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cinética de extracdo, composi¢ao quimica e atividade antioxidante.
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RESUMO

Extratos brutos e principios ativos extraidos de plantas nativas brasileiras possuem
caracteristicas altamente atrativas por serem capazes de prover, além da nutricdo basica,
beneficios a saude ou medicinais como a prevencgao e/ou tratamento de doencas. A extracéao
com fluido supercritico (SFE) caracteriza-se pela obtencao de extratos de elevada qualidade,
sem 0s inconvenientes da presencga de residuos de solventes e da alteragcao das propriedades
do extrato, associados aos processos de extragcdo 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 ndo existe na América Latina nenhuma planta
industrial. O objetivo deste trabalho foi identificar os parametros de processo da extragdo SFE,
utilizando CO, como solvente, para a maximiza¢ao do rendimento de extratos de polpa de pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) e determinacao dos rendimentos de extratos de sementes de café
verde (Coffea arabica) em diferentes tamanhos de particulas. Compararam-se 0s extratos
obtidos via SFE com os extratos comerciais existentes no mercado. Para a avaliacdo do
processo, verificou-se o perfil fitoquimico dos extratos e suas atividades antioxidantes. A
identificacdao dos compostos presentes nos extratos foi feita por CCD, espectrofotébmetro-UV,
CG-FID e HPLC-UV. A atividade antioxidante foi determinada através da reacédo acoplada de
acido linolénico e B-caroteno. Extratos de café verde foram obtidos a 323 K e 30 MPa obtendo-
se rendimentos globais em base seca iguais a 0,9 + 0,2%, 4 + 2% e 8 £ 1%, para sementes
guebradas, particulas de mesh 16 e sementes moidas, respectivamente. Extratos de polpa de
pequi foram obtidos no intervalo de pressao de 20 a 40 MPa nas temperaturas de 323 e 333 K.
O maior rendimento obtido em base seca foi igual a 64,3 £ 0,3% a 333 K e 40 MPa. A
quantidade de carotendides totais (78 £ 26 mg Carotendides totais/100g extrato) e de fendis
totais (1,6 g GAE/100g extrato) de extratos de pequi obtidas via SFE foram maiores que a do
extrato comercial (31 £ 1 mg Carotendides totais/100g extrato e 1,1 £ 0,3 g GAE/100g extrato,
respectivamente). Os acidos graxos majoritarios em todos os extratos SFE foram o &cido
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palmitico e o acido oléico. Entre os tocéis identificados, a-tocoferol e a-tocotrienol estavam
presentes em todos os extratos analisados. Os extratos de pequi, SFE e comercial, tiveram
atividade antioxidante inferior ao B-caroteno conforme determinado pelo método da reacgéo

acoplada com acido linolénico.

Palavras-chave: Extracao supercritica. Caryocar brasiliense Camb. Coffea arabica. Composi¢ao
quimica. Atividade antioxidante.
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MAJOR PROFESSOR: Dr.2 Maria Angela de Almeida Meireles

ABSTRACT

Crude extracts and active compounds extracted from Brazilian native plants have characteristics
highly attractive since they are able to provide, in addition of the basic nutrition, benefits for
health or medical as the prevention and/or treatment of diseases. Supercritical fluid extraction
(SFE) is characterized by obtaining extracts of high quality, without the disadvantages of the
presence of solvents residue and changing the extract’s properties, associated to conventional
extraction processes. Although this technology is already being studied for many years in Brazil,
and the wide availability of raw material of high quality and low cost in the country, yet there is
no Latin American industrial unit. The objective of this study was to identify the parameters of the
SFE process, using CO, as solvent, for maximum yield of pequi pulp extracts (Caryocar
brasiliense Camb.) and determination of yield in extract from green coffee bean (Coffea arabica )
using particles of different sizes. SFE extracts were compared with commercial extract. For the
process evaluation, it was verified the extracts phytochemical profile and their antioxidant
properties. The identification of the compounds present in the extracts was made using TLC,
Spectrophotometer-UV, GC-FID and HPLC-UV. The antioxidant activity was determined using
the coupled reaction of B-carotene and linolenic acid. Green coffee beans extracts were
obtained at 323 K and 30 MPa. The globals yields on dry basis were 0.9 £ 0.2%, 4 £+ 2% and 8 +
1% for broken seeds, particles of mesh 16 and ground seeds, respectively. Pequi pulp extracts
were obtained for pressures of 20 to 40 MPa at temperatures of 323 and 333 K. The largest
global yield on dry basis was 64.3 £ 0.3% at 333 K and 40MPa. The total carotenoids (78 + 26
mg total carotenoids /100g extract) and total phenols (1.6 g GAE/100g extract) from pequi
extracts obtained by SFE were higher than that of the commercial extract (31 + 1 mg total
carotenoids /100g extract and 1.1 £ 0.3 g GAE/100g extract, respectively). The main
components detected in the SFE extracts were oleic acid and palmitic acid. Among the identified
tocois, a-tocopherol and a-tocotrienol were present in all extracts analyzed. The pequi extracts,
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SFE and commercial, exhibited antioxidant activity smaller than that of the control (B-carotene)

as measure by the coupled reaction with linolenic acid.

Keywords: Supercritical extraction. Caryocar brasiliense Camb. Coffea arabica. Chemical

composition, Antioxidant Activity.
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15.CVQ = Café verde quebrado

16.CV16 = Café verde mesh 16
17.PQ-155 = Amostra comercial de pequi
18.PQ = Pequi

19.C-CO2 = Cilindro de diéxido de carbono
20.BT = Banho ultratermostatico

21.BB = Bomba

22.CE = Célula de extracao

23.F = Forno da unidade Spee-d SFE
24.V1,V2, V3 e V4 = Valvulas de retencao
25.V5 = Vélvula micrométrica de expansao
26.FC = Frasco coletor

27.RT = Rotametro

28.TT = Totalimetro

29.CP = Compressor

30.BG = banho de gelo

31.VBA = Visual basic para aplicacao
32.CCD = Cromatografia em camada delgada
33.AS = Anisaldeido sulfarico

34.NP = 2-aminoetil-difenilborinato
35.GAE = Galic Acid Equivalent
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LISTA DE SIMBOLOS

T = Temperatura

T, = Temperatura critica

P = Pressao

P. = Pressao critica

CO. = Di6xido de carbono

Xo = Rendimento global

Mextrato = Massa de extrato

Mamostra = Massa da amostra

9. tcer = Duracao do periodo de taxa constante de extracao
10.Ycer = Razdo massica de soluto na saida do leito
11.Mcer = Taxa de transferéncia de massa

12.Rcer = Rendimento do periodo de taxa constante de extracao
13. p, = Densidade aparente

14.S = Massa de CO:

15.F = Massa de alimentacao
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Introducéo

1 INTRODUCAO

O Brasil € detentor de uma das mais abundantes biodiversidades do mundo
apresentando grande potencial como produtor de matrizes vegetais com atividade
bioldgica. Entretanto, muito pouco tem sido realizado para transformar este potencial em
uma realidade competitiva, principalmente considerando-se o desenvolvimento como
forma de insergéo social e de protecao e manutencao desses ecossistemas.

Para a obtencao de extratos de produtos naturais, diversos métodos de extracéao
associados ao calor e/ou agitacdo podem ser utilizados, como a hidrodestlilagdo (HD -
Hydrodistillation) e os processos de extragdo a baixa pressdo (LPSE - Low Pressure
Solvent Extraction), como extracdo auxiliada com ultrasom e extracdo assistida por
microondas, dentre outros, sendo o processo de extracdo com soxhlet a técnica utilizada
como principal referéncia para avaliar o rendimento de outros métodos de extracao sélido-
liquido (LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998; VELASCO et al., 2007). Porém,
possuem o inconveniente dos elevados tempos de residéncia e grandes quantidades de
solvente requeridas (SEBASTIAN et al., 1998), da degradacdo pela luz, calor e/ou
presenca indesejavel de residuos de solventes no produto final, demandando um numero
de operagdes unitarias associadas como a remog¢ao do solvente do soluto elevando os
custos de processo.

Na determinagdo do método mais adequado a ser empregado, deve-se levar em
conta os fatores mais relevantes como a economia e a qualidade do produto final do
processo selecionado. Dessa maneira, variaveis como custo, produtividade e rendimento
aliados as restricbes ambientais e de saude publica, em relagdo a residuos de solventes
organicos, e as exigéncias dos consumidores por alimentos naturais, tem estimulado o
desenvolvimento de tecnologias limpas, evidenciando a importancia da otimizacao do
processo de extracado de produtos naturais (MEIRELES, 2003; PEREIRA et al., 2006).

A extracao com fluidos supercriticos (SFE - Supercritical Fluids Extraction) € um
método de extracdo que ha mais de 20 anos é utilizado para fins alimenticios. As
principais aplicacées comerciais da SFE na agroindustria correspondem ao fracionamento
e extracdo de dleos, a extracdo de antioxidantes naturais, a extracdo de alcalbides,
aromas e especiarias (VELASCO et al., 2007).

A tecnologia supercritica tem se mostrado ser uma alternativa aos processos de

extragdo convencionais por se apresentar técnica e economicamente viavel para a



obtencdo de extratos vegetais (PEREIRA et al., 2006; ROSA & MEIRELES, 2005b;
PRADO et al., 2008), e se caracteriza por obter extratos sem o inconveniente da presenca
de residuos de solventes e da alteracao de suas propriedades (MATILHA, 2001).

No Brasil, ha uma expressiva contribuicdo em pesquisas na area de extracado
supercritica. Porém, apesar da especialidade técnica existente, uma vasta diversidade
vegetal e uma tradicdo em producdo agricola, que pode garantir a disponibilidade de
matéria-prima de qualidade e baixo custo, ndo ha unidade industrial de extragéo
supercritica operando na América do sul (ROSA & MEIRELES, 2005a). Para aproveitar o
seu potencial efetivamente, o pais precisa desenvolver e/ou aperfeicoar tecnologias que
sejam economicamente viaveis e menos danosas ao meio ambiente, disponibilizando
extratos naturais de elevada pureza para os mercados da industria de alimentos,
farmacéutica e de cosmeéticos.

As matérias-primas selecionadas para o estudo neste trabalho foram o café
(Coffea arabica) e o pequi (Caryocar brasiliense Camb.). O 6leo de café verde é rico em
matéria insaponificavel, onde os esterdis sdo os compostos ativos de propriedades
comésticas desejaveis (TURATI, 2007). Os frutos e folhas de pequi sdo muito utilizados
pela populacdo da regido do centro do Brasil, tanto para fins de alimenta¢cao quanto para
fins terapéuticos, como por exemplo no tratamento de resfriados, bronquites, tosses e
como afrodisiaco (VIEIRA; MARTINS, 2000 apud PEREZ, 2004).

Diante disto, estudos voltados para aprofundar o conhecimento sobre as
possibilidades de comercializacdo sao necessarios para proporcionar o desenvolvimento
social, econémico e ambiental através da valorizagdo de plantas nativas. Isso implicara
em uma maior competitividade para os produtos naturais de plantas nativas, e
consequente expansao comercial, uma vez que se observa uma tendéncia generalizada
do mercado (industria de alimentos, farmacos e cosméticos) em relacdo a busca por

produtos que gerem vantagens econdmica, social e ambiental.



Objetivos

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudo das melhores condi¢des de processo de extragcao supercritica de sementes
de café verde (Coffea arabica) e de polpa de pequi (Caryocar brasiliense) com didxido de
carbono como solvente através do rendimento global, andlises quimicas e de atividade

antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Caracterizagao quimica e fisica das matérias-primas;

% Determinacao das isotermas de rendimento global (GYI - Global Yield Isotherms) em
funcao da pressao;

% Construcdo da curva global de extracdao (OEC - Overall Extraction Curves), calculo
dos parametros cinéticos do processo;

% Caracterizagdo e comparacao dos extratos obtidos por SFE com extrato comercial em
relacdo ao teor de carotendides totais, compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FLUIDO SUPERCRITICO (SCF)

Um componente puro é considerado um fluido supercritico (ScF — Supercritical
Fluid) quando sua temperatura e pressao sdo maiores que seus valores criticos, T e P,
respectivamente (BRUNNER, 1994). A pressao critica é definida como a pressdao maxima
na qual um liquido pode ser convertido a um gas pelo aumento da temperatura.
Analogamente, a temperatura critica é considerada a temperatura maxima na qual um gas
pode ser convertido a um liquido pelo aumento de pressao. Desta forma, acima do ponto
critico, variacbes de pressao e de temperatura ndo modificam a fase do fluido (RIZVI et
al., 1986). A Figura 3.1 apresenta o diagrama de fases de uma substancia pura. A regiao
critica tem sua origem no ponto critico, e acima desta temperatura (T.) e pressao (P.)

criticas, a substancia é considerada fluido supercritico.

Fluido

5
]
i
L
E
8 upercritic
E
t
¥

Pressio

. Liquido
Sdlido Ponto Critico

gl’nntu Triplo

Temperatura

Figura 3.1 - Diagrama de fases para uma substancia pura.

Substancias que se apresentam no estado gasoso em condi¢des normais
apresentam densidades préximas as dos liquidos nas proximidades de seu ponto critico,
possuindo poder de solvatagdo dependente da pressédo, onde pequenas variagdes na
pressdo acarretam grandes variagoes na capacidade de solubilizacdo (McHUGH &
KRUKONIS, 1994). Substancias em condi¢cdes de estado préximas a essa regidao podem
apresentar propriedades semelhantes aquelas dos fluidos supercriticos. Nesse caso,



considera-se o estado como subcritico. Na Figura 3.2 pode-se observar o comportamento
de uma substancia na mudancga de fase. Para temperaturas menores que a temperatura
critica (isoterma T1) ocorre variacao do volume especifico da substancia na mudanca de
fase. Para temperaturas maiores que a temperatura critica (isoterma T3) ndo se verifica
variacdo brusca nas propriedades do fluido. Na temperatura critica (T2) e em
temperaturas superiores a ela, o fluido é classificado como supercritico quando estiver
submetido a uma pressao superior a pressao critica.

T T2 T3

\
N
AN

NN
/L \\\&:ﬁ

Volume especifico (log)

Fressio

Figura 3.2 — Esquema de um diagrama de equilibrio liquido-vapor para uma substancia
pura.

Fluidos em estado supercritico apresentam propriedades de transporte, como
difusividade e viscosidade, com valores intermediarios entre as dos gases e dos fluidos
(BRUNNER, 2005). Faixas de valores de densidade, difusividade e viscosidade de
compostos em diferentes estados de agregacao estao dispostos na Tabela 3.1 onde a
pressao € representada pela letra P, a temperatura por T e o sub-indice c refere-se a
condigéao critica.

Estas propriedades tornam os fluidos supercriticos interessantes para processos
de extragdo j& que a alta densidade proporciona a eles um poder de solvatagao
semelhante ao apresentado pelos liquidos, enquanto a alta difusividade e a baixa
viscosidade permitem alto poder de penetracdo em diferentes matrizes, propriedade esta
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apresentada pelos gases (RIZVI et al., 1986), o que favorece a transferéncia de massa no
processo de extragao.

Tabela 3.1 - Valores caracteristicos de propriedades de transporte para compostos de
acordo com o estado de agregacao.

Estado de Densidade Difusividade Viscosidade
agregacio (g/cm®) (cm?s) (g/cm.s)
Gas
0,1013 MPa, 3 4
288-303 K (0,6-2,0)x10 0,1-0,4 (0,6-2,0)x10
Liquido
0,1013 MPa, 5 2
288303 K 0,6-1,6 (0,2-2,0)x10 (0,2-3,0)x10
Fluido Supercritico
Pe, Te 0,2-0,5 0,7x10° (1-3)x10*
P, Te 0,4-0,9 0,2x10® (3-9)x10*

Fonte: (BRUNNER, 1994)

A medida que a temperatura aumenta, ocorre uma diminuicdo relativa da
densidade, que é o inverso do volume especifico, aumentando a difusividade do solvente
e a pressdao de vapor do soluto, diminuindo o seu poder de solvatacdo. Assim, a
concentracdo do soluto no solvente sera fungdo destas duas variaveis: densidade e
pressdao de vapor do soluto. Em pressées muito elevadas, a maior influéncia na
solubilidade é dada pela alteragéo da pressao de vapor do soluto com a temperatura, e
nao mais pela variagdo de densidade. Portanto, quanto maior a densidade, maior sera o
poder de extragdo de um fluido, entretanto, menor a sua seletividade (REVERCHON et
al., 1995).

As propriedades criticas para alguns solventes foram comparadas na Tabela 3.2.
Mesmo com a disponibilidade de fluidos com diferentes poder de solvatagdo, é
extremamente dispendioso atingir o ponto critico de determinadas substancias, como a
agua, por exemplo, que ao contrario do CO,, apresenta temperatura e pressao criticas
bastante elevadas (SANDI, 2003). No caso do diéxido de carbono, o ponto critico ocorre a
304,25 K e 7,38 MPa, valores que podem ser considerados relativamente baixos, uma vez
que, por exemplo, o ponto critico da agua ocorre a 374,2 K e 22,05 MPa (MCHUGH &
KRUKONIS, 1994).



Tabela 3.2 - Condicdes de temperatura e pressao criticas para diferentes solventes

Solvente

Temperatura critica [K]

Pressao critica [MPa]

Dioxido de carbono
Etano

Etileno

Propano

Propileno
Cicloexano
Isopropanol
Benzeno

Tolueno

p-xileno
Clorotrifluorometano
Triclorofluorometano
Amoénia

Agua

304,25
305,35
282,45
369,85
365,05
553,45
508,35
562,15
591,75
616,25
302,05
471,25
405,65
647,35

7,38
4,88
5,04
4,25
4,62
4,07
4,76
4,89
4,11
3,52
3,92
4,41
1,13
2,21

Fonte: McHUGH e KRUKONIS (1994)

3.2 EXTRAGAO coMm Di6xipo bE CARBONO (CO,) SUPERCRITICO

contato que se fundamenta no equilibrio e nas propriedades fisico-quimicas dos fluidos
supercriticos: alto poder de solvatacdo, alto coeficiente de difusdo, baixa tensao

O processo de extracdo com fluido supercritico € uma operagdo unitaria por

superficial e baixa viscosidade (BRUNNER, 1994).

matéria-prima, de onde se obtém o extrato, € realizado em cilindro (extrator) de aco
inoxidavel a pressao atmosférica. O extrator é fechado, pressurizado e aquecido até a
temperatura de operacao. O processo consiste das etapas de extragdo e separagao do

SFE de matrizes vegetais € realizada em batelada, onde o empacotamento da

extrato do solvente (BRUNNER, 1994; SOVOVA, 2005; ALKIO, 2008):

A etapa de extracdo inicia quando o solvente no estado supercritico (fluido) é
bombeado através do extrator, fluindo continuamente através da matéria-prima
sblida, a qual absorve o fluido dilatando sua estrutura celular e diminuindo a
resisténcia ao transporte de massa, facilitando assim a solubilizagdo dos
compostos que sao transportados para a superficie do sélido, escoando para a

saida do extrator;
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e A etapa de separagao do extrato do solvente ocorre quando a pressao do fluido é
reduzida por uma valvula de expansao, localizada apds o extrator, diminuindo
drasticamente seu poder de solubilizagdo quando expandido a estado gasoso, € o
soluto precipita em um separador onde a quantidade de extrato pode ser medida;
Na etapa de extracdo, a temperatura e a pressdao sao selecionadas para

maximizar os rendimentos nos compostos de interesse, enquanto que na etapa de
separacao o nivel de solubilidade é reduzido para assegurar a precipitacdo do extrato e
possibilitar a reciclagem do CO, (QUISPE-CONDORI, 2005). A etapa de separacao pode
ser realizada por descompressao, variagdo da temperatura, adsorcdo e acgao anti-
solvente. Em pequena escala, a separagao pode ser realizada a pressao atmosférica e o
solvente pode ser descartado ao ambiente, e em escala maior, 0 solvente deixa o
dispositivo de coleta e é resfriado para recirculagao.

