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RESUMO

O Brasil constitui um grande produtor de plantas e frutas tropicais, cujo emprego pelas
industrias farmacéutica, alimenticia e de cosméticos vem aumentando a cada ano. Com a
finalidade de aproveitar efetivamente o seu potencial, o pais necessita desenvolver e/ou
adaptar tecnologias que sejam economicamente viaveis e ecologicamente corretas como,
por exemplo, os processos de extragao com solventes GRAS (Generally Recognized as
Safe). Dentro desse ambito, o processo de extragdo supercritica caracteriza-se pela
obtencdo de produtos de elevada qualidade com a minimizagdo dos residuos de
solventes e da alteracao das propriedades do extrato em comparacao aos processos de
extracdo convencionais. Apesar dessa tecnologia ja estar sendo estudada ha muitos
anos no Brasil e da vasta disponibilidade de matéria-prima de alta qualidade e baixo
custo no pais, ainda nao existe na América Latina nenhuma planta industrial. A producéao
de oleaginosas tem mostrado um notavel aumento nas ultimas décadas. Esta evolugao
deve-se ao crescente consumo de gorduras comestiveis, como 6leos vegetais e seus
produtos, devido a substituicdo gradual da gordura animal pela de origem vegetal. A
mudancga esta relacionada com a nogao de estilo de vida saudavel e a necessidade de

comer alimentos com uma influéncia positiva na saldde, aumentando o uso de alimentos

Xi



ricos em compostos com comprovado beneficio. Sendo assim, estudos visando o
conhecimento sobre as possibilidades de comercializagdo de matrizes oleaginosas sao
necessarios para proporcionar o beneficiamento social, econémico e ambiental através
da valorizacao e/ou do aproveitamento de seus produtos e subprodutos, o que implica em
uma maior competitividade, e consequiente, expansdo comercial, uma vez que se
observa uma tendéncia generalizada do mercado em relagao a busca por produtos que
nao agridam o meio ambiente, gerem vantagens econbmicas e possibilitem o
desenvolvimento social. Este trabalho pretende avaliar o processo de extracdo
supercritica de matriz vegetal oleaginosa de origem Amazoénica, através da determinacao
e caracterizagdo dos parametros de processo € composicdo quimica dos extratos
obtidos. Este estudo divide-se em trés etapas. Na etapa de caracterizacdo quimica e
fisica foram determinados a composicdo, o tamanho e a densidade das particulas da
matriz vegetal oleaginosa. Na etapa de extragdo, foi realizada a determinagdo dos
parametros de processo, bem como a caracterizacao dos extratos com relacdo ao teor de
tocoferdis, tocotriendis, composicdo em acidos graxos, fenois, flavonoides e atividade
antioxidante. Na ultima etapa, foi realizada a andlise de viabilidade econémica, visando a
determinagao da condicao de extracao que possibilite a melhor relagdo custo-beneficio. A
otimizacdo das condigbes de separagdo da mistura de extrato e solvente constitui uma
etapa importante do processo de extracdo de produtos naturais utilizando fluidos
supercriticos, uma vez que permitird uma melhor recuperagdo e/ou fracionamento do

extrato.

Palavras-chave: Extracdo com fluido supercritico. Plantas oleaginosas. Atividade

antioxidante.
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ABSTRACT

Brazil is a great producing of plants and tropical fruits whose utilization by the
pharmaceutical, nutrition and cosmetics industries has been increasing every year. With
the purpose of taking advantage his/her potential indeed it is necessary to develop and/or
to adapt technologies economically viable and ecologically correct as, for instance, the
extraction processes with GRAS solvents (Generally Recognized as Safe). Inside of that
extent the process of supercritical fluid extraction is characterized by the obtaining of
products with high quality, the minimization of the residues of solvents and of the
alteration of the properties of the extract in comparison with the conventional extraction
processes. In spite of that technology has been studied many decades in Brazil and of the
vast readiness of raw material of high quality and low cost in the country, it still doesn't
exist in Latin America any industrial plant. Besides that, the production of oleaginous has
been showing a notable increase in the last decades. This evolution is due to the crescent
consumption of eatable fats, as vegetable oils and their products, due to the gradual
substitution of the animal fat for the of vegetable origin. The change is related with the
notion of healthy lifestyle and the need of eating foods with a positive influence in health,

increasing the use of foods rich in elements with proven health benefit. Therefore, studies
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seeking the knowledge about the possibilities of commercialization of oil matrices are
necessary to provide the improvement social, economical and environmental through the
valorization and/or of the use of their products and sub-products what implicates in a
larger competitiveness, and consequently, commercial expansion, once a widespread
tendency of the market is observed in relation to the search by products that don't attack
the environment, generate economical advantages and make possible the social
development. This work intends to evaluate the process of supercritical fluid extraction of
oil matrices from Amazonian origin, through the determination and characterization of the
process parameters and chemical composition of the obtained extracts. This study
becomes separated in three stages. In the stage of chemical and physical characterization
it was obtained the chemical composition, size and density of the particles of the oil
matrices. In the extraction stage the determination of the process parameters was
accomplished, as well as the characterization of the extracts regarding the composition of:
tocopherols, tocotrienols, fatty acids, phenols, flavonoids and antioxidant activity. In the
last stage the analysis of economical viabilty was accomplished seeking the
determination of the extraction condition to make possible the best relationship cost-
benefit. The optimization of the conditions of separation of the extract mixture and solvent
constitutes an important stage of the process of extraction of natural products using

supercritical fluids, once it allow a better recovery and/or separation of the extract.

Keywords: Supercritical fluid extraction. Oilseed plants. Antioxidant activity.
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Introducao

1 INTRODUCAO

O conhecimento cientifico a respeito de componentes alimenticios que previnem
e/ou tratam doencas especificas tem crescido cada vez mais nos ultimos anos, o que tem
gerado um aumento no numero de produtos potencialmente nutricionais com beneficios
medicinais e para a saude, comumente denominados de alimentos funcionais. Os
componentes alimenticios que agregam caracteristicas a esses alimentos constituem
substancias bioativas pertencentes ao grupo dos compostos do metabolismo secundario
de vegetais denominados compostos fitoquimicos. Muitas dessas substancias tém
comprovada acao quimiopreventiva como, por exemplo, pro-vitaminas e vitaminas com
atividade antioxidante as quais podem ser utilizadas especificamente para retardar ou
reverter o processo de carcinogénesis [BRAGA, 2005].

Nesse ambito, o Brasil & detentor de uma das mais abundantes biodiversidades
do mundo apresentando grande potencial como produtor de matrizes vegetais com
atividade biol6gica. Entretanto, muito pouco tem sido realizado para transformar este
potencial em uma realidade competitiva, principalmente considerando-se o
desenvolvimento como forma de insercdo social e de protecdo e manutencdo desses
ecossistemas. O desenvolvimento realizado a partir dos sistemas nacionais de inovacao
e instituicoes de pesquisa representa uma alternativa concreta e viavel para o
desenvolvimento de novos produtos, técnicas e metodologias promovendo, em termos
gerais, a insergao competitiva desses recursos naturais no mercado mundial.

Nas ultimas décadas, tem-se verificado o crescente interesse das industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia nos produtos de origem vegetal, cuja vasta flora
nacional propicia uma ampla variedade de metabolitos e aplicacdes dos mesmos. Para a
obtencdo desses compostos, diversos métodos de extracao podem ser utilizados: desde

0Ss mais convencionais, como soxhlet e hidrodestlilacdo, as tecnologias mais recentes,
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como extracdo com ultrasom, extracao assistida por microondas e a extragdo com fluido
supercritico (SFE — Supercritical Fluid Extraction) [VELASCO et al., 2007].

Na determinacdo do método mais adequado a ser empregado, os fatores mais
relevantes podem ser divididos com relacdo a economia e a qualidade do processo.
Dessa maneira, variaveis como custo, produtividade e rendimento possuem implicagoes
econbmicas importantes na determinagao da viabilidade industrial do processo, enquanto
a qualidade do produto sofre forte influéncia da seletividade do processo aplicado.

A extracdo com fluidos supercriticos consiste em uma tecnologia com
significativas vantagens em relacdo aos processos de extracdo convencionais, sendo as
principais: auséncia de tensao superficial permitindo a rapida penetracao do solvente; alta
variabilidade da densidade frente a pequenas variacées de temperatura e/ou pressao,
possibilitando a manipulacdo do poder de solvatacdo e, por conseguinte, a seletividade
do processo; coeficiente de difuséo e viscosidade semelhante a dos gases, minimizando
0s gastos energéticos; e inexisténcia de residuos quimicos. O diéxido de carbono é o
fluido supercritico mais comumente utilizado na industria de alimentos devido seu carater
atéxico, ndo inflamavel, ndo corrosivo, ndo oneroso e estavel. Ademais, pode ser
facilmente obtido com diferentes graus de pureza e possui baixos pontos criticos de
temperatura e pressdo, o que possibilita trabalhar com compostos termolabeis sem
degrada-los [BRUNNER, 1994; CLIFFORD, 1998; LUQUE DE CASTRO et al., 1994;
TAYLOR, 1996]. Apesar dessas vantagens, o processo de extracdo com didxido de
carbono supercritico esta associado a um alto custo de investimento. Por essa razéo, a
instalagcdo de novos projetos de extracdo supercritica esta intimamente relacionada a
otimizacdo das condicbes operacionais que devem resultar em melhoria na qualidade,
minimizacdo dos custos e, conseglentemente, aperfeicoamento da viabilidade
econémica do mesmo.

Embora essa tecnologia ja venha sendo estudada ha muitos anos no Brasil, e da

vasta disponibilidade de matéria-prima de alta qualidade e a baixo custo no pais, ainda
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nao existe na América Latina nenhuma planta industrial em funcionamento. Além disto, a
producdo de oleaginosas tem mostrado um notdvel aumento nas ultimas décadas cuja
evolucéo deve-se ao crescente consumo de gorduras comestiveis, como 6leos vegetais e
seus produtos, devido a substituicdo gradual da gordura animal pela de origem vegetal
durante as Ultimas décadas. Essa mudanca esta relacionada com a nogao de estilo de
vida saudavel e a necessidade de consumo por alimentos com uma influéncia positiva a
saude, aumentando o uso de alimentos ricos em compostos com comprovado beneficio.
Sendo assim, estudos visando o conhecimento sobre as possibilidades de
comercializacdo de matrizes oleaginosas Sao necessarios para proporcionar o
beneficiamento social, econémico e ambiental através da valorizacdo e/ou do
aproveitamento de seus produtos e subprodutos o que implica em uma maior
competitividade, e conseqliente, expansdo comercial, uma vez que se observa uma
tendéncia generalizada do mercado em relagdo a busca por produtos que ndo agridam o
meio ambiente, gerem vantagens econ6micas e possibilitem o desenvolvimento social.
Dessa maneira, este trabalho pretende avaliar o processo de extragdo supercritica de
matriz vegetal oleaginosa de origem Amazénica, através da determinagdo e

caracterizagao dos parametros de processo e composi¢ao quimica dos extratos obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizacao do processo de extracdo com diéxido de carbono supercritico a partir
de matriz vegetal oleaginosa de origem Amazébnica, através da determinagdo das
isotermas de rendimento global, dos parémetros cinéticos de processo e da

caracterizagdo quimica dos extratos obtidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizacao quimica e fisica da matéria-prima;

> Determinagao das isotermas de rendimento global (GYI - Global Yield Isotherms)
para diferentes temperaturas e pressoes;

» Determinagdo da razdo solvente/alimentagdo (S/F) mais adequados para a
extracéo;

» Construgao das curvas globais de extragdo (OEC - Overall Extraction Curves);

» Calculo dos parametros cinéticos do processo;

» Caracterizagao quimica dos extratos obtidos em relagdo ao teor de tocoferdis,
tocotriendis, fendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante e composicao
em acidos graxos;

» Andlise dos custos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MATRIZ OLEAGINOSA

O conhecimento cientifico a respeito da utilizagcdo de produtos naturais com
propriedades funcionais, nutracéuticos e suplementos alimentares na prevencdo e/ou
tratamento de doencas especificas tem crescido cada vez mais nos ultimos anos
[BRAGA, 2005; LEAL, 2005]. A ADA - American Dietetic Association [1995] define
alimento funcional como “qualquer alimento ou ingrediente modificado capaz de propiciar
efeito benéfico além daquele provido por nutrientes nutricionais que ele contém”, e
nutracéutico como “qualquer substancia que possa ser considerada alimento ou parte
deste e ofereca beneficios médicos, incluindo prevencao e tratamento de doencas”.

Muitas dessas substancias que dao caracteristicas aos alimentos funcionais sao
substancias bioativas pertencentes ao grupo dos compostos do metabolismo secundario
de plantas, também denominadas de compostos fitoquimicos, e podem ser definidas
como substancias altamente ativas do ponto de vista nutricional, fisiolégico e/ou
medicinal [GOLDBERG, 1994]. Dessa maneira, muitas atividades funcionais sao
atribuidas aos extratos brutos e principios ativos extraidos de plantas nativas brasileiras
como atividade antioxidante, anticarcinogénica, anti-HIV, antimicrobiana, anti-malarica,
hipoglicémica, dentre outras [LEAL, 2003; QUISPE-CONDORI, 2005].

Nas ultimas décadas tem-se verificado o crescente interesse das industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia nos produtos de origem vegetal cuja vasta flora
nacional propicia uma ampla variedade de metabdlitos e aplicacbes dos mesmos
[VELASCO et al., 2007]. O Brasil constitui um dos maiores produtores mundiais de
frutas, condimentos, plantas aromaticas e medicinais, sendo considerado o pais com a

maior biodiversidade genética vegetal no mundo, possuindo mais de 55.000 espécies
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dentre um total de 350.000 plantas catalogadas [PEREIRA & MEIRELES, 2007; ROSA &
MEIRELES, 2005; NODARI & GUERRA, 2004]. Além disso, possui longa tradicdo como
produtor agricola podendo garantir grande disponibilidade de matérias-primas de boa
qualidade e a baixo custo [ROSA & MEIRELES, 2005].

A producdo de oleaginosas tem mostrado um notavel aumento nas Ultimas
décadas. Esta evolugao deve-se ao crescente consumo de gorduras comestiveis, como
6leos vegetais e seus produtos, devido a substituicao gradual da gordura animal pela de
origem vegetal. A mudancga esté relacionada com a nocao de estilo de vida saudavel e a
necessidade de comer alimentos com uma influéncia positiva na saude, aumentando o
uso de alimentos ricos em compostos com comprovado beneficio [TUBEROSO, 2007].

Dessa maneira, estudos visando o conhecimento sobre as possibilidades de
comercializacdo de matrizes oleaginosas sa30 necessarios para proporcionar o
beneficiamento social, econémico e ambiental através da valorizagcdo e/ou do
aproveitamento de seus produtos e subprodutos. Isso implica em uma maior
competitividade, e conseqliente, expansao comercial, uma vez que se observa uma
tendéncia generalizada do mercado em relagao a busca por produtos que ndo agridam o
meio ambiente, gerem vantagens econémicas e possibilitem o desenvolvimento social.

Diante disso, a matéria-prima para este trabalho foi selecionada baseando-se em
suas caracteristicas fitoquimicas para a obtencao de extratos oleaginosos com potencial
capacidade antioxidante, visando o aproveitamento de um subproduto industrial, bem

como sua possivel utilizagdo nas industrias farmacéutica, cosmética e/ou alimenticia.

3.2 CuPUAGU (THEOBROMA GRANDIFLORUM)

3.2.1 Aspectos Gerais

A fruticultura na Amazébnia tem se destacado como uma das mais atraentes

atividades agricolas da regido, com perspectiva de diversificagdo do parque industrial,
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pela implantagdo de agroindustrias, gerando empregos diretos e indiretos [SOUZA et al.,
1999].

Diante disso, a cultura do cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum.), fruta nativa
da Amazobnia, se destaca como a segunda mais comercialmente explorada na regiao,
tendo grandes possibilidades de participacdo na lista das frutas tropicais de excelente
valor comercial. A polpa, pelas caracteristicas de acidez, teor de pectina, aroma ativo e
sabor muito agradavel, se constitui em uma importante matéria-prima para a inddstria no
processamento de sucos, sorvetes, doces, geléias, néctares, iogurtes, biscoitos e outras

iguarias [CARVALHO et al., 2006].

Figura 3.1 — Fruto do cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum).

As améndoas consistem em um importante subproduto da industria de
transformacao da polpa, sendo apontadas como uma importante fonte protéica devido ao
seu alto valor biolégico quando comparada as proteinas do cacau, o que tem aumentado
sua utilizacao na producao de um produto similar ao chocolate, o “cupulate” [CARVALHO
et al., 2006; NAZARE et al., 1990] e a gordura na industria de cosmético. Para cada 100
kg de sementes frescas, sao obtidos 45,5 kg de sementes secas, 42,8 kg de sementes

torradas e 31,2 kg de améndoas sem casca. Destas pode-se obter 13,5 kg de manteiga
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de cupuagu, que é usada na formulacdo do cupulate em tabletes [NAZARE et al., 1990;
LOCATELLI, 1996].

Além disso, a cultura do cupuacu tem forte tendéncia ao crescimento acentuado a
curto e médio prazos em virtude do amplo mercado, da grande aceitabilidade dos
derivados do fruto e por ser um importante componente dos sistemas agroflorestais.
Assim, a continua expansao dos plantios tem gerado grande demanda por informagdes
[SOUZA et al., 1999] e pesquisas objetivando melhorias na forma de cultivo e
desenvolvimento de processos extrativos visando produtos de alta qualidade

[LOCATELLI, 1996].

3.2.2 Origem e Distribuicao

O género Theobroma é tipicamente da regido neotropical, distribuido em floresta
tropical imida, no hemisfério ocidental, entre as latitudes 18° norte e 15° sul. A espécie T.
grandiflorum ocorre espontaneamente nas matas de terra firme e varzea alta, na parte sul
e leste do Para, abrangendo as areas do médio Tapajos, rios Xingu e Guama,
alcancando o nordeste do Maranhdo [CUATRECASAS, 1964; DUCKE, 1940]. Contudo,
atualmente encontra-se distribuida por toda a bacia Amazénica [VENTURIERI et al.,

1993; ROCHA NETO et al., 1999].

3.2.3 Descricao e Caracteristicas Botanicas

O nome cupuagu vem da lingua tupi (kupu = que parece com 0 cacau + uasu =
grande). De acordo com CARVALHO et al. [2006], o cupuacuzeiro possui as seguintes
caracteristicas boténicas:

* Ordem: Malvales;
» Familia: Sterculiaceae;

e Género: Theobroma;
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Espécie: Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.

O fruto, o maior dentre os do género Theobroma, tem as caracteristicas de drupa

e de baga, apresentando-se de forma alongada e com as extremidades arredondadas,

classificando-se em diferentes formatos. O comprimento varia de 12 a 25 cm e o didmetro

de 10 a 12 cm. Seu peso situa-se entre 0,5 e 4,5 kg, com média de 1,3 kg [VENTURIERI

et al., 1993; ROCHA NETO et al., 1999]. Nele as sementes, em nimero médio de 32

unidades (variam de 9 a 62 por fruto), se sobrepdéem em cinco fileiras verticais, envoltas

por uma polpa branco-amarelada de sabor acidulado e odor agradavel [CARVALHO et

al., 2006].

