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RESUMO

O consumo de produtos naturais e a demanda por tecnologias verdes estdo
crescendo a cada dia, entdo € imprescindivel alcangcar um processo vidvel de fabricacdo na
inddstria alimenticia para a producdo de aditivos, tais como corantes naturais. O
urucuzeiro (Bixa orellana L..) € uma planta nativa da América tropical, cujas sementes sao
cobertas por uma resina vermelha que contém como pigmento principal o carotenoide
bixina. O objetivo deste trabalho foi obter de extratos contendo bixina a partir de sementes
de Urucum desengorduradas com CO, supercritico. Com esse intuito foram feitas extracoes
com liquido pressurizado (PLE - Pressurized Liquid Extraction) usando etanol como
solvente, variando as condi¢des de temperatura, pressao e proporcdo solvente/matéria prima
(S/F). Extragdes com liquido a baixa pressao (LPSE — Low Pressure Solvent Extraction)
foram realizadas com etanol e dgua, variando as condi¢des de temperatura e proporcao
solvente/matéria prima (S/F), usando ou ndo o ultrassom (banho ultrassonico de frequéncia
40 kHz). A composi¢ao quimica dos extratos foi analisada quanto ao teor de bixina, por
método espectrofotométrico. PLE apresentou maior rendimento em 60°C e 10 MPa, com
valores de 7,22 (%, b.s.) para rendimento global (Xy), € 9,07 (%, b.s.) em rendimento de

extracdo de bixina (RB). LPSE mostrou os melhores resultados com o uso de etanol como
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solvente a 40 °C assistido por ultrassom, com valores de 13,6 % (b.s.) para Xy e 31,6 %
(b.s.) no BY, no entanto, a andlise de variincia indicou serem significativas as diferencas
avaliadas somente para as varidveis temperatura e solvente. Entdo, finalmente, trés
condi¢des foram selecionadas para o estudo cinético de extra¢do usando o método LPSE
com etanol como solvente: dois deles usando sementes desengorduradas, um a 60 °C e
outro a 50 °C; e uma terceira extracdo usando sementes in natura a 60 °C para observar
diferencas no rendimento de extragdo de bixina (sem empregar o ultrassom nessas
cinéticas). O pré-tratamento (remog¢ao da fracao lipidica por SFE) das sementes facilitou a
separacdo subsequente da bixina, com RB de aproximadamente 28 %, sem agitacdo ou
atrito, simplesmente valendo-se de um sistema de extragdo com baixa pressao. Para auxiliar
a interpretacao dos resultados, algumas amostras de sementes de Urucum foram analisadas
por MEV-Microscopia Eletronica de Varredura. Muito embora o uso de banho ultrassénico
ndo tenha afetado significativamente X, e RB, as micrografias indicaram modificacdes na

estrutura da matriz.

Palavras-chave: Bixina, extracdo (quimica), Urucum, ultrassom, carotenoide.
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Title: Obtaining extracts with bixin from defatted Annatto seeds: study of process
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Major Professor: Prof.* Dr.* Maria Angela de Almeida Meireles

ABSTRACT

The consumption of natural products and the demand for green technologies is
growing each day, so is a major concern to accomplish a viable manufacturing process in
Food Industry for additives production, such as natural dyes. The annatto tree (Bixa
orellana L.) is originally from American tropics, whose seeds are covered by a red resin
that contains the main pigment, the bixin carotenoid. The aim of this study was to obtain
extracts containing bixin from defatted annatto seeds by supercritical CO,. Extractions were
performed with pressurized liquid (PLE - Pressurized Liquid Extraction), using ethanol as
solvent and temperature, pressure and ratio solvent/raw material (S/F) as variables.
Extractions at low pressure (LPSE — Low Pressure Solvent Extraction) were also carried
out, with ethanol and water, varying temperature, solvent/raw material (S/F) proportion and
using or not using ultrasound (ultrasonic bath 40 kHz frequency). The spectrophotometric
method was employed to quantify the amount of bixin. PLE showed higher yield at 60 °C
and 10 MPa, with values of 7.22 (% d.b.) for overall yield (Xy), and 9.07 (% d.b.) in bixin
yield extraction (BY). LPSE showed better results when using ethanol as solvent at 40 °C
assisted by ultrasound, with values of 13.6% (d.b.) to Xy and 31.6% (d.b.) in BY, however
analysis of variance indicates significant differences only for temperature, and solvent.
Thus, finally, three were the selected conditions for the kinetic extractions studies using
LPSE method with ethanol as solvent: two of them using defatted seeds, one at 60 °C and
the other at 50 °C; and a third extraction using in nature seeds at 60 °C for observing
differences in bixin yield (without using the ultrasound for all these kinects). The

pretreatment employed on seeds (removal of the lipid fraction by SFE) facilitated the

Xiii



subsequent separation of bixin resulting in a BY of approximately 28%, with no agitation
or friction, simply applying an extraction system at low pressure. In order to assist the
interpretation of results some samples of Annatto seeds were analyzed by SEM-Scanning
Electron Microscopy. Even though the use of the ultrasonic bath had not significantly

affected Xy and BY, the micrographs indicate changes in the vegetal matrix structure.

Keywords: Bixin, extraction (chemistry), Urucum, ultrasound, carotenoids.
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Introdugdo

1 - INTRODUCAO

O uso de aditivos com intuito de tornar os alimentos visualmente mais atraentes é

muito comum, seja na industria alimenticia ou no uso doméstico cotidiano.

Os carotenoides pertencem a uma classe de compostos que apresentam poder corante.
Estes pigmentos t€ém sido largamente utilizados nas industrias de alimentos, que procuram
agregar maior valor a seus produtos, buscando substituir os corantes sintéticos por naturais.
Devido ao fato de que hd uma exigéncia e preferéncia do consumidor por compostos naturais,
observa-se uma tendéncia mundial quanto ao aumento da utilizacdo desses produtos em

detrimento dos sintéticos.

O uso de colorantes contendo bixina e norbixina favorece a industria nacional, uma
vez que o Brasil € um dos maiores produtores mundiais de sementes de urucum. Os
colorantes podem ser usados como corante € como pigmento. A diferenca bdsica estd na
solubilidade do colorante no meio em que € incorporado. O corante atribui cor através da
alterac@o da cor do meio, onde o corante é solivel. Enquanto que o pigmento confere cor
através da sua dispersdo neste meio (SARON; FELISBERTI, 2006). Assim, o colorante
pode agir como corante ou pigmento, dependendo da aplicacdo e da natureza do meio

(ALBUQUERQUE, 2013).

O Brasil possui uma imensa biodiversidade, contando com diferentes tipos de
florestas, as quais possuem vasta riqueza genética devido a suas faunas e floras tipicas. Este
fato associado a tradi¢do na produgdo agricola garante a disponibilidade de matéria-prima a
baixo custo para a obtencdo de extratos de matrizes biolégicas (ROSA e MEIRELES,
2005).

O urucueiro (Bixa orellana L..) é uma planta nativa da América tropical. Suas
sementes sdo cobertas por uma resina vermelha que contém como colorante principal o

carotenoide bixina.
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Virias preparacOes comerciais com finalidades colorantes sdo preparadas com
urucum e cada uma delas tem especificidade diferente, cujas aplicacdes sdo geralmente
recomendadas pelo fabricante. O seu uso € permitido em 20 produtos como massas
alimenticias, produtos extrusados, lacteos, salsichas, cereais matinais, doces, produtos de

panificacdo, margarinas, cremes, sorvetes, molhos e condimentos.

O projeto de processos industriais, sob a 6tica da sustentabilidade, visa a alteracoes
substanciais na industria atual. Para tanto, € exigido o desenvolvimento de novos processos
baseados em matérias-primas renovdveis, na utilizacdo minima necessiria de energia e
solventes sem restricdes ambientais. Neste contexto, as tecnologias baseadas na utilizacao
de fluidos pressurizados parecem oferecer solugdes para essas demandas (SANTOS,

ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2011).

O aprofundamento nos estudos de tecnologias limpas de extracdo, (livres de
residuos de processo: solventes organicos), e de colorantes e antioxidantes de urucum sao
necessdrios, uma vez que se observa uma tendéncia generalizada do mercado (industria de
alimentos, farmacos e cosméticos) pela busca por produtos que gerem vantagens

econdmica, social e ambiental (ALBUQUERQUE & MEIRELES, 2012).

Geralmente, tanto para os processos de extracdo com fluidos pressurizados, quanto
para os processos de precipitacdo, solventes GRAS (“Generally Recognised as Safe”) sao
preferidos, sendo di6xido de carbono, dgua e etanol os mais utilizados (SANTOS,

ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2011).

Novos métodos de extragdo da bixina de urucum tém sido amplamente estudados.
Deseja-se que os processos atendam as exigéncias do mercado interno e externo. O
incremento de tecnologias eficazes de processamento e o crescente conhecimento na
quimica e bioquimica dos colorantes do urucum, e de seu comportamento em diferentes
meios, podem contribuir significativamente na qualidade do produto final (corante ou

pigmento), bem como no rendimento dos processos de extracao.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Determinar o procedimento tecnicamente mais vidvel para extracdo de bixina do

urucum usando sementes previamente desengorduradas com CO; supercritico.

2.2 — Objetivos especificos

Para atingir o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos que foram definidos:

= Caracterizar a matéria-prima;

= Realizar extragdes preliminares;

= Selecionar métodos e solventes para a extracao;

= Avaliar os efeitos dos métodos selecionados para extracdo de bixina sobre o
rendimento global e rendimento de extracdo de bixina;

= Realizar estudos cinéticos nas condicdes de melhores rendimentos para obter
parametros de processo que auxiliem na escolha do melhor método, e
posteriormente compard-lo com a extracdo das sementes de Urucum sem pré-
tratamento.

» Avaliar o efeito dos processos nas superficies das sementes de Urucum, por MEV
(Microscopia Eletronica de Varredura), para auxiliar a interpretacdo dos resultados

das extragdes.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Urucum (Bixa orellana L.)

O urucuzeiro € origindrio da América tropical, pertence a familia Bixaceae e
responde pelo nome botanico de Bixa orellana L. Dependendo da regido de cultivo e da
idade da planta, apresenta-se como um arbusto perene grande ou como uma arvore
pequena. A planta exibe grande variabilidade de colorac@o, com caule pardo-avermelhado,
flores brancas e frutos verdes ou caule vermelho, flores rosas e frutos vermelhos-escuros
(PRESTON e RICKARD, 1980). O urucuzeiro tem uma altura que varia entre 2 a 9 m,
podendo ser considerada uma planta ornamental pela beleza e colorido de suas flores, além
de ser produtora do corante natural de grande interesse comercial. Os frutos sdao cdpsulas
armadas por espinhos maledveis que se tornam vermelhas quando maduras (Figura 3.1 (a) e
(b)). Na maturidade, o interior das cdpsulas contém pequenas sementes dispostas em série,
envolvidas por arilo vermelho. Das sementes de cor avermelhada, extrai-se o corante

natural que € muito utilizado pelas industrias (GOMES e BRUNO, 1992).

(a) (b)

Figura 3.1 — (a) Fruto de urucum. (b) Sementes de urucum.

A semente bruta apresenta como composigao tipica: 40 a 45 % de celulose, 3,5 a 5,5

% de agucares, 0,3 a 0,9 % de dleo essencial, 3 % de 6leo fixo, 1,0 a 4,5 % de pigmento, 13

4
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a 16 % de proteina como também taninos e saponinas e destacando-se elevada
concentracdo do delta-tocotrienol, 140 - 147 mg/100 g no extrato hexanico seco, sendo
maior do que os teores normalmente encontrados em qualquer outra espécie vegetal

(OLIVEIRA, 2005).

Sementes de urucum sdo consideradas sementes condimentares, mas com fungdes
biologicas tais como efeito laxativo, cardiotonico, hipotensores, expectorantes e
antibidticos, agindo como anti-inflamatério para as contusdes e feridas, apresentando,
ainda, emprego interno na cura das bronquites e externo nas queimaduras. As sementes
dessa planta se destacam como importante matéria-prima para a obtenc¢do dos corantes
bixina, norbixina e norbixato, em razdo das suas caracteristicas de produto natural, ndo
toxico, elevado poder tintorial e amplo espectro de cores, utilizados para coloragdo de
produtos alimenticios, cosméticos, farmacéuticos e téxteis, além de serem usados como

condimentos culindrios (colorau) (SILVA, AMARAL e REBOUCAS, 2010).

No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a producdo de sementes de urucum no ano de 2010 foi de 13.309 toneladas, destacando-se
as regioes Sudeste, Norte e Nordeste que responderam, respectivamente, por 34, 34 e 18 %
do total produzido. Os principais estados produtores brasileiros sdo: Sao Paulo, Ronddnia,
Pard, Minas Gerais, Parand e Bahia. Em 2005, o Estado de Sao Paulo foi o maior produtor
com 2.932 t de sementes, ou seja, aproximadamente 22 % da producdo nacional, seguido de

Rondonia e do Pard, com 2.342 e 2.108 t, respectivamente (IBGE, 2010).

Para as regides Norte e Nordeste do pais, a cultura do urucuzeiro é de grande
importancia. Cerca de 80% do seu cultivo tém origem na agricultura familiar (FRANCO,

2007).

3.1.1 — Aplicagoes do Urucum

O consumo de um alimento que possui em sua composi¢do os aditivos corantes

naturais € associado a imagem de um alimento de qualidade e sauddvel; além dos corantes

5



Revisdo Bibliogrdfica

sintéticos possuirem a tendéncia de serem vistos como indesejdveis e prejudiciais, alguns

sdo responsabilizados por reacdes alergénicas e de intolerdncia (MONTES et al., 2005).

O urucum € a mais importante fonte de corante natural empregada na inddstria de
alimentos, correspondendo a em torno de 90 % do total de consumo de corantes naturais no
Brasil e em torno de 70 % de corantes naturais mundialmente empregados em alimentos

(CANTO et al., 1991).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) € o 6rgdo que regulariza o uso dos corantes
alimenticios, que determina em quais alimentos podem ser adicionados e os limites
maximos permitidos. O MS segue as recomendagdes do Comité da FAO/OMS “Joint
Expert on Food Additives (JECFA)”, que nos anos 70, apdés uma série de estudos
toxicologicos, reduziu a ingestdo didria aceitdvel para os extratos de urucum de 1,25 mg/kg
para 0,065 mg/kg de peso corpdreo, expressos em bixina (FAO, 2006). Na época, uma das
alegacdes era de que pouco se conhecia sobre a composicio do urucum e de suas

preparacoes (MERCADANTE e PFANDER, 2001)

Ap6s o0 67° Encontro do JECFA, ocorrido em Roma em julho de 2006, os valores da
IDA para os carotenoides presentes no extrato de urucum foram reavaliados, sendo
estabelecida uma faixa de 0 a 12 mg/kg de peso corporal para bixina e de 0 a 0,6 mg/kg de

peso corporal para norbixina e seus sais de s6dio ou potédssio (FAO, 2006)

3.2 — Carotenoides

Os carotenoides t€m a estrutura bdsica de tetraterpenos de quarenta carbonos,
formados por oito unidades isoprendides de cinco carbonos, ligados de tal forma que a
molécula € linear e simétrica, com a ordem invertida no centro (MALDONADE, 2003).
Este esqueleto bédsico pode ser modificado através de varias maneiras, como reacdes de
hidrogenagdo, desidrogenagdo, ciclizacdo, migracdo da dupla ligagdo, encurtamento ou
extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizagdo, introducdo de substituintes e oxidagdo

(STRAUB e PFANDER, 1987).
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Os carotenoides sdo divididos em dois grandes grupos: os carotenos, que
quimicamente sdao hidrocarbonetos, e as xantofilas que sdo derivados oxigenados. Neste
dltimo grupo estdo incluidos colorantes que possuem em sua estrutura grupos hidroxilicos,
carbonilicos, carboxilicos e/ou epdxidos, podendo ser também aciclicos, monociclicos ou
biciclicos. Muitas outras modificacdes estruturais ainda sdo possiveis, permitindo a
obtencdo de uma diversidade de compostos (BRITTON, LIAAEN-JENSEN e PFANDER,
1995).

Pigmentos das classes dos carotendides, assim como os da classe dos flavondides,
tém sua degradagdo oxidativa acelerada pela luz, temperatura e/ou pH extremo na presenca
de oxigénio (SANTOS et al., 2011). Os carotenoides mais comumente encontrados nos

alimentos vegetais estdo na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1 - Alguns carotenoides encontrados na natureza.