Charpentier (1988 apud VASCONCELLQOS, 2007) afirma que, dentre as técnicas
de separacdo, a extracdo com fluido supercritico apresenta vantagens consideraveis.
Além de o solvente ser facilmente removido do soluto através da redugéo da pressao e/ou
ajuste da temperatura, apresenta menor requerimento energético quando comparado a
destilagao e possibilita uma rapida extracdo devido a baixa viscosidade, alta difusividade
e adequado poder de solvatagao do fluido supercritico. Além disso, a extragdo 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,
industrialmente, o solvente é recirculado no sistema.

Segundo Singh & Singh (1996), um solvente para a industria de alimentos deve ter
alto coeficiente de distribuicdo, alta seletividade para o soluto de interesse, ser atéxico,
estavel e inerte, ndo ser miscivel com o alimento, ndo ser inflamavel e ser
ambientalmente seguro (GRAS = Generally recognized as safe) e barato.

O diéxido de carbono (CO,) estd sendo usado como solvente em uma variedade
de aplicagdes em alimentos e na industria de processamento: preservacao de alimentos
em embalagens com atmosfera modificada, inativacao de microorganismos e extragao de
6leos, aromas e corantes (KALIYAN et al., 2007).

O CO: é o solvente mais usado para a extragao supercritica por estar disponivel
em alta pureza, ser barato, nao toxico, nao inflamével e de facil remocao do soluto, pois é
removido pela simples expansdo a pressao ambiente; e por suas propriedades criticas
serem relativamente baixas, que o tornam favoravel como solvente de extragdo de

compostos termosensiveis como, por exemplo, os carotendides, uma vez que nao sao



necessariamente expostos a altas temperaturas, que podem induzir alteragbes em sua
composicdo, € nem as altas pressées de operagado, reduzindo o investimento, e
consequentemente os custos de manufatura (UQUICHE et al., 2004; BRUNNER, 2005;
VASCONCELLOQOS, 2007).

A SFE, com dioxido de carbono como solvente, € uma técnica de alta eficiéncia na
extracdo de Oleo devido a sua natureza apolar, tendo como produto final, compostos
bioativos apolares, misturas complexas de 6éleo essencial, ésteres, terpenos, acidos
graxos, ceras, resinas e pigmentos. A solubilidade e a seletividade destes compostos
podem ser aumentadas adicionando pequenas quantidades de outros solventes (co-
solventes) como etanol, por exemplo. (SIHVONEN et al., 1999; DIAZ-REINOSO et al.,
2006, BHATTACHARJEE et al., 2007).

O primeiro passo da extragao com fluido supercritico a partir de matrizes vegetais
€ otimizar as condi¢cdes de temperatura e pressao para maximizar o rendimento dos
compostos de interesse e minimizar a co-extragdo de compostos indesejaveis. O
rendimento global (X,) e a cinética de extragcao, determinada a partir das curvas globais
de extragdo (OEC = Overall Extraction Curves), sao informagdes experimentais
importantes para definir os parametros do processo, os quais fornecem informagoes
importantes relativas ao dimensionamento industrial de uma unidade de extracdo com
fluido supercritico, e realizar uma andlise preliminar dos custos de manufatura
(MEIRELES, 2003; QUISPE-CONDORI et al., 2005; VASCONCELLOS, 2007).

3.2.1 RENDIMENTO GLOBAL (Xo)

O rendimento global (X,) € a quantidade de material solivel que pode ser extraida
de uma dada matriz vegetal em uma dada pressdo e temperatura, expressa como a
relacdo entre a massa de material solluvel pela massa de substrato sélido (MEIRELES,
2003). No calculo do rendimento global (Equacgéo 3.1) a quantidade de material extraivel é
calculada como a relacdo entre a massa total (Mexato) de extrato e a massa inicial da
amostra em base seca (Mamostra)-

XO — ( Mextrato JX1OO 3.1

amostra

O comportamento do rendimento global com a temperatura e pressdao pode se
assemelhar ao da solubilidade de solutos em fluidos supercriticos. O seu estudo permite
visualizar o comportamento do sistema visto que, devido a complexidade da composi¢ao
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quimica dos extratos, varios comportamentos podem ser observados, como o fendbmeno
da inversao (QUISPE-CONDORI, 2005) apresentada na Figura 3.3.
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Figura 3.3 - Isotermas de rendimento global de extratos de A. annua obtidas com CO,
supercritico (QUISPE-CONDORI, 2005).

Com o aumento da temperatura, ocorre 0 aumento da pressao de vapor do soluto
e a diminuigao da densidade do solvente, consequentemente seu poder de solvatagado. O
fendmeno da inversdo pode ser observado quando o aumento da temperatura em uma
mesma pressao, relativamente baixa, causa a diminuigdo da solubilidade do soluto, pois o
efeito da densidade do solvente se sobrepde ao efeito da pressdo de vapor do soluto
(Figura 3.3: pressdes menores que 25 MPa); e em presséao relativamente elevada, causa
o aumento da solubilidade do soluto, pois o efeito da pressdo de vapor do soluto se
sobrepde ao efeito da densidade do solvente (Figura 3.3: press6es maiores que 25 MPa).

Portanto, a determinacao das isotermas de rendimento global permite visualizar o
comportamento do sistema indicando a condigdo de temperatura e pressao na qual ocorre
o ponto de inversdo, proporcionando informacdes necessdrias para a selecao das
condi¢cdes operacionais de extracao.

3.2.2 CURVA GLOBAL DE EXTRAGAO (OEC = OVERALL EXTRACTION CURVES)

Os processos de extragdo sao descritos graficamente por curvas de extracgao,
denominadas curvas globais de extracdo ou simplesmente curvas de extracdo: OEC —
Overall Extraction Curves (BRAGA, 2005). Uma OEC é obtida considerando a massa de
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extrato obtida em funcao do tempo de extragdo e uma das informagdes obtidas através da
curva é o tempo requerido para uma batelada (ciclo de extracdo) (MEIRELES, 2008). O
gréafico esquematizado na Figura 3.4 mostra o comportamento tipico de um processo de
extragdo com fluido supercritico.

Rendimento [%]

Tempo [h]

Figura 3.4 — Comportamento tipico de processo de extragdo com fluido supercritico.

Na curva da Figura 3.4, observa-se que se desenvolve um periodo de taxa de
extracdo constante nas primeiras duas horas, que representa a extragcdo de substratos
que sao de facil acesso ao solvente. Em seguida, observa-se que a taxa de extracéo
diminui progressivamente com o tempo, que representa a extracao de substratos que séo
de dificil acesso ao solvente.

Segundo Lee et al. (1986) e Ferreira et al. (1993), a curva de extragao pode ser
dividida em trés regides distintas:

e Periodo de taxa constante de extragdo (CER: Constant Extraction Rate), no qual ha
presenca de soluto facilmente acessivel na superficie das particulas da matriz,
estando, assim, a resisténcia a transferéncia de massa majoritariamente na regiao
externa a particula. Nesta situagao o processo de transferéncia de massa é controlado
pela convecgao (escoamento do solvente).

e Periodo de taxa de extracao decrescente (FER: Falling Extraction Rate), na qual a
camada de extrato facilmente acessivel na superficie das particulas estd se
esgotando, uma vez que nem todas as particulas encontram-se revestidas pelo soluto

ou a quantidade de células rompidas ndo é mais uniforme. A taxa de transferéncia de
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massa decresce rapidamente como resultado da diminuicdo da area efetiva de
transferéncia de massa e passa a ser significativo o processo de transferéncia de
massa por difusdo. Nessa fase de transigéo, a resisténcia a transferéncia de massa
encontra-se concomitantemente na fase sélida e na fase fluida e tanto a convecgao
quanto a difusdo sao importantes na extracao;

e O periodo de taxa de extracdo controlada pela difusédo (DC: Diffusion Controlled),
caracterizado pela auséncia de soluto facilmente acessivel na superficie das
particulas. A taxa de extracdo é determinada pela difusdo do solvente para o interior
das particulas sélidas e leito seguido da difusdo da mistura soluto/solvente para a
superficie das particulas.

Segundo Meireles (2008) uma OEC pode ser descrita por ajuste de retas. A massa
de extrato (ou rendimento) pode ser obtida a partir da Equagéo 3.2 para o ajuste de duas
retas e da Equagao 3.3 para o ajuste de trés retas.

mext = (bo - Cle) + (b1 + bz)t 3.2

Mext = (bo - Cle - C2b3) + (b1 + bz + b3)t 3-3

Onde: b, e GC;: parametros do modelo; Cy: interseccdo da primeira reta com
segunda reta; C,: interseccado da segunda reta com a terceira reta; mey,: massa de extrato
(ou rendimento); t: tempo;

A Figura 3.5 apresenta um esquema das trés regides distintas da extragao.

Etapa CER  «-:---- Etapa FER = - =Etapa Difusional

Rendimento Global (%)

Massa de CO,/Massa de Alimentacéao (S/F)

Figura 3.5 — Curva global apresentando as trés regides distintas da extracao.
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A intersecgao entre as duas primeiras retas determina o término do periodo de
taxa constante de extracdo (icer) € a interseccdo entre a segunda e terceira reta
determina o final do periodo de taxa decrescente de extracao (trer), onde a partir deste
ponto inicia-se o periodo de extracao controlado pela difusdo (DC).

O estudo dessas curvas ajuda a definir os pardmetros cinéticos do processo: fcer
(duragao do periodo CER); Mcer (taxa de transferéncia de massa do periodo CER); Ycer
(razdo massica de extrato na saida do leito no periodo CER); e Rcer (rendimento do
periodo CER), que fornecem informagdes importantes relativas ao dimensionamento
industrial de uma unidade de extracdo com fluido supercritico (QUISPE-CONDORI et al.,
2005; VASCONCELLOS, 2007;).

3.3 MATRIZES VEGETAIS OLEAGINOSAS

O Brasil possui uma vasta biodiversidade vegetal, englobando cerca de 55.000
espécies conhecidas dentre um total de 350.000 a 550.000 constituindo, portanto, uma
importante fonte de matrizes vegetais com atividade biolégica. No decorrer dos ultimos
anos observou-se um crescente interesse das industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia na utilizacdo de produtos de origem vegetal cujos metabdlitos constituem
substancias bioativas derivadas do metabolismo secundéario de plantas, denominados
compostos fitoquimicos. Esses compostos possuem caracteristicas altamente atrativas do
ponto de vista nutricional, fisiolégico e/ou medicinal, sendo capazes de prover, além da
nutricdo basica, beneficios a saude ou medicinais como a prevengao e/ou tratamento de
doengas. Dessa maneira, muitas atividades funcionais sdo atribuidas aos extratos brutos
e principios ativos extraidos de plantas nativas brasileiras como atividade antioxidante,
anticarcinogénica, anti-HIV, bactericida, anti-malérica, hipoglicémica, dentre outras (LEAL,
2005; BRAGA, 2005; QUISPE-CONDORI, 2005).

A produgdo de oleaginosas tem mostrado um notavel aumento nas ultimas
décadas. Esta evolucdo deve-se ao crescente consumo de gorduras comestiveis, como
Oleos 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 saiude, aumentando o

uso de alimentos ricos em compostos com comprovado beneficio (TUBEROSO, 2007)
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As numerosas aplicagdes do diéxido de carbono na obtengao de extratos vegetais
tém proporcionado muitas pesquisas sobre a extracdo supercritica de lipidios e vitaminas
de frutas e vegetais. Oleos vegetais sdo compostos de misturas complexas de mono-, di-
e triglicerideos; &acidos graxos livres e outros em menor concentragdo como tocoferois,
carotendides e esterdis (RODRIGUES et al., 2005).

3.3.1 OLEO DE CAFE VERDE (Coffea arabica)

Coffea arabica, da familia Rubiaceae, é uma das espécies de café mais cultivada
no mundo. E descrita como arvore pequena de folhas verde escura brilhante e de frutos
vermelhos. O nome café é originario da palavra arabe gahwa, que significa vinho mas a
planta de café é originaria da Etiépia, centro da Africa. Atualmente, o Brasil é o maior
produtor mundial de café, sendo responsavel por 30% do mercado internacional, e o
segundo mercado consumidor, onde a producao de café ardbica se concentra em Sao
Paulo, Minas Gerais, Parana, Bahia e parte do Espirito Santo (ASSOCIAGAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE, 2007).

Os lipidios de graos de café verde (‘o Oleo de café”) estdo presentes,
substancialmente, no endosperma e pequena quantidade de ceras encontra-se na
camada externa do grao. O éleo, composto principalmente de triacilglicerdis com acidos
graxos, esterois, com destaque para os tocoferdis, apresenta propriedades hidratantes,
emolientes e amaciantes, superiores as dos 6leos comuns, o0 que é de grande interesse
na industria de cosméticos (LAGO, 2001). Na cera do grao, encontram-se as
hidroxitriptamidas (5-HTs) e caso os graos ndo sejam previamente decerados, serao
extraidas junto com o 6leo, dada a semelhanca de polaridade. A fracdo insaponificavel é
rica em diterpenos, principalmente cafestol, caveol e 16-O-metilcafestol, os quais vém
recebendo mais atengédo devido aos seus diferentes efeitos fisiolégicos (LAGO, 2001;
SPEER & SPEER, 2006).

Mais recentemente, o café passou a ser considerado uma planta funcional
nutracéutica por diversos pesquisadores. A cafeina e os polifendis, como os &cidos
clorogénicos (CGA = clorogenic acids), apresentam atividade antioxidante, assim como as
amidas de serotonina, que tém despertado grande interesse na cera de café a ser usado
em alimentos. Os diterpenos, cafestol e caveol, apesar de serem considerados
hipercolesterolémicos, apresentam propriedade anticarcinogénica e antiinflamatéria
(LAGO, 2001; WILDMAN, 2001 apud SANDI, 2003; MONTEIR; TRUGO, 2005; SPEER,;
SPEER, 2006).
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Os métodos comuns para a extragdo do 6leo de café incluem extragdo por
prensagem e/ou com solventes. Em café, a tecnologia de extragdo supercritica tem sido
quase que exclusivamente empregada para a descafeinizacdo do café como também
para a extracdo do éleo de café torrado como fonte de aroma (SANDI, 2003). O mesmo
autor estudou as condi¢des de extracao do 6leo de café verde e dos diterpenos com CO,
supercritico obtendo produtos de alto valor agregado: café verde livre de 6leo e de
diterpenos (hipercolesterolémico), e 6leo de café verde rico em diterpenos (bloqueador de
radiacao solar, propriedade antiinflamatéria e anticarcinogénica).

3.3.2 OLEo DE PEQuI (Caryocar brasiliense Camb.)

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma planta da familia Cariocaraceae
nativa do Cerrado e da Amazénia cujo fruto € muito rico em 6leo e proteina. O nome
pequi se origina da palavra tupi “pyqui”’, em que Py = casca e qui = espinho. Em diversas
regidbes do cerrado do pais, o extrativismo dos frutos do pequizeiro constitui em uma
importante atividade econdmica, geradora de renda e emprego (SANTOS et al., 2004;
CALDEIRA JR et al., 2007).

O dleo de pequi é utilizado na industria cosmética para a fabricacdo de cremes
para a pele e sabonetes devido ao seu delicado aroma e propriedades quimicas. A
extracdo artesanal do 6leo de pequi é realizada submetendo a polpa do fruto a um
cozimento intensivo com agua e separando o éleo sobrenadante. Em seguida, seca-se o
produto em recipiente metalico sobre uma chapa quente até que o mesmo perca a
opacidade que é causada pela umidade. Finalmente, em laboratérios, o éleo obtido é
filtrado em papel de filtro (FACIOLI; GONCALVES, 1998; AQUINO, 2007).

Caracteristicas fisico-quimicas da polpa pequi sdo descritas por Ferreira et al.
(1987, apud CALDEIRA Jr., 2007), onde obteve teor de umidade (41,50%), cinzas
(0,63%), proteina (3,0%), lipidios (33,40%), carboidratos (11,45%) e fibra alimentar total
(10,02%). Aquino (2007) cita estudos de varios autores onde os teores de 6leo variaram
de 20 a 61%. As diferengas nas caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos ocorrem,
principalmente, em frutos dentro de plantas, em plantas dentro de areas e até entre as
regides onde existe o pequizeiro, além do tempo entre a coleta e o consumo (VERA et al.,
2005; OLIVEIRA et al. 2006). Os lipidios sao os constituintes predominantes,
prevalecendo nestes os acidos graxos, oléico e palmitico. Detecta-se também um teor
elevado de fibra alimentar e a presenca de compostos fenélicos e carotendides, como

violaxantina, luteina e zeaxantina, com pequenas quantidades de B-criptoxantina, B-
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caroteno e neoxantina, os quais estdo associados a prevengao de processos oxidativos
(AZEVEDO-MALEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA et al., 2007).

Na regido do Cerrado, as arvores recebem alta incidéncia de raios solares, o que
favorece a geracdo de radicais livres. Essas condi¢gbes favorecem a biossintese de
compostos secundarios com propriedades antioxidantes (compostos fendlicos e
carotendides) (LIMA et al., 2007). Muitos estudos tém demonstrado que a avaliagao da
bioatividade de plantas medicinais do Cerrado fornece subsidios para utilizd-las como
farmacos pelo homem. Os componentes do pequi (folha, casca, polpa e améndoa) séo
indicados para uso em varios produtos como alimentagdo, industria cosmética e para
tratamento de varias enfermidades, como a gripe, asma e outras doencgas respiratorias,
devido aos seus diferentes efeitos medicinais (MOTTER et al., 2004; AQUINO, 2007;
KHOURI et al., 2007).

