

Os maiores efeitos sdo observados a temperaturas mais baixas, quando a maioria das
bolhas estd no estado gasoso. Embora as cavitacdes sejam mais facilmente formadas com
um solvente que tem uma alta pressdo de vapor, baixa viscosidade e tensdo superficial, a
intensidade da cavitacdo aumenta para solventes com baixa pressdo de vapor, alta
viscosidade e tensao superficial (TAKEUCHI et al., 2008). Porém, poucos estudos indicam
a existéncia de tais fenomenos em fluidos a altas pressoes.

A frequéncia de ultrassom exerce influéncia significante sobre o rendimento da
extracdo e da cinética. No entanto, esta influéncia é dependente da estrutura do
material/matriz vegetal e do composto a ser extraido. Em alguns casos, € necessdrio aplicar
frequéncias mais baixas no processo para evitar a degradacdo dos compostos bioativos
(TAKEUCHI et al., 2008).

O rendimento dos compostos alvo no processo de extracdo pode ser influenciado
também pela morfologia da particula, pois a eficiéncia da extracdo depende do caminho que
o solvente deve percorrer para extrair os compostos desejados (TAKEUCHI et al., 2008).
Stanisavljevi¢, Lazi¢ e Veljkovi¢ (2007) concluiram que uma menor quantidade de
compostos alvo pode ser transportada do interior de uma particula grande para o solvente

devido a uma maior resisténcia ao transporte, pois o solvente deve percorrer caminhos mais
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longos em comparagdo com particulas menores. Zhao, Kwok e Liang (2007) encontraram o
mesmo comportamento, sugerindo também que, quando a particula é suficientemente
pequena, a maioria das paredes celulares € quebrada através da aplicacdo de ultrassom.
Outro fator de extrema importancia em extragOes assistidas por ultrassom é a
configuracdo do extrator, que pode ter o transdutor acoplado ao vaso de extrag@o ou ter uma
sonda ultrassOnica imersa no meio solvente/matriz vegetal. A Figura 9 mostra

esquematicamente algumas geometrias de extratores com ondas ultrassonicas.

Transdutor (sonda)

Solvente/Matriz / \ %

Transdutor

:

I
'

(a) (b) (c)

Figura 9 — Configuragdes tipicas de extratores: (a) transdutor acoplado a um vaso;
transdutor (sonda) imerso no meio solvente/matriz vegetal, (b) em batelada e em modo
continuo (considerando o fluido/solvente) (c). Fonte: adaptado de Esclapez ef al.,
(ESCLAPEZ et al., 2011).

Atualmente, os sistemas de extracdo mais utilizados em escala de laboratério sdo os
banhos ultrassonicos ou a sonificacdo direta. Os banhos ultrassdonicos consistem em um
transdutor acoplado ao um tanque contendo um liquido responsavel por transferir as ondas
ultrassonicas até um recipiente contendo a matriz extrativa, conforme a Figura 9 (a). Uma
das desvantagens dessa geometria € a falta de uniformidade de distribuicio das ondas
ultrassonicas. Assim, a sonificagdo direta surgiu como uma alternativa para melhorar a

distribuicao das ondas ultrassonicas através do meio de extracdo. Esse sistema consiste em
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inserir uma sonda ultrassOnica diretamente na mistura solvente/matriz vegetal, como
demonstra a Figura 9 (b) e (¢c) (ESCLAPEZ et al., 2011).

Na USAE ¢ necessario considerar a influéncia das varidveis de processo, como a
energia ultrassdnica, frequéncia, temperatura, configuracdo do extrator, solventes, razio
matriz vegetal/solvente ou tamanho de particula e estrutura da matriz. Essas varidveis
podem permitir a identificagdo dos fatores de escala que sdo necessdrios para possibilitar a
transferéncia das condi¢cdes experimentais encontradas em laboratério para um nivel
industrial. Além disso, € necessario considerar que, em processos de extragdao, a meta do
processo ndo é somente alcangar o maior rendimento de extracdo, mas também baixo custo
e baixo consumo de energia (ESCLAPEZ et al., 2011).

A extragdo assistida por ultrassom (USAE) a baixas pressdes com diferentes
solventes tem sido aplicada em diversas matrizes de origem vegetal, tais como, uva
(CARRERA et al., 2012), roma (TIAN et al., 2013), alecrim (ALBU et al., 2004), tomate
(LIANFU e ZELONG, 2008) e pimenta (BARBERO et al, 2008; BOONKIRD,
PHISALAPHONG e PHISALAPHONG, 2008). Porém, sd@o poucos os trabalhos cientificos
que enfocam a extracdo assistida por ultrassom a altas pressdes, como a extracdo com

fluido supercritico.

2.3.2.1 Extragdo supercritica assistida por ultrassom

A extracdo com dioxido de carbono supercritico assistida por ultrassom € um
processo relativamente novo, sendo que o primeiro trabalho experimental foi apresentado
por Chen et al., (1997) no 4° Simpésio Internacional sobre Fluidos Supercriticos em 1997
(International Symposium on Supercritical Fluids - 1SSF) em Sendai - Japao.
Posteriormente, Riera et al, (2003) publicaram um trabalho no World Congress on
Ultrasonics (WCU) sobre aplicagdo de ondas ultrassonicas, que foi intitulado: Geracdo e
efeitos de ultrassom de alta intensidade em fluidos supercriticos (Generation and effects of

high-intensity ultrasound in supercritical fluids).
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O primeiro trabalho cientifico publicado em um periddico internacional foi de Riera
et al., (2004) no qual se estudou o efeito das ondas ultrassdnicas sobre a extracdo
supercritica com diéxido de carbono de améndoas (Prunus amygdalus). Os autores
obtiveram um aumento de 30% no rendimento de extrato em comparacdo com a extragao
somente com CO; supercritico.

A Tabela 4 apresenta as condicdes operacionais de extracdo supercritica, com
diéxido de carbono, assistida por ultrassom usando matérias-primas de origem vegetal.
Estas informacgdes estdo nos principais trabalhos publicados nos udltimos nove anos em

periddicos cientificos.

Tabela 4 — Condigdes operacionais de extragdo supercritica com diéxido de carbono
assistida por ultrassom de matérias-primas de origem vegetal.

Matéria-Prima

Améndoa Coix
Gengibre Marigold
(Prunus (Coix lachryma-jobi
(Zingiber officinale) (Tagetes erecta L.)
amygdalus) L. var. Adlay)
Temperatura (°C) 55 20 e 40 30-55 55
Pressdo (MPa) 28 6,8¢e 16 10-30 25
Diametro de
3-4¢9-10 4-8 0,3-0,45 0,245-0,35
Particula (mm)
Poténcia (W) 50 100 e 300 0-110 0-400
Frequéncia (Hz) 20 20 20 25e33
Aumento do
30 30 14 65
Rendimento (%)
(RIERA et al., (BALACHANDRAN
Fonte (HU et al., 2007) (GAO et al., 2009)
2004) et al., 2006)

A extrag@o supercritica com CO, assistida por ultrassom de 6leo de Coix (Coix
lachryma-jobi L. var. Adlay), vulgarmente conhecido no Brasil com capim-rosirio ou
lagrima de nossa senhora, foi estudado por HU et al., (2007). Os resultados demonstraram
que a extracao com fluido supercritico associada ao ultrassom pode reduzir a temperatura, a

pressdo e a vazdo requerida de solvente, bem como o tempo utilizado no processo.
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Comparando SFE com SFE assistida por ultrassom, houve um aumento de rendimento de
14% de o6leo de Coix. Portanto, segundo os autores, ¢ possivel obter 6leo de Coix em
condi¢cdes de processo mais amenas, sendo possivel obter um 6leo com maior teor de
compostos sensiveis as varidveis do processo.

Balanchandran et al., (2006) verificaram a influéncia do uso de ondas ultrassonicas
durante a extracdo de compostos pungentes de gengibre (Zingiber officinale) com CO,
supercritico. O aumento no rendimento foi cerca de 30% e, segundo os autores, a maior
taxa de extracdo no processo assistido por ultrassom € atribuida a ruptura das estruturas
celulares e a um aumento da acessibilidade do solvente a estrutura interna de particulas.

O grande interesse das industrias farmacéutica e alimenticia em 6leos essenciais de
origem vegetal com caracteristicas benéficas a saude humana, como no caso da capsaicina,
tem impulsionado as pesquisas relacionadas aos métodos de extracio de tais compostos. Na
ultima década a tecnologia supercritica ganhou atencdo de vérios grupos de pesquisa e
inddstrias interessadas em obter extratos de alta qualidade. Mais recentemente, o uso de
ondas ultrassonicas foi aplicado no processo SFE. Porém, ha um numero restrito de
pesquisas publicadas na literatura, conforme a revisdo bibliografica acima, sobre extracao
supercritica assistida por ultrassom e seus efeitos sobre os extratos obtidos. Desta forma,
torna-se de grande importancia o estudo do processo de extracdo via SFE de pimenta
malagueta assistido por ultrassom, bem como, a avaliagdo de seus efeitos nos compostos

bioativos obtidos por tal técnica.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia Supercritica, Extracio,
Fracionamento e Identificacdo de Extratos Vegetais — DEA/FEA/UNICAMP (LASEFI). A
Figura 10 apresenta o diagrama com as atividades desenvolvidas neste projeto. Tais

atividades s@o descritas nos topicos subsequentes.

Materia Prima

i Matéria-Frima ’I.r PFré-tratamento da

h

Caracterizacio da

Miatriz Vegetal
Y Y Y
Extragio Extragdo Extracio
Supercritica ¢ Supercritica 5/ Comvencianal
Ultrassom Ultrassom {Southlet)
h 4
> Caractenzacaa do <
Extratos

kb J

Caracterizacao da Matriz
Wepetal Pds-Extracio

h J Y
Micrascopla Micdelagem
Eletrinica Matematica

Figura 10- Diagrama com as atividades do projeto.
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3.1 Matéria-prima

A matéria-prima foi a pimenta da variedade malagueta (Capsicum frutescens L.)
adquirida na Central de Abastecimento de Campinas S.A. (CEASA, Campinas-SP). Os
frutos foram selecionados quanto a sua integridade fisica e, posteriormente, higienizados
através da imersdo em uma soluc¢do de 100 ml/l de hipoclorito de s6dio durante 20 minutos.
Apo6s esse periodo, os frutos foram enxaguados com &dgua corrente para a retirada do
excesso da solucao higienizadora e finalmente armazenados em freezer (-8 °C) para futura

utilizacdo.

3.1.1 Pré-tratamento

A matéria-prima foi submetida ao processo de secagem em estufa com circulagdo de
ar forcada por 70+2°C durante 20 horas, conforme a metodologia utilizada por Aguiar et
al., (2012). Apds a secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas (Marconi,
modelo MA 340, Piracicaba-SP) com o objetivo de homogeneizd-las e diminuir a
resisténcia a transferéncia de massa durante as etapas de extracdo. A classificacdo do
material moido foi realizada conforme o tamanho de particulas em um sistema vibratdrio
(Bertel, modelo 1868, Caieiras-SP) com peneiras de abertura de 16 a 80 mesh (série Tyler,
Wheeling, EUA). As massas retidas sobre cada peneira foram pesadas em balanga analitica
(Radwag, modelo AS 220/C/2, Sao Paulo-SP), separadas e acondicionadas em embalagens
plasticas e novamente congeladas (-8 °C). A Figura 11 apresenta as etapas de pré-
processamento da matéria-prima até a obtencdo da matriz vegetal utilizada nos ensaios de

extracao.
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Figura 11 — Etapas de pré-processamento da matéria-prima até a obtenc¢do da matriz vegetal
utilizada nos ensaios de extracao.

3.1.2 Caracterizagdo fisico-quimica

A matéria-prima desidratada e moida foi caracterizada quimicamente pela
realizacdo das seguintes andlises: extracdo de capsaicinoides, conforme a metodologia de
Barbero (2008); determinacdo do teor de capsaicina por cromatografia liquida alta
eficiéncia (descrita na secdo 3.5.1); teor de fendlicos totais por espectrofotometria
conforme Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventés (1999) (descrita na seccdo 3.5.2) e
umidade (A.O.A.C., 1998).