Carotenoide Fonte

a-caroteno Cenoura, caraguata
B-caroteno Cenoura, caraguatd, manga
Luteina Gema de ovo
Criptoxantina Milho amarelo, paprica
Zeaxantina Gema de ovo, milho
Crocina Acafrao

Bixina Urucum

Capsantina Pimenta vermelha
Capsorubina Péprica
5,6-monoepoxi-f-caroteno Caraguata
5,6-diepoxi-B-caroteno Caraguata
Violaxantina Amor perfeito
Licopeno Tomate, melancia

Fonte: (BOBBIO e BOBBIO, 1992; FONTANA et al., 2000).

O sistema de duplas ligagdes conjugadas serve como cromoéforo, ou seja, confere a
habilidade de absorver luz na regido do visivel. Sdo necessdrias, aproximadamente, sete
ligacdes duplas conjugadas para que o carotendide apresente coloragdo. O sistema de
duplas ligagdes conjugadas também confere a estes pigmentos alta reatividade quimica,

podendo ser facilmente isomerizados e oxidados (MALDONADE, 2003).

7
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3.2.1 — Carotenoides de Urucum

Como j4 citado os principais colorantes presentes nas sementes de urucum sao os
carotenoides. Diferentemente do B-caroteno, que estd amplamente distribuido em vegetais e
frutas, a bixina foi somente encontrada em urucum, constituindo mais de 80 % dos

carotenoides totais presentes nas suas sementes (PRESTON e RICKARD, 1980).

Bixina é um C,s diapocarotenoide e € soluvel em 6leo. Urucum € quase unico entre
a familia dos carotenoides que podem atuar como um colorante em uma série de estruturas
quimicas diferentes. A forma predominante é a bixina, que é o éster metilico do acido
dicarboxilico. As sementes de Urucum contém cis-bixina (> 80 % do total de carotendides),
principalmente na configuracdo do 9-cis com menor quantidade de trans-bixina e cis-
norbixina. Sob condi¢des especificas de temperatura e pH, bixina pode ser hidrolisada em
norbixina (Figura 3.2), e o acido dicarboxilico é saponificado no sal de norbixina. Em
temperaturas elevadas (> 120°C), as reacdes de degradacdo levam a formacdo de vérios
produtos, incluindo um composto de carbono-17 conhecido como pigmento amarelo (FAO,

2006).

ﬁstcr
| metilico

Figura 3. 2 - Férmula molecular de bixina e norbixina, (ROCHA et al, 2010).
8
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Aparentemente os carotenoides de cadeia curta, apo- ou diapocarotenoides, sdao
formados por degradacdo oxidativa dos carotenoides com quarenta carbonos, embora
nenhuma evidéncia detalhada tenha sido relatada em relacdo a biossintese de bixina

(MERCADANTE e PFANDER, 2001).

O mecanismo da biossintese de bixina permanece nao resolvido. Com base de
semelhanga estrutural entre o colorante bixina e crocetina (acafrdo), a reagdo poderia
implicar uma dioxigenase, um aldeido desidrogenase, e um metiltransferase em uma série
de reacdes sequéncia iniciada no licopeno (Figura 3.3) (BOUVIER, DOGBO e CAMARA,
2003).

Lycopene *

e L L. S, = «CHDO

OHC e b

Bixin aldehyde +

e, S b S N L = o e OOH
norBixin *

S S T L. =, = ECID'I:H3
HOOQC b -
Bixin *

o N N L. o, o CO0C
Hacuuc/‘\)\/\J\/\/-}r‘\/-.,\r\J Hy

Bixin dimethyl ester

Figura 3. 3 - Caminho proposto para a biossintese da bixina mostrando etapas a partir da
catalisag@o do licopeno (BOUVIER, DOGBO e CAMARA, 2003).
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Apesar de a bixina ser o Unico componente da Bixa orellana L. que apresenta
importancia comercial, a planta possui varios compostos exdticos, como o geranilgeraniol.
Alguns destes compostos ndo sdo encontrados em nenhuma outra planta, e muitos deles

foram descobertos ha menos de dez anos (SILVA, 2007).

3.3 — Extracao

Extracdo € uma operacdo unitdria cujo principal objetivo é a separacdo de certos
componentes de suas matrizes, ou de misturas. Essa operacdo pode ocorrer por métodos

fisicos, quimicos ou mecanicos.

Extracdo sélido-liquido ocorre com a dissolugdo seletiva de um ou mais solutos de
uma matriz s6lida por um solvente liquido. Esta operagdo unitdria é também chamada de
lixiviacdo, decocg¢do ou eluicdo. Na verdade, a terminologia pode ser especificada para um
dado tipo de extracdo. Por exemplo, o termo lixiviacdo pode ser usado quando o objetivo é
obter compostos alcalinos, decoc¢do quando o solvente é usando na temperatura de
ebulicdo, e eluicdo €é usado quando os sélidos soluveis estdo na superficie da matriz sélida.
Independentemente do nome, essa técnica € uma das operagdes unitdrias mais utilizadas na

inddstria quimica (TAKEUCHI et al., 2009).

A matriz vegetal apresenta uma microestrutura complexa formada por células,
espacos intracelulares, capilares e poros. A extracdo € influenciada pela estrutura molecular
do soluto, tamanho, localizacdo e a ligagdo com outros componentes. As caracteristicas
quimicas do solvente e a estrutura e composicao distintas de cada planta asseguram que
cada sistema matriz vegetal-solvente apresente comportamento peculiar, o qual ndo pode
ser facilmente previsto (VEGGI, CAVALCANTI e MEIRELES, 2011). O rendimento da
extracdo de compostos de plantas € influenciado pelas condi¢cdes em que o processo €

realizado. A escolha do processo mais adequado depende de parametros como temperatura,

acdo mecanica (agitacao) e tipo do solvente empregado (TAKEUCHI et al., 2009).
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Existem na literatura varias metodologias de obteng¢do de extratos de vegetais,
utilizando vdrios solventes, empregando ou ndo altas pressoes e temperaturas ou até mesmo
associando metodologias no intuito de obter um extrato com o perfil fitoquimico desejavel,
com alto rendimento e que ndo possua caracteristicas indesejdveis como a presenca de
compostos co-extraidos como ceras e clorofila e a presenca residual de solventes (BRAGA

et al., 2003).

Os procedimentos de extracdo comuns utilizados no isolamento de compostos
organicos de plantas medicinais sdo: hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo com solvente a

baixa pressao (LPSE), entre outros (VEGGI, 2013).

A extracdo com solventes organicos é limitada pela necessidade de selecionar um
solvente que seja compativel com o emprego do produto final. Em produtos alimenticios, o
corante estard sujeito a sérias restri¢cdes técnicas, pela toxicidade potencial de residuos de
solventes neles presentes. Esse fato vem diminuindo a utilizacdo desse processo na

producdo de corantes (SILVA, 2007).

De acordo com a Resolucdo CNNPA n° 44, os produtos autorizados que devem ser
usados na elaboragdo e processamento de corantes sdo: dgua, acucares, dlcool etilico,
amidos, cloreto de sddio, dextrina, gelatina, glicerol, 6leos e gorduras comestiveis

(BRASIL, 1978).

3.3.1 — Extracao Assistida por Ultrassom (UAE)

As técnicas tradicionais de extra¢do sélido-liquido, em alguns casos, demandam
tempos de extracdo elevados e proporcionam baixa efici€éncia. Além do mais, os compostos
de interesse a serem extraidos podem ser termoldbeis, o que requer a utilizagdo de técnicas

de extracdo em condi¢des mais amenas a fim de evitar a degradacgdo.

A energia ultrassonica tem sido descrita como um eficiente modo para melhorar o

desempenho em diferentes aplicagdes da quimica analitica, como extracdo de compostos
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orgdnicos e inorganicos, homogeneizacdo, dispersdo de suspensdes, dentre outras

aplicacdoes (NASCENTES et al., 2001).

A melhoria da eficiéncia de extracdo de compostos organicos devido ao emprego de
ultrassom ¢ atribuida ao fendmeno de cavitacdo produzido no solvente pela passagem de

ondas ultrassonicas (ROSTAGNO et al., 2009).

A origem da cavitacdo se deve ao fato de que, durante a expansdo, os gases
adsorvidos no liquido ao redor da cavidade ou na interface evaporam, resultando na
expansdo da cavidade. Durante a etapa de compressao estes gases ou vapores nao retornam
completamente ao estado liquido, resultando num aumento efetivo da cavidade. Ciclos
periodicos de compressao e expansdo causam aumento do tamanho da cavidade, que ao
atingir um tamanho critico implode, liberando grande quantidade de energia e aumento de
pressdo num curto periodo de tempo e em pontos localizados do liquido. No momento da
implosdo sdo gerados microjatos de altissimas velocidades (proximo de 400 km/h), que
fragmentam as particulas s6lidas presentes no meio, aumentando assim suas superficies de

contato (MARTINES, DAVOLOS e J UNIOR, 2000).

A amplitude (A) mede a extensdo do movimento vibratério medido a partir da
posicdo central até uma das extremidades. Este pardmetro estd diretamente associado a
intensidade do ultrassom e é o parametro utilizado para classificar as aplicacdes em
ultrassom de baixa intensidade (LIU- Low-Intesity Ultrasound) com menos de 1 W/cm? e
ultrassom de alta intensidade (HIU- High-Intensity Ultrasound) com 10-1000 W/em?,
Ultrassom de alta intensidade € aplicado em altas frequéncias para modificar processos ou
produtos através da ruptura de tecidos, enquanto que ultrassom de baixa intensidade ¢é
utilizado para monitoramento da qualidade de processos e produtos (TAKEUCHI et al.,

2009).

Para os estudos em quimica, os equipamentos mais comumente utilizados para
producdo de ultrassom sdo o banho de ultrassom e a sonda ultrassonica (NASCENTES et
al., 2001). Os banhos sdo constituidos de recipientes metdlicos onde os transdutores

piezoelétricos se encontram fixados no fundo. J4 as sondas s@o fixadas na extremidade de
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um amplificador transdutor. Nos banhos ocorre muita dispersdao de energia ultrassOnica

devido as maltiplas reflexdes nas paredes metédlicas (KORN, PEREIRA e BORGES, 2005).

3.3.2 — Extragao com fluidos pressurizados

Os fluidos supercriticos caracterizam-se por a sua temperatura € pressao serem
superiores aos correspondentes valores criticos. Acima do ponto critico, deixa de haver
tensdo superficial e separacdo entre as fases liquida e gasosa em equilibrio, formando-se
uma Unica fase supercritica, cujas propriedades sdo intermedidrias daqueles dois estados.
Abaixo do ponto critico o fluido pode existir como um liquido ou como um géas (SHIBATA

e SANDLER, 1989).

Um dos fluidos supercriticos mais usados na industria e na pesquisa é o diéxido de
carbono (CO,), que possui temperatura critica (T.) de 304,2 K e pressao critica (P.) de 7,38
MPa. Uma vez no estado supercritico, este fluido, assim como qualquer fluido supercritico
em geral, apresenta propriedades intermedidrias entre gis e liquido (BRUNNER, 2005). A
Tabela 3.2 registra a pressdo e temperatura criticas de alguns fluidos com interesse em

processos de extracgao.

Tabela 3. 2 - Propiedades criticas de alguns fluidos com interesse em extragaio (MENDES
et al., 2003; BRUNNER, 2005).

Fluido Te (°C) Pc (bar)
Etileno 9.4 50,4
Dioxido de carbono 31,1 73,8
Etano 324 48,8
Oxido nitroso 36,6 72,4
Propano 96,8 42.5
Agua 3744 22,06
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A densidade se aproxima da de um liquido, enquanto a viscosidade € proxima da de
um gés normal e a difusividade é cerca de duas vezes maior em magnitude do que a de um

liquido caracteristico (BRUNNER, 2005).

O poder de solvatagao de um solvente aumenta ndo somente a solubilidade de certo
produto, como o nimero de compostos solubilizdveis. Os aromas e 6leos essenciais sao
extraidos utilizando o solvente em condi¢des proximas ao seu ponto critico, enquanto que
oleoresinas de especiarias e 6leos vegetais sdo extraidas em condi¢des de altas pressoes,

acima do ponto critico (BROGLE, 1982).

A extracdo com fluido supercritico (SFE) aplicada a transformacdo de produtos
naturais, tais como 0s pigmentos naturais, aromas, € assim por diante tem recebido muita
atencao ja ha duas décadas. Nos paises da América do Sul, ele foi utilizado em diversas
aplicagdes, principalmente devido a rica biodiversidade desses paises (ROSA e

MEIRELES, 2005).

Na Figura 3.4 observa-se o comportamento de uma substancia pura na mudanga de
fase. Para temperaturas menores que a temperatura critica (isotermas Ti1 e T2) ocorre
variacdo do volume especifico durante a mudanca de fase. Para temperaturas maiores que a
temperatura critica (isotermas T4 e Ts) ndo se verifica variacdo brusca nas propriedades do
fluido. Na temperatura critica (T3) e em temperaturas superiores a ela, o fluido recebe a
classificacdo de supercritico quando estiver submetido a uma pressdo superior a pressao

critica (Pc).
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Pressdo

Lig e vapor

/'

Temperature

Séfido @ vapor

Figura 3.4 - Diagrama de equilibrio de substancia pura (adaptado de SANDLER, 2006)

3.3.3 — Extragao com liquidos pressurizados

Extracdo com liquido pressurizado (PLE) ou extracdo acelerada com solvente (ASE)
€ um processo automatizado de extracdo de compostos organicos que pode ser aplicado a
uma variedade de amostras s6lidas e semisélidas. A PLE difere de um processo tradicional
de extracdo porque utiliza solvente em temperatura e pressdo elevadas as quais sao
aplicadas a uma quantidade de amostra conhecida inserida na célula de extracio (ABAD,

2006).

O método de extragdo com liquidos pressurizados emprega menor volume de
solvente que as extracOes convencionais (Soxhlet, etc.) € € mais rapido, a extracdo varia

entre 10 e 20 minutos (SANTOS et al., 2011).
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Um fluido pressurizado e aquecido a pressdes e temperaturas abaixo das criticas
pode existir como um liquido ou como um vapor. No caso de o fluido ser etanol ou dgua,
por exemplo, a pressdes menores que 20 MPa e temperaturas menores que 200 °C, este
fluido se mantém no estado liquido, apesar da temperatura estar acima da sua temperatura
de ebulicdo a pressdo atmosférica. A utilizacdo destes fluidos nestas condicdes em
processos extrativos permite uma melhora da solubilidade dos compostos a serem

extraidos, bem como uma aceleracdo da cinética de dessorcao destes compostos da matriz

vegetal (RICHTER et al., 1997).

3.3.1 — Extragao de corantes do urucum

De fato, a maioria dos carotenoides, e ndo apenas bixina, é suscetivel a isomerizacao
e oxidacdo devido a sua natureza altamente insaturada. Essas reacdes podem facilmente
ocorrer durante a extracdo ou a andlise de bixina. Para evitar a interferéncia na estrutura
durante as andlises, algumas medidas preventivas, como a reducdo do tempo de realizacdo
da anélise, contato com oxigénio, protecdo da luz, controle de temperatura, e a utilizacdo de
solventes de alta pureza sdo necessdrias. Por outro lado, o método de extracdo do corante
tem que ser muito bem documentado para estabelecer especificacdo de seguranca

(BITTENCOURT et al., 2005).

Perda ou alteracdo na cor durante algum processo de extragdo ou processamento do

Urucum pode ser indicio de ocorréncia de degradag¢do ou modificagdo estrutural da bixina.

Os métodos de extragdo utilizados para a produgdo de colorantes de Urucum a partir
da semente podem produzir bixina ou, por meio da hidrélise aquosa, a extracdo simultanea
da norbixina. Talvez o fato que torna o Urucum uma das matérias-primas mais interessantes
para a extracdo de corantes seja a possibilidade de se obter, do mesmo tipo de semente,
corantes soldveis em 4gua e corantes soliveis em Oleo, alterando apenas o solvente de
extracdo (LIMA et al., 2001). Os métodos mais utilizados para extrair o pigmento das
sementes sdo a extracao alcalina (sal da norbixina), a extracdo em Oleo (bixina) e a extracao

com solvente, obtendo-se produto com maior grau de pureza. Tais corantes diferem entre si

16



Revisdo Bibliogrdfica

quanto a solubilidade e pigmenta¢do (PRENTICE-HERNANDEZ, RUSIG e CARVALHO,
1992).

Foi avaliada a eficiéncia de distintos sistemas solventes na extracdo de pigmentos da
semente de Urucum, e também as caracteristicas dos corantes obtidos em cada processo
(SILVA, AMARAL e REBOUCAS, 2010). Os resultados da eficiéncia das extragdes sao

encontrados estdao na Tabela 3.3.

Tabela 3. 3 - Teores médios de bixina nas sementes esgotadas apds extracdo com o0s
diferentes solventes extratores e eficiéncia das extracoes (SILVA, AMARAL e

REBOUCAS, 2010).