Segundo CALZAVARA et al [1984], o cupuacu é classificado em fungdo de suas

caracteristicas morfolégicas da seguinte maneira:

Cupuacu redondo: frutos de extremos arredondados com peso de 1,5 kg, casca
com 6 a 7 mm de espessura, sementes médias, é a variedade mais comum na
Amazobnia;

Cupuacu casca fina: semelhante ao redondo, porém com casca de 4 a 5 mm de
espessura, formato cilindrico levemente anguloso nas laterais;

Cupuacu mamorana: frutos com casca grossa, 7 a 9 mm, chegando a pesar até 4
kg, extremidades alongadas, sementes grandes;

Cupuacu de colares: apresentam casca com 6 a 7 mm de espessura, sem
angulacées nas laterais, larto na parte préxima ao pedinculo e estreito na
posterior, peso médio levemente superior ao cupuagu redondo;

Cupuacgu mamau: formato semelhante ao do cupuacu redondo, apresentam casca

de 6 a 7 mm, peso médio de 1,5 kg, porém sem sementes.

A produtividade das arvores quando se utiliza fertilizante, em plantios com 5 anos,

fica em torno de 20 a 30 frutos/planta obtendo-se uma produtividade anual de 4,7 a 7

toneladas de frutos por hectare. J4 em plantios com 7 anos tem-se 60 a 70 frutos/planta,
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obtendo a produtividade anual na faixa de 14 a 15,4 toneladas de frutos por hectare
[VENTURIERI, 1993].

A colheita é feita normalmente recolhendo-se os frutos maduros que caem
espontaneamente. Apds a colheita podem permanecer em torno de uma semana em
condigbes satisfatérias para o consumo ou beneficiamento. Por ser um fruto nao
climatérico, recomenda-se que a maturacdo do fruto se complete na planta, pois, uma
vez colhido, o fruto geralmente ndo completa a maturagao e ndo desenvolve seu sabor e
aroma caracteristicos, tornando-se inapropriado [VENTURIERI, 1994; CARVALHO et al.,

2006].

3.2.4 Importancia Econémica e Social

A expressao econdmica de uma cultura pode ser avaliada sob varios aspectos.
Dentre eles, destacam-se as formas de aproveitamento da matéria-prima obtida; o
volume produzido e comercializado; a area plantada; e até mesmo os esforcos e as
atividades de pesquisa, tudo isso demonstrando de maneira direta a maior ou menor
demanda de tecnologia para produzir a cultura [GONDIM et al., 2001].

O cupuacuzeiro é uma planta que passou por um processo de substituicdo do
extrativismo para a forma de cultivo domiciliar devido, principalmente, ao aumento da
demanda nacional e internacional, o que tem proporcionado o gradativo aumento da
exploracao dessa cultura. Além disso, sendo uma espécie de boa adaptacao a sombra, o
cupuaguzeiro propicia a formagdo de consoércios com outras plantas de porte florestal,
permitindo resultados econdmicos e ecolégicos satisfatérios [MULLER et al., 1995].

Quanto ao valor social, para o pequeno produtor extrativista, o cupuguzeiro € uma
espécie de grande importancia, pela utilizacido da méo-de-obra familiar no beneficiamento
primario da polpa dos frutos, agregando valor comercial ao produto. Apesar disso, para a

producao e o aproveitamento em escala comercial, ainda faltam tecnologias de cultivo e
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processamento que possam viabilizar uma producao consistente, capaz de assegurar os
investimentos agroindustriais de empresas consumidoras do produto [ROCHA NETO et

al., 1999].

Figura 3.2 — Fruto cupuacu aberto e fechado.

3.2.5 Aplicacao, Composicao Quimica e Valor Nutricional

O rendimento da polpa varia de acordo com o tamanho do fruto, genétipo,
localidade de producgéao e periodo de colheita. A composicao média dos frutos constitui-se
de 43% de casca, 38% de polpa, 17% de sementes e 2% de placenta [VENTURIERI et
al., 1993]. As principais caracteristicas quimicas da polpa estdo apresentadas na Tabela
3.1. Como fonte de proteinas e de gorduras, a polpa do cupuagu é bastante pobre,
apresentando valores de 1,92% e 0,48%, respectivamente [GONDIM et al., 2001].

O desenvolvimento da industria da polpa do cupuacu, que atualmente é o principal
produto da fruta, tem se destacado nos Ultimos anos. Ja a semente, por outro lado, na
maioria das vezes é descartada como um subproduto indesejavel, transformada em
ragdo animal ou fertilizante, ndo tendo, assim, todo o seu potencial explorado [AGUIAR &
VENTURIERI, 1988]. Contudo, nos ultimos anos, a aplicagdo comercial das améndoas
tem ganhado importancia, passando a existir no mercado empresas que comercializam

produtos a base da améndoa do cupuacu [VENTURIERI, 1998].
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Tabela 3.1 - Valor nutricional de 100g de polpa de cupuagu .

Componentes Unidades Valor
Acidez g 2,2
Brix - 0,8
pH - 3,3
Umidade g 89,0
Aminoacidos mg 21,9
Extrato etéreo g 0,5
Cinzas g 0,7
Sdlidos totais g 11,0
Acucares redutores g 3,0
Pectina mg 390,0
Fosforo mg 310,0
Calcio mg 40,0
Vitamina C mg 23,1

Fonte: [ROCHA NETO et al., 1999]

Tabela 3.2 - Composicao centesimal das sementes de cupuagu e cacau em base Umida
[adaptado de AZEVEDO, 2001].

Fruto Cupuacu Cacau
Referéncia 1 2 3 2
Umidade (%) 5,66" 8,38" 5,30 55,00
Proteinas (%) 20,00 11,86 7,81 12,92
Lipideos (%) 50,80 57,73 61,50 48,15
Carboidratos (%) 15,90* 24,25% 23,09 9,23
Fibras (%) 9,60 1,94 5,56 4,90
Cinzas (%) 3,70 4,00 2,30 4,00

* percentual em base seca.
(1) SILVA, 1988; (2) PHILOCREON, 1962; (3) QUEIROZ, 1999 apud AZEVEDO [2001]

Uma analise da composicao centesimal das sementes apresentada na Tabela 3.2,
nos mostra um percentual de gordura para o cupuacu de 50-60%, valores muito proximos

ao percentual de gordura presente na semente de cacau, 48%. Aliado a isso, a gordura
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do cupuacu apresenta alta digestibilidade (cerca de 91%) [VENTURIERI, 1998] e pode
ter aplicagdes tanto alimenticias como cosméticas [VENTURIERI, 1993]. Um exemplo é a
sao industrias localizadas no estado do Para que extraem o éleo de cupuagu por
prensagem direta e comercializam o produto para paises como Japao e Inglaterra
[AZEVEDO, 2001].

Com respeito aos acidos graxos constituintes na gordura contida nas sementes de
cuguacu, de acordo com a Tabela 3.3, pode-se verificar que os principais sédo os acidos
graxos: oléico, araquidico, linoléico, palmitico e estearico os quais sao,
aproximadamente, os principais constituintes também da gordura contida na manteiga de
cacau [VASCONCELOS et al., 1975; AZEVEDO, 2001]. Tal propriedade, juntamente
com a boa qualidade protéica das sementes, confere a manteiga de cupuagu uma boa

aplicabilidade alimenticia.

Tabela 3.3 - Percentual de acidos graxos contidos nas gorduras das sementes de
cupuagcu e cacau [adaptado de AZEVEDO, 2001].

Nomenclatura Cupuacu Cacau
Popular IUPAC 1 2 3 4 1
Miristico C14:.0 tracos nd nd tracos 0,1-0,3
Palmitico C16:0 7,2 6,7 5,8 11,5 25,0-28,0
Palmitoleico C16:1 0,1 nd nd nd 0,4-0,7
Heptadecanoico C17:0 0,2 nd nd nd nd
Esteérico C18:0 30,8 355 383 31,8 33,0-37,0
Oléico C18:1 43,9 45 42,8 40,3 31,0-35,0
Linoléico c18:2 4,6 3,3 8,3 5,6 2,0-3,5
Linolénico C18:3 tracos nd nd 1 0,2
Araquidico C20:0 11 9,1 4,8 9,8 0,6-1,0
Galadoleico C20:1 0,4 nd nd nd nd
Behémico C22:0 1,8 nd nd nd 0-0,1

(1) SILVA, 1988; (2) CHAAR, 1980; (3) VASCONGELOS, 1975; (4) BERBERT, 1981 apud AZEVEDO [2001].
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Com relagao a aplicabilidade da manteiga de cupuacu nas industrias famacéutica
e cosmética, observando as Tabela 3.3 e Tabela 3.4, verifica-se que esta constitui um
triglicerideo que apresenta uma composicao equilibrada de acidos graxos saturados e
insaturados, o que confere ao produto um baixo ponto de fusdo (aproximadamente 30C)
e aspecto de um so6lido macio que funde rapidamente ao entrar em contato com a pele.
Em adicdo, a manteiga de cupuagu possui alta capacidade de absorcdo de agua,
aproximadamente 240% superior a da lanolina anidra e de alguns esterdis de origem
animal e vegetal. Essa propriedade faz dela um produto capaz de auxiliar na estabilidade
das emulsdes, provavelmente devido as pontes de hidrogénio formadas entre as
moléculas de agua e os fitoesterois, o que se relaciona também com as propriedades
hidratantes do produto. Ademais, a manteiga de cupuacu apresenta um certo grau de
absorbéncia de raios UV, especialmente em UVB e UVC, porém nao podendo ser medido
como FPS (Fator de Protegcdo Solar). A manteiga de cupuagu € um emoliente que
proporciona um toque agradavel, maciez e suavidade a pele, possibilitando a
recuperacao da umidade e elasticidade natural com alto poder de hidratagao. Por fim, os
fitoesterois (especialmente (-sitosterol) presentes na manteiga de cupuagu atuam a nivel
celular regulando o equilibrio e a atividade dos lipideos da camada superficial da pele. Os
fitoesterdis tém sido utilizados topicamente no tratamento de dermatites e afecgdes por
estimular o processo de cicatrizagéo.

Na determinacao dos teores de alcal6ides presentes em sementes de quatro
espécies de Theobroma (grandiflorum, subincanum, speciosun € mariae) por HPLC em
fase reversa foi detectado no cupuagu um teor de 0,38% do acido 1,3,7,9-tetrametilirico
e nenhuma presenca de cafeina ou teobromina [MARX & MAIA, 1991; BAUMANN &
WANNER, 1980, VASCONCELOS et al., 1975]. Isso representa uma vantagem sobre o
cacau o qual apresenta percentual de teobromina e cafeina de 1,2-2 e 0,2%,
respectivamente, pois a teobromina em concentracdes elevadas é prejudicial a saude

[GILMAN, 1991].
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Tabela 3.4 - Caracterizacdo da qualidade da gordura das sementes de cupuagu e cacau
[VASCONCELOS et al., 1975].

Propriedades Cupuacu Cacau
pH 5,7 6,3
Ponto de Fusao () 32-34 30-35
Densidade especifica (25/25T) 0,9074 0,973
indice de Refragao 1,458 1,456-1,457
indice de Acidez 4,2 1-4
indice de lodo 45,9 32-42
indice de Saponificagdo 174.6 192,2
Insaponificaveis (%) 0,6 0,3-0,8

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode ser definido como uma substéncia que, em baixas
concentracoes, retarda ou previne a oxidagdo de um substrato [HALLIWELL, 1995].
Quando o mecanismo de agao do antioxidante for através de sua reacdo como radical
livre, o novo radical formado deve ser estavel e incapaz de propagar a reagao [SHAHIDI
et al,, 1992; LIMA, 2008; GIADA, 2006].

Os antioxidantes sdo comumente classificados em sintéticos e naturais. Os
antioxidantes sintéticos sdo comumente utilizados na industria de alimentos para
aumentar a vida de prateleira dos alimentos. Sdo exemplos de antioxidantes sintéticos: o
butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA), o propilgalato (PG) e o
terciobutilhidroxinona (TBHQ) [BARREIROS & DAVID, 2006]. O consumo desses
compostos tem sido associados a maleficios a saude [GUNDUC & EL, 2003; SVILAAS
et al., 2004]. Isso tem levado a industria de alimentos a reduzir seu uso, além de buscar
outras alternativas, ainda que parciais, por antioxidantes naturais. Existem férmulas, ja
comercializadas, para adicdo em alimentos, elaboradas a partir de substratos com alto

potencial antioxidante, como os extratos de alecrim e orégano [TRINDADE, 2007]. Dessa
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forma, pesquisas tém enfatizado o desenvolvimento e utilizagdo de antioxidantes
provenientes de fontes naturais como o tocoferol e o acido ascérbico [VASCONCELLOS,
2007; LIMA, 2008; GIADA, 2006].

A hipé6tese de a dieta afetar o dano oxidativo fundamenta-se em que os alimentos
proporcionam tanto substancias antioxidantes, nutrientes ou n&o nutrientes, com
capacidade para combater os radicais livres, como substratos oxidaveis, como acidos
graxos poliinsaturados e tragos de metais. Dessa forma, os alimentos podem exercer
tanto efeitos positivos quanto negativos no equilibrio entre o dano oxidativo e as defesas
frente ao dano [GIADA & MANCINI-FILHO, 2006; LIMA, 2008].

Os diferentes compostos antioxidantes da dieta podem produzir efeitos sinérgicos
dificeis de serem avaliados. A dieta deve ser considerada de forma complexa, onde as
interacbes entre os constituintes podem produzir efeitos que ndo representam
necessariamente as propriedades dos constituintes individuais. Dessa maneira, a
atividade antioxidante de qualquer alimento fornece uma idéia da contribuicao relativa da
soma dos seus constituintes antioxidantes, proporcionando uma informacao valiosa, que
vai além da sua composigdo quimica [RICE-EVANS, 1999]. Dentre os antioxidantes
naturais, os mais comumente utilizados sdo os carotendides, as vitaminas E e C e os
compostos fendlicos [LIMA, 2008; GIADA, 2006].

Estudos atribuem capacidade antioxidante a compostos minoritarios presentes em
oleaginosas como o tocoferol, esqualeno, clorofila e compostos fendlicos, devido as suas
atividades contra doengas cardiovasculares e oxidagao lipidica. A capacidade também é
atribuida & presenca de compostos fendlicos e tocoferéis na estabilidade de 6leos. Acidos
graxos insaturados € os carotendides afetam o processo autoxidativo agindo como pré6 ou
antioxidantes [TUBEROSO et al., 2007].

O mais importante grupo de antioxidantes naturais presentes em 06leos
comestiveis brutos ou refinados sdo os tocoferdis. Os tocoferdis sdo compostos

monofendlicos, existentes em vegetais, principalmente em sementes oleaginosas e
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folhas, que possuem atividade antioxidante e vitamina E. Eles estao agrupados em duas
séries de compostos que possuem estrutura quimica semelhante e recebem o nome
genérico de tocéis: tocoferdis e tocotriendis. A estabilidade oxidativa de 6leos pode ser
aumentada eficientemente pela adicdo de tocoferdis puros ou outros 6leos contendo
apenas tocoferdis como antioxidantes naturais [SCHMIDT & POKORNY, 2005; ANGELO
& JORGE, 2007; GIADA, 2006].

Como o uso de antioxidantes sintéticos tem sido severamente restringido pela
industria de alimentos devido aos efeitos colaterais como alergias e possiveis agoes
promotoras de cancer [RIZVI, 1994 apud LEAL, 2005], pesquisas tém enfatizado o
desenvolvimento e utilizacdo de antioxidantes provenientes de fontes naturais [GIADA,

2006; LIMA, 2008].

3.3.1 Método de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoléico

Esse tipo de avaliagdo da atividade antioxidante é realizada em meio
emulsionado, pela técnica de co-oxidacdo de substratos. Inicialmente descrito por
MARCO [1968] € modificado por MILLER [1971] esse método consiste em um método
colorimétrico, realizado em comprimento de onda de 470 nm, baseado na leitura
referente a descoloracdo da solugdo preparada com [-caroteno e acido linoléico, em
meio aquoso. A descoloragao ocorre em funcao das estruturas radicalares formadas pela
oxidacdo do acido linoléico, que atacam as duplas ligacdes do B-caroteno, perdendo seu
croméforo, resultando na descoloragdo do pigmento alaranjado, caracteristico da
solucdo. A presenca de antioxidantes no sistema protege o acido linoléico, prolongando o
periodo de formagao dos radicais [HUANG & WANG, 2004].

Em geral, utiliza-se o antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT) como padréao
positivo para comparacédo dos resultados. Esse método tem sido utilizado para analisar

diversas matrizes alimentares, principalmente frutos e sementes ricas em lipideos.
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Nessa metodologia, acompanha-se o decaimento da absorbancia das amostras, do
controle e do BHT, por 120 minutos. A partir dessas curvas, YANISHLIEVA &
MARINOVA [1995] desenvolveram um célculo matematico em que, na parte inicial da
curva (periodo entre 15 e 45 minutos), € mensurada a eficiéncia do antioxidante em
bloguear a reagdo em cadeia (F1 — fator de estabilizagdo) por meio de interagdo com os
radicais peroxidos, denominados antioxidantes primarios. No intervalo final da curva
(periodo entre 75 e 105 minutos), infere-se a possibilidade de o antioxidante participar de
outras reagdes durante o processo oxidativo, como a decomposicao dos hidroperoxidos
com oxigénio, produzindo espécies radicalares que aceleram a oxidacdo no sistema.
Esse recurso tem sido bastatante empregado na avaliagdo da atividade antioxidante

[NASCIMENTO et al., 2006; JARDINI & MANCINI-FILHO, 2007].

3.4 METODOS CONVENCIONAIS DE EXTRACAO

Os processos de extragdo consistem em operagdes unitarias que visam a
separacdo de determinados compostos a partir de uma matriz através de processos
quimicos, fisicos ou mecanicos. De acordo com a fase da matriz, existem trés tipos
basicos de processos extrativos: extragao sélido-liquido, extracdo liquido-liquido e
extragdo gas-liquido [TZIA & LIADAKIS, 2003; VELASCO et al., 2007].

O processo de extragdo solido-liquido define-se como sendo uma operacéao
unitaria de transferéncia de massa multicomponente, de varias fases e sob regime
transiente cuja finalidade é retirar um ou mais componentes contidos em uma fase sélida
(soluto) para uma fase liquida (solvente). De acordo com o objetivo do processo, a
extracao solido-liquido pode ser denominada de diversas maneiras como, por exemplo,
lixiviagdo, percolacdo, etc. [[BARZ & BARBOSA-CANOVAS, 2003; TZIA & LIADAKIS,
2003]. O processo de extracao solido-liquido (ou simplesmente extragdo) consiste em um
importante processo de separagdo com grande utilidade na industria de alimentos como

nos processos de extracdo de: acUcar da cana, Oleos e gorduras de sementes
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oleaginosas, fitoquimicos de plantas, hidrocoléides funcionais de algas, etc. Além disso,
este processo extrativo pode ser utilizado também para a eliminagdo de componentes
indesejaveis, como contaminantes e/ou toxinas presentes em alimentos [TZIA &
LIADAKIS, 2003].

Os processos convencionais de extragao fundamentam-se na selegao do solvente
associado com o uso do calor e/ou agitacao. Esses processos incluem a hidrodestilacdo
(HD - Hydrodistillation) e os processos de extracdo a baixa pressao (LPSE - Low
Pressure Solvent Extraction), sendo o Soxhlet a técnica padréo utilizada como principal
referéncia para avaliar o rendimento de outros métodos de extragdo soélido-liquido
[LUQUE DE CASTRO & GARCIA-AYUSO, 1998]. As principais desvantagens desses
processos sao seus altos tempos de residéncia, grandes quantidades de solvente
requeridas e degradacdo térmica, além dos seus possiveis residuos muitas vezes
proibidos em alimentos [SEBASTIAN et al., 1998].