As amostras foram submetidas a extracdo Soxhlet (I.A.D., 2005), descrita na secao
3.4.2, a fim de comparar os rendimentos obtidos com os encontrados nos ensaios de
extracdo supercritica. A determinagdo de lipidios totais foi realizada por Soxhlet utilizando
Hexano como solvente. As concentragdes de capsaicinoides e de fendlicos totais nos

extratos foram medidas conforme descrito nas se¢des 3.5.1 e 3.5.2, respectivamente.
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3.2 Caracterizacao da matriz vegetal

3.2.1 Caracterizagdo do leito de particulas

O leito de particulas foi caracterizado através da determinacdo do diametro médio
de particula, da massa especifica aparente, massa especifica real e da porosidade do leito.
As metodologias utilizadas sdo descritas a seguir.

O diametro médio das particulas foi determinado através do modelo proposto por

A.S.A.E. (1998), conforme a Equacdo 13.

. 4. )05
Yizi[wi- log(di-diyq) ]} Equagdo 13

dmg = exp{

onde: dp, 4 € didmetro médio das particulas (mm); d; € a abertura da i-ésima peneira (mm);
d;;1 é a abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm); w; € massa retida
na i-ésima peneira; n é o ndimero total de fracoes.

A massa especifica aparente (p,) do leito de particulas foi obtida pela relacdo entre
a massa de amostra utilizada nas extracdes pelo volume do leito, incluindo assim apenas os
poros do leito e ndo os poros do interior das particulas.

A massa especifica real (p,-) foi obtida pelo método de picnometria com gés hélio
na Central Analitica da Unicamp. O equipamento utilizado foi o Picndmetro automético
Quantachrome Ultrapyc modelo 1200e.

A porosidade do leito de extracao foi determinada através da massa especifica real e
aparente das amostras, incluindo os poros do leito e do interior das particulas, através da

Equacao 14.

e=1—- — Equacao 14
Pr
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3.2.2 Microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo

(FESEM)

A estrutura das amostras antes e depois da extragdo supercritica foi analisada
utilizando-se um microscopio eletronico de varredura equipado com um canhdo de emissao
de campo (FESEM - FEI Quanta 650). Antes da andlise, as amostras secas e moidas foram
cobertas com ouro (Au) em um metalizador SCD 050 (Oerlikon-Balzers, Balzers,
Liechtenstein). Ambos os equipamentos estavam disponiveis no Laboratério Nacional de
Nanotecnologia  (LNNano), localizado em  Campinas-SP. Foram analisadas
morfologicamente amostras do epicarpo dos frutos de pimenta, sendo que as particulas de
pericarpo moidas foram separadas das particulas de pedinculos e de sementes com o
auxilio de uma pinca e de um microscopio Optico. As andlises das superficies das amostras
foram realizadas sob véacuo, usando uma tensao de acelera¢do de 5 kV. Um grande nimero
de imagens foi obtida em diferentes dreas das amostras (pelo menos 20 imagens por

amostra) para garantir a reprodutibilidade dos resultados.

3.3 Unidade de extracao supercritica

A unidade de extracdo utilizada nos experimentos € composta de uma célula de
extracdo com volume de 300 mL, que suporta pressdoes de até 45 MPa. A unidade €
equipada com um banho de refrigeracdo que controla a temperatura do CO; na entrada da
bomba, um banho de aquecimento e uma manta de aquecimento que mantém a temperatura
do extrator de aco inox. A unidade ainda conta com uma bomba de solvente, um totalizador
de vazdo, termopar € mandmetro.

Uma sonda ultrassonica, com macroponta de titdnio de 13 mm de didmetro, ligada a
um transdutor marca Unique Group, modelo DES500 (transdutor piezoelétrico), € a
responsavel pelo controle da poténcia do ultrassom, que pode ser ajustada de 10 a 99% da
poténcia total (800 W). A Figura 12 mostra o diagrama esquematico da unidade de extracao

supercritica assistida por ultrassom.
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Figura 12 - Diagrama esquemético da unidade de extrag¢do supercritica com dioxido de
carbono assistida por ultrassom; V-1, V-2, V-3, V-4 e V-5 — Vidlvulas de bloqueio; V-6 —
Vilvula micrométrica; C- Compressor; F-Filtro de ar comprimido; BR — Banho de
refrigeracdo; B- Bomba (Booster); BA — Banho de aquecimento; I-1 e I-2 — Indicadores de
pressdo e temperatura, respectivamente; IC-1, IC-2 e IC-3 — Controladores de poténcia
ultrassdnica, temperatura da célula de extracdo e da temperatura da valvula micrométrica,
respectivamente; CE — Célula de extracdo (300 mL); S — Sonda ultrassonica.

O diéxido de carbono, com 99,0 % de pureza (White Martins, Campinas/SP),
estocado no reservatorio, € resfriado a 263 K no banho ultratermostatizado (Marconi,
modelo MA184, Piracicaba-SP) que opera com etileno glicol. Desta forma, o CO, ¢é
liquefeito na entrada da bomba pneumdtica, evitando a cavitacdo da mesma. A bomba, por
sua vez, comprime o solvente até a pressdo de extragdo. O estado supercritico € atingido
por troca térmica através de uma serpentina instalada dentro de um banho de aquecimento,
que estd regulado em uma determinada temperatura (40°C). A temperatura do processo €

monitorada pelos termopares que se encontram em contato com a parede externa e na saida

de solvente/soluto do leito de extragdo. Considera-se que a temperatura indicada seja a
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mesma do leito de particulas, uma vez que o extrator € feito de aco inox e por isso possui
alta condutividade térmica. O solvente escoa através do leito de extracdo e a vazdo é
controlada pela vdlvula micrométrica (agulha), que se encontra na saida da linha. Esta
valvula possui um sistema de aquecimento elétrico monitorado por um termopar com o
objetivo de diminuir os efeitos da expansdo Joule-Thomson. Através da vélvula
micrométrica o solvente € despressurizado automaticamente até a pressdo ambiente € o
soluto € precipitado no recipiente de coleta de 100 ml. O CO,, agora na fase gasosa, passa
pelo fluxométro, que permite monitorar a vazdo do solvente no processo. Antes de ser
liberado para o meio ambiente, o CO, atravessa o totalizador de vazao (LAO, modelo G
0,640,001 m3; Sao Paulo-SP) que permite calcular o volume total de solvente usado no

processo. A Figura 13 apresenta a unidade de extracdo supercritica assistida por ultrassom.

Figura 13 — Unidade de extracdo com diéxido de carbono supercritico assistido por
ultrassom.
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O procedimento operacional padrdo de uso da unidade para um processo de extracao

supercritica € descrito a seguir.

1.

Nk

10.

11

13.

14.
15.

16.

17.

Verificar que todas as valvulas estdo fechadas e se a valvula micrométrica
V-6 esta aberta ¥4 de volta;

Verificar se o compressor (C) de ar estd ligado e se hd ar comprimido na
linha;

Ligar o banho ultratermostatizado (BR) e aguardar que alcance a
temperatura de 263 K (-10 °C);

Ligar o banho de aquecimento (BA) a temperatura de trabalho;

Conectar a célula de extracdo (CE) devidamente empacotada;

Conectar a jaqueta de aquecimento da célula de extracao;

Programar a temperatura da jaqueta de aquecimento da célula de extracdo
conforme a temperatura do ensaio através do controlador IC-2;

Programar a temperatura da vélvula micrométrica (geralmente entre 110 e
130 °C) através do IC-3;

Programar a poténcia ultrassonica através do controlador IC-1;

Aguardar a estabilizacdo das temperaturas programadas;

. Conectar o recipiente de coleta na linha;

12.

Abrir as vélvulas V-1, V-2 e V-4 permitindo a passagem do CO, e aguardar
a estabilizacdo da pressao;

Ajustar a pressdo de operacdo na bomba (B) através da valvula V-4 e
acompanhar a pressdao no manometro I-1;

Aguardar a pressurizacdo do sistema até a pressdo estabelecida;

Abrir lentamente a valvula V-5, em caso de uso da sonda ultrassom, ligar a
geracao de ultrassom (IC-1);

Controlar a vazao através de vélvula V-6 e verificar a vazao no fluxdmetro
(FL);

Acompanhar o indicador de temperatura I-2, e em caso de defasagem com a

temperatura de trabalho, regular novamente IC-3;
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18. Acompanhar a extracdo até o fim do tempo determinado ou até o consumo
determinado de solvente;

19. Apés o fim, fechar a valvula V-3, para encerrar o funcionamento da bomba,
e despressurizar o leito fechando a valvula V-4;

20. Aguardar a despressurizagdo do leito de extracao;

21. Desconectar o leito de extrac@o da linha;

22. Fazer a limpeza da linha com etanol, para recuperar tracos de extratos
retidos;

23. Usar o rota-evaporador para retirada do etanol e recuperacdo do extrato.

3.4 Planejamento dos experimentos

Inicialmente, foram realizadas extracdes para a determinacdo do tempo de extracao
para os ensaios de rendimento global e calibragdo dos equipamentos, nas condigdes
otimizadas por Aguiar et al., (2012), que estudou a influéncia da pressao e temperatura do
diéxido de carbono supercritico sobre o rendimento global e o teor de capsaicinoides do
extrato na SFE de pimenta malagueta. Posteriormente, foram realizados os ensaios para
avaliar a influéncia das varidveis do processo, tempo de radiacdo do ultrassom e poténcia
ultrassOnica, sobre o rendimento global. Cada experimento foi conduzido com massa de
matéria-prima constante e sempre visando a obtencdo de extrato suficiente para realizar as
andlises fisico-quimicas. Nos ensaios de rendimento global também foi mantida constante a
raz3o entre massa de matéria-prima e de solvente utilizados (S/F). Por fim, foi estudada a
influéncia do tamanho de particula sobre a cinética de extracdo supercritica assistida por

ultrassom. Tais etapas sdo descritas a seguir.

3.4.1 Experimentos de rendimento global

Nos experimentos de rendimento global foi estudada a influéncia das varidveis do

processo de ultrassom na extragdo supercritica de pimenta vermelha, variando a poténcia de
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180 a 360 W e o tempo de aplicacdo do ultrassom de 60 a 240 minutos durante as cinco
horas de extracdo, e os resultados foram comparados com os obtidos com o método de
extra¢do convencional (Soxhlet).

Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a 5% de significancia, utilizando o
software Statistica 6.0. A Tabela 5 apresenta o planejamento experimental completamente

aleatorizado utilizado neste trabalho.

Tabela 5 — Planejamento experimental completamente aleatorizado, com as varidveis:
método, solvente, poténcia e tempo de radiagdo do ultrassom.

Método Solvente Polaridade!
Acetato de Etila 0,0
Diclorometano 3,1
Soxhlet Eter Etflico 4.4
Hexano 0,0

SFE Poténcia (W) Tempo? (min)
SFE (40°C, 15 MPa) - -

SFE+US 360 240
SFE+US 360 150
SFE+US 360 60
SFE+US 280 240
SFE+US 280 150
SFE+US 280 60
SFE+US 200 240
SFE+US 200 150
SFE+US 200 60

SFE — Extragdo Supercritica; US — Ultrassom; Fonte: Byers (2009); 2Tempo de radia¢do do ultrassom em

minutos.

As varidveis de resposta foram o rendimento global (X,) de extracdo, que foi
calculado pela razdo entre a massa de extrato (m,,;) obtida e a massa de amostra (matriz
vegetal) (M) utilizada para formar o leito, conforme a Equagdo 15, além das respostas
experimentais de concentragdo de capsaicinoides totais, capsaicina (C), dihidrocapsaicina
(DHC), nordihidrocapsaicina (n-DHC) e homohidrocapsaicina (h—DHC) e a concentracao

de fendlicos totais.
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Mext

Xo = x 100 Equacdo 15

3.4.2 Extrac¢do a baixa pressdo - Soxhlet
A fim de comparar a extracdo supercritica com uma extragdo convencional usando

solvente organico, as amostras foram submetidas a técnica convencional de extragdo

Soxhlet (I.A.L., 2005), cujo esquema de funcionamento estd representado na Figura 14.

Condensador

N/

A

Matéria-prima
™ Refluxo de Solvente

Solvente

Figura 14 — Aparato experimental utilizado nos experimentos de extragdo a baixa pressao
(Soxhlet).