Solvente extrator Teor de bixina* (g.100g™) Eficiéncia (%)
KOH 0,6 % 0,35+0,01b 77,14 b
NH,OH 2 % 0,34 £0,03b 79,41 b
NH,OH 2 % em etanol 0,23 +0,02 ¢ 84,00 a
Etanol 1,05+0,03 a 60,00 c

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*Média £ desvio-padrio.

Pévoa (1992), ao utilizar KOH 0,5%, 98% dos pigmentos da semente de Urucum
foram extraidos. A maior retencdo de pigmentos na semente ocorreu quando 4gua foi
utilizada como solvente, correspondendo a 4,3 vezes o teor encontrado nas sementes
extraidas com o KOH 0,5%. Contrastando com estes resultados Silva, Amaral e Reboucas
(2010), obtiveram extracdo de aproximadamente 77% dos pigmentos presentes nas

sementes usando KOH 0,6%.

A grande demanda dos extratos de Urucum com caracteristicas de elevada qualidade
tem acentuado as deficiéncias dos processos comumente usados para produzir os corantes,
incluindo riscos de degradacgao térmica dos extratos e de oxidacdo dos pigmentos. Também,
as quantidades relativas de bixina e seus produtos de isomeriza¢do e de degradacdo em
preparagdes comerciais de Urucum variam dentro de amplos limites, dependendo das

condicdes de processamento (PRENTICE-HERNANDEZ, RUSIG e CARVALHO, 1992).
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Ainda, de acordo com o solvente e com o pH da extracdo utilizados, podem coexistir no

meio as vérias formas dos pigmentos (SILVA, 2007).

Apesar de a extracdo dos colorantes das sementes de Urucum utilizando solventes
organicos ser a mais eficiente em termos do teor de pigmentos extraidos e da pureza do
extrato, nao € muito utilizada em escala industrial, devido a possivel presenca de residuos

de solventes no produto processado (SILVA, 2007).

Um estudo foi realizado por Nobre et al. (2006), no qual o objetivo foi obter bixina
através de extracdo supercritica de Urucum. O solvente utilizado foi CO2 e CO2 + Etanol
como cossolvente, em duas vazdes para avaliar o efeito da temperatura, pressao e fluxo de
solvente no rendimento da extracido. Os autores observaram que o rendimento em pigmento
aumentou com a temperatura em uma mesma pressao e também com a pressdo em uma
mesma temperatura para uma mesma vazao de solvente. Concluiram também que, quando o
fluxo de solvente aumentou, o rendimento diminuiu possivelmente por causa da resisténcia
a transferéncia de massa dentro do pericarpo da semente. Foi realizada uma modelagem
capaz de representar adequadamente a extragdo supercritica dos pigmentos a partir das
sementes de Urucum. Quando somente o CO, foi usado, um coeficiente de transferéncia de
massa interno foi determinado. Por outro lado, quando o etanol foi usado como cossolvente,
a extracdo foi controlada por uma pelicula de solvente. Nesse caso, o coeficiente de massa
externo, que aumentou com o fluxo, foi calculado. Rendimento alto foi obtido com
cossolvente que ndo sofreu mudangas com a vazdo e aumentou com o aumento da pressao e
da temperatura. O rendimento em pigmentos ndo aumentou com a moagem das sementes,

possivelmente devido a localizacdo desses compostos na superficie da semente.

Silva et al (2008) determinaram a solubilidade em COz2 supercritico de uma solucao
com alta pureza, 93 % de bixina diluida em diclorometano e também da bixina presente no
6leo das sementes. Eles determinaram isotermas de rendimento global para a bixina das
sementes de Urucum e obtiveram rendimento aproximadamente dez vezes maior que o da
bixina pura. A mesma magnitude de solubilidade entre a bixina das sementes e a bixina
pura foi obtida por (DEGNAN, ELBE e HARTEL, 1991). Este comportamento indicou que

a bixina tém baixa solubilidade em CO; supercritico € que o 6leo das sementes agiu como
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cossolvente na extracido da bixina das sementes. Foi observado também a interferéncia da
presenca dos sélidos insoliveis para o rendimento na extracdo de bixina. Esferas de vidro
foram impregnadas com o 6leo e bixina obtidos das sementes em extragdes anteriores,
percebeu-se que a matriz sélida teve pouquissimo efeito no rendimento da bixina. Os
autores concluiram que a solubilidade da bixina (lipossolivel) foi sensivelmente melhorada

com a presencga de 6leo nessas sementes.

Até recentemente, estudos de SFE de sementes de Urucum apenas com foco na
obtencdo de bixina eram encontrados na literatura (DEGNAN, ELBE e HARTEL, 1991;
SILVA et al., 2008; CHAO et al., 1991).

Albuquerque e Meireles (2012) realizaram um estudo de SFE de 6leo de sementes
inteiras de Urucum, usando CO:2 como solvente, e obtiveram as condi¢Oes de temperatura e
pressdo otimizadas de extracdo em relacdo ao 6leo e a bixina 60°C/40 MPa. Embora o
rendimento de bixina tenha sido muito baixo, aproximadamente 0,1 %, nesta condicdo, o
processo obteve sementes desengorduradas como um pré-tratamento para a produgdo de
bixina em resposta a demanda da industria de colorante a partir do Urucum, por sementes
com menor teor de 6leo possivel. Ainda neste estudo, os autores observaram que € possivel
obter um extrato mais concentrado em tocotrienois, antioxidantes naturais, em 40 °C/20
Mpa, com rendimento de 14,6 = 0,4 %, mostrando a versatilidade do processo em obter

varios produtos apenas modificacdes da T e P.

Nao ha estudos sobre extracdo de colorantes a partir de sementes de Urucum
desengorduradas. Desta forma € importante o estudo da viabilidade técnica (e econdmica)
deste processo usando solventes GRAS para obter além de produtos livres de solvente, um
residuo que poderd ser reaproveitado em alimentagdo humana (o residuo da semente de
urucum € rico em proteina, e que representa mais de 95% da matéria-prima processada, e
normalmente € utilizado em ragdes animais), e desta forma aumentar o valor agregado ao

produto.
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4 - MATERIAIS E METODOS

A maior parte da pesquisa foi desenvolvida no LASEFI (Laboratério de Tecnologia
Supercritica, Extra¢do, Fracionamento e Identificagdo de Extratos Vegetais — DEA/Unicamp).

A Figura 4.1 ilustra as etapas realizadas.

Sementes de urucum (Bixa
Orellana L.) parcialmente
desengorduradas

Testes preliminares
para a selegdo dos

métodos e solventes
de extracdao

Caracterizagao
fisico-quimica

Método | Método Il

! )

Extracdes usando ExtragGes a baixa pressdo (LPSE)
etanol pressurizado (PLE) com agua e etanol assistidas ou
ndo por ultrassom

v i

[
Calculo do rendimenth o (%) ﬁé\lculo do rendimento

global X, J \ global X,

Cinética | na
condigdo de
extracdo de <X,

< RB (%)
Analise dos extratos Analise dos extratos
Cinética ll na Cinética lll na condigdo de
condigdo de extragdo de <RB (%) usando
extragdo de <RB sementes in natura

Figura 4. 1 - Etapas experimentais realizadas.
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4.1 — Matéria-prima

4.1.1 - Origem

Neste trabalho foram utilizadas sementes de Urucum (Bixa orellana L.), variedade
Piave Vermelha (safra 2011) previamente desengorduradas em trabalho desenvolvido no
Lasefi (Laboratério de Separacdes Fisicass/DEA/UNICAMP) por Albuquerque (2013).
Essas sementes foram utilizadas na obten¢do de 6leo rico em tocotriénois, a 40 °C e 20
Mpa por CO, supercritico, empregando a unidade comercial de SFE (Thar Tecnnologies,

SFE-2 x SLF-2-FMC, Pittsburgh, EUA).

4.1.2 — Preparo e identificagcdo da amostra

As sementes jd foram beneficiadas anteriormente (ainda no campo) e, por isso, nao
foram necessdrias operacdes de pré-tratamento ao processo de extracdo, como a secagem.
Além disso, dados da literatura mostraram que a moagem das sementes ndo aumenta o

rendimento do processo SFE (CHAO et al., 1991; NOBRE et al., 2006).

4.1.2.1 — Identificagdo

Neste estudo foram utilizados dois lotes distintos de sementes de Urucum. As
sementes de Urucum parcialmente desengorduradas sdo da safra de 2011, e este lote foi
identificado como UM-D. Sementes de Urucum in natura da safra 2012 foram utilizadas
nos experimentos cinéticos como meio comparativo dos métodos estudados. Este lote foi

identificado como UM-IN.
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4.1.2.2 — Moagem e armazenamento

Somente para a realizacdo das andlises de composi¢do centesimal, as amostras
foram moidas em moinho de hastes (Tecnal, modelo TE- 631, Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil). As amostras moidas e também as sementes inteiras (parcialmente desengorduradas
e in natura) foram acondicionadas em sacos de polietileno, identificadas e armazenadas em
freezer doméstico (Metalfrio, DA420, Sao Paulo, Sao Paulo) em temperatura de -10 °C, até

realizacdo das andlises e extragoes.

4.1.3 — Caracterizacdo fisica

4.1.3.1 - Diametro das sementes

O diametro médio (d,) das sementes foi determinado seguindo metodologia adotada
por (SILVA et al., 2008). Foram retiradas duas amostras de sementes de cada lote para
determinacdo do didmetro médio. Vinte sementes de cada lote foram escolhidas
aleatoriamente, e para cada semente foi medido o comprimento (d;), largura (d;) e
espessura (d3), usando paquimetro universal (0,05 mm de resolucdo). O didmetro de cada
semente foi calculado como sendo a média geométrica destas trés medidas conforme a

Equacdo 4.1.

dy=(dy x dy x d3)/3 (Eq. 4.1)

4.1.3.2 - Densidade aparente, densidade real e porosidade do leito

A determinag¢ao da densidade real (pr) das sementes foi determinada seguindo

metodologia de picnometria com gas hélio, utilizando picnometro gasoso (Quantachrome,
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Ultrapyc™ 1200e, Boynton Beach, Florida, EUA) na Central Analitica do Instituto de
Quimica / Unicamp. A densidade aparente (pa) foi calculada dividindo-se a massa de
matéria prima utilizada para empacotar a célula de extracdo pelo volume ocupado por ela

nesta célula.

A porosidade do leito com as particulas (¢) foi determinada por céalculo através da
densidade aparente e da densidade real das particulas usando a Equacgdo 4.2 (CHAO et al.,
1991).

e=1— Pa (Eq. 4.2)
Pr

4.1.3.3 - Anadlise de microscopia eletronica de varredura das sementes de Urucum

Foi realizada analise de microscopia eletronica de varredura no Laboratorio de
Recursos Analiticos e de Calibracio (LRAC) na Faculdade de Engenharia Quimica
FEQ/UNICAMP. O objetivo foi analisar a superficie das sementes, avaliando o efeito das
condic¢des de extracdo utilizadas neste estudo na estrutura do pericarpo das sementes, onde

se localiza a maior parte do carotenoide de interesse, a bixina.

As sementes analisadas foram: in natura (IN), desengorduradas (SFE), apds a
extragdo PLE/etanol/60 °C, apds a extragdo LPSE-C/etanol/60°C, e apds as cinéticas I
(desengorudas/LPSE/50 °C/etanol), II (desengorduradas/LPSE/60 °C/etanol) e III (in
natura/LPSE/60 °C).

O recobrimento metdlico foi feito em metalizador (Sputter Coater POLARON
SC7620, VG Microtech, Uckfield, Inglaterra), com espessura de 92 A, usando ouro como
metal e argbnio como gas inerte. Para obtencdo das micrografias (Microscopio Eletronico
de Varredura com Detector de Energia Dispersiva de raios X, Leo 4401, 6070, LEO
Electron Microscopy/Oxford, Cambridge, Inglaterra) utilizou-se tensao de aceleracdo igual

a 20 kV e corrente do feixe igual a 100 pA.
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4.1.4 — Caracterizacdo quimica

A composicdo centesimal das sementes de UM-IN e UM-D foi determinada no
Laboratério de Andlises de Alimentos DCA/FEA/UNICAMP: proteina (GALVANI e
GAERTNER, 2006), e no Laboratério de Tecnologia Supercritica, Extragdo, Fracionamento e
Identificacdo de Extratos Vegetais — LASEFI/DEA/UNICAMP: umidade e cinzas seguindo
metodologia da (AOAC, 1997) e lipidios (LESS, 1979).

4.1.4.1 - Andlise da composicdo centesimal

A umidade foi determinada pesando-se em balanca analitica (Sartorius analytic
A200S, +0,0001 g, Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha) 2 g de amostra em placa de
petri previamente tarada e posteriormente colocando-a em estufa (Tencal, modelo TE-395-

1, Piracicaba, Sao Paulo) a 105 °C.

A massa foi medida até valor constante, a umidade em base seca das sementes de

Urucum foi calculada de acordo com a Equacao 4.3:

U (%) = W““"Jy‘#“” (Eq. 4.3)

Onde: Wue Wssido as massas Umidas e secas, respectivamente.

A determinagdo de residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pela incineragdo em
mufla (QUIMIS, Diadema, Sdo Paulo, Brasil) a 550 °C. As proteinas foram determinadas
pelo método micro-Kjeldahl utilizando fator de 6,25 para conversdao do nitrogénio em

proteina.

Os lipidios totais foram determinados utilizando éter de petréleo PA (Exodo
cientifica, lote: EP5S904R A, Hortolandia, Sdo Paulo, Brasil) como solvente sob-refluxo em
aparelho de Soxhlet por 6 h. Os baldes volumétricos de 500 mL contendo o 6leo e o

solvente foram colocados em rotaevaporador (Marconi, modelo MA120/TH, Piracicaba,
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Sdo Paulo, Brasil) a vacuo (Marconi, modelo MAQ57/1, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) até a
evaporacao total do solvente. Em seguida, as amostras foram colocadas em estufa (Tencal,
modelo TE-395-1, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 105 °C durante duas horas. O extrato
etéreo foi pesado em balanga semi-analitica (Sartorius analytic A200S, £0,0001 g, Sartorius
GMBH Gottingen, Alemanha) e o teor de dleo calculado pela relacdo entre massa do 6leo e

massa das sementes. Os carboidratos e as fibras foram determinados por diferenca.

4.1.4.2 — Carotenoides totais expressos em bixina (%)

A metodologia para determinagdo em extratos de carotenoides totais expressos em
bixina descrita pela FAO — Food And Agriculture Organization, Organizacdo das Nagdes
Unidas para Agricultura e Alimentacio (FAO, 2006) foi adaptada conforme
ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2012.

Pesou-se aproximadamente 0,0050 g de extrato de Urucum em balanga analitica
(Sartorius analytic A200S, £+ 0,0001, Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha) e diluiu-se
com acetona em baldo volumétrico de 25 mL (V). Uma aliquota de 1 mL (v,) foi pipetada
em baldo volumétrico de 10 mL (V,) e completado com acetona PA ACS (Exodo cientifica,
lote: A8979RA, Hortolandia, Sao Paulo, Brasil). Em seguida esta diluicao foi inserida em
cubeta para leitura da absorbancia, lida em duplicata, no comprimento de onda de 487 nm,

em espectrofotometro (HACH, DR/4000 U, Lovelend, Colorado, EUA).

Ensaios preliminares de determinacio de teor de bixina total foram realizados com
objetivo de testar a concentracdo do extrato que resultasse em absorbancia entre 0,2 e 0,8.

O teor de bixina total foi obtido aplicando a lei de Lambert-Beer através da Equacdo 4.4.

.. A x10% Vi XV,
Bixina (%) = —;
Eicm MExT[ug) X Va

(Eq. 4.4)
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z A . . 0 2 N . o0
Onde A é a absorbancia no comprimento de onda adotado; E} 2, é a absorbancia especifica

(FAO, 2006); V; e V, sdo os volumes das dilui¢des. v, € o volume da aliquota; € mu. € a

massa de extrato.

A mesma metodologia (Eq. 4.4) foi usada para quantificar carotenoides totais
expressos em bixina nas sementes (UM-D e UM-IN) adaptando o método descrito
anteriormente, no qual as sementes foram lixiviadas com acetona até ndo se observar mais a
presenca do corante, e em seguida foi lida a absorbancia dessa solucdo, considerando a
massa de extrato como sendo a massa de semente utilizada (CHISTE, BENASSI e

MERCADANTE, 2011; ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2012).

