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EXTRAGCAO DE CAROTENOIDES DE PITANGA LIOFILIZADA COM
DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO.

Autor: Genival Lopes Filho
Orientador: Prof. Dr. Fernando Antonio Cabral
Co-orientador: Prof. Dra. Alessandra Lopes de Oliveira

RESUMO

A pitanga (Eugenia uniflora) é uma fruta nativa do Brasil e amplamente distribuida
nos paises da América do Sul. Atualmente, seu uso é para a obtencao de polpas e
sucos, mas quando se fala do seu potencial antioxidante e propriedades
farmacoldgicas, a pitanga ainda é pouco estudada. Os carotenodides por sua vez,
sdo amplamente conhecidos pelo seu poder corante, valor nutricional, atividade
antioxidante e protecdo contra algumas doencgas. No presente trabalho, foram
obtidos extratos a partir dos frutos liofilizados da pitanga usando o diéxido de
carbono supercritico como solvente de extracao, nas condicdes de 40°C e 60°C e
nas pressdes de 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 bar. Os ensaios foram
realizados em duplicata. Os extratos foram saponificados com KOH metandlico e a
analise dos carotendides foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos. O maior rendimento global em extrato foi de
1,03% na condig¢édo de 60°C e 350 bar. Quanto a composicao de carotendides, os
extratos apresentaram uma composi¢cdo complexa sendo B-criptoxantina, licopeno
e rubixantina os carotendides majoritarios. A condicdo de maior concentracao de
carotenoides totais nos extratos foi a 60°C e 250 bar perfazendo 5474ug/g, sendo
licopeno, rubixantina e cis-licopeno os carotendides majoritarios nesta condicéo,
representando, respectivamente, 49, 22 e 17% do total. Contudo, a melhor
condicao operacional para extracdo de rubixantina foi a 40°C e 300 bar (1485
ug/g). A variacao das condigdes operacionais de temperatura e pressao indicou
que o diéxido de carbono supercritico € seletivo no fracionamento dos diferentes
carotenoides, sendo que na isoterma de 60°C nao foi detectada a presenca de B-
criptoxantina nos extratos quando a pressao variou de 200 a 300 bar. Notou-se
que para pressdes acima de 250 bar, nas duas isotermas, ndo houve influéncia
das condi¢des operacionais de extracdo nas concentracdes de o e 3-caroteno nos
extratos.

Palavras chave: Pitanga, Eugenia uniflora, carotendides, extragdo supercritica.



SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION OF CAROTENOIDS FROM
A FREEZE-DRYED POWDER OF Eugenia uniflora.

Author: Genival Lopes Filho
Major Professor: Prof. Dr. Fernando Antonio Cabral

Professor: Prof. Dra. Alessandra Lopes de Oliveira

ABSTRACT

Pitanga (Eugenia uniflora) is a fruit native from Brazil and widely distributed in
South America. Nowadays, it is used for obtaining pulps and juices, in spite of this,
there are few studies analyzing its antioxidant activity and pharmacological
properties. On the other hand, the carotenoids, are widely known for their coloring
power, nutritional role, antioxidant activity and protection against some diseases. In
the present work, extracts of freeze-dried powder of fruits of pitanga were obtained
by supercritical carbon dioxide extraction. The operational conditions were as
follows: pressures of 100, 150, 200, 250, 300, 350 and 400 bar and temperatures
of 40 and 60°C. The assays were conducted in duplicate. The extracts were
saponified with 10% methanolic KOH and the carotenoid analysis was carried out
by high performance liquid chromatography (HPLC) with diode array detector. The
larger global yield was achieved at 60°C and 350 bar (1,03%). All extracts showed
a complex carotenoid composition with B-cryptoxanthin, lycopene and rubixanthin
as the major carotenoids. The condition of higher carotenoid content in the extract
was 60°C and 250 bar, reaching 5474 ug/g, being lycopene, rubixanthin and cis-
lycopene the major carotenoids, representing, respectively, 49, 22, and 17% of the
total amount. However, the best operational condition for rubixantin extraction was
at 40°C and 300 bar (1485 pg/g). The variation of pressure and temperature
showed that supercritical carbon dioxide is selective for carotenoids extraction, as
was confirmed at 60°C and pressures among 200 and 300 bar. In this condition
any B-cryptoxanthin in the supercritical extracts was detected. For pressures above
250 bar, there was no influence of pressure and temperature on the concentration
of o and B-carotene in pitanga extracts.

Keywords: Pitanga, Eugenia uniflora, carotenoids, supercritical extraction.
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1. INTRODUCAO

A cor é um dos atributos mais importantes na comercializacdo de
alimentos influenciando diretamente na aceitacao e preferéncia de determinados
produtos por parte do consumidor. No passado, a necessidade de atrair a atengéo
do consumidor fez com que as industrias de alimentos passassem a utilizar
corantes sintéticos com o intuito de tornar seus produtos mais atrativos deixando-
0s 0 mais semelhante possivel aos produtos naturais. Entretanto, alguns desses
corantes sintéticos foram considerados inadequados para 0 consumo o0 que gerou
uma tendéncia a substituicdo pelos pigmentos naturais. Atualmente percebe-se
uma mudang¢a no comportamento do consumidor, que por sua vez, estd mais
preocupado com a qualidade e com os beneficios que os alimentos podem

proporcionar a sua saude.

Os carotenoides sao amplamente conhecidos pelo seu poder corante e
sua cor pode variar do amarelo ao vermelho. Alguns carotendides também
desempenham importante papel nutricional como precursores de vitamina A, além
de outras agdes, tais como, protecao contra alguns tipos de cancer, doencas
cardiovasculares, cataratas, degeneracdo macular e melhoria do sistema
imunolégico (Krinsky, 1994).

Bendich & Olson (1989), Tinkler et al. (1994) e Edge et al. (1997)
associaram, em seus estudos, as fungdes bioldgicas dos carotendides em seres
humanos. De acordo com estes autores, esses compostos podem ser importantes
na protegcdo de células atuando como antioxidantes contra radicais livres e
sequestrando oxigénio singlete devido ao seu longo sistema de ligacées duplas

conjugadas.
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Entretanto, o sistema de ligacbes duplas conjugadas presente na
estrutura dos carotendides é responsavel pela isomerizacdo e oxidagao gerando
diminuicdo de cor e de atividade biolégica. Dessa forma, a utilizacdo dos
carotenodides na industria de alimentos e de cosméticos limita-se bastante as
condicoes de processamento e estocagem tais como, disponibilidade ao oxigénio,
exposicdo a luz, temperatura, presenca de metais, atividade de agua e pH
(Rodriguez-Amaya, 1999).

Os processos de separacdo envolvendo o dioxido de carbono
(CO.)0020supercritico podem resolver alguns problemas atuais das industrias de
processamento, pois reduzem o impacto ambiental, diminuem residuos téxicos
produzindo alimentos mais saudaveis. O didéxido de carbono é inerte, ndo toxico,
de baixo custo, sendo ideal para uso em alimentos. O produto final obtido por este
processo € isento de residuos de solventes organicos, atende as restricoes
impostas pelos 6rgaos de saude e é de excelente qualidade (Brunner, 2005;
Sajfrotova et al., 2005; Reverchon, 1997). O CO, traz a vantagem de se trabalhar
com baixas temperaturas, caracteristica importante em processos que envolvem
materiais termolabeis e por fim, como o diéxido de carbono é um gas nas
condicoes ambientes de pressdo e temperatura, sua separacdo €& simples,
facilitada pelo aquecimento e reducdo da pressao as condigdes ambientais
(Brunner, 2005; Della Porta et al., 1998; Reverchon, 1997).

A planta Eugenia uniflora, comumente conhecida como “pitanga” €
nativa do Brasil e pertence a familia das Mirtaceas. Atualmente, esta amplamente
distribuida em paises da América do Sul como Argentina, Uruguai e Paraguai
(Consolini e Sarubbio, 2002).

A pitanga é um fruto empregado industrialmente na obtencao de polpas
e sucos, entretanto ao considerar seu potencial como fonte de antioxidantes e as
propriedades farmacolégicas que seu extrato possa desempenhar, pouco se
conhece a respeito das possiveis aplicacdes tecnoldgicas. Baseado no fato de que

nao existe na literatura a caracterizacao de extratos de pitanga obtidos com fluido
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supercritico, 0os seguintes objetivos foram estabelecidos como proposta para este
trabalho.



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi estudar a viabilidade de se extrair e
fracionar carotenoides do fruto da pitangueira usando di6xido de carbono

supercritico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizacao da amostra: umidade e teor de carotenoides no fruto.

= Obtencao de dados experimentais de rendimento global de extracao
em funcdo das variaveis operacionais (temperatura, pressdo e

granulometria).

» Obtencdo de dados experimentais de rendimento de extracdo de
carotenoides totais e individuais em fungcdo das variaveis

operacionais (temperatura, pressao e granulometria).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. PITANGA

A pitanga (Eugeniva uniflora) € um fruto tropical, pertencente a familia
das Mirtaceas. E nativa do Brasil, especificamente das regides Sul e Sudeste, e
tem sido cultivada no sul dos Estados Unidos, nas llhas do Caribe, na india,
China, Egito, Nigéria e Austrdlia (Gomes, 1975; Weyerstahl et al., 1988;

Lederman, et al., 1992; Kanazawa et al., 2000).

O fruto é uma baga globosa, com sete a dez sulcos longitudinais de 1,5
— 5,0 cm de didmetro, coroado com sépalas persistentes que possui aroma
caracteristico intenso e sabor doce e acido. No processo de maturacao, o epicarpo
passa de verde para amarelo, alaranjado, vermelho, vermelho-escuro, podendo
chegar até quase negro (Bezerra et al., 2000).

O fruto da pitangueira apresenta, em média, 69% de polpa, 31% de
sementes e cerca de 85% de umidade (Guimaraes et al., 1982; Villachica, 1996).
A polpa, de coloracdo vermelha, € suculenta, macia, agridoce e aromatica
(Villachica, 1996).

Os carotendides da pitanga sao o fitoflueno, B-caroteno, ¢-caroteno, B-
criptoxantina, y-caroteno, licopeno, rubixantina e um outro ndo identificado. O
licopeno é o principal carotenoide da pitanga representando 32% dos carotendides
totais (Cavalcante, 1991).
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Mais de 50 tipos de carotendides tém sido extensivamente estudadas
por atuarem como precursores de vitamina A. Mais recentemente, o licopeno, que
€ o principal responsavel pela cor vermelho-escuro do tomate, vem despertando
interesse dos pesquisadores. As propriedades do licopeno de atuar contra os
radicais peroxidos e desse modo sequestrar o oxigénio singlete através das suas
duplas ligagbes reduz o risco de desenvolvimento de aterosclerose e doengas
coronarias prevenindo a oxidagédo do colesterol de baixa densidade (LDL). Além
disso, existe um crescente numero de evidencias clinicas e estudos
epidemioldgicos confirmando o papel do licopeno no combate a diferentes tipos de
cancer (Gomez-Prieto et al., 2003).

O licopeno também é considerado como sendo um importante pigmento
natural no que diz respeito a comercializacdo, pois este é considerado um
ingrediente funcional emergente no mercado nutraceutico. Especificamente o
licopeno é altamente demandado ndo somente pelas indlstrias farmacéuticas,
mas também pela indlstria de cosméticos e de alimentos (Gémez-Prieto et al.,
2003).

Dentre os compostos fendlicos, a polpa de pitanga de coloracao roxa
apresenta teor de antocianinas e flavonoides totais de 22,50 mg/100g e 13,93

mg/100g respectivamente (Lima et al., 2000).

3.1.1. QUIMICA DA Eugenia uniflora

Em 1977, Rucker et al. isolaram varios componentes do 6leo essencial
de frutos de E. uniflora principalmente sesquiterpenos, como furanoelemeno,
germacreno, y-elemeno, selina-4(14),7(11)—dieno. Wyerstahl et al. (1988) detalhou
a composicao do 6leo essencial de folhas de E. uniflora, obtido com rendimento de
1%, como um O6leo amarelo, do qual cariofileno (5,7%), furanodieno (24%),
germacreno B (5,8%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (17%) e oxidoselina-1,3,7(11)-

trien-8-ona (14%) sao os componentes majoritarios.
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Morais et al. (1996) isolaram e identificaram os componentes do 6leo
essencial de folhas de Eugenia uniflora, colhidas na regido Nordeste do Brasil,
com rendimento de 0,74%, do qual os componentes majoritarios sao selina-
1,3,5(11)-trien-8-ona e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona, com teores de 48,52% e
17,33% respectivamente. Maia et al. (1999), estudando o 6leo essencial, obtido
por hidrodestilacédo, de folhas e ramos de E. uniflora, colhidos na cidade de Belém,
no Para, obtiveram 1,8% em O6leo essencial, do qual germacreno (32,8%),
germacreno B (15,6%) e curzeneno (30,0%) foram isolados como componentes

mais abundantes.