O oleo de pequi apresenta atividade inseticida em milhos armazenados
(COITINHO et al., 2006). No estudo realizado por Khouri et al. (2007), o extrato aquoso da
polpa de pequi apresentou potencial anticlastogénico (antimutagénico). Resultados
indicam que o extrato da folha e da casca do caule de pequi pode ser utilizado como
moluscida no combate a esquistossomose (BEZERRA et al., 2002; MOTTER et al., 2004).
O extrato hidroetandlico das folhas de Caryocar brasiliense demonstrou efeito
leishmanicida sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis e atividade
bactericida sobre estirpes de bactérias patogénicas para o homem, e relevante
capacidade antioxidante, similar as atividades da vitamina C e da rutina (PAULA JR et al.
2006).

Roesler et al. (2007) estudaram a presenca de compostos com capacidade
antioxidante provenientes de fracées diversas de frutas do cerrado brasileiro. Os
compostos fendlicos encontrados pelos autores foram expressos em equivalente de acido
galico (GAE = galic acid equivalent): na casca do pequi 209,37g GAE/ kg de matéria seca
em extrato etandlico e 208,42 g GAE / kg matéria seca em extrato aquoso; na semente e
na polpa, encontraram 27,19 g / kg matéria seca em extrato etandlico e 20,88 g GAE/ kg
matéria seca em extrato aquoso. Com este estudo, os autores verificaram que a extragao
etandlica resulta em extratos com maiores conteddos de compostos fendlicos e,
consequentemente, com maior capacidade de seqUestrar radicais livres, ou seja, maior
atividade antioxidante, com excecdo para a casca de pequi, que apresentou alta
capacidade antioxidante para o extrato etandlico e também para o extrato aquoso.
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Portanto, para a extragcdo seletiva de antioxidantes naturais, € de grande
importancia e necessario um estudo sobre um processo mais apropriado e, aliado ao
crescente interesse comercial por esses 6leos, implicard em ganhos maiores para as

comunidades extrativistas.

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Antioxidantes sao definidos como moléculas que, quando presente em pequenas
concentracdes comparadas as do substrato oxidavel, impedem ou reduzem a degradacao
oxidativa destes substratos (HALLIWELL, 1990 apud HUANG et al., 2005).

Diversas classes de moléculas sao susceptiveis ao ataque de O,, que € o principal
responsavel pela deterioracdo nos alimentos. Os lipidios e acidos graxos poliinsaturados
reagem com O, formando hidroperoxidos. A oxidagao de lipidios, além de representar um
problema na industria de alimentos, esta ligada a diversas doengas no ser humano € a
aceleracado do processo de envelhecimento, uma vez que o excesso de producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), podem interagir e lesar diversas estruturas
celulares. (MAFRA et al., 1999; SHAHIDI, 1997 apud VASCONCELLOS, 2007).

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 fenélicos e tocoferéis na estabilidade de 6leos. Acidos
graxos insaturados e os carotendides afetam o processo autoxidativo agindo como pr6 ou
antioxidantes (TUBEROSO et al., 2007).

Os carotendides possuem acao comprovada na saude humana. Desempenham
um importante papel como antioxidante por sequestrar radicais livres e oxigénio singleto,
como também inibem o crescimento de certas células cancerigenas (WEI et al., 2005).

Os compostos fendlicos sado originados do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo, além disso, se formam em
condicdes de estresse como, infecgdes, ferimentos, radiagcbes UV, dentre outros. Sao
incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na
prevencdo da autoxidacdo (SHAHIDI et al., 1992 apud ANGELO; JORGE, 2007). Dentre
os fendlicos, destacam-se os flavonodides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferois
como o0s mais comuns antioxidantes fenélicos de fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007).
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O mais importante grupo de antioxidantes naturais presentes em Odleos
comestiveis brutos ou refinados sao os tocoferdis. Os tocoferbis sdo compostos
monofendlicos, existentes em vegetais, principalmente em sementes oleaginosas e
folhas, que possuem atividade antioxidante e de vitamina E. Eles estdo agrupados em
duas séries de compostos que possuem estrutura quimica semelhante e recebem o nome
genérico de tocdis 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).

Como o uso de antioxidantes sintéticos tem sido severamente restrito pela
industria de alimentos devido aos efeitos colaterais como alergias e possiveis agdes
promotoras de céancer (RIZVI, 1994 apud LEAL, 2005), pesquisas tém enfatizado o

desenvolvimento e utilizagdo de antioxidantes provenientes de fontes naturais.
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Material e Métodos

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS

As matérias-primas e extratos comerciais foram cedidos pela Croda do Brasil Ltda.

4.1.1 CAFE VERDE (Coffea arabica)

A amostra de semente de café consistiu de dois sacos de polietileno contendo 1 kg
de sementes de café verde cada um ja beneficiadas e classificadas. Ao ser recebida no
LASEFI, a amostra foi acondicionada dentro de caixa de polipropileno corrugado e
armazenada em sala climatizada, 291 K, até a realizacao dos ensaios. A amostra de café
verde foi identificada como CV.

Amostras de extratos comerciais de café verde foram identificadas de acordo com
o lote especificado no rétulo: Graos Poli-6leos, Maceragéo, Poli-o e 0003. As quatro
amostras de extrato, ao serem recebidas, foram acondicionadas em caixa de isopor e

armazenadas em freezer doméstico (Metalfrio, DA420, Sdo Paulo, Sdo Paulo) a 255 K.

4.1.2 Peaui(Caryocar brasiliense Camb.)

A amostra comercial consistiu de salmoura de polpa de pequi em dois recipientes
lacrados contendo, cada um, 770g de peso liquido e 270g de peso drenado (Lote 155,
fabricagao: 17/jul/2008, validade: 17/jul/2009, temperatura ambiente). A amostra comercial
foi identificada como PQ-155.

A amostra de polpa de pequi definida para o estudo foi cedida j& manualmente
descascada e despolpada, sem passar por tratamento posterior e foi submetida
diretamente ao congelamento. A amostra in natura foi identificada como PQ.

Ambas as amostras, ao serem recebidas no LASEFI, foram acondicionadas em
saco de polietileno de cor preta, para proteger da luz, e armazenadas a 255 K em freezer
doméstico (Metalfrio, DA420, Sao Paulo, Sao Paulo).

O extrato comercial de pequi, acondicionado em recipiente plastico, ao ser
recebido foi acondicionado em caixa de isopor e armazenado em freezer doméstico
(Metalfrio, DA420, Sao Paulo, Sao Paulo). Para sua identificagédo foi adotado o niumero do
lote (0000236125) especificado no rétulo.
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4.2 PREPARO E CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

As matérias-primas foram moidas em moinho de facas (Marconi, modelo MA340,
série 0204244, Piracicaba, Sao Paulo). A distribuicdo do tamanho das particulas foi
determinada usando o jogo de peneiras, com aberturas de 12 a 80 mesh, da série Tyler
(W.S. Tyler, Wheeling, EUA), posicionadas no sistema vibratério de tipo magnético
(Bertel, Piracicaba, Sao Paulo) por 15 minutos em nivel 10. As massas retidas em cada
peneira foram medidas em balanga semi-analitica (Marte, série AS2000, + 0,01g, Artlab,
Sdo Paulo, Sao Paulo). Antes e apéds cada operacdao efetuada no preparo e
caracterizacao, as matérias-primas permaneceram armazenadas a 255 K em freezer
doméstico (Metalfrio, DA420, Sdo Paulo, Sdo Paulo).

As determinacdes de teor de umidade (925.40: 37.1.10), de lipidios (948.22:
32.1.25), de proteina (950.48: 32.1.22), e de cinzas (950.49: 4.1.10) das matérias-primas,
foram realizadas seguindo os métodos oficiais da AOAC (1997) e em triplicata.

4.2.1 CAFE VERDE

Aliquotas de sementes inteiras de café verde foram peneiradas para que fossem
retiradas as particulas finas que pudessem causar obstru¢do da linha da unidade durante
0 processo de extracdo. Posteriormente, foram acondicionadas e identificadas como CVI.
Aliquotas de sementes de café verde foram moidas e classificadas quanto ao tamanho e,
posteriormente, particulas de mesh 16 (diametro maior que 1mm) e mesh -24/+48 (0,3
mm < didmetro < 0,7 mm) foram acondicionadas separadamente e identificadas como
CV16 e CVM, respectivamente.

Apdés a moagem e a classificacdo, as amostras CVQ, CV16 e CVM, foram
acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas em freezer doméstico a 255 K até
a realizagéo da extragao.

4.2.2 Peaui

A amostra PQ-155 passou por um processo de dessalga para posterior preparo e
caracterizagdo. Colocou-se a polpa em reservatério plastico com um litro de agua
destilada e cobriu-se o reservatério com papel aluminio, para proteger a matéria-prima
dos fatores ambientais que pudessem causar degradacado ao composto alvo. Trocou-se a
agua destilada a cada duas horas, por cinco vezes, para garantir a dessalga. Apos
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dessalga, acomodou-se a amostra em reservatério de aluminio previamente tarado, em
balanca semi-analitica, e mediu-se a massa Umida.

As amostras de polpa de pequi foram secas em estufa com circulagcéo e renovacao
de ar (Marconi, modelo MAOQ35, Piracicaba, Sao Paulo) a 318 K por 24 horas, antes da

moagem e classificacao do tamanho.

4.3 EXTRAGCAO coM DidXIibo DE CARBONO SUPERCRITICO

4.3.1 UNIDADE DE EXTRACAO SUPERCRITICA

As extragbes 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 ultratermostéatico (Marconi, modelo MA184, Piracicaba,
Sao Paulo); cilindro de CO, (99% pureza, Gama Gases Especiais, Campinas, Sao Paulo);
e totalimetro (LAO GO0,6, Sao Paulo, Sao Paulo) apresentados na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Spe-ed SFE: 1: Banho de resfriamento; 2: Bomba pneumatica; 3: Unidade

controladora de temperatura; 4: Totalimetro; 5: Rotametro; 6: Cilindro de CO..

As células de extragdo (Thar Designs, CL 1373, Pittsburg, EUA) utilizadas na
unidade Spe-ed SFE estdo apresentadas na Figura 4.2. O leito de extragéo (1) possui 2
cm de didmetro e 1,46 cm de altura, totalizando volume de leito de 4,6 mL e o leito de
extragéo (2) possui 5,42 cm de didmetro e 12,54 cm de altura, totalizando volume de leito
de 290 mL.
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Figura 4.2 — 1: Célula de extracdo identificada como 5mL; 2: Célula de extracdo

identificada como 300mL.

4.3.1.1 Procedimento operacional

O fluxograma da unidade de extracdo com fluido supercritico Spe-ed SFE é
apresentado na Figura 4.1.

O processo tem inicio quando o CO, sai do cilindro (C-CO2) em direcao ao banho
ultratermostatico (BT), que contém uma solugcdo de etileno glicol e agua a 263 K para
resfriar o solvente assegurando que o mesmo alcance a bomba na fase liquida. Na
bomba (BB), o solvente liquido é comprimido até a pressao de operacao e transportado
para dentro da célula de extracdo (CE), onde se encontra a matéria-prima. A célula de
extracao esta acoplada dentro do forno (F) com a temperatura de operacéao controlada por
um termopar. O solvente fluido percola a matéria-prima extraindo os compostos soluveis e
quando atinge a vélvula de expansao (micrométrica) (V5) 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 quantificada, e € liberado no

ambiente.
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Figura 4.3 - Fluxograma da unidade experimental Spe-ed SFE (adaptado de
VASCOCELLOS, 2007).

O procedimento operacional da unidade foi padréao para as todas as extracoes:

1. Ligou-se o banho de resfriamento (BT) e esperou-se alcancar a temperatura entre
268K e 263K;

2. Verificou-se se todas as vélvulas (V1, V2, V3 e V4) estavam fechadas e ligou-se o
Spe-ed SFE e o compressor (CP);

3. 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;

4. Abriram-se as valvulas do cilindro de CO, (V1) e de segurancga (V2);
Ligou-se a bomba de pressurizagdo do CO, (BB);

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

7. Abriu-se lentamente a valvula de entrada de CO, (V3) para pressuriza¢ao do sistema
com a pressao existente no cilindro de CO, (C-CO2);

8. Verificou-se que ndo havia vazamento, nem na célula de extracdo (CE) nem na linha
do sistema;

9. Regulou-se vagarosamente a pressdao na bomba (BB) até a pressao de operagao e

verificou-se novamente se nao havia vazamento;
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

Configurou-se a temperatura do forno (F) para a temperatura de operagdo e a
temperatura da valvula micrométrica (V5) para 353 K e ligaram-se os botbes de
temperatura do forno (F);

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

Esperou-se 10 minutos para a estabilizacao do sistema;

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

Abriu-se vagarosamente a valvula de saida de COj+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 extragdo e controlada pelo rotametro (RT) e pelo
totalimetro (TT);

Apdés o tempo pré-estabelecido de extracdo, fechou-se a vélvula de saida de
CO,+extrato (V4) e fechou-se a valvula de entrada de CO, (V3);

Diminuiu-se a pressao da bomba (BB) até pressao do cilindro de CO, (C-CO2) e
desligaram-se os botdes de temperatura do forno (F) e da valvula micrométrica (V5);
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;

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

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

Apds o procedimento de limpeza, retirou-se o frasco de coleta de limpeza;

Acoplou-se outra célula de extracao no forno (F) e abriu-se a véalvula de entrada (V3)
de CO,, para que fosse passada, na linha, corrente de CO, para retirada total de
residuo de solvente;

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 condigbes ambientes de temperatura e pressdo. Estas condi¢cdes

foram registradas com termdmetro de mercurio (PolyScience, EUA) e manémetro (modelo
104, Veb Feingeratebau 9362 Drebach/ERZC GDR, Alemanha), e serviram como dados
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de entrada no programa de dados de referéncia padrdao do NIST (2005) - National Institute
of Standards and Technology, 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 condicoes ambientes. Com a
densidade e a vaz&o volumétrica calculou-se a vazdo méssica do CO, (kg) utilizada em
cada experimento de extracao.

4.3.2 PREPARO DO LEITO DE EXTRACAO

O preparo do leito seguiu procedimento padrao para todas as extragdes: com uma
das extremidades da célula fechada, depositou-se uma camada de 1a de vidro em sua
base; Acrescentou-se aos poucos a matéria-prima moida empacotando-a com o auxilio de
um bastao cilindrico de ago inox, para evitar a formagdo de caminhos preferenciais;
posteriormente, depositou-se outra camada de |a de vidro por cima da matéria-prima e
fechou-se a célula. O leito empacotado pode ser visualizado na Figura 4.4. A densidade
do leito foi mantida constante. A |a de vidro serve como um filtro para evitar a passagem
de particulas finas que possam causar obstrucao da linha.

Na célula de 5 mL, a quantidade de matéria-prima foi suficiente para preencher
todo o volume do leito. Na célula de 300 mL, preencheu-se aproximadamente 1/4 do
volume do leito de amostra de café e aproximadamente 1/6 de amostras de pequi, onde o
volume restante foi preenchido com esferas de vidro.

La de vidro —
%

Matéria-prima % \

La de vidro —> |

. -
.

Figura 4.4 - Leito empacotado da célula de 5 mL.

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.
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4.3.3 DETERMINAGAO DO RENDIMENTO GLOBAL (Xo)

Ensaios preliminares de rendimento global foram realizados na célula de 300 mL,
utilizando-se 50,00 g de massa de amostra de café verde, e 20,00 g de massa de amostra
de pequi. Na medicdo da massa de amostra para extragdo, tomou-se o devido cuidado
para evitar a autoclassificagdo, adotando-se o método das divisdes sucessivas (FOUST et
al., 1982), pois as particulas menores permaneciam na parte inferior do recipiente
plastico.

Os experimentos para a determinagao do rendimento global foram realizados na
célula de 5mL apresentada na Figura 4.2, item 4.3.1. Foram realizadas extragcdes em
duas temperaturas e cinco pressdes totalizando dez ensaios que foram replicados. O
tempo de processo de extracdo 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 estao apresentados na Tabela 4.1:

Tabela 4.1 Parametros operacionais adotados para a determinacdo das isotermas de
rendimento global (IRG).

S/F: 60

Tempo [s] 3600

Vazéo [kg/s]: 8,35 x 10°

Temperatura [K]: 323 333

Pressao [MPa]: 20 25 30 35 40

O procedimento padrdo de operagdo da unidade Spe-ed SFE foi adotado para a
determinagdo do rendimento global. Apés o fim da extragdo, 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
313K e a pressao de 0,011 MPa, 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).
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O rendimento global (X,) foi calculado relacionando a massa total (Meyan) de
extrato e a massa de alimentacdo de matéria-prima em base seca (Mamosira), de acordo
com a Equacao 4.1:

X - ( Moo jxmo .
amostra
Ao final das extragdes com todas as condigcdes de temperatura e pressao, as
isotermas de rendimento global (GYI = Global Yield Isotherms) foram apresentadas em
graficos a fim de se observar o comportamento do sistema em diferentes condigées de
temperatura e presséao.

4.3.4 DETERMINAGAO DA CINETICA DE EXTRAGAO

Os experimentos para a determinacao da cinética de extracao foram realizados na
célula de 300 mL apresentada na Figura 4.2, item 4.3.1. A condi¢cdo de temperatura e
pressao de extracdo adotada foi a que se obteve o melhor rendimento do composto de
interesse. A duracao da cinética de extracao foi realizada até que nao se observasse mais
saida de extrato no fraco coletor.

O procedimento padrdo de operacao da unidade Spe-ed SFE foi adotado para a
determinagao da cinética de extragdo. A célula de 300 mL foi acoplada no forno de forma
que a parte preenchida com as esferas de vidro fosse deixada para baixo para que
apenas o diéxido de carbono puro, que penetra na parte inferior da célula, percorresse as
esferas, evitando a agregacao de extrato nas mesmas. Em periodos predeterminados de
extragdo, os frascos de coleta de extratos eram substituidos por outros limpos, e
previamente tarados, até que ndo se percebesse mais a saida de extrato. 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 no rota
evaporador (Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi, Flawil, Suica) com bomba de
vacuo (Rotavac, Heidolph, Instruments, GMBH, Viertrieb, Alemanha) a temperatura de
313 K e a presséo de 0,011MPa, 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 extracdo (OEC) foram
apresentadas em graficos a fim de se observar o0 comportamento do sistema.
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4.3.4.1 Calculo dos parametros cinéticos
Para a determinacdo dos parametros cinéticos, tcer (duragéo do periodo de taxa

constante de extragcdo, [min.]); Mcer (taxa de transferéncia de massa do periodo CER,
[kg/s]); Ycer (razdo massica de extrato na saida do leito, [gex/100gcoz]); € Rcer
(rendimento do periodo da taxa constante de extracao, [%)]), foi utilizado um aplicativo
computacional que consiste em uma planilha de célculo em Excel com uso da fungéo
PROJ.LIN (SANTOS, 2007) que ajusta um spline linear de trés retas a curva da cinética
de extracdo. Sucessivos valores do ponto de interseccao das trés retas sdo avaliados a
partir dos moédulos em visual basic para aplicacdo (VBA), maximizando o coeficiente de
correlacdo das retas. A interseccao entre as duas primeiras retas determina o término do
periodo de taxa constante de extracao (icer) € a interseccdo entre a segunda e terceira
reta determina o final do periodo de taxa decrescente de extragao (trer), onde a partir
deste ponto inicia-se a o periodo de extragao controlada pela difusao.