De acordo com HUIE et al. [2002], varios métodos de extragcdo podem ser
aplicados para a obtencdo de compostos de interesse. Com relacdo a escolha do
processo mais adequado, varios fatores devem ser considerados [AL-JABARI, 2002],
como custo, rendimento, produtividade e seletividade. Os trés primeiros fatores possuem
implicagdes econdémicas importantes e determinam a viabilidade da aplicacdo industrial
do processo. Ja a seletividade esta intimamente relacionada com a qualidade do produto

obtido [QUISPE-CONDORI, 2005].

3.4.1 Métodos Convencionais de Extracdo de Oleos e Gorduras

Na natureza existem diversos meios de interagdo entre os lipidios e outras
moléculas como, por exemplo, ligacbes de van der Waals, pontes de hidrogénio e
ligacdes covalentes entre lipidios, carboidratos e proteinas. Dessa maneira, diversos

processos fisicos e quimicos devem ser empregados para separar e isolar lipidios de
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matrizes celulares complexas. Os processos convencionais de extracdo de o6leos e
gorduras usualmente utilizados sédo: prensagem direta, extragcdo com solvente e extracao
com solvente associada a prensagem [EGGERS, 1996].

Nos processos de extracdo com solventes, a solubilidade constitui uma importante
propriedade utilizada como principio para a separacao de lipidios de outros componentes
celulares. Sendo assim, a completa extracdo pode requerer longos tempos de extracao
e/ou uma série de combinagdes de solventes para que os lipidios possam ser
solubilizados e extraidos [AKOH & MIN, 2007].

Além disso, os processos convencionais de extragao e refino de 6leos e gorduras
possuem diversos inconvenientes como a utilizagdo de solventes organicos téxicos como
o hexano, por exemplo, além de condicdes severas de temperatura. De maneira geral, os
processos de extracdo de 6leos e gorduras podem ser divididos em trés etapas basicas:
pré-tratamento, extracdo e refino. Dentre estas, os procedimentos envolvidos no pré-
tratamento das sementes oleaginosas sao comuns a todos os processos [AZEVEDO,

2001].

3.4.1.1 Pré-tratamento

A etapa inicial de pré-tratamento das sementes oleaginosas consiste na limpeza a
qual visa separar os graos de materiais estranhos e contaminantes, como pegas de
metal, ramos das plantas, folhas, etc. Nessa etapa sdo utilizados equipamentos como:
peneiras vibratorias, aspiradores e equipamentos eletromagnéticos [HOFFMANN, 1989].

As etapas de moagem, laminacdo e cozimento visam reduzir o tamanho das
particulas e facilitar a remogao do 6leo através da maior area superficial disponivel para a
transferéncia de massa e ruptura dos tecidos celulares onde se encontra armazenado o

6leo [AZEVEDO, 2001].

50



Revisao Bibliografica

3.4.1.2 Extracao Mecanica ou Prensagem

A extragdo por prensagem se realiza através da utilizagdo de prensas, muitas
vezes visando remocéo parcial do 6leo. Além disso, consiste em um processo com baixa
eficiéncia, sendo recomendado apenas para 6leos e gorduras sensiveis a altas
temperaturas ou com especiais caracteristicas sensoriais que seriam perdidas se
utilizados processos quimicos. Em geral, esse processo é utilizado como uma forma de
reduzir o percentual de éleo na torta que, em seguida, é alimentada a um processo
quimico constituindo assim os denominados processos mistos. Dessa maneira, pode-se
verificar que, exceto em casos especiais como 0 6leo de oliva, a extracdo dos 6leos e
gorduras por prensagem nao constitui um processo rentavel, sendo na maioria das vezes
necessaria a associacdo com um processo de extracdo com solventes [HOFFMANN,
1989].

O processo de extracao por prensagem pode-se dar de forma continua ou em
batelada. Na prensagem continua a massa é comprimida por um eixo helicoidal que gira
dentro de um recipiente com aberturas por onde entra a alimentacéo e por onde sai o
6leo. Ja no processo de prensagem em batelada a massa é prensada por um cilindro
hidraulico dentro de um recipiente. Este Ultimo processo possui a vantagem de poder

operar a baixas temperaturas [AKOH & MIN, 2007].

3.4.1.3 Extracao por Solvente

De acordo com AZEVEDO [2001], os processos de extracao por solvente podem
ser em batelada, semi-continuos e continuos. Nos processos em batelada de um Unico
estagio grandes quantidades de solvente sdo requeridas para conseguir um rendimento
aceitavel. Nesse processo de extragao o solvente mais comumente utilizado é o hexano o
qual apresenta diversas desvantagens cujas principais sdo o fato de ser inflamavel,
carcinogénico e nao biodegradavel. Outros solventes pesquisados como triclofluoretano,

tricloroetileno e etanol proporcionam também alto risco a saude e ao meio ambiente.
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Primeiramente as sementes pré-tratadas entram em contato com o solvente. Em
seguida a mistura é alimentada ao sistema de destilacdo o qual ocorre em duas etapas.
Na primeira o percentual do solvente é reduzido para cerca de 5% a uma temperatura
entre 70 e 90C, e posteriormente para os niveis ac eitaveis pela legislagdo através de um
evaporador de filme. Por fim, a torta que deixa o extrator alimenta o sistema de torrefacdo
e recuperagao de solvente, este é regenerado e o 6leo segue para a etapa de refino

[AZEVEDO, 2001].

3.4.1.4 Refino

Degomagem

Nesta etapa sdo removidos fosfatideos, proteinas e substancias coloidais a fim de
reduzir a quantidade de alcali necessaria na posterior neutralizacao. Nem todos os 6leos
necessitam passar por essa etapa. O método mais usual é constituido pela adicdo de
agua em 0leo sob uma faixa de temperatura de 60 a 70C com agitacao durante 20-30
minutos. O precipitado formado é entao removido por centrifugacao [AZEVEDO, 2001].

Neutralizacdo

AZEVEDO [2001] afirma que a etapa de neutralizagdo consiste na retirada dos
acidos graxos livres, proteinas e produtos de oxidacao de triglicerideos. Nesta etapa faz-
se adicao e dispersao de uma solugao aquosa alcalina ao 6leo. A neutralizagdo ocorre na
interface do 6leo com a solugdo. O processo mais moderno ocorre de maneira continua,
onde a solugdo alcalina é adicionada aos 6leos, a mistura é aquecida a 65-90C e
posteriormente centrifugada a fim de ocorrer a separagao entre borra e 6leo.

Clarificacdo ou Branqueamento

Esta etapa tem por finalidade reduzir o percentual de pigmentos nos 6leos e

gorduras. Nela, o éleo j& neutralizado e seco é alimentado ao branqueador junto com a
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terra clarificante (diatomacea) a uma temperatura de 80-90C sob vacuo de 30 mmHg, e
em seguida filtrado em filtros tipo placa [AZEVEDO, 2001].

Desodorizacédo

Nesta etapa, visa-se a remocao de sabores e odores que ndo sao desejados no
produto final. As substancias geralmente removidas nesse processo sdo: aldeidos,
cetonas, acidos graxos de cadeia média e curta, hidrocarbonetos, etc. O 6leo é
alimentado ao desodorizador, com insuflacdo de vapor direto. As condi¢cdes de operacao
sdo: pressdo absoluta de 2-8 mmHg, a fim de reduzir o consumo de vapor e temperatura

na faixa de 220-250C [AZEVEDO, 2001].

3.5 FLUIDO SUPERCRITICO (SF)

Um componente puro é considerado um fluido supercritico (SF — Supercritical
Fluid) quando sua temperatura e pressdao sdo maiores que seus valores criticos, T. e P,
respectivamente [BRUNNER, 2005]. A temperatura critica é definida como a mais alta
temperatura na qual um gas pode ser convertido em liquido, devido a um aumento de
pressdo. A pressao critica consiste na mais alta pressao na qual um liquido pode ser
convertido em um gas, devido a um aumento de temperatura. Essas propriedades
caracterizam o ponto critico (PC) (Figura 3.3). Acima desse ponto existe a regiao
supercritica na qual o composto apresenta-se como um fluido de uma Unica fase, néo
condensavel, exibindo algumas propriedades fisico-quimicas tipicas de gases e outras
tipicas de liquidos [BRUNNER, 1994; LUQUE DE CASTRO et al., 1994; TAYLOR,

1996].
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Figura 3.3 - Diagrama de fases para a agua e o diéxido de carbono [adaptado de KASUYA,
2007].

A Figura 3.4 mostra o diagrama de fases de uma substancia pura em fungdo da
pressao e volume especifico. Na isoterma critica (T = T.), verifica-se que PC consiste no
ponto de inflexdo da curva (Equagéo 3.1), o que caracteriza uma alta taxa de variagdo da
densidade com a pressdo, aumentando, assim, consideravelmente o coeficiente de

compressibilidade («7) (Equacao 3.2).

Presséo

Ponto critico

Volume especifico {log)

Figura 3.4 - Diagrama de fase para um composto puro [adaptado de VASCONCELLOS, 2007].
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Assim, nas proximidades do ponto critico (T, = 1,0-1,6), pequenas variagdes na
pressao (P, = 0,7-2,0) acarretam grandes variacbes de densidade e no poder de
solubilizagdo, permitindo uma precipitacao seletiva do soluto, deixando o solvente para
ser reciclado. A temperaturas muito superiores a temperatura critica (T, > 1,6), altas
pressdes sdo requeridas para obter mudancgas significativas na densidade [BRUNNER,
1994; CLIFFORD, 1998; LUQUE DE CASTRO et al., 1994]. Em alguns casos, efeitos
similares ao estado supercritico podem ser alcancados a temperaturas proximas a
temperatura critica, no estado liquido de uma substancia, para P > P, e T < T,

caracterizando o estado subcritico (Figura 3.3) [BRUNNER, 2005].

Tabela 3.5 - Valores caracteristicos de acordo com o estado de agregagdo [BRUNNER,
1994].

Estado de Agregacdo Densidade (g/cm® Difusividade (cm?s) Viscosidade (g/cm.s)

Gas

1atm e 15-30°C (0,6-2,0).10° 0,1-0,4 (0,6-2,0).10"
Liquido

P =1atm, T = 15-30°C 0,6-1,6 (0,2-2,0).10° (0,2-3,0).102
Fluido Supercritico

P., Te 0,2-0,5 0,7.10° (1-3).10"*
4P, T, 0,4-0,9 0,2.10° (3-9).10*

Da mesma maneira que a densidade, as propriedades de transporte como
difusividade e viscosidade também sdo dependentes da temperatura e pressao, onde as

variagbes sdo mais pronunciadas em regides proximas ao ponto critico. Valores
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caracteristicos de densidade, difusividade e viscosidade para os estados gasoso, liquido
e supercritico estao dispostos na Tabela 3.5.

A viscosidade de um SF diminui com a temperatura até um valor minimo, apés o
qual aumenta com a temperatura. As temperaturas acima do minimo o fluido comporta-se
como gas, isto é, a viscosidade aumenta com a temperatura. As temperaturas abaixo do
minimo, comporta-se como liquido, onde a viscosidade decresce com a temperatura.
Para temperaturas reduzidas entre 0,97 e 1,09 e pressdes abaixo da critica, a
difusividade é inversamente proporcional a pressao (P); e, inversamente proporcional a
PS5, para pressbes maiores que a pressido critica [PAULAITIS et al., 1983 apud DEL
VALLE & AGUILERA, 1999].

Os baixos valores de viscosidade e os intermediarios valores de difusividade
promovem maior facilidade no transporte de massa, resultando em uma diminuicdo nos
custos. Os altos valores de densidade, combinados com o poder de solvatagdo
dependente da pressao, conferem alta solubilidade e seletividade ao processo. Além
disso, a auséncia de tensao superficial permite a rapida penetracdo do solvente na matriz
da amostra, aumentando a eficiéncia da extracdo. Todos esses fatores combinados tém
promovido o grande interesse na aplicacdo da tecnologia de fluidos supercriticos nos
processos de separacao [ROZZI & SINGH, 2002; TAYLOR, 1998].

Em adicdo as propriedades fisico-quimicas, o solvente utilizado em processos de
extracdo na indistria de alimentos deve ser inerte, ndo inflaméavel, estavel, atéxico e ndo
corrosivo [MCHUGH & KRUKONIS, 1994]. Além dessas caracteristicas, o diéxido de
carbono apresenta-se disponivel em grande quantidade (devido ao fato de ser
subproduto de inlmeras operagoes industriais como fermentacdo, combustao e sintese
de amoénia, por exemplo), a um baixo custo e com alto grau de pureza, possuindo ponto
critico relativamente baixo, 31,1 °C e 7,38 MPa. Este ultimo fator favorece a sua utilizacao
como solvente na extracdo de produtos volateis e termolabeis, uma vez que os

compostos de interesse ndo sdo necessariamente expostos a altas temperaturas, as
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quais poderiam induzir a degradacbes térmicas dos componentes do alimento
[BRUNNER, 2005; ROZZI & SINGH, 2002]. Ademais, devido a sua relativa baixa
pressao critica, as pressoes de operacdao ndo sdo necessariamente altas, reduzindo os
custos de investimento e, conseqiientemente, os de manufatura. Essas propriedades sao
especialmente atrativas na extragdo de compostos de materiais biolégicos o que torna o
diéxido de carbono a escolha padrao nos processos de extracio supercritica na indlstria
de alimentos [BRUNNER, 2005; DEL VALLE e AGUILERA, 1999; MCHUGH e

KRUKONIS, 1994; ROZZI & SINGH, 2002].

3.6 EXTRAGAO coMm FLUIDOS SUPERCRITICOS (SFE)

CHARPENTIER [1988] apud VASCONCELLOS [2007] afirma que, dentre as
técnicas de separacdo, a extracdo com fluido supercritico apresenta vantagens
consideraveis. Além do solvente poder ser facilmente removido do soluto através da
reducdo da pressdo e/ou ajuste da temperatura, apresenta menor requerimento
energético quando comparado a destilagdo e possibilita uma rapida extracdo devido a
baixa viscosidade, alta difusividade e adequado poder de solvatagdo do fluido
supercritico. Incluso, tem-se que a extracdo com fluido supercritico requer o uso de
pouco ou nenhum solvente organico, apresentando-se, portanto, como uma tecnologia
segura e ecologicamente correta, uma vez que, industrialimente, o diéxido de carbono é
recirculado no sistema [VASCONCELLOS, 2007].

A extracdo com fluido supercritico de matrizes sélidas divide-se em duas etapas:
extracdo e separacdo. Na extracao, o fluido supercritico escoa através de um leito fixo de
particulas solidas dissolvendo os componentes extraiveis. O solvente é alimentado no
extrator e uniformemente distribuido no interior do leito fixo. A mistura de solvente e
componentes extraidos deixa o extrator e passa para o separador [BRUNNER, 1994]. No
separador, a pressao da solugao é reduzida, acarretando na vaporizagao do solvente, o

qual podera ser recirculado, e na precipitacdo do soluto, o qual sera coletado e analisado
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[SOVOVA, 2005]. BRUNNER [1994] afirma que, durante a extracdo dos compostos

sollveis de matrizes vegetais, algumas etapas paralelas e consecutivas ocorrem:

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

" Em paralelo, os compostos extraidos sdo dissolvidos pelo solvente. Uma reagao
quimica pode ocorrer antes da solvatagao;

. Os compostos dissolvidos sdo transportados até a superficie do solido. Nesse
caso, a difusdo é o mecanismo de transporte mais importante;

. Os compostos dissolvidos atingem a superficie externa podendo ocorrer neste
instante mudanca de fase;

. Os compostos presentes na camada da superficie sdo transportados pelo
solvente supercritico;

. Por fim, ocorre a separacao do extrato do solvente.

LiQuio

EXTERMAL
—»
DIFFUSION

1
SOLUBILZATION 8o a et & e
DEGRADATION

94— SOLUTE
= =P SOLVENT

Figura 3.5 - Esquema gréafico das principais etapas do processo de extragao sélido-liquido de
matrizes vegetais [adaptado de TZIA & LIADAKIS, 2003].
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Etapas da SFE de Solutos de Matrizes Vegetais

O processo de SFE é muito simples e o diagrama de operacdo é apresentado na

Figura 3.6 a seguir. De forma geral, segundo QUISPE-CONDORI et al. [2005], a SFE

opera da seguinte forma:

No extrator (E), o leito fixo & formado por particulas da matriz vegetal (sementes,
folhas, frutos, flores, etc). A matéria-prima deve ter entre 10 a 18% (b.u. — base
Umida) de agua [MEIRELES, 2003];

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

Atingidas as condigcbes de processo, as valvulas de reducdo de pressdo sao
abertas para permitir o fluxo do solvente ao longo do leito, com a consequente
extracdo do extrato. Para evitar o congelamento das valvulas, devido ao efeito
Joule-Thompson, um sistema de aquecimento é necessario;

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

que diminuam os custos de recompressao do solvente [BRUNNER, 1994].

Nos estagios nos quais a matriz vegetal, extrato e solvente entram em contato

podem ser divididos em duas etapas: etapa de extragdo, onde o sistema é formado pelo

sistema ternario (matriz vegetal + extrato + CO,); e etapa de remocao do solvente, na
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qual considera-se a interacdo extrato + CO,. Na etapa de extracdo, a temperatura e a
pressdo sdo selecionadas para maximizar o rendimento dos compostos de interesse,
enquanto que na etapa de separacao o nivel de solubilidade é reduzido com o objetivo de

assegurar a precipitacdo do extrato e reciclagem do CO..

4 Aquecmeum
E m Extracio
§
A
Fluido E
Compressio supercritico ¥
P.C
B
‘ -
#== Descompressio
@
S1 Separacao
Condensaciio -

Temperatura

Figura 3.6 - Diagrama do processo de extragao com fluido supercritico (SFE) [QUISPE-
CONDORI, 2005].

Curvas Globais de Extracdo (OEC)

De acordo com QUISPE-CONDORI [2005], a taxa de obtencdo de extrato nao é
uma fungédo linear do tempo. Dessa maneira, diversos comportamentos podem ser
observados os quais dependem das formas tipicas de variagdo do grau de extragéo (w(t))
e da taxa de extrato (Ameao/At) cOmM 0 tempo ou massa de solvente. A representacao de
W(t) e Amegra/At em fung@o do tempo ou massa de solvente utilizada na extragcao permite
construir as conhecidas curvas globais de extracao (OEC). De forma geral, dois tipos de
OEC sao observados na literatura os quais estao esquematizados nas Figura 3.7 eFigura

3.8a segquir.
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Tipo I
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Figura 3.7 - Forma tipo | de curvas globais de extracdo (OEC) [adaptado de QUISPE-CONDORI,
2005; BRUNNER, 1994].

Tipo 11

w(i)

Am Lo
At

Tempo, MMassa de solvente Tempo, Massa de solvente

Figura 3.8 - Forma tipo Il de curvas globais de extragcdo (OEC) [adaptado de QUISPE-CONDORI,
2005; BRUNNER, 1994].

De acordo com a Figura 3.7, pode-se observar que as curvas globais de extracao
do tipo | representam a extragdo a partir de uma matriz vegetal com alto teor inicial de
extrato e/ou de facil acesso ao solvente. Uma situacdo de regime permanente se

desenvolve no inicio, com valor constante de Amegao/At, seguida por um periodo de
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regime transiente onde a taxa de extragao diminui com o tempo. No segundo tipo (Figura
3.8), ndo ha um periodo inicial diferenciado da taxa de extragdo constante, prevalecendo
o0 regime ftransiente desde o inicio da extragdo com AmMao/At diminuindo
progressivamente com o tempo. Este tipo de curva representa a extracdo de substratos

com baixo teor de extrato e/ou de dificil acesso ao solvente [QUISPE-CONDORI, 2005].