Alguns trabalhos relatam a composicao do éleo essencial das folhas e
dos frutos da pitangueira. Ogunwande et al. (2005) encontraram no 6leo volatil
das folhas 19,7% de curzereno, 17,8% de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, 16,9% de
atractilona e 9,6% de furanodieno e nos frutos, 27,5% de germacrona, 19,2% de
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, 11,3% de curzereno and 11% de oxidoselina-
1,3,7(11)-trien-8-ona. Os constituintes dos 6leos essencias das folhas e dos frutos
de Eugenia uniflora encontradas neste estudo estdo apresentados na Tabela 1.
Oliveira et al. (2006) detectaram no dleo volatil do fruto 36.2% de B-ocimeno,

13,4% do isémero B-ocimeno e 10.3% de B-pineno.

Schmeda-Hirschmann (1995) observou a incidéncia dos flavondides
quercetina e miricetina em extratos, obtidos com etanol 70%, de folhas de Eugenia
uniflora, coletadas no leste do Paraguai. Lee et al. (1997), investigando os
constituintes fendlicos de folhas de E. uniflora, relatam a presenca de eugeniflorina
D1 (CzsHs52048) e eugeniflorina Dy (CesHasO4s), dois taninos macrociclicos
hidrolisaveis, obtidos do extrato metandlico das folhas. Oliveira (1999) verificou a
presenca de alcaldides por cromatografia em camada delgada em extratos de
Eugenia uniflora, empregando reativo de Draggendorf para revelacéao.
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Tabela 1: Constituintes dos éleos essenciais das folhas e dos frutos de Eugenia
uniflora (Ogunwande et al., 2005).

Componente Composicao (%)
Folhas Frutos

Trans-2-Hexenal Tr Nd
o-Pineno Tr 0,1
Myrceno Tr 0,5
p-Cymene Tr Nd
Limoneno Tr Nd
cis-Ocimeno 0,1 1,6
trans-Ocimeno 0,2 3,9
Terpinoleno Tr 0,1
o-Elemeno 0,4 0,2
B-Elemeno 2,7 1,5
o-Gurjuneno Tr Nd
B-Cariofileno 3,9 2,2
B-Gurjuneno Tr Nd
v-Elemeno 1,0 0,7
Aromadendreno 0,1 Tr
o-Humuleno 0,3 0,3
Aloaromadendreno 0,2 0,1
v-Selineno 0,3 0,9
Germacreno D 1,2 0,9
B-Selineno 0,5 0,6
d-Selineno Nd 0,3
Ledeno Nd 1,6
Biciclogermacreno 2,4 Nd
Curzereno 19,7 11,3
v-Cadineno Nd 0,2
B-Cadineno 0,5 Tr
d-Cadineno 0,4 0,3
4,7(11)-Selinadieno 0,2 0,8
3,7(11)-Selinadieno 0,3 0,4
Germacreno B 5,8 4,0
Spatulenol 1,5 0,4
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Tabela 1: Continuacao

Componente Composicao (%)
Folhas Frutos

Ci5H240 1,0 0,8
Guaiol 1,4 0,7
trans-B-Elemenona 0,9 1,6
C15H260 Nd 0,5
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 17,8 19,2
t-Cadinol Nd 0,6
Atractilona 16,9 4,5
C14H1602 1,1 Nd
Furanodieno 9,6 Nd
Germacrona 2,6 27,5
Oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona 5,9 11,0

Nd = nao detectado; Tr = trago < 0,1%.

3.1.2. FARMACOLOGIA DAS FOLHAS

Schmeda-Hirschmann et al. (1987), estudando a toxicidade do extrato
hidroalcodlico de folhas de E. uniflora nao verificaram toxicidade em doses até 4,2

0/kg, administradas em camundongos, por via oral.

Theoduloz et al. (1988), avaliaram espécies de Mirtaceas paraguaias
quanto a inibicdo de 50% da atividade da enzima xantina oxidase, e obtiveram
indices de 22 pg/ml para extrato de folhas de E. uniflora. Os indices obtidos para
outras espécies da familia, variaram de 3 a 50 pg/ml. A acao inibitéria dos padrdes
dos flavondides quercitrina e miricitrina (miricetina-3-O-ramnosideo), sobre a

enzima xantina oxidase foi demonstrada.

Schapoval et al. (1994), estudando as infusées e decocgdes das folhas
de E. uniflora, seguindo o0 modo de preparo preconizado pela populagéo, relatam
efeito antiinflamatério com a infusdo elaborada a partir de folhas. Os infusos e
decoctos testados mostraram acdo analgésica, nas condicbées do ensaio e se
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revelaram mais ativos em relacdo a diminuicdo do transito intestinal,
provavelmente, por extrairem os taninos mais eficazmente. Tanto infusos como os
decoctos nao exibiram acdo antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans. Em contrapartida, Ogunwande et al. (2005)
relataram que o dleo essencial da fruta de E. uniflora exibiu uma forte atividade
contra a bactéria Staphylococcus aureus, enquanto que o 6leo da folha mostrou-

se eficaz contra o crescimento de Bacillus cereus.

Almeida et al. (1995) constataram a diminuigcdo da propulsao intestinal
em ratos como conseqgléncia do aumento da densidade das fezes, causado pelo
aumento de absorcao de agua em todas as porcoes do intestino.

Gbolade et al. (1996) relataram a agao contratil de extratos a partir das
folhas de E. Uniflora dissolvidos com acetato de etila, sobre o duodeno isolado de
rato, em comparagao com acetilcolina. O 6leo essencial ndo exibiu esta atividade,
levando os autores a concluirem que o extrato contém principios anticolinérgicos,

ausentes no 6leo essencial.

Consolini et al. (1999), tendo em conta o uso popular de Eugenia
uniflora  como anti-hipertensiva, estudaram os efeitos da administracdo
intraperitoneal de seu extrato aquoso bruto em ratos, nos quais observaram
decréscimo dose-dependente de até 47,1% nos niveis de presséo sangulinea. Nos
estudos que se seguiram, a fim de elucidar o mecanismo desta agédo, concluiram
os autores que este é mediado pela vasodilatagdo direta e uma fraca acao
diurética que pode estar relacionada com o aumento do fluxo sangulineo renal.

Momose (2000) atribuiu atividade inibitéria as folhas de Eugenia uniflora
sobre as enzimas a - glicosidase, maltase e sucrase, sendo, por isso, util no
tratamento de diabetes. Os extratos obtidos por extracdo com agua quente foram
testados por via oral em camundongos e significativa supressao do aumento dos
niveis séricos de acucar foi registrada.

Na mesma linha de pesquisa, Matsumura et al. (2000) confirmaram a
presenca de componentes do extrato aquoso de folhas secas de E. uniflora

capazes de inibir a degradacao enzimatica de polissacarideos a monossacarideos

10
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e determinaram a intensidade da inibicao das a-glicosidases. O fracionamento do
extrato aquoso por coluna de troca i6nica levou a fracdo que exibiu atividades

inibitéria para estas enzimas, 13 ou 19 vezes maiores do que as anteriores.

Adebajo et al. (1989), tendo por base informagdes anteriores de que a
composicado do bleo essencial de frutos e de folhas de Eugenia uniflora, varia
qualitativamente e quantitativamente, dependendo do momento da colheita,
estacdo do ano, estadgio de maturidade antes da colheita, estudaram estas
variagdes por meio da avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial das
folhas e frutos de E. uniflora, colhidos em diferentes estagios de maturacdo. Os
resultados obtidos para Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans e Trichophyton menthagrophytes foram diversos
para amostras colhidas em diferentes periodos do dia e em diferentes épocas do
ano, indicando uma variacdo na composicdo do 6leo das diferentes amostras.
Comentam os autores que estas diferencas devem ser consideradas na
otimizac&o da atividade antimicrobiana de E. uniflora. A maioria das amostras foi
inativa contra Staphylococcus aureus, Serratia marcescens e Yersinia
enterocolitica. Pseudomonas aeruginosa foi a bactéria mais sensivel, enquanto T.

menthagrophytes foi o fungo mais sensivel.

3.2. FLUIDO SUPERCRITICO

Uma substéancia estd em estado supercritico quando sua temperatura e
pressao sao superiores a seus valores criticos. O ponto critico de cada substancia
€ caracterizado por sua temperatura critica, pressdo critica e volume critico.
Abaixo do ponto critico a substancia pode existir como soélido, liquido ou vapor e
acima deste ponto existe a regido supercritica, sendo que as variagdes das
propriedades termodinamicas nesta regido podem ser intensas, causando
diferentes efeitos em solutos e reagentes (Sandler, 1989; Brunner, 2005). A Figura

1 mostra o diagrama de fases para uma substancia pura.

11
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Figura 1: Diagrama de equilibrio para uma substancia pura (Baiker, 1999).

Na Figura 1 sado observadas as regides onde sélido, liquido, gas
(vapor), liquido-vapor, solido-liquido e fluido supercritico existem. As isotermas T
(T1 < Tg), T2 (T2 > Tg) e T3 (Ts >> T¢) ilustram a variagédo da densidade (p) em
relacdo a pressao (Baiker, 1999). Nas regides acima do ponto critico, pequenas
oscilagdes na pressao e/ou temperatura acarretam grandes variacbes na
densidade. Entretanto para isotermas muito maiores do que T3 (T, >> T3) é
necessario uma variacao consideravel na pressdao para que produza uma
mudanca substancial na densidade (Bott, 1982).

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas de uma
substancia assumem valores intermediarios aqueles dos estados liquido e gasoso.
Propriedades relacionadas a capacidade de solubilizacdo, como a densidade, de
um fluido supercritico aproximam-se daquelas tipicas de um liquido, enquanto que
as propriedades relacionadas ao transporte de matéria, como a difusividade e a
viscosidade, alcangcam valores tipicos aos de um gas (Baiker, 1999; Carvalho Jr.,
2004). Sabe-se que os liquidos sdo excelentes solventes, mas de difusao lenta e
alta viscosidade. Os gases por sua vez, sao péssimos solventes, mas se difundem
com extrema facilidade e sao poucos viscosos. Dessa forma, os fluidos

12
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supercriticos sdo 6timos solventes combinando caracteristicas desejaveis tanto de

liquidos quanto de gases.

A Tabela 2 apresenta uma comparacao entre os dados criticos para

algumas substancias puras.

Tabela 2: Dados criticos para componentes puros.

Solvente Tc (K)? Pc (MPa)? pc (kg m?)°
Dioxido de Carbono (CO.) 304.15 7.38 468
Agua (H20) 647.3 22.12 322
Etanol (CH3CH,OH) 513.9 6.14 276
Metanol (CH3;OH) 512.6 8.09 272
Amoénia (NH3) 455.55 11.35 235
Isopropanol (CH;CHOHCH;) 508.3 4.76 273

Fonte: 2 Reid et al., 1986.
® Ambrose, 1991.

3.2.1. EXTRACAO SUPERCRITICA

A extracdo com fluido supercritico, ESC ou SFE, de matrizes sélidas
consiste em duas etapas: extracdo e separacdo do extrato do solvente. Na
extracdo, o solvente supercritico escoa através de um leito fixo de particulas
sélidas e solubiliza os compostos da matriz sélida. O solvente é alimentado no
extrator e distribuido uniformemente no interior do leito fixo. A mistura
soluto/solvente deixa o extrator e passa pelo precipitador, onde finalmente os
componentes sdo separados (Brunner 1994).

Brunner (1994) também observou que, durante a extracdo de

componentes soluveis de um produto natural:

1. A matriz sé6lida absorve o solvente supercritico e outros fluidos, os
quais sao deliberadamente adicionados para atuar sobre o processo
de extracdo. Como consequéncia, a estrutura celular dilata-se e a

resisténcia ao transporte diminui.

