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RESUMO

CORNELIO-SANTIAGO, H.P. Extracao de 6leos ricos em omega-3, -6 ou -9 da améndoa
de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa), Pequi (Caryocar brasiliensis) e Sacha
inchi (Plukenetia huayllabambana sp. nov.) usando fluidos pressurizados. 2019. 192 f.
Tese de Doutorado — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de
S&o Paulo, Pirassununga, 2019.

O objetivo da pesquisa foi estudar os efeitos do processo de extracdo com liquido
pressurizado (PLE): tempo estatico (St, 2 — 10 min), da razdo solvente-alimentagéo (S/F, 4,5
— 5,8 mL/g) e da temperatura (T, 60 — 90 °C) e os efeitos do processo de extracdo com CO,
supercritico: T (40, 50, 60, 70 e 80 °C) e pressao (P, 25 e 35 MPa) no rendimento da
extracdo do oOleo (X,) da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi, e nos acidos
graxos livres (FFA), contetdo de fendlicos totais (TPC), conteudo de B-sitosterol e perfil de
acidos graxos e triacilglicerois dos 6leos obtidos pelos processos de extragdo. Além disso,
também foi determinado a solubilidade e a pressao de vapor dos 6leos obtidos com CO,
supercritico, e a viscosidade e a densidade de todos os 6leos obtidos. No processo de PLE,
a quantidade de solvente utilizada (S/F) nao influenciou o Xo, mas o St e a T influenciaram
significativamente (p < 0,05) 0 X,. O maximo X, (%, massa) da améndoa de castanha do
Brasil, pequi e sacha inchi foram 60,40%, 39,66% e 46,38%, respectivamente e ocorreram
quando o St foi de 9 min e a T de 86 °C. Também o St e T influenciaram significativamente
(p < 0,05) o TPC (64,23 a 589,46 e 19,77 a 43,86 mg EAG/kg de 6leo) dos Oleos da
améndoa de pequi e sacha inchi, respectivamente, mas néo influenciaram os FFA (0,25 a
0,31; 0,21 a 0,25 e 0,25 a 0,30), conteudo de B-sitosterol (9,51 a 40,32; 3,96 a 6,3 e 31,71 a
57,22 mg/100 g de 6leo) dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi,
respectivamente, e também nao influenciou o TPC (39,58 a 108,41 mg EAG/kg de 6leo) do
6leo da améndoa de castanha do Brasil. No processo de extragdo com CO, supercritico, 0s
maiores X, (%, massa) da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi foram 67,51
*+ 0,16%, 40,47% e 48,84% sob as condicdes de 70 °C e 35 MPa, 60 °C e 35 MPa e 80°C a
35 MPa, respectivamente; e o FFA (0,27 £ 0,01 a 0,32 + 0,01; 0,21 a 0,25 e 0,25 a 0,31), o
TPC (6,37 + 0,23 a 43,83 + 0,35; 85,21 a 154,35 e 6,37 a 48,35 mg EAG/kg de 6leo) e o
contetdo de B-sitosterol (15,52 + 1,67 a 23,63 £+ 3,12; 3,91 a 6,44 e 46,58 a 253,67 mg/100
g de Oleo) dos O6leos da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi,
respectivamente foram determinados. A solubilidade do 6leo da améndoa de castanha do
Brasil variou pela influéncia direta da pressédo de vapor do 6leo, mas a solubilidade dos
Oleos da améndoa de pequi e sacha inchi variaram pela influéncia direta da densidade do

CO, supercritico. De forma geral, os processos de extracdo ndo influenciaram sobre o perfil



dos acidos graxos e triacilglicerois, os principais acidos graxos e triacilglicerois do 6leo da
améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi foram &cido linoleico (w-6) e SLO +
SOL, acido oleico (w-9) e OOP e &cido linolénico (w-3) e LLLn, respectivamente, assim
mesmo, a densidade e viscosidade dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil, pequi e
sacha inchi ndo foram influenciados pelos processos de extragdo empregados.

Palavra chave: CO, supercritico, Oleo, B-sitosterol, Acidos graxos insaturados, Compostos

fendlicos



ABSTRACT

CORNELIO-SANTIAGO, H.P. Extraction of omega-3, -6 or -9 rich oils from Brazil nut
(Bertholletia excelsa), Pequi (Caryocar brasiliensis) and Sacha inchi (Plukenetia
huayllabambana sp. Nov.) kernel using pressurized fluids. 2019. 192 f. PhD. Thesis —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo,

Pirassununga, 2019.

The objective of the research was to study the effects of extraction with pressurized liquid
(PLE) process: static time (St, 2 - 10 min), solvent-feed ratio (S/F, 4.5 - 5.8 mL/g) and
temperature (T, 60 - 90 °C) and the effects of the supercritical CO, extraction process (T, 40,
50, 60, 70 and 80 ° C) and pressure (P, 25 and 35 MPa) in the oil extraction yield (Xo) of
Brazil nut, pequi and sacha inchi kernel and in the free fatty acids (FFA), total phenolic
content (TPC), B-sitosterol and fatty acid and triacylglycerol profile of the oils obtained by the
extraction processes. In addition, the solubility and vapor pressure of the oils obtained with
supercritical CO,, and the viscosity and density of all oils obtained were determined. In PLE
process, the amount of solvent used (S/F) did not influence Xo, but St and T significantly (p
<0.05) influenced Xo,. The maximum X, (%, mass) of Brazil nut, pequi and sacha inchi kernel
were 60.40%, 39.66% and 46.38%, respectively, and they occurred when St was 9 min and
the T was 86 °C. In addition, St and T significantly (p <0.05) influenced TPC (64.23 to 589.46
and 19.77 to 43.86 mg EAG/kg oil) of pequi and sacha inchi kernel oils, respectively, but did
not influence FFA (0.25 to 0.31; 0.21 to 0.25 and 0.25 to 0.30), B-sitosterol content (9.51 to
40.32; 3.96 to 6 , 3 and 31.71 to 57.22 mg/100 g of oil) of the Brazil nut, pequi and sacha
inchi kernel oils, respectively, and also did not influence the TPC (39.58 to 108.41 mg
EAG/kg oil) of Brazil nut kernel oil. In the extraction process with supercritical CO,, the
highest Xo (%, mass) of Brazil nuts, pequi and sacha inchi kernel were 67.51 + 0.16%,
40.47% and 48.84% under the conditions of 70 °C and 35 MPa, 60 °C and 35 MPa and 80
°C at 35 MPa, respectively. FFA (0.27 = 0.01 to 0.32 + 0.01; 0.21 to 0.25 and 0.25 to 0.31),
TPC (6.37 £ 0.23 to 43, 83 £ 0.35, 85.21 to 154.35 and 6.37 to 48.35 mg EAG/kg oil) and the
B-sitosterol content (15.52 + 1.67 to 23.63 + 3, 12; 3.91 to 6.44 and 46.58 to 253.67 mg/100
g of oil) for Brazil nut, pequi and sacha inchi kernel oils, respectively, were determined. The
solubility of Brazil nut kernel oil varied by the direct influence of oil vapor pressure, but the
solubility of pequi and sacha inchi kernel oils varied by the direct influence of supercritical
CO, density. Overall, the extraction processes did not influence the fatty acids and
triacylglycerols profile. The main fatty acids and triacylglycerols in Brazil nut, pequi and

sacha inchi kernel oil were linoleic acid (w-6) and SLO + SOL, oleic acid (w-9) and OOP and



linolenic acid (w-3) and LLLn, respectively. The density and viscosity of Brazil nut, pequi and
sacha inchi kernel oils were not influenced by the extraction processes employed.