Aproximadamente cinco gramas de matriz vegetal seca e moida foram pesadas em
um cartucho de papel filtro, sendo o mesmo inserido em um extrator tipo Soxhlet. A razio
madssica entre solvente e matéria-prima foi de 1:30 e o tempo de extracdo foi de seis horas.
Foram utilizados quatro solventes diferentes: hexano P.A. (Exodo Cientifica/Hortolanida-

SP, Brazil A), diclorometano P.A. (Exodo Cientifica), éter etilico P.A. (Exodo Cientifica) e
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acetato de etila P.A. (Exodo Cientifica). Ao final de seis horas o extrato foi recolhido e o
solvente residual evaporado sob vidcuo em um evaporador rotativo (Heildoph Instruments
modelo Laborota 4001, Viertrieb, Alemanha). Todos os experimentos foram realizados em

duplicata.

3.4.3 Experimentos cinéticos

Os experimentos cinéticos, para a obten¢cdo das curvas de extracdo supercritica,
foram realizados através da determinacdo da massa de extrato, ou rendimento global
(conforme Equacdo 15) em funcdo do tempo de extracdo. Os frascos de coleta foram
previamente pesados em balanga analitica e a coleta do soluto extraido foi realizada em
intervalos de tempo pré-determinados. A massa de extrato obtida foi aferida em balanca
analitica (Sartorius, Modelo A200S, Gottingen, Alemanha) e os frascos foram armazenados
sobre refrigeracdo até o momento da caracterizagdo dos mesmos.

A fim de verificar a influéncia do diametro de particula sobre a cinética de extracdo
supercritica assistida por ultrassom, tal varidvel foi fixada em dois intervalos diferentes:
1,68 a 1,18 mm e 0,342 a 0,177 mm, para o primeiro e o segundo intervalo,
respectivamente. Todos os ensaios foram conduzidos com a mesma vazdo de solvente
(1,673 x 10 kg/s), temperatura (40° C) e pressdo (15 MPa) dos ensaios de rendimento
global. Porém, com a finalidade de utilizar esses dados para a modelagem matematica, o
leito de particula foi configurado com aproximadamente 20 gramas de matriz vegetal
colocados no centro da célula de extragdo, os espagos vazios foram preenchidos com
material inerte (esferas de vidro) e 1a de vidro foi utilizada para separar a matriz vegetal do
material inerte. A Figura 15 ilustra a configuracdo do leito de extracdo utilizada em tais

€nsaios.
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Figura 15 — Configuracgdo do leito de extragdo utilizado nos ensaios cinéticos de SFE
assistida por ultrassom.

3.5 Caracterizacao dos extratos

Aproximadamente 1 g dos extratos obtidos por didxido de carbono supercritico,
assistido e ndo assistido por ultrassom e por Soxhlet foram pesados, diluidos em metanol
(Exodo Cientifica), ajustados a um volume de 10 mL, e filtrados com o auxilio de filtros
millex PVDF 0.22 pm (Millipore). Por fim, as amostras foram submetidas a um banho
ultrassonico (135 W/25 kHZ - Unique ultracleaner 1450) durante 10 minutos com a
finalidade de homogeneizar os extratos. As amostras da matriz vegetal desidratada foram
submetidas a0 mesmo processo em banho ultrassonico, conforme a metodologia de Barbero
et al., (2008). Uma aliquota de 1,5 mL da solu¢do metanol/extrato foi acondicionada em um
frasco ambar para andlise cromatografica e o restante foi utilizado para andlise de fendlicos

totais. As metodologias das anélises quimicas sdo descritas abaixo.

3.5.1 Teor de capsaicinoides
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A anélise do teor de capsaicinoides totais foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) em um sistema cromatogrifico Dionex (Sunnyvale, CA, EUA), que
consiste em um injetor automdtico de amostras (ASI-100), uma bomba (P680), um
compartimento de coluna termostdtica (TCC-100), um agrupamento de detectores de
fotodiodos (PDA-100), uma interface de cromatografia universal (UCI-50) e do software
Chromeleon 6.60. Os capsaicinoides foram separados usando um LiChrospher RP-18e (250
mm X 4 mm, 5 pum ID, Merck). O comprimento de onda utilizado para a detec¢ao foi de 280
nm.

O método de separacdao cromatografica utilizado foi através de gradientes de dois
solventes: dgua acidificada (0,1% de 4cido acético, solvente A) e metanol acidificado (0,1%
de acido acético, solvente B), funcionando a uma vazdo de 1 mL/min. O método do
gradiente utilizado foi o seguinte: 0 min, 0% de B, 2 min, 55% de B, 6 min, 55% de B, 7
min, 60% de B, 12 min, 60% de B, 14 min, 65% de B, 15 min, 65% de B, 20 min, 70% de
B, 25 min, 70% de B e em 27 min, 10% de B. A temperatura da coluna foi mantida
constante a 25 ° C.

O método foi utilizado para preparar as curvas de calibracdo para a capsaicina e a
dihidrocapsaicina, que sdo os dois padrdes de capsaicinoides disponiveis comercialmente.
As equagdes de regressao e os coeficientes de correlacdo sdo apresentados nos Anexos I e
IT respectivamente. Os limites de detec¢do foram de 9,76 mg/L para capsaicina e 4,10 mg/L
para dihidrocapsaicina, e os de quantificagdo foram de 32,55 mg/L para capsaicina e 13,67
mg/L para a dihidrocapsaicina. A capsaicina e a dihidrocapsaicina foram quantificadas a
partir de curvas de calibracdo obtidas com as solugdes-padrao. Uma vez que ndo existem
padrdes comerciais para nordihidrocapsaicina e homodihidrocapsaicina, estes compostos
foram quantificados a partir da curva de calibragdo de dihidrocapsaicina, dadas as
semelhangas estruturais entre estas moléculas e tendo em conta os seus pesos moleculares
proximos. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Tais anélises foram realizadas
na Universidade de Cadiz, Espanha/Puerto Real, Céadiz, Faculdade de Ciéncias, no

Departamento de Quimica Analitica.
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3.5.2 Teor de Fendlicos Totais

O contetido de compostos fendlicos totais foi determinado por espectrofotometria
utilizando o método de Folin-Ciocalteau, conforme a metodologia proposta por Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com modificagdes: 2,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau (Dinamica, SP, Brazil) foram diluidos (1:10 v/v) em d&gua destilada e
adicionados a 0,5 ml de solucdo de extrato de pimenta malagueta diluido em metanol. Apds
5 minutos foram adicionados 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%). As solucdes
permaneceram por duas horas ao abrigo da luz, e posteriormente a absorbancia foi medida
em um comprimento de onda de 760 nm com a utilizacdo de uma cubeta de quartzo. A
curva de calibracdo foi confeccionada com &cido galico (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA) e os resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de dcido galico
(EAG) por grama de matriz vegetal desidratada. No Anexo IV se encontra a curva de

calibracdo utilizada para o cédlculo do teor de fendlicos totais.

3.6 Caracterizacao da matriz vegetal pos-extracio

ApOs as extragdes assistidas e ndo assistidas por ultrassom, as amostras da matriz
vegetal foram analisadas através de uma microscopia eletronica de varredura, conforme

descrito na Se¢do 3.2.2.

3.7 Modelagem matematica

A modelagem matemdtica das curvas de extracdo foi realizada com o intuito de
avaliar a influéncia das condi¢des de processo no ajuste das curvas experimentais de
extracdo supercritica de pimenta, nos valores dos parametros ajustados, bem como
identificar os mecanismos mais importantes do processo. No ajuste do modelo de Sovova
(1994) foram empregados métodos de minimiza¢do local da fungdo objetivo (f). A

aplicacdo dos métodos numéricos de ajuste foi feita utilizando ferramentas computacionais.
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A modelagem consistiu no ajuste individual de cada curva experimental. Foi usado
o software Force Fortran Compiler and Editor 2.0.9, aplicando a rotina de Powell (2009).
Os dados de processo necessdrios para aplicar o modelo sdo: rendimento da extra¢do X, (kg
extrato/kg solido), altura e didmetro da coluna de extracdo (H e d); massa de sélido (M),
didmetro médio da particula (d,,4), massa especifica do solvente (ps), massa especifica
aparente do sélido (p,), porosidade do leito (¢), solubilidade do extrato no solvente (Y™),
vazdo de solvente (Q¢p,) € 0 conjunto de dados da massa de extrato acumulado (Mmey;) € 0
respectivo tempo (t). Os pardmetros ajustdveis do modelo de Sovova (1994) sdo: a razdo de
soluto de dificil acesso na matriz vegetal (X)) e os coeficientes de transferéncia de massa na
fase fluida (k,4) e na fase solida (kx,).

A rotina usada é um método iterativo de ajuste que trabalha com uma faixa de
valores dos parametros estipulada pelo usudrio em um numero limitado de iteracgoes.
Dentro desta faixa, a rotina busca os valores dos parametros que minimizam a fungdo
objetivo (f), que € definida como a soma dos quadrados dos residuos, conforme mostra a

Equacao 16.

text

2 ~
f = Z [mecalc(t) — Meexp (kya; kyas X t)] Equagio 16
t=0

O ajuste de cada curva foi feito em 1500 iteragdes usando as seguintes faixas de
valores para os pardmetros: k4 entre 0 e 0,08 s'ekysentre0e 0,05s';eX x conforme o
diametro de particula, de forma que a relacdo entre seu valor e seu respectivo rendimento
global tenha o valor maximo de X, = X,.

O valor usado de solubilidade do soluto no solvente supercritico (Y*) foi de
0,0031665 kg de extrato / kg de solvente, obtido por Silva (2013) que realizou a
modelagem matemadtica das cinéticas de extracdo supercritica de pimenta variedade
malagueta (Capsicum frutescens L.) com didxido de carbono nas condi¢des de 40° C e 15

MPa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta sec¢do os resultados obtidos neste estudo estdo divididos em duas partes: na
primeira etapa, sdo apresentadas a caracterizacdo da matéria-prima, os resultados dos
experimentos de rendimento global, bem como os resultados das andlises quimicas dos
extratos e a microscopia eletronica de varredura do matriz vegetal; na segunda etapa, sido
apresentadas as cinéticas de extracdo e a modelagem matematica das curvas obtidas para a
extracdo utilizando fluido supercritico assistida por ultrassom com diferentes didmetros de

particula.

4.1 Caracterizaciao da matriz vegetal

As caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima pimenta variedade malagueta

desidratada, utilizada nos experimentos de extra¢do sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas da matéria-prima pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.)
utilizada no presente trabalho.

Caracteristica Capsicum frutescens L.

Diametro Médio de Particula 0,94 + 0,03 mm

Densidade Real 1320 £ 10 kg.m

Umidade de equilibrio 5,68 +£0,04 %

Lipidios Totais 9,7+0,1 %

Capsaicinoides Totais 3,9 0,2 (mg/g matéria-prima)
Capsaicina 2,3 £ 0,5 (mg C/g matéria-prima)
Dihidrocapsaicina 1,5 £ 0,3 (mg DHC/ g matéria-prima)
Nordihidrocapsaicina 0,10 + 0,02 (mg n-DHC/ g matéria-prima)
Homodihidrocapsaicina 0,04 + 0,02 (mg h-DHC/ g matéria-prima)

Fendlicos Totais 0,858+0,005 (mg EAG/g matéria-prima)

Verifica-se na Tabela 6 que os valores do didmetro médio de particula estimado

pelo método de A.S.A.E. (1998) estdao em concordancia com a distribui¢do granulométrica
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demonstrada na Figura 16. Observa-se que a maior quantidade de massa retida (%) foi
observada nas peneiras de aberturas de 1,18 a 1,68 mm e 0,723 a 1,18 mm, ou seja, o valor
obtido para o didametro médio encontra-se entre os valores de 0,723 e 1,68 mm. Outro fato
relevante observado nos experimentos de determinagcdo granulométrica foi a grande
quantidade de sementes presentes na peneira de abertura entre 1,18 e 1,68 mm e de
pericarpo nas peneiras com aberturas menores que 1,18 mm. Com a finalidade de evitar
entupimentos na linha de extracdo, a massa retida nas peneiras com aberturas menores que

0,177 mm foram separadas do lote de matriz vegetal.
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Figura 16 - Distribuicdo granulométrica da matriz vegetal: pimenta variedade malagueta
submetida ao processo de secagem em estufa e moagem em moinho de facas, com o
respectivo desvio-padrao.