Os dados de entrada para o aplicativo sdo os dados experimentais obtidos das
curvas globais de extragado, a vazao de solvente, densidade do sélido e a massa inicial de
alimentacé@o. O programa gera um grafico dindmico plotado em termos da razao entre a
massa de extrato e a massa inicial de alimentacdo versus a razado entre a massa de

solvente e massa inicial de alimentagao (SANTOS, 2007).

4.4 CoMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Para os extratos obtidos nos ensaios preliminares referente as extractes
realizadas para a determinagdo do rendimento global das amostras de café verde (CVI,
CVvQ, CV16, CVM) realizaram-se analises qualitativas e andlises preliminares de fendis
totais, e para as amostras comerciais (Graos Poli-6leos, Maceracao, Poli-o e 0003),
realizaram-se andlises qualitativas.

Para cada extrato obtido referente as extragdes realizadas para a determinagéao
das isotermas de rendimento global da amostra PQ, e para o extrato comercial de pequi
(lote: 0000236125), realizaram-se andlises de carotendides totais, fendis totais e atividade
antioxidante de forma que as replicatas das extracbes, com mesma condicdo de
temperatura e pressao, participaram do mesmo ensaio. Para se obter uma média entre
medidas do mesmo extrato, as solugbes de extrato foram preparadas em triplicata para as
andlises de carotendides totais e fendis totais; em duplicata, para acidos graxos e
atividade antioxidante; e a andlise de tocoferdis totais foi realizada sem repeticao devido a
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pouca quantidade de extrato. As leituras das absorbancias foram realizadas em triplicata,
para a eliminacdo do erro do equipamento. Com isso, diminuiu-se a influéncia de erros
causados por erros provenientes de aparelhagem e equipamentos e erros impossiveis de
se prever, erro sistematico e erro aleatorio, respectivamente.

Analises de composicdo em acidos graxos (AOCS Ce 1c¢-89) e teor de tocoferébis
totais (AOCS Ce 8-89) foram realizados seguindo metodologia oficial da AOCS (2004) -
American Oil Chemists’ Society. Uma amostra de extrato de cada condicdo de
temperatura e pressao foi selecionada aleatoriamente para estas andlises.

4.4.1 ANALISE QUALITATIVA

O perfil de composicdo, compostos fendlicos e flavondides dos extratos, foi
determinado qualitativamente através da técnica de adsorgcdo por cromatografia em
camada delgada (CCD), seguindo metodologia de Wagner & Bladt (1996) com algumas
modificacdes.

Material: cromatofolhas de aluminio com fase estacionaria de silica gel (CCF-C/25,
silica gel 60 Fas4, Merk KGaA, Darmstadt, Alemanha); esqualeno (CAS 111-02-4, Lote
34806355, SIGMA, EUA); cafeina (CAS 58-08-2, Lote 33807218, SIGMA, EUA); acido
caféico (CAS 331-39-5, Lote 23507236, SIGMA, EUA); p-anisaldeido (CAS 123-125, Lote
116K3531, SIGMA, EUA); 2-aminoetil-difenilborinato (CAS 524-95-8, Lote 096K2612,
SIGMA, EUA); luz ultravioleta (Multiband UV — 254-366nm, modelo UVGL-58, Mineralight®
Lamp, Upland, CA, EUA) equipada com gabinete (UVP-Chromato-VUE, modelo CC-10,
Upland, CA, EUA); estufa a vacuo (Tencal, modelo TE-385-1, Piracicaba, Sao Paulo);
acetato de etila P.A.(Merck KGaA, Lote: K37251523, Darmstadt, Alemanha); tolueno PA
ACS (Merck KGaA, lote: K37362225, Darmstadt, Alemanha); Cloroférmio PA ACS
(ECIBRA, lote:17.408, Santo Amaro, Sao Paulo); éter etilico ABS ACS (ECIBRA, lote:
17.490, Santo Amaro, Sao Paulo).

Procedimento: solugbes dos extratos e dos padrées de referéncia foram
preparadas com acetato de etila. Aliquotas das solugbes dos extratos foram aplicadas nas
cromatofolhas com auxilio de tubo capilar. Posteriormente, as cromatofolhas foram
inseridas em cubas de vidro e eluidas com combinacdo de diferentes proporcdes de
solventes orgéanicos, para as fases moéveis. A visualizacdo das bandas geradas pelos
compostos que ndo estavam na regido do visivel foi realizada através de luz ultravioleta
de curto comprimento de onda, 254nm, e longo comprimento de onda, 366nm. Para

compostos que ndo emitiram fluorescéncias em luz ultravioleta, a visualizagdo das bandas
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foi realizada borrifando as placas com solugbes de reagentes, que conferem cores aos
compostos. A solugédo do revelador anisaldeido sulfarico (AS) foi preparada adicionando
em erlenmayer de 250 mL, 0,5 mL de p-anisaldeido, 10 mL de acido acético glacial, 85
mL de metanol e 5 mL de &cido sulfdrico concentrado, nesta ordem, pois a reagao é
intensa. A solugdo do revelador 2-aminoetil-difenilborinato (NP) foi preparada em
erlenmayer de 250mL, onde se adicionou 1 g 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 373 K por 10 minutos, na regido do visivel e em luz ultravioleta.

4.4.2 CAROTENOIDES TOTAIS

A concentracao de carotendides totais nos extratos foi calculada baseada na curva
padrao de B-caroteno seguindo metodologia de Franca et al. (1999) com algumas
modificacdes.

Material: n-hexano PA ACS (96%, Lote K37503274, Merk KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e acetona PA ACS (Lote K37426814, Merk, Darmstadt, Alemanha) na
proporcao de 7:3 (vol./vol.); padrdo de B-caroteno (95%, UV, Type |, SIGMA, St Louis,
MO, EUA); balanca analitica (Sartorius analytic A200S, *0,0001, Sartorius GMBH
Gottingen, Alemanha); ultra-som (Ultra sonic clean, MaxiClean 1400, Unique, Indaiatuba,
Séo Paulo); e espectrofotometro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao).

Procedimento: a solugdo estoque, de n-hexano PA e acetona PA ACS, foi
produzida em quantidade suficiente para que fosse usada a mesma solugdo em todas as
diluicbes, tanto para a determinagdo da curva padrao de [(-caroteno, quanto para a
determinagdo da concentragdo de carotendides dos extratos. A curva padrdo de B-
caroteno foi construida através de solugao produzida com o auxilio de espatula de ago
inoxidavel, onde se pesou 0,0245g de B-caroteno em baldo volumétrico de fundo chato
(25 mL) tarado em balanga analitica. Diluiu-se até afericdo com solugédo estoque de n-
hexano e acetona (7:3 vol./vol.) e, com o uso de ultra-som, garantiu-se a completa
dissolucdo do B-caroteno na solugdo, obtendo-se uma concentracao de 0,98 mg/mL.
Ensaios preliminares de leitura da absorbancia das diluicdes desta solu¢cdo permitiram
observar que a concentracao final de 0,02 mg/mL seria suficiente para se obter os dados
de absorbancia no intervalo de 0 a 1, onde a Lei de Lambert-Beer € satisfeita. A partir
desta solugdo, aliquotas foram diluidas em seis diferentes concentracbes para a
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construgado da curva padrao de B-caroteno. As solugdes dos extratos, SFE e comercial,
foram preparadas pesando-se aproximadamente 0,0500g de extrato, com auxilio de
espatula de acgo inoxidavel apoiada em béquer, na balanga analitica. Depositou-se esta
massa em baldo volumétrico de fundo chato (10 mL) e aferiu-se com a solugcao estoque
de n-hexano e acetona. Posteriormente, as leituras das absorbancias foram realizadas
imediatamente, a fim de se evitar degradacao do -caroteno presente, e no comprimento
de onda de 450 nm.

4.4.3 FENOIS TOTAIS

A concentracdo de fendis totais nos extratos foi calculada baseada na curva
padrao de &acido gdlico seguindo metodologia de Singleton & Rossi (1965) com
modificacdes de Cheung et al. (2003) e algumas alteracdes.

Material: reagente fendlico de Folin & Ciocalteu (Lote 23690, Diadema, Sao
Paulo); solucao saturada de carbonato de sédio anidro PA ACS (Na,COs3) (99,5%, Lote
16.999, Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo); alcool etilico ABS ACS (99,5%, Lote 17.439,
Ecibra, Santo Amaro, Sdo Paulo); 4gua destilada em destilador (Marconi, modelo MA 078,
Piracicaba, Sdo Paulo); padrdao de acido galico (Lote 023K01171, SIGMA, St Louis, MO,
USA); balanca analitica (Sartorius analytic A200S, +0,0001, Sartorius GMBH Gottingen,
Alemanha); balanga semi-analitica (Marte, série AS2000, + 0,019, Artlab, Sao Paulo, Sao
Paulo); e espectrofotdbmetro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao).

Procedimento: a solugao saturada (~50%) de carbonato de s6dio (Na,CQOs3) foi
produzida a cada ensaio realizado. Pesou-se em béquer previamente tarado em balanca
semi-analitica 25g de Na,COj; e diluiu-se em 50 mL de agua destilada. A curva padrdo de
acido galico foi construida através de solugao preparada com o auxilio de espatula de ago
inoxidavel, onde se pesou 0,0200g de acido galico em baldo volumétrico de fundo chato
(100 mL) tarado em balanga analitica. Diluiu-se até afericdo com agua destilada obtendo-
se uma concentracao de 0,2000 mg/mL. Ensaios preliminares de leitura da absorbancia
das diluicbes desta solugdo permitiram observar que a concentracdes 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 Lambert-Beer é satisfeita. A partir desta solugao, aliquotas foram diluidas
em diferentes concentragcdes para a construgdo da curva padrdo de acido gélico. As
solugcdes dos extratos, SFE e comercial, foram preparadas pesando-se aproximadamente
0,0200g de extrato, com auxilio de espatula de acgo inoxidavel apoiada em béquer, na
balanga analitica. Depositou-se esta massa em baldo volumétrico de fundo chato (5 mL),
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diluiu-se com 0,5mL de éalcool etilico, e aferiu-se com agua destilada. A solugao da reagao
foi preparada para cada solugdo de extrato, adicionando 1 mL da solucao de extrato e 1
mL do reagente fendlico de Folin & Ciocalteu, em baldo de fundo chato (10 mL) e
homogeneizando-se. Depois de trés minutos, adicionou-se 1 mL da solugcédo saturada de
carbonato de sodio e imediatamente aferiu-se com agua destilada. Esta solugéo foi
mantida no escuro por noventa minutos para que ocorresse a reagao e, posteriormente,

as leituras das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda de 725 nm.

4.4.4 TOCOFEROIS TOTAIS

A analise do teor de tocoferdis totais dos extratos foi realizada utilizando o método
AOCS Ce 8-89 (2004) por cromatografia liquida de alta eficiéncia no Laboratério de Oleos
e Gorduras/DTA/FEA/UNICAMP.

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 L.

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
solugdo foi injetada no cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia para a determinagcado de
tocoferdis totais.

4.4.5 Acipos GRAXOS

Os acidos graxos dos extratos foram determinados seguindo o método AOCS Ce
1¢-89 (2004) no Laboratério de Oleos e Gorduras/DTA/FEA/UNICAMP. 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:
0,25 mm, 0,25 um filme. Programag¢do com vazéo de 1,00 mL/min.; velocidade linear de
24 cm/seg.; temperatura do detector em 553 K; temperatura do injetor em 523 K;
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temperatura do forno com rampa de 383 K por 5 minutos, 383 K a 488 K com taxa de
278K/min., e 488 K por 24 minutos; utilizou-se hélio (Air Liquide Brasil, Sdo Paulo, Sao
Paulo) como géas de arraste; o volume injetado foi de 1,0 pL.

Procedimento: pesou-se, com auxilio de pipeta Pasteur, aproximadamente 60 mg
de extrato em balanca 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
dissolucédo 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 esterificagdo (solugao
metandlica de cloreto de amdnia e acido sulfurico) e agitou-se. Novamente, aqueceu-se a
solugdo por 5 minutos e depois se resfriou em banho de gelo. Adicionou-se 4 mL de
solugdo 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 estdo os
ésteres metilicos, foi transferida para vials de 1,5 mL e armazenados em freezer para

posterior injegdo no cromatografo.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos, SFE e comercial (lote: 0000236125), foi
determinada através da reagdo acoplada de B-caroteno e acido linolénico, segundo
metodologia de Hammerschmidt & Pratt (1978) adaptada por Leal et al. (2003) para
extratos obtidos via extrag@o supercritica.

Material: Cloroférmio PA ACS (99%, Lote 17408, Ecibra, Santo Amaro, Sao
Paulo); acido linolénico (99%, Lote 037K1045, SIGMA, Darmstadt, Alemanha); B-caroteno
(95%, UV, Tipo I, SIGMA, St Louis, MO, EUA); Tween 80° (Lote 046K0128, SIGMA-
ALBRICH, Darmstadt, Alemanha); agua destilada em Destilador (Marconi, modelo MA
078, Piracicaba, Sao Paulo); tubos Ependorf (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); rota evaporador
(Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi, Flawil, Switzerland); Agitador de tubos
(Phoenix, modelo AP56, Araraquara, Sao Paulo), Banho (Marconi, modelo MA127/BO,
Piracicaba, Sao Paulo); e espectrofotdmetro (modelo U-3010, HITACHI, Téquio, Japao).

Procedimento: As solugcdes dos extratos, SFE e comercial, foram preparadas
pesando-se aproximadamente 0,0200g de extrato, com auxilio de espatula de aco
inoxidavel apoiada em béquer, na balanca analitica. Depositou-se esta massa em tubo
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Ependorf (1,5 mL) e, com o auxilio de ultra-som, diluiu-se em 1 mL de alcool etilico. Os
tubos foram fechados e mantidos em freezer domeéstico até realizagdo das analises. A
solucdo de substrato foi preparada em baldo de fundo redondo de 50 mL apoiado em
béquer na balanga analitica, previamente tarado. Com auxilio de espatula de aco
inoxidavel, pesou-se 0,0100 g de B-caroteno e se adicionou ao baldo. Com auxilio de
seringa e agulha, pesou-se 0,0600g de &cido linolénico e com o auxilio de pipeta
automatica, pesou-se 0,2000g de Tween 80°. Adicionou-se 10 mL de cloroférmio ao baldo
e homogeneizou. Esta foi concentrada em rota evaporador até completa remocao do
cloroférmio e suspendida em 50 mL de agua destilada. A solugcéo de reacao foi preparada
em tubos de ensaio. Adicionou-se 2 mL de agua destilada em cada tubo e,
posteriormente, acrescentou-se 0,05 mL das solugbes de extrato (para os tubos que
serviram de controle, adicionou-se 0,05 mL de alcool etilico). Adicionou-se 1 mL da
solugcado de substrato em cada tubo, homogeneizou em agitador de tubos e imediatamente
realizou-se a leitura em espectrofotémetro, iniciando a contagem do tempo. As leituras
das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda de 470 nm nos intervalos de
0, 1, 2 e 3 horas. Durante os intervalos das leituras, os tubos permaneceram em banho-
maria a temperatura de 313 K.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises 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 medi¢ées 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 s6, mas mais de uma
vez para as mesmas condicbes experimentais. Com a repeticdo, diminuiu-se a influéncia
de erros causados por 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. Os resultados obtidos com medi¢éo Unica foram devidos a
limitacdo da quantidade de extrato.

5.1 CAFE VERDE (COFFEA ARABICA)

5.1.1 PREPARO E CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA

Experimentou-se simular a quebra de sementes de café verde por prensagem.
Inicialmente, tentou-se quebrar as sementes utilizando-se de triturador doméstico e
observou-se que nem todas as sementes foram quebradas, onde sementes sem defeitos
continuaram inteiras e sementes defeituosas quebraram-se.

Outro método foi utilizado, depositando-se as sementes em saco plastico e, com
auxilio de utensilio adequado, realizou-se a quebra das sementes de forma que nenhuma
semente ficou inteira. Posteriormente, foi classificada quanto ao tamanho, usando
peneiras de 6 a 16 mesh, e as particulas finas que poderiam obstruir a linha do Spe-ed
SFE, durante a extracao, foram retiradas.

Toda a massa retida nas peneiras foi acondicionada e identificada como CVQ. O
rendimento das sementes apds quebra e classificagao foi de aproximadamente 98%.

A distribuicdo do tamanho das particulas para as sementes de café verde esta
apresentada na Figura 5.1.

A composicao centesimal de café verde com 8,5 + 0,1% de umidade esta
apresentada na Lago (2001) reportou teores de lipidios de trabalhos realizados com café
verde (Coffea arabica) em base seca, onde foram encontrados valores entre 12 e 20%. O
tipo de extracao e o solvente utilizado no processo de extracao de lipidios influenciam nao

s6 o rendimento como também a qualidade do 6leo de café (LAGO, 2001).
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Tabela 5.1 em base seca. Os dados obtidos em triplicata estdo expressos como
média mais ou menos a amplitude. Os lipidios foram extraidos durante 12 horas com éter
etilico P.A. (Synth, lote: 63.384, Diadema, Sdo Paulo) e os carboidratos e as fibras foram
calculados pela diferenga, ap6s a determinagao de proteinas.
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Figura 5.1 - Distribuicdo de tamanho de particulas de sementes de café verde: CVM:
café verde moido; CV16: café verde mesh 16; CVQ: café verde quebrado.

Lago (2001) reportou teores de lipidios de trabalhos realizados com café verde
(Coffea arabica) em base seca, onde foram encontrados valores entre 12 e 20%. O tipo
de extracao e o solvente utilizado no processo de extracio de lipidios influenciam nao sé

o rendimento como também a qualidade do 6leo de café (LAGO, 2001).

Tabela 5.1 — Composicao centesimal de sementes de café verde [g/100g em base seca].

Cinzas Proteinas Lipidios Carboidratos + fibras

4,9+0,1 16,4 £0,5 21+2 49,21

As sementes de café verde CVI, CVQ, CV16 e CVM foram utilizadas em extracoes
a fim de se caracterizar o extrato quanto a composi¢cdo quimica e, a partir desta
observacao, escolher a granulometria que melhor rendimento possui em compostos de

interesse.
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5.1.2 EXTRACAO coMm CO, SUPERCRITICO
5.1.2.1 Ensaios preliminares

Ensaios preliminares de extracao supercritica de café verde foram realizados nas
condigcdes de 323 K de temperatura e 30 MPa de pressdo. Os rendimentos estédo
apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Parametros dos ensaios preliminares de extragdo com CO, supercritico de

sementes de café verde (Xo 323 ks 30MPa)-

Amostra Vazao CO; [kg/s] Razao S/F Rendimento [%)]
CVI 10,30 x 10° 14,82 0,19
cvaQ 12,26 x 107 17,65 0,78
CVi6 11,64 x 10° 16,73 2,73
CVM 9,79 x 10° 14,09 6,37

Observando-se o limite maximo de vazao do equipamento Spe-ed SFE, onde a
vazdo maxima medida pelo rotdmetro é de 8 L/min. (= 2,4x10™* kg/s, T= 300 K e
P=0,1MPa), efetuou-se o célculo da vazdo massica do solvente, adotando-se uma
quantidade de solvente 18 vezes maior que a quantidade de matéria-prima, S/F=18, para
uma vazao média onde a duracdo da extragao nao fosse menos que 1 hora e também
nao fosse tdo longa que a vazao ficasse muito baixa, obtendo-se uma vazao média de 4,5
L/min. (= 1,2x10™ kg/s, T= 300 K e P=0,1 MPa).