Keywords: supercritical CO,, Qil, B-sitosterol, Unsaturated fatty acid, Phenolic compounds.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estruturas moleculares dos principais compostos bioativos encontrados na
semente oleaginosa de algumas espécies dos géneros Bertholletia, Plukenetia e Caryocar24

Figura 2 - Bertholletia excelsa (fruta, semente € améndoa). ............coeevvviiieiieeeeeriiiiiiieen e, 24
Figura 3 - Plukenetia huayllabambana sp. nov. (fruto, semente e améndoa) e Plukenetia
volubilis (Semente € aMENUOA) ........ccceiiiiiiiiii e e e e e e e e ea 26
Figura 4 - Caryocar brasiliense (fruta, semente e améndoa).............cooeeeeeeieiiiiiiieeeieeeeeeeen 29
Figura 5 - Fluxograma do processamento de 6leo das sementes oleaginosas de algumas
espécies dos géneros Bertholletia sp. (a), Plukenetia sp. (b) e Caryocar sp. (C)..........c....... 35
Figura 6 - Estado supercritico para um COMPONENLE PUID.......uueeieeeeieeeiiiiiieeeeeeeeeerriiiae e e 46

Figura 7 - Comportamento da solubilidade de uma substancia de baixa volatilidade (liquidos
ou solidos) em um fluido subcritico (T < T¢) ou um fluido supercritico (T > T.) como func¢éo da

(0T 001 01cT =T LU PP PUPPTRPPPIN 46
Figura 8 - Digrama de pressao-temperatura-densidade do CO; .........ccveeeiiieiriiiiiiiiiien e, 47
Figura 9 - Processo de SFE a partir de uma matriz vegetal ... 48
Figura 10 - Curva de extragdo global de uma matriz vegetal com fluido supercritico .......... 49

Figura 11 - Sistema esquematico de extragdo com liquido pressurizado (a) e a célula de
extracao condicionada (D).........oovviiiiiiiii 73

Figura 12 - Diagrama de Pareto (a) e curva de contorno (b) mostrando a influéncia de St e
S/F em X, (%); Diagrama de Pareto (c) e superficie de resposta (d) mostrando a influéncia
(oL W T I =T 0 O ) PP PPPPPPPPPPPPPP 85

Figura 13 - Diagrama de Pareto (a) mostrando a influéncia de St e S/F em TPC (mg EAG/kg
de 6leo); Diagrama de Pareto (b) mostrando a influéncia de St e T em em TPC (mg EAG/kg
(o L= o] [To ) PO PPPPPR PP 86

Figura 14 - Comportamento do rendimento da extragcéo do 6leo (X,) e do teor de B-Sitosterol
pela temperatura (a) e tempo eStatico (D) ...ccoeeeeeeeeeeee e 91

Figura 15 - Frutos de pequi (C. brasiliensis) (a), endocarpo (polpa amarelo-alaranjada) (b),
sementes (c), casca da semente (marrom e duro) (d) e améndoa (incluindo embrido,
endosperma e teguUMENTO) (B).....ccuiiiiiiiiiiiiieeee 102

Figura 16 - Diagrama de Pareto (a) e curva de contorno (b) mostrando a influéncia de Ste T
no Xq (%, massa); Diagrama de Pareto (c) e curva de contorno (d) mostrando a influéncia de
Ste T no TPC (Mg EAG/KG de OlE0) .....ccoeeeieieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 111

Figura 17 - Diagrama de Pareto (a) e curva de contorno (b) mostrando a influéncia de Ste T
no X, (%, massa); Diagrama de Pareto (c) e (d) mostrando a influéncia de St e T no TPC
(mg EAG/Kkg de 6leo) e conteudo de 3-sitosterol (mg/100 g Ol€0). .......cceuvvviieeeieeeiiiiiiee 134

Figura 18 - Sistema de extracdo supercritica SFE-500 (Thar SFC Waters, Milford, EUA) (A)
e acondicionamento do 1€It0 fIXO (B) ...uuiieeeiiieiiiiiiei e 149



Figura 19 - As curvas de extracdo global obtido a 60 °C e 30 MPa usando um extrator de
leito fixo com 290 cm® com 10 g de améndoa triturada de castanha do Brasil; C1: 7 g/min e
120 min; C2: 10 g/min € 230 min; e C3: 15 g/Min e 230 MiN......ccoiieeeiiiiiiiiiiiiee e 154

Figura 20 - Curvas cinéticas obtidos a 15 g/min durante 240 min usando um extrator de leito
fixo com 290 cm® com 10 g de castanha do Brasil triturada: (a) a 60 °C e (b) a 35 MPa.... 157

Figura 21 - Curva cinética a 60 °C, 35 MPa e 15 g/min usando 10 g de améndoa de Pequi
L L8 = T = 160

Figura 22 - Sistemas de extragdo com fluido supercritico, SFE-1, usado para medir a
solubilidade pelo MELOAO ESLALICO .........cceiveiiiiiiii e e e e e e e e e e eaanees 169

Figura 23 - Curvas termogravimétricas do 6leo das améndoas de castanha do Brasil —,
SAChA INCHI —— € PEOUI —— .. e e e e e aaaees 181

Figura 24 - Termogravimetriado com a linha de DSC para determinar a regido onde seréo
medidas as entalpia do 6leo das améndoas de castanha do Brasil —, sacha inchi— e pequi

ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteteeteeeteteteeeeteteetettttett.t.tttttt.t.........t.....t.................ttt................. 182
Figura 25 - Termogravimetriado com a linha de DSC para determinar a entalpia do 6leo das
améndoas de castanha do Brasil (A), Pequi (B) e Sacha Inchi (C) ......cccceeeeeiiiiiiiiiicennnnnn. 183
Figura Al - Curva padrao da relacdo entre a concentracdo e a % em area dos picos
cromatogréficos do éster metilico de &cido MIriStiCO .........vvieeiiiiiiiiiiiiie e, 191
Figura A2 - Curva padrao de ACido GAlICO ..........ueeeiiiiiiiiiiiiiiiiece e 192

Figura A3 - Curva padrdo da relacdo entre a concentracdo e a % em éarea dos picos
cromatograficos do B-SItOSTEIOl........c.uuiiiiiiiie e 196



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Teor de 6leo nas améndoas de algumas espécies dos géneros Bertholletia,
Plukenetia e Caryocar, métodos de extracao e solvente utilizados..........ccccoeeevvvviiiiiiennennn, 36

Tabela 2 - Resumo de condi¢cdes experimentais de extracdo de Oleo usando CO,
supercritico. Considerando a reducdo de tamanho por trituracdo e moagem ...................... 52

Tabela 3 - Niveis das variaveis independentes de dois delineamentos composto central
rotacional (DCCR) utilizados para otimizar o processo de PLE do éleo de améndoa de
castanhna do Brasil ... 74

Tabela 4 - Composi¢do da améndoa de castanha do Brasil e propriedades fisicas do leito
120 77

Tabela 5 - Matriz DCCR - 1 com os resultados para Xo, TPC e FFA de 6leo de améndoa de
castanha do Brasil obtido com alcool IPA pressurizado ........cccoeeeeeeiviiiiiiiiiiieeeeeceiieee e 80