A umidade inicial da matéria-prima in natura foi de 61 + 1 % (b.u.), e apds 20 horas
de secagem em uma estufa com circulacdo de ar for¢cada a uma temperatura de 70 + 2 °C
alcangou-se a umidade de equilibrio de 5,68+0,04 %, valor préximo ao obtido por Nogueira
et al., (2005). O teor de lipidios totais, ou seja, o rendimento obtido pela técnica de Soxhlet

com hexano foi de 9,7+0,1. Jordao e Bonnas (1996), ao avaliarem a composicao centesimal
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da pimenta malagueta, obtiveram um rendimento de 11,1%, valor pr6ximo ao obtido neste
trabalho. Porém, devido ao grande nimero de gendtipos de pimenta, a facilidade do
cruzamento de espécies e a sensibilidade ao estresse fisioldgico, pode ocorrer uma grande
varia¢do nos dados de composicao fisico-quimica encontrados na literatura (ESTRADA et
al., 1998; ESTRADA et al., 1999; SHAHIDI e NACZK, 2003). Segundo Shahidi e Naczk
(2003), os frutos de pimentas colhidos durante os meses junho e setembro contém altos
niveis de capsaicinoides, enquanto que os frutos colhidos no més de outubro e que sofreram
um estresse hidrico, devido a falta de chuvas caracteristica do periodo de plantio,

apresentam uma menor producao de capsaicinoides.

4.2 Avaliacao do rendimento global

A avaliacdo do rendimento global iniciou-se com a determinacdo do tempo de
extracdo, que foi fixado em 5 horas apds a andlise da curva de extracao supercritica de
pimenta malagueta obtida em 15 MPa, 40 °C, uma vazio de solvente de 1,673 x 10 kg/s e

sem ultrassom, conforme a Figura 17.
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-

Rendimento (%)
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Figura 17 — Cinética de extragdo supercritica de pimenta malagueta a 15 MPa, 40 °C e uma
vazdo de solvente de 1,673 x 10™ kg/s.
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Verifica-se, através da Figura 17, o comportamento caracteristico de uma curva de
extracdo com fluido supercritico. Primeiramente, ocorre a extracdo dos compostos de facil
acesso ao solvente, na etapa conhecida como periodo de taxa de extracdo constante.
Posteriormente, quando o soluto de ficil acesso comeg¢a a se esgotar, a difusdo
intraparticular torna-se o principal mecanismo de transferéncia de massa. Logo, a curva de
extracdo assume um formato tipico de uma curva difusional, com diminui¢do da taxa de
extracdo, até que o rendimento global seja atingido. O mesmo comportamento foi
observado por Daood et al., (2002), ao estudarem a extragdo de oleorresina de pdprica, e
por Kwon et al., (2011) que analisaram extracdes com didxido de carbono supercritico de
pimentas vermelhas em seis pressdes e quatro temperaturas diferentes.

A relagdo entre massa de solvente utilizada por massa de material de alimentacao
(matriz vegetal) (S/F) foi de aproximadamente 600 + 2 (kg de solvente/kg de matriz
vegetal). Tal valor € alto comparado aos valores utilizados por Duarte et al., (2004), Daood
et al., (2002) e Perva-Uzunalic et al., (2004) que foram de 170, 30 e 120 kg de solvente por
kg de pimenta, respectivamente. Portanto, o alto S/F utilizado deve garantir o esgotamento
de soluto na matriz vegetal e sua aplica¢do nos experimentos de rendimento global.

A Tabela 7 mostra os valores experimentais obtidos para o rendimento global de
oleorresina de pimenta malagueta obtida através de extragdes a baixa pressdo, com
diferentes solventes e suas polaridades, e com fluido supercritico, assistido e ndo assistido

por ultrassom.

44



Tabela 7 - Rendimento global para oleorresina de pimenta malagueta obtida através de
extracoes a baixa pressdo e com fluido supercritico, sem e com ultrassom, a 15 MPa, 40 °C
e uma vazio de solvente de 1,673 x 10™ kg/s.

Método Solvente Polaridade* Rendimento (%)
Acetato de Etila 0,0 9,2+0,2%
Soxhlet Diploromgtano 3,1 9,3+0,3?
Eter Etilico 4.4 8,6+0,4*
Hexano 0,0 9,7+0,1*
SFE Poténcia (W) Tempo** (min) Rendimento (%)
SFE (40 °C, 15 MPa) - - 5,74¢0,1°
SFE+US 360 240 7,240,1°%
SFE+US 360 150 7,1+0,1°%
SFE+US 360 60 7,3+0,2%
SFE+US 280 240 7,240,8%
SFE+US 280 150 6,4+0,1°%f
SFE+US 280 60 6,0+0,5%"
SFE+US 200 240 6,9+0,2°%"
SFE+US 200 150 6,0+0,1°%"
SFE+US 200 60 5,940,1¢

SFE — Extragdo supercritica; US — Ultrassom; *Fonte: Byers (2009) **Tempo de radiacdo do ultrassom;
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey.

Pode-se verificar na Tabela 7 que os rendimentos globais obtidos pelo método de
Soxhlet diferenciaram-se dos valores de rendimento global obtidos nas extracdes com CO,
supercritico assistido e ndo assistido por ultrassom, em todas as condi¢des estudadas. Tal
comportamento é explicado devido as condi¢des de temperatura, reciclo do solvente e
interagdes solvente/soluto do método de Soxhlet, que contribuem para a maior
solubilizacdo dos solutos da matéria-prima. Além disso, na extragdo Soxhlet, a temperatura
de ebulicdo do solvente € alta, a tensdo superficial e viscosidade sdo baixas em comparagao
com a temperatura utilizada pela extracdo supercritica e os valores de tensdo superficial e
viscosidade do di6xido de carbono. Portanto, o solvente atinge locais ativos no interior da
matriz s6lida com muito mais facilidade, promovendo a solubilizagdo dos solutos no
solvente (MARKOM et al., 2007; MAZZUTTI et al., 2012).

Além dos fatores que influenciam no método convencional, os maiores rendimentos
foram obtidos para solventes apolares e de baixa polaridade, como o hexano, diclorometano

e acetato de etila, aproximadamente 9,7, 9.4 € 9,2 % (kg de extrato/ kg de matriz vegetal),
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respectivamente. Duarte et al., (2004) obtiveram um rendimento global para a extracdo de
oleorresina de pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) de 10,1% (kg de extrato/ kg de
matéria-prima), utilizando o método convencional com hexano como solvente.

A extracdo com diéxido de carbono supercritico a 40 °C e 15 MPa teve um
rendimento global de 5,7 % de massa de extrato por unidade de massa de pimenta
desidratada, conforme mostra a Tabela 7. Considerando que a extracdo com o método
convencional, Soxhlet/Hexano, extraiu toda a oleorresina da matéria-prima, a extracdo por
SFE teve uma taxa de recuperacdo de aproximadamente 60 %. Por outro lado, a taxa de
recuperagdo quando se aplica ondas ultrassonicas chega a valores de 76 %, o que indica
uma melhora na extragdo.

Pode-se observar, na Tabela 7, que as médias obtidas para a extracdo somente com
dioxido de carbono supercritico e assistido por ultrassom nas menores condi¢des (200 W
por 60, 150 e 240 minutos e 280 W por 60 e 150 minutos) ndo sdo diferentes ao nivel de
5% (p <0,05), ou seja, ndo ocorre um aumento significativo no rendimento global quando
se aplica ondas ultrassonicas de baixa poténcia e/ou de curta duragdo na extracdo de
pimenta malagueta. De outra forma, quando ocorre a aplicacdo de ondas ultrassOnicas de
alta intensidade, por exemplo, 360 W, as médias obtidas sdo diferentes ao nivel de 5%,
demonstrando um efeito positivo do ultrassom na taxa de extracdo em relacdo a SFE sem
US. A Figura 18 demonstra o efeito da poténcia ultrassonica do ultrassom em funcdo do
tempo de radiacdo para o rendimento global da extracdo de oleorresina de pimenta

malagueta com diéxido de carbono supercritico.
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Ao analisarmos a Figura 18 e a Tabela 7, verificamos que na maior poténcia
ultrassonica o efeito de tempo ndo € significativo nas médias de rendimento global ao nivel
de 5%. Por outro lado, quando utilizados valores intermedidrios de poténcia ultrassonica,
280 W, o efeito do tempo de radiacdo € visualizado, conforme se observa na Figura 19, ou
seja, em um grande tempo de radiacdo, 240 minutos, a 280 W ocorre um aumento no
rendimento em compara¢gdo com um tempo de 60 minutos.

Pode-se verificar na Tabela 8 que os efeitos de poténcia e radiagao de tempo do
ultrassom foram significativos ao nivel de 5%, porém a interacdo dos dois fatores ndo foi
significativa, demonstrando que, em extracdes em baixas poténcias ultrassOnicas, o
aumento do tempo de radiacdo ndo alterou significativamente o rendimento global de
oleorresina de pimenta malagueta. O mesmo comportamento € valido para as extracoes em
altas poténcias ultrassOnicas, nas quais, independentemente do tempo de radiagdo,

obtiveram-se valores préximos de rendimento global.

Tabela 8 - Andlise de varidncia (ANOVA) dos efeitos do tempo de radiacdo de ultrassom e
a poténcia ultrassonica aplicada para o rendimento global de oleorresina de pimenta

malagueta.
Fator GL SQ MQ Fea p-valor
1 Poténcia (W) 2 2,6043 1,3022 10,53 0,004
2 Tempo de Radiacdo (min) 2 1,7513 0,8757 7,08 0,014
1%2 4 1,0255 0,26564 2,07 0,167
Erro 9 1,1132 0,1237
Total 17 6,4944

onde: SQ — soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; MQ — quadrado médio.Fy,us.9.0,05) = 3,23

As melhores condi¢des de extragdo com diéxido de carbono supercritico assistido
por ultrassom foram em 360 W a 60 ou 240 minutos para o rendimento global. Logo, como
ndo houve diferenca significativa entre as médias de tais experimentos, optou-se em
realizar experimentos cinéticos na condicdo de menor tempo de radiagdo do ultrassom,
pois, em menor tempo consome-se menos energia. Logo o custo do processo é menor. A
Figura 20 mostra a cinética de extragdo supercritica de pimenta malagueta sem e com

ultrassom (360 W por 60 minutos) para o diametro médio de particula (0,94 + 0,03 mm).
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Figura 20 - Cinética de extracdo supercritica de pimenta malagueta a 15 MPa, 40 °C e uma
vazdo de solvente de 1,673 x 10™ kg/s, sem e com ultrassom (360 W por 60 minutos) para o
diametro médio de particula (0,94 + 0,03 mm).

Pode-se observar na Figura 20 a influéncia da aplicacdo de ultrassom sobre a
cinética de extracdo. O rendimento global obtido na primeira hora de extracdo sem
ultrassom foi de aproximadamente 3,6 % enquanto para a extracdo assistida com ultrassom
foi de aproximadamente 5,1 %. Ou seja, neste periodo o aumento no rendimento global foi
de 40 %. No final do processo, o aumento no rendimento, em relacdo a extracdo com
diéxido supercritico sem ultrassom, foi de 33 %, valor coerente com resultados obtidos por
outros pesquisadores (RIERA et al., 2004; BALACHANDRAN et al., 2006; HU et al.,
2007; GAO et al., 2009).

Segundo Balanchandran et al., (2006), o aumento no rendimento pode ter ocorrido
devido a maior taxa de extracdo no processo assistido por ultrassom, que € atribuida a
ruptura das estruturas celulares e consequentemente um aumento de acessibilidade do
solvente na estrutura interna das particulas. Ainda segundo os autores, embora a cavitacao
seja a melhor explicacdo para este aumento em processos a condicdes ambientais, na
auséncia de limites de fase, ou seja, acima do ponto critico, devem-se excluir tais

fendmenos, isto implica que o aumento da taxa de extragdo sé pode ocorrer devido a
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turbuléncia, associada com a transmissdo acustica, ou simplesmente através da vibracao

mecanica.

4.2.1 Analise quimica dos extratos

Os resultados obtidos para as analises quimicas dos extratos obtidos nos

experimentos de rendimento global e de cinética sdo descritos a seguir.