4.2 — Extracoes preliminares

Foram realizados testes preliminares de extragdo em condi¢Oes distintas de
temperatura e pressdo, com o objetivo de avaliar a eficiéncia de alguns solventes pré-
selecionados. Os testes tinham o intuito de avaliar condi¢des de extracdo de bixina das
sementes desengorduradas e observar os efeitos da temperatura, pressdo e solvente, € a
partir dos resultados obtidos selecionar dois métodos com melhor eficiéncia para serem

estudados usando analise estatistica.

Incialmente escolheu-se a agua por ser um solvente GRAS, além de ser
economicamente vidvel. Verificou-se que ao se usar dgua a pressdo tinha efeito negativo
nos rendimentos, optou-se entdo por utilizar outros solventes ji relatados na literatura em
extracdes de bixina de Urucum, que foram: etanol (PA, Dindmica, 52990, Diadema, SP,
Brazil), acetato de etila (Merck KGaA, K40235423, Darmstadt, Germany) e dgua + NaOH
(pHs 10 e 14). As condi¢Oes de extragdo testadas por PLE foram temperatura de 30, 60, 80
e 120 °C; pressao de 2, 4 e 20 MPa em sistema semi-continuo com vazao aproximada de
1,14, 1,31, e 1,45 g/min, para o etanol, acetato de etila e solu¢des de hidroxido de sédio,

respectivamente.
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Simultaneamente as PLEs foram realizadas LPSEs com agitacdo periddica (a cada 1
minuto). O tempo de extracio e a razdo S/F para ambos os métodos foram
aproximadamente 20 minutos e S/F = 5,9, 6,8 e 7,5 (g)/(g) para o etanol, acetato de etila e
solucdes de hidréoxido de sodio, respectivamente. As extragdes por LPSE foram realizadas
em batelada (as sementes e o solvente foram colocados em béqueres) em condicoes

ambientes de temperatura e pressdao (CATP), aproximadamente 0,1 MPa e 25 °C.

Analisando os resultados obtidos nos testes preliminares, foram selecionado dois
métodos de extracdo de bixina a partir das sementes desengorduradas: PLE usando etanol e
LPSE usando 4gua ou etanol, assistida ou n3o por ultrassom. O uso do ultrassom foi
selecionado como uma opg¢do de extracido pelo efeito de cavitacdo causado na superficie,

considerando que a bixina se encontra no pericarpo da semente.

4.3 - Processos de extracio com liquido pressurizado (PLE)

4.3.1 — Equipamento: Unidade PLE

A extracdo com liquido pressurizado foi realizada com o equipamento ilustrado na
Figura 4.2. O solvente é bombeado por uma bomba tipo HPLC (Thermoseparation
Products, Modelo 3200 ConstaMetric P/F, Fremoni, EUA), para o interior da célula de
extracdo (Thar Designs, CL 1373, Pittsburg, USA) de 5 cm3, 1,96 cm de didmetro interno e
2,26 cm de altura (distancia entre os filtros) que é acoplada em uma camisa de aquecimento
elétrico, que mantém a célula na temperatura de extracido até que a pressdo requerida seja
alcancada. Todas as ligacdes dentro do sistema sdo feitas de tubos de aco inoxidavel (1/16

"e 1/8").
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=

Reservatdrio de
solvente

Vilvula de
bloqueio

Bomba tipo HPLC

L

Vilvula back pressure

|

Coluna de extracao

Frasco de
amostra

Figura 4.2 — Equipamento de extracdo com liquido pressurizado (SANTOS,
ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2011).
4.3.2 — Procedimento de extracdo

Para cada experimento, a célula de extracdo, Figura 4.3 (a) e (b), foi empacotada
com aproximadamente 3 g de sementes de Urucum (UM-D), inteiras e parcialmente
desengorduradas. Para prevenir o entupimento das linhas de entrada do solvente e de saida
do extrato, 14 de vidro foi colocada nas extremidades da célula, antecedendo os filtros. A
célula de extracdo apds ser empacotada com a amostra, foi acoplada a camisa de
aquecimento que ja se encontrava na temperatura de extragdo. Durante 5 minutos, a
amostra foi aquecida para assegurar que a célula de extragdo estivesse a temperatura de
extracdo durante os procedimentos de enchimento e de pressurizacao inicial do sistema com
o solvente. Nestas condi¢cdes a vdlvula de bloqueio foi aberta e parte do solvente foi
bombeada para o interior da célula, elevando a pressao até a P de operac¢do, iniciando-se um
periodo de extracdo estatica de 10 minutos. Apds o periodo estatico as valvulas de bloqueio
e back pressure foram abertas e o solvente foi novamente bombeado para a célula. Neste

periodo a pressdo foi controlada pela vélvula back pressure.
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(a) (b)
Figura 4. 3 — (a) Célula de extracao aberta. (b) Célula de extracdo fechada

O extrato foi coletado em frascos de vidro, previamente tarados, até um volume pré-
definido. Os extratos alcodlicos (obtidos nos processos de extracdo com etanol) foram
evaporados em rotaevaporador (Marconi, modelo MA120/TH, Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil) a vacuo (Marconi, modelo MAO57/1, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) e banho
termostatico a temperatura de 40 °C, onde o solvente foi retirado. Os extratos livres de

solvente foram armazenados a -10 °C até a realizacdo das analises.

4.3.3 — Planejamento experimental PLE

Estudaram-se as varidveis: S/F (g/g), temperatura e pressao de operagdo. Avaliou-se
a influéncia destes parametros para o rendimento global Xy (%) e o rendimento de extragao
de bixina RB (%). Foi utilizado planejamento experimental fatorial completo (2x3x3)

totalmente aleatorizado sem repeti¢des (Tabela 4.1).
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Tabela 4. 1 - Planejamento experimental dos ensaios de extragdo por PLE.

Extracao Pressao (MPa) Temperatura (°C)

S/F=4
1 2 40
2 6 40
3 10 40
4 2 50
5 6 50
6 10 50
7 2 60
8 6 60
9 10 60
S/F=38
10 2 40
11 6 40
12 10 40
13 2 50
14 6 50
15 10 50
16 2 60
17 6 60
18 10 60

4.4 — Extracoes em baixa pressao assistidas ou nao por ultrassom

4.4.1 — Equipamento: banho ultrassoénico a baixa pressdo

O equipamento de extragdo por percolagdo a baixa pressdo assistida por ultrassom
(Figura 4.4) consiste em um recipiente no qual o solvente estd acondicionado e € bombeado
através de uma bomba peristaltica (Cole-Parmer Instrument Co, nimero catdlogo 7554-30,
Chicago, IL, EUA), para dentro da célula de extracdo que se encontra acondicionada em
um banho ultrassonico (frequéncia 40 kHz, poténcia 135 W) (Unique, modelo Max Clean
1400, Indaiatuba, SP, Brasil), que é mantido na temperatura de extracdo por um banho
termostatico (Marconi, modelo MA 127/BO, Piracicaba, SP, Brasil). A célula de extracao é
uma coluna de vidro (1,63 cm de didmetro interno e 1,46 cm de comprimento) vedada por

rolhas de silicone nas extremidades. Para manter as mesmas condi¢des de extracdo, os
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experimentos de extragdo sem ultrassom foram realizados no mesmo equipamento com o

ultrassom desligado (VARDANEGA, 2013).

| Célula de |
extracao

Bomba de solvente
I Banho ultrassénico I

Reservatoério Frasco coletor
de solvente Banho de aquecimento

Figura 4. 4 - Equipamento de extracdo por percolacdo a baixa pressdo assistido por
ultrassom .

4.4.2 — Procedimento de extragdo

Apds o empacotamento da célula de extracao o solvente foi bombeado pela bomba
peristaltica para dentro da célula de extracdo, Figura 4.5, acondicionada no banho
ultrassonico, o qual foi mantido na temperatura do processo por um banho termostético. Os
experimentos de extragdo sem ultrassom foram realizados no mesmo equipamento com o

ultrassom desligado.

Os extratos alcoolicos (obtidos nos processos de extragao usando etanol) foram
evaporados em rota-evaporador (Marconi, modelo MA120/TH, Piracicaba, Sao Paulo,
Brazil) a vacuo (Marconi, modelo MAO57/1, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil) em banho
termostatico a 40 °C onde o solvente foi retirado. J4 os extratos aquosos (obtidos nas
extracoes com dgua) foram liofilizados (Liofilizador LIOTOP, L101, Sao Carlos, Sao
Paulo, Brazil). Os extratos livres de solvente foram armazenados a -20 °C até a realizacdo

das analises.
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rolhas de silicone

Pérolas de vidro

Figura 4. 5 - Leito de extracido contendo o material inerte e a matriz vegetal.

4.4.3 — Planejamento experimental LPSE

O planejamento experimental foi fatorial completo (2x3x3x2) totalmente

aleatorizado sem repeticdes (Tabela 4.2).

Estudaram-se as varidveis independentes: S/F, temperatura, ultrassom e solvente. As
variaveis respostas foram rendimento global Xy (%), rendimento de extracdo de bixina RB

(%).
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Tabela 4. 2 - Planejamento experimental dos ensaios de extragdo por percolacdo a baixa
pressdo assistidas ou ndo por ultrassom.

Experimento Solvente Temlzeratura Metodo~de
O extracio
SIF=4
1 Etanol 40 LPSE
2 Etanol 40 LPSE-C
3 Etanol 40 LPSE-P
4 Etanol 50 LPSE
5 Etanol 50 LPSE-C
6 Etanol 50 LPSE-P
7 Etanol 60 LPSE
8 Etanol 60 LPSE-C
9 Etanol 60 LPSE-P
10 Agua 40 LPSE
i Agua 40 LPSE-C
12 Agua 40 LPSE-P
13 Agua 50 LPSE
14 Agua 50 LPSE-C
15 Agua 50 LPSE-P
16 Agua 60 LPSE
17 Agua 60 LPSE-C
18 Agua 60 LPSE-P
SIF=8
19 Etanol 40 LPSE
20 Etanol 40 LPSE-C
21 Etanol 40 LPSE-P
22 Etanol 50 LPSE
23 Etanol 50 LPSE-C
24 Etanol 50 LPSE-P
25 Etanol 60 LPSE
26 Etanol 60 LPSE-C
27 Etanol 60 LPSE-P
28 Agua 40 LPSE
29 Agua 40 LPSE-C
30 Agua 40 LPSE-P
31 Agua 50 LPSE
32 Agua 50 LPSE-C
33 Agua 50 LPSE-P
34 Agua 60 LPSE
35 Agua 60 LPSE-C
36 Agua 60 LPSE-P
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4.5 — Estudo cinético de extracio

Depois de selecionadas as condicdes operacionais de extracido segundo os critérios
pré-estabelecidos, Xy (%) maximo ¢ RB (%) mdxima, os experimentos cinéticos foram
realizados em duplicata. Durante o processo de extracdo, os frascos de coleta de extrato
foram substituidos por outros limpos e previamente tarados em intervalos de tempo pré-
determinados (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 65, 75, 85, 95 min). A vazdo empregada
foi a mesma utilizada para a determinag¢do do Xo. Ao final do processo de extragcdo, as
curvas globais de extracdo (OECs - Overall Extraction Curves) foram construidas com a
finalidade de determinar a quantidade de material soldvel extraido e parametros de processo
( temperatura e pressdo) em fung¢do do tempo. As curvas resultantes foram ajustadas a um
spline contendo trés linhas retas, que seriam os periodos CER ( taxa de extracdo constante
), o FER (queda da taxa de extra¢do) e DC (difusdo controlada), utilizando o procedimento
PROC REG e PROC NLIN de pacote de software SAS (SAS Institute Inc., versdo 9.3,
Cary, EUA) de acordo com RODRIGUES et al (2002).

4.6 — Calculos

4.6.1 - Determinacoes do rendimento global (X,)

O estudo dos processos de extracdo foi realizado em diferentes condicdes de
temperatura, pressao, solvente, relacdo de S/F e uso de ultrassom. O rendimento global
(Xo), ao final de cada extracdo, foi calculado de acordo com a Equacdo 4.5, como a relagao

entre a massa total de extrato e a massa inicial de amostra, ambos em base seca.

Xo(%) = ZEX1@) o 100 (Eq.4.5)

myp (9)
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4.6.2 — Rendimento de extragao de bixina RB (%)

O rendimento de extracdo de bixina foi calculado de acordo com a Equacgio. 4.6,
que relaciona o rendimento global X, (%), bixina no extrato (%) e a % bixina na semente

(%).

Xo (%) X bixina extrato (%)

bixina semente (%)

RB% =

(Eq. 4.6)

4.6.3 — Analise estatistica

Para os dois ensaios (PLE e LPSE) foram realizados o teste de variancia (ANOVA)
utilizando o Software Minitab® 16, pelo método de modelo geral de regressdo linear

(GLM), considerando um intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

4.6.4 — Parametros cinéticos

Os parametros obtidos a partir da OECs ajustadas ao modelo de spline foram
utilizados a Equagdo (4.7) descrita por MEIRELES (2008) para calcular a massa do extrato

(MEgxt), ou o rendimento, num determinado tempo de extragdo (t):

MEXT = (bo - Cl X b1 - CZ X bz) + (bl + b2 + b3) X t (Eq 47)

Onde b;, by e bs sdo os coeficientes lineares das linhas obtidas pelo ajuste, e C; € a
intersec¢do da primeira linha (CER) e da segunda (FER) e C, € a intersec¢do da segunda
(FER) e terceira linha (DC). C; e C,, obtidos pelo ajuste, representam a duracdo dos

periodos (tcgr) € (tger), respectivamente. Para a determinacdo dos parametros cinéticos,
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tcer (duragdo do periodo de taxa constante de extra¢do, [min.]); Mcer (taxa de transferéncia
de massa do periodo CER, [g/min]); YcEr (razdo mdssica de extrato na saida do leito, [g-
ext/100g solvente]); e Rcer (rendimento do periodo da taxa constante de extracdo, [%]),
utilizou-se o software SASe 9.3 (SAS Institute Inc., version 9.2, Cary, USA), usando-se os
procedimentos PROC REG e PROC NLIN conforme descrito na literatura por Rodrigues et
al (2002).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Caracterizacao da matéria-prima

5.1.1 — Caracterizacgao fisica

Os resultados das andlises fisicas referentes as sementes de Urucum estdo expressos

na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Caracteristicas fisicas das sementes de Urucum (média + desvio padrio).

Diametro Densidade real Densidade Porosidade do
médio (mm) (kg.m'3 )* aparente leito
(kg.m'3)
UM-IN 3,8+0,2 1450 £ 0,01 650,9 + 7 0,55 £ 0,0
UM-D 3,8+0,2 1400 + 0,01 580,0 £+ 20 0,59 £+ 0,01

"Resultados da média e estimativa do desvio padrio de 10 determinacdes

5.1.2 — Caracterizacdo quimica

A Tabela 5.2 mostra os dados de caracterizagdo referentes as sementes de Urucum.

Tabela 5.2 - Composi¢do centesimal (valor [%] + desvio padrdo) das amostras de Urucum
(b.s.).

Umidade Cinzas Proteinas Lipidios Carboidratos Bixina
UM-IN 156 +0,04 48+03 161+02 170+3 46,54 29105
UM-D 128 £0,7 58%+02 97£00 2,77+£0,01 68,85 2410,2

Os valores da composicao centesimal da literatura sdo similares, exceto para lipidios

(UM-IN). Silva et al. (2008), usando sementes de Urucum in natura encontraram
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aproximadamente 2,78 % de bixina, 3,14 % de lipidios, 11,3 % de umidade, 3,50 (mm) de
diametro médio e 1220 (kg.m'3) de densidade real. Albuquerque e Meireles (2012), também
encontraram valores semelhantes para sementes de Urucum in natura variedade Piave, (4,9
% =+ 0,2) bixina, (12,3 % =+ 0,1) de umidade, (6,2 % + 0,1) de cinzas, (3,7 % = 0,0) de
lipidios, (12,1 % + 0,2) de proteinas e 65,7 % de carboidrato.

5.2 — Estudos preliminares de extracao

Foram realizados testes preliminares de extracdo com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de alguns solventes pré-selecionados em condi¢Oes de temperatura e pressao
distintas. Os experimentos ndo foram planejados previamente, € sim conduzidos por
inducdo e dedugdo, pois tinham o intuito de confirmar ou descartar a hipdtese de que a
extracdo de bixina de sementes de Urucum desengorduradas seria possivel usando somente

agua pressurizada, e que a condi¢do de extracdo PLE favoreceria a extracao.

Incialmente escolheu-se a 4gua como solvente por ser um solvente GRAS. O uso da
agua pressurizada resultou em baixos rendimentos de bixina, optou-se entdo por utilizar
outros solventes ja relatados na literatura em extracoes de bixina de Urucum (etanol,
acetato de etila e 4gua + NaOH (pHs 10 e 14)). A Tabela 5.3 mostra os resultados Xy (%) e
RB (%).