]
Lh
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Difuséo

—
Lh

—
f=]

Massa de extrato (g)

Lh

0 </ 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
Tempo / 60 (5)

Figura 3.9 - Curva de extracdo do cravo-da-india [adaptado de RODRIGUES et al., 2002].

O estudo das OEC ajuda a definir os parametros cinéticos do processo os quais
fornecem informacdes importantes relativas ao dimensionamento industrial de uma
unidade de extracdo com fluido supercritico [VASCONCELLOS, 2007; QUISPE-
CONDORI et al, 2005]. O grafico esquematizado na Figura 3.9 mostra o comportamento

tipico de um processo de extragcdo com fluido supercritico.
BRAGA [2005], QUISPE-CONDORI et al. [2005] ¢ VASCONCELLOS [2007],

indicam que as curvas globais de extracdao podem ser divididas em trés regides distintas:
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3.6.1

Na primeira etapa, denominada de periodo de taxa constante de extracdo (CER -
Constant Extraction Rate), o soluto encontra-se presente em grande quantidade
na superficie das particulas da matriz. Nesse caso, o processo de transferéncia
de massa é controlado pela convecgao, ou seja, pelo escoamento do solvente.
Em geral, esse periodo pode ser caracterizado pelos seguintes parametros: tcer
(duragao do periodo CER, s); Ycer (razdo massica de soluto na fase supercritica
na saida do leito); Mcer (taxa de transferéncia de massa, kg/s) e Rger (rendimento
do periodo CER);

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

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

soluto/solvente para a superficie das particulas.

Extracdo Supercritica de Oleos e Gorduras

Nas ultimas décadas verifica-se um grande numero de trabalhos de pesquisa na

area de extracdo e modificagdo de 6leos e gorduras com fluidos supercriticos, fato este

corroborado pelo levantamento bibliografico realizado por EGGERS [1996] no qual sdo
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apresentados 52 trabalhos realizados em extracdo e beneficiamento de 6leos vegetais no
periodo compreendido entre 1979 e 1991. Dessa maneira, é possivel afirmar que ha um
grande interesse na aplicacdo da tecnologia supercritica em processos extrativos de
6leos e gorduras. Isso se deve, principalmente, devido as restricoes de regulamentacao,
cuidados com a salude e meio ambiente impostas pelos processos de extracao
convencionais. Conforme estes resultados, pode-se verificar que a extracdo com fluido
supercritico consiste em uma técnica alternativa comparada as técnicas convencionais de
producéo e modificagido de 6leos e gorduras.

EGGERS [1996] compilou uma série de trabalhos sobre a extragdo supercritica
de oleaginosas. O autor constata os resultados obtidos por FRIENDRICH et al. [1984]
em relacdo aos efeitos da umidade, pressao e temperatura, e sugere otimizar a vazéao
massica do solvente a fim de reduzir o tempo de permanéncia do solvente no extrator e,
por conseguinte, reduzir o tempo de operagéo. A pressdes inferiores a 350 bar a extracdo
é favorecida a menores temperaturas; porém, a pressdes maiores, um aumento na
temperatura aumenta a solubilidade, visto que a pressao de vapor dos triglicerideos
passa a ter maior influéncia que a redugao na densidade do solvente, juntamente com as
caracteristicas viscosas. O comportamento retrégrado observado para uma determinada
faixa de pressdo é similar ao encontrado para outros sistemas [McHUGH & KRUKONIS,
1994]. Com base nos trabalhos citados pode-se verificar que a temperatura, pressao e
tamanho das particulas exercem grande influéncia nas taxas de extragdo de 6leos e
gorduras. A vazao do solvente por sua vez pode limitar a transferéncia de massa quando
se utiliza valores muito altos, pois o equilibrio termodinamico nao é atingido e o solvente
deixa o extrator sem estar saturado com o soluto, além da possibilidade de formacao de
caminhos preferenciais, que resulta em perda de eficiéncia na transferéncia de massa.
Dentro da faixa de vazao onde nao ha limitacao de transferéncia de massa, sé ha sentido

elevar a vazao na regiao de solubilidade. Na regido controlada pela difusao intra-particula
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ndo é observada nenhuma vantagem em relagcdo a quantidade total de massa extraida
nas mesmas condi¢des de pressao e temperatura.

Assim, a extragao com didxido de carbono supercritico de 6leos e gorduras tem se
constituido um processo extrativo com grande viabilidade quando comparado aos
processos de extragdo convencionais; pois, constitui uma tecnologia verde para a
obtencdo de extratos de alta qualidade e com altos rendimentos, possuindo ainda a
vantagem adicional de eliminar algumas etapas de refino comuns aos processos
convencionais, como a desodorizagdo e a clarificagdo, por exemplo [AZEVEDO et al.,
2003]. Dessa maneira, conforme cintado, diversos pesquisadores tém demonstrado a
crescente substituicdo dos processos extrativos convencionais pela tecnologia
supercritica como processo extrativo de 6leos e gorduras de uma grande variedade de
matrizes o0 que foi corroborado recentemente através da incluséo da SFE dentre as
metodologias da AOAC [AOAC, 2000] para a extracao de lipidios a partir de sementes

oleaginosas [AKOH & MIN, 2007].

3.7 ANALISE DE CUSTOS

Apesar de ser um processo de extracdo que ja teve suas vantagens tecnologicas
largamente comprovadas, a extragdo com fluido supercritico ainda ndo é uma tecnologia
amplamente difundida, uma vez que o processo estd comumente associado a altos
custos de manufatura. Entretanto, ainda ndo existe um modelo simples de avaliacdo
técnico-econdmica do processo industrial de extracdo com fluido no estado supercritico
[ROSA & MEIRELES, 2005].

ROSA & MEIRELES [2005] apresentaram uma metodologia simplificada para
determinar os custos de manufatura de extratos obtidos por tecnologia supercritica.
Esses autores aplicaram o modelo de TURTON et al. [1998] no qual o custo de

manufatura é composto pelo investimento, custo de mao-de-obra operacional, custo de
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utilidades, custo de tratamento de residuos e custo da matéria-prima. Para cada

componente do custo é definido um fator de ponderagdo, conforme a equagao abaixo:

COM =0,304FCI + 2,73COL + 1,23x(CUT + CWT + CRM)

Onde:

COM = custo de manufatura ($)

FCI = fragao de investimento em base anual ($)
COL = custo de mao-de-obra operacional ($)
CUT = custo das utilidades ($)

CWT = custo de tratamento de residuo ($)

CRM = custo de matéria-prima ($)

A fracdo de investimento é determinada pela multiplicacdo do total de
investimento na planta de extracao pela taxa de depreciacdo anual. O investimento para
o preenchimento inicial da tubulagcdo com didoxido de carbono pode ser desprezado
[ROSA & MEIRELES, 2005]. ROSA & MEIRELES [2005] estimaram o custo de energia
elétrica utilizando o diagrama de temperatura-entropia (T-S) do diéxido de carbono puro
envolvido no ciclo do solvente. O custo da matéria-prima é composto pelo custo da matriz
de onde o extrato sera extraido, todo o custo de pré-processamento da matriz (como
secagem, limpeza, moagem e classificacdo), além do custo do fluido perdido durante o
processo. Segundo ROSA & MEIRELES [2005], é possivel desprezar o custo de
tratamento de residuos, uma vez que os Unicos residuos do processo sao o didxido de
carbono e a matriz sélida. O dioxido de carbono ndo necessita de tratamento para ser
reciclado e a matriz, por ser geralmente, de uma fonte vegetal, pode ser diretamente
incorporada ao solo (em alguns casos, a sobra de matriz pode ter valor comercial). ROSA

& MEIRELES [2005] consideraram que o rendimento de extrato e o tempo de extracao
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determinados em laboratério podem ser considerados semelhantes aos obtidos em
escala industrial se forem mantidos constantes o tamanho de particulas, densidade do
leito e relacdo entre a massa da matriz sélida e a vazao de diéxido de carbono.

Os simuladores de processos consistem em uma importante ferramenta no
desenvolvimento, avaliagdo e aumento de escala de bioprocessos e na modelagem e
predicdo dos custos de producéo, pois oferecem a oportunidade de desenvolvimento de
processos a um curto tempo, permitindo a comparagdo de processos alternativos em
uma consistente base de dados de forma que um grande nimero de processos podem
ser sintetizados e analisados interativamente. Além disso, a simulacdo de processos
integrados também permite o estudo das interagbes que existem entre processos
upstream e downstream [KWIATKOWSKI, 2006]. TAKEUSHI et al. [2008] utilizaram o
simulador SuperPro Design® 6.0 para estimar os custos de manufatura (COM) do 6leo de
cravo-da-india, baseado na expressao proposta por TURTON et al. [1998], e avaliaram o
impacto das condi¢des reais de separagao no tanque flash, sob varias condigcbes de
pressao e temperatura, concluindo que o simulador € uma importante ferramenta para a
comunicagao entre a comunidade cientifica e o setor industrial.

Diante disso, para uma analise da viabilidade econdmica e da aplicagao industrial
da tecnologia supercritica, faz-se necessario o estudo das condicées de otimizagdo do
processo; a determinacdo da composicao quimica do extrato e de suas propriedades
funcionais; a estimativa dos custos de manufatura do processo; e a escolha da mais
vantajosa fonte do composto de interesse a qual dependera da composicdo desejada do

extrato vegetal [MEIRELES, 2003; ROSA & MEIRELES, 2005]
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-Prima

A matéria-prima foi cedida pela Croda do Brasil Ltda e consistiu em dois sacos de
polietileno, cada um contendo 1 kg de torta desengordurada de cupuacu (TCPU) obtida
como residuo do processo de prensagem convencional.

As amostras, ao serem recebidas no LASEFI, foram acondicionadas em saco de
polietileno e armazenadas a -18TC em freezer doméstico (Metalfrio, DA420, Sao Paulo,

Séo Paulo).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo e Caracterizacao da Matéria-Prima

4.2.1.1 Moagem

A matéria-prima foi moida em moinho de facas (Marconi, modelo MA340, série
0204244, Piracicaba, Sao Paulo). A moagem foi realizada em bateladas de 0,05 kg com

um tempo médio de 10 segundos cada.

4.2.1.2 Determinacado da granulometria

O material moido foi peneirado em peneiras da série padrao Tyler de 12 a 80
mesh (W.S. Tyler, Wheeling, EUA) e posicionadas no sistema vibratério do tipo
magnético (Bertel, Piracicaba, Sao Paulo) por 15 minutos em nivel 10, até completa
separagdo das particulas. As massas retidas em cada peneira foram medidas em
balanca semi-analitica (Marte, série AS2000, + 0,019, Artlab, Sdo Paulo, Sao Paulo). As

particulas trituradas foram acondicionadas em sacos plasticos, submetidas a vacuo, e
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armazenadas em freezer domestico (Brastemp, Modelo Frostfree, Sdo Paulo, Sdo Paulo)
em temperatura inferior a -10 °C. A granulometria da TCPU utilizada para o
empacotamento da célula extratora foi de 16 a 48 mesh.

O diametro médio de Sauter (d3.) foi utilizado para caracterizar o tamanho das
particulas (Equacao 4.1). Os parametros variaveis sdo: m; (massa de material retido na i-
ésima peneira, kg) e d; (abertura nominal da i-ésima peneira, m)

n
Zm, (o}

dsp = I?— 4.1
zmi [0
=

4.2.1.3 Densidade aparente, densidade real e porosidade do leito

A densidade aparente (p.) do leito foi calculada dividindo-se a massa de matéria-
prima utilizada para empacotar o leito pelo volume do leito no extrator. A densidade real
(o) das particulas foi determinada por picnometria com géas hélio na Central Analitica do
Instituto de Quimica da Unicamp. A porosidade do leito com as particulas (&) foi
determinada por calculo através da densidade aparente e da densidade real das
particulas (Equagéao 4.2).

_Pa
P

e=1 4.2

4.2.1.4 Umidade

Pesou-se 5 g de amostra em um cadinho previamente tarado. Posteriormente, o
cadinho juntamente com a amostra foi colocado em estufa (ver Figura 4.1) a 105 €
(estufa de secagem, modelo TE 395-1, Tecnal, Sdo Paulo, Sdo Paulo) e teve sua massa

mensurada até valor constante segundo método 985.14 [AOAC, 1997; método 931.04].
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[
-

Figura 4.1 - Estufa a vacuo utilizada para a determinagao da umidade.

4.2.1.5 Analise da composicao centesimal

A determinagao do residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pela incineragdo em
mufla (ver Figura 4.2) (tipo Microprocessado, modelo F1-DM, Sao Paulo, Sdo Paulo) a
550C [AOAC, 1997; método 972.15]. As proteinas foram determinadas pelo método de
Kjeldahl, utilizando fator de 6,25 para converséo do nitrogénio em proteina [AOAC, 1997;

método 970.22].

Figura 4.2 - Mufla utilizada para a determinagao do teor de cinzas.

Os lipidios totais foram determinados com extracdo da fragdo etérea por fluxo
intermitente, utilizando éter de petréleo como solvente sob refluxo em aparelho de

Soxhlet [AOAC, 1997; método 963.15].
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Figura 4.3 - Aparelho de Soxhlet utilizado na determinacao do teor de lipideos.

O teor de fibras totais foi realizado através do método ADF (Acid Detergent Fibre),
segundo metodologia de GOERING & VAN SOEST [1970]. Os carboidratos foram
determinados por diferenca. O valor energético total (VET) foi calculado considerando-se
os fatores de conversao de 4 kcal/g de proteina, 4 kcal/g de carboidrato € 9 kcal/g de

lipidio, conforme KALIL [1975] e PASSMORE et al. [1975].

4.2.2 Extracao com Dioxido de Carbono Supercritico

4.2.2.1 Unidade de Extracdao Supercritica

As extracoes foram realizadas na unidade Spe-ed SFE equipada com bomba
pneumatica, unidade controladora de temperatura e rotametro (Applied Separations, Inc.,
model 7071, Allentown, PA, EUA); compressor (SHULZ S/A, modelo MS 3, Joinvile,

Santa Catarina), banho de resfriamento ultratermostatico (Marconi, modelo MA184,
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Piracicaba, Sdo Paulo); cilindro de CO, (99% pureza, Gama Gases Especiais, Campinas,
Sao Paulo); e totalimetro (LAO G0,6, Sao Paulo, Sao Paulo) apresentados na Figura 4.4

abaixo.

Figura 4.4 - Spe-ed SFE: (1). Banho de resfriamento; (2). Bomba pneumatica; (3). Unidade
controladora de temperatura; (4). Totalimetro; (5). Rotametro; (6). Cilindro de CO..

A célula de extracao (Thar Designs, CL 1373, Pittsburg, EUA) utilizada na unidade
Spe-ed SFE esta apresentada na Figura 4.5. O leito de extragéo (1) possui 5,42 cm de

diametro e 12,54 cm de altura, totalizando volume de leito de 290 mL:

Figura 4.5 - Célula de extragdo de 290mL (Thar Designs, CL 1373, Pittsburg, EUA).

4.2.2.2 Procedimento Operacional

O processo de extragdo com fluido supercritico da unidade Spe-ed SFE é
apresentado na Figura 4.6. O processo tem inicio quando o CO, sai do cilindro (C-CO2)
em direcao ao banho ultratermostatico (BT), que contém uma solugdo de etileno glicol e

agua a -10°C para resfriar o solvente assegurando que o mesmo alcance a bomba na
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fase liquida. Na bomba (BB), o solvente liquido € comprimido até a pressao de operacao
e transportado para dentro da célula de extragdo (CE), onde se encontra a matéria-prima.
A célula de extracdo esta acoplada dentro do forno (F) com a temperatura de operacao
controlada por um termopar. O solvente fluido atravessa a matéria-prima extraindo os
compostos soluveis e quando atinge a valvula de expansdo (V4) tem sua pressao
reduzida até pressdo ambiente voltando a fase gasosa. Os compostos sollveis no
solvente fluido precipitam no frasco coletor (FC) e o solvente na fase gasosa passa por
um rotametro (RT) e depois por um totalimetro (TT), onde tem sua vazao controlada, e é

liberado no ambiente.

W1 V2
el I
| A e - W5
P4
/,x-”"'a.\ BT RT TI

C-C0o2

CP

Figura 4.6 - Fluxograma da unidade experimental Spe-ed SFE [adaptado de VASCOCELLOS,
2007].
O procedimento operacional da unidade foi padrao para as todas as extracoes:
1. Ligou-se o banho de resfriamento (BT) e esperou-se alcancar a temperatura entre -5
e -10C;
2. Verificou-se se todas as valvulas (V1, V2, V3 e V4) estavam fechadas e ligou-se o

Spe-ed SFE e o compressor (CP);
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Conectou-se a linha de saida do CO, no frasco de coleta (FC), previamente tarado, e
depois se conectou o frasco de coleta (FC) na linha de saida de CO, + extrato;
Abriram-se as valvulas do cilindro de CO, (V1) e de seguranca (V2);

Ligou-se a bomba de pressurizagdo do CO, (BB);

Conectou-se a célula de extragdo (CE), com a matéria-prima empacotada, no forno
(F) e prendeu-se o termopar em sua superficie;

Abriu-se lentamente a valvula de entrada de CO, (V3) para pressurizacao do sistema
com a pressao existente no cilindro de CO, (C-C0O2);

Verificou-se que nao havia vazamento, nem na célula de extragao (CE) nem na linha
do sistema;

Regulou-se vagarosamente a pressdo na bomba (BB) até a pressdo de operacdo e
verificou-se novamente se ndo havia vazamento;

Configurou-se a temperatura do forno (F) para a temperatura de operagdo e a
temperatura da valvula micrométrica (V5) para 80C e ligaram-se os botdes de
temperatura do forno (F);

Ajustou-se a pressao de operacao (ap6s alcance das temperaturas de operacao) na
bomba (BB);

Esperou-se 10 minutos para a estabilizagido do sistema;

Colocou-se o frasco de coleta (FC) em banho de gelo (BG) onde foi mantido
parcialmente imerso para evitar degradagédo do extrato durante a extragao;

Abriu-se vagarosamente a valvula de saida de CO.+extrato (V4) para iniciar a
extracéo;

Ajustou-se a vazao do CO, através da valvula micrométrica (V5) que foi mantida
constante durante o periodo de extracdo e medida pelo rotdmetro (RT) e pelo
totalimetro (TT);

Apb6s o tempo pré-estabelecido de extracdo, fechou-se a valvula de saida de

COq+extrato (V4) e fechou-se a vélvula de entrada de CO, (V3);
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17. Diminuiu-se a pressdo da bomba (BB) até pressdo do cilindro de CO, (C-CO2) e
desligaram-se os botoes de temperatura do forno (F) e da valvula micrométrica (V5);

18. Retirou-se o frasco de coleta (FC) de extrato e o banho gelo (BG) e acoplou-se o
frasco de coleta de limpeza, previamente tarado;

19. Abriu-se vagarosamente a valvula de saida de CO.+extrato (V4) para a total
despressurizagédo do sistema;

20. Desconectou-se a célula de extragdo (CE) das linhas e lavou-se, com auxilio de
seringa, a linha de saida de COj,+extrato com 10mL alcool etilico, coletando-se no
mesmo frasco da despressurizagéo;

21. Apés o procedimento de limpeza, retirou-se o frasco de coleta de limpeza;

22. Acoplou-se outra célula de extragdo no forno (F) e abriu-se a valvula de entrada (v3)
de CO,, para que fosse passada, na linha, corrente de CO2 para retirada total de
residuo de solvente;

23. Desconectou-se a célula, usada para limpeza, da linha; desligou-se o Spe-ed (F), o

banho ultratermostatico (BT) e compressor (CP).