2. Paralelamente, os componentes soluveis sao dissolvidos pelo
solvente. Reacdes quimicas podem ocorrer antes da solvatacao.

13
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3. Os componentes dissolvidos sdo transportados para a superficie do
sOlido. Nesta etapa a difusdo € o mecanismo de transporte mais
importante. Estes componentes agora dissolvidos formam a fase
fluida e escoam para a saida do extrator.

O interesse pela extragdo supercritica cresceu muito nos ultimos anos
tornando-se um campo promissor para a industria quimica, farmacéutica e de
alimentos. Trata-se de um processo alternativo que atende as restricoes impostas
pelos 6rgaos de saude podendo minimizar o impacto ambiental pela diminuigéo
dos residuos toxicos reduzindo os custos operacionais. De todos o0s gases e
liquidos estudados, o CO, é o fluido mais comumente usado para ESC devido aos
baixos valores de suas propriedades criticas (Sajfrotova et al., 2005). O CO, é
inerte, ndo téxico, de baixo custo, sendo ideal para uso em alimentos, dessa
forma, o produto final obtido por este processo € isento de residuos de solventes
organicos (Brunner, 2005; Reverchon, 1997).

Uma das grandes vantagens da extracdo com diéxido de carbono
supercrtitico é permitir o processamento de materiais a baixas temperaturas, o que
€ especialmente adequado quando compostos termolabeis estdo presentes.
Dessa forma, evita-se a degradacdo desses compostos, que é um problema
duplamente prejudicial, pois os compostos degradados comprometem a qualidade
do produto final e geram rejeitos industriais indesejaveis que precisam ser tratados
antes de eliminados. Outra vantagem é a possibilidade de facil separacdo do
solvente apds o processo de extracao apenas pelo aquecimento e reducdo da
pressdao as condicdes normais (Brunner, 2005; Della Porta et al, 1998;
Reverchon, 1997).

O CO: supercritico comporta-se como um solvente lipofilico mas,
comparado com solventes liquidos, possui a vantagem de ser seletivo ou seja, o
seu poder de solvatacdo pode ser ajustado (Della Porta et al., 1998; Reverchon,
1997). Segundo Brunner (2005), o poder de solvatacao do CO, supercritico pode

ser resumido de acordo com algumas regras:

1. Dissolve compostos apolares ou ligeiramente polares.

14
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2. O poder de solvatacao para compostos de baixa massa molecular é
alto e decresce com o aumento da massa molecular. Possui alta

afinidade para compostos organicos oxigenados.

3. Acidos graxos livres demonstram baixa solubilidade. Pigmentos s&o

ainda menos soluveis.

4. Agua possui baixa solubilidade em temperaturas abaixo de 100°C.

Proteinas, polissacarideos, agucares e minerais sao insoluveis.

5. O CO, supercritico é capaz de extrair compostos que sao menos
volateis, com alta massa molecular e/ou que sdo mais polares, com o

aumento da presséao.

Alguns possiveis produtos produzidos pela tecnologia supercritica ja
podem ser facilmente encontrados (Brunner, 2005). Como exemplo pode-se citar a
descafeinizacao de café e cha, desalcoolizacdo de cerveja e vinho, remogéao do
colesterol de alimentos e obtencdo de extrato de lupulo para fabricacdo de
cerveja. Brunner (2005) e McHugh e Krukonis (1994) mostram mais detalhes e

outras aplicac6es da extracado supercritica.

Entretanto, apesar das técnicas especiais e da disponibilidade de
matérias-primas, ainda nao estudadas, com excelente qualidade e preco, ainda
ndo ha na América do Sul uma unidade industrial de extracao supercritica (Rosa e
Meireles, 2005).

3.2.2. TECNIQAS EXPERIMENTAIS PARA DE TERMINACAO DE
EQUILIBRIO DE FASES A ALTAS PRESSOES

Os métodos experimentais para determinacédo de equilibrio de fases a
altas pressdes sao classificados em dindmico, estatico analitico e estéatico
sintético. No método estatico, os componentes sdo colocados dentro de um
volume fechado e as condi¢cdes de equilibrio sdo obtidas esperando um tempo
apropriado. No método dinamico, o solvente supercritico flui através do soluto e

15
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tempos de contatos longos sédo estabelecidos no sistema (Reverchon, 1997;
Brunner, 1994; McHugh e Krukonis, 1994). A seguir sdo apresentadas as
caracteristicas de cada método.

3.2.2.1. METODO DINAMICO

Este método pode ser utilizado para determinar baixas concentracoes
na fase gasosa, desde que o soluto possa ser acumulado depois da célula de
equilibrio e assim as baixas concentracbes poder ser determinadas. Dados de
equilibrio podem ser obtidos rapidamente, mas o estabelecimento do equilibrio
deve ser cuidadosamente observado durante os experimentos. O método
dindmico é melhor aplicado para sistemas binarios, uma vez que, para sistemas
multicomponentes a composicao da fase condensada muda. Se aplicado para
sistemas multicomponentes, a variacdo da composicdo na fase liquida deve ser

levada em consideracao (Brunner, 1994).

3222 METODO ESTATICO ANALITICO

Este método € mais apropriado para sistemas com compostos pouco
volateis e com mais de dois componentes, e para determinacéo de solubilidade de
compostos pouco volateis em fluido supercritico. Para compostos de volatilidade
muito baixa, o método dindmico pode ser mais Uutil. O procedimento de
amostragem é uma operacao critica no método estatico, desse modo, a retirada
das amostras deve ser feita de tal forma a ndo provocar perturbagbes expressivas
no estado de equilibrio. Para o método estatico, erros nas concentracbes de
equilibrio sao caracteristicos e podem ocorrer por separacao insuficiente das fases
dentro da célula e mudancas de composicao durante o procedimento de
amostragem (Brunner, 1994).
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O equilibrio de fases para extracdo gasosa entre componentes de
volatilidades diferentes e em temperaturas relativamente baixas favorecem o
método estatico uma vez que, a composicao das fases é determinada diretamente
pela amostragem e a dependéncia da concentracdo em relacdo a pressao é
relativamente pequena. A principal vantagem do método estatico é que por
amostragem é possivel determinar dados de equilibrio de sistemas contendo um
nuamero ilimitado de componentes (Brunner, 2004).

3.2.2.3. METODO ESTATICO SINTETICO

Este é o método mais indicado para misturas liquidas binarias ou
misturas liquidas multicomponentes. De acordo com o procedimento do método
sintético, a mistura dentro do extrator é feita de quantidades exatamente
conhecidas dos componentes de modo que a concentracao total do sistema é
muito bem estabelecida (Brunner, 1994).

As condi¢des operacionais de pressao e temperatura sdo previamente
ajustadas, fazendo com que uma solucdo homogénea se forme. A principal
vantagem deste método é que nao ha necessidade de coleta de amostras das
fases em equilibrio para analise da composicdo quimica, além de preservar o
estado de equilibrio de disturbios na presséo, fazendo com que o procedimento
experimental seja mais simplificado. Outra vantagem importante € que sao
necessarias em cada experimento pequenas quantidades de soluto e solvente, o
que permite reduzir os custos da pesquisa experimental. Porém, dependendo do
namero de fases e de componentes presentes, ndo é possivel fixar a composicao
de uma das fases antes da transicdo, sendo que isto acarreta ao método uma
deficiéncia para a execugao de experimentos sob tais condi¢cdoes (Corazza, 2002
citado por Moura, 2004).
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3.3. EXTRACA O DE CAROTENOIDES COM  FLUIDO
SUPERCRITICO

Macias-Sanchez et al. (2005) estudaram a influéncia da pressao e
temperatura na extracao supercritica de carotendides e clorofila de pé liofilizado
da microalga marinha Nannochloropsis gaditana. As condicdes operacionais foram
100, 200, 300, 400 e 500 bar e temperaturas de 40, 50 e 60°C. Os experimentos
foram realizados com aproximadamente 0,29 de amostra, 15 min de equilibrio
estatico e 3 horas de extracdo. Ainda de acordo com os autores o tempo de
extracdo de 3 horas foi adotado, pois grande parte dos carotendides extraidos
com diéxido de carbono supercritico foram obtidos durante esse periodo. Neste
estudo, os autores concluiram que os maiores rendimentos foram obtidos na

pressao de 400 bar e na temperatura de 60°C.

Careri et al. (2001) investigaram a influéncia de alguns parametros de
operagcdo na extracdo com fluido supercritico de B-caroteno, B-criptoxantina e
zeaxantina em microalga Spirulina pacifica. As variaveis testadas foram
temperatura (40, 60 e 80°C), pressao (150, 250 e 350 bar), tempo de extracao
dindmica (40, 70 e 100 minutos) e porcentagem de etanol adicionado como co-
solvente (5, 10 e 15%). Os experimentos foram conduzidos utilizando 0,5 g de
amostra, 5 minutos de equilibrio estatico seguida de extracao dinamica. De acordo
com os resultados apresentados, os autores concluem que as melhores condicdes
de operacdo para extracdo de zeaxantina, B-criptoxantina e B-caroteno foram
80°C, 350 bar, 70 min; 76°C, 350 bar, 100 min e 60°C, 350 bar, 100 min
respectivamente. Uma limitacdo da extracdo com di6xido de carbono supercritico
€ nado ser muito eficiente na extracdo quantitativa de compostos polares
provenientes de matrizes sélidas devido ao baixo poder de solvatacdo do CO,
para com estes compostos. A adicdo de um modificador organico pode aumentar
drasticamente a eficiéncia de extragdo aumentando a solubilidade do analito,
reduzindo sua interagdo com a matriz ou induzindo modificagbes na matriz
vegetal. Desde que varios parametros podem, potencialmente, afetar a extracao

supercritica, a otimizacdo das condicées & um passo critico no desenvolvimento
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de um método de extracao supercritica. De fato, a solubilidade dos analitos pode
ser controlada pela composicao, densidade e temperatura, porém, o rendimento
da extracdo é dependente, ndo somente, dos parametros de extracdo, mas
também das caracteristicas da amostra tais como umidade, tipo da matriz e
tamanho das particulas dificultando, assim, a selecdo das condicées 6timas de
extracao.

Seo et al. (2005) extrairam carotendides de abdbora por extracao
liquido-liquido e por extracao supercritica. Para a extracdo com fluido supercritico,
os autores analisaram os efeitos do tempo de extracdo estatica e dindmica,
temperatura (40, 80°C), pressao (310, 350, 500 bar) e mudancas no poder de
solvatacao e seletividade do fluido supercritico através da adi¢do de alcool etilico
e metanol. Foram testados 0, 10 e 30% de adicao de co-solvente e tempos de
extragao estatico de 1, 10 e 30 minutos. Os resultados revelaram que as melhores
condicoes de temperatura, tempo de extracao estatica e dindmica, adicao de co-
solvente e pressao foram 80°C, 40 min, 10% e 310 bar.

Franca et al (1999) aplicaram a extracao com fluido supercritico para
determinar lipideos e carotenos da fruta buriti (Mauritia flexuosa). O efeito da
pressao e temperatura no rendimento de extracdo foi estudado através de um
experimento fatorial com replicagcbes para as temperaturas de 40 e 55°C e
pressoes de 200 e 300 bar. O 6leo extraido foi analisado por cromatografia gasosa
e espectrofotometria e os resultados foram comparados com o 6leo obtido
utilizando hexano como solvente. O 6leo obtido com hexano apresentou cerca de
1% de caroteno enquanto que a extracao supercritica foi capaz de remover cerca
de 80% do conteudo inicial de carotenos. De acordo com os autores, em casos em
que o componente alvo a ser extraido esta facilmente acessivel na superficie das
particulas ndo ha necessidade de estender a extracao até o fim por conta do
drastico aumento no custo de compressdao do solvente. Infelizmente isto nao
acontece na extracdo de carotenos, pois as fracdes de extrato com altas
concentracoes de carotenos sdo obtidas apenas no periodo controlada pela
difuséo.
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No estudo, Franca et al. (1999) avaliaram os efeitos da temperatura,
pressao e vazao de solvente no rendimento de extracao e verificaram através de
uma analise de variancia que os efeitos da vazdo de CO,, pressao e temperatura
afetam significativamente o coeficiente de transferéncia de massa, sendo a vazao
e a pressdo os efeitos mais significativos. Ainda neste estudo os autores
perceberam que as curvas de extracdo obtidas apresentaram as trés regides
distintas que usualmente sdo encontradas nas extracées de produtos naturais
usando fluido supercritico: periodo de taxa constante de extracao, periodo de taxa
decrescente (transicao) e periodo de taxa controlada pela difusdo. Os resultados
mostraram que o periodo de taxa constante de extracao foi significativamente
afetada pela vazdo de CO,, pressao e temperatura e que a inclinacao da curva
aumenta a medida que a pressdo aumenta. Tal efeito € devido ao aumento da
solubilidade do soluto na fase gasosa. Com o aumento da pressao, todo 6leo
facilmente acessivel na superficie das particulas, é dissolvido rapidamente na fase
fluida devido ao aumento do poder de solvatacéo do didéxido de carbono.