4.2.1.1 Andlise de capsaicinoides

A Tabela 9 apresenta o perfil de capsaicinoides totais, ou seja, a soma de capsaicina
(C), dihidrocapsaicina (DHC), nordihidrocapsaicina (n-DHC) e homohidrocapsaicina (h —
DHC) de extratos de pimenta malagueta a 15 MPa, 40 °C e uma vazao de solvente de 1,673
x 10™ kg/s, com e sem ultrassom para o didmetro médio de particula, bem como os perfis
dos extratos obtidos com solventes organicos a baixa pressao.

Pode-se verificar, na Tabela 9, que somente os valores de concentracdo de
capsaicina e dihidrocapsaicina para a extracdao com éter etilico e SFE+US a 200 W em 60
minutos sdo diferentes das médias obtidas para a extracdo com diclorometano, ao nivel de
5% pelo teste de Tukey. As concentracoes de nordihidrocapsaicina (n-DHC) e
homohidrocapsaicina (h — DHC) nao sdo diferentes estatisticamente para nenhum método
de extracdo ou nivel das varidveis ultrassdnicas, pois tais compostos sa0 minoritarios

comparados com os valores obtidos de capsaicina (C) e dihidrocapsaicina (DHC).
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Tabela 9 - Rendimento de capsaicinoides para oleorresina de pimenta malagueta obtida através de extracdes a baixa pressao e

com fluido supercritico (15 MPa e 40 °C), sem e com ultrassom.

Método Solvente Polaridade! Capsaicina Dihidrocapsaicina® Nordihidrocapsaicina® Homohidrocapsaicina3 Cap%a;f;?sgldes
Acetato de Etila 0,0 2,16 £ 0,20 1,20 +0,09® 0,10 +0,010° 0,04 + 0,003 ° 3,50+ 0,30
Soxhlet Diglorometano 3.1 2,27 +0,30* 1,22 +0,17% 0,10 £0,015% 0,04 £ 0,006 3,63 +0,48%
Eter Etilico 4.4 1,76 +0,12° 0,97 +0,07° 0,08 + 0,003 * 0,03 + 0,006 * 2,84 +0,20°
Hexano 0,0 1,88 0,17 1,05 +0,09® 0,09 +0,015° 0,03 + 0,004 * 3,05+027%®
SFE Poténcia (W) Tempo?

SFE (40°C,15MPa) - - 1,83 +0,01% 1,00 0,02 0,07 + 0,006 * 0,02 + 0,004 ° 3,00 0,03
SFE+US 360 240 1,87 £0,21% 1,05+0,11%° 0,08 + 0,005 * 0,02 + 0,003 * 3,03+0,32%
SFE+US 360 150 1,95 + 0,09 1,07 £0,04 0,09 + 0,006 * 0,03 + 0,008 * 3,13+0,14%
SFE+US 360 60 1,93 £0,05® 1,01 £0,03 % 0,07 +0,021° 0,03 +0,003* 3,10 £ 0,05
SFE+US 280 240 1,82 £0,02% 1,01 £0,04 0,09 +0,012° 0,03 + 0,006 * 3,00 £ 0,06 ™
SFE+US 280 150 1,85+0,15% 0,99 +0,04® 0,07 + 0,004 * 0,03 +0,005° 3,00 0,20
SFE+US 280 60 1,94 0,10 1,07 £0,06® 0,08 + 0,006 ° 0,03 + 0,004 * 3,13+£0,16™
SFE+US 200 240 2,15+0,11% 1,18 £0,05® 0,09 0,016 * 0,03 + 0,004 * 3,46 +0,17%®
SFE+US 200 150 1,80 £ 0,24 1,00 £0,11% 0,08 +0,015° 0,03 +0,005* 2,93 +036%
SFE+US 200 60 1,78 +0,15° 0,97 +0,07® 0,07 + 0,006 * 0,02 + 0,007 * 2,85+0,23°

SFE — Extragdo supercritica; US — Ultrassom; 'Fonte: Byers (2009); 2Tempo de radiacdo do ultrassom em minutos; 3Valores expressos em mg do
respectivo capsaicinoide/g de matéria-prima seca; Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo teste de

Tukey.
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As taxas de recuperacdo de capsaicinoides através da extragcdo supercritica assistida
por ultrassom na condi¢do de 200 W por 240 minutos, SFE sem ultrassom e Soxhlet com
hexano foram de 86,5 %, 75 % e 76,25 %, respectivamente. A extracdo com SFE+US
atingiu recuperacdo de capsaicinoides 10,25 % maior que o método convencional de
extragdo, e 11,5% maior que a extracdo somente com fluido supercritico. Porém, as maiores
taxas de recuperacdo de capsaicinoides totais foram obtidas nas extragdes convencionais
utilizando diclorometano e acetato de etila com solvente, com 90,75 e 87,50 % de
recuperacgao, respectivamente. Tal comportamento pode ser explicado devido as maiores
temperaturas de extracdo. Mesmo a uma alta temperatura, ndo houve degradacdo dos
capsaicinoides, pois segundo Barbero, Palma e Barroso (2006) a capsaicina e a
dihidrocapsaicina, que sdo os componentes majoritarios dos capsaicinoides, sdo estaveis em
temperaturas acima de S0°C. Boonkird, Phisalaphong e Phisalaphong (2008), ao estudarem
a extracdo de capsaicinoides assistida por ultrassom, obtiveram o mesmo comportamento
da taxa de recuperacdo, quando comparada com a extra¢do convencional utilizando etanol.

A partir de tais resultados, podemos afirmar que o método de extracio nao
influencia significativamente no rendimento de capsaicinoides, pois os perfis obtidos para
os métodos de extracao estudados neste trabalho sdo semelhantes. Porém, para a escolha do
melhor método, devem-se levar em conta outros fatores, como a seguranca do processo, 0
grau de pureza dos extratos, a quantidade residual de solvente e fatores econdmicos. Logo,
o diéxido de carbono supercritico tem vantagens frente aos solventes orginicos, pois
apresenta baixa temperatura critica, atoxico, nao inflamével e o extrato obtido € livre de
residuos do solvente e, quando aplicado juntamente com a técnica de ondas ultrassonicas ha
um ganho no rendimento global sem alterar o perfil de capsaicinoides.

A Tabela 10 apresenta a andlise de variancia dos efeitos da poténcia e tempo de
radiacdo do ultrassom, bem como a interacdo dos mesmos, para a concentracdo de

capsaicinoides totais obtidos nas extracdes assistidas por ultrassom.
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Tabela 10 - Anélise de variancia (ANOVA) dos efeitos do tempo de radiacdo de ultrassom
e da poténcia ultrassonica aplicada para o teor de capsaicinoides totais em oleorresina de
pimenta malagueta.

Fator GL SQ MQ F p-valor
1 Poténcia (W) 2 0,04805 0,02403 0,43 0,653
2 Tempo de Radiacio (min) 2 0,11591 0,05796 1,04 0,365
1%2 4 0,97298 0,24325 4,39 0,007
Erro 27 1,49742 0,05546
Total 35 2,63436

onde: SQ — soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; MQ — quadrado médio.Fiups;27:0,05) = 2,31

Os efeitos isolados dos fatores poténcia e tempo de irradicdo do ultrassom ndo
foram significativos ao nivel de 5% (p > 0,05). Porém, a interacdo entre os dois fatores foi
siginicativa estatisticamente, com um p-valor menor que 5% (p < 0,05). Pode-se explicar
tal fato obervando os valores apresentados na Tabela 9, na qual a concentragdo de
capsaicinoides aumenta com a diminui¢do da poténcia € com o aumento do tempo de
radiacdo. O comportamento oposto também é observado, ou seja, o aumento da poténcia e a
diminui¢do do tempo de radiacdo dimunuiram a concentra¢do de capsaicinoides totais nos
extratos obtidos por SFE+US.

A fim de compreender o processo de extracdo dos capsaicinoides ao longo do
tempo, foram realizadas cinéticas de extracdo para a obten¢do dos perfis de capsaicinoides
na SFE e na SFE+US. A Figura 21 e a Figura 22 apresentam as cinéticas de extracao
supercritica de capsaicinoides totais (Total), capsaicina (C), dihidrocapsaicina (DHC),
nordihidrocapsaicina (n-DHC) e homohidrocapsaicina (h — DHC) de pimenta malagueta a
15 MPa, 40 °C e uma vaziao de solvente de 1,673 x 10 kg/s, sem e com ultrassom (360 W

por 60 minutos).
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Figura 21 - Cinética de extracdo supercritica de capsaicinoides totais (Total), capsaicina
(C), dihidrocapsaicina (DHC), nordihidrocapsaicina (n-DHC) e homohidrocapsaicina (h —
DHC) de pimenta malagueta a 15 MPa, 40 °C e uma vazao de solvente de 1,673 x 10 kg/s,
sem ultrassom para o didmetro médio de particula.
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Figura 22 - Cinética de extracdo supercritica de capsaicinoides totais (Total), capsaicina
(C), dihidrocapsaicina (DHC), nordihidrocapsaicina (n-DHC) e homohidrocapsaicina (h —
DHC) de pimenta malagueta a 15 MPa, 40 °C e uma vazao de solvente de 1,673 x 10 kgls,
com ultrassom (360 W a 60 minutos) para o didmetro médio de particula.
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Podemos verificar, na Figura 21 e na Figura 22, que a aplicagdio de ondas
ultrassOnicas ndo alterou o perfil de capsaicinoides na extracdo com fluido supercritico, e
que em apenas duas horas de extragdao foi possivel obter 85 % do total de capsaicinoides
extraidos em cinco horas. Tal comportamento pode estar relacionado com a localizacdo de
tais compostos nos frutos da pimenta, que estio localizados principalmente na superficie da
placenta  (REYES-ESCOGIDO, GONZALEZ-MONDRAGON e VAZQUEZ-
TZOMPANTZI, 2011). Logo, os capsaicinoides sdo de facil acesso ao CO, supercritico por
meio da transferéncia de massa por convecgdo. As curvas indicam também que os
capsaicinoides t€ém uma solubilidade mais elevada do que a oleorresina de pimenta
malagueta, nas condi¢des de operacdo utilizadas neste trabalho para di6xido de carbono
supercritico. Del Valle et al., (2003) observaram o mesmo comportamento ao estudarem a
cinética de extracdo de oleorresina e de capsaicina de pimenta da variedade Jalapefio com
CO; supercritico. Eles concluiram que a taxa de extracdo de oleorresina de pimenta foi um
pouco mais lenta do que a de capsaicinoides, nas condi¢cdes operacionais de 40 °C e 12
MPa, devido aos seus componentes principais, os triglicerideos, que sdo muito menos
soliveis do que a capsaicina nas referidas condigdes.

De outra forma, pode-se dizer que a razdo entre massa de solvente e massa de
matéria-prima (S/F) para obter os 85% foi aproximadamente 240, valor 60 % menor que o
utilizado nos ensaios de extracdo supercritica para a obtenc¢do dos rendimentos globais.
Portanto, um S/F menor corresponde a menor quantidade de solvente, de energia elétrica
para o funcionamento dos equipamentos, de tempo de extracdo e, consequentemente, maior
produtividade/dia, sem afetar o perfil de compostos e o rendimento global obtidos em uma

extracdo com grande valor de S/F.

4.2.1.2 Andlise de fenolicos totais

A Tabela 11 apresenta concentracdo de fendlicos totais (expressa em mg de acido

gélico equivalente/g de matéria-prima desidratada) para oleorresina de pimenta malagueta

obtida através de extragdes a baixa pressdo e com fluido supercritico, sem e com ultrassom.
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Tabela 11 — Concentracao de fendlicos totais para oleorresina de pimenta malagueta obtida
através de extracdes a baixa pressao e com fluido supercritico, sem e com ultrassom.

Método Solvente Polaridade! Concentragdo?
Acetato de Etila 0,0 0,39 +0,02°
Soxhlet Di,clorome.tano 3,1 0,37 + 0,0laz
Eter Etilico 4.4 0,37 £0,01°
Hexano 0,0 0,30 +0,01¢
SFE Poténcia (W) Tempo? (min)

SFE (40°C, 15 MPa) - - 0,31 £0,01°
SFE+US 360 240 0,38 + 0,02*°
SFE+US 360 150 0,37 £ 0,01™
SFE+US 360 60 0,37 £0,02%
SFE+US 280 240 0,32 +0,01%
SFE+US 280 150 0,31 +0,01°
SFE+US 280 60 0,33 +0,01>
SFE+US 200 240 0,36 + 0,02
SFE+US 200 150 0,33 + 0,03*
SFE+US 200 60 0,39 +0,02°

SFE — Extragdo supercritica; US — Ultrassom; 'Fonte: Byers (2009); 2Tempo de radiagdo do ultrassom em
minutos; 3Valores expressos em mg AGE/g de matéria-prima desidratada; Médias seguidas das mesmas letras
ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey.