Simultaneamente as PLEs foram realizadas LPSEs com agitacdo manual periédica
(a cada 1 minuto). Os solventes, tempo de extragdo e S/F foram os mesmos, € o tempo de
extragdo foi de aproximadamente 20 minutos que correspondeu a S/F =59, 6,8 ¢ 7,5 g/g
para o etanol, acetato de etila e solucdes de hidréxido de sédio, respectivamente. A
extracdo por LPSE foi realizada em batelada, enquanto a extragdo por PLE em sistema
semicontinuo com vazdo aproximada de 3,4 g/min. O maior RB foi 24,02 % obtido em
condi¢cdes ambientes e agitacdo manual usando dgua como solvente. A dgua pressurizada
produziu os menores resultados, o que pode ser justificado pela mudanca de polaridade com

o aumento da pressao.
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Tabela 5.3 - Resultados dos testes preliminares de extracdo usando sementes de Urucum
(UM-D).

Condi¢des de extragcdo

~ Rendimento Bixina Rendimento de
Tem%eratura Pressdo Solvente global X, no extracdo de
O (MPa) (%.b.s.) e’zfg‘)to bixina RB (%)
Método: PLE
120 20 Agua 14,45 0,03 0,23
120 2 Agua 13,61 0,06 0,42
80 2 Agua 6,20 0,08 0,26
60 2 Agua 19,62 0,1 0,92
30 2 Agua 3,00 0,06 0,16
30 4 Agua 3,00 0,1 0,09
80 2 Agua(pH=10) 6,48 0,2 0,67
80 2 Agua (pH=14) 17,90 0,05 0,47
60 2 Etanol 2,33 4,82 5,85
60 2 Acetatode etila 6,48 6,71 22,62
Método: Agitacdo manual
*CATP **LPSE Agua 3,32 13,89 24,02
CATP LPSE Agua (pH=10) 2,61 8,95 12,17
CATP LPSE Agua (pH=14) 15,20 0,43 3,40
CATP LPSE Etanol 3,61 5,83 10,94
CATP LPSE Acetato de etila 4,56 6,96 16,50

*CATP = Condicoes Ambientes de Temperatura e Pressao (Aproximadamente 25°C e 0,1 MPa); **LPSE = extracoes com solvente a

baixa pressdo.

Usando liquidos pressurizados, o acetato de etila e o etanol em 60 °C e 2 MPa
resultaram em rendimentos de RB de 22,62 e 5,85%, respectivamente, esses valores foram
superiores ao rendimento obtido com 4gua pressurizada, assim também seriam opcdes de
solventes de extracdo. Por resultarem bons rendimentos de extracdo e serem permitidos no
processamento de corantes, a dgua e o etanol foram escolhidos como solventes nos
experimentos posteriores. A Figura 5.1 mostra alguns dos extratos obtidos nos testes

preliminares.

Baseando-se nos resultados da Tabela 5.3 foram selecionados dois métodos de
extracdo para estudo: (I) PLE usando o etanol como solvente e (II) LPSE assistida ou nao

por ultrassom usando dgua ou etanol como solvente.
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(e)

Figura 5. 1 — Extratos obtidos dos testes preliminares. (a) dgua/120°C/20 MPa; (b)
agua/120°C/2 MPa; (c) 4gua/60°C/2 MPa; (d) dgua/agitacdo manual/condi¢cOes ambientes;
(e) etanol/60°C/2 MPa; (f) etanol/agitacdo manual/condi¢des ambientes; (g) acetato de
etila/60°C/2 MPa; (h) acetato de etila/agitacdo manual/condigdes ambientes.

A Figura 5.1 mostra os efeitos negativos da pressao, no qual € perceptivel que a
temperaturas e pressoes altas (120 °C e 20 MPa) houve mudanca na colorac¢do dos extratos,
o que indica degradacdo dos compostos colorantes. Entdo, temperaturas mais amenas e

pressdes menores foram usadas nos experimentos de determinacdo de Xo (%).

5.3 — Processos de extracio com liquido pressurizado

A Tabela 5.4 apresenta os resultados experimentais obtidos para as varidveis
estudadas. Observa-se que usando etanol como solvente o rendimento global de extracdo

(Xo) teve valores maximos e minimos respectivamente de 7,22 % e 2,67 % (base seca -
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b.s.), € os valores mdximos e minimos de rendimento de extracdo de bixina RB foram de

9,07 % e 1,75 % (b.s.).

Tabela 5. 4 - Rendimento global de extracao Xy (%, b.s.), quantidade de bixina no extrato
(%, b.s.), rendimento de extragao de bixina RB (%, b.s.) pelo método PLE usando etanol.

Condi¢des de extracdo

Temperatura (°C) Pressio Xo Bixina no RB
(MPa) (%, b.s.) extrato (%) (%, b.s.)
S/IF=4
50 6 3,17 3,19 3,60
40 6 4,40 2,34 3,67
60 10 4,02 6,08 8,69
50 10 2,95 4,39 4,61
60 2 2,67 1,84 1,75
50 2 3,94 2,7 3,78
60 6 3,54 3,76 4,74
40 2 2,71 2,37 2,29
40 10 4,92 2,33 4,08
SIF=8
60 10 7,22 3,53 9,07
60 2 4,06 3,47 5,02
50 6 3,25 6,38 7,38
50 10 4,27 2,99 4,54
40 6 4,64 2,15 3,55
50 2 3,69 2,83 3,72
60 6 3,62 4,48 5,77
40 10 4,77 2,69 4,57
40 2 3,86 3,46 4,76

Observa-se que a 60 °C o aumento da pressao favoreceu o aumento do rendimento
global (%), pois o maior valor foi obtido em 10 MPa. Esse fendmeno pode ser explicado
pela mudanca nas caracteristicas do solvente, pois 0 aumento da pressdo em processos
extrativos permite uma ampliacdo da solubilidade dos compostos a serem extraidos, bem

como uma aceleragao da cinética de dessorc¢ao destes compostos da matriz vegetal.

As Tabelas 5.5 e 5.6 apresentam os resultados da andlise de variancia (ANOVA), na
qual se avaliou a interferéncia das condicdes de temperatura e pressao no rendimento global

de extracdo Xy (%, b.s.), e no rendimento de extracdo de bixina RB (%, b.s.).
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Tabela 5.5 - Andlise de variancia (ANOVA) dos parametros estudados sobre o rendimento
global X; (%, b.s.) das extra¢des por PLE.

Fonte de variacdo Soma dos Graus de Quadrados F p-valor

quadrados liberdade médios

S/F 2,7691 1 2,7691 4,88 0,092

Pressdo 4,7536 2 2,3768 4,19 0,104

Temperatura 1,7316 2 0,8658 1,53 0,322

S/F*Pressdo 1,3144 2 0,6572 1,16 0,401

S/F*Temperatura 1,3424 2 0,6712 1,18 0,395

Pressdo*Temperatura 4,5299 4 1,1325 2,00 0,260

Erro 2,2703 4 0,5676

Total 18,7114 17

Tabela 5.6 - Andlise de variancia (ANOVA) dos pardmetros estudados sobre o rendimento
de extragdo de bixina RB (%, b.s.) das extragcdes por PLE.

Fonte de variagdo Soma dos Graus de Quafl a dos F p-valor
quadrados liberdade médios

S/F 6,932 1 6,932 4,05 0,114
Pressao 16,906 2 8,453 4,94 0,083
Temperatura 12,444 2 6,222 3,64 0,126
S/F*Pressao 2,218 2 1,109 0,65 0,570
S/F*Temperatura 0,283 2 0,142 0,08 0,922
Pressao*Temperatura 2,218 4 1,109 2,65 0,184
Erro 6,842 4 1,711

Total 63,743 17

A influéncia das varidveis nos valores respostas foi avaliada considerando
estatisticamente significativa quando o p-valor foi menor ou igual a 0,05 (95% de confianca). Mas
como p-valor maior que 0,05 e menor que 0,1 pode indicar influéncia nas varidveis respostas, estes
também foram analisados. Em relacdo a Xy nao houve influéncia significativa ao se variar os
parametros temperatura e pressao, no entanto, para S/F pode-se dizer que houve influéncia,
pois o p-valor calculado foi de 0,092. Em relagdo a RB, as varidveis S/F e temperatura ndo
resultaram em diferencas significativas, mas a pressao exerceu influéncia nos resultados de

RB, o que foi indicado pelo p-valor de 0,083.
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Pifieiro, Palma e Barroso (2004), realizaram extracdo com liquido pressurizado para
extracdo de catequina e epicatequina em chd de folhas de uva e em sementes de uva. Os
extratos obtidos foram entdo analisados por HPLC. Compararam diferentes tipos de
métodos: extracdo por agitagdo magnética, extracdo assistida por ultrassom (UAE) e PLE.
Nos trés sistemas de extracdo, quatro diferentes solventes puros foram utilizados: dgua,
metanol, etanol e acetato de etila. Extracdo com metanol liquido pressurizado como
solvente produziu os resultados, em termos de recuperagdo de catequina e de epicatequina,

notadamente superiores a qualquer uma das outras condi¢des de extracdo testadas.

Plaza et al. (2012), avaliaram a extracdo de compostos bioativos de Chlorella
vulgaris (carotenoides e dcidos graxos) usando PLE e UAE, em escala analitica. Os autores
ndo encontraram grandes diferencas entre as técnicas de extra¢do, no entanto o método PLE

resultou em rendimentos mais elevados para composi¢ao de bioativos semelhantes.

5.4 - Extracoes em baixa pressao assistidas ou nao por ultrassom

A Tabela 5.7 apresenta os resultados experimentais obtidos para as varidveis
estudadas. Observa-se que Xo teve valores méximos e minimos respectivamente de 13,06 %
e 0,30 % (b.s.), e os valores maximos e minimos de RB foram de 31,62 % ¢ 0,2 % (b.s.). A
andlise da influéncia dos parametros estudados sobre o Xy e RB nos procedimentos com

LPSE estdo na Tabela 5.8 € 5.9.

O efeito das variaveis S/F e método ndo resultaram em mudancas significativas nos
valores de X, Entretanto, as varidveis: temperatura, solvente e as interacdes
temperatura*solvente e temperatura*S/F, exerceram influéncias significativas, de acordo

com o teste de variancia a um nivel de 95 % de confianca.

Para RB somente a variag¢do no tipo de solvente resultou em diferenca significativa

(95 % de confianga); as demais varidveis nao exerceram influéncia nos resultados de RB.
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Tabela 5.7 - Rendimento global de extracdao X, (%, b.s.), quantidade de bixina no extrato
(%, b.s.), rendimento de extracdo de bixina RB (%, b.s.) pelo método LPSE, usando dgua
ou etanol.

.Condicdo de extragdo

Temperatura (°C) Método Rendimento global Bixina o Ren(thmi:ntz)1 de
Solvente: Agua; S/F=4 (%, b.s.) extrato (%) eé;f;(()% ;’
60 LPSE-C 7,97 1,93 5,48
40 LPSE-P 0,77 4,32 1,19
60 LPSE 0,70 0,8 0,20
60 LPSE-P 1,36 1,65 0,80
40 LPSE 1,30 5,02 2,31
50 LPSE-C 2,62 1,57 1,46
50 LPSE-P 7,24 1,09 2,81
50 LPSE 8,44 1,08 3,24
40 LPSE-C 7,03 0,32 0,80
Solvente: Agua; S/F = 8
40 LPSE-P 0,63 2,01 0,45
60 LPSE 8,75 0,97 3,02
50 LPSE 8,49 1,3 3,93
60 LPSE-C 6,96 0,91 2,25
50 LPSE-P 8,15 1,46 4,23
50 LPSE-C 7,68 3,53 9,65
40 LPSE-C 0,30 2,09 0,22
40 LPSE 1,08 0,66 0,25
60 LPSE-P 8,64 1,7 5,23
Solvente: Etanol; S/F =4
40 LPSE 10,58 3,21 12,09
40 LPSE-P 9,55 4,7 15,97
60 LPSE-P 11,31 5,96 23,99
60 LPSE-C 9,73 5,56 19,25
50 LPSE-P 10,19 6,49 23,54
40 LPSE-C 11,98 7,42 31,62
50 LPSE 12,54 2,57 11,46
50 LPSE-C 10,01 1,41 5,02
60 LPSE 9,07 3,87 12,50
Solvente: Etanol; S/F =8
40 LPSE-P 10,50 4,16 15,54
40 LPSE-C 9,51 5,76 19,49
60 LPSE-P 9,53 5,65 19,17
50 LPSE-P 10,33 4,13 15,18
50 LPSE-C 11,05 5,4 21,23
50 LPSE 10,11 4,48 16,12
40 LPSE 10,77 3,54 13,57
60 LPSE-C 13,06 5,14 23,89
60 LPSE 10,56 7,58 28,49
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Tabela 5.8 - ANOVA dos parametros estudados sobre X, (%), nas extracoes LPSE.

Fonte de variacao Somados  Grausde Quadrados F p-
quadrados  liberdade médios valor
Temperatura 47,855 2 23,928 4,85 0,023
Solvente 290,532 1 290,532 58,89 0,000
Meétodo 3,945 2 1,972 0,40 0,677
S/F 5,221 1 5,221 1,06 0,319
Temperatura*Solvente 41,319 2 20,660 4,19 0,034
Temperatura*Método 22,076 4 5,519 1,12 0,382
Temperatura*S/F 27,697 2 13,849 2,81 0,090
Solvente*Método 0,217 2 0,109 0,02 0,978
Solvente*S/F 4,544 1 4,544 0,92 0,351
Método*S/F 3,580 2 3,580 0,36 0,701
Erro 19,059 16 19,059
Total 525,837 35

Tabela 5.9 - ANOVA dos parametros estudados sobre RB (%), nas extracdoes LPSE.

Fonte de variacdo Soma dos  Grausde Quadrados F p-
quadrados  liberdade médios valor
Temperatura 46,19 2 23,10 0,85 0,446
Solvente 2187,12 1 2187,08 80,38 0,000
Método 46,91 2 23,46 0,86 0,441
S/F 22,06 1 22,06 0,81 0,381
Temperatura*Solvente 88,67 2 44,34 1,63 0,227
Temperatura*Método 55,32 4 13,83 0,51 0,730
Temperatura*S/F 71,49 2 35,75 1,31 0,296
Solvente*Método 18,93 2 9,46 0,35 0,711
Solvente*S/F 1,10 1 1,10 0,04 0,843
Método*S/F 44,60 2 22,30 0,82 0,458
Erro 435,37 16 27,21
Total 3017,77 35

Avaliando a uUnica varidvel que interferiu significativamente nos resultados de RB, o
solvente, observou-se que os maiores valores foram obtidos usando o etanol. Portanto, o
etanol foi melhor solvente de extracdo, resultado que pode ser explicado pela insolubilidade
da bixina em 4gua; e relativa solubilidade da bixina em etanol, que é menos polar do que a

dgua, mas mais polar do que a acetona, na qual a bixina € soluvel.
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Os resultados (X e RB) obtidos por PLE foram menores do que os de LPSE com o
mesmo solvente, nas mesmas condi¢des de temperatura e S/F. Uma possivel explicacdao
seria 0 aumento da constante dielétrica do etanol ao ser pressurizado, indicando um
consequente aumento da polaridade, o que diminuiu a solubilidade da bixina no solvente.
Onsager (1936) descreve uma relacdo empirica que relaciona a polarizagdo e a constante
dielétrica de liquidos. Esta relacdo € bastante satisfatéria para variacdo da constante

dielétrica ao se variar a temperatura e a pressao (Oster e Kirkwood, 1943).

Veggi et al (2013) estudaram a viabilidade do uso de ultrassom como assistente de
extracdo ao obter extratos ricos em polifendis da casca de jatoba (Hymenaea courbaril
L.var stilbocarpa); os resultados foram comparados aos obtidos por extragdo com agitagcao
convencional. Foi observado um efeito estatisticamente significativo (P <0,05) de ultrassom
(cerca de 15% de aumento no teor total de compostos fendlicos), quando usado poténcia
maxima (60 W). A extracdo assistida por ultrassom melhorou consideravelmente, tanto a
cinética quanto a extracao quantitativa dos compostos fendlicos presentes na casa do jatoba

(Hymenaea courbaril L.var stilbocarpa), comparado ao método de extracdo convencional.

Pingret et al (2012) usaram bagaco de macd (Malus domestica Borkh) para uma
extracdo assistida por ultrassom (UAE), a fim de produzir extratos ricos em antioxidantes.
As condi¢des otimizadas obtidas pela metodologia de superficie de resposta para extracao
de polifendis usando agua foram de 40°C, 40 min e 0,764 W/em?® (555 e 420 mg de
catequina equivalentes por 100 g de peso seco, respectivamente) e ambos 0s métodos
apresentam a mesma extracdo cinética. Além disso, os extratos obtidos por ultrassom
apresentaram maior atividade antioxidante, o que foi confirmado pela andlise de HPLC, que

revelou que os principais polifendis ndo foram degradados nas condi¢des aplicadas.