A vazao do solvente foi monitorada com o auxilio do totalimetro que mede o
volume de CO, (m® nas condicdes ambientes de temperatura e pressdo. Estas
condigcbes foram registradas com termOmetro de mercirio (PolyScience, EUA) e
mandmetro (modelo 104, Veb Feingeratebau 9362 Drebach/ERZC GDR, Alemanha), e
serviram como dados de entrada no programa de dados de referéncia padrao do NIST -
National Institute of Standards and Technology [2005], base de dados n° 69 publicada
em junho de 2005 (http://webbook.nist.gov/chemistry/fluid), que disponibiliza as
propriedades termofisicas de sistemas fluidos, onde se obteve a densidade do CO, nas
condicbes ambientes. Com a densidade, a vazao volumétrica foi convertida em vazao
massica de CO; (kg/s), sendo possivel determinar a massa de CO, utilizada em cada

experimento de extragao.
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4.2.2.3 Preparo do leito de extracao

O preparo do leito seguiu o procedimento padrdao para todas as extragbes: com
uma das extremidades da célula fechada, depositou-se uma camada de |a de vidro em
sua base; acrescentou-se aos poucos a matéria-prima moida (cerca de 20g)
empacotando-a com o auxilio de um bastao cilindrico de aco inox, para evitar a formacao
de caminhos preferenciais; posteriormente, depositou-se outra camada de 1a de vidro por
cima da matéria-prima e adicionaram-se esferas de vidro em quantidade suficiente para
preencher todo o volume restante do extrator, fechando-se a célula em seguida. A célula
de extracdo é entado invertida de forma que as esferas de vidro situem-se na porgao
inferior da célula e a matriz sélida na porcao superior, de maneira que o fluxo de extragao

ocorre de baixo para cima, como mostra Figura 4.7 abaixo.

l—» Saida

- L3 de Vidro
> Matriz sélida
Esferas de Vidro
\ L4 de Vidra

Entrada |

Figura 4.7 - Empacotamento do leito da célula de 290 mL [VASCONCELLOS, 2007].

A densidade do leito foi mantida constante. A |1a de vidro serve como um filtro para
evitar a passagem de particulas que possam causar obstrucdo da linha. As esferas de
vidro tém a finalidade de promover o total preenchimento da célula extratora, bem como a

estabilidade do fluxo de CO. dentro da célula de extracdo. Na célula de 290 mL,
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preencheu-se aproximadamente 1/3 do volume do leito com cerca de 20g de TCPU, onde

o volume restante foi preenchido com esferas de vidro.

4.2.3 Determinacao do Rendimento Global (Xo)

Os experimentos para a determinacao do rendimento global foram realizados na
célula de 290 mL, segundo metodologia apresentada por CARVALHO Jr. [2004] e
MOURA [2004] apresentada na Figura 4.5, Secédo 4.2.2.1. Foram realizadas extragcoes
em duas temperaturas e cinco pressoes totalizando dez ensaios que foram replicados. O
tempo de processo de extragdo e a razao (S/F) entre a massa de CO; (S) e a massa de
matéria-prima (F) alimentada na célula foram mantidos constantes. Os parametros

utilizados nas extragdes estdo apresentados na Tabela 4.1:

Tabela 4.1 Parametros operacionais adotados para a determinacdo das isotermas de

rendimento global (Global Yield Isotherms - GYI).

Parédmetros

S/F (kg CO./kg M.P.) 50

Qcoz (kg/s) 11,5.10°

Temperatura (T) 50 70

Presséao (bar): 200 250 300 350 400

O procedimento padrao de operagao da unidade Spe-ed SFE foi adotado para a
determinacao do rendimento global. Ap6s o fim da extracdo, os frascos de coleta de
extrato foram deixados por 10 minutos na capela para garantir que todo o CO, fosse
volatilizado do extrato e o frasco de coleta de limpeza foi acoplado em rota evaporador
(Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi, Flawil, Suica) com bomba de vacuo

(Rotavac Control, Heidolph, Instruments, GMBH, Viertrieb, Alemanha) a temperatura de
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40T e a pressao de 11 kPa, para remover totalmente o alcool etilico empregado na
limpeza da linha de saida de CO, + Extrato. As massas de extratos contidas nos frascos
foram medidas usando balanca analitica (Sartorius analytic A200S, £ 0,0001, Sartorius
GMBH Gottingen, Alemanha).

O rendimento global (X,) foi calculado relacionando a massa total (Mexyaw) de
extrato e a massa de alimentacdo de matéria-prima em base seca (Mamostra), de acordo

com a Equacgéo 4.3:

M
X = extrato X100
0 [—M j 43

amostra
Ao final das extragdes com todas as condigdes de temperatura e presséo, as
isotermas de rendimento global (GYI - Global Yield Isotherms) foram apresentadas em
graficos a fim de se observar o comportamento do rendimento global do extrato em
diferentes condicdes de temperatura e presséo.
A condicao que proporcionou maior rendimento global foi determinada através de
uma analise estatistica dos resultados utilizando a analise de variancia com o auxilio do

software MINITAB® [Release 14.12.0, Minitab Inc.].

4.2.4 Parametros Cinéticos

Os experimentos para a determinacao da cinética de extracao foram realizados na
célula de 290 mL apresentada na Figura 4.5, Secao 4.2.2.1. A condicao de temperatura e
pressao de extracdo adotada foi a que se obteve o melhor rendimento global. O ensaio
cinético foi realizado até que ndo se observasse mais saida de extrato no fraco coletor.

O procedimento padrao de operacdo da unidade Spe-ed SFE foi adotado para a
determinagao da cinética de extracdo. A célula de 290 mL foi acoplada no forno de forma
que a parte preenchida com as esferas de vidro fosse deixada para baixo para que
apenas o dioxido de carbono puro, que penetra na parte inferior da célula, percorresse as

esferas, evitando a agregacéo de extrato nas mesmas. A cada 10 minutos de extragéo,
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os frascos de coleta de extratos eram substituidos por outros limpos, e previamente
tarados, até que nao se percebesse mais a saida de extrato. Os frascos de coleta de
extrato foram deixados por 30 minutos na capela para garantir que todo o CO, fosse
volatilizado do extrato e o frasco de coleta de limpeza foi acoplado no rotaevaporador
(Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi, Flawil, Suica) com bomba de vacuo
(Rotavac, Heidolph, Instruments, GMBH, Viertrieb, Alemanha) a temperatura de 40T e a
pressdo de 11 kPa, para remover o etanol empregado na limpeza da linha de saida de
CO. + Extrato. As massas de extratos contidas nos frascos foram medidas usando
balanca analitica (Sartorius analytic A200S, £0,0001, Sartorius GMBH Gottingen,
Alemanha). Ao final das cinéticas as curvas globais de extragdo (OEC) foram

apresentadas em graficos a fim de se observar o comportamento do sistema.

4.2.4.1 Calculo dos parametros cinéticos

Para a determinacdo dos parametros cinéticos, tcer (duragdo do periodo de taxa
constante de extracdo: CER); Mcer (taxa de transferéncia de massa do periodo CER,
kg/s); Ycer (razdo massica de extrato na saida do leito); e Rcer (rendimento do periodo
da taxa constante de extracdo: CER), foi utilizado um aplicativo computacional que
consiste em uma planilha de céalculo em Excel com uso da fungdo PROJ.LIN que ajusta
um spline linear de trés retas as curva cinética de extragdo. Sucessivos valores do ponto
de interseccao das trés retas sdo avaliados a partir dos médulos em Visual Basic para
Aplicagéo (VBA), maximizando o coeficiente de correlagdo das retas. A intersegéo entre
as duas primeiras retas determina o termino do periodo de taxa constante de extracao
(tcer) € a intersecao entre a segunda e terceira reta determina o final do periodo de taxa
decrescente de extracao (trer), onde a partir deste ponto inicia-se a o periodo de extracao

difusional [SANTOS, 2007].
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Os dados de entrada para o aplicativo sdo os dados experimentais obtidos das
curvas globais de extracdo (OEC): a vazao de solvente, densidade do sélido e a massa
inicial de alimentagéo. O programa gera um grafico dindmico plotado em termos da razao
entre a massa de extrato e a massa inicial de alimentacao versus a razao entre a massa

de solvente e massa inicial de alimentacéo.

4.2.5 Composicao dos Extratos

As analises de composicao centesimal, fendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante foram realizadas no LASEFI/DEA/FEA/UNICAMP. Andlises de composicao
em é&cidos graxos e teor de tocoferdis totais foram realizados no Laboratério de Oleos e
Gorduras/DTA/FEA/UNICAMP, seguindo metodologia oficial da AOCS - American Oil
Chemists’ Society [2004]. Uma amostra de extrato de cada condicdo de temperatura e

presséao foi selecionada aleatoriamente. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.2.5.1 Analise Qualitativa

O perfil de composicdo quimica dos extratos foi determinado qualitativamente
através da técnica de adsorcao por cromatografia em camada delgada (CCD), seguindo
metodologia de WAGNER & BLADT [1996] com algumas modificagdes.

Material: cromatofolhas de aluminio com fase estacionaria de silica gel (CCF-
C/25, silica gel 60 Fzs4, Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha); p-anisaldeido (CAS 123-125,
Lote 116K3531, SIGMA, EUA); 2-aminoetil-difenilborinato (CAS 524-95-8, Lote
096K2612, SIGMA, EUA); luz ultravioleta (Multiband UV — 254-366 nm, modelo UVGL-58,
Mineralight® Lamp, Upland, CA, EUA) equipada com gabinete (UVP-Chromato-VUE,
modelo CC-10, Upland, CA, EUA); estufa a vacuo (Tecnal, modelo TE-385-1, Piracicaba,

Sao Paulo); acetato de etila P.A.(Merck KGaA, Lote: K37251523, Darmstadt, Alemanha).
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Procedimento: solugcdes dos exiratos e dos padroes de referéncia foram
preparadas com acetato de etila. Aliquotas das solugdes dos extratos foram aplicadas
nas cromatofolhas com auxilio de tubo capilar. Posteriormente, as cromatofolhas foram
inseridas em cubas de vidro e eluidas com combinacao de diferentes proporcoes de
solventes organicos, para as fases moéveis. A visualizacdo das bandas geradas pelos
compostos que ndo estavam na regiao do visivel foi realizada através de luz ultravioleta
de curto comprimento de onda, 254nm, e longo comprimento de onda, 366nm. Para
compostos que nao emitiram fluorescéncias em luz ultravioleta, a visualizagdo das
bandas foi realizada borrifando as placas com solu¢des de reagentes, que conferem
cores aos compostos. A solugdo do revelador anisaldeido sulfdrico (AS) foi preparada
adicionando em erlenmayer de 250 mL, 0,5 mL de p-anisaldeido, 10 mL de &cido acético
glacial, 85 mL de metanol e 5 mL de acido sulfurico concentrado, nesta ordem, pois a
reacao € intensa. A solucdo do revelador Natural Products-Polyethylene Glycol (NP/PG)
[WAGNER & BLADT, 1996] foi preparada em erlenmayer de 250mL, onde adicionou-se
1g de 2-aminoetil-difenilborinato em 100 mL de metanol. Depois da revelacdo das
cromatofolhas com os reagentes, as bandas dos compostos foram novamente
visualizadas em luz ultravioleta. Para as placas borrifadas com p-anisaldeido, as bandas
dos compostos foram visualizadas apds aquecimento, em estufa a 100C por 10 minutos,

na regido do visivel e em luz ultravioleta.

4.2.5.2 Determinacao dos Fendis Totais

A concentragdo de fendis totais nos extratos foi calculada baseada na curva
padrdo de acido galico, seguindo metodologia de SINGLETON & ROSSI [1965] com
modificacbes de CHEUNG et al. [2003] e algumas alteragoes.

Material: reagente fendlico de Folin & Ciocalteu (Lote 23690, Diadema, Sao

Paulo); solugao saturada de carbonato de sédio anidro PA ACS (Na,COQOs) (99,5%, Lote
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16.999, Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo); alcool etilico ABS ACS (99,5%, Lote 17.439,
Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo); agua destilada em destilador (Marconi, modelo MA
078, Piracicaba, Sao Paulo); padrao de acido galico (Lote 023K01171, SIGMA, St Louis,
MO, USA); balanca analitica (Sartorius analytic A200S, +0,0001, Sartorius GMBH
Gottingen, Alemanha); balanca semi-analitica (Marte, série AS2000, + 0,01g, Artlab, Sao
Paulo, Sao Paulo); e espectrofotdémetro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao).
Procedimento: a solugdo saturada (~50%) de carbonato de sédio (Na,CQOs) foi
produzida a cada ensaio realizado. Pesou-se em béquer previamente tarado em balanca
semi-analitica 25 g de Na,CO; e diluiu-se em 50 mL de agua destilada. A curva padrao
de &cido galico foi construida através de solucdo produzida com o auxilio de espatula de
aco inoxidavel, onde se pesou 0,0200 g de acido galico em balao volumétrico de fundo
chato (100 mL) tarado em balanga analitica. Diluiu-se até afericdo com agua destilada
obtendo-se uma concentracdo de 0,2000 mg/mL. Ensaios preliminares de leitura da
absorbancia das diluicbes desta solucdo permitiram observar que a concentragdes
menores que 0,1000 mg/mL seria suficiente para se obter os dados de absorbancia no
intervalo de 0 a 1, onde a Lei de Beer é satisfeita. A partir desta solugéo, aliquotas foram
diluidas em diferentes concentragdes para a construgdo da curva padrao de acido galico.
As solugbes dos extratos, SFE e comercial, foram produzidas pesando-se
aproximadamente 0,0200g de extrato, com auxilio de espatula de aco inoxidavel apoiada
em béquer, na balangca analitica. Depositou-se esta massa em baldao volumétrico de
fundo chato (5 mL), diluiu-se com 0,5mL de alcool etilico, e aferiu-se com agua destilada.
A solucdo da reacao foi preparada para cada solucao de extrato, adicionando 1 mL da
solucéo de extrato e 1 mL do reagente fendlico de Folin & Ciocalteu, em baldo de fundo
chato (10 mL) e homogeneizou-se. Depois de trés minutos, adicionou-se 1 mL da solucao
saturada de carbonato de sddio e imediatamente aferiu-se com agua destilada. Esta

solugdo foi mantida no escuro por noventa minutos para que ocorresse a reagao e,
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posteriormente, as leituras das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda

de 725 nm.

4.2.5.3 Determinacao dos Flavondides Totais

Os flavondides totais foram determinados através do método colorimétrico
desenvolvido por ZHISHEN & WU [1999].

Material: Nitrito de sédio PA (NaNO.) (99,9%, Lote 16.999, Ecibra, Santo Amaro,
Sao Paulo); cloreto de aluminio PA (AICl3) (99,9%, Lote 17.439, Ecibra, Santo Amaro,
Sao Paulo); hidroxido de sodio PA (NaOH) (99,9%, Lote 17.439, Ecibra, Santo Amaro,
Sao Paulo); agua destilada em destilador (Marconi, modelo MA 078, Piracicaba, Sao
Paulo); padrao de rutina (Lote 023K01171, SIGMA, St Louis, MO, USA); balanca analitica
(Sartorius analytic A200S, + 0,0001, Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha); balanca
semi-analitica (Marte, série AS2000, +* 0,01g, Artlab, Sao Paulo, Sdo Paulo); e
espectrofotdbmetro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao).

Procedimento: Uma aliquota de 1 mL da amostra diluida e solugdo padrao foi
adicionada a um baldo volumétrico de 10 mL contendo 4 mL de agua destilada. No tempo
zero, 0,3 mL da solugdo NaNO, 5% foi adicionado ao balao volumétrico. Apdés 5 minutos,
0,3 mL da solugao AICI; 10% foi adicionada. Apds 6 minutos, 2 mL da solucdo NaOH 1M
foi adicionado a mistura. Imediatamente aferiu-se o baldo com a adicdo de 2,4 mL de
agua destilada e a solugao foi vigorosamente misturada. A absorbancia da mistura foi
determinada a 510 nm em espectrofotdbmetro. O teor de flavondides foi expresso como

equivalente de rutina. As amostras foram analisadas em ftriplicata.
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4.2.5.4 Atividade Antioxidante por Co-oxidacdo B-Caronteno/Acido Linoléico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada através da reacdo acoplada
de B-caroteno e acido linoléico, segundo metodologia de MARCO [1968], modificada por
MILLER [1971], que se baseia na observacao colorimétrica da oxidacdo do B-caroteno
em uma determinada emuls3o.

Material: Cloroférmio PA ACS (99%, Lote 17408, Ecibra, Santo Amaro, Sao
Paulo); acido linoléico (99%, Lote 037K1045, SIGMA, Darmstadt, Alemanha); B-caroteno
(95%, UV, Tipo I, SIGMA, St Louis, MO, EUA); Tween 40® (Lote 046K0128, SIGMA-
ALBRICH, Darmstadt, Alemanha); agua destilada em Destilador (Marconi, modelo MA
078, Piracicaba, Sao Paulo); tubos Eppendorf (1,5 mL, Lote 05P1014501); balanca
analitica (Sartorius analytic A200S, +0,0001, Sartorius GMBH Gottingen, Alemanha);
ultra-som (Ultra sonic clean, MaxiClean 1400, Unique, Indaiatuba, Sao Paulo);
rotaevaporador (Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi, Flawil, Suica); agitador
de tubos (Phoenix, modelo AP56, Araraquara, Sao Paulo), banho termostatico (Marconi,
modelo MA127/BO, Piracicaba, Sdo Paulo); e espectrofotdmetro (modelo U-3010,
HITACHI, Toquio, Japao).

Procedimento: Na formagdo da emulsdo adicionaram-se 1 mL de solugéo de (-
caroteno dissolvido em cloroférmio (2 mg/mL), 20 mg de acido linoléico e 200 mg de
Tween 40°. Em seguida, a emulsédo foi evaporada em rotaevaporador. Acrescentou-se,
entdo, 50 mL de agua destilada previamente oxigenada. Na determinagao em tubos de
ensaio foram tomados 2 mL da solucdo emulsionada e adicionados 80 pL de extrato,
BHT (20, 40, 60, 80 e 100 ppm). Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e
acompanhadas de um controle (sem antioxidante). Imediatamente apdés a adicdo da
solucdo emulsionada foram realizadas as leituras no tempo zero (Abs) em
espectrofotdbmetro a 470 nm. Em seguida, os tubos foram colocados em banho-maria a

50<C e, a cada intervalo de 15 minutos, por um peri odo total de 120 minutos (Absy), foram
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realizadas as leituras das absorbancias. Os resultados foram expressos em porcentagem

de inibicao de oxidagao, conforme calculo expresso na férmula a seguir:

X(Abs?™ - Abs™ J' x100

%Oxidagao = —
X(Abs¢ - Abs? )’

4. Média da diferenca das absorbancias de cada amostra;
b_ Média da diferenca das absorbancias de cada controle.
am . Amostra;

©- Controle.
%Protecdo = 100 - %Oxidacao

O decaimento da densidade otica do controle foi considerado como 100% de
oxidagao. A partir dessa relagado o decréscimo na leitura da absorbancia das amostras foi
correlacionado com o controle estabelecendo, assim, o percentual de inibicdo da

oxidagdo das amostras antioxidantes.

Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema b-caroteno/dcido linoléico

Para verificar a eficiéncia estimada da acdo antioxidante dos extratos e do BHT
realizou-se uma avaliagdo a partir das tangentes (tg) de dois intervalos das curvas
cinéticas, conforme descrito na Secao 3.3. Os valores de F1 e F2 foram calculados de

acordo com a figura abaixo:
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Figura 4.8 - Curva de decaimento da densidade Optica em sistema de co-oxidacdo -
caroteno/acido linoléico. A relagdo entre as tangentes representa os fatores cinéticos F1 e F2, nos
quais, (a) e (A) sao os catetos opostos, obtidos pela diferenga das leituras das absorbancias da
amostra e do branco, respectivamente; (b) e (B) sdo os catetos adjacentes, obtidos pela diferenga
entre os tempos da amostra e do branco, respectivamente [adaptado de JARDINI & MANCINI-
FILHO, 2007].
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Quando a razao entre essas tangentes apresentarem valores inferiores a 1, o
composto testado é tido como antioxidante; quando o valor for acima de 1, indica que o

composto testado atua, provavelmente, como pro-oxidante.