Verifica-se, na Tabela 11, que as extracdes com o0s solventes acetato de etila,
diclorometano, éter etilico, e com diéxido de carbono supercritico assistido por ultrassom a
360 W, com qualquer tempo de radiacdo, e a 200 W por 60 e 240 minutos ndo sio
diferentes significativamente, ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Tais condig¢des
obtiveram uma taxa de recuperacdo de, no minimo, 42 %, enquanto as demais condicdes
apresentaram uma taxa de 36 %. Segundo Carrera et al., (2012), a energia fornecida pelo
ultrassom libera os compostos fendlicos da matriz vegetal, no entanto, também acelera o
processo de degradacdo dos mesmos.

Biesaga (2011) analisou a influencia do método de extracdo sobre a estabilidade de
flavonoides e verificou que as menores taxas de recuperagdo, ou a maior taxa de
degradacao, foram observadas para a extracdo assistida por ultrassom. Ainda segundo os
autores, a aplicacdo de US, dentro do mesmo tempo de extragdo (30 minutos) das demais
técnicas de extra¢do, como a técnica de extragdo com refluxo de fluido aquecido, causou a

degradacao significativa de todos os compostos. Segundo Carrera et al., (2012), a aplicagao
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de ondas ultrassonicas possivelmente acarreta a formacgdo de radicais livres, sendo que os
compostos fendlicos podem agir como sequestradores dos compostos de espécies reativas
de oxigénio, consequentemente sofrendo reacdes de oxidacdo. A Figura 23 mostra o efeito
da poténcia ultrassonica em fun¢do do tempo de radiacdo para a concentragdao de fendlicos

totais, em oleorresina de pimenta malagueta obtida por SFE+US.

o
[e}]
|

o
w
1

o
F-S
1

o
i8]
1

—&— 60 Minutos

—&— 150 Minutos

—&— 240 Minutos
SFE sem US

————— Soxhlet (Hexano)

200 250 300 350

Concentracdo (mg EAG/g de matéria-prima)
o =}
- w

o
o

Poténcia (Watts)

Figura 23 - Efeito da poténcia de ultrassom em fun¢do do tempo de radiagdo para a
concentracdo de compostos fendlicos totais em oleorresina de pimenta malagueta obtida
por SFE+US.

Verifica-se, através da Tabela 11 e da Figura 23, que o método convencional e a
extracdo com didxido de carbono supercritico obtiveram as menores taxas de recuperagao,
35 % e 36 %, respectivamente, enquanto que a maior taxa de recuperacdo foi para a
extracdo com di6xido de carbono supercritico assistido por ultrassom nas condi¢des de 200
W com 60 minutos de radia¢do, na qual houve uma taxa 45,5 % de recuperagdo. A Figura
24 ilustra o efeito do tempo de radiacio, ou de aplicacdo de ondas ultrassOnicas, em fungdo
da poténcia para a concentracdo de compostos fendlicos totais em oleorresina de pimenta

malagueta.
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concentracdo de compostos fenodlicos totais em oleorresina de pimenta malagueta obtida
por SFE+US.

Observa-se na Figura 24 que os experimentos com tempo de radiagdo de 60 minutos
obtiveram os maiores percentuais de recuperacdo comparados com os valores obtidos na
mesma poténcia ultrassonica, de 43,1, 38,5, 45,5 %, para 360, 280 e 200 W,
respectivamente. A Tabela 12 apresenta a andlise de variancia para os efeitos do tempo de

radiagdo e poténcia ultrassOnica para a concentracdo de fendlicos totais.

Tabela 12 - Anélise de variancia (ANOVA) dos efeitos do tempo de radiacdo de ultrassom
e a poténcia ultrassonica aplicada para a concentragdo de fendlicos em oleorresina de
pimenta malagueta.

Fator GL SQ MQ F p
1 Poténcia (W) 2 0,01875 0,00937 20,92 <0,001
2 Tempo de Radiag¢do (min) 2 0,00406 0,00203 4,54 0,020
1%#2 4 0,00411 0,00102 2,29 0,085
Erro 36 0,01221 0,00045
Total 44 0,00390

onde: SQ — soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; MQ — quadrado médio.Fi,ps:36:0,05) = 2,32
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Os efeitos da poténcia e do tempo de radiacdo do ultrassom foram significativos, ao
nivel de 5% (p < 0,05) pelo teste de Tukey, para a concentracdo de fendlicos totais,
conforme demonstra a Tabela 12. Por outro lado, a interagdo entre tais fatores nao foi
estatisticamente diferente, com p-valor = 0,085. Porém, tal valor é préximo ao nivel de
confianca de 95% (p > 0,05). Além disso, analisando os dados da Tabela 11, da Figura 23 e
da Figura 24, pode-se verificar uma possivel interacdo entre os fatores, logo nio se pode
descartar tais efeitos.

A melhor condicdo de extracdo de compostos fendlicos de pimenta malagueta
assistida por ultrassom foi de 200 W com 60 minutos de aplica¢ao. Porém, tal condi¢do nao
¢ diferente estatisticamente da condicdo de 360 W a 60 minutos, ou seja, a melhor condi¢ao
obtida tanto para os fendlicos totais quanto para o fator resposta rendimento global foi uma
poténcia de 360 W a 60 minutos de radiagdo. A Tabela 13 apresenta o aumento do
rendimento, em relacio a extracdo supercritica, causado pela aplicacio de ondas

ultrassonicas para diferentes matrizes vegetais.

Tabela 13 — Aumento do rendimento global na extracdo supercritica de diversas matrizes
vegetais, causado pela aplicacdo de ondas ultrassonicas.

Matéria-prima Aumento no Rendimento (%) Fonte
Améndoa (Prunus amygdalus) 30 (RIERA et al., 2004)
Gengibre (Zingiber officinale) 30 (BALACHANDRAN et al., 2006)
Coix (Coix lachryma-jobi L.) 14 (HU et al., 2007)
Marigold (Tagetes erecta L.) 65 (GAO et al., 2009)
Pimenta (Capsicum frutensces L.) 28 Este trabalho

O presente estudo obteve um aumento do rendimento de 28%, em relacdo a extracio
somente com CO; supercritico, valor proximo aos encontrados em trabalhos na literatura.
Por exemplo, Gao et al., (2009) ao estudarem a extracdo supercritica assistida por ultrassom
de ésteres de luteina de Marigold, comumente conhecido no Brasil como Cravo-de-defunto,
obtiveram um aumento no rendimento global de 65 %. Apesar do grande aumento no

rendimento global de extratos de pimenta malagueta, mais estudos devem ser realizados
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com o objetivo de verificar a viabilidade econdmica da aplicacdo de ondas ultrassdnicas no
processo de extracdo com fluido supercritico.
A Figura 25 mostra o aspecto fisico dos extratos obtidos via extragdo supercritica

assistida por ultrassom na melhor condi¢@o operacional.

Figura 25 — Extrato de pimenta variedade malagueta obtido com diéxido de carbono
supercritico a 15 MPa, 40 °C e uma vazao de solvente de 1,673 x 10-4 kg/s, com ultrassom
(360 W a 60 minutos) para o didmetro médio de particula.

Segundo Prakash e Eipeson (2003), a Associacio Norte Americana de Oleos
Essenciais (The Essential Oils Association of USA — EOA) especifica a aparéncia e cor de
extratos de pimenta do género Capsicum. Os extratos devem ter um vermelho claro ou
escuro, ou ambar claro, serem um liquido pouco viscoso, com cheiro caracteristico e
pungéncia elevada. Além disso, os extratos obtidos ndo devem conter solventes organicos,
por exemplo, o hexano (concentracdo maxima de 25 ppm). Verifica-se na Figura 25 que os
extratos obtidos neste trabalho se encaixam na especificacdo descrita acima quanto as

caracteristicas visuais. Além disso, sdo extratos livres de solvente.
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4.2.2 Microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo

(FESEM)

A fim de obter mais informacdes sobre os efeitos da cavitacdo provocados pelas
ondas ultrassOnicas sobre a matriz, foram realizadas andlises de microscopia eletronica de
varredura em um microscopio com fonte de emissdo de campo. Foram analisadas amostras
do pericarpo dos frutos de pimenta separadas das sementes e do pedunculo, conforme
Figura 26. As amostras analisadas foram as de didmetro médio: 1) desidratadas (matéria-
prima antes da extracdo); 2) extraidas com diéxido de carbono supercritico; 3) extraidas
com SFE+US na melhor condi¢do de rendimento global (360 W por 60 minutos). Imagens
representativas dos resultados obtidos nestas amostras sdo apresentadas na Figura 27 (barra
de escala de 100 um) e na Figura 28 com aumentos maiores (barra de escala de 10 pm).

A Figura 27 e a Figura 28 mostram que a superficie da parede celular permanece
intacta nas trés amostras (A-C), sem rachaduras ou rupturas causadas pelos processos de
extracdo supercritica com ou sem ultrassom. Por outro lado, observa-se um nimero maior
de particulas depositadas na superficie das amostras submetidas a extragdo supercritica
(Figura 27 e Figura 28 (B,C)) que das amostras ndo extraidas (Figura 27 e Figura 28 (A)).
Essas microparticulas s@o, provavelmente, trazidas do interior da matriz vegetal para a sua
superficie a partir das fraturas laterais das particulas de pericarpo. As fraturas laterais sao
decorrentes do processo de moagem e a perturbacdo causada pela cavitagdo nestas regides
faz com que essas particulas sejam arrastadas pelo fluido e depois depositadas sobre a
superficie. A Figura 26 mostra a estrutura de um fruto de pimenta malagueta (Capsicum
frutensces L.) evidenciando o pericarpo e as perturbacdes causadas pelos processos de
moagem (fraturas laterais) e extracao supercritica assistida por ultrassom (particulas).

O efeito da cavitacdo € mais relevante nas amostras submetidas a extracdo assistida
por ultrassom, conforme constatado pela maior deposi¢do de particulas na superficie, que
pode ser observado na Figura 27 e Figura 28 (C). Isso indica que a a¢do do ultrassom
facilita a remo¢ao dos componentes internos da parede celular, sem danificar o tecido da
superficie, mas permitindo o acesso do fluido de extracdo a regides antes inacessiveis. Isso

contribui para os maiores valores de rendimento global de oleoresina extraida de pimenta
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malagueta apresentados na Tabela 7. Efeitos do ultrassom na matriz vegetal foram
observados por Ying, Han e Li (2011) ao estudarem a extracdo assistida por ultrassom a
baixa pressdo de polissacarideos de folhas de amoreira. Os autores observaram que a
aplicacdo das ondas ultrassOnicas causou algum tipo de perturbacdo a estrutura da matriz
vegetal. Observacdes similares também foram relatadas por Chen et al., (2007), Chittapalo

e Noomhorm (2009) e Balachandran er al.,(2006).

Penduculo ... n Particulas
.. » Epicarpo
Placenta Calice /
Semente Pericarpo
. \ Fratura Lateral
Epicarpo (Moagem)

Pericarpo | Mesocarpo

Endocarpo

Figura 26 - Estrutura de um fruto de pimenta malagueta (Capsicum frutensces L.)
evidenciando o pericarpo e as perturbagdes causadas pelos processos de moagem e extracao
supercritica assistida por ultrassom.

Outro fator relevante, observado durante a andlise das amostras de pimenta por
microscopia eletronica, é que as amostras ndo extraidas sdo mais sensiveis ao feixe
eletronico do que as extraidas. Isso dificultou a obtencdo de imagens com aumentos
maiores do que 100.000 vezes, porque as amostras se degradavam sob acdo do feixe. Esse
efeito € um indicio da maior quantidade de oleorresina presente nas amostras ndo extraidas,
do que nas amostras apds a extracdo. Evidéncias da diminuicdo do teor de 6leo na
superficie de amostras vegetais, obtidas por imagens de microscopia eletronica de

varredura, também foram reportadas por Zhang e colaboradores (2008). Esses autores
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constataram menores teores de 6leo na superficie de amostras de semente de linhaca
submetidas a extragdo com solventes organicos assistida por ultrassom do que nas sementes

antes do processo de extracao.