Para as extragdes por percolacdo a baixa pressdao somente a varidvel solvente e
temperatura foram significativas a 95% de confianga pelo teste de variincia. Portanto,
optou-se por fazer os estudos cinéticos nas condi¢des de solvente e temperatura que
resultaram em melhores valores de Xy (%, b.s.) e RB (%, b.s.) e com o método mais
simples: LPSE. Foram selecionados o etanol, e as temperaturas de 50 °C e 60 °C. A Tabela

5.10 relaciona os maiores valores de X, (%) e RB (%) obtidos pelos métodos avaliados.
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Tabela 5.10 - Valores maximos obtidos nos métodos extrativos testados com etanol.

Moot e e MGG M
PLE 60°C/100bar 8 7,22 9,07
LPSE-C 40°C 8 11,98 31,62
LPSE 60°C 8 10,56 28,49
LPSE 50°C 4 12,54 11,46

5.5 — Cinéticas de extracgio

A partir dos resultados obtidos em relacio a Xo e RB, duas condi¢des foram
selecionadas para o estudo cinético (Tabela 5.11). Para definir as condi¢cdes de extragdo,
foram adotados niveis que maximizaram os parametros avaliados, méximo X, (Cinética I),
e maximo RB (Cinética II). Considerando os resultados de todas as extra¢des e também 0s
resultados da ANOVA, constatou-se que o uso do ultrassom nas extragdes por LPSE ndo
resultou em diferencgas significativas nos valores respostas. Por isso foram escolhidos os
métodos com menores gastos energéticos, que foram aqueles a baixa pressido e sem o uso
de ultrassom (LPSE). Ainda foi realizado mais uma cinética (Cinética III) na condi¢do
escolhida de maximo RB (%), usando sementes in natura (UM-IN) com intuito de observar
diferencas de rendimento de extracdo de bixina na presenca do 6leo na semente,
considerando que a presenca de 6leo na semente € usada como auxiliar na extracdo de
bixina, por esta ser lipossolivel. A vazdo utilizada nas cinéticas foi a mesma dos

experimentos do planejamento, 3,4 g/min.

Tabela 5. 11 - Condi¢Oes de extracdo em que foram realizadas as cinéticas.

OECs Temperatura (°C) Matéria-prima
Cinética I 50 UM-D
Cinética II 60 UM-D
Cinética III 60 UM-IN

Todas as cinéticas foram realizadas por LPSE, usando etanol.
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Nas Figuras 5.2 (a) e (b) estdo apresentadas as OECs para as condi¢des de extracao
pré-determinadas para as Cinéticas I, II e III. Com objetivo de comparagao, as OECs foram
plotadas na mesma figura, pois todas foram realizadas com o mesmo solvente e diferiram
apenas na temperatura e tipo de semente. A razao S/F foi estimada a partir da multiplicacdo
do tempo de extracdo com a vazdo madssica de etanol utilizada no processo, para uma massa

de matéria-prima de alimentagao.

Pode-se notar que ao variar a temperatura de 50 °C para 60 °C, usando o método
LPSE com sementes desengorduradas, o rendimento global aumentou, o que corrobora com
os resultados encontrados na ANOVA (Tabela 5.8. e 5.9), que indicou haver influéncia

significativa no Xy (%) ao se variar a temperatura.

Observando a Figura 5.2 (b) que ilustra a variagdo do Xy em funcdo do S/F, é
possivel visualizar que até S/F = 50, ainda h4 extracdo significativa de extrato, no entanto a
partir de S/F = 60 a curva de extra¢do diminui sua inclinacdo, o que indica uma redugdo da
taxa de extracdo. O maximo X, nas condi¢des das Cinéticas I, II e III, foi em S/F =100
(Figura 5.2 (b)) em 95 minutos (Figura 5.2 (a)), no qual se obteve aproximadamente, 21, 25
e 15 % de X, para Cinéticas I, II e III respectivamente. Considerando os valores maximos
de Xy, em S/F = 11 (préximo de S/F = 8 que foi o maior valor utilizado nos experimentos
de determinacao de X, e RB), aproximadamente 27,9 % (cin. 1), 13,9 % (cin. II) e 17,2 (cin.
IIT) do rendimento maximo foi alcancado. O que indica que os valores selecionados de S/F
(4 e 8) para os estudos anteriores de extracdo ndo foram suficientes para exaurir a matéria-

prima.
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Figura 5. 2 - Curvas de rendimento global extracdo versus tempo (a) e rendimento global
versus S/F (b) das sementes de Urucum desengorduradas a 50 °C (cin. I) e 60 °C (cin. II) e
in natura a 60 °C (cin. III).
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5.5.1 — Cdlculos cinéticos

Os efeitos das varidveis de processo: pressdo, temperatura, e vazao de solvente, ndo
sdo facilmente visualizados pelas OECs, tanto para o rendimento global como no perfil
quimico do extrato. Entdo, para primeira aproximagdo, € interessante estabelecer um
procedimento simples para avaliar os efeitos das varidveis de processo. A partir disso, as
condi¢Oes poderdo ser otimizadas considerando um processo global. A OEC € obtida
considerando a quantidade extraida (massa ou rendimento global) em fun¢do do tempo. A

tipica OEC descreve trés etapas (MEIRELES, 2008):

1. O periodo de taxa de extracio constante (CER)
2. O periodo de taxa de extracdo decrescente (FER)
3. O periodo de taxa de difusdo controlada (DC)

O periodo CER ¢ caracterizado pela extracdo do soluto contido na superficie das
particulas solidas de substratos ou nas células que sdo rompidas durante o processamento.
A transferéncia de massa na camada externa proxima da superficie da particula é controlada
por conveccdo. O periodo CER € caracterizado pelos seguintes parametros cinéticos: (1)
taxa de transferéncia de massa (Mcgr), (2) duracdo do periodo CER (tcgr), (3) rendimento
durante o periodo CER (Ycgr), € (4) razdo da massa de soluto no solvente, na saida do vaso
extrator (Ycgr), € € calculada como a razdo entre Mcer e a vazao de solvente. No periodo
FER, uma por¢ao considerdvel de particulas s6lidas ndo estd mais revestida com soluto ou
o numero de células quebradas ndo € tdo grande. Entdo, a taxa de transferéncia de massa
diminui como resultado da diminuicao da area efetiva de transferéncia de massa, com isso
aumenta a importancia do mecanismo de difusdo. No periodo DC, o soluto que encobre as
particulas sélidas foi completamente removido e, entdo, o processo de extracdo &
controlado por difusdo do solvente para o interior das particulas, seguido pela difusdo da
mistura soluto-solvente para a superficie das particulas (MEIRELES, 2008). O S/Fcgr, € 0
respectivo S/F da etapa CER, calculado usando o tcgr, vazao massica do solvente e a massa

de matéria-prima que foi utilizada.
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Figura 5. 3 - Spline de trés retas ajustadas aos dados experimentais da OEC da Cinética I
(LPSE/50 °C/UM-D) em func¢ado do tempo de extracdo (a) e em funcdo da razdo S/F (b).
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Figura 5. 4 - Spline de trés retas ajustadas aos dados experimentais da OEC da Cinética II
(LPSE/60 °C/UM-D) em funcdo do tempo de extracdo (a) e em fungdo da razdao S/F (b).
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Figura 5. 5 - (a) Spline de duas retas ajustadas aos dados experimentais da OEC da Cinética
IIT (LPSE/60 °C/UM-IN) em funcdo do tempo de extracdo (a) e em funcdo da razao S/F.
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A Tabela 5.12 mostra os valores dos parametros cinéticos calculados a partir das

OEC:s ajustadas.

Tabela 5. 12 - Valores encontrados para os parametros cinéticos ajustados as OECs.

o Condigdes de processo
Parametros cinéticos

Cinética I Cinética 11 Cinética III
tcer (min) 7,35 18,74 44,99
Mcgr (g.min™") 0,0208 0,00914 0,00713
Rcer (%) 5,01 5,63 10,54
Ycer (g extrato.g’1 etanol) 0.0612 0.0269 0,021
S/Fcer (g etanol . g™ MP) 8,2 20,9 50,2

Observou-se na OEC da Cinética III, Figura 5.5 (a), que o tempo de 95 minutos nao
foi suficiente para atingir a etapa DC, e por isso o ajuste foi feito a duas spilines.
Analisando os parametros cinéticos, nota-se que o tcgr da Cinética III foi mais de 2 vezes
maior do que a Cinética II, que foi realizada na mesma temperatura mas com sementes
desengorduradas. Isso indica que a presenca do 6leo na semente nessas condi¢des dificultou
o acesso do solvente ao substrato. Comparando as Cinéticas I e II observam-se diferencas
significativas nos valores, pois a Cinética I atingiu o tcgg €m um tempo menor, € com
rendimento Rcgr semelhante ao da Cinética II. Para a escolha do método mais vantajoso

deve-se optar por aquele que resulte bons rendimentos de processo no menor tempo.

Nesse estudo os pardmetros cinéticos mostrados na Tabela 5.12 indicam a Cinética I
como a mais eficiente no periodo CER, no entanto ao se observar as OECs das Cinéticas [ e
II, Figuras 5.3 e 5.4, a partir de 30 minutos de extracdao (S/F = 33) as Cinéticas I e 1I
atingem um X, de aproximadamente 10%. Apds esse momento a Cinética II apresentou
rendimentos maiores do que a Cinética I, totalizando ao final da extragdo um rendimento de
25 %, que foi 4 % maior do que o total da Cinética I, e 11 % maior que o da Cinética IIL
Mas, para uma selecdo adequada das condicdes de processo seria necessdrio o cédlculo do

custo de manufatura (COM) que estd além dos objetivos desse estudo.
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5.5.2 — Rendimento de extragdo de bixina nas OECs

O rendimento global ndo pode ser considerado como parimetro comparativo
isoladamente, pois um maior rendimento nao reflete, necessariamente, em vantagem, uma
vez que outros compostos além dos de interesse podem ser co-extraidos, levando a dilui¢ao
dos compostos alvo. Portanto, é necessario analisar rendimento e composi¢do quimica do
extrato obtido, a fim de determinar as condi¢des de processo que melhor satisfazem a
obtencdo dos compostos de interesse (MEIRELES, 2008). As OECs obtidas para

rendimento de extracdo de bixina (RB) estdo apresentadas na Figura 5.6.

35 4 < Cinética I/50 °C/LPSE/desengordurada
O Cinética 11/60 °C/LPSE/desengordurada

30 1 Cinética I11/60 °C/LPSE/in natura

25 - i il i

20 - [I] EI:' {}
_ g08% L 5 ¢ ¢

15 q]q]q]q)q}@@

0| BT5

RB (%, b..s.)

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

Tempo (minutos)

Figura 5. 6 - Rendimento de extragdo de bixina RB (%) nas OECs usando sementes de
Urucum (Bixa Orellana L.) em diferentes condi¢des de processo.

Ao comparar as OECs das Cinéticas I e II, ndo se observam diferencgas significativas
nos resultados RB. No entanto, observando as OECs das Cinéticas I e III, fica evidente que

ao se utilizar sementes desengorduradas houve diferenca significativa no RB.
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Vatai, Skerget ¢ Knez (2009) realizaram extra¢des de compostos fendlicos de
bagaco de uva e de baga do sagueiro (elderberry) em uma Unica etapa com etanol, acetato
de etilo-acetona em diferentes propor¢des com dgua, nas temperaturas de 20 °C, 40 °C e
60 °C. Os solventes mais eficientes foram as misturas de etilo-acetona em dgua a 60°C.
Comparativamente realizaram pré-tratamento da matéria-prima com CO, supercritico (com
ou sem etanol como cossolvente), o material residual de extracio do CO; supercritico foi
re-extraido com 50% de mistura de etanol-dgua a 60 °C. Os resultados mostram, que o pré-
tratamento com dioxido de carbono supercritico melhorou a extracdo de fendis totais. O
rendimento em fendis obtido na extragdo em duas etapas foi significativamente mais
elevado em comparacdo com o processo de extracdo com somente uma etapa, ou seja, sem

pré-tratamento.

Os resultados obtidos, ilustrados pelas OECs da Figura 5.6, comprovam que o uso
de pré-tratamento realizando uma etapa anterior para retirada do 6leo das sementes de
Urucum por CO; supercritico, aumentou significativamente o RB em comparacdo com a

extracdo de sementes in natura.

5.6 — Analises de microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Com o intuito de analisar a superficie das sementes de Urucum como meio
comparativo e explicativo dos métodos usados, foi realizada andlise de MEV de sete

amostras selecionadas a seguir (Tabela 5.13).

Tabela 5. 13 - Identificagdo da semente analisadas por MEV.

Amostra Tipo de semente Descricdo de tratamento
1 UM-IN in natura (sem tratamento)
2 UM-IN SFE
3 UM-D PLE/60 °C/ 10 MPa/Etanol
4 UM-D LPSE-C/UAE/60 °C/Etanol
5 UM-D LPSE/50 °C/Etanol (Cinética I)
6 UM-D LPSE/60 °C/Etanol (Cinética II)
7 UM-IN LPSE/ 60 °C/Etanol (Cinética III)
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As Figuras 5.7 (a) e (b) ilustram as sementes in natura (amostra 1, Tab. 5.13) com
aumentos de 45x e 1000x. As Figuras 5.8 (a) e (b) ilustram as sementes desengorduradas
ap6s processo SFE (amostra 2, Tab. 5.13) com aumentos de 45x e 1000x. E possivel
observar a estrutura resinosa que encobre a semente, ¢ onde se encontra bixina. Nas
micrografias, Figura 5.7 (a) e (b), nota-se que essa estrutura estd homogénea e intacta,
enquanto nas Figuras 5.8 (a) e (b) observa-se os danos causados pelo processo de extragdao
do 6leo com CO, supercritico; a superficie ficou com aspecto danificado, fato que pode ter
auxiliado na extragdo da bixina das sementes desengorduradas. As setas indicam a regido
aumentada de 45x para 1000x. Visualizam-se as estruturas que deixam o aspecto aveludado
na semente apds a SFE, sdo vdrias particulas aglomeradas na superficie, que podem ser

parte da superficie resinosa que contém o pigmento.

A Figura 5.8 (b) ilustra as sementes apds o pré-tratamento com CO, supercritico;
esta mesma semente (UM-D) foi usada como matéria-prima nas extracdes seguintes para
obtencdo de bixina. Portanto, as sementes antes da extracdo com ultrassom e demais

extracoes que utilizaram UM-D, sdo as Figuras 5.8 (a) e (b).

As Figuras 5.9 (a) e (b) e 5.10 (a) e (b) sdo sementes de Urucum desengorduradas
que passaram por processos de extracdo, LPSE-C/60 °C (amostra 4, Tab. 5.13) e PLE/60
°C/10 Mpa (amostra 3, Tab. 5.13) respectivamente, ambas realizadas com etanol. Os

aumentos sao 45x e 1000x.

Na micrografia da Figura 5.9 (a) visualizam-se algumas estruturas danificadas. A
superficie da semente apds o tratamento com ultrassom sofreu erosdes que podem ter sido

causadas pelo efeito de cavita¢do produzido pelo ultrassom.
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(b)

Figura 5.7 - Semente de Urucum in natura com aumento de 45x (a) e de 1000x (b).
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Figura 5.8 - Sementes de Urucum desengorduradas em extracdo com CO; supercritico (40
°C e 20 MPa), com aumento de 45x (a) e com aumento de 1000x (b).
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Os efeitos causados pelas ondas ultrassonicas na matéria sdao os ciclos de
compressdo e expansdo durante a propagacdo da onda. A expansdo leva a formacdo de
bolhas de cavitagdo e o aumento da temperatura e pressao causado pela compressao leva ao
colapso da bolha, resultando em uma “onda de choque” que passa através do solvente
provocando um efeito mecanico de agitacdio (WANG e WELLER, 2006; ROSTAGNO et
al., 2009). Quando uma bolha colapsa perto de uma superficie sélida, formam-se jatos de
solvente a alta velocidade assimetricamente, provocando danos a estrutura celular,
aumentando a penetracdo do solvente de extragdo para dentro da célula e aumentando a
area de superficie de contato entre a fase sélida e liquida. Este efeito associado a
transferéncia de massa aumentada e ao rompimento das células aumenta a liberacdo dos

compostos intracelulares para o meio (ROSTAGNO et al., 2009).