Baysal et al. (2000) extrairam licopeno e p-caroteno de pasta de tomate
utilizando dioxido de carbono supercritico. Os autores avaliaram a temperatura do
extrator (35, 45, 55 e 65°C), pressao (200, 250 e 300 bar), adicao de co-solvente
(5, 10 e 15% de etanol), tempo de extragédo (1, 2 e 3 h) e vazédo de CO, (2,4 e 8
kg/h). O maximo de 53,93% de licopeno foi extraido em 2 horas (vazao de CO, de
4 kg/h) a 55°C e 300 bar com adicdo de 5% de etanol. O total de 49,95% de p-
caroteno foi extraido em 2 h (vazédo de 4 kg/h) a 65°C e 300 bar com a adigéao de
5% de co-solvente. Os resultados também revelaram que o aumento da pressao
e/ou temperatura resultou em um aumento no total de licopeno extraido devido ao
aumento na densidade do CO. supercritico.

Rozzi et al. (2002) estudaram a presencga de licopeno, B-caroteno, a-
caroteno, a-tocoferol, y-tocoferol e d-tocoferol nos extratos supercriticos obtidos a
partir de tomates. Foram investigados os efeitos da temperatura e pressao (etapa
1), vazdo de CO: (etapa 2) e volume de CO, (etapa 3). Os experimentos da etapa
2 foram realizados mantendo os valores o6timos de temperatura e pressao

determinados na etapa 1. As condicées 6timas determinadas nas etapas 1 e 2
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foram utilizadas na etapa 3. Para os experimentos a temperatura variou de 32 a
86°C com intervalos de 9°C e a pressao foi de 137,8 a 482,6 bar com intervalos de
34,5 bar, enquanto que a vazao de CO, foi de 2,5 a 15 ml/min e um volume de
1200 ml. Nesse estudo as condi¢des 6timas para a extracao de licopeno de 3g de
material seco contendo 7,19ug licopeno/g foram 86°C, 344,7 bar e 500 ml de CO,
com vazao de 2,5 ml/min resultando numa extracao de 61% de licopeno.

Mendes et al. (1995) avaliaram a viabilidade da extracdo de
carotendides e lipideos da microalga Chlorella vulgaris com CO. supercritico. Os
resultados mostraram que extracdes em altas pressdes permitiam uma maior
eficiéncia da extracdo no que diz respeito ao rendimento total e que pequenos
aumentos na temperatura, a elevadas pressoes, proporcionavam leves aumentos
no rendimento. Enquanto que a baixas pressdes a temperatura exercia um efeito
oposto sobre o total de carotendides extraido quando comparado a altas pressoes.
A Tabela 3 apresenta apresenta alguns exemplos sobre as condicdes
experimentais (pressao, temperatura, uso de co-solvente, etc.) utilizadas na

extragdo de carotendides com dioxido de carbono supercritico.
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Tabela 3: Exemplos das condicoes de extracdes supercriticas empregadas em analises de carotendides.

Material Nome Botanico Analito T (°C) P (bar) t (min) Etanol (%) Referéncia
Microalga Nannochloropsis Carotenoides Eq. i .
marinha gaditana Clorofila 40-50-60 100 a 500 180 Macias-Sanchez et al.(2005)
Microal Zeaxantina 40-70-
croaiga Spirulina pacifica B-criptoxantina  40-60-80  150-250-350 5-10-15 Careri et al.(2001)
marinha 100
p-caroteno
a-p-caroteno
Criptoxantina
Abdbora Curcurbita moschata Cis-B-caroteno 40-80 310-350-500 40 0-10-30 Seo et al.(2005)
luteina
licopeno
- ” lipideos
Buriti Mauritia flexuosa , 40-55 200-300 95-210 - Franca et al.(1999)
carotenoides
Massa de - p-caroteno 45 45 5565 200-250-300 602180  5-10-15 Baysal et al.(2000)
tomate licopeno
Tomate n.m. licopeno 32 a 86 137,8 a 482,6 n.m. - Rozzi et al.(2002)
capsaicinoides
Pimenta Variedade Byedige outros 40-80 100-400 330-1182 - Perva-Uzunalic et al.(2004)
pigmentos
Tomate Tipo péra licopeno 40 77-280 30 - Gomez-Prieto et al.(2003)
Cenoura n.m. o-caroteno 30-40-50  300-400-500 60 5-10 Margaret Barth et al.(1995)
B-caroteno
astaxantina
Microalga Chlorella vulgaris 40-55 200-350 n.m. - Mendes et al. (1995)

cantaxantina
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3.3.1. EFEITOS DE DENSIDADE, PRESSAO E COEFICIENTE DE
TRANSFERENCIA DE MASSA

Perva-Uzunalic et al. (2004) estudando a influéncia dos parametros de
operacao (pressao de 100 a 400 bar e temperatura de 40, 60 e 80°C) na eficiéncia
de extracdo de capsaicindides os pigmentos da pimenta (variedade Byedige) e
mostraram que o tempo de extragdo varia devido as diferentes pressbes de
operacao e temperaturas requeridas para alcancar o rendimento maximo, que por
sua vez, é influenciado pela densidade do solvente. Desde que a vazao de CO;
seja mantida baixa e constante durante toda a extragao fica mais perceptivel o
efeito exercido pela pressédo de operagao e temperatura no tempo de extracao. Os
autores mostram que a quantidade de CO, por quilogramas de matéria-prima
necessaria para atingir o maximo rendimento depende da pressao de operacao e
temperatura. Ainda nesse estudo, os autores observaram que o coeficiente de
transferéncia de massa apresentou uma tendéncia decrescente com o aumento da
pressao a uma temperatura constante, entretanto, aumenta com o aumento da

temperatura a uma pressio constante.

De acordo com Carvalho Jr. et al. (2005) para entender o
comportamento do sistema matéria-prima vegetal + CO, faz-se necessario, além
da densidade do solvente, o conhecimento das interacées entre solvente e o0s
varios solutos presentes no substrato sélido. Entretanto, pouco se sabe sobre
estas interacbes, apenas que se trata de uma natureza muito complexa.
Experimentalmente, a extensao dessas interacbes podem ser medidas através da
solubilidade do sistema matéria-prima vegetal + CO. ou através das isotermas de
rendimento global para o0 mesmo sistema. Neste trabalho os autores estudaram as
isotermas de rendimento global e as curvas globais de extracdo para o sistema
alecrim (Rosmarinus officinalis) + CO., a composicdo quimica e atividade
antioxidante dos extratos. Os ensaios foram realizados com temperaturas de 30 e
40°C e pressoes de 100 a 300 bar. Os resultados demonstraram que o rendimento
global aumenta com a pressao para ambas as temperaturas e que para pressoes
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menores que 177 bar o rendimento € maior para a temperatura de 30°C enquanto
que para pressdes maiores que 177 bar observa-se um maior rendimento para a
temperatura de 40°C. Segundo os autores, o efeito da temperatura e pressédo na
solubilidade depende da pressédo de vapor do soluto e da densidade do solvente.
As diferengas observadas nos rendimentos para as duas isotermas sdo mais
importantes para pressdes maiores do que 177 bar. Tal fato explica-se pelo
aumento da densidade do CO, para pressdes maiores do que 177 bar, que é
similar a 40 e 30°C, dessa forma prevalece o efeito da pressédo de vapor do soluto

sobre o efeito da densidade do solvente.

Quispe-Condori et al. (2005), estudando as isotermas de rendimento
global e a cinética de extracdo de Artemisia annua L, concluiram que para altas
pressdes ha um aumento no rendimento de extracdo com a temperatura e um
comportamento contrario € observado para baixas pressées. Proximo de 250 bar
as isotermas de rendimento global se cruzam. Neste ponto, segundo os autores,
nao ha influéncia da temperatura no rendimento global. Para pressées abaixo de
250 bar observa-se um comportamento similar a condensacao retrograda em
fluidos supercriticos. Nesta condicdo, a densidade do solvente decresce
consideravelmente com a temperatura conduzindo a um baixo poder de
solvatacdo e a um baixo rendimento global, enquanto que, para pressées acima
de 250 bar, o rendimento aumenta com a temperatura devido ao aumento da
pressao de vapor do soluto com a temperatura. Ainda no presente estudo os
autores demonstram que o rendimento global de Artemisia annua L apresenta

uma pressao de inversao na faixa de 200 a 250 bar.

A aparéncia dos extratos obtidos por meio de extracdo supercritica
dependem das condi¢coes operacionais usadas durante a extracdo. Em baixas
densidade de CO. os extratos apresentam uma coloracdo mais clara e tornam-se
mais escuras na medida em que a densidade do solvente aumenta. O aumento
da coloracdo dos extratos pode ser resultado de uma maior quantidade de
compostos de alta massa molecular que sao extraidos a altas densidades de CO,
(Quispe-Condori et al., 2005).
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Margaret Barth et al. (1995) otimizaram a extracdo supercritica de -
caroteno e B-caroteno de cenoura liofilizada no que diz respeito a temperatura (30,
40 e 50°C), pressao (300, 400 e 500 bar) e adicao de etanol como co-solvente (5 e
10%) e, entdo, compararam os resultados com técnicas de extragcdo de
carotendides envolvendo solventes organicos). Os resultados mostraram que a
condicdo que apresentou um maior rendimento na extragcdo de oa-caroteno e pB-
caroteno foi de 50°C, 300 bar e 10% de co-solvente. O estudo também mostra que
a 300 bar o aumento da temperatura, independente da concentracdo de co-
solvente, aumenta a extratibilidade de a-caroteno e B-caroteno. A 400 bar tal
comportamento é percebido apenas com o uso de 10% de co-solvente. Entretanto,
a 50°C e 10% de co-solvente (condicao 6tima) o aumento da pressao diminui
significativamente o rendimento de extracdo. A 300 bar, a adicdo de 10% de co-
solvente elevou o rendimento a niveis mais altos do que com a adi¢cao de 5% no
que diz respeito a temperatura € um comportamento oposto foi observado na
pressdao de 500 bar. Quando comparado com a extracdo de carotendides
utilizando solventes organicos, a extragcdo com fluido supercritico conseguiu obter
15% mais B-caroteno, porém, 10% menos a-caroteno. Contudo, no que diz
respeito ao consumo de solvente, a extracao supercritica consumiu 80% menos

solvente do que a técnica que utiliza solventes organicos.

3.3.2. TAXA DE TRANSFERENCIA DE MASSA

A curva de extracao de uma matriz vegetal em fluido supercritico ndo é
uma funcéao linear do tempo. Em geral uma curva tipica pode ser dividida em trés
regides (i) taxa constante de extracdo (Constant extraction rate — CER) onde o
mecanismo de transferéncia de massa é convectivo na fase fluida; (ii) taxa
decrescente de extragdo (Falling extraction rate — FER), onde tanto a difusao
dentro da particula vegetal quanto a conveccdo na fase fluida sdo importantes
para a transferéncia de massa; e (iii) regiao difusional (Diffusional region — DF),
onde a transferéncia de massa é limitada pela difusdo dentro das particulas. Em
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geral 50 a 90% do total de material extraido é obtido na taxa constante de
extracdo e o processo de otimizacdo deve ser focado dessa regidao (Quispe-
Condori et al., 2005).

O coeficiente de transferéncia de massa é uma funcédo dos parametros
de processo e das caracteristicas do leito. Se as caracteristicas do leito (tamanho
das particulas e densidade do leito) forem mantidas constantes, espera-se que 0s
parametros de processo (temperatura, pressdao e vazado de CO.) exercam
influéncia sobre o coeficiente de transferéncia de massa. Entretanto, os resultados
obtidos por Quispe-Condori et al. (2005) mostraram que a pressao e temperatura
nao influenciam o coeficiente de transferéncia de massa, enquanto que, a vazao

de CO, demonstra efeito significativo sobre o mesmao.