5.1.2.2 Determinacao do Rendimento Global (X;)

A condicao adotada para a determinacao do rendimento global de café verde foi
de 323 K, 30 MPa, tempo de extracdo de 2 horas (7200s) e razdo entre massa de
solvente e massa de matéria-prima (S/F) igual a 18.

Os dados de teor de agua presente, de conteudo lipidico extraivel, densidade
aparente do leito de extracdo, vazdo média de solvente e rendimento global, em
diferentes tamanhos de particulas, estdo apresentados na Tabela 5.3.

Observou-se que, para as mesmas condicbes de temperatura e pressao, a
quantidade de extrato obtido de sementes moidas foi superior que a de sementes
quebradas, 0 que pode ser atribuida a quebra da estrutura do grdo com o processo de
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moagem aumentando a superficie de contato entre o soluto e o solvente melhorando a
eficiéncia da transferéncia de massa.

Uma andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para os dados experimentais de
rendimento global de café verde, indicando que o efeito do didmetro sobre o rendimento

global foi significativo (Pyaer = 0,000).

Tabela 5.3 — Teor de agua, de lipidio extraivel, densidade aparente do leito, vazao de
extragdo e rendimento global de amostras de café verde (CV) utilizando diferentes

tamanhos de partiCL”aS (Xo 323 K/30MPa S/F=18.)-

cv Agua Lipl’dio Densidade , Vaza?u_)5 média Rendimento
[04gua/100g CV] extraivel [%] aparente [kg/m’] [x10™ kg/s] extrato [%]
cvQ 11,0+ 0,1 3x2 612 12,36 0,9+0,2
CV16 9,0£0,3 nd’ 713 12,11 4+2
CVM 8510,1 212 713 11,37 81

"nd = n&o determinado

A umidade determinada para a caracterizacdo do café verde foi inferior a
quantidade de agua determinada para o CVQ e o CV16. Presume-se que a perda de agua
deveu-se ao aumento da superficie de contato do grao de café verde durante o preparo e
armazenamento, o que pode ter ocorrido em menor propor¢do para as outras amostras.

Os teores de lipidio extraivel e os rendimentos de extrato mostraram que o
rendimento de lipidio bruto é funcdo, além da temperatura e pressao de extracdo, do
tamanho da particula e area de superficie, escolha do solvente e duragao de extragéao,
ressaltando a importancia do estudo dos processos de extracdo como também de suas

variaveis.

5.2 PEQUI (CARYOCAR BRASILIENSE CAMB.)

5.2.1 PREPARO E CARACTERIZAGCAO DA MATERIA-PRIMA
Na avaliagdo da influéncia do pré-tratamento da polpa de pequi no processo de
extragdo do Oleo, em batelada, utilizando acetona como solvente, Aquino (2007) concluiu
que a umidade influéncia no processo de extracdo e que o maior rendimento do extrato
oleaginoso da polpa de pequi se obtém com a secagem antes do processo de extragao.
Devido ao alto teor de O6leo presente na polpa de pequi, observou-se

experimentalmente que seria inviavel a caracterizacao da matéria-prima in natura quanto
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a reducao e classificacdo de tamanho, assim como a extragéao, como foi observado por
Aquino (2007). Portanto, realizou-se a secagem da amostra em estufa a 318 K, com
conveccao forgcada de ar, por um periodo de vinte e quatro horas. Apdés a secagem,
mediu-se a massa de matéria-prima seca, e observou-se que seu rendimento foi de
aproximadamente 25% na operacao da secagem e que devido ao seu aspecto seria
recomendavel se congelar a matéria-prima PQ-155 antes da moagem, pois o 6leo
exsudava da polpa seca. Portanto, acondicionou-se a amostra seca em sacos plasticos,
depositou-se dentro de sacos plasticos de cor escura, e armazenou-se em freezer
doméstico a 255 K para que na realizacdo da moagem da matéria-prima ainda congelada
se evitasse a perda pelo aquecimento causado pelo atrito.

Na moagem, percebeu-se que grande quantidade de particulas ficou aderida nas
paredes do moinho, verificando perda de matéria-prima em cerca de 10%. Necessitou-se
fazer uso de triturador doméstico (liquidificador) para desagregar as particulas que se
formaram nas paredes do moinho. Os dados de rendimento das etapas de preparo da
matéria-prima estdo apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Dados de rendimento das etapas de preparo da matéria-prima PQ-155

Etapas Entrada [g] Saida [g] Rendimento [%]
Secagem 280,56 75,53 26,92
Moagem 75,53 67,96 89,98

Apdés a moagem, a matéria-prima foi acondicionada em saco de polietileno,
depositada em saco escuro e armazenada em freezer doméstico a 255 K. Percebeu-se
posteriormente que quantidades de 6leo ficavam agregadas no plastico que o
acondicionava, dificultando o manuseio da matéria-prima. A amostra PQ-155 foi utilizada
para fins de testes preliminares de preparo e extragdo, a fim de se familiarizar com a
matéria-prima.

As determinacgbes das caracteristicas fisicas e de composicao centesimal, das
isotermas de rendimento global e dos parametros cinéticos do trabalho foram realizadas
utilizando a amostra PQ, definida para o estudo.

Sabendo-se do rendimento nas etapas de preparo da amostra PQ-155, quantidade
suficiente da amostra PQ foi preparada para ser utilizada na caracterizagao e em todas as
condicbes de extracdo a serem estudadas.
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Aproximadamente 2400 g de amostra de PQ foi parcialmente descongelada em
temperatura ambiente, 301 K, por aproximadamente trés horas. Separaram-se as lascas,
uma a uma, e acomodou-se em reservatério plastico, forrado com papel aluminio, de
maneira que nao se sobrepusessem umas sobre as outras para facilitar a saida de agua
na etapa da secagem. Realizou-se a secagem da amostra em estufa a 318 K, com
conveccao forgcada de ar, por um periodo de vinte e quatro horas. Apds a secagem,
acondicionou-se a amostra seca no mesmo reservatorio plastico utilizado para a secagem
e armazenou-se em freezer doméstico a 255 K até a realizacdo da moagem e
peneiramento.

A amostra PQ foi moida, ainda congelada, para evitar deterioracdo de compostos
de interesse pelo atrito da moagem. Por ser muito oleosa, mesmo congelada, a amostra
ficou agregada nas paredes do moinho, formando placas que s6 puderam ser retiradas
com o auxilio de espatula, obtendo-se um rendimento de aproximadamente 90%. A
matéria-prima foi triturada em triturador doméstico e peneirada para a retirada de finos e
foi acondicionada em béqueres envolvidos com aluminio, foi depositada em saco de
polietileno e armazenada em freezer doméstico a 255 K. O acondicionamento da amostra
PQ em béquer facilitou o manuseio e nao houve perda por agregacao nas paredes. A
quantidade de matéria-prima apos a etapa de preparo foi de 604,47 g o que foi previsto
com os dados descritos com a amostra PQ-155.

O tamanho das particulas ficou distribuido como mostra a Figura 5.2, onde
aproximadamente 99% das particulas possuem diametro maior 0,700 mm.

A caracterizacdo quimica da amostra PQ, ap6s a etapa de secagem, esta
apresentada na Tabela 5.5 e os dados obtidos em triplicata estdo expressos como média
mais ou menos a amplitude. Os lipidios foram extraidos durante 12 horas com éter de
petrleo P.A. (Synth, lote: 63.384, Diadema, sdo Paulo) e os carboidratos e as fibras
foram calculados pela diferenca, apds determinacao de proteinas.

Ap6s extracdo exaustiva com éter de petrdleo, a amostra PQ apresentou
aparéncia de esgotamento, com perda de sua cor caracteristica, conforme Figura 5.3.
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Figura 5.2 - Distribuicdo do tamanho das particulas da amostra PQ.

Tabela 5.5 — Composigao centesimal de PQ [g/100g].

Umidade Cinzas Proteinas Lipidios Carboidratos + Fibras

6,4+0,2 1,0+0,1 7,0+0,4 64 + 1 21,60

Figura 5.3 — Amostra PQ apos extragao exaustiva em aparelho sohxlet por 12 horas com
éter de petréleo como solvente.
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5.2.2 EXTRACAO coMm CO, SUPERCRITICO
5.2.2.1 Ensaios preliminares

Com base no alto rendimento em lipidios de pequi descrito na literatura, 61,79%
(FERREIRA et al. 1987, apud OLIVEIRA et al. 2006), e posteriormente pbde ser
comprovado pela composicao centesimal (

Tabela 5.5), decidiu-se aumentar a quantidade de solvente e diminuir a massa de
amostra para a realizacao da extracao com fluido supercritico, adotando-se a razdo entre

massa de solvente e massa de matéria-prima igual a 22.

A partir da razédo S/F e da limitacdo de vazao comportada pelo equipamento, o
tempo de duracdo da extragdo foi estimado em 1 hora e a vazdo em 12,23 x 10° kg/s,
para uma quantidade de aproximadamente 20,00 g de amostra PQ-155. Ensaios
preliminares de extragcao foram realizados nas condi¢des de 323 K de temperatura e 30
MPa de pressao, em duplicata. A densidade aparente do leito de extracao foi igual a 425
kg/m®, para a célula de extracdo de 300 mL. Os dados obtidos estdo apresentados como
média de rendimento em base seca mais ou menos a amplitude, como mostra a Tabela
5.6.

Tabela 5.6 - Parametros dos ensaios preliminares de extracdo com CO, supercritico de
PQ'1 25 (XO 323 K/ 30 MPa)-

Vazao CO; [kg/s] Razao S/F Rendimento [%)] Amplitude [%)]

12,23 x 107 22 19,0 +0,9

Observou-se que a massa de amostra PQ-155, retirada do leito de extragdo apés
as extragdes, mostrava-se com grande quantidade de 6leo levando-se a conclusédo de
gue a quantidade de solvente poderia ser aumentada para se obter um maior rendimento
e possivel esgotamento do leito. Para validar essa hipotese, foi realizada uma cinética
piloto, descrita no item 5.2.2.2, a fim de se obter dados que pudessem fornecer
informagdes sobre a quantidade de solvente e duragdo do periodo de extragdo, para
obtengcao do rendimento global, necessarias para se utilizar uma menor quantidade de
amostra na alimentacao, utilizando a célula de 5 mL, o que demandaria menor tempo de
preparo do leito, de pressurizacao e de despressurizagao do sistema entre uma extracao
e outra, e também obter uma massa de extrato suficiente para a realizagdo de todas as

andlises quimicas.

44



Resultados e Discussoes

5.2.2.2 Cinética piloto

Cinéticas pilotos foram realizadas em célula de 300 mL nas condi¢des de 323 K de
temperatura e 30 MPa de pressao, utilizando aproximadamente 20,00 g de amostra PQ
cada uma.

A cinética com duracao de 3,5 horas foi identificada como 1102 e o rendimento
global da extragéao, em base seca, em fungao do tempo esté apresentada na Figura 5.4.
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Rendimento [%)]

10 o
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Figura 5.4 - Cinética piloto 1102: t= 3,5 h; T= 323 K; P= 30 MPa; Qcoz= 12,10x107° kg/s.

Verificou-se que o tempo néo foi suficiente para o esgotamento do leito, pois ao
final das 3,5 horas observou-se extrato saindo no frasco coletor. O fato foi confirmado
observando-se a aparéncia da amostra ap6s a extracdo, apresentadas na Figura 5.5,
onde indica a necessidade de maior tempo de duracdo da cinética de extracdo para
esgotamento do leito.
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Figura 5.5 — Amostra de PQ apés cinética piloto 1102.

A cinética com duragéo de 8 horas foi identificada como 1302. O periodo de
extracao foi suficiente para o esgotamento do leito, pois ao final da extragdo nao mais era
observada saida de extrato no frasco coletor. Confirmou-se o esgotamento do leito

observando-se a aparéncia da amostra, apresentada na Figura 5.6.

Figura 5.6 - Amostra de PQ apés cinética piloto 1302.

Os pontos experimentais obtidos pela cinética de extragao 1302 de PQ, em base
seca, foram ajustados a um spline com o auxilio de planilha Excel, conforme descrito no
item 4.3.4.1, com 3 retas para a determinagao das taxas de transferéncias de massa nas

etapas de taxa constante, decrescente e controlada pela difusédo (Figura 5.7).
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Figura 5.7 - Ajuste linear de 3 retas a curva global de extragao obtida pela cinética piloto
1302: t= 8 h; T= 323 K; P= 30 MPa; Qcoz= 12,70x107° kg/s.

Os parametros da etapa CER, tcer [min.], Mcer [kg/s] € Yecer [Qext/1009co2]
calculados pelo modelo obtido através do ajuste ao spline, estdo apresentados na Tabela
5.7. O rendimento para a condigdo adotada na cinética e para esta etapa de extragao foi
calculado multiplicando-se a razdo massica de extrato na saida do leito (Ycer
[9ex/100gc02]) pela razéo S/F [gcoz/gaimentagaol -

Tabela 5.7 — Dados da etapa de taxa constante de extragao obtidos através do ajuste ndo
linear de trés retas a curva obtida pela cinética 1302.

tcer Qcoz Mcer Ycer Rcer
[min.] [kg/s] [kg/s]  [0ex/100gcos] O [9cozGaimentacaol o
138 12,7x10° 9,8x10° 0,77 56,11 43,41

Com os resultados obtidos, verificou-se que a taxa constante de extragao (CER)
termina aos 138 minutos e com uma massa de solvente 56,11 vezes maior que a massa
de amostra utilizada para alimentar o leito (S/F), o que validou a hipétese de que maior
quantidade de CO, deveria ser utilizada nos ensaios para a determinacdo das isotermas
de rendimento global da amostra PQ.

A partir destes resultados, pdde-se calcular a massa de solvente e o tempo de
duragdo de extracdo, necessarios para a determinacdo das isotermas de rendimento

global, e conseqlientemente, a vazao do solvente.
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5.2.2.3 Isotermas de Rendimento Global (GYI)

Para a determinag&o das isotermas de rendimento global testou-se a quantidade
maxima de amostra que a célula de 5 mL comportaria, onde aproximadamente 5,00 g de
massa da amostra PQ couberam no extrator. Para a extragdo dessa quantidade de
matéria-prima, usando a vazdo minima permitida pelo rotametro, 2,5 L/min. (= 75,4x10*
kg/s, T= 300 K e P= 0,1 MPa), e um periodo de, no minimo, 1 hora de extragdo, a massa
minima necessaria de solvente foi de 0,247 kg de CO.. Logo, a razdo entre massa de
solvente (S) e massa de alimentagao (F) seria no minimo 50. Decidiu-se adotar a razéo
S/F = 60, pois observando os dados obtidos pelo ajuste da curva da cinética 1302,
apresentada na Figura 5.7, esta razdo seria mais adequada. A densidade aparente do
leito de extracao foi igual a 1090 kg/m?, para a célula de extracéo de 5 mL.

As isotermas de rendimento global estdo apresentadas na Figura 5.8, onde os
rendimentos globais foram expressos em funcao das pressoées. As barras de erros estao
representadas pelas amplitudes, diferenca entre o0 maximo valor observado € 0 minimo
valor observado.
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Figura 5.8 — Isotermas de Rendimento Global de PQ: t=60 min.;S/F= 60;Qcoz= 8,35x10°
kg/s.

Uma analise de variancia (ANOVA) juntamente com o teste de comparagao
multipla de Tukey para um nivel de significAncia de 5%, foi realizada para os dados
experimentais das isotermas de 323 K e 333 K, e pressdes de 20, 25, 30, 35 e 40 MPa.
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Para a temperatura de 323 K, o rendimento global foi significativamente diferente
para a pressdo de 20 MPa em relacdo as demais. A pressdo nao influenciou
significativamente (5%) nos rendimentos obtidos entre as pressdes de 25 e 30 MPa, e 30,
35 e 40 MPa. Para a temperatura de 333 K, as diferencas foram estatisticamente
significativas entre a pressdo de 20 MPa e de 25 MPa com as demais. Os rendimentos
nao diferiram significativamente (5%) para as pressbées de 30 MPa com 35 MPa, e de 35
MPa com 40 MPa.

Entre as temperaturas, os rendimentos globais nao diferiram significativamente
para as mesmas pressoes. Entre as condicoes de temperatura e de pressao de extracao,
as médias entre os rendimentos globais para pressées maiores que 30 MPa nao diferiram
significativamente, como apresentado na Tabela 9.3, anexa.

Diante do exposto, concluiu-se que o rendimento global ndo apresentou diferenga
significativa para as pressoes de extragdo maior ou igual a 35 MPa. Logo, considerando a
possivel degradagao térmica dos compostos de interesse e também os custos de energia
gastos no processo por aquecimento, realizou-se o estudo da curva global de extragéo
(OEC) em 323 K e 35 MPa, para se determinar o tempo de taxa constante de extracao,

assim como o rendimento nesta etapa.

5.2.2.4 Cinética de extracao e calculo dos parametros cinéticos

A condicao de 323 K e 35 MPa foi selecionada para a realizacdo do ensaio
cinético da amostra PQ, onde a duragédo foi de 8 horas e 20 min., suficientes para o
esgotamento do leito, como pode ser observado na Figura 5.9.

Figura 5.9 - Amostra de PQ antes e apés a realizagao da cinética de extracao.

49



Os pontos experimentais obtidos foram ajustados a um spline com 3 retas, com o
auxilio de planilha Excel conforme descrito no item 4.3.4.1, para a determinacao das taxas
de transferéncias de massa nas etapas de taxas constante, decrescente e controlada pela
difusdo e estao apresentados na Figura 5.10.
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Figura 5.10 - Ajuste linear de 3 retas a curva global de extracao obtida pela cinética: t= 8h
20 min.; T= 323 K; P= 35 MPa; Qgop= 11,57x10° kg/s.