A comparacdo das micrografias com os resultados de rendimentos X, e RB ratifica a
ocorréncia da bixina na estrutura resinosa da superficie da semente (pericarpo), pois
alteracOes na superficie da semente melhoraram o RB. A Figura 5.9 (b) mostra um aumento
de 1000x do arilo que permaneceu na semente; percebe-se uma mudanca na estrutura apos
a extragdo com ultrassom. Nota-se, apds a extragdo com ultrassom, Figura 5.9 (a) e (b), que
o tecido superficial foi muito danificado; € visivel o efeito de cavitacdo no tecido, o que
provavelmente melhorou o rendimento da extracdo, pois as bolhas de gds formadas pelo
ultrassom na interface sélido-liquido, ao explodirem podem ter enfraquecido a estrutura
resinosa, que foi extraida mais facilmente. A diferenca da estrutura na superficie antes

(Figuras 5.8) e ap6s (Figuras 5.9) o uso do ultrassom € perceptivel.

As Figuras 5.10 (a) e (b) s@o micrografias das sementes desengorduradas apds a
extragdo com liquido pressurizado (amostra 3, Tab. 5.13). Observa-se o efeito da pressao
do liquido sobre o tecido resinoso, que aparentemente era uma estrutura com formas
arredondadas, Figura 5.8 (b), e ap6s a extragdo com liquido pressurizado ficou com aspecto
rompido. As Figuras 5.11 (a) e (b) sdo micrografias de residuo de extracdo de bixina de
sementes desengorduradas apds extragdo de 95 minutos a 50 °C/LPSE (amostra 5, Tab.
5.13). Ha danos na estrutura, em que se observa a ruptura e o destacamento de parte da
superficie, que pode ser o resultado de um tempo de exposi¢cdo maior da semente ao

solvente em temperaturas elevadas.
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Figura 5. 9 - Semente de Urucum desengordurada apés extracao com LPSE-C a 60 °C, com
ultrassom continuo durante toda a extragdo, com aumento de 45x (a) € com aumento de
1000x (b).
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Figura 5. 10 - Semente de Urucum desengordurada apds extracdo com PLE a 60 °C e 10
MPa, com aumento de 45x; (a) e com aumento de 1000x.
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Figura 5. 11 - Semente de Urucum desengordurada apds extracdo com etanol a 50 °C/LPSE
por 95 minutos (Cinética I), com aumento de 45x; (a) e com aumento de 1000x (b).
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Figura 5. 12 - Semente de Urucum desengordurada apds extragdo com etanol a 60 °C/LPSE
por 95 minutos (Cinéticas II), com aumento de 45x; (a) e com aumento de 1000x.
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Figura 5. 13 - Semente de Urucum in natura apés extragao com etanol a 60 °C/LPSE por
95 minutos (Cinética III), com aumento de 45x (a) e com aumento de 1000x (b).
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As Figuras 5.12 (a) e (b) sdo micrografias de sementes desengorduradas apds
extracdo de bixina durante 95 minutos a 60°C/LPSE/Etanol (amostra 6, Tab. 5.13). Ao
comparar com as Figuras 5.11 (a) e (b) pode-se inferir que a temperatura influencia na
fragmentacdo dessa superficie, pois foram usadas as mesmas condi¢des de extragdo em
temperaturas diferentes, e a temperatura de 60°C houve danos maiores. Nas Figuras 5.13
(amostra 7, Tab. 5.13), aparentemente a superficie se manteve integra, o que indica que o
pré-tratamento SFE enfraqueceu essa estrutura, o que facilitou sua remog¢ao na etapa de
extracdo subsequente. De acordo com Franca e Meireles (2000), o pré-processamento do
substrato sélido promove a ruptura de parte das paredes celulares; por isso a matriz sélida
que passa por processo SFE, ird conter tanto células inteiras como rompidas. Entdo, para
alguns materiais sélidos, o pré-tratamento sofrido durantes o SFE resulta em
aproximadamente 100 % de ruptura das células, como aconteceu na extracdo de

carotenoides de 6leo de fibra de palma.

Observa-se a diferenca entre as Figuras 5.13 (a) e (b) que nio passaram pelo pré-
tratamento com SFE (etapa de desengorduramento), e as Figuras 5.12 (a) e (b) que foram
desengorduradas, ambas passaram pelo mesmo processo de extragao: LPSE/60 °C/ Etanol,
no entanto as sementes sem pré-tratamento o arilo da semente de Urucum se manteve como
o da semente in natura (Figuras 5.7 (a) e (b)), e nas sementes com pré-tratamento a

superficie foi substancialmente deslocada.

As micrografias auxiliaram na interpretacio dos resultados para os métodos
utilizados sobre o rendimento de extracdo de bixina RB (%, b.s.). Alguns autores ja
afirmavam que a bixina se encontra no arilo da superficie das sementes do Urucum. Nobre
et al. (2006) afirmou que o rendimento em pigmentos ndo aumentou com a moagem das

sementes, possivelmente devido a localizagao desses compostos na superficie das mesmas.

Das trés condigdes selecionadas para realizar as cinéticas, o melhor rendimento em
extracdo de bixina RB (%, b.s.) foi na Cinética II (LPSE/60 °C/UM-D), cujos residuos
avaliados por MEV estao representados pelas Figuras 5.12 (a) e (b).

Ha na literatura outros métodos que atinge a superficie da semente, como atrito e

agitacdo, que também apresentam bons rendimentos, 0 que comprova que a superficie que
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contem a bixina, vista nas micrografias, deve ser retirada a0 méximo para resultar em bons
rendimentos. Souza (2000) avaliou a extragdo timida por atrito e secagem em leito de jorro,
utilizando sementes moidas e dgua na propor¢do de 1:3 (massa/volume), o material
contendo o corante foi separado das sementes, colocado em um recipiente e aquecido em
ebulicdo até que toda dgua fosse eliminada. Em seguida, o material obtido foi liofilizado e o

teor médio de bixina encontrado nos corantes produzidos variou entre 31 % a 46 %.

Nos testes preliminares de extracdo (Tabela 5.3) o uso da dgua em condigcdes
ambientes, com agita¢cdo manual (a cada 1 minuto, durante 20 minutos), proporcionou RB
de aproximadamente 24 %, ja nos experimentos para determina¢do do X, por LPSE usando
dgua nao houve bom rendimento, o que indica que a agitacdo foi uma varidvel significativa.
Santos (2007) realizou a extracdo de bixina de sementes de Urucum utilizando 4gua na
propor¢do de 1:2 (massa:volume), nos tempos de duas e quatro horas. O tempo de agitacdo
mostrou ser uma varidvel que interfere no processo, elevando o rendimento da extracdo de

4,86% para 14,83%, quando este passa de duas para quatro horas.

O uso de sementes previamente desengorduradas por scCO, como matéria-prima
facilitou o desalojamento e posterior separacdo da camada resinosa da semente, onde se
encontra a maior parte dos carotendides, proporcionando rendimentos de extragao de bixina
de aproximadamente 28 % (LPSE/60°C/Etanol), sem a necessidade de agitagdo ou atrito,

em um sistema de extracdo simples por percolacgao.
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6 — CONCLUSOES

Os parametros e técnicas selecionados para os experimentos de extracdo
possibilitaram a quantificagdo dos rendimentos Xy e RB. Os melhores rendimentos foram
obtidos com a utilizacdo de técnicas simples para a extracdo de bixina em sementes
desengorduradas. Como foi observado nos resultados das OECs e ilustrado pelas
micrografias, o uso de pré-tratamento com CO, supercritico para extrair o 6leo alterou as
caracteristicas da matéria-prima, pois o arilo da semente apdés a SFE foi facilmente
removido pela extracdo por percolagdo com solvente LPSE. Ao realizar extracdo nas

mesmas condi¢des com a semente sem o pré-tratamento o arilo se manteve integro.

As extragdes por PLE operando com S/F = 10, possibilitaram médximo rendimento
em 60°C e 10 MPa, com valores de 7,22 (%, b.s.) para rendimento global (Xy), € 9,07 (%,
b.s.) em rendimento de extracdo de bixina (RB), nenhuma das varidveis testadas (pressao,
temperatura e S/F) foi significativa de acordo com a andlise de varidncia (95% de
confianca). Para as extracdes LPSE somente a variacdo do solvente resultou em diferencas
significas no rendimento global X, (%, b.s.) e no rendimento de extragdo de bixina RB (%,
b.s.). O etanol foi o melhor solvente de extracdo. Os maiores rendimentos obtidos foram
com LPSE-C/40 °C (assistida por ultrassom durante toda extracdo) com valores de Xy =

13,6 (%, b.s.) e RB =31,62 (%, b.s.).

O uso de etanol pressurizado resultou em rendimentos menores de extracdo de
bixina ao se comparar com as extracdes com etanol em LPSE. O etanol é fracamente polar,
e ao ser pressurizado pode ter tido alterada a sua polaridade, o que dificultou a

solubilizacdo da bixina.

O uso do ultrassom ndo teve efeito significativo nos rendimentos, mas ndo se deve
descartar sua utilizacdo, pois a efetividade do ultrassom no banho € prejudicado pela falta
de uniformidade na distribuicdo da energia ultrassonica e diminui¢do da poténcia com o

tempo. Entretanto, o efeito ultrassonico foi verificado nas micrografias, que mostra que a
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cavitacdo na superficie da semente pode ter auxiliado a extracdo. Neste contexto, o uso de

sonda ultrassOnica poderia tornar mais eficaz as extracdes por PLE.

Nos experimentos realizados se verificou que € mais vidvel o uso de temperaturas
préximas a 60°C, pois houve diferenca significativa de RB ao se variar a temperatura nas
extracdes a baixa pressdo. Esta evidéncia € confirmada pela literatura que diz que quanto
maior a temperatura, maior o rendimento de extracao de bixina, pois com o aquecimento a
cis-bixina € convertida a forma mais soldvel, trans-bixina. Mas tanto o uso de temperaturas
maiores quanto o uso de ultrassom devem ter resultados significativos nos rendimentos,

caso contrario ndo seria justificdvel o aumento no gasto energético.

Ao utilizar como matéria-prima sementes previamente desengorduradas com scCO,
foi possivel um melhor processamento da matéria-prima, pois as sementes desengorduradas
apresentaram uma superficie mais fragil e dessa forma se conseguiu bons rendimentos

usando técnicas simples de percolagdao com solvente a baixa pressao.
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7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar extracdes com sonda ultrassonica das sementes desengorduradas, € no
melhor rendimento realizar cinética e comparar com as sementes in natura.

Realizar andlise de HPLC dos extratos nas melhores condi¢des encontradas
anteriormente LPSE e dos UAE (por sonda ultrassonica), para avaliar a pureza
desses em relacao a bixina.

Determinar o custo de manufatura (COM) das etapas de extragdo de bixina com
melhores rendimentos e compara-los para escolher o mais vidvel economicamente.
Formar particulas com os extratos obtidos da etapa de extragdo de bixina ja
otimizada.

Estimar o COM total de processo, somando o COM ja encontrado na literatura
(Albuquerque e Meireles, 2012) para a etapa de pré-tratamento, com a etapa de
extracdo e formacdo de particulas, e encontrar um custo de manufatura total para os

dois produtos (6leo e extrato de bixina).
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9 — ANEXOS

9.1 — Resultados experimentais

9.1.1 - Cinéticas de extracao

Tabela 9. 1 - Dados experimentais obtidos nas condi¢des de LPSE/50 °C.

Terpp N extrato (g) Renilélgl;nto Bixina Bixina extraida

(min.) i acunzlgulado (%) extrato(%) (®)
5 0,1154 4,36 2,23 0,0025
10 0,0446 6,04 7,30 0,0032
15 0,0257 7,01 6,88 0,0017
20 0,03 8,14 2,78 0,0008
25 0,0194 8,88 3,50 0,0006
30 0,0165 9,50 3,49 0,0005
35 0,0149 10,06 3,28 0,0004
40 0,0157 10,66 2,94 0,0004
45 0,0269 11,67 1,92 0,0005
55 0,0314 12,86 3,12 0,0009
65 0,0231 13,73 4,01 0,0009
75 0,0186 14,43 4,52 0,0008
85 0,0189 15,15 3,60 0,0006
95 0,0154 15,73 3,67 0,0005

Tabela 9. 2 - Dados experimentais obtidos nas condi¢des de LPSE/50 °C. (duplicata)

Tempo Rendimento . .
(mirl:_ ) extrato (g) global Bixina (%) B1x1na( e;< traida
acumulado (%) g

5 0,0664 2,49 16,14 0,0107
10 0,0335 3,76 2,60 0,0008
15 0,0468 5,52 1,75 0,0008
20 0,0506 7,42 1,42 0,0007
25 0,025 8,36 2,40 0,0006
30 0,0288 9,45 1,96 0,0005
35 0,0815 12,52 1,06 0,0008
40 0,0435 14,15 1,69 0,0007
45 0,0232 15,03 2,67 0,0006
55 0,0802 18,05 1,29 0,0010
65 0,0283 19,11 3,33 0,0009
75 0,0369 20,50 2,04 0,0007
85 0,0301 21,64 2,42 0,0007
95 0,0352 22,96 1,50 0,0005
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Tabela 9. 3 - Dados experimentais obtidos nas condi¢des de LPSE/60°C.

Tempo extato (g) Rendimento Bixina (%) Bixina extraida
global (2)
acumulado (%)
5 0,0652 2,45 4,44 0,0029
10 0,0898 5,83 3,82 0,0034
15 0,0224 6,67 4,94 0,0011
20 0,0569 8,81 1,00 0,0005
25 0,0388 10,27 1,32 0,0005
30 0,0429 11,88 1,23 0,0005
35 0,0667 14,39 0,64 0,0004
40 0,0754 17,23 0,56 0,0004
45 0,0227 18,09 1,44 0,0003
55 0,0259 19,06 2,15 0,0005
65 0,0635 21,45 0,83 0,0005
75 0,0228 22,31 1,99 0,0004
85 0,0728 25,05 0,57 0,0004
95 0,045 26,74 0,87 0,0003

Tabela 9. 4 - Dados experimentais obtidos nas condi¢des de LPSE/60 °C. (duplicata)

Rendimento . P
F(rgﬁ? ()) extrato (g) global Bixina (%) B1x1na(;( traida
acumulado (%)
5 0,0554 2,10 10,33 0,0057
10 0,0305 3,26 3,48 0,0010
15 0,0174 3,92 4,82 0,0008
20 0,0254 4,88 4,14 0,0010
25 0,0957 8,52 0,66 0,0006
30 0,0999 12,31 0,53 0,0005
35 0,0963 15,97 0,49 0,0004
40 0,035 17,29 1,23 0,0004
45 0,0912 20,76 0,41 0,0003
55 0,0998 24,55 0,55 0,0005
65 0,0173 25,20 3,11 0,0005
75 0,0282 26,27 11,25 0,0031
85 0,0115 26,71 8,02 0,0009
95 0,0178 27,39 4,01 0,0007
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Tabela 9. 5 - Dados experimentais obtidos nas condi¢des de LPSE/60 °C/in natura.