©
Figura 27 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (FESEM) para as amostras de
pericarpo de pimenta malagueta com didmetro de particula médio com aumento de 1.000
vezes. (A) Matéria-prima dos experimentos de extracdo; (B) Amostra extraida com SFE;
(C) Amostra extraida com SFE+US. Barra de escala de 100 um.
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Figura 28 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (FESEM) para as amostras de
pericarpo de pimenta malagueta com diametro de particula médio com aumento de 10.000
vezes. (A) Matéria-prima dos experimentos de extracdo; (B) Amostra extraida com SFE;
(C) Amostra extraida com SFE+US. Barra de escala de 10 um.

Os danos causados pelas ondas ultrassonicas na matriz vegetal foram os
responsaveis pelo aumento no rendimento dos capsaicinoides totais, dos compostos
fenodlicos e do rendimento global de oleoressina. A melhor condi¢c@o de extracdo com fluido
supercritico assistido por ultrassom, levando-se em conta a recuperacdo de compostos

fendlicos totais e de capsaicinoides totais, bem como o perfil cinético, foi a 360 W com 60
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minutos de aplicacdo do ultrassom com diéxido de carbono a 40° C e 15 MPa, e com uma
relacdo S/F de 240. Apds determinar a melhor condi¢do de extracdo com didxido de
carbono supercritico assistido por ultrassom e verificar a influéncia do ultrassom sobre a
matriz vegetal e a composicdo dos extratos obtidos, foi realizado o estudo da influéncia do
diametro de particula sobre a cinética de extracdo e os parametros do modelo de Sovova

(1994).

4.3 Experimentos cinéticos

A Tabela 14 demonstra os valores dos dados de entrada necessdrios para a aplicacao
do modelo de Sovova (1994), obtidos para a extracdo supercritica de pimenta malagueta
com e sem ultrassom. Observa-se que o leito de extracdo foi mantido constante para a

extracdo, tanto para o maior quanto para o menor didmetro de particula.

Tabela 14 - ParGmetros do processo de extracdo supercritica ndo assistida e assistida por
ultrassom de 6leo-resina de pimenta malagueta.

Parmetro Maior Didmetro Menor Diametro
(1,18 a 1,68 mm) (0,177 a 0,342 mm)
T (K) 313,15+3 313,15+3
P (MPa) 15,0+0,3 15,0+0,3
d (m) 0,00143+0,00035 0,00023+0,00016
X, (kg soluto/kg sélido) 0,0514+0,0051 0,0914+0,0406
ps (kg/m3) 1320,0+10,0 1320,0+10,0
p (kg/m3) 780,23+5,0 780,23+5,0
Qcox x 10* (kg/s) 1,67340,1 1,67340,1
Hy (m) 0,02+0,001 0,02+0,001
dy, (m) 0,05+0,001 0,05+0,001
F (kg) 0,0204+0,0003 0,0205+0,0007
Y* (kg soluto/kg solvente) 0,0031665 0,0031665

onde: T - temperatura; P - pressdo; d — didmetro da particula; X, — rendimento global; p, — densidade do
s6lido; p — densidade do solvente; Qco, — vazdo madssica de solvente; Hy, — altura do leito de extragdo; dy, —

diametro do leito de extracdo; F- massa de matéria-prima alimentada no leito de extragao.

Pode-se verificar, na Tabela 14, que os valores do rendimento global (X), variaram

com o didmetro de particula, de 5,14 % a 9,14 % do maior para o menor diametro,
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respectivamente. Tal comportamento ocorre devido a maior drea de contato das particulas
de menor diametro, e consequentemente uma maior transferéncia de massa do soluto para o
solvente. No caso das particulas de maior didmetro, a drea de contato com o solvente é
menor, ocasionando a diminui¢@o da taxa de transferéncia de massa, que € consistente com
o resultado encontrado por outros pesquisadores (BALACHANDRAN et al., 2006;
REVERCHON e DE MARCO, 2006; YU et al., 2012) Outro fato relevante € que particulas
maiores contém mais sementes da matéria-prima, o que acarreta a diferenca expressiva no
valor do rendimento global. A partir dos dados apresentados na Tabela 14 foi possivel
realizar o ajuste do modelo de Sovova (1994), conforme a Figura 29 e a Figura 30, que
apresentam os dados experimentas e os dados preditos pelo modelo de Sovova (1994),
obtidos da extracao supercritica de pimenta malagueta assistida por ultrassom, para o maior

e o menor diametro de particula.
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Figura 29 — Curvas experimentais (¢) e preditas (-) pelo modelo de Sovova (1994) para o
didmetro de particula entre 1,18 e 1,68 mm, com e sem ultrassom.
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Figura 30 - Curvas experimentais (*) e preditas (-) pelo modelo de Sovové (1994) para o
maior didmetro de particula entre 0,177 e 0,342 mm, com e sem ultrassom.

Observa-se, tanto na Figura 29 e quanto na Figura 30, um ajuste ndo satisfatério do
modelo aos dados experimentais de extragdo supercritica assistida por ultrassom, sendo o
problema mais acentuado na extracdo de particulas com maior didmetro. Explica-se tal fato
analisando o modelo de Sovova (1994), que é dependente do valor de rendimento global
(Xp), que por sua vez é fungdo das condicdes de extracdo (temperatura, pressdo e tamanho
de particula). Ou seja, como o ultrassom tem efeito significativo sobre o rendimento global,
deve-se utilizar no modelo o valor de X, obtido para a extracdo assistida por ultrassom e
nao o valor obtido somente por SFE. Observa-se, ainda na Figura 29, uma tendéncia dos
dados preditos pelo modelo no periodo difusional de extracdo. Tal comportamento ocorre
pois os dados preditos pelo modelo ndo podem ultrapassar os valores experimentais do
rendimento global, ou seja, hd uma tendéncia dos valores preditos pelo modelo se
manterem constantes tendo com o valor mdximo o rendimento global (X;). A magnitude da
funcdo objetivo foi de 1,8 x 107 ¢ 7,2 x 10 para a extracdo assistida por ultrassom, para o
menor € maior didmetro, respectivamente, enquanto que para a extracdo sem ultrassom a
funcdo objetivo variou de 1,5235 x 10% a 1,6978 x 10 para o menor € maior diametro,

respectivamente. A Figura 31 e a Figura 32 apresentam os valores experimentais versus os

67



valores preditos de rendimento global pelo modelo, para o maior e o menor diametro de

particula respectivamente.
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Figura 32 - Valores experimentais () e valores preditos (-) de rendimento global pelo
modelo de Sovova (1994) para a extracdo supercritica assistida por ultrassom para 0 menor

diametro de particula.

68



Os resultados apresentados na Figura 31 e Figura 32 e os valores da fun¢do objetivo
permitem confirmar o ajuste ndo satisfatério do modelo de Sovova (1994) aos dados
experimentais obtidos para SFE e SFE+US, portanto ndo se pode descrever adequadamente
a cinética de extragdo supercritica assistida por ultrassom utilizando o mesmo valor de
rendimento global para extragdo com e sem ultrassom. Portanto, determinaram-se novos
valores de X,, de 0,062 + 0,001 e 0,10 £ 0,01 para o maior e o menor diametro,
respectivamente, e realizaram-se novos ajustes do modelo de Sovova (1994) para extracio
supercritica assistida e ndo assistida por ultrassom, para os dois diferentes diametros de
particulas.

Sabe-se que o valor de X, representa a quantidade de material (soluto) que pode ser
extraida através do processo de SFE, ou seja, a aplicacdo de ondas ultrassonicas claramente
aumenta esse parametro importante para predizer a cinética de extragcdo supercritica. Gao et
al., (2009) utilizaram o mesmo valor de X, para o ajuste das cinéticas de extracdo com e
sem ultrassom e obtiveram um bom ajuste, porém as cinéticas obtidas pelos autores ndao
alcangaram o periodo difusional e os autores ndo deixam claro se o valor de X, foi obtido
através de extracdo supercritica assistida ou ndo assistida por ultrassom. A Figura 33 e a
Figura 34 apresentam os ajustes do modelo de Sovova (1994) aos dados experimentais de

extracao supercritica com e sem ultrassom.
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Figura 33 - Valores experimentais (*) e preditos (-) pelo modelo de Sovovd (1994) para o
diametro de particula entre 1,18 e 1,68 mm, com e sem ultrassom.
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Figura 34 - Valores experimentais (¢) e preditos (-) pelo modelo de Sovova (1994) para o
diametro de particula entre 0,177 e 0,342 mm, com e sem ultrassom.

As curvas apresentadas na Figura 33 e na Figura 34, além de demonstrarem um
ajuste satisfatorio aos dados experimentais, apresentam um comportamento caracteristico
de cinética de extracdo supercritica. O processo se inicia com um periodo de taxa de
extracdo constante (CER), sendo que esta etapa € caracterizada pela extracdo dos
compostos prontamente disponiveis ao solvente. Quando o soluto de ficil acesso comega a
se esgotar, a difusdo intraparticular torna-se o principal mecanismo de transferéncia de
massa na SFE. Desta forma, as curvas de extragdo assumem um formato tipico de uma
curva de difusdo, com diminui¢do da taxa de extracdo, até que o rendimento global (Xo)
seja atingido.

Observa-se, tanto na Figura 33 quanto na Figura 34, que o periodo de taxa de
extracdo constante (CER) sofre uma pequena influéncia da aplicacio de ultrassom, fato que
¢ refletido nos valores do tempo de taxa de extracdo constante (z.,). Ou seja, neste periodo
o fator que rege a extracdo € o soluto de facil acesso, que é caracteristica de cada matéria-
prima e de seu pré-tratamento. Por outro lado, nos periodos de taxa de extracao decrescente
e no periodo difusional, onde ocorre a transferéncia de massa por difusdo, a aplicacdo de

ondas ultrassdnicas aumentou o rendimento, sendo que, no final da extracdo os rendimentos
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aumentaram de aproximadamente 5% sem ultrassom para 6% com ultrassom e de 9% para
9,7%, para o menor e o maior didmetro de particula, respectivamente. Tal comportamento é
explicado devido as cavitagdes proximas a parede da matriz celular que ocasionam uma
perturbacdo na matriz vegetal, liberando assim o material intraparticular e,
consequentemente, aumentando o rendimento global de extracdo.

Os valores dos coeficientes de transferéncia de massa na fase sélida (ky,), fluida
(kya), a concentragdo de soluto no interior das particulas (Xj), a fung¢do objetivo (f) e o
periodo de taxa de extracdo constante (f..,) para as extracdes realizadas neste trabalho, sdo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Parametros ajustados e a funcao objetivo para o modelo de Sovova (1994)
aplicada a extracao com didxido de carbono supercritico de pimenta malagueta a 15 MPa e
40 °C para o menor e maior diametro de particula, com e sem ultrassom.

Maior Didmetro Menor Diametro
Parametro (1,18 a 1,68 mm) (0,177 a 0,342 mm)

Sem US Com US Sem US Com US

X, * 0,0276 0,0289 0,0395 0,0447

kya (sHx 10° 1,3697 1,9103 3,3636 2,7832
kyq (s x 10° 3,0575 8,9616 4,9794 6,2212
fx 10 1,4554 0,6694 2,7608 1,8561
teer (S) 5362,6 3596,9 3727,2 4202,7

onde: *kg de soluto/ kg de matéria-prima.

Pode-se observar na Tabela 15 que os valores da funcdo objetivo, que € definida
como a soma dos quadrados dos residuos, teve valores abaixo de 1 x 10‘8, evidenciando um
6timo ajuste do modelo, o que € observado na Figura 33 e na Figura 34.

Os valores do coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida (ky,) foram
inferiores aos valores do coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (ky,) para as
curvas avaliadas. Segundo Weinhold ez al., (2008), o soluto localizado internamente nas
particulas tem mais dificuldade de ser dissolvido e, desta forma, leva mais tempo para
atravessar a interface entre s6lido e fluido em relagdo ao soluto localizado na superficie das
particulas. Assim, os menores ky, obtidos indicam que o mecanismo de difusdao é menos

representativo quando comparado com a convecgao.
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Segundo Martinez (2005), a clareza do significado fisico dos parametros ajustaveis
do modelo de Sovova (1994) facilita a compreensdo fenomenoldgica do processo de
extracdo com fluido supercritico. Portanto, as taxas de extracdo observadas na Figura 33
para a SFE+US, que foram maiores do que as taxas de extra¢do sem ultrassom se refletem
nos valores dos coeficientes de transferéncia de massa, nas fases fluida e sélida, e
consequentemente resultam em maiores taxa de extracao.