Tabela 6 - Matriz DCCR - 2 com os resultados para X,, TPC, FFA e B-Sitosterol de 6leo de
améndoa de castanha do Brasil obtido com alcool IPA pressurizado ............c.ccccevvvieeenenn... 82

Tabela 7 - Coeficientes e valor-p dos modelos (DCCR-1 e DCCR-2) para 6leo de améndoa
de castanha do Brasil obtidos com alcool IPA pressurizado ...........cccceeveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeinns 83

Tabela 8 - Perfis de acidos graxos (%, massa) dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil
obtidos por extracdo com Soxhlet e alcoois IPA e EtOH pressurizados...........ccccccevvvvveeeeen. 89

Tabela 9 - Matriz de DCCR com resultados de rendimento de extracdo de Oleo (Xo),
conteudo de fendlicos totais (TPC), acidos graxos livres (FFA) e conteudo de B-sitosterol do
6leo de améndoa de pequi obtido por alcool isopropilico pressurizado............ccceeeeeeeeeenns 104

Tabela 10 - Coeficientes de regressao, valor-p e andlise de variancia (ANOVA). Modelos de
primeira ordem para rendimento de extracdo de Oleo (X,) e contetado de fendlicos totais

(TPC) de 6leo de améndoa de pequi obtido por alcool isopropilico pressurizado .............. 110
Tabela 11 - Perfis de acidos graxos (%, massa) do 6leo de améndoa de pequi obtido por
extracdo com Soxhlet e alcool isopropilico pressurizado .............ccceevveiiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 115
Tabela 12 - Provavel composic¢éo de triacilglicerois do 6leo de améndoa de pequi ........... 115

Tabela 13 - Matriz de CCRD com resultados de rendimento de extragdo de 6leo (Xo),
conteudo de fendlicos totais (TPC), acidos graxos livres (FFA) e conteudo de -sitosterol do
0leo de améndoa de sacha inchi obtidos por &lcool isopropilico pressurizado................... 128

Tabela 14 - Coeficientes de regressao, valor-p e analise de variancia (ANOVA). Modelos de
primeira ordem para rendimento de extracdo de dleo (Xo) e contetudo de fendlicos totais
(TPC) de 6leo de améndoa de sacha inchi obtido por alcool isopropilico pressurizado ..... 133

Tabela 15 - Perfis de acidos graxos (%, massa) do 6leo de améndoa de sacha inchi obtido
por extracdo com Soxhlet e alcool isopropilico pressurizado ...........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 139

Tabela 16 - Provavel composic¢éo de triacilglicerois do 6leo de améndoa de sacha inchi.. 139

Tabela 17 - Pardmetros operacionais constantes adotados na extragcdo com CO, supercritico
para a determinacdo do rendimento de extracao de Ol€0 .........cccevveeeriiiiiiiiiei e, 150



Tabela 18 - Rendimento de extracdo de 6leo e porcentagem de recuperacao de dleo da
améndoa triturada de castanha do Brasil nas condi¢cdes C1, C2e C3.........ceovvvvvvviceeneennn. 153

Tabela 19 - Planejamento experimental ndo aleatorizado com resultados de rendimento de
extracdo de 0Oleo (X,), 6leo recuperado, contetdo de fendlicos totais (TPC), acidos graxos
livres (FFA) e conteudo de B-sitosterol de 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtido por
extragao COmM CO, SUPEICTITIICO ...eeeiiiiiiiiiiiie e ettt e et a e e e e e s 156

Tabela 20 - Planejamento experimental ndo aleatorizado com resultados de rendimento de
extracdo de Oleo (Xo), 6leo recuperado, contetdo de fendlicos totais (TPC), acidos graxos
livres (FFA) e conteudo de 3-sitosterol de 6leo de améndoa de pequi obtido por extracao
(o0 0 @K@ PRSIV o L=T o {1 [ o R 159

Tabela 21 - Planejamento experimental ndo aleatorizado com resultados de rendimento de
extracdo de oleo (X,), Oleo recuperado, contetudo de fendlicos totais (TPC), acidos graxos
livres (FFA) e conteludo de [B-sitosterol de 6leo de améndoa de sacha inchi obtido por
extragao COM CO, SUPEICTITIICO ...eeeiiiiiiiiiiiieie e ettt e e et e e e e e e e e eeeeees 161

Tabela 22 - Provavel composi¢do de triacilgliceréis do 6leo da améndoa de castanha do
2 = T | PSR 174

Tabela 23 - Provavel composigéo de triacilgliceréis do 6leo da améndoa de Sacha Inchi . 175
Tabela 24 - Provavel composic¢éo de triacilgliceréis do 6leo da améndoa de Pequi........... 175

Tabela 25 - Estudo do tempo de equilibrio para determinar a solubilidade e média de Tukey
experimental do 6leo em COy SUPEICIIEICO .....oeviiiuiiiiiiiiee ettt 176

Tabela 26 - Média de Tukey da solubilidade de 6leo de castanha do Brasil em CO,
supercritico & 35MPa apds 3h de tempo de equilibrio...........cooiiiiiiiiiiiiiiie e 176

Tabela 27 - Média de Tukey da solubilidade de 6leo de sacha inchi em CO, supercritico a
35MPa apds 3h de tempo de eqUIlIBIIO.........eeeiiiiiiii e 177

Tabela 28 - Média de Tukey da solubilidade de 6leo de Pequi em CO, supercritico a 35MPa
ap6s 3h de tempo de equIlIBriO.........coveiiiiieee 178

Tabela 29 - Densidade e viscosidade do éleo de améndoa de castanha do Brasil obtido via
extracdo com CO, supercritico e extracdo com liquido pressurizado (PLE) usando alcool
ISOProOPIlICO COMO SOIVENTE......cci ittt e e e e e e e s eaaeens 179

Tabela 30 - Densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de Sacha inchi obtido via
extracdo com CO, supercritico e extracado com liquido pressurizado (PLE) usando alcool
ISOPrOPIlICO COMO SOIVENLE ... ..o 180

Tabela 31 - Densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de Pequi obtido via extracdo com
CO, supercritico e extracdo com liquido pressurizado (PLE) usando alcool isopropilico como
L5107 o 1 (= PRSPPI 181

Tabela 32 - Dados termogravimétricos da variacdo de energia em funcdo da temperatura
utilizadas no célculo da pv e a massa molar estimada (M).........cccoeveeeiiieeeeeee e, 185

Tabela 33 - Valores de pv encontrados a partir da Equacédo de Clausius-Clapeyron.......... 186



SUMARIO

1N 2(0] 516 07.Y 0 T 18
CAPITULO 1: Sementes oleaginosas nativas do Bioma Amazonico e Cerrado Brasileiro:

compostos bioativos, impacto na saude, interesse comercial e novos processos de producdo

(2] (0 TSR PTTPRRTRRRRRN 22
1. Caracteristicas gerais da familia botanica, constituintes quimicos e propriedades
bioldgicas das sementes 0leagIiNOSAS ..........ccuvuiiiiiieeiiiiiee e 23