Rendimento . .
(mingempo extrato (g) global Bixina (%) B1x1na(ge;< traida
acumulado (%)
5 0,0516 1,93 2,89 0,0014
10 0,0217 2,74 4,03 0,0008
15 0,0275 3,77 3,23 0,0008
20 0,0129 4,26 4,18 0,0005
25 0,0206 5,03 2,59 0,0005
30 0,0192 5,75 2,63 0,0005
35 0,12 10,24 0,41 0,0004
40 0,0137 10,76 1,77 0,0002
45 0,0152 11,33 2,59 0,0003
55 0,0244 12,24 2,39 0,0005
65 0,0162 12,85 3,96 0,0006
75 0,0294 13,95 1,47 0,0004
85 0,0246 14,87 1,46 0,0003
95 0,029 15,96 1,11 0,0003

Tabela 9. 6 - Dados experimentais obtidos nas condi¢des de LPSE/60 °C/engorduradas.
(duplicata)

Rendimento . p
(minfl;empo extrato (g) global Bixina (%) B1x1na(gc traida
acumulado (%)
5 0,0516 1,69 6,17 0,0031
10 0,0217 2,40 2,81 0,0006
15 0,0275 3,30 2,26 0,0006
20 0,0129 3,72 5,07 0,0006
25 0,0206 4,40 2,16 0,0004
30 0,0192 5,03 2,15 0,0004
35 0,12 8,96 0,44 0,0005
40 0,0137 9,41 2,22 0,0003
45 0,0152 9,91 1,84 0,0002
55 0,0244 10,71 2,17 0,0005
65 0,0162 11,24 3,08 0,0005
75 0,0294 12,21 1,40 0,0004
85 0,0246 13,02 1,59 0,0003
95 0,029 13,97 1,30 0,0003
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9.1.2 — Procedimento do ajuste dos dados experimentais

O procedimento para o ajuste dos dados experimentais da OECs 50 °C/LPSE/UM-
D, 60 °C/LPSE/UM-D e 60 °C/LPSE/UM-IN a um spline de trés e duas linhas retas foi
realizado da seguinte forma: inicialmente, utilizou-se o procedimento PROC REG (Tabela
9.7) para estimar os valores dos coeficientes lineares, que no programa sdo nomeados como
Intercept (bp), tmin (b;), AL1 (by), € AL2 (bs). Posteriormente, utilizaram-se estes dados
como valores de entrada para o procedimento PROC NLIN (Tabela 9.9). Os valores iniciais
dos parametros knotl e knot2 foram estimados pela visualizacdo da curva obtida do
primeiro ajuste da cinética de extracdo, feito pelo procedimento PROC REG.
Posteriormente, foram obtidos os valores do modelo ajustado, onde knotl e knot2 sdo os
parametros cinéticos tcgr € trgr, respectivamente. Os dados ajustados fornecidos pelo
aplicativo foram plotados em termos de rendimento em extrato, em base seca, em funcao do
tempo de extracdo e S/F. A seguir sdo mostradas as rotinas de programacdo e as

informacdes de saida do software SAS 9.2.
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Tabela 9. 7 - Rotina de programac¢do usada no SAS 9.2 (SAS Institute, Inc.) para o ajuste
dos dados experimentais da OEC (60 °C/LPSE/UM-D) a um spline de 3 linhas retas: PROC
REG

options Is=80 ps=50;
Title 'CNT60°C-LPSE';
data Cin 1;

input tmin mext;

ALl = max(tmin-20,0);
AL2 = max(tmin-45,0);

Cards;

5 1.69
10 2.40
15 3.30
20 3.72
25 4.40
30 5.03
35 8.96
40 9.41
45 9.91
55 10.71
65 11.24
75 12.21
85 13.02
95 13.97
5 2,10
10 3.26
15 3.92
20 4.88
25 8.52
30 12.31
35 15.97
40 17.29
45 20.76
55 24.55
65 25.20
75 26.27
85 26.71
95 27.39
Proc Reg;

Model mext = tmin AL1 AL2;

Output out = a p=mexthat r=Mres;

Proc print;

Axisl order = (0 to 30.0 by 0.5);

Proc gplot; Plot Mres*mexthat;

Proc gplot;

Symboll value = diamond color = black; Symbol2 value = star color =
black;

Plot]l mext*tmin/legend overlay vaxis = axis1; Plot2 mexthat*tmin/legend
overlay vaxis = axisl;

Run;
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Tabela 9. 8 - Dados de saida do procedimento PROC REG do software SAS 9,2 (SAS

Institute, Inc.).

PROC REG.
CNT60°C-LPSE
The REG Procedure
Model: MODELL1
Dependent Variable: rend
Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 3 1775.73057 591.91019 121.44 <.0001
Error 24 116.97848 4.87410
Corrected Total 27  1892.70905
Root MSE 2.20774 R-Square 0.9382
Dependent Mean 1429359 AdjR-Sq 0.9305
Coeff Var 15.44565
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable DF  Estimate Error tValue Pr> [f|
Intercept 1 0.93360 1.80592 0.52  0.6099
tmin 1 0.26098 0.11756  2.22  0.0361
ALl 1 0.22482 0.15471 145 0.1591
AL2 1 -0.38588 0.08432 -4.58 0.0001
CNT60°C-LPSE
Obs tmin rend ALl AL2 rendi Mrend
1 5 24998 0 0 22385 0.26134
2 10 37610 0 0 3.5434 0.21765
3 15 55230 0 O 4.8483 0.67469
4 20 74280 0 O 6.1532 1.27479
5 25 83692 5 0 85822 -0.21302
6 30 94534 10 O 11.0112 -1.55777
7 35 125217 15 0 13.4402 -0.91847
8 40 14.1594 20 0 15.8692 -1.70979
9 45 15.0329 25 0 18.2982 -3.26537
10 55 18.0522 35 5 21.2268 -3.17460
11 65 19.1177 45 15 22.2260 -3.10834
12 75 20.5069 55 25 23.2252 -2.71830
13 85 21.6401 65 35 24.2244 -2.58428
14 95 229653 75 45 25.2235 -2.25825
15 5 21036 0 0 22385 -0.13491
16 10 32617 O 0O 3.5434 -0.28170
17 15 39224 0 0 4.8483 -0.92590
18 20 4888 0 0 6.1532 -1.26633
19 25 85206 5 0 8.5822 -0.06154
20 30 123139 10 O 11.0112 1.30272
21 35 159705 15 O 13.4402 2.53030
22 40 17.2995 20 0 15.8692 1.43026
23 45 20.7624 25 0 18.2982 2.46418
24 55 245519 35 5 21.2268 3.32506
25 65 252088 45 15 222260 2.98278
26 75 262796 55 25 23.2252 3.05437
27 85 26.7162 65 35 242244 249186
28 95 273921 75 45 25.2235 2.16856
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Tabela 9. 9 - Rotina de programacdo usada no SAS 9,2 (SAS Institute, Inc.) para o ajuste
dos dados experimentais da OEC (60 °C/LPSE/UM-D) a um spline de 3 linhas retas: PROC
NLIN

options 1s=80 ps=50;
Title ' CNT60°C-LPSE";
data Cin 1;

input tmin mext;

AL1 = max(tmin-20,0);
AL2 = max(tmin-45,0);

Cards;

5 1.69
10 2.40
15 3.30
20 3.72
25 4.40
30 5.03
35 8.96
40 9.41
45 9.91
55 10.71
65 11.24
75 12.21
85 13.02
95 13.97
5 2,10
10 3.26
15 3.92
20 4.88
25 8.52
30 12.31
35 15.97
40 17.29
45 20.76
55 24.55
65 25.20
75 26.27
85 26.71
95 27.39
Proc Nlin;
Parms

b0 = 0.22482
bl =0.26098
b2 =0.93360
b3 =-0.38588
knotl =20
knot2 =45;

AL1 = max(tmin-knot1,0);

AL2 = max(tmin-knot2,0);

Model rend = b0 + bl *tmin + b2*AL1 + b3*AL2;
Output out = a p=rendi r=Mrend;

Axis order = (0 to 30.0 by 0.5);

Proc print;

Proc gplot;

Plot Mrend*rendi;

Proc gplot;

Symbol1 value = diamond color = black;
Symbol2 value = star color = red;

Plot1 rend*tmin/legend overlay vaxis = axis1;
Plot2 rendi*tmin/legend overlay vaxis = axis1;
Run;
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Tabela 9. 10 - Dados de saida do procedimento PROC NLIN do software SAS 9,2 (SAS
Institute, Inc.).

CNT60°C-LPSE
The NLIN Procedure
Dependent Variable rend
Method: Gauss-Newton
Iterative Phase

Sum of
Iter b0 bl b2 b3 knot1 knot2  Squares

0 09336 02610 0.2248 -0.3859 20.0000 50.0000 117.0
1 1.0909 0.2421 0.2374 -0.3818 18.6676 50.4736 116.9
2 1.0909 0.2421 0.2374 -0.3818 18.7384 50.4786 116.9

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
Iterations 2
R 0
PPC 0
RPC(knot1) 0.003791
Object 0.000048
Objective 116.8892
Observations Read 28
Observations Used 28
Observations Missing 0

Sum Mean Approx

Source DF Squares Square F Value Pr>F
Model 5 1775.8 3552  66.85 <.0001
Error 22 116.9 5.3131

Corrected Total 27 1892.7

Approx

Parameter  Estimate Std Error Approximate 95% Confidence Limits

b0 1.0909  2.4897 -4.0724  6.2543
bl 0.2421 0.2305 -0.2359  0.7201
b2 0.2374  0.2433  -0.2672  0.7420
b3 -0.3818  0.0934 -0.5756 -0.1881
knot1 18.7384  10.7670  -3.5909 41.0677
knot2 50.4786  5.5765 389138 62.0435
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Approximate Correlation Matrix
bl b2 b3 knotl

1.0000000 -0.9258201 0.8770580 -0.0000000  -0.5903269
-0.9258201 1.0000000 -0.9473309  0.0000000  0.7879026
0.8770580 -0.9473309 1.0000000 -0.2671122  -0.6120640
-0.0000000 0.0000000 -0.2671122  1.0000000  -0.3498689
knotl -0.5903269 0.7879026 -0.6120640 -0.3498689 1.0000000
knot2 -0.0000000 0.0000000 -0.2107059 0.2213037  -0.1946498

CNT60°C-LPSE

Obs tmin rend AL1 AL2 rendi Mrend
1 5 24998 0 0 23014 0.19840
2 10 37610 O O 3.5119 0.24912
3 15 55230 0 0 47224 0.80057
4 20 74280 O O 6.2324 1.19552
5 25 83692 5 0 8.6301 -0.26091
6 30 94534 10 O 11.0277 -1.57429
7 35 125217 15 0 13.4253 -0.90361
8 40 14.1594 20 O 15.8230 -1.66356
9 45 15.0329 25 0 18.2206 -3.18776

10 55 18.0522 35 5 21.2894 -3.23720
11 65 19.1177 45 15 22.2662 -3.14858
12 75 20.5069 55 25 232431 -2.73619
13 85 21.6401 65 35 242199 -2.57981
14 95 229653 75 45 25.1967 -2.23142

15 5 2.1036 0 0 23014 -0.19785

16 10 3.2617 0 35119 -0.25023

17 15 3.9224 4.7224 -0.80002

18 20 4.8868 6.2324 -1.34560

19 25 8.5206 8.6301 -0.10943
20 30 123139 10 0 11.0277 1.28621
21 35 159705 15 0 13.4253 2.54515

22 40 17.2995 20 0 15.8230 1.47649
23 45 20.7624 25 0 182206 2.54179
24 55 245519 35 5 21.2894 3.26246

25 65 25.2088 45 15 22.2662 2.94253

26 75 262796 55 25 23.2431 3.03649
27 85 267162 65 35 242199 2.49633
28 95 273921 75 45 25.1967 2.19539

hnh o oo
S O O
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9.2 — Isotermas das extracoes PLE

As Figuras 9.1 e 9.2 ilustram respectivamente a variacdo do rendimento global (%)

em diferentes condi¢des de temperatura, pressao e S/F.

8 - @ 40°C, S/F=5
>K @ 40°C, S/F=10
6 - A 50°C, S/F=5
‘ 50°C, S/F=10
‘ X 60°C, S/F=5
T 4- b 4 X o /e
= X X 60°C, S/F=10
3 A
x a8
¥
2 .
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Pressao (bar)

Figura 9.1 - Isotermas de rendimento global (%) para extra¢cdes com etanol pressurizado.

10,00 - #40°C, S/F=5
% #40°C,5/F=10
8,00 A50°C, S/F=5
50°C, S/F=10
6,00 1 X X 60°C, S/F=5
%:‘?:4’00 | f X /'\ X 60°C, S/F=10
2 &
2,00 - %
0,00 : : : : : .
0 20 40 60 80 100 120

Pressao (bar)

Figura 9.2 - Isotermas de rendimento de bixina (%) para extragdes com etanol pressurizado.
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9.3 — Curvas de extracao LPSE

As Figuras 9.3 e 9.4 ilustram o comportamento das extragdes LPSE em condi¢des

distintas.

14,00
13,00
12,00

< 11,00

Xo (

10,00
9,00
8,00
7,00

. X
4
1 X
| A
| & 4
| 3
35 4I0 4I5 5I0 5I5 6IO I

Temperatura (°C)

65

@ LPSE, S/F=5

@ LPSE, S/F=10
A LPSE-P,S/F=5
A LPSE-P,S/F=10
X LPSE-C,S/F=5
X LPSE-C, S/F =10

Figura 9.3 — Xo (%) em extracdo a baixa pressdo (LPSE), com ultrassom em pulsos (LPSE-
P) e com ultrassom continuo (LPSE-C) usando etanol como solvente.

35,00
30,00

25,00

| X
2

1 A X
1 X X
i 1? 1‘

P 2
. X
35 40 45 50 55 60 65

Temperatura (°C)
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@ LPSE, S/F=10
A LPSE-P,S/F =5
A LPSE-P,S/F=10
X LPSE-C, S/F=5
X LPSE-C, S/F =10

Figura 9.4 - Rendimento de bixina (%) em procedimentos de extracdo a baixa pressao
(LPSE), com ultrassom em pulsos (LPSE-P) e com ultrassom continuo (LPSE-C) usando

etanol como solvente.
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9.4 - Galeria de fotos

9.4.1 — Equipamento de extracdo PLE

Figura 9.5 - Equipamento de extra¢do com liquido pressurizado.

9.4.2 — Extratos obtidos nos experimentos LPSE

As Figuras 9.6 e 9.7 ilustram os extratos obtidos por LPSE usando dgua como
solvente de extracdo. As Figuras 9.8 e 9.9 ilustram os extratos de LPSE usando etanol como
solvente. Banho de ultrassom foi usado nessas extra¢des, e a Tabela 9.7 indica quais foram

as condi¢des de extragdo utilizadas.
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Figura 9. 6 — Extratos de Urucum obtidos com 4gua a baixa pressdo, com diferentes S/F e
temperaturas.

Figura 9. 7 - Extratos de Urucum obtidos com dgua LPSE-P a baixa pressdo assistido por
ultrassom em pulsos, em diferentes S/F e temperaturas.
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Figura 9. 8 - Extratos de Urucum obtidos com dgua LPSE-C a baixa pressao assistido por
ultrassom em toda extracdo, em diferentes S/F e temperaturas.

Figura 9. 9 - Extratos de Urucum obtidos com etanol LPSE a baixa pressao, em diferentes
S/F e temperaturas.
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Figura 9. 10 - Extratos de Urucum obtidos com etanol LPSE-P a baixa pressao assistido por
ultrassom em pulsos, em diferentes S/F e temperaturas.

Figura 9. 11 - Extratos de Urucum obtidos com etanol LPSE-C a baixa pressdo assistido por
ultrassom durante toda extracao, em diferentes S/F e temperaturas.
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A legenda para as etiquetas afixadas nos frascos descrevendo os parametros de

extracdo temperatura, ultrassom e S/F, estd na Tabela 9.7.

Tabela 9. 11 - Legenda para os experimentos.

Experimento Temperatura  Ultrassom S/F
°C (g/g)

1s 40 Sem 4
2s 40 Pulso 4
3s 60 Continuo 4
4s 40 Pulso 8
5s 60 Sem 8
6s 40 Pulso 4
7s 50 Sem 8
8s 40 Pulso 8
9s 40 Continuo 8
10s 60 Pulso 4
11s 60 Sem 4
12s 60 Continuo 8
13s 60 Pulso 8
14s 50 Pulso 8
15s 60 Continuo 4
16s 50 Pulso 8
17s 50 Continuo 8
18s 50 Sem 8
19s 50 Pulso 4
20s 40 Continuo 4
21s 60 Pulso 4
22s 40 Sem 4
23s 40 Sem 8
24s 50 Continuo 8
25s 50 Continuo 4
26s 50 Pulso 4
27s 50 Sem 4
28s 60 Continuo 8
29s 50 Sem 4
30s 50 Continuo 4
31s 40 Continuo 8
32s 40 Sem 8
33s 60 Pulso 8
34s 40 Continuo 4
35s 60 Sem 4
36s 60 Sem 8
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9.4.3 — Cinéticas

As Figuras 9.12, 9.13 e 9.14 indicam respectivamente as Cinéticas I, II e III, nas

quais as sementes foram submetidas a extragdo por até 95 minutos.

Figura 9. 12 - Cinética LPSE/50°C (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 65, 75, 85 € 95
min.).

B \» -
- 5 - - g o7 L

" - - -

- = = = . - B eic. -
Figura 9. 13 - Cinética LPSE/60°C (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 55, 65, 75, 85 e 95
min.).

R M > NI NSRS L 4 _ -,_ \f
Figura 9. 14 - Cinética LPSE/60°C/engorduradas (5, 10, 15, 20, 25, 30, 3
75, 85 ¢ 95 min.)

5, 40, 45, 55, 65,
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9.4.4 — Sementes de urucum

As Figuras 9.15, 9.16 e 9.17 ilustram, respectivamente, as sementes de Urucum in

natura, desengorduradas e ap6s Cinéticas I, II e II1.

Figura 9. 15 - Sementes de Urucum in natura (UM-IN).

e S,

o \\

Figura 9. 16 - Sementes de Urucum por SFE (UM-D).
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Figura 9. 18 - Sementes de Urucum desengorduradas apds Cinética 11 (60°C).
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Figura 9. 19 - Sementes in natura (UM-H\I) apos Cnética III (60°C).
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