Os parametros da etapa CER, tcer [min.], Mcer [kg/s] € Ycer [Qext/1009co2]
calculados pelo modelo obtido através do ajuste ao spline, estdo apresentados na Figura
5.10. O rendimento para a condigao adotada na cinética e para esta etapa de extragao foi
calculado multiplicando-se a razdo massica de extrato na saida do leito (Ycer
[9ex/100gco2]) pela razéo S/F [gcoz/gaimentago)-

Tabela 5.8 - Dados da etapa de taxa constante de extracao obtidos através do ajuste nao
linear de trés retas aos pontos experimentais obtidos da cinética de extragdo da amostra
PQ : t= 8h 20 min.; T= 323 K; P= 35 MPa; Qcoo= 11,57x107° kg/s.

tcer Qcoz Mcer Ycer S/F Rcer
[min.] [kg/s] [kg/s] [9ext/100gcoz]  [9co2/Gaiimentacol [%]
90 11,57x10°  13,55x10° 1,17 31,64 37,02

Com os resultados obtidos, verificou-se que a taxa constante de extragao (CER)
termina aos 90 minutos e com uma massa de solvente 31,64 vezes maior que a massa de
amostra utilizada para empacotar o leito (S/F).
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Esses dados servirdo de parédmetros para célculos de custo de manufatura
necessarios para o estudo da viabilizacao de uma planta industrial.

5.3 ComPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

5.3.1 ANALISE QUALITATIVA

Wagner & Bladt (1996) realizaram estudos para a identificacdo de diferentes
compostos quimicos de vérias plantas com a técnica de cromatografia em camada
delgada. A cromatografia em camada delgada consiste na separagédo dos componentes
de uma mistura por migracao diferencial sobre uma camada delgada, com propriedades
adsorventes, preso sobre uma superficie plana. O soluto é separado entre uma fase
estacionaria sélida e uma fase mével liquida (CECCHI, 2003). Diferentes composi¢des de
solventes para a fase moével assim como diferentes solugdes para uso como reveladores
foram utilizados. Porém, os compostos quimicos podem nao ter o mesmo comportamento
elucidado na literatura dependendo da matriz vegetal de origem, e por isso o estudo da
composicao da fase moével se faz necessaria para facilitar a identificacdo dos compostos
de interesse com auxilio de padrées de referéncia.

A solucdo de p-anisaldeido sulfurico, denominada de AS, foi utilizado como
reagente revelador de compostos fendlicos. Apés a aplicacdo das solugbes na
cromatofolha, a mesma foi aquecida por 10 minutos a 373 K, as bandas dos compostos
foram visualizadas no visivel ou em luz ultravioleta em 365 nm, onde este foi possivel
porque a cromatofolha era de silica UV-sensivel. AS detecta também terpendides,
principios pungentes e amargos e saponinas. O comportamento fluorescente é
dependente da estrutura quimica. A solugao 1% metandlica de 2-aminoetil-difenilborinato,
denominada de NP, foi utilizada como reagente revelador de flavondides, os quais se
caracterizam por fluorescéncias, observadas em luz ultravioleta de comprimento de onda
de 365 nm, predominantemente laranjas e amarelo-esverdeado para as flavonas e alguns
tipos de flavondis; e verde-escuro para alguns tipos de flavononas. Acidos carboxilicos
fendlicos aparecem como azul brilhante (WAGNER & BLADT, 1996).

5.3.1.1 Café verde (Coffea arabica)

Para a deteccdo dos compostos fendlicos e flavondides de extratos supercriticos
de café verde, a fase movel foi composta de tolueno, cloroférmio e éter etilico na
proporcao de 43:43:14. As concentragbes das solugdes dos extratos supercriticos e
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extratos comerciais de café verde utilizadas para aplicagdo nas cromatofolhas estao
apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9 — Identificagdo e concentragdes dos extratos supercriticos (323 K/ 30 MPa) e
comerciais de café verde utilizados para analise em cromatografia em camada delgada
(CCD).

Extrato Concentracao [mg/mL] Identificacao
Graos Poli-6leos 199,7 1
Maceracao 47,6 2
Poli-o 802,2 3
0003 812,5 4
CVI 40,3 5
cvQ 41,7 6
CVM 43,7 7
CVvie 44,0 8
Acido caféico (padrao) 6,4 ac
Cafeina (padrao) 11,3 c

As concentragdes das solugdes de extratos supercriticos foram baixas devido a
limitacdo de quantidade de extrato. As concentracdes dos extratos comerciais foram mais
altas para se verificar a presenca de compostos que nao foram vistos em concentragoes
menores, 0 que ocorreu em ensaios preliminares.

Os compostos fendlicos de café verde foram visualizados nas cromatofolhas sem
tratamento quimico e com tratamento quimico (revelador anisaldeido sulfurico, AS),
conforme apresentado na Figura 5.11, Figura 5.12 e Figura 5.13.

As purinas, pertencentes ao grupo dos alcaldides, sao representadas pela cafeina.
Seu teor em graos de cafés crus (Coffea arabica) varia fortemente com a espécie da
planta e é da ordem de 1,2% em base seca (MACRAE, 1985 apud CAMARGOS, 2005).
Valores aproximados também foi encontrado por Ky et al. (2001): 0,96% a 1,62%. A
visualizagao da cafeina na cromatografia em camada delgada foi possivel sem tratamento
quimico (revelador) e em luz ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm, em

destaque na Figura 5.11.
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. .B)

Figura 5.11 — Compostos fendlicos em UV-254 nm sem tratamento quimico: A) amostras

comerciais de Café verde: 1: Graos Poli-6leos; 2: Maceragao; 3: Poli-o; 4: 0003. B)
extratos supercriticos de café verde: 5: CVI; 6: CVQ; 7: CVM; 8: CV16. ac: padrao acido

caféico; c: padrao cafeina.

Observou-se que os extratos supercriticos de café verde, Figura 5.12 (B), as
bandas foram semelhantes, onde para a amostra CVI se mostraram mais concentradas.
As bandas visualizadas na fronteira do eluente tém caracteristicas de acidos graxos (em

formato de “U”).

A) B)
Figura 5.12 — Compostos fendlicos no visivel com tratamento quimico (AS): A) amostras

comerciais de Café verde: 1: Gréos Poli-6leos; 2: Maceracao; 3: Poli-o; 4- 0003. B)
extratos supercriticos de café verde: 5: CVI; 6: CVQ; 7: CVM; 8: CV16. ac: padrao acido

caféico; c: padrao cafeina.

A cromatofolha utilizada para a visualizagdo de compostos fendlicos possuia silica
UV-sensivel e por isso foi possivel a visualizagdo em UV-366 nm dos acidos carboxilicos

fendlicos em azul brilhante, em destaque na Figura 5.13.
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Figura 5.13 - Compostos fendlicos em UV-366 nm com tratamento quimico (AS): A)
amostras comerciais de Café verde: 1: Graos Poli-6leos; 2: Maceracéo; 3: Poli-o; 4- 0003.
B) extratos supercriticos de café verde: 5: CVI; 6: CVQ; 7: CVM; 8: CV16. ac: padrao
acido caféico; c: padrao cafeina.

Os flavondides de café verde foram visualizados nas cromatofolhas conforme
apresentados na Figura 5.14.

Os alcal6ides foram visualizados em comprimento de onda de 366 nm. Na Figura
5.14, apresentam-se com cor azul, azul-esverdeado ou violeta, com varias bandas
indicando a presenca de flavondides de tipos diferentes.

Figura 5.14 - Flavono6ides em UV-366nm com tratamento quimico (NP): A) amostras
comerciais de Café verde: 1: Graos Poli-6leos; 2: Maceracao; 3: Poli-o; 4- 0003. B)
extratos supercriticos de café verde: 5: CVI; 6: CVQ; 7: CVM; 8: CV16. ac: padrao acido
caféico; c: padrao cafeina.
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5.3.1.2 Pequi (Caryocar brasiliense Camb)

Para a deteccdo dos compostos fendlicos e flavonéides de extratos de PQ, a fase
movel foi composta de tolueno, cloroférmio e éter etilico na proporgao de 70:15:15.

Uma amostra de extrato supercritico de PQ de cada condicdo de extragao
estudada foi utilizada para a preparagdo das solugbes a serem aplicadas nas
cromatofolhas. As concentragdes destas solugdes foram de aproximadamente 40 mg/mL
devido a limitagcao de quantidade de extrato.

A) B)
Figura 5.15 — A) Compostos fendlicos no visivel com tratamento quimico (AS); B)
Flavonéides em UV-366nm com tratamento quimico (NP): 1: 323K/20MPa; 2:
323K/25MPa; 3: 323K/30MPa; 4:323,15K/35MPa; 5: 323K/40MPa. 6: 333K/20MPa; 7:
333K/25MPa; 8: 333K/30MPa; 9:333K/35MPa; 10: 333K/40MPa.

Verificou-se a semelhanga no perfil quimico qualitativo tanto de compostos
fendlicos quanto de flavondides, através das bandas visualizadas na Figura 5.15,
indicando possivelmente que as diferentes temperaturas e pressdes estudadas néo

influenciaram na extracdo dos compostos quimicos presentes na amostra PQ.

5.3.2 CAROTENOIDES TOTAIS

O teor de carotenoides totais foi expresso em equivalentes de p-caroteno. A curva
padrdo foi construida com concentragées 0,0033 mg/mL a 0,0163 mg/mL obtidas da
solugdo inicial 2 mM com absorbéncias entre 0 e 1, obtendo-se o modelo y = 62,4704x —
0,0512 com R?=0,9992. Ensaios preliminares de determinacdo de teor de carotenéides
totais foram realizados a fim de se testar a concentracdo do extrato que resultasse em
absorbéancia entre 0 e 1. A concentracao de 5,00 mg/mL foi adotada para as solugdes
dos extratos supercriticos da amostra PQ.
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Os teores em carotenodides totais estdo apresentados na Figura 5.16, expressos
em mg Carotendides totais/100g de extrato, em funcdo das pressbes estudadas. As
barras de erros estdo representadas pelas amplitudes, diferenca entre 0 maximo valor
observado e o minimo valor observado.
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Figura 5.16 — teores de carotendides totais [mg/100g extrato] em funcao da pressao para
extratos de PQ: t= 60 min.; S/F= 60; Qcoo= 8,35x107 kg/s.

Uma anadlise de variancia (ANOVA) juntamente com o teste de comparagao
multipla de Tukey para um nivel de significAncia de 5%, foi realizada para os dados
experimentais das isotermas de 323 K e 333 K, e pressdes de 20, 25, 30, 35 e 40 MPa,
apresentadas no anexo.

Para a temperatura de 323 K, as diferencas foram estatisticamente significativas
entre as pressbes de 20 e 25 com 40 MPa. Os maiores teores obtidos nao tiveram
diferencas estatisticamente significativas para as pressdes de 30, 35 e 40 MPa. Para a
temperatura de 333K, as diferencas foram estatisticamente significativas entre as
pressdes de 25 com 35 e 40 MPa. Os teores obtidos nas pressdes de 30, 35 e 40 MPa
nao tiveram diferengas estatisticamente significativas. Ver anexo 9.2.

Para a amostra comercial de extrato de PQ (0000236125), o teor de carotendides
totais obtido foi igual a 31 £ 1 mg Carotendides totais/ 100g de extrato. Observou-se que
para a temperatura e pressao usada na extragao supercritica que obteve o menor teor em
carotendides totais: 78 £ 26 mg Carotendides totais/ 100g de extrato (323 K, 25 MPa), a

quantidade ainda foi maior que o teor da amostra comercial.
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5.3.3 FENOIS TOTAIS

O conteudo de compostos fendlicos totais foi expresso em equivalentes de acido
gélico. A curva padrao foi construida com concentragées 0,0066 mg/mL a 0,080 mg/mL
obtidas da solucao inicial 1TmM com absorbancias entre 0 e 1 onde a Lei de Lambert-Beer
é satisfeita.

Foram realizados ensaios preliminares de conteudo fendlico total a fim de testar a
concentracdo do extrato que resultasse em absorbancia entre 0 e 1 e, a partir desses
resultados, adotar a concentragdo obtida neste intervalo para as solugdes dos extratos da
amostra PQ. Para estes experimentos foram utilizados extratos de PQ-155, CVQ e CVM,
onde se experimentou cinco diferentes concentragbes obtidas de solugbes com
concentragdes iniciais de 10 mg/mL, como mostra a Tabela 5.10.

A concentracao de 2 mg/mL foi adotada para as solugcdes de extratos supercriticos
da amostra PQ e da amostra comercial 000236125 para a determinacao de fendis totais.

Para verificar a necessidade de se preparar a solugdo de reagdo em triplicata,
realizou-se um teste com dois extratos, ID 60.400.1 e ID 60.400.2, onde para cada um
preparou-se as solugdes de extrato em triplicata e para apenas o ID 60.400.1 preparou-se
as solucoes de reacao em triplicata. As médias das concentragdes de fendis totais obtidas
de cada triplicata da solugdo de reagdo nao tiveram diferenga significativa (Pya0=0,170),
justificando assim a n&o realizagdo da etapa da reacao em triplicata.

Tabela 5.10 — Teor de compostos fendlicos totais dos extratos de PQ-155, CVQ e CVM:
[mg GAE / 100g de extrato]

Extrato [mg/mL] PQ-155 cvaQ CVM
0,50 446,52 1424,33 1463,90
1,00 567,10 1637,23 1133,25
2,00 850,17 1788,89 1366,87
5,00 750,60 1746,69 1356,70
10,00 649,33 1503,46 1196,83
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Os teores de fendis totais estdo apresentados na Figura 5.17, expressos em
equivalentes de acido galico (GAE = Galic Acid Equivalent) em fungcdo das pressoes
estudadas. As barras de erros estdo representadas pelas amplitudes, onde a barra

positiva foi calculada pela diferengca entre 0 maximo valor observado € o minimo valor

observado.
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Figura 5.17 - Teores de fendis totais [mg/100g extrato] em funcdo da pressao para
extratos de PQ: t= 60 min.; S/F= 60; Qcoo= 8,35x107 kg/s.

Uma anadlise de variancia (ANOVA) juntamente com o teste de comparagao
multipla de Tukey para um nivel de significancia de 5%, foi realizada para os dados
experimentais de fendis totais das isotermas de 323 K e 333 K, e pressdes de 20, 25, 30,
35 e 40 MPa, conforme apresentada no anexo 9.3.

Para a temperatura de 323 K, as diferencas foram estatisticamente significativas
entre as pressdes de 20, 25 e 30 MPa com 40 MPa. Os teores obtidos nas pressdes de
35 e 40 MPa nao tiveram diferengas estatisticamente significativas. Para a temperatura de
333 K, as diferengas foram estatisticamente significativas entre as pressdes de 20, 25, 30
e 35 MPa com 40 MPa. Os teores obtidos nas pressdes de 20, 30 e 35 MPa nao tiveram
diferencgas estatisticamente significativas, assim como 25 e 35 MPa, e 30 e 35 MPa.

Para o extrato comercial de PQ (0000236125), o teor de fendis totais foi igual a 1,1
+ 0,3 g GAE / 100g de extrato. Observou-se que este teor foi préximo aos maiores teores
obtidos pelas condigdes de 323K e 30 MPa (1,2 + 0,2 g GAE / 100g de extrato), de 333 K
e 25 MPa (1,15 £ 0,05 g GAE / 100g de extrato) e de 333 K e 40 MPa (1,6 £ 0,2 g GAE /
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100g de extrato), de temperatura e pressao, respectivamente, no processo de extragao

supercritica.

5.3.4 TOCOFEROIS TOTAIS
Os Tocdis totais identificados nos extratos supercriticos da amostra PQ obtidos a
323 K estao apresentados na Tabela 5.11 e a 333 K na Tabela 5.12.

Tabela 5.11 - Tocéis totais detectados nos extratos supercriticos de PQ obtidos em 323
K: [mg/100g de extrato].

Pressao [MPa]

Tocois totais

20 25 30 35 40
a-tocoferol 1,72 1,00 nd 1,74 2,07
a-tocotrienol 5,37 3,11 2,95 2,86 2,86
B-tocoferol nd 2,79 nd nd nd
Y -tocoferol 0,98 1,00 nd nd nd
Y -tocotrienol nd nd nd nd nd
6-tocoferol nd nd nd 3,09 nd
6-tocotrienol nd nd nd nd nd

nd = ndo detectado.

Tabela 5.12 - Tocéis totais detectados nos extratos supercriticos de PQ obtidos em 333
K: [mg/100g de extrato]

Pressao [MPa]

Tocdis totais

20 25 30 35 40
a-tocoferol 2,72 3,99 1,59 1,58 1,61
a-tocotrienol 1,79 3,92 2,07 4,85 3,34
B-tocoferol nd nd nd nd nd
Y -tocoferol nd nd nd nd nd
Y -tocotrienol nd 2,09 nd nd nd
6-tocoferol nd nd nd nd nd
6-tocotrienol 1,73 nd nd nd nd

nd = ndo detectado.

Nao foi encontrado na literatura composi¢cao em tocéis totais de polpa de pequi.
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Observou-se que apenas para a temperatura de 323 K e 30 MPa néo foi detectado
0 a-tocoferol.

Segundo Schmidt & Pokorny (2005), em 6leos comestiveis, brutos e refinados, o
antioxidante in vivo mais ativo entre os tocoferbis, o mais importante grupo de
antioxidantes naturais presentes, € o a-tocoferol. Os tocotriendis possuem atividade

antioxidante similar aos dos a-tocoferdis.

5.3.5 Acipos GRAXOS

Os compostos majoritarios identificados nos extratos supercriticos da amostra PQ
foram o acido palmitico (C16:0 hexadecandico) e o &acido oléico (C18:1 9-octadecandico)
e estdo apresentados na Tabela 5.13 e na Tabela 5.14.

Observou-se que os acidos graxos oléico e palmitico somaram uma propor¢ao de
mais de 80% do total de acidos graxos livres. Esta proporgcédo, para as temperaturas
estudadas, permaneceu aproximadamente constante com o aumento da pressao.
Consequentemente, a quantidade de todos os outros acidos graxos livres pode ser
desconsiderada.

Por outro lado, por possuir mesmo que pequenas quantidades de acidos graxos
com duas, ou mais de duas, insaturagdes, a estabilidade quimica do 6leo provavelmente

pode ser muito boa.
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Tabela 5.13 - Proporgao relativa dos acidos graxos dos extratos de PQ obtidos em 323 K

em funcao da pressao [MPa].

Nomenclatura

Pressdo [MPa]

IUPAC  Oficial Popular 20 25 30 35 40

C12:0 dodecandico Laurico 0,04 0,05 0,04 0,04 0,05
C14:0 tetradecandico Miristico 0,11 0,10 0,09 0,09 0,09
C16:0 hexadecandbico Palmitico 38,06 37,34 37,63 37,24 36,94
C16:1 9-hexadecandico palmitoleico 1,06 1,04 1,02 1,01 0,99
C17:0 heptadecandico margarico 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
C17:1 8-heptadecandico 8-heptadecandico 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
C18:0 octadecanodico Esteérico 1,96 2,02 2,12 2,17 2,50
C18:1 9-octadecandico oléico 56,64 56,09 57,02 57,17 57,18
C18:2 9,12-octadecadiendico Linoléico (w6) 1,14 2,37 1,04 1,14 1,12
C18:3 9,12,15-octadecatriendico Linolénico (w 3) 0,39 0,41 0,39 0,40 0,40
C20:0 eicosandico Araquidico 0,17 0,18 0,19 0,21 0,23
C20:1 11-eicosendico gondoico 0,19 0,18 0,19 0,24 0,21
C22:0 docosanodico Behénico 0,03 0,04 0,05 0,04 0,04
C24:0 tetracoisandico Lignocérico 0,07 0,06 0,08 0,09 0,08
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Tabela 5.14 - Proporcao relativa dos acidos graxos dos extratos de PQ obtidos em 323,15

K em funcéo da pressao [MPa].