Carvalho Jr. et al. (2005) demonstram que o coeficiente de
transferéncia de massa aumenta a medida que a razao altura/didametro do leito
aumenta. Mantendo a razao altura/diametro do leito constante e aumentando a

vazao de CO,, o coeficiente de transferéncia de massa também aumenta.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIA-PRIMA

Os frutos in natura foram obtidos da Central de Abastecimento de Sao
Paulo (CEASA) entre os meses de frutificagdo, de outubro de 2005 a janeiro de
2006. Os frutos in natura foram manualmente despolpados no LTAPPN — FZEA,
congelados em um ultracongelador (Ecoclima, Santa Catarina, Brazil) e liofilizados
pela empreza Terroni Equipamentos Cientificos Ltda (Sao Carlos, Sdo Paulo,
Brazil). As frutas liofilizadas foram acondicionadas em embalagens plasticas
(polietileno) e armazenadas a -15°C em freezer doméstico (Consul, modelo 220,
Sao Paulo, Brasil).

4.2. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

4.2.1. DETERMINACAO DA UMIDADE

O teor de umidade foi determinado por um método gravimétrico
(método da estufa) que toma por base a perda de massa de amostra, por
dessecacdo até peso constante e foi realizada na Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da USP localizada em Pirassununga. Pesou-se uma
aliquota de 2g em um cadinho de porcelana previamente seco e tarado em

balanca analitica. Para a analise, utilizou-se uma estufa convencional regulada
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para 105°C. A amostra foi submetida ao processo, até peso constante, e o teor de

umidade calculado utilizando a equagéo a seguir.

(1)

dotmidade =100~ "~ 100
(m—1)

Onde, m: massa total do sistema (cadinho de porcelana mais amostra)

no inicio do processo; m': massa total do sistema (cadinho de porcelana mais

amostra) no final do processo; ¢: massa do cadinho de porcelana.

4.2.2. GRANULOMETRIA DO MATERIAL

A polpa liofilizada foi triturada em moinho elétrico de facas (Tecnal,
modelo TE 631/1, Sao Paulo, Brasil) e introduzida num jogo de peneiras da série
padrdao de Tyler de tamanho 9 a 48 meshes. A distribuicdo granulométrica foi
realizada através de um agitador magnético de peneiras (Bertel, Modelo 1868,
Caieiras, Sao Paulo, Brasil). As massas retidas em cada peneira foram pesadas
em balanca semi-analitica (Marte, modelo AS 5500, Sao Paulo, Brasil). Apds
pesagem a polpa liofilizada foi acondicionada em frascos hermeticamente
fechados, envoltos em papel aluminio para evitar oxidacao dos componentes pela
luz e armazenados em freezer doméstico (Cénsul, modelo 220, Sao Paulo, Brasil),

em temperaturas inferiores a -5°C, para uso nos experimentos.

Foram utilizadas todas as particulas de tamanhos 9 a 48 meshes, visto
que, o objetivo sera o conhecimento do didmetro médio das particulas. Para tanto,
o método ASAE S319.3, recomendado pela ASAE Standards, 1997 (Equacgao 2),
foi utilizado.

d,, =log™| F—r— 2)
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Onde, d, =(d..d,,,)’”, d.: abertura nominal da i-ésima peneira (mm);d

i+ -
abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm); w,: massa do

material retido na i-ésima peneira.

4.2.3. DETERMINACAO DA DENSIDADE REAL DAS PARTICULAS

A densidade real das particulas foi determinada pela Central Analitica
do Instituto de Quimica da Unicamp, utilizando-se a técnica de picnometria em gas
Hélio. O método utiliza um picnédmetro gasoso (Micrometrics, modelo Multivolume
Picnometer 1305, EUA) e uma balanca analitica (Quimis, modelo QI-AS, precisdo
de £0,0001g, EUA). Este equipamento utiliza o gas hélio para medir o volume e a
densidade real das particulas sélidas através da técnica de deslocamento de gas.

4.2.4. CALCULO DA DENSIDADE APARENTE E DA POROSIDADE DO
LEITO

A densidade aparente do leito foi calculada usando-se o volume total da
célula de extracdo e a massa total de polpa liofilizada necesséria para empacota-
la. O extrator consiste de um cilindro de ago inox com 5 x 10° m® de volume total.

A porosidade do leito foi calculada através da Equacgéao 3.

e=l- 3

Onde ¢ = porosidade, d,= densidade aparente e d, = densidade real.
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4.3. SISTEMA  EXPERIMENTAL PARA EXTRACAO
SUPERCRITICA EM LEITO FIXO

O equipamento de extragcdo a alta pressao utilizado foi o Spe-ed
(Applied Separations, modelo 7071, Allentown, EUA) que trabalha em pressao

maxima de 670 bar e temperaturas de até 240°C.

O sistema consiste em um extrator instalado dentro do forno de
aquecimento elétrico. O CO, (Gama Gases Industriais, 99,0%, Campinas, SP) é
resfriado em banho de etileno glicol e o sistema de pressurizagdo € formado por
uma bomba pneumatica. A temperatura do processo é medida por um termopar
colocado na parede externa do extrator, sendo que esta temperatura é
considerada a mesma do interior do extrator. O extrato € coletado em um frasco
de vidro de 50 ml.

O rendimento global (Xo) representa a maxima quantidade de extrato
que pode ser recuperada em uma dada condicdo de pressao e temperatura. Os
efeitos da pressao e temperatura no rendimento global de pitanga liofilizada foram
estudados em duas isotermas (40 e 60°C) e pressdes de 100 a 400 bar (variacoes
de 50 bar). A matéria-prima, em média 5,6 g, foi empacotada manualmente em
uma coluna de extracao (Thar Designs, Pittsburgh, USA) com capacidade de 5 x
10® m®. Durante o empacotamento do extrator foi colocado 1a de vidro no interior
do mesmo, mais especificamente na entrada e saida de CO,, para evitar que
pequenas particulas fossem carregadas pelo solvente, evitando assim que estas
particulas entupissem a valvula micrométrica do sistema. Um periodo estéatico de
10 minutos foi adotado em todos os experimentos para promover um maior

contato entre as particulas e o solvente supercritico.

Os extratos foram coletados em frascos de vidro envoltos por papel
aluminio evitando assim a exposicao dos extratos a luz. O tempo de extracao foi
mantido constante em 120 minutos. Apds o término da extracao a linha foi lavada
internamente com alcool etilico (Ecibra, 99,5%, Lote 16.725) para recuperar o

extrato depositado na linha. O alcool etilico foi entdo evaporado utilizando um roto-
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evaporador (Heidolph Instruments, modelo Laborota 4001, Alemanha). Tanto o
frasco contendo o extrato quanto o frasco contendo o material proveniente da
limpeza da linha foram pesados em balanga analitica (Sartorius, modelo A 2005,
precisao de +0,0001g, Alemanha).

4.3.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento de operagdo do equipamento, descrito de forma
sintética, pode ser visualizado na Figura 2 enquanto que o equipamento de

extracao supercritica (Spe-ed) € ilustrado pela Figura 3.

1. Certificar-se que as valvulas b, ¢, d, e e encontram-se fechadas;
2. Abre-se a valvula a do cilindro de CO» (1);
3. Resfria-se o banho (2) até a temperatura de -10°C;

4. Programar a temperatura do forno (4), em 40 ou 60°C conforme
experimento, e da valvula de saida (e) em 80°C. Controlar utilizando o
indicador digital (10);

5. Insere-se aproximadamente 5,6 x 10° kg de pitanga liofilizada no extrator
instalando-o, posteriormente, no interior do forno de aquecimento através

da ligacao das linhas;

6. Pressuriza-se o sistema por meio do ajuste da bomba pneumatica (3) até a
pressao de operacao;
7. Pressuriza-se o extrator através da abertura da valvula de entrada de CO,

pressurizado (b);

8. Atingida a pressao de trabalho, mostrada no indicador digital de presséao
(8), aguarda-se o periodo estatico pré-fixado de 10 min e abrem-se as
valvulas de saida d e ¢;
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9. O extrato é recolhido em um frasco de vidro de 50 ml envolto por papel
aluminio (6);

10.Apds o tempo pré-estabelecido de extragcdo de 120 minutos fecha-se a
valvula de alimentagdo de CO. (b), reduz-se a pressdo da bomba
pneumatica, iniciando a despressurizacdo do sistema com duracdo de

aproximadamente 1 minuto;

11.0 banho de resfriamento e o painel do forno de aquecimento (10) podem
ser desligados;

12.Fecha-se a valvula do cilindro de CO; (a);

13.Para garantir a total despressurizacdo do sistema, abre-se a valvula de
alivio (¢);

14.Abre-se o forno (4), retirando a célula de extracao (5).

d 9a 9b

My

2
. Cilindro de CO» Valvulas
. Banho de resfriamento de CO» do cilindro de CO»

. Booster
. Forno de aquecimento

1
2

3 entrada de CO, pressurizado
4

5. Extrator

6

7

8

9

1

de alivio
de saida de CO: e produto
micrométrica

©oo o

. Frasco coletor de amostra

. Rotametro

. Indicador digital de pressao

. aeb, Termopares

0.Indicador digital de temperatura

Figura 2: Diagrama da unidade de ESC Spe-ed da Applied Separations
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Figura 3: Unidade de extragdao supercritica (Spe-ed) do Lasefi — DEA/FEA
UNICAMP

4.4. ANALISE DE CAROTENOIDES

Varios fatores dificultam a obtencédo de dados confiaveis sobre o teor de
carotendides como estrutura desses compostos, exposicdo ao oxigénio, luz e
calor. Esses fatores podem promover a degradagdo desses pigmentos com
consequente formagéo de artefatos. Cuidados como uso de solventes livres de
peroxidos, auséncia de luz, tempo total de andlise, uso de atmosfera inerte, baixa

temperatura devem ser levados em consideragdo durante a analise.

4.4.1. REAGENTES

Acetonitrila e acetato de etila, de grau cromatografico, foram obtidos da

Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os outros reagentes eram de grau p. a. e
foram fornecidos pela Labsynth (Diadema, Brasil). Os solventes foram
previamente filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo com membranas
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para solvente organico de 0,45 pum antes da andlise em HPLC'. Todos os

solventes empregados na saponificacao e reagdes quimicas foram grau PA.

4.4.2. PADROES

Os padroes de all-trans-rubixantina, all-frans-licopeno, all-trans-y-
caroteno, all-trans-a-caroteno e all-trans-p-caroteno foram fornecidas pelo Dr.
Werner Simon da DSM Nutritional Products (Basel, Suica), apresentando um grau
de pureza de 95 a 99%, demonstrado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

4.4.3. SAPONIFICACAO

Para a analise quantitativa, os carotendides de pitanga liofilizada foram
exaustivamente extraidos com acetona e hyflosupercel® em almofariz. O extrato
obtido foi filtrado em funil de Blichner, seguido de particao para éter etilico/éter de
petréleo (1:1) em funil de separacdo. Os extratos supercriticos foram todos
dissolvidos em éter de petroleo e transferidos para erlenmeyers de 500 ml. Em
seguida mais éter de petréleo foi adicionado até a marca de 150 ml. Para eliminar
os lipideos presentes nas amostras e hidrolizar os ésteres de xantofilas, foi
realizado a saponificacao dos extratos etéreos com igual volume de 10% de KOH
em metanol (150 ml), a temperatura ambiente por uma noite. Posteriormente foi
feita a lavagem com agua destilada para retirada do alcali, até pH neutro. Sulfato
de sddio anidro foi adicionado com a finalidade de eliminar possiveis residuos de
agua. Por fim, o extrato foi concentrado até secura em evaporador rotativo
(temperaturas inferiores a 35°C) e armazenados em atmosfera inerte (nitrogénio) a
-18°C em freezer.