1.0, BEITNOIETIA. ...t 23
1.2, PIUKENELIA. ...ttt e e 25
R B O Yo Lo | PSPPSR 28
2. INTEIrESSE COMEITIAI ...ttt 33

3. Processos de extracdo de Oleo atual e novo para as améndoas das sementes

oleaginosas de Bertholletia, Plukenetia @ CaryOCar................uuuuueimemeimmimiiiiiiiiiiiiiiienininnnes 34
4. Tecnologias verdes: Extragdo com liquido pressurizado e com fluido supercritico ...... 42
4.1. Processo de extracdo com liquido presSsurizado ...........ccvvveeeeiieeeiiiiiiiiiiieiee e 43
4.2. Processo de extragdo com fluido SUPErCritiCo ..........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeee 45
4.2.1. Curva de extrac8o global (OEC) ..........uuuuumummmmiiiiiiiiiiiiiiiiininennnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 48

5. Referéncias biblIOgrafiCas ............coouiiiiiiiiiii s 53

CAPITULO 2: Extracdo de 6leo de améndoa de castanha do Brasil usando solventes

verdes: Efeitos das variaveis do processo no rendimento e composi¢éo do Oleo ............... 67
ST U T TP 68
APIICAGAD PIALICA.....ce e e e e 68
IO [ 110 To |8 [ox= Lo I PP PP PPPPPPPPPPPPP 69
2. MAterial € MEBLOUOS.......ceeiiiiiiiii ettt e et e e e e e e e e e e as 71

2.1. Matéria-prima € FEAGENTE .......ccuueriiiiiie e ettt e e e e e s et e e e e e e e e s eaaeaeeaa e 71
2.2. Extracéo por percolacdo usando SOoXINet...........coooi i 72
2.3. Extrac@o com liquido pressurizado (PLE) ..........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee i 72
2.4, Caracterizagao dO EXIrAt0 ......cciieieiiiiei e eaeeanee 74
2.4.1. MEtodOS A€ IEFEIrENCIA ......eeiiiiiiiiiiiiiiie ettt 74
2.4.2. Conteldo de fendlicos totais (TPC).......uiiiiieeeiiieiicie e e e 75

2.4.3. Quantificagédo de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(L O PP PP PP PP PP PPPPPPPPRPPPPRR 76



2.5. ANALISE ESTAIISTICA ... .uveeeiiieiiiiiiie e 76
3. RESUIRAUOS € DISCUSSEO ......cueeiieiiiiee ettt e e e e e e e reaeens 77
O |V o (=] = o 10 - TP PP U PP PPPPPPPPPPPPP 77
3.2. Rendimento da extragao de GlE0 ...........oouviviiiii i 78
3.2.1. SEleCA0 UE SOIVENLE......uviiii i 78

3.2.2. Efeitos das variaveis do processo na extragdo com liquido pressurizado
(PLE) .ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 78
3.3. Caracterizaglo dO XIrAt0 ..........uuiiiieeeeiieeeiiiies e e e et e e e e e e e e e e e e e rrr 85
3.3.1. Efeitos das variaveis do processo nos acidos graxos livres (FFA) ............. 85
3.3.2. Efeitos das variaveis do processo no conteudo de fendlicos totais (TPC).. 86
3.3.3. Composicao de ACIdOS raxoS (FA) .....uuueeeiieeaiiiiiiiiiieee e e e e 87
3.3.4. Efeitos das variaveis do processo no conteudo de B-sitosterol .................. 88
4. CONCIUSDES ...ttt 91
5. Referéncias bibliografiCas .........cocooiiiiiiiiiiii e 92

CAPITULO 3: Efeito do processo de extracdo no rendimento e composicido de 6leo de

améndoa de pequi (Caryocar brasiliensis) utilizando alcool pressurizado como solvente.... 98
RESUIMIO. ..ot e ettt ettt e e e e e et e e e e aenn 99
IO | 1 {0 o 1§ [ox= Lo I PP PP PP PPPPPPPPPPPPN 100
2. MAterial @ MELOUOS.......cceiiiiiiieii ettt e e e e e e e es 101

P I V- =TT | PP PP PP PPPPPPPPPPPPP 101
2.2. Planejamento eXperimental.........cooooooeioioeeeeeeeeeeee e 102
2.3. CaracterizaGao da Materia-PrimMa.......ccooeeeeeeeeeeeeee e 105
2.4. Métodos de extraGao d0 OlE0......cccoeeeee e 105
2.4.1. EXtrag@o POr SOXNIET.......oeiiiiiiie e 105
2.4.2. Extragdo com liquido pressurizado (PLE) .........c.ceevveeiiiiiiiiiiiiiiieee e 105
2.5. Acidos graxos livres, perfil de acidos graxos e triacilglicerdis.................c.cocv..... 106
2.6. Contetdo de fendlicos totais (TPC) ..ocoeeeeeeee e 106
2.5. Determinacao de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
................................................................................................................................. 107
3. RESUItAdOS € DISCUSSEO ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e nnnnnnnnnnnne 108
3.1. Caracterizagao da Materia-primal..........ccuuuuiiiiieeeriieiiieie e e e 108
3.2. Rendimento da extraGao d€ OlE0 ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiieee e 108

3.2.1. Extragé@o com liquido pressurizado (PLE) .........cccuvieiiiieeiiiiiiiiieceeeeeee 109



3.3. Caracterizagao dO OO ...........uuuuiiii i 112

3.3.1. Influéncia das variaveis do processo nos acidos graxos livres................. 112

3.3.2. Influéncia das variaveis do processo no conteudo de fendlicos totais (TPC)

.......................................................................................................................... 113
3.3.3. Influéncia das variaveis do processo no perfil de acidos graxos (FA) e
LU Tz (o] (o | (1o =1 o TSP 114
3.3.4. Influéncia das variaveis do processo no conteudo de @B-sitosterol............ 116
4. CONCIUSDES ...t 116
5. Referéncias bibliografiCas .........ccooiie i 117

CAPITULO 4: Extracdo com liquido pressurizado de éleo rico em w-3 da semente de Sacha
inchi (Plukenetia huayllabambana sp. Nov.): Efeitos do processo de extragédo no rendimento

€ COMPOSIGAO O OlEO ......cceiiiiiieei e 121
RESUIMO. ..ttt e e e et e e e 122
ReleVanCia INAUSTIIAL ..........ooviiiiiiiiiiiieeeeee e 123
IR [ 1 0o [ o Lo LR PP 124
2. Material @ MELOUOS........oeiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e aeeas 125

P I V- =TT | PP P PP PP PPPPPPPPPPPPP 125
2.2. MEtOd0OS EXPEIMENTAIS .....ceiiiiiiiiiiiei e e e ettt e e et e e e e e e eaaeeeeaaans 126
2.2.1. Caracterizag@o do sacha iNChi ...........ccoevviiiiiiiiiiiiiiii 126
2.2.2. Planejamento eXperimental.............oouuiiiiiiiieeiieiiicee e 126
2.2.3. EXtrag8o por SOXNIET.......coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 129
2.2.4. Extragdo com liquido pressurizado (PLE) .........c.ceevveeiiiiiiiiiiiiiieeeee i 129
2.2.5. Acidos graxos livres, acidos graxos e triacilglicerdis .............coeeveeurrnnnnn.. 130
2.2.6. Conteudo de fendlicos totais (TPC)......ccuuiiiiiiiiiiiiiieee e 130
2.2.7. Determinacao de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(G =713 JE TSP TTORRR 131
3. RESUItAdOS € DISCUSSEO ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s nnnnnennnnnne 131
0 I Y/ F= 1= = B o o = PP 131
3.2. Rendimento da extragdo de Ole0 ...........ccovvviiiiiiiiiiiieeeeeee e 132
3.2.1. Influéncia das variaveis do processo na extracdo com liquido pressurizado
(PLE) ettt ettt 132
3.3. Caracterizagao dO OO ...........uuuuii i 135

3.3.1. Influéncia das variaveis do processo nos acidos graxos livres.................. 135



4.
5.