Observa-se, ainda na Tabela 15, que os valores dos coeficientes de transferéncia de
massa na fase sélida e os valores dos coeficientes de transferéncia de massa na fase fluida
foram maiores para a extracdo assistida por ultrassom do que sem ultrassom para o maior
diametro de particula. Por outro lado, os valores dos coeficientes de transferéncia de massa
na fase sOlida e fluida para as particulas de menor didmetro n3o tiveram uma grande
diferenca entre seus valores. Segundo GAO et al., (2009), em didmetros de particula
pequenos, a densidade de empacotamento do leito de extracdo pode aumentar, o que pode
acarretar em um aumento da resisténcia externa a transferéncia de massa, € o solvente irad
passar através do caminho de menor resisténcia devido a diminuicao da permeabilidade da

matriz, resultando na formac¢do de caminhos preferenciais no leito de extracao.

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo

(FESEM)

A Figura 35 e a Figura 36 apresentam as imagens obtidas por microscopia eletronica
de varredura para as amostras de pericarpo de pimenta da variedade malagueta moidas e
passadas em peneiras para separar as particulas em dois grupos: 1) Particulas de maior
didmetro (1,18 a 1,68 mm) e 2) Particulas de menor didmetro (0,177 a 0,342 mm),
respectivamente. Para os dois didmetros de particulas, foram avaliadas amostras ndo
extraidas, amostras ap0s a extracdo com fluido supercritico e amostras apds a extracao com

fluido supercritico assistida por ultrassom
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Figura 35 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (FESEM) para as amostras de
pericarpo de pimenta malagueta com particulas de maior didmetro (1.18 a 1.68 mm): (A)
Matriz vegetal antes da extracdo; (B) Matriz vegetal extraida com SFE e (C) Matriz vegetal
extraida com SFE+US. Barra de escala de 100 um.
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(A) Matriz vegetal antes da extracao

(C) Matriz vegetal apos SFE+US

Figura 36 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (FESEM) para as amostras de
pericarpo de pimenta malagueta com particulas de menor didmetro (0.177 a 0.342 mm): (A)
Matriz vegetal antes da extracdo; (B) Matriz vegetal extraida com SFE e (C) Matriz vegetal

extraida com SFE+US. Barra de escala de 100 um.

As Figura 35 e Figura 36 mostram que os efeitos causados pela aplicacdo de ondas
ultrassOnicas no processo de extracdo supercritica de pimenta malagueta foram os mesmos
para os diferentes diametros estudados neste trabalho. As ondas ultrassonicas de alta

intensidade perturbam o sélido retirando microparticulas do interior da matriz vegetal, que
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depois se depositam na superficie do exocarpo (tecido mais externo do pericarpo). Os
depdsitos de material particulado na superficie de amostras de pimenta extraida com fluido
supercritico e ultrassom podem ser observados em imagens de microscopia com aumentos
maiores, como as apresentadas na Figura 37. Essas micrografias evidenciam a superficie
intacta da matriz vegetal, sem rachaduras, e recoberta por material proveniente de dentro da
parede celular.

Como jé explicado anteriormente na discussdo da Figura 27 e Figura 28 (Imagens
de FESEM para as amostras de particulas de pimenta com didmetro de particulas médio),
essa remocdo e deposi¢cdo de particulas contribui significativamente para o aumento na taxa
e no rendimento de extracdo de oleorresina de pimenta malagueta. As particulas trazidas do
interior da parede vegetal para a superficie possibilitam o acesso do solvente a regides da

matriz que nio estavam acessiveis sem a acao do ultrassom.

N L o
d HV Vi spot| H
(e E 7D | 5.00 kV |10.0 mm| 3.0 19.95 ym 000 x

D X
Matriz vegetal apés SFE+US — maior (B) Matriz vegetal ap6s SFE+US — menor
didmetro didmetro
Figura 37 - Imagens de microscopia eletronica de varredura (FESEM) para as amostras de
pericarpo de pimenta malagueta extraidas com SFE+US: (A) particulas de maior didmetro e
(B) particulas de menor diametro. Barra de escala de 3 um.

(A)

O aumento da taxa de extracdo ndo pode ser simplesmente explicado pelos efeitos
abrasivos ou pela turbuléncia criada pelas ondas ultrassonicas. As observacoes

experimentais sugerem que a intensificacdo do transporte de massa é devida aos efeitos
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fisicos sobre a superficie das particulas. Os resultados da modelagem matematica para as
amostras de maior diametro confirmam que o coeficiente de transferéncia de massa na fase
s6lida aumenta com essas perturbacdes a matriz vegetal.

Segundo Balachandran et al., (2006), é possivel que esta perturbacdo seja causada
simplesmente pelas variacdes bruscas de densidade associadas com as flutuacdes de
pressdo induzidas pelas ondas ultrassonicas. No entanto, os autores também consideram a
possibilidade de um colapso cavitacional como um dos mecanismos para este aumento.
Ainda segundo Balachandran er al., (2006) enquanto ndao € possivel provar que tais
fendmenos ocorrem, a cavitacdo préxima a matriz vegetal continua sendo uma possivel
causa das perturbacdes. Tais eventos cavitacionais podem ocorrer devido a formacgdo de
bolhas de gas subcriticas no fluido supercritico.

Segundo Balachandran et al., (2006) deve-se desconsiderar os efeitos cavitacionais
acima do ponto critico, mas, por outro lado, Kuijpers et al, (2002) demonstraram
evidéncias para a ocorréncia de cavitagdes em CO, a 74 bar e 283 K, que estd bem baixo da
temperatura critica do CO, (304,1 K). Esses ultimos autores argumentam que a alta pressao
de vapor e a baixa tensdo superficial do fluido compensam a pressdo externa aplicada. O
fendmeno foi ainda estudado por Kemmere et al., (2004) que considerava a polimerizacao
de radicais livres de metacrilato de metila (MMA) em diéxido de carbono no estado
liquido. Os autores observaram que o colapso de bolhas cavitacionais ndo era forte o
suficiente para criar pontos quentes para a conversdo de mondmero. Resultados
semelhantes foram observados por Wang e Cheung (2005) ao estudarem a polimerizacao

assistida por ultrassom de metacrilato de metila e estireno em CO, subcritico.
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CONCLUSOES

As extragdes de pimenta malagueta com solventes organicos (Soxhlet) apresentaram
rendimentos maiores quando comparados com as extracdes SFE e SFE+US. Entretanto, a
técnica convencional tem a desvantagem de utilizar solventes toxicos necessitando uma
etapa posterior de remogao destes solventes.

A extracdo supercritica assistida por ultrassom (SFE+US) aumentou em 28% o
rendimento global de oleorresina de pimenta malagueta quando comparados com a SFE
sem US, sem acarretar mudancas no perfil de capsaicinoides totais e no teor de compostos
fendlicos. A melhor condicao operacional de ultrassom foi 360 W durante 60 minutos, na
temperatura, pressdo e vazdo de solvente de 40° C, 15 MPa e 1,673 x 10 kg/s,
respectivamente.

O maior aumento no rendimento global foi obtido em particulas de tamanho entre
1,18 a 1,68 mm, enquanto que as particulas entre 0,177 e 0,342 mm de didmetros obtiveram
um baixo aumento de rendimento quando as SFEs foram assistidas por ultrassom,
consequentemente, acarretando em mudancas nos valores dos coeficientes de transferéncia
de massa na fase fluida e na fase sélida. O modelo de Sovova (1994) demonstrou-se eficaz
para predizer a cinética de extracdo supercritica assistida por ultrassom, desde que seja
utilizado o valor de X, obtido com a aplica¢do de ondas ultrassOnicas.

As imagens de FESEM demonstraram perturbagdes ao invés de ruptura do pericarpo
da matriz vegetal devido a aplicacdo de ondas ultrassonicas, explicando o aumento do
rendimento global de oleorresina de pimenta malagueta, bem como as maiores taxas de
extracdo verificadas nas cinéticas.

De maneira geral, a técnica de ondas ultrassonicas demonstrou-se eficaz na
obtencdo de extratos de pimenta malagueta, sendo uma técnica alternativa frente aos
métodos convencionais de extracdo. Porém, novos estudos devem ser realizados com o
intuito de avaliar a viabilidade econdmica do processo, bem como realizar o aumento de
escala da extracdo supercritica assistida por ultrassom e verificar se, em meio supercritico,

ocorre a formacdo de bolhas subcriticas ou efeitos cavitacionais.
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Figura 38 — Curva padrao de capsaicina (C)
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III. Cromatograma com perfil de capsaicinoides
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Figura 40 — Cromatograma com o perfil de capsaicinoides, capsaicina (C), dihidrocapsaicina (DHC), nordihidrocapsaicina (n-
DHC) e homohidrocapsaicina (h — DHC) para o extrato obtido via SFE (40°C e 15 MPa) sem US.
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Tabela 16 — Dados experimentais de extrato acumulado (g) de oleorresina de pimenta malagueta (Capsicum frutenscens L.)
obtida via extragcdo supercritica ndo assistida e assistida por ultrassom (360 W), nas condi¢des operacionais de 15 MPa, 40 °C e
uma vazdo de solvente de 1,673 x 10™ kg/s, para o menor e o maior diametro de particula.

Maior Didmetro (1,18 a 1,68 mm) Menor Didmetro (0,177 a 0,342 mm)
SFE SFE+US SFE SFE+US
Tempo (min) A(g) B (g) A(g) B (g) A(g) B (g) A(g) B (g)
F=20,0677 F=20,7010 F=20,4855 F=20,4132 F=20,0653 F=20,1653 F=20,056 F=21,043

5 0,007 0,006 0,0234 0,0372 0,0366 0,03783 0,0243 0,0193
10 0,0162 0,0394 0,073 0,0753 0,0979 0,09936 0,1008 0,1028
15 0,0341 0,0781 0,1233 0,1194 0,1673 0,17176 0,1632 0,1822
20 0,0565 0,126 0,1866 0,1727 0,2424 0,24686 0,2212 0,2372
30 0,1232 0,2253 0,2993 0,2664 0,4128 0,41738 0,3971 0,4101
40 0,2232 0,3288 0,4034 0,3680 0,6187 0,62448 0,5183 0,5283
50 0,3078 0,426 0,5043 0,4664 0,8056 0,8105 0,6615 0,6695
60 0,3951 0,5109 0,5848 0,5657 0,9175 0,9256 0,7951 0,8011
80 0,5391 0,6077 0,6885 0,7053 1,1227 1,1308 1,0396 1,0436
100 0,629 0,6729 0,7597 0,7858 1,2406 1,2507 1,1978 1,1998
120 0,6843 0,7256 0,8178 0,8503 1,3232 1,3343 1,2778 1,2778
150 0,7414 0,7821 0,9077 0,9290 1,4427 1,4558 1,3994 1,3974
180 0,7821 0,8265 0,9614 1,0015 1,5286 1,5437 1,4897 1,4857
210 0,8164 0,8597 1,0077 1,0402 1,5946 1,60782 1,5672 1,5612

240 0,8462 0,8929 1,042 1,0740 1,6459 1,66032 1,645 1,637
270 0,901 0,9213 1,0809 1,1027 1,6845 1,69904 1,6898 1,6798
300 0,9232 0,9518 1,1101 1,1312 1,7104 1,72714 1,7334 1,7214
330 0,9437 0,9783 1,132 1,1560 1,7337 1,75244 1,7766 1,7626

360 0,9636 0,9925 1,1724 1,1801 1,7581 1,77684 1,822 1,806
390 0,9823 1,0084 1,1985 1,2002 1,7742 1,79394 1,8905 1,8725
420 1,0013 1,0246 1,2251 1,2222 1,7981 1,81984 1,9293 1,9093
450 1,0153 1,0431 1,2481 1,2422 1,814 1,83774 1,9884 1,9664
480 1,0324 1,0635 1,2684 1,2649 1,8295 1,85136 2,0193 1,9953

A e B— Réplicas dos experimentos; SFE — Extracdo supercritica; US — Ultrassom; F — Massa de matriz vegetal alimentada em g.
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