4.2.5.5 Tocoferdis totais

A analise do teor de tocoferdis totais dos extratos foi realizada utilizando o
método Ce 8-89 AOCS [2004] por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Material: sistema HPLC (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EUA) com
Bomba Waters 515, coluna Hibar RT 250 x 4mm Li Chrosorb Si 60, 5um (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany), detector UV / Visivel Waters 2487 Dual A Absorbance Detector,
fase moével com 99% de Hexano e 1% de Isopropanol com taxa de fluxo de 1,0 mL/min; e
comprimento de onda de 292 nm; Interface Peak Simple Chromatography Data System
(SRI Instruments Inc., modelo 202, Las Vegas, Nevada, EUA), o volume injetado foi de
20,0 pL.

Procedimento: Pesou-se aproximadamente 100 mg de extrato e depositou-se em
baldo volumétrico de fundo chato de 10 mL e aferiu-se com hexano. Aliquota desta
solugéo foi injetada no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia para a determinacao de

tocoferdis totais.

4.2.5.6 Acidos Graxos

Os acidos graxos dos extratos foram determinados seguindo o método Ce 1c-89
[AOCS, 2004]. Os ésteres metilicos foram preparados seguindo metodologia de
HARTMANN & LAGO [1973].

Material: Cromatografo Gasoso capilar (CGC AGILENT 6850 SERIES GC
SYSTEM, Wilmington, Delaware, EUA) equipado com coluna capilar DB-23 AGILENT

(US2201526H) (50% cianopropil) — metilpolisiloxano, dimensdes 60 m, didmetro interno:
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0,25 mm, 0,25 um filme. Programagao com vazao de 1,00 mL/min.; velocidade linear de
24 cm/s; temperatura do detector em 280T; temperatura do injetor em 250C;
temperatura do forno com rampa de 110C por 5 minutos, 110C a 215C com taxa de
5C/min, e 215C por 24 minutos; utilizou-se hélio (Air Liquide Brasil, Sdo Paulo, Sao
Paulo) como gas de arraste; o volume injetado foi de 1,0 L.

Procedimento: pesou-se, com auxilio de pipeta Pasteur, aproximadamente 60 mg
de extrato em balancga analitica e depositou-se em tubo de ensaio com tampa rosqueada.
Adicionou-se 4 mL de reagente de saponificagdo (KOH 0,5M) e agitou-se até completa
dissolugdo do extrato. Posteriormente, aqueceu-se a solugdo por 5 minutos e depois se
resfriou em banho de gelo. Adicionou-se 5 mL de reagente de esterificacdo (solugéo
metandlica de cloreto de amobnia e acido sulflrico) e agitou-se. Novamente, aqueceu-se a
solugdo por 5 minutos e depois se resfriou em banho de gelo. Adicionou-se 4 mL de
solucdo saturada de NaCl e 5 mL de éter de petréleo. Agitou-se por 30 segundos e
deixou-se em repouso até separacao das fases. Aliquota da fase superior, onde estao os
ésteres metilicos, foi transferida para vials de 1,5 mL e armazenados em freezer para

posterior inje¢cao no cromatografo.

4.2.6 Analise dos Custos

A estimativa dos custos de manufatura para a obtencao dos extratos supercriticos
da torta desengordurada de cupuagu foi realizada com o auxilio do software
Tecanalysis® de acordo com a metodologia utilizada por ROSA & MEIRELES [2005]. Na
estimativa dos custos fixos, foi considerada a utilizagdo de duas colunas de extragédo de
400 L a um custo de US$ 2.000.000. Foi considerada a utilizagdo dos equipamentos por
um periodo de 10 anos, ou seja, a taxa de depreciagao anual considerada nos calculos
foi de 10%. Os custos variaveis de produgdo sado basicamente compostos por quatro

fatores: mao-de-obra operacional, matéria-prima, utilidades e transporte. Foi considerada
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a producao de extrato por 330 dias por ano, 24 horas por dia, totalizando 7.920 horas/ano
a um custo de US$ 3,00/hora. O custo da matéria-prima considerada nos célculos foi de
US$ 202,00/ tonelada métrica [IBGE, 1996]. O processamento da matéria-prima
(moagem) teve seu custo estimado em US$ 30,00/ tonelada métrica. As utilidades
consideradas na estimativa de custos de manufatura do extrato supercritico TCPU foram:
diéxido de carbono perdido durante o processo, energia elétrica para a bomba, agua de
resfriamento para a refrigeragdo do condensador e vapor saturado. Foi considerada
perda de 2% do diéxido de carbono utilizado em cada ciclo de extragdo a um custo de
US$ 0,10/kg. Os custos da energia elétrica utilizada no processo foi estimado
considerando a compressao como sendo isoentropica com eficiéncia de 60% a um valor
de US$ 0,0703/Mcal (SuperPro Design®, Demo version). O custo da agua de
resfriamento foi estimado em US$ 0,0837/Mcal (SuperPro Design®, Demo version). Foi
considerada a utilizagcdo de tanque flash a 50 bar, sendo 0 mesmo aquecido por vapor
saturado a 0,5 MPa a um custo de US$ 0,0133/Mcal (SuperPro Design®, Demo version).
Nao foram considerados custos com transportes, uma vez que considerou-se a planta
extratora préxima a regido produtora. Também ndo foram considerados custos de
tratamento de residuo, uma vez que o residuo do processo nao apresenta contaminagao.
Para o célculo da vazao de diéxido de carbono no extrator foi considerado como critério
de aumento de escala a manutencdo da relagcdo alimentacdo de dioxido de
carbono/volume da célula com relacdo ao modelo experimental [ROSA & MEIRELES,

2005].

4.2.7 Analise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa de estatistica

MINITAB® [Release 14.12.0, Minitab Inc.].
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Antes de se iniciar as medicbes com os instrumentos e equipamentos utilizados,
identificaram-se os limites de precisdo que poderiam ser obtidos. Para diminuir a incerteza
do resultado final, realizaram-se as medicées fisicas ndo uma vez s, mas mais de uma vez
para as mesmas condigcdes experimentais. Com a repeticdo, diminuiu-se a influéncia de
erros provenientes de aparelhagem e equipamentos e erros impossiveis de se prever, erro
sistematico e aleatério, respectivamente, para se obter resultados muito mais préximos do

verdadeiro valor da grandeza medida do que os obtidos com a medicao Unica.

5.1 CARACTERIZACAO DA MATRIZ VEGETAL

5.1.1 Caracterizacao do Leito Fixo

A primeira etapa de caracterizagéo do leito fixo foi realizada através de uma analise da
distribuicdo granulométrica das particulas resultantes da trituracéo da torta desengordurada

de cupuacgu (TCPU).

700.0

600.0
500.0

400.0
300.0
200.0
100.0
0.0 -

0.187 0.300 0.500 0.710 1.000

Massa (g)

Didgmetro (mm)

Figura 5.1 - Distribuicao granulométrica das particulas moidas da torta desengordurada de cupuagu.
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As determinagdes da distribuicdo do tamanho das particulas e do didametro médio de
Sauter foram realizadas em triplicata segundo o procedimento descrito na Secéao 4.2.1.2. A
representacao grafica da distribuicdo granulométrica é apresentada na Figura 5.1. O valor de
didmetro médio obtido foi de 0,830 mm com desvio padrao de 5%.

Os resultados obtidos relativos a densidade aparente (p,), densidade real (p,) e a
porosidade do leito fixo (1)) foram de 954,7 kg/m®, 1.423 kg/m® e 0,3292, respectivamente.

Todas as determinag6es foram realizadas em ftriplicata.

5.1.2 Composicao Centesimal

Tendo em vista a consecugao dos objetivos propostos, esta pesquisa se voltou, em
sua primeira etapa, para a determinagdo da composicdo quimica da matéria-prima
selecionada, por ensaios analiticos, utilizando métodos oficiais.

Os resultados da composicdo centesimal e os valores nutricionais da torta

desengordurada das améndoas de cupuagu encontram-se dispostos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Composicdo centesimal da torta desengordurada de cupuacgu
(Theobroma grandiflorum) em base integral em g/100g de amostra.

Constituintes Améndoa
Umidade (%) 851 + 0,16
Cinzas (%) 457 + 0,16
Lipideos (%) 21,8 + 1,77
Proteinas (%) 174 £ 0,55
Carboidratos (%) 243 + 0,52
Fibras (%) 9,60 + 0,83
VET (kcal) 362,5

VET = Valor Energético Total
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Observando os resultados obtidos verifica-se que a torta de cupuagu possui alto
conteudo protéico, lipidico e de carboidratos constituindo, por conseguinte, alto valor calérico
(cada 100g de material fornece cerca de 362,5 kcal) constituindo, assim, uma importante
fonte nutricional. O baixo teor de umidade verificado possibilitou a utilizagdo da matéria-prima
nos processos de extracdo supercritica sem a necessidade de um pré-tratamento de

secagem.

5.2 ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

O processo em que uma molécula ou um grupo de moléculas se torna parte de uma
fase supercritica pode ser descrita através de dois processos que ocorrem simultaneamente:
a vaporizagao, visto que as moléculas se deslocam de uma fase condensada a uma fase
expandida; e a solubilizagdo, desde que o processo envolva interagdo soluto-solvente. Esta
vaporizagdo-solubilizagdo combinada caracteriza a natureza intermediaria do estado
supercritico [LUQUE de CASTRO et al., 1994]. O poder de solubilizagdo do CO, no estado
supercritico depende da sua densidade, e nas regides préximas ao ponto critico, a
densidade aumenta bruscamente com o aumento da pressdo a temperatura constante, e
também diminui com o aumento da temperatura a pressao constante. Embora a densidade
do CO, seja conhecida, é necessario também conhecer a interagdo Soluto-CO,, porém
pouco se conhece sobre a natureza das interagcdes entre eles e como variam com a

densidade.
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Figura 5.2 - Isotermas de rendimento global para o sistema TCPU-CO, em fungéo da presséo.

Estas interagbes podem ser descritas através da medida do rendimento global para
este sistema. Na Figura 5.2 estdo apresentadas as isotermas de rendimento global para o
sistema TCPU-CO, nas temperaturas de 50 e 70 T e nas pressdes de 2 00, 250, 300, 350 e
400 bar para cada isoterma.

De acordo com a Figura 5.3, observa-se que o aumento da pressdo, nas duas
isotermas, provoca um aumento no rendimento global, na densidade do solvente e
conseqlentemente na solubilidade do extrato de torta de cupuagu. Isso é resultado da
diminuicdo da distancia média entre as moléculas devido ao aumento da pressao causando,
proporcionalmente, um aumento na interagdo especifica soluto-solvente [LUQUE de
CASTRO et al., 1994], facilitando assim o processo de extragdo da manteiga de cupuagu.

Para o estudo do efeito da temperatura e da pressdao no rendimento global e,
consequentemente na solubilidade, é necessario levar em consideragdo dois efeitos: a

pressdo de vapor do soluto e a densidade do solvente. Observa-se na Figura 5.3 que, para
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pressdes abaixo de 300 bar, o rendimento global € maior na isoterma de 50 € que na

isoterma de 70 . Neste caso, prevalece o efeito d a densidade do solvente.
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D,D T T T T T T 1
600 650 700 750 2300 2350 900 950
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Figura 5.3 - Isotermas de rendimento global para o sistema TCPU-CO, em funcao da densidade do
diéxido de carbono para as respectivas pressdes de 200, 250, 300, 350 e 400 bar em ordem
crescente.

Na Figura 5.3 observa-se que a densidade do CO, diminuiu com aumento da
temperatura e, como resultado, o rendimento global da torta de cupuagu em CO, diminuiu.
Na pressao de 300 bar, as isotermas convergem e os dois efeitos tém a mesma importancia
sobre o rendimento global e, consequentemente, sobra a solubilidade; acima desta pressao
o rendimento global é aproximadamente o mesmo para ambas as isotermas, sendo o
rendimento global da isoterma de 70T ligeiramente maior que para a isoterma de 50<T.
Portanto, podemos definir a pressdo de 300 bar como pressao de inversao. Para pressdes

maiores que 300 bar o efeito da pressao de vapor do soluto é mais importante que o efeito
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da densidade do solvente. Podemos verificar na Figura 5.3 que a diferenca entre o valor da
densidade do solvente nas isotermas de 50 e 70 € diminui a medida que aumentamos a
pressdo, mesmo assim continua maior para a isoterma de 50 €. Entretanto, observa-se na
Figura 5.2 que o rendimento global na isoterma de 70C aumenta consideravelmente com o
aumento da pressdo, ja para isoterma de 50 T observa-se um menor aumento no
rendimento global com o aumento da pressdo. Na determinacdo das isotermas a condicao
que apresentou maior rendimento foi 300 bar a 50 ou 70C (aproximadamente iguais) e o

menor rendimento foi a 200 bar e 70 .

5.3 CINETICA DA EXTRACAO

As condigbes de extracdo para a realizagao do estudo dos parametros cinéticos foram
selecionadas segundo os critérios de otimizagdo de maior rendimento, menor custo e maior
qualidade do produto a ser obtido. Dessa maneira, tendo em vista que a partir da presséo de
300 bar sob ambas as temperaturas o rendimento mantém-se relativamente constante, entao
as condigdes selecionada para o estudo foram as de 300 e 350 bar ambas a 50C, uma vez
gue menores valores de pressao e temperatura propiciam menores custos de manufatura,
além do fato de que uma menor temperatura implica em menor degradacgao térmica. Sendo
assim, o0s experimentos cinéticos foram conduzidos sob as seguintes condi¢des
apresentadas na Tabela 5.2 abaixo:

As Figura 5.4 e Figura 5.5 apresentam os pontos experimentais das curvas globais
de extracdo obtidos no decorrer do tempo de extracdo para os dois ensaios cinéticos
realizados. Através da andlise do grafico € possivel verificar que em ambos os casos os
ensaios foram conduzidos até o completo esgotamento da matéria-prima, isto é, até que néo

fosse verificada saida alguma de extrato da unidade extratora.

96



Resultados e Discussées

Tabela 5.2 - Dados de condi¢des experimentais para estudo cinético a 300 e 350 bar a 50C.

Ensaio Cinético

Condicao P (bar) T (C) P (bar) T (C) Unidades
300 50 350 50
Célula extratora 300 300 mL
Massa de M.P. 20,017 20,006 g
t 200 200 min
Po 0,938 0,940 bar
To 22 26 T
S/F: 69,13 68,37 kg CO./kg alimentacao
dcoz 1,690 1,671 kg/m®
Qcos 11,5.10° 11,4.10° kg/s
180
18.0 aaasstd
o LAt
= 140 A
a2 A
= A
g 12,0 N
£ 100 4
g 30 A
E 8.0 - A
£ 40 A
s
20 A
D,D T T T T T T T T 1
il 20 40 G0 20 100 120 140 160 180 200 220
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Figura 5.4 - Curva global de extracao obtida pela cinética a 300 bar e 50C em fungéo do tempo.
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Figura 5.5 - Curva global de extragao obtida pela cinética & 350 bar e 50C em fungéo do tempo.

As Figura 5.6 e Figura 5.7 mostram os pontos experimentais das curvas globais de
extragao ajustadas a um spline linear com 3 retas, conforme descrito na Sec¢ao 4.2.4, através
do qual foram obtidas as taxas de transferéncia de massa nas etapas de taxa constante

(CER), decrescente (FER) e controlada pela difusao (DC).
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Figura 5.6 - Curva global de extracdo obtida pela cinética a 300 bar e 50C em funcédo da razao entre
solvente alimentacao (S/F) sob ajuste linear de trés retas.
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Figura 5.7 - Curva global de extracdo obtida pela cinética a 350 bar e 50C em funcéo da razao entre
solvente alimentagéo (S/F) sob ajuste linear de trés retas.

Os parametros da etapa CER, tcer (min.), Mcer (kg/s) e Ycer (kg extrato/100kg CO,)

calculados pelo modelo obtido através do ajuste ao spline, estdo apresentados na Tabela

5.3. O rendimento para a condigdo adotada na cinética e para esta etapa de extragao (Rcer)

foi calculado multiplicando-se a razao massica de extrato na saida do leito (Ycer) pela razao

S/Fcer (kg CO/kg alimentacéo).

Tabela 5.3 - Parametros cinéticos da etapa CER obtidos através do ajuste ao spline com trés

retas aos pontos experimentais obtidos da cinética de extragcdo da amostra TCPU.

Condigé_o Mcer tcer Ycer S/Fcer Reer
do Ensaio
Cinético (P/T) (kg/s) (min) (kg extrato/ (kg CO2/kg kg extrato/kg
9 kg COy) alimentacao) alimentacao
300/50 6,65.10° 45 0,5771 15,55 8,975
350/50 7,39.10° 63 0,6490 21,53 13,97
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5.4 ComPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

5.4.1 Cromatografia em Camada Delgada

Para a detecgao dos compostos fendlicos dos extratos supercriticos da TCPU, a fase
mével foi composta por hexano e acetato de etila no proporcdo 80:20, respectivamente. A

deteccao foi realizada borrifando-se o reagente Anisaldeido Sulfarico (AS).

Figura 5.8 - Compostos fendlicos no visivel com tratamento quimico (AS): (1) 200bar/50C, (2)
250bar/50C, (3) 300bar/50C, (4) 350bar/50C, (5) 400bar/50C, (6) 200bar/70C, (7) 250bar/70C,
(8) 300bar/70%C, (9) 350bar/70C, (10) 400bar/70<C.

Uma amostra de extrato supercritico da TCPU de cada condicdo de extragao
estudada foi utilizada para a preparacao das solugdes a serem aplicadas nas cromatofolhas.
A principio as concentracées estudadas foram de 90, 150 e 200 mg/mL, porém nao houve
deteccdo. Sendo assim, as concentragdes das solugdes utilizadas foram aumentadas para

aproximadamente 500 mg/mL, com apenas uma aplicacdo do tubo capilar para cada

amostra.
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A cromatofolha utilizada para a visualizagdo de compostos fendlicos possuia silica
UV-sensivel e por isso foi possivel a visualizagcdo em UV-366 nm de uma camada lilas
brilhante exibidos na Figura 5.9, o que pode indicar a presenca de &cidos carboxilicos

fendlicos.

Figura 5.9 - Compostos fendlicos em UV-366 nm com tratamento quimico (AS): (1) 200bar/50C, (2)
250bar/50%C, (3) 300bar/50C, (4) 350bar/50C, (5) 400bar/50C, (6) 200bar/70C, (7) 250bar/70C,
(8) 300bar/70%C, (9) 350bar/70<C, (10) 400bar/70<C.

Para a deteccao dos flavondides dos extratos supercriticos da TCPU, a fase mével foi
composta por acetato de etila, acido formico, acido acético glacial e agua na proporgao de
100:11:11:26. A deteccdo foi realizada borrifando-se o reagente Natural Products-
Polyethylene Glycol (NP/PG) [WAGNER & BLADT, 1996]. Uma amostra de extrato
supercritico da TCPU de cada condicao de extracao estudada foi utilizada para a preparacao
das solugdes a serem aplicadas nas cromatofolhas. Assim como para os compostos
fendlicos, a principio as concentragbes estudadas foram de 90, 150 e 200 mg/mL, porém nao

houve deteccdo. Sendo assim, as concentracdes das solugdes utilizadas foram aumentadas
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para aproximadamente 500 mg/mL, também com apenas uma aplicacao do tubo capilar para
cada amostra.