3.3.2. Influéncia das varidveis do processo no conteudo de fendlicos totais (TPC)

.......................................................................................................................... 136
3.3.3. Influéncia das variaveis do processo no perfil de acidos graxos (FA) e
LU Tz (o] (o | (1o =1 o 1< 137
3.3.4. Influéncia das variaveis do processo no conteudo de B-sitosterol ............ 138
CONCIUSBES ...ttt e et e e e e e e e e e e e e e e aannnees 140
Referéncias biblIOgrafiCas ............coooi i 140

CAPITULO 5: Extracdo com CO, supercritico de 6leo de améndoa de castanha do Brasil

(Bertholletia excelsa H.B.K.), pequi (Caryocar brasiliense Camb.) e sacha inchi (Plukenetia

huayllabambana sp. nov.): Efeito das variaveis do processo e composi¢ao do 6leo.......... 144
RESUIMO. ..t e e et e e e 145
IR [ 1 0o [ o Lo TP PP PPPPPPPPPPPP 146
2. Material @ MEBLOUOS........ceiiiiiiiie ettt e e e e e et ea e s 147

2.1. Matéria-prima € SOIVENTE.........c.uuiiiiiiiee e 147
2.2. Extrag@o com dioxido de carbono Supercritico.........oooeeeeeeeeeeeiiiie e, 148
2.2.1. Rendimento de extraGao dO OlE0...........ccevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee 148
2.3. Caracterizag8o O OlEO .........oiuuiiiiiiiiee et 151
2.3.1. ACIHOS Grax0S lIVIES .........cveueiueieeeeeeeeee et 151
2.3.2. Conteldo de fendlicos totais (TPC).......eeiieiieiiiiiiicie e 151

2.3.3. Determinagéao de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) ettt ettt ettt ettt ettt ettt ee et et et et ettt 151
3. RESUIAAOS € DISCUSSEOD ...ttt 152
3.1. Extrac@o com dioxido de carbono SUPErCrtiCO.......uuvieeeiiiiiiiiiiiiieeee e 152
4. CONCIUSDES ...t 162
5. Referéncias bibliografiCas ... 162

CAPITULO 6: Propriedades fisicas do 6leo da améndoa de castanha do Brasil, Sacha inchi

e pequi extraidos com CO, supercritico e isopropanol pressurizado ...........cccccceevveeeeeeennn. 164
ST U T PP TP T 165

IO [ 10 To |8 o= Lo L PP PP P PP PPPPPPPPPPPPN 166

2. Material @ MELOUOS........ceiiiiiiiii ittt e e e e e e eeeas 168

P o =] = o - VP USRPPPPPRR 168

2.2. Determinacgéo experimental da solubilidade dos 6leos em CO, supercritico ...... 168

2.3. Extracéo do 6leo utilizando CO, supercritico e isopropanol pressurizado.......... 170



2.4. Determinacdo experimental da densidade e viscosidade.............cccccceeeiieeeininn, 170

2.5. Anadlise termogravimnétrica (TGA) dos o6leos obtidos por extracdo com CO,

ST 01T o 1o U 171
2.6. Predicdo da presséo de vapor dos 6dleos utilizando analise termogravimnétrica
(TGA) e a equacao de Clausius-Clapeyron ..........cccooeeeeeiiieiiiiiiiie e eeeeeaanns 171
2.7. Estimativa da massa molar dos 0le0S.........cccoeeeeeeeiiiiieeee 174
3. RESUIATOS € DISCUSSAD ....vvuuuiieeeeieiiiiiiaae e e e eeeeeettiaaae e e e eaeeeaaaen e s e e eeaeeeaasennaaaaeaeeeeennes 175
3.1. Determinacédo experimental da solubilidade dos 6leos em CO, supercritico ..... 175
3.2. Determinagéo experimental da densidade e viscosidade............cccoeoeeevvveeiennnnnn. 179
3.3. Andlise termogravimnétrica (TGA) dos 6leos obtidos por extracdo com CO,
U] 01T (o) 1Tl o OO PP EP TP PPPPPPP 181
3.4. Predicdo da pressao de vapor dos 6leos utilizando analise termogravimnétrica
(TGA) e a equacdo de Clausius-Clapeyron .........ccooeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 185
I o T Lod [0 =PRSS 186
5. Referéncias bibliografiCas ........cccooi e 187

CAPITULO 7: CONCIUSEOD GETAL........eveieeieeeeteiteeieeeeete ettt ne e 191



18

INTRODUCAO

A floresta amaz6nica, denominada de bioma amazénico € uma das regides detentoras
de riquezas naturais e possui grande parte da maior e mais diversa floresta tropical restante
do mundo, o bioma amazoénico engloba 6,7 milhdes de km? e é compartilhado por oito
paises (Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Colédmbia, Venezuela, Guiana e Suriname), bem
como o territorio no exterior da Guiana Francesa (SALAZAR et al., 2015; WWF, 2010).
Alguns produtos nativos do bioma amazénico, como castanha do brasil e grdos de sacha
inchi, reconhecidos internacionalmente por a sua riqueza nutricional e funcional, se
caracterizam como atrativas matérias-primas para producéo e desenvolvimento de produtos
altamente nutritivos com propriedades funcionais e caracteristicas sensoriais exigidos pelos
atuais mercados.

Desenvolvimentos recentes na area de 6leos e gorduras tém levado a producéo de
lipidios especiais de novas fontes, tais como castanhas, sementes de frutas e de plantas
menores, devido a importadncia de seus componentes minoritarios como carotenoides,
fitoesterdis, tocoferdis, tocotriendis, entre outros, que podem dar as caracteristicas de
gualidade e estabilidade requerida em algumas areas de aplicacdo. Ou, estes componentes
podem ser isolados durante o processamento e usados como nutracéuticos e ingredientes
alimentares funcionais (FEREIDOON, 2005).

Na ultima década, os lipidios ricos em &cidos graxos 6mega-3, -6 ou -9, e outros
compostos bioativos como carotenoides, tocoferdis, fitoesterdis, fendlicos, etc. tém ganhado
um grande interesse comercial nas inddstrias cosméticas, farmacéuticas e alimenticias,
devido a suas propriedades funcionais, fisicas e quimicas. Os acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs - polyunsaturated fatty acids) como 6mega-3 e -6, oferecem importantes beneficios
nutricionais e de saude, como a protecdo contra doencas cardiovasculares (REIS, 2014),
artrite  reumatoide, céncer, contra a gravidade das infec¢bes virais (FERNANDES;
VENKATRAMAN, 1993) e possibilita o funcionamento correto do organismo, influenciando a
fisiologia da pele (MENON; CLEARY; LANE, 2012).

Dietas ricas em &cidos graxos monoinsaturados (MUFAs - monounsaturated fatty
acids) podem melhorar os fatores de riscos metabdlicos em pacientes com diabetes tipo 2
(IMAMURA et al., 2016; QIAN et al., 2016). Além disso, 0s componentes minoritarios
presentes no Oleo tais como os tocoferdis e tocotriendis atuam como antioxidantes naturais
incrementando a vida Gtil e a estabilidade dos alimentos (KAMAL-ELDIN; BUDILARTO,
2015; SEPPANEN; SONG; CSALLANY, 2010), assim como na atividade fotoprotetora e
estabilizadora da barreira cutanea (THIELE; HSIEH; EKANAYAKE-MUDIYANSELAGE,
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2005). Os lipidios podem também agir como emolientes, emulsificantes, transportadores,
modificadores de viscosidade, ligantes e lubrificantes, em muitos produtos.