Nomenclatura

Pressdo [MPa]

IUPAC  Oficial Popular 20 25 30 35 40

ni ni ni - - - - 0,05

ni ni ni - - - - 0,08
C12:0 dodecanoico Laurico 0,05 0,05 0,03 0,05 4,73
C14:0 tetradecandbico Miristico 0,12 0,14 0,11 0,09 2,43
C16:0 hexadecandico Palmitico 38,33 38,05 37,79 37,02 32,07
C16:1 9-hexadecanodico Palmitoleico 1,14 1,33 1,05 1,00 0,85
C17:0 heptadecandico Margarico 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07
C17:1 8-heptadecandico 8-heptadecandico 0,08 0,09 0,08 0,08 0,07
C18:0 octadecandico Esterarico 1,90 2,42 2,05 2,21 2,30
C18:1  9-octadecanoico Oleico 56,36 55,33 56,91 57,09 52,92
C18:2 9,12-octadecadiendico Linoléico (w6) 1,12 1,76 1,04 1,42 3,23

9,12,15-

C18:3 octadecatriendico Linolénico (w3) 0,38 0,37 0,39 0,41 0,63
C20:0 eicosandico Araquidico 016 015 0,18 021 0,20
C20:1 11-eicosendico Gondéico 0,17 0,16 0,19 0,21 0,22
C22:0 docosanodico Behénico 0,03 0,03 0,04 0,04 0,05
C24:0 tetracoisandico Lignocérico 0,07 0,04 0,07 0,09 0,08
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5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O método de determinagdo de atividade antioxidante, desenvolvido por Marco
(1968) se baseia na perda minimizada de B-caroteno na oxidacado acoplada de &cido
linoléico e B-caroteno. O desenvolvimento do método consistiu no estudo do aumento da
taxa de oxidacdo do carotendide induzida pelo aumento dos produtos de degradacao de
diferentes niveis de ésteres metilicos para resultar em um procedimento com tempo de
inducao de oxidacao suficientemente rapido, ja que os testes até entdo utilizados exigiam
dias ou até semanas para determinacao de atividades antioxidantes.

A metodologia seguida neste trabalho foi a de Hammerschmidt & Pratt (1978)
adaptada por LEAL (2003) que utilizou acido linolénico para induzir a degradagéao do B-
caroteno. A Figura 5.18 e a Figura 5.19 apresentam o efeito da degradagéao do 3-caroteno
na presencga de extratos de pequi: extrato comercial (0000236125) e extratos obtidos por
SFE.

5,000
4,000 ¢
—o—20 MPa
8
<§ 3,000 —8—25 MPa
2 30 MPa
2
o
< 2,000 35 MPa
—#—40 MPa
1,000 1 PQ comercial
B-caroteno
0,000 : .
0 1 2 3

Tempo [h]

Figura 5.18 - Efeito da degradagcdo do B-caroteno na presenca de extratos de pequi:
comercial (0000236125) e extratos obtidos por SFE em T= 323 K.

Observou-se, através da Figura 5.18 e da Figura 5.19, que as curvas dos extratos,
supercritico e comercial, estao paralelas com a curva do controle. Segundo Marco (1968),
esse paralelismo é uma caracteristica que indica que o antioxidante provavelmente
presente nos extratos ndo tiveram nenhum efeito no evento autoxidativo. Caso houvesse
deslocamento da curva no tempo, seria caracteristica de concentragdo do metil éster
utilizado para o aumento da taxa de oxidagédo, o que foi observado por Budowski (1960
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apud MARCO, 1968), que verificou que o aumento do nivel de metil éster de 6leo de
semente de algodao aumentou-se a taxa de oxidagcao de caroteno dissolvido em parafina.
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Figura 5.19 — Efeito da degradacado do B-caroteno na presenca de extratos de PQ:
comercial (0000236125) e extratos obtidos por SFE em T= 333 K.

Os acidos graxos insaturados, particularmente o oléico, o linoléico e o linolénico,
se destacam da fracdo lipidica por serem facilmente oxidados, sendo o numero de
insaturagées nas moléculas correspondentes um fator decisivo para a velocidade da
reacdo. Os 6leos comestiveis por conterem uma grande porcentagem dos &cidos oléico,
linoléico e linolénico sdo os mais susceptiveis aos processos oxidativos (PASSOTTO,
1998). Logo, presume-se que, devido a grande quantidade de acido oléico nos extratos,
este composto pode estar agindo como pro-oxidante.

5.4.1 VALIDACAO DO PADRAO B-CAROTENO

Durante a determinagédo da atividade antioxidante de extratos da amostra PQ,
observou-se que o padréo de B-caroteno (22040, FLUKA, lote: 41507273, BioChemika,
purum, =297% (UV), Darmstadt, Alemanha), adquirido para a realizacdo desta
determinagao, ndo se comportava da forma esperada, inviabilizando a analise. Durante o
procedimento da preparagdo da solugéo de substrato, percebeu-se que a solugéo ficava
com particulas em forma de cristais, as quais permaneciam suspensas mesmo apos
varias tentativas de homogeneizacdo. A partir desse fato decidiu-se realizar um
experimento, utilizando a ferramenta de melhoria de processos PDSA (PDSA = Plan, Do,
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Study and Act) do Programa Black Belt, para identificar as possiveis variaveis que
poderiam causar o comportamento ndo esperado do padrdo assim como a incapacidade
da leitura das absorbancias pelo espectrofotdmetro. O PDSA encontra-se no anexo 9.6.
Os resultados deste estudo corresponderam com as predi¢coes realizadas na fase
de planejamento apenas em relagcdo a suspeita de que o padrdo B-caroteno 22040
poderia estar alterado/degradado. Em relagdo ao tempo necessario para a concentracao
da solugédo de substrato no rotaevaporador, foi necessario aumentar o tempo para 10
min.; e ndo se pode concluir sobre a influéncia do reagente Tween® na absorbancia da

solucéo de substrato.
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Conclusoes

6 CONCLUSOES

Os diferentes tamanhos de particulas utilizados para a SFE de sementes de café
verde obtiveram significativas diferengas nos rendimentos globais. Pela analise qualitativa
realizada, conclui-se que o perfil quimico dos extratos supercriticos € similar ao dos
extratos comerciais, porém mostrou-se mais seletivo. Com os resultados obtidos, o éleo
de café verde ndo se mostrou atrativo em relacdo as amostras comerciais e, por isso, o
estudo foi descontinuado.

A polpa de pequi é extremamente dificil de ser trabalhada in natura e, como foi
observado, um pré-tratamento é necessario, como a secagem, para a extracado
supercritica. Apesar de ter baixo rendimento apds essa etapa de preparo, obteve-se um
6timo rendimento de extrato no processo de SFE.

Os ensaios cinéticos pilotos realizados permitiram constatar que a etapa de taxa
constante de extracdo extraiu mais de 60% de Oleo extraivel. O tempo obtido neste
periodo foi uma boa estimativa de tempo de ciclo de processo. Porém, a estimativa mais
adequada seja o tempo obtido pela intersecg¢ao das retas da etapa FER e etapa DC.

Os maiores rendimentos globais obtidos das isotermas determinadas permitiram
identificar as melhores condi¢g6es de processo para obtengdo de compostos de interesse
do dleo de pequi e, com isso, partiu-se para a etapa dos célculos dos parametros
cinéticos a fim de se obter informagbes necessarias para o custo de manufatura do
extrato na condicéo otimizada de 35 MPa e 323 K.

A composigao quimica dos extratos supercriticos de pequi, em carotendides totais
e conteudo fendlico total, superou, em quantidade, a composicdao do extrato comercial,
provando que a SFE é um método de extracdo adequado e que tem como grande
vantagem a obtencao de produtos livres e residuos de solventes.

A atividade antioxidante dos extratos supercriticos de pequi ndo teve efeito para a
metodologia adotada. Presume-se que o extrato oleoso, mesmo possuindo antioxidantes
naturais, deve estar competindo com o sistema B-caroteno / &cido linolénico, podendo
estar agindo como pro-oxidante.

O extrato supercritico de pequi € rico em antioxidantes naturais com acao
comprovada como os carotendides, os compostos fendlicos e tocéis, além de possuir os
acidos graxos, palmitico e oléico, como majoritarios, que lhe conferem propriedades
atrativas para a industria de alimentos e também para a de cosméticos.
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Sugestbes

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar analises de atividade antioxidante utilizando outro metil éster, como o
acido oléico, por exemplo, a fim de verificar a influéncia no tempo de indugédo da taxa de
oxidacao do B-caroteno na reagédo. Muito provavelmente, devido a presenga de grande
quantidade de &cidos graxos insaturados, como o oléico e o linoléico, nos extratos de
pequi, o tempo de indugdo da autoxidacao pode estar sendo acelerado pela oxidacao
dessas substancias.

Realizar célculos dos custos de manufatura de extrato supercritico de pequi com
os dados obtidos na determinagdo da cinética de extracdo, realizada na condicédo
otimizada, para a verificacdo da viabilizacdo de implantacdo de planta industrial com
auxilio de simuladores de processo de extragao supercritica.

Realizar comparagéao de parametros de qualidade do extrato supercritico de pequi
com extratos comerciais e extratos obtidos com solventes (indice de acidez, indice de
perdxido, dentre outros).
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Anexos

9 ANEXOS

9.1 DADOS DAS ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

Tabela 9.1 — Rendimento global de PQ obtido por SFE em temperatura de 323 K: t=60
min.; S/F= 60; Qcop= 8,35x10° kg/s.

T -.

Pressao [MPa]

Replicatas 4 3 3 2 2
Rendimento [%] 24,93 39,54 53,34 62,20 62,98
Desvio padrao [%] 6,87 5,44 5,09 0,40 0,18
Valor minimo [%] 19,00 33,28 48,11 61,91 62,85
Valor maximo [%] 34,17 43,09 58,28 62,48 63,10
Tukey' (IC=95%) a ab b b

" letras iguais indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos rendimentos
globais paras as pressoes estudadas.
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Tabela 9.2 - Rendimento global de PQ obtido por SFE em temperatura de 333 K: t=60
min.; S/F= 60; Qcop= 8,35x10° kg/s.

30 35 40

Pressao [MPa] 20 25

Replicatas 4 3 3 3 2
Rendimento [%] 16,02 31,79 49,5 61,55 64,3
Desvio padrao [%] 7,29 3,72 3,02 2,77 0,184
Valor minimo [%)] 10,36 28,48 46,07 58,44 64,17
Valor maximo [%] 26,72 35,81 51,77 63,74 64,43
Tukey' (IC=95%) c cd d

" letras iguais indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos rendimentos
globais paras as pressoes estudadas.

Tabela 9.3 - Rendimentos globais (média + desvio padrao) obtidos das SFE de PQ: t=60
min.; S/F= 60; Qcoo= 8,35x 10 kg/s.

Temperatura [K]

Pressao [MPa]

323 Tukey' (IC=95%) 333 Tukey' (IC=95%)
20 257 A 16+7 A
25 40+5 B 32+4 AB
30 53+5 c 50+3 BCDE
35 62,2+0,4 D 62 +3 CDE
40 63,0 £ 0,2 E 64,3 +£0,2 CDE

" letras iguais indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos rendimentos
globais paras as pressdes estudadas.
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Anexos

9.2 DADOS DE CAROTENOIDES TOTAIS
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Figura 9.1 — Curva padrao de B-caroteno

0,0150

0,0200

Tabela 9.4 — Teor de carotendides totais de extratos de PQ [mg/100g extrato] obtidos por
SFE em temperatura de 323 K: t=60 min.; S/F= 60; Qcoz= 8,35x10” kg/s.

AmOStraPQ .-

Pressao [MPa]

Densidade [kg/m®] 784,29 834,19 870,43 899,23 923,32
Replicatas 4 3 3 2 2
Teor [%] 103,60 77,80 134,30 139,30 188,50
Desvio padrao [%] 30,20 26,20 18,20 20,40 26,50
Valor minimo [%] 67,10 47,60 121,70 124,80 169,80
Valor maximo [%] 136,70 93,70 155,20 153,70 207,20
Tukey' (IC=95%) a ab abc abc c

" letras iguais indicam que n&o houve diferenga estatisticamente significativa entre as médias dos teores de
carotendides paras as pressdes estudadas.
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Tabela 9.5 — Teor de carotendides totais de extratos de PQ [mg/100g extrato] obtidos por
SFE em temperatura de 333 K: t=60 min.; S/F= 60; Qcoz= 8,35x10” kg/s.

Amostra PQ

30 35 40

Pressao [MPa] 20 25

Densidade [Kg/m®] 723,68 786,55 829,71 862,94 890,14
Replicatas 4 3 3 3 2
Teor [%] 121,20 81,60 94,31 162,17 181,65
Desvio padrao [%] 43,50 34,60 16,66 12,20 5,73
Valor minimo [%] 68,30 55,90 79,90 148,09 177,60
Valor maximo [%] 171,80 120,80 112,56 169,38 185,70
Tukey' (IC=95%) a ab abc ac ac

" letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos teores de

carotendides paras as pressdes estudadas.

Tabela 9.6 — Teor de carotendides totais de extratos de PQ' [mg/100g extrato]: t=60 min.;
S/F= 60; Qcoz= 8,35x10° kg/s.

Pressio Temperatura [K]
[MPa] 323 Tukey (IC=95%) 333 Tukey (IC=95%)
20 104 + 30 A 121 + 44 ABCDE
25 78 + 26 B 82 + 35 ABCD
30 134 + 18 C 94 +17 ABCD
35 139 £ 20 D 162 +12 ACDE
40 189 + 27 E 182 +6 ACDE

" letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre as médias dos teores de

carotendides paras as pressdes estudadas.
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Anexos

9.3 DADOS DE FENOIS TOTAIS
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Figura 9.2 - Curva padrao de acido galico.

Tabela 9.7 - Teor de fendis totais de extratos de PQ obtidos para a temperatura de 323 K
[mg GAE/100g extrato]: t=60 min.; S/F= 60; Qcoz= 8,35x10 kg/s.

Pressao [MPa] 20 25 30 35 40
Densidade [Kg/m®] 784,29 834,19 870,43 899,23 923,32
Replicatas 4 3 3 2 2
Teor [%] 1040,10 884,40 1210,00 798,55 530,40
Desvio padrao [%] 182,1 62 182 13,51 1141
Valor minimo [%] 822 846,7 1001 789 4497
Valor maximo [%)] 1259,5 956 1323 808,1 611
Tukey' (IC=95%) a ab abc abcd d

" letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos teores de
fendis totais globais paras as pressées estudadas.
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Tabela 9.8 — Teor de fendis totais de extratos de PQ obtidos para a temperatura de 333 K
[mg GAE/100g extrato]: t=60 min.; S/F= 60; Qcoz= 8,35x10 kg/s.

Pressao [MPa] 20 25 30 35 40
Densidade [Kg/m®] 723,68 786,55 829,71 862,94 890,14
Replicatas 4 3 3 3 2
Teor [%] 783,80 1146,80 671,00 781,20 1559,00
Desvio padrao [%] 21,1 49,5 218 172,6 161
Valor minimo [%] 756 1095 460 591,5 1445
Valor maximo [%] 801,6 1193,5 896 929 1672
Tukey (IC=95%) a b ac abc

" letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos teores de
fendis totais paras as pressoes estudadas.

Tabela 9.9 - Teor de fendis totais de extratos de PQ' [g GAE /100g extrato]: t=60min.;
S/F= 60; Qcoz= 8,35x10° kg/s.

Temperatura [K]

Pressao [MPa]

323 Tukey (IC=95%) 333 Tukey (IC=95%)
20 1,0£02 A 0,80 £0,02  ABDE
25 0,9 0,1 B 1,15+0,05  ABCD
30 12402 C 0,7+0,2  ABDE
35 0,80 + 0,01 D 0,8+0,2  ABDE
40 0,520,1 E 16+02 C

" letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos teores de
fendis totais paras as pressoes estudadas.
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Anexos

9.5 DADOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Tabela 9.10 — Dados brutos da determinagéo de atividade antioxidante de extratos de PQ

obtidos por SFE em 323 K: valores das absorbancias para os intervalos de tempo t= 0, 1,

2 e 3 horas.
ID Extrato 0 ] Tempo [} > 3

controle1 2,4734 1,0386 0,8545 0,7774
502001 3,3845 1,7105 1,4215 1,3202
502002 3,2884 1,6491 1,3576 1,2571
502004 3,1131 1,5462 1,2362 1,1451
502501 3,2822 1,6687 1,3777 1,2813
502502 3,1169 1,5516 1,2512 1,1561
502503 2,9184 1,3565 1,0781 0,9868
503001 3,2538 1,6577 1,3785 1,2852
503002 2,9021 1,3587 1,1050 1,0407
503003 3,0235 1,4906 1,2322 1,1436
503501 3,1851 1,5911 1,3488 1,2579
503502 3,1473 1,5646 1,3421 1,2536
504001 3,1557 1,5774 1,3711 1,2483
504002 3,0259 1,4655 1,2426 1,1513
comerciall 4,0168 2,2395 2,0082 1,9347
comercial2 4,0906 2,2624 2,0029 1,9382
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Tabela 9.11 — Dados brutos da determinacao de atividade antioxidante de extratos de PQ
obtidos por SFE em 333 K: valores das absorbancias para os intervalos de tempo t= 0, 1,

2 e 3 horas.

ID Extrato 0 ] Tempo [h] > 3

controlet 1,7314 0,5263 0,3895 0,3503
602004 2,5884 1,3446 1,0628 0,9976
602004 2,2396 0,9727 0,7522 0,6889
602501 2,4954 1,2602 0,9828 0,9122
602502 2,2491 1,0247 0,7921 0,7288
602503 2,5128 1,2710 1,0315 0,9680
603001 2,5848 1,3256 1,1046 1,0362
603002 2,3352 1,0829 0,8881 0,8232
603003 2,3638 1,0976 0,8943 0,8442
603501 2,2024 0,9061 0,7519 0,7069
603502 2,2857 1,0305 0,9015 0,8577
603503 2,3851 1,1691 0,9977 0,9417
604001 2,1867 0,9562 0,8467 0,7953
604002 2,5121 1,2224 1,0109 0,9507
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Anexos

9.6 PDSA — PROGRAMA BLACK BELT: MELHORIA DE PROCESS0OS

CICLO DE MELHORIA | Modelo para Melhorias |
PDS A Q que estamos tentand;:

Como saberemos se uma

mudanca € uma melhoria?