" HPLC: High performance liquid chromatography
% Hyflosupercel: Terra diatomacea
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Zanatta (2004), estudando o teor de carotendides e antocianinas em
camu-camu, observou que a saponificacdo completa dos carotendides depende
da propor¢ao entre a quantidade de amostra e o volume do solvente utilizado para
a particdo dos carotendides. Ainda de acordo com a autora, a presenca ou
auséncia dos ésteres de xantofila podem ser determinados por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia, pois estes compostos possuem tempo de retengao

superior ao do B-caroteno.

4.4.4. DETERMINACAO DE CAROTENOIDES

Os carotenodides foram determinados em um HPLC equipado com
sistema quaternario de bombeamento de solventes (Waters, modelo 600), detector
de arranjo de fotodiodo (Waters, modelo 996), desgaseificador on-line, injetor
Rheodyne com alca de amostra (loop) de 20 um, forno externo com controle de
temperatura e software de aquisicdo e processamento de dados Millennium
(Waters). Os espectros foram adquiridos entre 250 e 600 nm e os cromatogramas
processados em comprimento de onda fixo de 450 nm.

Para as analises quantitativas, as separacdes dos carotenodides foram
conduzidas em uma coluna Cig monométrica (Nova-Pak ODS, 300 mm x 3,9 mm,
4 um de tamanho de particula) com vazao de 1 ml/min e temperatura mantida a
29°C, usando como fase mével um gradiente linear de acetonitrila/H.O/acetato de
etila partindo de 88:10:2 (v/v), atingindo 85:0:15 em 15 minutos e mantendo essa
proporcao por 30 minutos. Todas os extratos saponificados foram dissolvidos em
acetonitrila/acetato de etila na proporcéao de 50:50 e filtradas em membranas com
0,22 um de poro marca Millipore filter, imediatamente antes da injegdo no

cromatografo.

Os carotendides foram identificados de acordo com o0s seguintes
parametros: comportamento cromatografico na coluna de HPLC Cqs (De Rosso &

Mercadante, 2005; Zanatta & Mercadante, 2007), espectros UV/visiveis

35



Material e Métodos

(comprimentos de onda maximos de absorcdo e estrutura fina espectral)
comparados com dados da literatura (Britton, 1995). Os carotendides foram entao
quantificados por HPLC usando curvas-padrao para all-trans-f-criptoxantina, all-
trans-rubixantina, all-trans-licopeno, all-trans-y-caroteno, all-trans-a-caroteno, all-
trans-B-caroteno, com um minimo de sete niveis de concentragdo. Os isémeros cis
do licopeno, rubixantina, B-caroteno e y-caroteno foram quantificados usando as

curvas-padrao dos seus isdmeros all-trans correspondentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TREINAMENTO E TESTES PRELIMINARES

Foi realizado um treinamento na unidade de extracao supercritica a fim
de estar apto a controlar as variaveis do processo de extragdao, assim como 0s
demais equipamentos envolvidos. Outro fator significativo e que justificava o
treinamento era a pouca disponibilidade de matéria-prima liofilizada. Dessa forma
era mais prudente estar familiarizado com os equipamentos antes de iniciar os
experimentos, evitando assim, erros operacionais durante as extracdes. Foram
entdo realizados quatro testes preliminares em uma mesma condi¢cao de pressao
e temperatura (300 bar e 50°C). Uma etapa critica durante o treinamento foi o de
moagem da fruta liofilizada. Essa operacéo € passiva de altas perdas de matéria-
prima, que no caso deveria ser minimizada. Portanto, para os testes preliminares,
também foi realizada uma andlise de granulometria do material onde foram
reservados aproximadamente 25 g de pitanga liofilizada. O leito foi empacotado
com amostras de mesh 24 a 80 e a matéria-prima que compés o leito de extracao
durante os testes tinha um teor de umidade de 9,7%, densidade real das
particulas de 1457 kg/m®, densidade aparente média de 1046 kg/m?, porosidade
de 0,28 e didmetro médio das particulas de 0,380 mm. A vazado massica do
diéxido de carbono supercritico foi mantida constante em 6,8 x 10° kg/s na

corrente de saida do extrator.
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A Tabela 4 apresenta os parametros utilizados para o célculo do
diametro médio das particulas através da equacao 2, enquanto que a Tabela 5
mostra os resultados das extracdes realizadas durante os testes preliminares. Os
testes TP-GL02, TP-GL0O3 e TP-GL04 apresentaram uma boa repetibilidade
apresentando apenas uma pequena variacdo no rendimento global na terceira
casa decimal. As massas dos extratos e da limpeza da linha de extragao também
apresentaram valores bastante consistentes. Esse resultado permitiu avancar para
a etapa de extracdo nas condicoes de pressado e temperatura pré-determinadas
além de aumentar a confiangca na operacdo do equipamento e no controle das

variaveis durante o processo de extracao.

Tabela 4: Parametros utilizados no calculo do didmetro médio das particulas.

Mesh d; di.q (di.di.))*® w; logd  wi.logd %
16 1.000 2.000 1.414 0 0.151 0 0
24 0.710 1.000 0.843 1.765 -0.074 -0.131 7.290
32 0.500 0.710 0.596 4.760 -0.225 -1.070 19.666
48 0.300 0.500 0.387 10.003 -0.412 -4.121 41.328
80 0.180 0.300 0.232 7.676 -0.634 -4.865 31.715

Tabela 5: Resultados dos testes preliminares.

T?St.e Presséao (bar) Temperatura (°C) Amostra Rendimento (%)
preliminar (9) Global  Extrato Lavagem
TP-GLO1 300 50 5.629 0,513 0.323 0.190
TP-GLO02 300 50 4.548 0.743 0.187 0.556
TP-GLO3 300 50 5.121 0.740 0.199 0.541
TP-GLO4 300 50 5.615 0.741 0.183 0.557

5.2. EXTRACOES

A matéria-prima utilizada nos experimentos apresentava umidade de
9,7%, densidade real de 1457 +6 kg/m®, densidade aparente do leito mantida
constante em 1120 kg/m?®, porosidade de 23% e diametro médio das particulas de

0,376 mm. A vazdo massica de CO,, assim como nos testes preliminares, foi
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mantida constante em 6,8 x 10 kg/s medida na corrente de saida do extrator. De
acordo com Meireles (2003), a densidade aparente do leito depende da natureza
do substrato sélido (folhas, raizes, frutas, etc.) e do pré-tratamento utilizado na
matéria-prima, os quais podem incluir secagem e moagem. Matérias-primas
contendo mais de 10% de umidade requerem um processo de secagem antes da

extracao.

Os parametros utilizados no célculo do didametro médio das particulas
estdo apresentados na Tabela 6 onde a ultima coluna apresenta a porcentagem
de material retida em cada peneira. A partir dos resultados obtidos na analise de

granulometria tinha-se disponivel 290 g de matéria-prima para os experimentos.

Tabela 6: Parametros utilizados no calculo do didmetro médio das particulas

Mesh d; di.q (di.di.))*® w; logd  wi.logd %
16 1.00 2.00 1.41 2.49 0.15 0.37 0.79
24 0.71 1.00 0.84 19.96 -0.07 -1.48 6.33
32 0.50 0.71 0.60 52.88 -0.22 -11.89 16.77
48 0.30 0.50 0.39 115.54 -0.41 -47.60 36.63
80 0.18 0.30 0.23 98.23 -0.63 -62.26 31.15

A Tabela 7 apresenta os resultados das extragdes com didxido de
carbono supercritico de pitanga liofilizada. O rendimento global (X,) € a quantidade
de material soluvel que pode ser extraida de uma matrix vegetal a uma dada
temperatura e pressao expressa como a razao entre a massa de material soluvel
sobre a massa do substrato sé6lido (Meireles, 2003). Todos os experimentos foram
realizados em duplicatas nas pressdes de 100 a 400 bar, com variacdes de 50

bar, e temperaturas de 40°C e 60°C.
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Tabela 7: Resultados das extragées com CO, supercritico de pitanga liofilizada.

40°C

60°C

P (bar) p (kg/m®) X, (%) Amplitude do erro

P (bar) p (kg/m®) X (%) Amplitude do erro

100
150
200
250
300
350
400

632.5
782.7
841.6
880.8
910.9
935.6
956.6

0.471
0.656
0.772
0.732
0.751
0.739
0.786

0.052
0.025
0.039
0.077
0.018
0.048
0.002

100
150
200
250
300
350
400

291.6
607.4
725.5
787.7
830.6
863.6
890.7

0.193
0.648
0.771
0.850
0.965
1.033
0.982

0.019
0.007
0.066
0.066
0.073
0.054
0.025

As Figuras 4a e 4b apresentam as curvas de rendimento global em

funcado da pressao e da densidade respectivamente. A 60°C, houve um aumento

de 336,8 % no rendimento global quando a pressao foi elevada de 100 para 150

bar, e outros aumentos na pressdao também tiveram um impacto positivo no

rendimento global, mas ndo nas mesmas proporcées. O maior rendimento foi

obtido na condicao de 60°C e 350 bar. A 40°C houve um aumento nos valores do

rendimento para pressdes variando de 100 a 200 bar e depois o rendimento

permaneceu praticamente constante com a presséo.
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Figura 4: (a) Rendimento global de extratos supercriticos de pitanga liofilizada em

funcéo da pressao. (b) Rendimento global de extratos supercriticos de

pitanga liofilizada em funcao da densidade. 40°C (¢) e 60°C (m).
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A 40°C o rendimento global foi de 0,78% a 400 bar de pressao, apenas
66% maior que o rendimento global a 100 bar de pressao e neste caso a variagao
de densidade do solvente foi 51% superior. A 60°C, a variagdo da densidade foi
mais acentuada, onde a 400 bar é 3 vezes maior do que a densidade a 100 bar e

o rendimento de extracao foi 5 vezes maior.

Para altas pressdes houve um aumento no rendimento global com o
aumento da temperatura e um comportamento inverso foi observado a baixas
pressdes, onde o rendimento diminui com o aumento da temperatura. Este
comportamento também €& observado em dados de solubilidade de diferentes
componentes em diéxido de carbono supercritico. Tal fato é explicado pelo efeito
da variacdo da densidade do solvente e da pressdao de vapor dos solutos. No
intervalo de 150 a 200 bar as isotermas se sobrepuseram e a partir dai houve um
cruzamento nas curvas de rendimento. O ponto de cruzamento da pressao varia
para cada sistema, pois depende diretamente da pressédo de vapor de cada soluto
em questdo. Neste intervalo ndo ha influéncia da temperatura no rendimento
global. Tal comportamento também foi observado por Carvalho Jr. et al. (2005) e
por Quispe-Condori et al. (2005). De acordo com Quispe-Condori et al. (2005),
para pressoes inferiores ao ponto de intersecao a densidade do solvente decresce
consideravelmente com a temperatura levando a um baixo poder de solvatacao e

consequentemente a um baixo rendimento global.

Para pressbes menores que 150 bar o comportamento € similar a
condensacdo retrégrada em fluidos supercriticos. E sabido que a solubilidade de
solutos em fluidos supercriticos depende de dois fatores: 1) da influéncia da
temperatura na pressao de vapor dos solutos e 2) da influéncia concomitantente
da temperatura e pressao na densidade do solvente. O rendimento de extracao é
influenciado pela solubilidade dos compostos e pela granulometria do material,
pois esta pode dificultar ou até mesmo impedir a saida de alguns solutos. A
determinacdo deste ponto de cruzamento é importante na extracao supercritica,
pois & um divisor do comportamento da solubilidade dos diferentes solutos e pode
ser importante quando se deseja fracionar extratos em termos de solutos de

interesse.
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A 100 bar, o rendimento global a 40°C (densidade do CO, = 632,45
kg/m® foi maior do que a 60°C (pcoz = 291,62 kg/m® evidenciando a
predominancia do efeito da densidade® do solvente na solubilidade e no
rendimento global sobre o efeito da pressao de vapor. Nos resultados obtidos por
Braga et al. (2005) é possivel observar a predominancia do efeito da pressao de
vapor sobre o efeito da densidade na solubilidade quando na condicdo de 100 bar
e 45°C (pcoz = 481 kg/m®) o rendimento global foi 1,2 vezes maior do que o obtido
a 120 bar e 50°C (pcoz = 478 kg/m®), tendo em vista que os valores da densidade
do CO, estavam bem préximos. Ainda de acordo com a autora uma regiao de
retrogradacao deveria ser esperada nas vizinhangas dessas condicdes, porém a
regido onde esse fendbmeno ocorre € muito pequena e é facilmente perdida

experimentalmente.