A industria de Gleos e gorduras possui tecnologia muito desenvolvida, com décadas de
experiéncia de extracdo e refinamento por tras das praticas atuais. No entanto o
desenvolvimento tecnolégico ndo € e nem deve ser estatico. Pressdes de ativistas
ambientais exigem processos mais limpos, e h4, com isso um interessante do mercado para
o desenvolvimento de novas tecnologias e novos produtos.

Os desenvolvimentos tecnoldgicos atuais estdo direcionado para trés areas; uma
delas é a quimica "verde", que esta relacionada ao emprego de processos mais limpos, a
outra estd relacionada com o menor consumo de energia e a outra enfatiza o uso de
recursos renovaveis (SCRIMGEOUR, 2005). Os processos de extracdo com fluido
supercritico (SFE) e com liquido pressurizado (PLE) estdo enquadrados entre as tecnologias
verdes.

Na SFE, h4 uma vasta gama de compostos que podem ser usados como fluidos
supercriticos (FSC), mas o diéxido de carbono (CO,) € o mais utilizado, o qual é
frequentemente promovido como um solvente sustentavel amplamente utilizado por ser
relativamente barato e possuir propriedades criticas (temperatura critica 31,3 °C e pressao
critica 74 bar) facil de serem obtidas em equipamentos industriais, e por ser um solvente
ndo poluente (REVERCHON; DE MARCO, 2006), ndo inflaméavel, que exibe toxicidade
relativamente baixa, naturalmente abundante (BECKMAN, 2004) e geralmente reconhecido
como seguro para a saude (GRAS).

Além disso, a propriedade que torna o CO, particularmente atraente é a possibilidade
da sua separacédo completa no final do processo, o seja, ao final do processo em condi¢des
de baixa pressao, o CO, se torna gas e libera o extrato deixando-o livre de solvente. A Unica
desvantagem do SFE é o alto custo de investimento inicial quando comparado as técnicas
de extracdo tradicionais & pressdo atmosférica. No entanto, 0 esquema do processo que
envolve a extracdo e a separacdo, € relativamente econdmico e simples de ser
dimensionado em escala industrial. Outras vantagens imediatas sobre as técnicas de
extracdes tradicionais é a flexibilidade do processo, devido & possibilidade de modulag&o
continua do poder de solubilizacdo e seletividade do fluido supercritico (REVERCHON; DE
MARCO, 2006).

No caso da PLE, tecnologia, também conhecida como “Accelerated Solvent Extraction
(ASE)”, extracdo com solvente pressurizado ou extragdo com solvente acelerado é uma
técnica versatil que envolve a extracdo de compostos naturais utilizando solventes liquidos a
uma temperatura e pressao elevada, o que aumenta o desempenho da extracdo quando

comparado com as técnicas tradicionais realizadas em condi¢cGes de temperatura ambiente
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e a pressdo atmosférica (MUSTAFA; TURNER, 2011). Geralmente, usada como uma
ferramenta analitica, a PLE utiliza temperaturas elevadas (de 60 a 200 °C) e moderadas ou
altas pressoes (de 3,5 a 20 MPa) para facilitar e melhorar o processo de extracdo. Varias
caracteristicas tais como a utilizacdo de menores quantidades de solventes, o tempo de
extracdo reduzido e nenhuma exposicdo dos compostos ao oxigénio e a luz, conferem a
esta técnica vantagens em relacdo aos processos tradicionais de extracdo com solvente
(OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013).

Estudos atuais descrevem que produtos ricos e enriguecidos com compostos como
Omega-3 tém experimentado um aumento em sua producdo nos EUA e na Europa nos
tltimos anos (GANESH; HETTIARACHCHY, 2016). Por isso, muitos produtos oleaginosos
nativos do bioma amazbnico tém sido arduamente pesquisados por diferentes segmentos
industriais e tem atraido investimentos com o0 objetivo de extrair e/ou isolar seus principais
compostos nutricionais e funcionais. O principal interesse industrial nas matérias-primas
nativas refere-se a sua fragéo lipidica focando investigar o isolamento e/ou extragdo mais
rentavel e econémica.

O presente projeto de pesquisa visou estudar a extracdo de oleos ricos em acidos
graxos 6mega-3, -6 ou -9, e compostos bioativos de trés matrizes vegetais, castanha do
Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), Pequi (Caryocar brasiliense) e Sacha inchi (Plukenetia
huayllabambana sp. nov.), utilizando processo de SFE e PLE. A caracteriza¢gdo do produto
foi feita para complementar o estudo do comportamento das diferentes extragbes com
énfase no estudo de componentes de interesse como 6mega-3, -6 ou -9, e outros

compostos bioativos como fitosteréis e fendlicos.
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CAPITULO 1: Sementes oleaginosas nativas do Bioma Amazénico e Cerrado
Brasileiro: compostos bioativos, impacto na saude, interesse comercial e novos

processos de producao verde
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CAPITULO 1: Sementes oleaginosas nativas do Bioma Amazdnico e Cerrado
Brasileiro: compostos bioativos, impacto na saulde, interesse comercial e novos

processos de producao verde

O No Brasil, Peru, Bolivia, Equador e Coldmbia, existem diferentes tipos de terras e
climas que resultam em uma grande diversidade de espécies oleaginosas que ainda sao
subexplorados e que representam importancia econémica com potencial para contribuir no
desenvolvimento de novos alimentos, farmacos, cosméticos e no agronegaocio.

As sementes oleaginosas nativas do bioma Amazénico e Cerrado Brasileiro como dos
géneros Bertholletia, Plukenetia e Caryocar sao consideradas uma boa fonte de lipidios,
proteinas, minerais e vitaminas, e de outros compostos bioativos como os acidos graxos
essenciais (Omega-3 e -6), os polifendis, o esqualeno, os tocoferdis e os fitoesterois. Estes
compostos e alguns minerais (por exemplo selénio) sdo frequentemente associados as
atividades fisioloégicas benéficas para a salde humana, como antioxidantes,
antiinflamatorios, anti-cancer, controle de glicemia e peso, cardio-protetores e redutores do
risgo de diabetes tipo 2 (ARANCETA; PEREZ-RODRIGO, 2012; CARDOSO et al., 2017;
DESAI; DONG; MILLER, 2016; DUTRA et al., 2016; IMAMURA et al., 2016; QIAN et al.,
2016; SHAHZAD et al., 2017; YANG, 2009).

Existe uma tendéncia relevante por manter o extrativismo e cultivar estas sementes
oleaginosa visando a sua comercializagdo, assim como também pela obtencédo do seu 6leo
e proteina em grande parte da América do Sul. Estas sementes possuem caracteristicas
organolépticas desejaveis e compostos bioactivos que causam beneficio a saide humana e
por isso ha o interesse em utiliza-las como matéria-prima na elaboracdo de alimentos
funcionais.