Os alcalbides foram observados em comprimento de onda de 366 nm, 0s quais sao
visualizados na Figura 5.10 através das coloragbes azul e azul-esverdeado com varias

bandas, indicando a presenca de flavonoides de varios tipos diferentes.

Figura 5.10 - Flavondéides em UV-366 nm com tratamento quimico (NP/PG): (1) 200bar/50C, (2)
250bar/50<C, (3) 300bar/50C, (4) 350bar/50C, (5) 400bar/50<C, (6) 200bar/70C, (7) 250bar/70<C,
(8) 300bar/70%C, (9) 350bar/70<C, (10) 400bar/70<C.

Verificou-se a semelhanga no perfil quimico qualitativo tanto dos compostos fendlicos
quanto dos flavonéides, através das bandas visualizadas nas Figura 5.8, Figura 5.9 e Figura
5.10 acima, o que indica, possivelmente, que as diferentes temperaturas e pressoes
estudadas nao influenciaram de forma qualitativa na extragcdo destes compostos quimicos na

amostra ES-TCPU.
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5.4.2 Fenois Totais

Utilizou-se como padrao o acido galico nas concentragbes de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e
70 ppm para construir uma curva de calibracao (Figura 8.1, vide Apéndice C). A partir da reta
obtida, realizou-se o calculo do teor de fendis totais expresso em equivalentes de acido
galico (GAE - Galic Acid Equivalent).

De acordo com a Figura 5.11, verifica-se que praticamente ndo ha variacao no teor de
compostos fendlicos em ambas as isotermas com a variagao da pressao. Contudo, no que
diz respeito as isotermas estudadas, ha um maior teor de compostos fendlicos na isoterma
de 70C (cerca de 15 mg/100g) do que na de 50C (4 a 8 mg/100g). Esse comportamento
provavelmente se deve ao fato de as temperaturas estarem influenciando na pressao de
vapor da mistura em estudo, variando assim sua solubilidade e, por conseguinte, a

concentracdo de compostos fendlicos obtidos no final do processo de extragao.
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Figura 5.11 - Concentracao de compostos fenolicos em GAE.
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5.4.3 Flavonoides Totais

Utilizou-se como padréo a rutina, nas concentracées de 100, 200, 300 e 400 ppm
para construir a curva de calibracao (Figura 8.2). A partir da equacao da reta obtida, realizou-
se o célculo do teor de flavondides totais expresso em mg de rutina/100g de amostra.

No que se refere ao teor de flavonodides totais para cada condigdo de extragao
verifica-se um perfil oscilante onde as isotermas se cruzam em varios pontos o que pode
determinar uma oscilagao devido a variagées na pressdo de vapor do soluto e/ou na pressao
total do sistema. Além disso, a temperatura demonstra ter pouco efeito sobre a solubilidade

dos flavonéides, obtendo-se valores médios de 180 a 225 mg/100g.

HEH—
s o
H-—l-—

Conc. (mg Rutina/100g de amostra)

*T=70C
196 - mT= 50°C
5C -
C T T T 1
150 200 250 300 350 400

Pressaoc {(bar)

Figura 5.12 - Concentracao de flavonoides em equivalentes de rutina (mg/100g amostra).

E importante observar que as concentracdes de flavondides obtidas nos extratos
supercriticos sao superiores aos valores encontrados referentes as concentragcbes de
compostos fendlicos. Contudo, tendo em vista que as determinagées tanto do teor de fendis

totais quanto o de flavonédides totais utilizam metodologias distintas bem como padrdes
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distintos, é impossivel mensurar de forma comparativa as duas metodologias utilizadas uma

vez que possuem bases de calculos diferentes.

5.4.4 Tocois Totais

Os tocois totais identificados nos extratos supercriticos da TCPU obtidos a 50 e 70C
estao apresentados na Tabela 5.4 e Tabela 5.5, respectivamente.

Para a isoterma de 50C nas cinco pressdes estudadas foram identificados os
tocoferdis y-tocoferol, a-tocoferol (exceto a 400bar) e &-tocoferol (exceto a 350 e 400bar).
Nao foi detectado nenhum tocotrienol nas condi¢cdes de extragdo analisadas. Dessa maneira,
observa-se que a concentragéo do y-tocoferol decresce com o aumento da pressao, sendo a
maior concentragdo na condi¢ao de 200 bar com 31,19 mg/100g e a menor na condi¢cao de

400 bar com 13,38 mg/100g.

Tabela 5.4 - Tocois totais detectados nas cinco condicbes de pressdo dos extratos
supercriticos de TCPU obtidos a 50C (mg/100g de ex trato).

Tocéis Totais P (ban)

200 250 300 350 400
a-tocoferol 0,78 0,85 0,69 0,64 nd
B-tocoferol nd nd nd nd nd
y-tocoferol 31,19 22,44 18,61 18,42 13,38
o-tocoferol 1,36 0,83 2,21 nd nd
a-tocotrienol nd nd nd nd nd
B-tocotrienol nd nd nd nd nd
y-tocotrienol nd nd nd nd nd
o-tocotrienol nd nd nd nd nd
IRG 9,908942 14,20757 17,51308 17,18798 17,42323
My.ocofero/F (MQY/Q) 3,090522  3,188685  3,258559 3,16541  2,331455

nd = nao detectado

105



Resultados e Discussées

Para a isoterma de 70C nas cinco pressbes estudadas foram identificados os
tocoferdis: y-tocoferol, d-tocoferol e a-tocoferol (exceto a 350 bar). Nao foi detectado nenhum
tocotrienol nas condigcbes de extracdo analisadas. Assim como a 50C os extratos
supercriticos obtidos na temperatura de 70C aprese ntaram um perfil de concentracao de y-
tocoferol decrescente com o aumento da pressao sendo seu valor maximo de 48,29 mg/100g

a 200 bar e o menor valor de cerca de 14 mg/100g a 400 bar.

Tabela 5.5 - Tocois totais detectados nas cinco condicdes de pressdao dos extratos
supercriticos de TCPU obtidos a 70C (mg/100g de ex trato).

Tocois Totais P (bar)

200 250 300 350 400
a-tocoferol 3,26 1,70 1,29 nd 0,64
B-tocoferol nd nd nd nd nd
y-tocoferol 48,29 29,45 21,09 14,16 14,44
o-tocoferol 4,71 1,87 2,55 2,13 2,07
a-tocotrienol nd nd nd nd nd
B-tocotrienol nd nd nd nd nd
y-tocotrienol nd nd nd nd nd
o-tocotrienol nd nd nd nd nd
IRG 4843848 10,63161 17,32178 17,68237  17,53083
My-tocoferol/ F (MY/Q) 2,339189  3,131514  3,653278 2,503715  2,531543

nd = nao detectado

Para uma analise mais apurada dos resultados foi realizado o calculo da massa de y-
tocoferol (mg) com relagdo a massa de alimentagao (g) para cada condigéo das isotermas de
rendimento global uma vez que este tocoferol foi o Unico que apresentou concentragao

detectavel em todas as condigdes. Dessa maneira, verificou-se que o perfil de concentragao
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calculado resultou em um ponto de maxima concentracao do extrato na pressao de 300 bar

em ambas as isotermas de 50 e 70C, como pode ser v isualizado na Figura 5.13.
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Figura 5.13 - Analise do rendimento de y-tocoferol frente aos dados das isotermas de rendimento
global.

5.4.5 Acidos Graxos

O perfil de acidos graxos que compdem a fragao lipidica dos extratos supercriticos a
cada condigao de extracdo se encontra nas Tabela 5.6 e Tabela 5.7. Como pode se observar
os teores de acidos graxos saturados e insaturados sdo bem préximos, havendo uma leve
predominancia de acidos graxos saturados com relacao aos acidos graxos insaturados o que
pode ser corroborado pelos dados obtidos por VASCONCELOS et al. [1975] e AZEVEDO
[2001].

Nos extratos supercriticos obtidos a 50C, os acido s graxos saturados predominantes

sao o estearico, o araquidico e o palmitico com cerca de 31,55-32,97, 9,34-11,36 e 7,12-
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8,74%, respectivamente. Ja os acidos graxos insaturados predominantes sao o oléico e o

linoléico com cerca de 41,65-43,39 e 3,73-4,29%, respectivamente.

Tabela 5.6 - Composi¢cao de acidos graxos dos extratos supercriticos da torta de cupuacu a

temperatura de 50C.

Nomenclatura Pressao (bar)

IUPAC Oficial Popular 200 250 300 350 400
C12:0 Dodecandico Laurico nd nd nd nd Nd
C14:0 Tetradecandico Miristico 0,04 0,04 0,04 0,04 0,08
C16:0 Hexadecandico Palmitico 8,74 835 797 872 7,12
C16:1 9-hexadecandico Palmitoléico 0,10 0,09 0,08 0,10 0,07
C17:0 Heptadecandico Margarico 0,19 10,19 0,19 0,19 0,18
C17:1  8-heptadecandico 8-heptadecandico 0,08 0,08 0,03 0,03 0,03
C18:0 Octadecandico Esteérico 31,55 32,27 32,583 31,75 32,97
C18:1 9-octadecandico Oléico 43,39 4290 42,49 43,36 41,65
C18:2 9,12-octadecadiendico Linoléico 429 410 3,96 432 3,73
C18:3 9,12,15-octadecatriendico Linolénico 0,18 0,6 0,16 0,18 0,14
C20:0 Eicosandico Araquidico 943 9,76 10,25 9,34 11,36
C20:1 11-eicosendico Gadoléico 0,38 038 039 0,38 0,39
C22:0 Docosandico Behémico 1,47 153 1,67 1,42 2,03
C24:0 Tetracoisandico Lignocérico 020 021 023 0,19 0,30

Total de saturados 51,62 52,34 52,88 51,64 53,99

Total de insaturados 48,37 47,65 47,12 48,36 46,01

nd = ndo detectado

Para os extratos supercriticos obtidos a 70C, os acidos graxos saturados de maior
ocorréncia sao o esteérico e o palmitico seguido pelo araquidico com os valores de 31,50-
32,79, 7,25-10,14 e 8,48-11,07%, respectivamente. Os acidos graxos insaturados com maior

incidéncia sao o oléico e o linoléico com 42,05-43,01 e 3,80-4,47%, respectivamente.
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Como se pode inferir a partir dos resultados obtidos, tanto os extratos supercriticos
obtidos a 50 como a 70C nas cinco pressées (200, 250, 300, 350 e 400 bar) possuem
acidos graxos importantes para compor uma dieta saudavel, pois ambos apresentam

significativos percentuais dos acidos graxos essenciais, como por exemplo, oléico e linoléico.

Tabela 5.7 - Composi¢cao de acidos graxos dos extratos supercriticos da torta de cupuacu a

temperatura de 70C.

Nomenclatura Presséao (bar)

IUPAC Oficial Popular 2000 250 300 350 400
C12:0 Dodecandico Laurico nd nd nd nd nd
C14:0 tetradecanoico Miristico 0,056 0,04 0,04 0,08 0,04
C16:0 hexadecanoico Palmitico 10,14 8,18 829 725 8,22
C16:1 9-hexadecandico Palmitoléico 0,12 0,09 0,09 0,07 0,09
C17:0 heptadecandico Margérico 0,21 0,19 0,19 0,18 0,19
C17:1 8-heptadecandico 8- heptadecanéico 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
C18:0 octadecandico Esteérico 31,50 32,34 32,77 32,79 32,43
C18:1 9-octadecandico Oléico 43,01 42,56 42,43 42,05 42,53
C18:2 9,12-octadecadiendico Linoléico 447 3,98 3,98 3,80 4,09
C18:3 9,12,15-octadecatriendico Linolénico 0,21 0,6 0,17 0,15 0,16
C20:0 eicosandico Araquidico 8,48 10,14 9,92 11,07 10,02
C20:1 11-eicosendico Gadoléico 0,37 038 0,38 0,39 0,38
C22:0 docosanoico Behémico 1,22 1,67 1,54 193 1,61
C24:0 tetracoisandico Lignocérico 0,19 024 020 0,28 0,22

Total de saturados 51,80 52,81 52,96 53,54 52,73

Total de insaturados 48,21 47,20 47,07 46,49 47,27

nd = nao detectado

5.4.6 Atividade Antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante in vitro foi realizada através do método de co-

oxidagcado [-caroteno/acido linoléico. Nessa metodologia foram utilizadas diferentes
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concentracdes do padrao BHT, bem como os extratos provenientes de cada condi¢cdes de
extragao supercritica. A reagao ocorre de forma que tanto os antioxidantes das amostras
quanto do padrdo BHT reagem com o sistema emulsionado produzindo quedas da
densidade Optica em intervalos passiveis de serem mensurados. Nessa metodologia a
descoloracado da solucao B-caroteno/acido linoléico, em meio aquoso emulsionado, ocorre
em funcao das estruturas radicalares formadas pela oxidacao do acido linoléico, que atacam
as duplas ligagdes do B-caroteno, perdendo seu cromoforo, resultando na descoloragéo do
complexo alaranjado caracteristico da solu¢do. A presenca de antioxidantes no sistema
protege o &cido linoléico, prolongando o periodo de formacdo dos radicais [HUANG &
WANG, 2004]. Quanto menor a queda na densidade Optica da amostra, mais potente € o
antioxidante em inibir a degradacao do B-caroteno.

As capacidades antioxidante do padrdo BHT a diferentes concentragcées e dos extratos
supercriticos obtidos a diferentes condigdes de extracdo podem ser observadas nas figuras a
seguir. Pode-se observar que os extratos que apresentaram maior atividade antioxidante

foram aqueles sob as condigbes mais criticas, isto é, sob maior temperatura e pressao.

LEGENDA:

Padrao Concentracao Controle Triplicata
BHT1 20 ppm C1 Controle 1
BHT2 40 ppm C2 Controle 2
BHT3 60 ppm C3 Controle 3
BHT4 80 ppm Condicao Duplicata
BHT5 100 ppm P(bar)/T(T).l I
BHT6 200 ppm P(bar)/T(C).lI 1
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Figura 5.14 - Curva cinética do potencial antioxidante do padrdo BHT, do controle e do estrato
supercritico nas condigdes de 200 e 250 bar a 50C e suas duplicatas | e Il.
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Figura 5.15 - Curva cinética do potencial antioxidante do padrdo BHT, do controle e do estrato
supercritico nas condigdes de 300 e 350 bar a 50C e suas duplicatas | e Il.
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Figura 5.16 - Curva cinética do potencial antioxidante do padrdo BHT, do controle e do estrato
supercritico nas condigdes de 400 bar a 50C e 200 bar a 70<C e suas duplicatas.
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Figura 5.17 - Curva cinética do potencial antioxidante do padrdo BHT, do controle e do estrato
supercritico nas condigdes de 250 e 300 bar a 70C e suas duplicatas | e Il.
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Figura 5.18 - Curva cinética do potencial antioxidante do padrdo BHT, do controle e do estrato
supercritico nas condigdes de 350 e 400 bar a 70C e suas duplicatas | e Il.

A partir das curvas cinéticas obtidas € possivel calcular os fatores cinéticos do padrao
BHT e dos extratos supercriticos em cada condi¢do de extragdo conforme descrito na Seg¢ao
4.2.5.4. Esses fatores cinéticos foram propostos por YANISHLIEVA & MARINOVA [1995],
segundo os quais no fator F1 (calculado no periodo entre 15 e 45 minutos de reacao) é
mensurada a eficiéncia do antioxidante em bloquear a reagcdo em cadeia, por meio da
inativacdo dos radicais peréxidos. Ja o fator F2 (calculado no periodo entre 75 e 105 minutos
de reagao) esta associado a capacidade do antioxidante de participar de reagdes, como por
exemplo, a decomposigdo dos produtos secundarios da oxidagdo, como os radicais
hidroperdxidos. Em ambos os casos, se o valor da razdo entre as tangentes das curvas do
extrato e do controle forem menor que 1, entdo ha uma atividade antioxidante efetiva.
Contudo, se o valor dessa razao for maior que 1, entdo ndo ha atividade antioxidante e o

extrato pode, inclusive, atuar como pré-oxidante. Véarios autores tém utilizado esse recurso
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na avaliagdo da eficicia antioxidante de diferentes matrizes alimentares [NASCIMENTO et

al., 2006; JARDINI & MANCINI FILHO, 2007].

Tabela 5.8 - Atividade antioxidante e fatores cinéticos caracterizando a inibicdo da oxidagao
no padrdao BHT e nos extratos supercriticos a diferentes condicées de extracao.

Fatores Cinéticos

Extratos e FracGes % Inibicao da Oxidagao = =
BHT1 76,70 0,08 0,71
BHT2 82,92 0,08 0,37
BHT3 83,32 0,09 0,27
BHT4 85,03 0,11 0,23
BHT5 88,00 0,06 0,17
BHT6 90,58 0,07 0,09
200/50 -4,30 0,74 1,29
250/50 6,15 0,62 0,98
300/50 -1,58 0,73 0,85
350/50 8,88 0,64 0,91
400/50 31,83 0,51 0,91
200/70 -3,46 0,67 1,05
250/70 -6,38 0,86 1,15
300/70 17,25 0,81 0,60
350/70 20,09 0,57 0,84
400/70 25,26 0,49 0,73

De acordo com a Tabela 5.8, pode-se verificar que a inibigdo da oxidagao
apresentada pelo padrao BHT é diretamente proporcional a sua concentragéo, isto é, o
aumento da concentracdo do antioxidante BHT proporciona um aumento gradativo na
percentagem de inibicdo da oxidagdo. Além disso, o padréo antioxidante apresentou valores
do fator F1 extremamente baixos (inferiores a 0,2) em todas as concentracdes, 0 que indica
uma alta capacidade antioxidante relativa a degradacdo de perodxidos. Entretanto, o
comportamento apresentado pelos valores do fator F2 foi um perfil decrescente de cerca de
0,7 a 0,09 com o aumento da concentragdo do padrdo. Portanto, baixas concentragcdes de

BHT néao séao efetivas na inativagdo de produtos secundarios, como hidroperéxidos.
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Com relacdo aos extratos supercriticos, observou-se que os maiores valores de
pressao em ambas as temperaturas apresentaram os maiores percentuais de inibicao: 31,83
e 25,26% para a pressao de 400 bar nas isotermas de 50 e 70C, respectivamente. Com
relacéo aos valores do fator F1 o perfil apresentado é que todos os extratos apresentaram
valores inferiores a 1 sendo, portanto, efetivos na inativagcao da reagdo em cadeia. Ja no que
diz respeito aos valores do fator F2, todos foram inferiores a 1, exceto nas condi¢des de 200
bar a 50C e 200 e 250 bar a 70C. Isso pode indica r uma auséncia de capacidade
antioxidante, ou ainda, uma capacidade pré-oxidante dos extratos com relagdo aos produtos

secundarios da reagao nestas condi¢des de extracao.

5.5 ANALISE DE CUSTOS

Os custos de manufatura dos extratos supercriticos obtidos da torta desengordura de
cupuagu foram estimados utilizando-se a metodologia proposta por ROSA & MEIRELES
[2005]. A massa total de particulas estimada a ser empacotada dentro da coluna de extracao
de 400 litros foi de 381,87 kg. A razdo entre a massa das particulas no extrator e a vazao
massica de CO, no experimento realizado foi de 173,83 segundos, cuja baixa taxa de
extracdo da manteiga de cupuagu provavelmente deve-se a baixa solubilidade no CO,
supercritico, cerca de 0,0145 kg de extrato/kg de CO,. A vazado massica de CO, a ser
utilizada na unidade extratora foi calculada utilizando o critério de aumento de escala
mencionado na se¢ao 4.2.6, resultando em uma vazao massica de CO, de 7908 kg/h. De
acordo com dados do IBGE [1996], o custo da tonelada métrica do cupuacu foi estimado em
US$ 202,00.