A intensidade da cor dos extratos supercriticos depende das condicdes
operacionais usadas durante a extragdo. Em baixas densidades o extrato possui
uma cor mais clara, mas o0 mesmo vai se tornando mais escuro a medida que a
densidade do solvente aumenta (Braga et al., 2005). Esse fenbmeno também foi
observado durante as extracdes. Na condicao de 60°C e 100 bar o extrato possuia
uma cor vermelha muito menos intensa do que nas demais condi¢cdes
operacionais. O aumento na intensidade de cor foi provavelmente resultante dos
carotendides extraidos quando o solvente supercritico tém altos valores de
densidade.

5.3. COMPOSICAO DE CAROTENOIDES DOS EXTRATOS

Para analisar a capacidade de extracdo e a seletividade do diéxido de
carbono supercritico em relacdo aos carotendides, a extracdo convencional com

acetona foi realizada e os resultados comparados com aqueles alcancados

¥ Os experimentos na ordem em que foram realizados, suas respectivas condicdes de pressdo e
temperatura e seus valores de densidade estéo disponiveis no anexo 3.
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através da extracdo com CO, supercritico. A Tabela 8 apresenta as respectivas
concentracoes dos carotendides obtidos através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia enquanto que as Figuras 5 e 6 ilustram, respectivamente, as estruturas
quimicas dos carotendides encontrados nos extratos supercriticos e o perfil destes
carotendides. Através da analise da Figura 6 e Tabela 8 nota-se que os
carotenoides majoritarios no extrato obtido com acetona séo all-trans-licopeno, all-
trans-rubixantina e all-trans-f-criptoxantina perfazendo, respectivamente, um total

de 33.22, 15.67 e 15.24 ug/g.

R-criptoxanting rubixzanting
%WWW | e e e == - -
licopeno ci-caroteno
== =
i I
p-carateno -caroteno
f} ﬁﬂ‘[g
9-¢/5 - p-caroteno 15-¢l5 - p-caroteno 15-¢18 - p-caroteno

Figura 5: Estrutura quimica dos carotendides encontrados nos extratos de pitanga
liofilizada.
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Tabela 8: Concentracdo de carotendides (ug/g) de pitanga liofilizada extraida com

acetona.

Pico Carotenodide Concentracao (ng/g)
1 all-trans-luteina 3.12
2 all-trans-zeaxantina 3.96
3 all-trans-rubixantina 15.67
4 cis-rubixantina | 3.62
5 cis-rubixantina Il 1.31
6 all-trans-B-criptoxantina 15.24
7 all-trans-licopeno 33.22
8 cis-licopeno 6.99
9 all-trans-y-caroteno 1.12
10 all-trans-a-caroteno 0.54
11 all-trans-p-caroteno + 9-cis-f-caroteno 2.35
12 15-cis-B-caroteno + 13-cis-B-caroteno 0.74

Total de carotendides (ug/g de pitanga liofilizada): 87,88

0.0 -
0.06
0.0:4

0.0 ~

Resposta do detectar (AL

0.00

i ' 10 I ' el 4
Tempo (min)

Figura 6: Cromatograma obtido por HPLC de pitanga liofilizada obtida por extracao
com acetona. 1. all-trans-luteina, 2. all-trans-zeaxantina, 3. all-trans-
rubixantina, 4. cis-rubixantina I, 5. cis-rubixantina II, 6. all-trans-3-
criptoxantina, 7. all-trans-licopeno, 8. cis-licopeno, 9. all-trans-y-
caroteno, 10. all-trans-a-caroteno, 11. all-trans--caroteno + 9-cis-p-

caroteno, 12. 15-cis-B-caroteno + 13-cis-f-caroteno.
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A maioria dos perfis cromatograficos de carotendides obtidos por
extracdo supercritica nas diferentes condigcdes de pressao e temperatura foram
similares (Figura 7a),

sendo [-criptoxantina,

licopeno e rubixantina os

carotendides majoritarios. Por outro

lado, na isoterma de 60°C, em um
determinado intervalo de presséao, o didxido de carbono supercritico mostrou-se
seletivo em relagdo a B-criptoxantina (Figura 7b). As Tabelas 9 e 10 exibem as
concentracdes de carotendides nos extratos supercriticos e o total de carotendides
em pg de carotendides por grama de pitanga liofilizada, tomando como base de
calculo o rendimento global do processo de extragao nas temperaturas de 40°C e
60°C. Os anexos 4 e 5 trazem as concentracées de carotendides nos extratos
supercriticos, obtidos nas duas isotermas estudadas, levando em consideracao a

massa de pitanga liofilizada utilizada para o empacotamento do leito de extragao®.

cls-rubixarting

A rubizanting

4

[-criptoxarnting

licopeno

Resposta do detectaor (ALD

¢

cla-licopeno

0.24 4

0.16

0.03

0.00

licopena

rubixanting

N

3 10

T T T T T T
15 20 25 30 35
Ternpo (min)

Figura 7: Cromatograma obtido por HPLC do extrato supercritico de pitanga
liofilizada na condi¢ao de 300 bar e 40°C (A) e 300 bar e 60°C (B).

4

As massas de pitanga liofilizada utilizadas para o empacotamento do leito nas diferentes

condigdes de pressao e temperatura estio disponiveis no anexo 3.
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Nos extratos obtidos a 40°C a condicdo de maior concentracdo de
carotendides nos extratos supercriticos foi a 300 bar tendo como carotendides
majoritarios a rubixantina, licopeno, cis-rubixantina e cis-licopeno representando
respectivamente 37,5, 30, 16 e 12% do total. E muito comum na literatura
extracoes com CO, supercritico visando a obteng¢dao de um ou mais compostos de
interesse. Como o licopeno e a rubixantina foram os principais carotendides
presentes nos extratos, a melhor condicdo experimental para a obtencdo dos
mesmos foram 300 bar e 40°C para a rubixantina e 250 bar e 60°C para o

licopeno perfazendo um total de 1485 e 2675 (ug/g de extrato) respectivamente.

Para as duas isotermas, as concentracées de licopeno e rubixantina
foram sempre maiores do que as concentracdes dos demais carotendides. Nos
extratos obtidos a 60°C as concentracdes de licopeno foram maiores do que as de
rubixantina, enquanto que a 40°C foi observado um comportamento inverso. A
condigcao de maxima concentragdo de carotenoides totais na isoterma de 60°C foi
a 250 bar perfazendo 5474 ug de carotendides por grama de extrato supercritico
sendo o licopeno, rubixantina e cis-licopeno os carotendides majoritarios nesta

condicdo representando respectivamente 49, 22, 17% do total.

A Figura 8a apresenta a concentracdo de rubixantina (ug/g) enquanto
que a Figura 8b mostra a concentracdo de cis-rubixantina (ug/g) nos extratos
supercriticos. O comportamento das curvas de concentracdo de rubixantina e cis-
rubixantina descreveram um comportamento semelhante nas duas isotermas
estudadas. Para pressdes menores do que 300 bar as concentracdes foram
sempre superiores a 60°C e um comportamento contrario € observado em
pressdes maiores ou igual a 300 bar sendo que a melhor condicdo de extragao
destes carotendides foi a 300 bar e 40°C.
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Tabela 9: Concentracdo de carotendides (ug/g) de extrato supercritico a 40°C e total de carotendides (ug de

carotenoides por grama de pitanga liofilizada).

= . . Total de Total de
Pressao . . cis- - . cis- ¥- o- B-caroteno p-caroteno o b
rubixantina . . . . licopeno . R - carotendides carotendides

(bar) rubixantina criptoxantina licopeno caroteno caroteno (9-cis+all-trans) (13+15-cis) no extrato extraido
100 26 10 14 18 14 8 12 26 8 138 1
150 134 68 159 266 128 8 11 25 8 802 5
200 447 246 155 402 378 9 15 42 13 1699 12
250 447 319 182 526 401 10 23 43 15 1966 14
300 1485 644 59 1147 478 26 24 76 22 3962 30
350 1362 616 57 528 459 38 24 77 26 3187 25
400 1338 550 53 381 361 42 25 77 27 2856 23

Tabela 10: Concentracao de carotendides (ug/g) de extrato supercritico a 60°C e total de carotendides (ug de

carotenoides por grama de pitanga liofilizada).

= . . Total de Total de
Pressao - . cis- B- . cis- ¥- o- B-caroteno B-caroteno o e

(bar) rubixantina rubixantina  criptoxantina licopeno licopeno caroteno caroteno (9-cis+all-trans) (13+15-cis) ca:‘r: t;?t?;?: S care?(t:::;:;ges
100 686 192 126 388 151 45 56 171 66 1876 4

150 1286 628 34 1160 614 32 29 99 34 3916 23

200 1182 563 - 1657 880 25 23 81 26 4438 34

250 1180 547 - 2675 919 23 25 81 24 5474 47

300 1119 542 - 1446 811 22 23 79 22 4064 39

350 1180 536 207 829 706 22 23 78 22 3597 36

400 1147 543 245 700 385 22 25 74 21 3163 33
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Figura 8: (a) Concentracao de rubixantina (ug/g) nos extratos supercriticos. (b)
Concentracao de cis-rubixantina (ug/g) nos extratos supercriticos. (0)
40°C, (m) 60°C.

A Figuras 9a e 9b exibem, respectivamente, as concentracdes de -
criptoxantina e licopeno nos extratos supercriticos. Os rendimentos de licopeno
foram sempre maiores a 60°C sendo que a melhor condicdo de extracao deste
carotendide foi a 250 bar, enquanto que para a B-criptoxantina a melhor condicao
de extragao foi a 400 bar e 60°C. Ainda em relacao a B-criptoxantina, na isoterma
de 60°C o CO. supercritico mostrou-se bastante seletivo, como mencionado
anteriormente, ndo ocorrendo a extracao deste carotendide nas pressdes de 200,
250, 300 bar. Tal fenbmeno néo foi observado nos extratos obtidos a 40°C.

A Figura 10a ilustra a concentracdo de cis-licopeno, enquanto que a
Figura 10b ilustra a concentragdo de y-caroteno nos extratos supercriticos. Para o
cis-licopeno as concentragcbes foram sempre superiores na temperatura de 60°C e
a condicao 6tima foi a 250 bar. A curva de concentracdo de y-caroteno demonstra
um comportamento interessante sendo que a condigcdo de concentracdo maxima,
porém rendimento muito baixo, foi a 100 bar e 60°C, condigdo esta de menor
densidade do CO.. Para pressdes menores do que 300 bar o rendimento de -
caroteno € maior a 60°C do que a 40°C e um comportamento inverso é observado

em pressdes maiores que a 300 bar.
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Figura 9: (a) Concentracao de B-criptoxantina (ug/g) nos extratos supercriticos. (b)
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Figura 10: (a) Concentracao de cis-licopeno (ug/g) nos extratos supercriticos. (b)
Concentracao de y-caroteno (ug/g) nos extratos supercriticos. (¢) 40°C,
(m) 60°C.

As Figuras 11a e 11b apresentam, respectivamente, o comportamento
das curvas de concentracdo de o-caroteno e B-caroteno (9-cis+all-trans) (ug/g)

nos extratos supercritico, enquanto que as Figuras 12a e 12b apresentam,
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respectivamente, as concentragbes de P-caroteno (13+15-cis) e o total de
carotendides (ug/g) nos extratos supercriticos. Através das Figuras 11a, 11b e
12a, percebe-se que as curvas de concentragdo para o o e P-caroteno
apresentam comportamentos bastante semelhantes. A condicdo étima de extracao
destes carotendides foi a 100 bar e 60°C. Para pressdes abaixo de 250 bar para o
o-caroteno e abaixo de 300 bar para o B-caroteno, as concentragdes foram
maiores a 60°C. Por outro lado, para pressdes acimas das mencionadas

anteriormente a pressao e a temperatura ndo influenciam na concentracéo destes
carotendides.
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Figura 11: (a) Concentracao de a-caroteno (ug/g) de extrato supercritico. (b)
Concentragcdao de p-caroteno (9-cis+all-trans) (ug/g) de extrato
supercritico. (0) 40°C, (m) 60°C.
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B-caroteno (13+15-cis)

Figura 12: (a) Concentracdo de B-caroteno (13+15-cis)
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6. CONCLUSAO

Os maiores rendimentos globais de extrato foram obtidos na
temperatura de extracdo de 60°C e pressdes entre 300-400 bar com rendimento
ao redor de 1%, entretanto as condicdes operacionais que apresentaram as
maiores concentracdes de carotendides foram na temperatura de 60°C e pressdes
entre 200-300 bar, obtendo-se entre 4064 a 5474 ug/g de carotendides totais. A
condicao de maior rendimento global apresentou 34,3% a menos de carotendides
totais do que a condicdo de maior concentracdo de carotendides nos extratos.