Em paises com florestas tropicais e tropicais sazonais, especialmente na América do
Sul, hd uma grande quantidade de espécies oleaginosas nativas obtidas principalmente por
extrativismo. Algumas sdo conhecidas como a castanha do Brasil (Bertholletia) e outras,
muito pouco como as sementes do Pequi (Caryocar) e as sementes de alguns géneros de
Plukenetia que poderiam ser mais exploradas do ponto de vista organoléptico, funcional ou
na forma de obter seu principal componente, o 06leo e seu coproduto (material
desengordurado), e assim incrementar seu valor comercial.

A floresta amaz6nica, denominada de bioma amazénico € uma das regides detentoras
de riquezas naturais e possui grande parte da maior e mais diversa floresta tropical restante
do mundo, o bioma amazonico engloba 6,7 milhdes de km? e é compartilhado por oito
paises (Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Coldmbia, Venezuela, Guiana e Suriname), bem
como o territério no exterior da Guiana Francesa (SALAZAR et al.,, 2015; WWF, 2010).
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Algumas plantas nativas do bioma amazobnico, como a castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa) e a Sacha Inchi (Plukenetia sp), reconhecidos internacionalmente pela riqueza
nutricional e funcional de suas sementes, se caracterizam como atrativas matérias-primas
para producdo e desenvolvimento de produtos altamente nutritivos com propriedades
funcionais exigidas pelos atuais mercados. Embora os mercados norte-americano, japoneés,
europeu e paises como Hong Kong e Australia tenham interesse nos produtos da castanha
do Brasil como suplementos dietéticos, alimentos e bebidas funcionais, hd um conhecimento
escasso sobre outros produtos do bioma amazénico.

O Cerrado brasileiro tem a flora mais rica entre as savanas do mundo (> 7000
espécies) e altos niveis de endemismo (KLINK; MACHADO, 2005). Algumas espécies
nativas do cerrado, como o Caryocar, nos ultimos anos tém ganhado grande interesse como

uma matéria-prima para desenvolver produtos com caracteristicas nutricionais e funcionais.

1. Caracteristicas gerais da familia boténica, constituintes quimicos e propriedades

biolégicas das sementes oleaginosas

As estruturas moleculares dos principais compostos bioativos encontrados no 6leo das

sementes oleaginosas sao mostradas na Figura 1.

1.1. Bertholletia

A castanheira (Bertholletia excelsa) nativa do bioma amazbnico € a especie mais
importante economicamente da familia Lecythidaceae (MORI; PRANCE, 1990) (Figura 2). A
semente da Bertholletia excelsa popularmente conhecida no mercado internacional como
Brazil nut e na América do Sul chamada também de castanha do Brasil, castanha-da-
Amazobnia, castanha-do-Para e castanha-do-maranhédo, € um dos mais importantes produtos
florestais ndo-madeireiros. E reconhecida como a pedra angular da economia extrativista da
floresta amazonica do Brasil, Bolivia e Peru. E colhida na floresta e ndo de plantaces
(RIBEIRO et al., 2014), e sua comercializacdo é uma importante fonte de renda para as

familias indigenas e ribeirinhas nestas regides.
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Figura 1 - Estruturas moleculares dos principais compostos bioativos encontrados na
semente oleaginosa de algumas espécies dos géneros Bertholletia, Plukenetia e Caryocar.

Fonte: Prépria autoria.

Figura 2 - Bertholletia excelsa (fruta, semente e améndoa).

Fonte: Propria autoria.

As améndoas da castanha do Brasil conttm de 60,80 a 72,50% de lipidios
(CHUNHIENG et al., 2008; RYAN et al., 2006) (25,35 a 26,21% de acidos graxos saturados,
29,04 a 29,97% de acidos graxos monoinsaturados (MUFAS), 43 a 45,61% de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAS) (RYAN et al., 2006). Possui ainda de 13,93 a 14,29% de proteinas,
de 16,08 a 19,45% de -carboidratos totais (DE SOUZA; DE MENEZES, 2004
VENKATACHALAM; SATHE, 2006) e, de 21,8 a 43,9 ug de selénio/g de améndoa
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(PACHECO; SCUSSEL, 2007). Além da composi¢do majoritaria, a castanha do Brasil possui
uma boa fonte de componentes minoritarios como os fitoesterois (1.929,80 ug/g de 6leo), o
esqualeno (1.377,80 ug/g de 6leo), os tocoferodis (199,10 pg/g de 6leo) (RYAN et al. , 2006)
e os polifendis (112 a 331 mg EAG/100g de améndoa) (JOHN; SHAHIDI, 2010) com
caracteristicas nutricionais e funcionais, e por isso ha interesse da industria farmacéutica,
cosmética e de alimentos neste dleo.

Estudos de atividade biologica do 6leo de améndoa de B. excelsa ainda nao foram
relatados na literatura. No entanto, extratos de améndoa de B. excelsa mostram atividade
biologica como atividade antioxidante (YANG, 2009), anti-inflamatério e a reducdo do
estresse oxidativo e risco cardiovascular (CARDOSO et al., 2017; DUTRA et al., 2016).

1.2. Plukenetia

A Plukenetia € um género de 21 espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae liana
e perene com rapido crescimento e desenvolvimento (CARDINAL-MCTEAGUE; GILLESPIE,
2016). As duas espécies nativas do bioma amazbnico com maior valor comercial sdo a
Plukenetia volubilis e Plukenetia huayllabambana sp. nov. (Figura 3). Estas espécies sédo
popularmente chamadas de amendoim inca, inca inchi ou amendoim da montanha pelos
habitantes do antigo Peru que consumiam a farinha e o 6leo obtidos a partir destas
sementes ha centenas de anos. Atualmente é chamada de Sacha inhci no mercado
internacional.

A Plukenetia volubilis é uma trepadeira nativa do bioma amazénico, com centro de
origem no Peru, Coldombia, Venezuela e Brasil (BORDIGNON; AMBROSANO;
RODRIGUES, 2012). As suas sementes sdo ricas em proteina (27%) contendo o0s
aminoacidos essenciais como cistina, tirosina, treonina e triptofano (411 mg/g de proteina)
(HAMAKER et al., 1992), lipidios (26,7 a 54,0%) (CHIRINOS et al., 2013; HAMAKER et al.,
1992; ZANQUI et al., 2016) contendo &cidos graxos poli-insaturados como &cido a-linolénico
e linoleico (83% do teor total de lipidios) (FANALI et al., 2011) e outros compostos
minoritarios como os tocoferois, &-tocoferol (0,82 a 1,25 g/kg de 6leo) y-tocoferol (1,14 a
1,29 g/kg de Oleo) (CHIRINOS et al, 2015; FOLLEGATTI-ROMERO et al.,, 2009;
GUTIERREZ et al., 2017), fitoesterois como B-Sitosterol (1,27 g/kg de 6leo), estigmasterol
(0,59 g/kg de 6leo) e campesterol (0,15 g/kg de 6leo) (CHIRINOS et al., 2015) e compostos
fendlicos (6,2 mg EAG/100 g de 6leo) (FANALI et al., 2011).

Figura 3 - Plukenetia huayllabambana sp. nov. (fruto, semente e améndoa) e Plukenetia
volubilis (semente e améndoa).
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Fonte: Propria autoria.