A influéncia do tempo de extracdo no custo especifico do extrato, o qual é definido
como sendo o custo de manufatura dividido pela massa total de extrato produzida, pode ser

observada nas Figura 5.19 e Figura 5.20. No calculo do custo especifico foi utilizado o
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rendimento do extrato para cada tempo de extracdo apresentado nas Figura 5.4 e Figura

5.5 na Secéo 5.3.
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Figura 5.19 - Influéncia do tempo de extracdo no custo especifico do extrato obtido da torta
desengordurada de cupuacu através do ensaio cinético a 300 bar e 50<C.
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Figura 5.20 - Influéncia do tempo de extragdo no custo especifico do extrato obtido da torta
desengordurada de cupuacgu através do ensaio cinético a 350 bar e 50<C.
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De acordo com as Figura 5.19 e Figura 5.20, pode-se observar que o menor custo
especifico do extrato obtido da torta desengordurada de cupuacu foi de US$ 6,90/kg e US$
5,74/kg com um tempo de extracdo de 60 e 70 minutos, respectivamente. Além disso,
verifica-se que para um pequeno tempo de extracdo apenas uma pequena quantidade de
soluto pode ser extraido e, nessas condi¢des, o custo da matéria-prima é alto. Contudo, a
medida que o tempo de extragdo € acrescido ocorre uma diminui¢cdo no custo especifico do

extrato até um ponto minimo que, em geral, situa-se entre 0 tcer € O teer.

117



Conclusoées

118



Conclusoées

6 CONCLUSOES

A analise das isotermas de rendimento global mostra que a pressoes inferiores a 300
bar a extracdo é favorecida a menores temperaturas; porém, a pressdées maiores, um
aumento na temperatura aumenta a solubilidade, visto que a pressdao de vapor dos
triglicerideos passa a ter maior influéncia que a reducdo da densidade do solvente,
juntamente com as caracteristicas viscosas. Dessa maneira 0 comportamento retrégrado
observado é similar ao citado por McHUGH & KRUKONIS [1994] havendo ponto de inversao
entre a pressdo de 300 e 350 bar onde ocorre o cruzamento das duas isotermas. Dessa
maneira foram realizados dois ensaios cinéticos sendo um a 300 e o outro a 350 bar ambos
a 50<C.

Os ensaios cinéticos realizados permitiram constatar que a etapa de taxa constante
de extracdo extraiu mais de 50% de extrato. O tempo obtido neste periodo é uma boa
estimativa de tempo minimo de ciclo de processo. Porém, talvez a estimativa mais adequada
seja o0 tempo obtido pela interseccao das retas da etapa CER e etapa DC conforme indicado
por VASCONCELLOS [2007].

Na determinacdo do teor dos compostos fendlicos verificou-se que houve maior
obtengcado de compostos fendlicos na isoterma de 70C do que na isoterma de 50C. Além
disso, verificou-se que ndo houve variagdo significativa em ambas as isotermas com a
variacao da pressao do sistema. Ja na determinagéo do teor de flavondides verificou-se que
nao houve variagdo significativa em funcéo da variagdo da pressdo ou da temperatura.

Na determinacao do teor de tocéis, observou-se que nao houve deteccao alguma de
tocotriendis nos extratos supercriticos em qualquer condicdo de extracdo utilizada nos
experimentos. Ja com relagdo aos tocoferdis, observou-se que apenas o y-tocoferol

apresentou concentracdo detectavel em todas as condi¢cdes de extragdo. Dessa maneira, o

119



Conclusoées

perfil de concentragdo apresentado configura com a condicdo de 300 bar como ponto
maximo em ambas as isotermas.

Na analise da atividade antioxidante as condicbes que apresentaram maior
capacidade de inibicdo oxidativa foram os maiores valores de pressao, isto €, na pressao de
400 bar em ambas as temperaturas de 50 e 70C. Com relagdo ao fator F1 verifica-se um
perfil decrescente de 1 a 0 com o aumento da pressao do sistema, isto €, um aumento na
capacidade de inibicdo dos compostos primarios da reagdo em cadeia com 0 aumento da
pressdo. Ja com relacdo ao fator F2 verifica-se valores proximos a 1 sem variagdes
significativas com relacdo a variagdo da pressao do sistema o que demonstra uma baixa
capacidade de inibicao oxidativa dos produtos secundarios da reacao.

Os maiores rendimentos globais obtidos das isotermas determinadas permitiram
identificar as melhores condi¢cdes de processo para obten¢cdo de compostos de interesse do
extrato de torta de cupuacgu e, com isso, partiu-se para a etapa dos célculos dos parametros
cinéticos a fim de se obter informagdes necessarias para o custo de manufatura do extrato.
Dessa maneira, o custo de manufatura especifico minimo (US$ 6,90/kg extrato) obtido foi
alcancado no tempo de extragdo de 60 minutos para o ensaio cinético de 300 bar e 50C. J&
para o ensaio cinético de 350 bar e 50T o custo de manufatura especifico minimo foi de
USS$ 5,74/kg extrato no decorrer de 70 minutos.

Portanto, tendo em vista as andlises das isotermas de rendimento global, dos
parametros cinéticos, dos custos e da composicdo quimica dos extratos supercriticos,
verifica-se que a condicdo mais propicia para uma melhor relacdo custo/beneficio e
compostos de interesse, provavelmente encontra-se a 350 bar e 50C, uma vez que o

extrato apresenta boa atividade antioxidante, baixo custo e bom rendimento de extrato
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8 APENDICE

APENDICE A - DADOS DAS ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

Tabela 8.1 - Dados do rendimento global obtido para a isoterma de 50<C.

Frasco (Frasco Rend
Frasco + Frasco" L Extrato Rend. A
ID M.P. (g9) + Ext.) o Médio DP
(9) Extrato  (9) @ (%) "
(g) (g) ( °)
350/50.1 20,0009 49,6720 53,0485 50,4618 50,4834 3,3981 16,99 1719 + 028
350/50.11 20,0124 50,5833 54,0548 51,9480 51,9559 3,4794 17,39 ’ -
250/50.1 20,0105 50,7331 53,5581 53,1396 53,2229 2,9083 14,53 1421 + 046
250/50.11 20,0205 49,5892 52,3683 51,4540 51,4540 2,7791 13,88 ’ -
300/50.1 20,0230 52,6001 55,9632 50,2350 50,3684 3,4965 17,46 1751 + 0.07
300/50.11 20,0134 50,0495 53,5163 51,0415 51,0898 3,5151 17,56 ’ -
200/50.1 19,9977 50,5651 52,7231 50,3340 50,3812 2,2052 11,03 991 + 158
200/50.11 20,0168 51,0403 52,7999 52,4234 52,4234 1,7596 8,79 ’ -
400/50.1 20,0502 52,4661 55,9821 53,1376 53,1580 3,5364 17,64 1742 + 030
400/50.11 20,0282 49,9709 53,4175 51,3008 51,3008 3,4466 17,21 ’ -
Tabela 8.2 - Dados do rendimento global obtido para a isoterma de 70C.
Frasco .
Frasco Média
Frasco + Frasco" ( L Extrato Rend.
ID M.P. [g] [a] Extrato [a] + Ext.) [a] % R(‘a)/nd. DP
[g] [g] °
350/70.1 20,0314 50,3312 53,8697 52,4220 52,4281 3,5446 17,70 1768 + 002
350/70.11 20,0113 50,6746 54,2105 51,4259 51,4259 3,5359 17,67 ’ -
400/70.1 20,0061 50,2316 53,7002 49,5861 49,6080 3,4905 17,45 1753 + 012
400/70.11 20,0744 50,3351 53,8703 51,4235 51,4243 3,536 17,61 ’ -
200/70.1 20,0041 50,4062 51,4014 49,6031 49,6452 1,0373 5,19 484 + 048
200/70.11 20,0144 51,4181 52,3192 51,9521 51,9521 0,9011 4,50 ’ -
300/70.1 20,0106 53,1368 56,6681 52,4231 52,4534 3,5616 17,80 1732 + 067
300/70.11 20,0101 51,9793 55,3083 51,3007 51,3424 3,3707 16,84 ’ -
250/70.1 20,0070 48,8447 51,0375 52,4248 52,4908 2,2588 11,29 1063 + 093
250/70.11 20,0137 51,5234 53,5194 50,4597 50,4597 1,996 9,97 ’ -
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APENDICE B - DADOS DOS ENSAIOS CINETICOS

Tabela 8.3 - Dados do ensaio cinético a 300 bar e 50C.

t F (@) F+ Ext Ext*® CO, DCO, DCO, CO,* S/F Rend. Rend.*
(min.) Ext(g) (@ (9) (M) (M) (ko) (ko) (bu) (%) (%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 37,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 50,91 51,35 0,44 044 37,83 0,06 0,09 0,09 470 220 220
20 48,90 49,37 047 091 3787 0,04 0,07 0,6 8,07 237 4,57
30 4942 49,78 036 1,27 37,92 0,04 0,07 024 11,79 1,78 6,35
40 49,21 49,53 0,32 1,59 3796 0,05 0,08 0,31 1567 160 7,95
50 52,19 5247 0,28 1,87 38,01 0,04 0,07 039 1939 1,38 933
60 51,00 5122 0,22 2,09 38,05 0,04 0,07 046 2285 1,12 10,45
70 5191 52,11 0,21 2,30 38,09 0,04 0,06 052 26,06 1,03 11,48
80 51,32 5151 0,19 249 38,13 0,04 0,07 059 2944 095 1243
90 49,83 4998 0,15 2,64 38,17 0,04 0,07 066 3298 0,74 13,18
100 47,80 47,94 0,14 2,78 38,21 0,04 0,07 0,73 36,28 0,72 13,89
110 48,60 48,73 0,13 2,91 38,25 0,04 0,07 0,80 39,74 0,65 14,54
120 52,57 52,68 0,11 3,02 38,29 0,04 0,07 086 43,20 05 15,10
130 51,83 51,92 0,09 3,11 38,33 0,04 0,07 0,93 46,58 046 15,56
140 52,14 52,21 0,08 3,19 38,37 0,04 0,07 1,00 49,96 038 1594
150 51,28 51,33 0,06 3,25 38,41 0,04 0,07 1,07 5333 028 16,23
160 50,74 50,78 0,04 3,29 38,45 0,04 0,06 1,13 56,37 0,19 16,42
170 50,64 50,68 0,03 3,32 38,48 0,04 0,06 1,19 5958 0,16 16,57
180 50,82 50,85 0,02 3,34 38,52 0,04 0,07 126 6288 0,12 16,70
190 52,51 52,52 0,01 3,36 38,56 0,04 0,06 1,32 6592 0,07 16,77
200 52,36 52,37 0,01 3,37 38,60 0,04 0,06 1,38 69,13 0,07 16,84
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Tabela 8.4- Dados do ensaio cinético a 350 bar e 50C.

t F (@) i Ext Ext*® CO, DCO, DCO, CO,* S/F Rend. Rend.*
(min.) ) (@ (9 (M) (M) (k) (ko) (bu) (%) (%)

0 000 0,00 0,00 0,00 37,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

10 49,98 50,22 0,24 0,24 37,83 0,06 0,09 0,09 464 122 122

20 51,99 52,49 0,50 0,74 37,87 0,04 0,07 0,16 7,98 248 3,70

30 52,14 52,60 0,46 1,20 37,92 0,04 0,07 023 11,66 2,30 6,00

40 51,69 52,21 0,53 1,73 37,96 0,05 0,08 031 1550 2,63 8,63

50 50,57 51,00 0,43 2,16 38,01 0,04 0,07 038 19,18 2,17 10,80
60 50,02 50,36 0,35 2,51 38,05 0,04 0,07 045 22,60 1,74 12,554
70 49,54 49,81 0,27 2,78 38,09 0,04 0,06 052 2578 135 13,89
80 52,64 52,86 0,22 3,00 38,13 0,04 0,07 058 29,12 1,09 14,97
90 49,99 50,16 0,18 3,17 38,17 0,04 0,07 0,65 32,62 0,88 15,85
100 50,64 50,77 0,13 3,30 38,21 0,04 0,07 0,72 3588 0,63 16,48
110 49,38 49,47 0,09 3,39 38,25 0,04 0,07 0,79 39,31 045 16,93
120 48,71 48,79 0,08 3,47 38,29 0,04 0,07 085 42,73 042 17,35
130 52,38 52,43 0,05 3,52 38,33 0,04 0,07 092 46,07 0,25 17,60
140 49,91 49,95 0,04 3,56 38,37 0,04 0,07 099 49,41 0,20 17,80
150 50,72 50,75 0,03 3,59 38,41 0,04 0,07 1,06 52,75 0,15 17,95
160 50,31 50,32 0,02 3,61 38,45 0,04 0,06 1,12 5576 0,08 18,03
170 51,00 51,02 0,02 3,63 38,48 0,04 0,06 1,18 5893 0,11 18,13
180 49,37 49,38 0,00 3,63 38,52 0,04 0,07 124 62,19 0,02 18,15
190 50,67 50,67 0,00 3,63 38,56 0,04 0,06 130 6520 0,02 18,16
200 52,51 52,51 0,01 3,64 38,60 0,04 0,06 1,37 6837 0,02 18,19
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APENDICE C - DADOS DA DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS

1.0 - y=12,9218x - 00184
0.9 R2 = 0,9992

0.8
07 A
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Abs. 725 nm

Concentragao (mg/mL)

Figura 8.1 - Curva de calibragédo do &cido galico (mg/mL).
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APENDICE D - DADOS DA DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

y = 0,7474x + 0,0060
0.35 - R*=0,9989
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Figura 8.2 - Curva de calibracdo em equivalentes de rutina (mg/mL).
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APENDICE E - DADOS DA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Tabela 8.5 - Dados do padrdao BHT e do controle em triplicata para a andlise de atividade
antioxidante.

t (min) BHT1 BHT2 BHT3 BHT4 BHT5 BHT6 C1 C2 C3

0 0,9479 09772 0,9802 09859 0,9822 09775 0,9000 0,9000 0,9000
15 0,9365 09388 0,9411 09533 0,9515 09529 0,6153 0,7014 0,7014
30 0,9259 10,9324 0,9303 0,9398 0,9430 09439 0,4718 0,5945 0,5945
45 0,9179 09196 0,9189 09264 0,9377 09348 0,3443 04728 0,4728
60 0,9153 09045 0,8984 09136 0,9239 09275 0,2464 0,3657 0,3657
75 0,8726  0,8931 0,8855 0,8969 0,9088 09155 0,1974 0,2572 0,2572
90 0,8301 0,8655 0,8686 0,8835 0,8990 0,9100 0,632 0,1720 0,1720
105 0,7883 0,8493 0,8540 0,8700 0,8890 0,9051 0,1376 0,1093 0,1093

120 0,7589 0,8387 0,8449 0,8645 0,8849 09011 0,1176 0,0745 0,0745

Tabela 8.6 - Dados da atividade antioxidante das amostras para cada uma das cinco
pressdes (em duplicata) na temperatura de 50C.

(min) 200/50.1 200/50.11 250/50.1 250/50.11 300/50.1 300/50.11 350/50.1 350/50.11 400/50.1 400/50.11
min

0 1,00 0,98 0,96 0,95 0,99 0,97 0,92 0,97 0,95 0,95
15 0,69 0,71 0,67 0,58 0,67 0,59 0,61 0,72 0,88 0,72
30 0,59 0,63 0,61 0,51 0,58 0,52 0,55 0,65 0,85 0,66
45 0,50 0,54 0,51 0,44 0,49 0,42 0,46 0,56 0,79 0,57
60 0,41 0,46 0,45 0,38 0,40 0,36 0,39 0,48 0,73 0,48
75 0,33 0,41 0,41 0,35 0,33 0,31 0,35 0,41 0,68 0,42
90 0,24 0,36 0,38 0,31 0,28 0,27 0,33 0,34 0,63 0,37
105 0,15 0,28 0,29 0,23 0,21 0,24 0,28 0,27 0,58 0,31

120 0,08 0,21 0,22 0,17 0,15 0,17 0,22 0,20 0,52 0,27
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Tabela 8.7 - Dados da atividade antioxidante das amostras para cada uma das cinco
pressdes (em duplicata) na temperatura de 70<C.

t
(min) 200/70.1 200/70.11 250/70.1 250/70.11 300/70.1 300/70.1 350/70.1 350/70.1 400/70.1 400/70.lI

0 0,98 0,99 1,00 0,97 1,00 0,90 1,00 1,00 1,00 1,00
15 0,60 0,62 0,65 0,72 0,75 0,70 0,80 0,64 0,69 0,78
30 0,49 0,54 0,56 0,57 0,62 0,61 0,72 0,58 0,63 0,72
45 0,42 0,47 0,46 0,49 0,53 0,53 0,64 0,53 0,57 0,67
60 0,35 0,42 0,39 0,43 0,46 0,45 0,59 0,48 0,52 0,62
75 0,29 0,34 0,29 0,33 0,38 0,37 0,54 0,44 0,47 0,57
90 0,22 0,28 0,22 0,27 0,36 0,30 0,47 0,40 0,43 0,52
105 0,15 0,22 0,14 0,21 0,38 0,23 0,42 0,36 0,37 0,49

120 0,10 0,19 0,08 0,16 0,39 0,17 0,37 0,33 0,33 0,46
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APENDICE F - DADOS DO TEOR DE TOCOIS
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Figura 8.3 - Dados referentes a composi¢céao do teor de tocdis para a condicao 200 bar e

50C.
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Figura 8.4 - Dados referentes a composi¢céao do teor de tocdis para a condicao 250 bar e

50C.
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Figura 8.5 - Dados referentes a composi¢céao do teor de tocdis para a condicao 300 bar e

50C.

- 3633

20.000

Figura 8.6 - Dados referentes a composicao do teor de tocois para a condigao 350 bar e

50C.



Apéndice

5,000 20,000
1
2r e
3l
4 s ann -
i i
6 16,183
7h - 7,016
; 5
5
10 | 10,023
11
2
o ;
14 7

Figura 8.7 - Dados referentes a composi¢céao do teor de tocdis para a condicao 400 bar e
50C.
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Figura 8.8 - Dados referentes a composicao do teor de tocois para a condigao 200 bar e
70C.
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Figura 8.9 - Dados referentes a composicao do teor de tocois para a condigao 250 bar e
70C.
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Figura 8.10 - Dados referentes a composi¢éao do teor de tocois para a condi¢cdo 300 bar e
70C.
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Figura 8.11 - Dados referentes a composi¢éo do teor de tocois para a condi¢cdo 350 bar e

70C.
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Figura 8.12 - Dados referentes a composi¢éao do teor de tocéis para a condi¢cao 400 bar e

70CT.
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APENDICE G - DADOS DE COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS
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Figura 8.13 - Cromatograma obtido para a condi¢ao de extracao de 200 bar e 50C.
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Figura 8.14 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 250 bar e 50<C.
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Figura 8.15 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 300 bar e 50<C.
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Figura 8.16 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 350 bar e 50<C.
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Figura 8.18 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 200 bar e 70<C.
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Figura 8.19 - Cromatograma realizado para a condi¢ao de extracao de 250 bar e 70C.
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Figura 8.20 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 300 bar e 70<C.
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Figura 8.21 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 350 bar e 70<C.
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Figura 8.22 - Cromatograma obtido para a condicao de extragao de 400 bar e 70<C.
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