Os carotendides maijoritarios presentes no extrato obtido com acetona
foram licopeno (40,21 ug/g), rubixantina (20,60 ug/g) e all-trans-B-criptoxantina
(15,24 ug/g). A condigcédo operacional de maior concentracéo de carotendides (250
bar e 60°C) apresenta uma concentragdo de carotenodides no extrato de 5474
ug/g. Entretanto, quando comparado com a extracao convencional com acetona a
mesma condicao operacional extraiu 54,6% dos carotendides totais extraidos com

acetona.

O diéxido de carbono supercritico mostou-se bastante seletivo em
relagdo a p-criptoxantina ndo havendo tragos deste carotendide nos
cromatogramas obtidos na isoterma de 60°C quando a pressao varia de 200 a 300
bar. Contudo, a extracdo supercritica apresenta-se como uma boa alternativa no
que diz respeito ao processo de extracdo de determinados carotendides quando
comparado ao processo de extracdo exaustiva com acetona em amolxariz. Esta,

por sua vez, trata-se de um procedimento manual e muito trabalhoso contendo
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transferéncias para varios solventes, o que pode ocasionar erros tendo em vista
que as perdas nessas transferéncias podem ser significativas. Mesmo extraindo
uma quantidade menor de carotendides totais, a extracdo supercritica conseguiu
extrair 78% do licopeno e 73% de rubixantina em comparagdo a quantidade

extraida pelo método convencional.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 - TABELA BASE PARA CONSULTA DE ABERTURA NOMINAL DAS
PENEIRAS

ANEXO 2 - DETERMINACAO DA UMIDADE (METODO DE JACOBS, 1973)

ANEXO3 — CONDICOES OPERACIONAIS DE PRESSAO E TEMPERATURA E
SEUS RESPECTIVOS RENDIMENTOS GLOBAIS

ANEXO 4 - CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES (ug/g) DE PITANGA
LIOFILIZADA EXTRAIDA COM DIOXIDO DE CARBONO

SUPERCRITICO A 40°C E TOTAL DE CAROTENOIDES (ug DE
CAROTENOIDES POR GRAMA DE PITANGA LIOFILIZADA).

ANEXO 5 — CONCENTRACAO DE CAROTENOIDES (ug/g) DE PITANGA
LIOFILIZADA EXTRAIDA COM DIOXIDO DE CARBONO
SUPERCRITICO A 60°C C E TOTAL DE CAROTENOIDES (ug DE
CAROTENOIDES POR GRAMA DE PITANGA LIOFILIZADA).
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ANEXO 1 - TABELA BASE PARA CONSULTA DE ABERTURA NOMINAL DAS

PENEIRAS
ASTM TYLER Abertura Tolerancia Abert. Diametro Toleranc. diam. Fio
mm/micron Min. Max do fio Min. Max
4" - 100 97.06 102.94 6.3 5.4 7.2
3.1/2" - 90 87.34 92.66 6.3 5.4 7.2
3" - 75 72.78 77.22 6.3 5.4 7.2
2.1/2" - 63 61.13 64.87 5.6 4.8 6.4
2" - 50 48.51 51.49 5 4.3 5.8
1.3/4" - 45 43.65 46.35 4.5 3.9 5.2
1.1/2" - 37.5 36.37 38.63 4.5 3.8 5.2
1.1/4" - 31.5 30.55 32.45 4 3.4 4.6
1" - 25 24.24 25.76 3.55 3 4.1
3/4" - 19 18.42 19.58 3.15 2.7 3.6
5/8" - 16 15.51 16.49 3.15 2.7 3.6
1/2" - 12.5 12.11 12.89 25 2.1 29
3/8" - 9.5 9.2 9.8 2.24 1.9 2.6
5/16" - 8 7.75 8.25 2 1.7 2.3
1/4" - 6.3 6.1 6.5 1.8 1.5 2.1
3.5 3.5 5.6 5.42 5.78 1.6 1.3 1.9
4 4 4.75 4.6 4.9 1.6 1.3 1.9
5 5 4 3.87 4.13 14 1.2 1.7
6 6 3.35 3.24 3.46 1.25 1.06 1.5
7 7 2.8 2.71 2.89 1.12 0.95 1.3
8 8 2.36 2.28 2.44 1 0.85 1.15
10 9 2 1.93 2.07 0.9 0.77 1.04
12 10 1.7 1.64 1.76 0.8 0.68 0.92
14 12 1.4 1.35 1.45 0.71 0.6 0.92
16 14 1.18 1.14 1.22 0.63 0.54 0.72
18 16 1 0.97 1.03 0.56 0.48 0.64
20 20 850 821 879 500 430 580
25 24 710 685 735 450 380 520
30 28 600 579 621 400 340 460
35 32 500 482 518 315 270 360
40 35 425 409 441 280 240 320
45 42 355 342 368 224 190 260
50 48 300 288 312 200 170 230
60 60 250 240.1 259.9 160 130 190
70 65 212 203.3 220.7 140 120 170
80 80 180 172.4 187.6 125 105 150
100 100 150 143.4 156.6 100 85 115
120 115 125 119.2 130.8 90 77 104
140 150 106 100.8 111.2 71 60 82
170 170 90 85.4 94.6 63 54 72
200 200 75 70.9 79.1 50 43 53
230 250 63 59.3 66.7 45 38 52
270 270 53 49.6 56.4 36 31 41
325 325 45 41.9 48.1 32 27 37
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Anexos

ANEXO 1 - CONTINUACAO

Tolerancia Abert.

Toleranc. diam. Fio

ASTM  TYLER Abertura
mm/micron
400 400 38
500 500 25
635 635 20

Min. Max
24 35
21 29
17 23
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Anexos

ANEXO 2 - DETERMINACAO DA UMIDADE (METODO DE JACOBS, 1973)

O método de Jacobs é aplicado quando se deseja distinguir a agua do
material volatil (destilacdo de solvente imiscivel), o que seria extremamente
indicado para a matéria-prima em questdao. O equipamento utilizado para essa
determinacao consta de um condensador, um tubo coletor graduado que recebe a
agua evaporada da amostra, uma manta de aquecimento e um baldao de 250 ml.
Para o experimento, seriam utilizados 10 g de amostra em 100 ml de xilol. A
analise seria realizada em triplicata com 5 horas de refluxo. O percentual de

umidade seria calculado pela equagao a seguir.

U:[MJ (A1)

amostra

Onde V, , € o volume de agua extraida da amostra, p, ,€ a densidade

da aguaem € a massa da amostra.

amostra

64



Anexos

ANEXO 3 — CONDICOES OPERACIONAIS DE PRESSAO E TEMPERATURA E
SEUS RESPECTIVOS RENDIMENTOS GLOBAIS

. Pressao Temperatura 3 Amostra Rendimento (%)
Experimento (bar) (°C) p (kg/m) (9) Global Extrato Lavagem
EXP-GLO1' 400 40 956.65 5.65 0.65 0.21 0.44
EXP-GL02 350 60 863.62 5.56 0.98 0.60 0.38
EXP-GLO03 250 40 880.84 5.64 0.84 0.54 0.29
EXP-GL04 300 60 830.60 5.64 1.04 0.60 0.44
EXP-GL05 350 40 935.59 5.56 0.94 0.49 0.45
EXP-GL06 250 60 787.75 5.64 0.78 0.53 0.25
EXP-GL07 400 60 890.67 5.65 1.01 0.57 0.44
EXP-GL08? 300 40 910.92 5.64 0.77 0.50 0.27
EXP-GL09 250 60 787.75 5.65 0.92 0.47 0.45
EXP-GL10 150 40 782.75 5.66 0.63 0.50 0.13
EXP-GL11 150 60 607.36 5.64 0.64 0.49 0.15
EXP-GL12 400 40 956.65 5.61 0.79 0.38 0.40
EXP-GL13 200 60 725.48 5.60 0.58 0.31 0.26
EXP-GL14 350 40 935.59 5.60 1.13 0.38 0.74
EXP-GL15 150 60 607.36 5.57 0.66 0.58 0.07
EXP-GL16 350 60 863.62 5.59 1.09 0.50 0.59
EXP-GL17 200 40 841.61 5.62 1.07 0.49 0.58
EXP-GL18 300 40 910.92 5.64 0.73 0.47 0.26
EXP-GL19 150 40 782.75 5.64 0.68 0.53 0.15
EXP-GL20 300 60 830.60 5.65 0.89 0.50 0.39
EXP-GL21 200 40 841.61 5.63 0.81 0.42 0.38
EXP-GL22 400 60 890.67 5.63 0.96 0.57 0.39
EXP-GL23 200 60 725.48 5.63 1.06 0.59 0.47
EXP-GL24 250 40 880.84 5.62 0.58 0.43 0.15
EXP-GL25 400 40 956.65 5.63 0.78 0.49 0.29
EXP-GL26 100 60 291.62 5.63 0.21 0.17 0.04
EXP-GL27 100 40 632.45 5.63 0.42 0.30 0.12
EXP-GL28 100 60 291.62 5.64 0.47 0.15 0.31
EXP-GL29 100 40 632.45 5.64 0.52 0.44 0.08
EXP-GL30 250 40 880.84 5.65 0.65 0.35 0.30
EXP-GL31 200 40 841.61 5.64 0.78 0.43 0.35
EXP-GL32 350 40 935.59 5.62 0.73 0.35 0.39
EXP-GL33 200 60 725.48 5.64 0.74 0.43 0.31
EXP-GL34 100 60 291.62 5.64 0.17 0.10 0.07
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ANEXO 4 - CO,NCENTRAQAO DE CAROTENOIDES’ (ug/g) DE PITANGA LIOFILIZADA EXTRAfDA CcOoM
DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO E TOTAL DE CAROTENOIDES (ug DE
CAROTENOIDES POR GRAMA DE PITANGA LIOFILIZADA).

Pressao . . Cis- - . cis- o- -caroteno -caroteno
(bar) rubixantina rubixantina  criptoxantina licopeno licopeno cargt-eno caroteno (9-?:is+al|-trans) ?13+15-cis) Total
100 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.7
150 0.9 0.4 1.0 1.7 0.8 0.1 0.1 0.2 0.1 5.1
200 3.1 1.7 1.1 2.8 2.6 0.1 0.1 0.3 0.1 11.8
250 3.3 2.3 1.3 3.8 2.9 0.1 0.2 0.3 0.1 14.4
300 11.3 4.9 0.5 8.7 3.6 0.2 0.2 0.6 0.2 30.1
350 10.7 4.8 0.5 41 3.6 0.3 0.2 0.6 0.2 25.0
400 10.8 4.4 0.4 3.1 2.9 0.3 0.2 0.6 0.2 23.0

ANEXO 5 - CO!VCENTRAQAO DE CAROTENOIDES, (ug/g) DE PITANGA LIOFILIZADA EXTRAfDA CcOoM
DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO E TOTAL DE CAROTENOIDES (ug DE
CAROTENOIDES POR GRAMA DE PITANGA LIOFILIZADA).

Pressao . . Cis- - . cis- o- -caroteno -caroteno
(bar) rubixantina rubixantina  criptoxantina licopeno licopeno carg;eno caroteno (9-iis+a|l-trans) ?13+1 5-cis) Total
100 1.4 0.4 0.3 0.8 0.3 0.1 0.1 0.3 0.1 4
150 7.6 3.7 0.2 6.9 3.7 0.2 0.2 0.6 0.2 23
200 9.2 4.4 - 12.8 6.8 0.2 0.2 0.6 0.2 34
250 10.3 4.8 - 23.5 8.1 0.2 0.2 0.7 0.2 47
300 10.6 5.1 - 13.7 7.7 0.2 0.2 0.8 0.2 39
350 11.9 54 2.0 8.3 7.1 0.2 0.2 0.8 0.2 36
400 12.1 5.7 2.6 7.4 4.1 0.2 0.3 0.8 0.2 33
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