UNICAMP /v s e
Programa B/aCk Be /t para resuftar em melhorias

Data: 28/04/2008 @ f m?
Equipe: Carolina Study
Ciclo n2: 1

Associates in Process Improvement

PLANEJAR

OBJETIVO DO CICLO

e Verificar a causa do comportamento ndo esperado do padrdo [B-caroteno (22040, FLUKA, lote:
41507273, BioChemika, purum, 297% (UV), Darmstadt, Alemanha) na solugédo de substrato utilizada na
determinagao de atividade antioxidante de extratos supercriticos de PQ.

EVIDENCIAS
e Metodologia adotada:

A referéncia utilizada para a metodologia da analise antioxidante foi o artigo de LEAL et al. (2003). A
referéncia modificou a metodologia de HAMMERSCHIMIDT and PRATT (1978) para os extratos obtidos via fluido
supercritico (SFE = Superecritical fluid extraction) ou extracéo tradicional. Neste trabalho, o substrato foi preparado
com 10 mg de B-caroteno (99% Acros, 723540-7, B0070834, Fw 536.88, EUA), 10 mL de cloroférmio (99%, U-
59A-D4-G, Nu-chek, EUA), 60 mg de acido linolénico (99%, U-59A-D4-G, Nu-chek, EUA) e 200 mg de Tween® 80
(P. A, Synth). Essa solugao foi concentrada em rotaevaporador (Laborota 4001 WB, Heidolph e CH-9230, Buchi,
Flawil, Switzerland) a 323 K e, em seguida, diluida com 50 mL de agua bidestilada. Esta solugdo deve ser de cor
laranja e de aspecto translucido. A reagéo foi conduzida usando-se 1 mL de substrato adicionado a 2 mL de agua
bidestilada e 0,05 mL de extrato diluido em etanol (99,8%, P. A, Merck, lot 1216046030, Rio de Janeiro, Brasil)
(0,02 g de extrato/1 mL de etanol). A solugéo foi colocada em banho (Tecnal, TE 159, Piracicaba, Brasil) a 313 K
e foi monitorada com o espectrofotometro (HITCHI, U-3010, Tokyo, Japao) com leituras em 470 nm para 0, 1,2 e
3 h de reagéo.

e  Variagdes entre as metodologias:
Outras metodologias foram consultadas e observaram-se variagbes entre reagentes e procedimentos
utilizados, como o Tween® 80 que foi utilizado por Zancan et al., (2002) e Leal et al., (2006), e o Tween® 20 que
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foi utilizado por Burda & Oleszek (2001) e Skerget et al., (2005). A metodologia de Hammerschimidt and Pratt
(1978) utilizou o reagente Tween® 40.
e Variacdes dentro da metodologia adotada:

Durante o procedimento da preparacdo da solu¢do de substrato, percebeu-se que a solugéo ficara com
particulas em forma de cristais, as quais permaneceram suspensas mesmo apoOs varias tentativas de
homogeneizagdo. Seguiu-se com o procedimento até o final da analise.

Em ensaio posterior ndo houve a formagao de cristais na solu¢do de substrato, mas a solugao continuou
apresentando-se com particulas suspensas. Neste, seguiu-se com o procedimento da analise até o0 momento em
que a leitura da absorbancia da solugdo de reagdo ndo pdde ser detectada no espectrofotdmetro, sendo
detectada s6 apds 20 horas.

A partir desse fato decidiu-se realizar um experimento testando as possiveis variaveis que poderiam
causar o comportamento ndo esperado do padrdao assim como a incapacidade da leitura das absorbancias pelo
espectrofotdmetro.

QUESTOES A SEREM RESPONDIDAS A PARTIR DOS DADOS OBTIDOS NESTE CICLO

e A nao solubilidade do padrédo B-caroteno (22040) € por causa do reagente Tween®?
e A nao solubiidade do padrdao B-caroteno (22040) é por causa do tempo de permanéncia no
rotaevaporador?

e O padrédo B-caroteno (22040) esta degradado?

PREDICOES

e Supbe-se que o reagente Tween® ndo interfira na solubilidade do B-caroteno ja que tem a fungédo de
emulsificar a solugéo ao se inserir a 4gua no final do preparo da solugédo do substrato;

e Suplbe-se que o tempo de permanéncia no rotaevaporador ndo tenha influéncia na solubilidade do {-
caroteno, pois, como nao foi encontrado na literatura dados de tempo de permanéncia da solugédo de
substrato no rotaevaporador para concentrar a mesma, a evaporagao do cloroférmio foi total nos ensaios
realizados.

e  Supbe-se que o padrdo de 3-caroteno esteja degradado.

PLANO PARA RESPONDER AS QUESTOES

e Metodologia:

A metodologia de Leal et al. (2006) foi seguida variando os reagentes. Para verificar a influéncia do
Tween®, experimentou-se entre o 40 e o 80; Para verificar a influéncia do padrdo, experimentaram-se o B-
caroteno 22040 e o B-caroteno C9750; e para verificar a influéncia do tempo de concentragdo da solugdo de
substrato no rotaevaporador, experimentaram-se tempos de 5, 10 e 20 minutos.

Os reagentes, 3-caroteno 22040 e Tween® 80 P1754, foram adquiridos para o projeto da dissertagédo e
o B-caroteno C9750 e o Tween® 40 P1504, foram de projetos anteriores do LASEFI, onde todos sao da empresa
SIGMA (Darmstadt, Alemanha) e estdo especificados na Tabela 9.12.
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Tabela 9.12 - Reagentes utilizados nas solugdes de substratos testadas.

Solvente B-caroteno B-caroteno Tween® 40 Tween® 80
Identificador 22040 C9750 P1504 P1754

Marca Fluka Sigma Sigma Sigma-aldrich
Lote 2306366 104k2514 032k0104 046k0128

Na solugédo de substrato, nao foi adicionado o reagente acido linolénico por se tratar de um reagente
oneroso e de quantidade limitada. Como o propdsito deste experimento era saber o comportamento do B-
caroteno na solugao, néo se julgou imprescindivel a presenca do &cido linolénico para a realizagéo dos testes.

As etapas do procedimento de preparagédo da solugao de substrato estao descritas a seguir:

1. Pesou-se 0,0100 g de B-caroteno em baldo de fundo redondo de 50 mL apoiado em béquer na balanga
analitica, previamente tarado; com o auxilio de pipeta automatica, pesou-se 0,2000g de Tween® 80;
adicionou-se 10 mL de cloroférmio ao baldo e homogeneizou.

2. A solugdo foi concentrada em rota evaporador até completa remogdo do cloroférmio, observado
visivelmente;

50 mL de &gua destilada foram adicionadas ao baldo e homogeneizou-se bem.
Compararam-se os aspectos das solugdes nos baldes;

As solugdes dos substratos foram preparadas com os reagentes como descrito na Tabela 9.13.

Tabela 9.13 — Planejamento dos experimentos

Balao B-caroteno Tween® Cloroférmio [mL]  Tempo rgt; [min.] observagdes
12 experimento:

1 22040 40 10 5

2 22040 80 10 5

3 C9750 40 10 5

4 C9750 80 10 10
2° experimento:

1 22040 80 10 20 T=323K

2 22040 80 10 20 T=308 K
32 experimento:

1 22040 80 10 10

2 C9750 80 10 10

FAZER
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OBSERVAQ()ES AO CONDUZIR O PLANO
A medida que os experimentos foram sendo realizados, os aspectos observados foram registrados através de
fotografias digitais e as observagbes descritas em seguida.

12 experimento: Verificar o aspecto da solugdo de substrato variando os reagentes e o tempo no rotaevaporador.

Tabela 9.14 — 1° experimento: Aspectos das solugdes de substrato durante as etapas de procedimento de preparagao.

Etapa Balao 1 Balao 2 Balao3 Balao 4 Balao 5

Observacgoes:

e Observou-se, na Tabela 9.14, que os aspectos das solu¢des de substratos foram os mesmos para os balées 1,
2 e 3, diferindo apenas na cor das solugbes preparada com o B-caroteno 22040;

e Por isso, decidiu-se aumentar o tempo de concentracdo da solugdo no rota evaporador para 10 min. para o
baldo 4, o que resultou numa solugdo translicida (Tabela 9.14, etapa 3 e 4, baléo 4);

e Entdo, decidiu-se preparar uma 52 solugédo de substrato (baldo 5) utilizando B-caroteno 22040 e Tween® 80,
com o tempo igual a 10 min. no rotaevaporador, resultando numa solu¢cdo com particulas em suspensao com
brilho (Tabela 9.14, etapa 3, baléo 5).

22 experimento: Verificar o comportamento das absorbancias da solugdo de substrato.
1. Com as 5 solugdes foi realizada leitura no espectrofotdmetro (470nm): foram utilizados 5 tubos de ensaio com 2
mL de agua destilada cada um e adicionou-se 1mL de substrato de cada baléo;
2. Aleitura foi realizada em 0,1, 2 e 3 horas para verificar o comportamento do padrao 3-caroteno;
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3. Como a solugdo do balédo 4 obteve aspecto translicido esperado, realizou-se leitura no espectro com extrato;

4. Os resultados da queda de absorbancia dos 5 tubos de solu¢do de reagédo estdo apresentados na Figura 9.3,
identificados como “n? identificador do padrao / n® do Tween®”;

5. Comparou-se também os resultados da leitura do substrato do baldo 4 com o substrato do baldo 4 + extrato,

apresentados na Figura 9.4;

2,000 —o—22040/40
8 1,500
S , —8—22040/80
< oJ
'E V.
§ 1,000 \ v —a— C9750/40
<

+
0,500 3 —e— (C9750/80
0,000 + ' —x— 22040/80-10min.
0 2 3
tempo [h]

Figura 9.3 - 2° experimento: Absorbancias das solugdes de reagéo para cada solugdo de substrato testada em fungao
do tempo.

4,000
T\ | —+&m
Xtr
= 3,000 1 ato
[=
s —O—substrato 4
S 2000 °\e\&\a
(7
o]
<
1,000 -
0,000
0 1 2 3
tempo [h]

Figura 9.4 — 2° experimento: Absorbancias da solu¢éo de reagcdo com extrato e sem extrato (substrato 4).

Observacoes:
e Absorbancias das solugdes de substrato 3 e 4 tiveram decrescimento mais evidente que as dos substratos 1 e
2

32 experimento: Verificar a influéncia do tempo e da temperatura no aspecto da solugéo de substrato.
1. Para verificar se a quantidade de tempo no rotaevaporador estava insuficiente, realizou-se um 3° experimento
com o B-caroteno 22040, mudando o tempo no rota para 20 min;

2. Variou-se a temperatura do banho do rotaevaporador, onde o baldo 1 ficou 20 min. em 323 K e 0 balédo 2 ficou

20 min. em 308 K;
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1) 2)

Figura 9.5 — 3° experimento: Aspectos de solugbes de substrato preparados com B-caroteno 22040,
concentrados por 20 min. em 323 K (1) e em 308 K (2).

Observagoes:
e O baldo que permaneceu por 20 min. em 323 K ndo apresentou cristais, mas apresentou turbidez (Figura 9.5-1);
e O baldo que permaneceu por 20 min. em 308 K apresentou cristais, mas ndo apresentou turbidez (Figura 9.5-2);

A partir destes resultados, decidiu-se realizar um 42 experimento para verificar o comportamento das solugdes
de substrato com os extratos seguindo as etapas descritas abaixo:

42 experimento: Verificar o comportamento das absorbancias da solugédo de substrato com extrato.

1. Preparou-se 2 solugdes de substratos: Tween® 80 + B-caroteno 22040 (substrato 1) e Tween® 80 + B-caroteno
C9750 (substrato 2); e concentrou-se por 10 min. no rotaevaporador;

2. Prepararam-se 4 tubos para as solugdes de reacdo: em 2 tubos adicionou-se 2mL de DH,O e 0,05 mL de
extrato (tubo EN e tubo EV); em outros 2 adicionou-se 2mL de DHO e 0,05 mL de EtOH (controle:tubo CV e
tubo CN);

3. Adicionou-se 1 mL de substrato 1 no tubo CN e no tubo N e 1 mL de substrato 2 no tubo CV e no tubo V;

4. Realizou-se a leitura nos tempos 0, 1, 2 e 3 horas para verificar o comportamento das solugdes de reagao;

Figura 9.6 — 4° experimento: Solugdes de reagdo sem a adigao de substrato. (CN=DH>O+EtOH; N=DH»O+Extrato)
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Tabela 9.15 - 4° experimento: Aspectos das solugdes de substrato durante as etapas de procedimento de preparagao.
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Solucado de reacio

Substrato 1

Substrato 2

Atividade Antioxidante

4,00 ——CN
- 3,00 —8-EN.
©
<% m
2 200 = s
2
< o

1,00 — —o—EV

0,00 *

0 1 2 3
tempolh]

Figura 9.7 — 4° experimento: absorbancias das solugdes de reagdo, com e sem extrato, em fungéao do tempo.
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Tabela 9.16 — 4° experimento: absorbancias e atividade antioxidante das solugbes de reagdo, com e sem extrato.

Absorbancias

- tempo [h]
Tubo triplicata
0 1 2 3
1 1,0750 1,0497 1,0079 0,9655
CN 2 1,0720 1,0121 0,9814 0,9630
-~ 3 1,0591 1,0095 0,9769 0,9570
§ MEDIA 1,0687 1,0238 0,9887 0,9618
2
@ 1 2,1735 2,1113 2,0809 1,9830
EN. 2 2,1536 2,1025 2,0838 2,0002
3 2,1469 2,0943 2,0731 1,9825
MEDIA 2,1580 2,1027 2,0793 1,9886
1 2,7868 1,8366 1,3746 1,0306
cv 2 2,7863 1,8363 1,3751 1,0301
IV 3 2,7825 1,8362 1,3738 1,0300
% MEDIA 2,7852 1,8364 1,3745 1,0302
g
2 1 4,0752 3,0353 2,5631 2,2053
EV 2 3,9974 3,0416 2,5636 2,2057
3 3,9970 3,0444 2,5647 2,2075
MEDIA 4,0232 3,0404 2,5638 2,2062

Observacgoes:

1. Observando a Figura 9.7 percebe-se que quase ndo ha mudanga nos valores das absorbancias das solugdes
nos tubos CN e EN. (substrato 1), o que nao ocorre com os valores das absorbancias das solu¢des nos tubos
CV e EV (substrato 2);

Observando-se a

AN\

Tabela 9.16, percebe-se através dos os comportamentos das solugbes de reagdo: enquanto que para as
solugbes do substrato 2 os intervalos das absorbancias permaneceram constantes com o tempo, para as
solugdes do substrato 1, tubo EN., isto ndo ocorreu;

Diante do exposto, decidiu-se procurar o laboratério de estudos em carotendides, através da Prof.? Dr.? Delia
Rodriguez Amaya, para apresentar os resultados deste estudo. A Prof.? Delia, ao analisar o comportamento da
absorbancia dos substratos apresentados na Figura 9.7, sugeriu que se realizasse uma analise em HPLC, no laboratério
de estudos em carotendides no DEA/FEA/UNICAMP, para determinar a pureza dos padrdes e detectar outras
substancias que possivelmente estivessem presentes, como antioxidantes, por exemplo, pois se poderia concluir que o
padrdo B-caroteno 22040 poderia estar com substancia antioxidante ou micro encapsulado para manté-lo estabilizado
por mais tempo.

A analise em HPLC foi realizada pela aluna de doutorado Cintia Nanci Kobori. Os resultados da pureza foram
expressos como porcentagem em area e estéo apresentados na Tabela 9.17.
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Tabela 9.17 — Pureza dos padrdes de B-caroteno [%em area]

Pureza [Y%area]

Padrédo p-caroteno ) .. o
cis trans Nao identificado

22040 94,08 5,92 -
C9750 95,38 3,48 1,14

Como nenhuma outra substancia foi detectada no padrdo 22040, a Prof.a Delia concluiu que o mesmo
provavelmente estaria micro encapsulado para permanecer estavel por mais tempo. Diante da impossibilidade do uso
desse padrdo para a determinagdo de AA, onde se espera a oxidagcao do B-caroteno, a Prof.a Delia garantiu que o
padrdo C9750 estava em boas condigdes para o uso em analises, permitindo a publicagdo dos espectros (Figura 9.8 e
Figura 9.9) neste trabalho para atestar a pureza e validar o seu uso.

ESTUDAR

O QUE FOI APRENDIDO COM OS DADOS?

e Possivelmente o espectrofotdmetro ndo tenha detectado a absorbancia por causa dos cristais presentes que
podem ter aumentado a absorbancia para um valor que ndo pdde ser detectado pelo equipamento (Hitachi,
modelo U-3010, -2,0<Abs<3,0);

. No 12 experimento, o tempo de permanéncia no rotaevaporador influenciou o aspecto da solugédo de substrato
apenas para o padréo C9750, resultando em uma solugéo translicida para um tempo igual a 10 min., o que nao
ocorreu para o padrao 22040;

e No 2° experimento, observa-se na Figura 9.3 que o decrescimento, com o tempo, dos valores das absorbancias
das solugdes com substrato 3 e 4 foram mais evidentes que decrescimento dos valores das solugdes com
substrato 1 e 2; e que o reagente Tween pode estar influenciando no valor da absorbancia, resultando num
valor menor na leitura inicial, para solu¢gdes com o0 mesmo padréo;

e No 3% experimento, nem a temperatura do banho, nem o tempo de permanéncia no rotaevaporador
influenciaram o aspecto da solugao de substrato do padrao 22040;

e No 4° experimento, observando o gréafico da Figura 9.7 e os valores de absorbancia da Tabela 9.16, concluiu-se
que o padrao B-caroteno 22040 estava possivelmente alterado/degradado;

e De acordo com a Tabela 9.17, concluiu-se que o padrdao B-caroteno 22040 estava possivelmente micro
encapsulado;

CONCLUSOES

Portanto, os resultados deste estudo foram de acordo com as predicoes feitas na fase de planejamento apenas
em relagéo ao padrao B-caroteno 22040 estar alterado/degradado. Em relag@o ao tempo necessario para a concentragao
da solucdo de substrato no rotaevaporador, foi necessario aumentar o tempo para 10 min.; e ndo se pode concluir sobre
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a influéncia do reagente Tween® na absorbancia da solucéo de substrato;

AGIR

QUAIS MUDANCAS DEVEM SER FEITAS AO PROCESSO?

Para a determinacdo de AA e para a construgdo da curva padrdo de carotendides, na determinacdo de
carotendides totais, devera ser usado o padrdo de B-caroteno C9750.
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Figura 9.8 - Porcentagem em area da pureza do padrao 3-caroteno C9750.
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Figura 9.9 - Porcentagem em area da pureza do padrao 3-caroteno 22040.
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