O d6leo comercial de Sacha inchi é normalmente extraido por prensagem a frio. Um
estudo in vivo, com este Oleo foi utilizado para avaliar o efeito dos acidos graxos apos uma
Unica administragdo oral em voluntarios saudaveis e foi observada uma reducdo no
colesterol das lipoproteinas ricas em delta triacilglicerol no plasma. Também o consumo de
6leo aumentou o acido a-linolénico (ALA) e acido docosahexaendico (DHA) no plasma
(GONZALES; GONZALES; VILLEGAS, 2014). Outros estudos também foram relatados
usando o mesmo 6leo para avaliar a aceitabilidade e os efeitos colaterais do seu consumo
deste por adultos (de 20 a 55 anos). Os efeitos colaterais foram reduzidos com o tempo, 0s
marcadores bioquimicos da funcdo hepética e renal foram mantidos inalterados, os niveis
séricos de colesterol total e colesterol lipoproteina de baixa densidade (LDL) e pressao
arterial foram reduzidos e um incremento no lipoproteina de alta densidade (HDL) foi
observado no quarto més. O 6leo administrado como liquido em volume de 10 (4,4 mg
ALA/dia) ou 15 mL (6,6 mg ALA/dia) por 16 semanas apresentou ter boa aceitabilidade apés
a primeira semana de consumo e foi seguro apds 16 semanas de consumo (GONZALES,;
GONZALES, 2014).

O d6leo comercial de Sacha inchi extraido por prensagem a frio, decantado e filtrado foi
utilizado para testar a atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus em células de
gueratinécitos humanos e discos de explantes de pele humana, e também para verificar a
citotoxicidade nessas células. Os ensaios mostraram que 6leo nao foi toxico para as células
de queratindcitos e explantes de pele humana, e também nao foram bactericidas contra o S.
aureus. No entanto, este o 6leo foi capaz de impedir a aderéncia do S. aureus as células de
gueratinécitos (efeito preventivo) e removeu de forma eficiente o S. aureus dos explantes de
pele humana (efeito curativo) (GONZALEZ-ASPAJO et al., 2015).

Em outro estudo o 6leo refinado comercial de Sacha inchi e outros éleos vegetais
foram avaliados em pardmetros de estresse oxidativo e na atividade das enzimas

antioxidantes na secrec¢do hepatica e epitelial em ratos. Avaliou-se parametros de estresse
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oxidativo na biossintese de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFA) n-3,
na atividade e expressao das enzimas dessaturase A-5 e A-6, na expresséo e atividade de
ligagdo ao acido desoxirribonucleico (DNA) do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma - a (PPAR-a) e na atividade da proteina de ligacdo do elemento regulatério do
esterol-1c (SREBP-1c). Os ratos foram alimentados com 6leo de girassol com 1% de o &4cido
a-linolénico (ALA) como grupo controle e outros 6leos como 6leo de canola (10% ALA), 6leo
de rosa mosqueta (33% ALA) e 6leo de chia (64% ALA) visando a comparagdo com o 6leo
de Sacha inchi. Os resultados relatam que um maior suprimento de ALA aumentou a
secrecdo de n-3 LCPUFA, a atividade e expressdo de dessaturases, o estado antioxidante,
a expressao e ligacdo de DNA de PPAR-a, a oxidacdo de acidos graxos e a atividade de
enzimas antioxidantes, enquanto a expresséo e a atividade de ligagdo ao DNA do SREBP-
1c e a biossintese de acidos graxos dimninuiram. Concluiram que o 6leo de sacha inchi
(49% ALA) pode desencadear respostas metabdlicas em ratos, como aqueles produzidos
por acidos graxos poli-insaturados (PUFA) n-3 e pode suprir eficientemente o déficit dietético
crénico de LCPUFA n-3 (RINCON-CERVERA et al., 2016).

Um outro estudo in vivo onde avaliou-se a toxicidade do 6leo de P. volubilis obtido por
prensagem a frio, o 6leo mostrou-se seguro para os ratos Holtzman e camundongos Balb
C57 em um teste em dose repetidas por 60 dias. Constatou-se que a administracao do 6leo
diminuiu os niveis de colesterol, triglicérides e aumentou a HDL em relacdo ao grupo
controle, e a dose letal (LDsg) foi de 37 g/kg de massa corporal (Gorriti et al., 2010). Também
outros estudos relatam que uma dose de 5 mL de 6leo comercial de sacha inchi mostrou
uma diminuicdo das concentracdes das fracBes aterogénicas do sangue e, a0 mesmo
tempo, aumentou os niveis de HDL em individuos (idade 35 a 75 anos) com
hipercolesterolemia, sendo considerado o 6leo como uma alternativa para o tratamento de
dislipoproteinemias (GARMENDIA; PANDO; RONCEROS, 2011).

Dentre as diferentes Sacha inchi, a Plukenetia huayllabambana sp. nov. € uma nova
espécie do género Plukenetia (BUSSMANN; TELLEZ; GLENN, 2009) com potencial
aplicacdo para a industria farmacéutica e de alimentos, devido & capacidade de suas
sementes de biossintetizar e acumular quantidades consideraveis de lipidios (44,1 a 62,4%)
(CHIRINOS et al., 2015; CHIRINOS et al., 2016) e proteina (20,33 a 27,9%) (MUNOZ
JAUREGUI et al., 2013; LOPEZ; CRUZ; GUTIERREZ, 2016; RUIZ et al. , 2013). O 6leo de
P. huayllabambana é muito valorizado por ter uma alta porcentagem de acidos graxos poli-
insaturados, principalmente acido a-linolénico e linoleico (84,3% do teor total de lipidios)
(CHASQUIBOL et al., 2014), tocoferois (1,41 a 2,82 g/kg de 0Oleo) e fitosterois (1,91 a 1,93
g/kg de 6leo) (CHASQUIBOL et al., 2014; CHIRINOS et al., 2015).
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Atividade biol6gica do 6leo ou semente de P. huayllabambana ainda ndo foram
relatados na literatura.

1.3. Caryocar

O Caryocar € um género de 16 espécies que pertece a familia Caryocaraceae e
estende-se desde a Costa Rica até o Sul do Brasil (PRANCE, 1990). Algumas espécies
deste género como a Caryocar brasiliense, C. villosum e C. coriaceum sao reconhecidas por
ter frutos comestiveis, sendo o fruto, a polpa e a améndoa (Figura 4) os principais produtos
com razodvel importancia econbmica para as comunidades locais das regides Centro-Oeste
e Sudeste do Brasil (ARAUJO, 1995) e outras regides dos outros paises por onde elas
estendem-se.

A Caryocar brasiliense comumente conhecido como Pequi € uma espécie arbérea da
savana brasileira ou cerrado brasileiro, classificada como uma das espécies vegetais mais
importantes e Uteis desta regido, devido a sua alta importancia ecolégica e econdmica e seu
fruto é um dos mais consumidos no cerrado brasileiro (ARAUJO, 1995; DE MELO JR. et al.,
2012). O seu fruto ndo processado tem uma composicdo de 6% de sementes, 59% de
endocarpo e 35% de mesocarpo (JOHNER; HATAMI; MEIRELES, 2018) e seu mesocarpo é
uma polpa amarela alaranjada com alto contetdo de lipidios (33,4% em base Umida a
57,6% em base seca) (DE LIMA et al., 2007; JOHNER; HATAMI; MEIRELES, 2018), 6leo
essencial (0,47%, em base seca) (GEOCZE et al., 2013) e carotenoides (11,4 mg/100 g de
polpa fresca) (OLIVEIRA et al., 2006). Assim também a sua semente possui um alto teor de
proteina (25,27%) e lipidios (34,4 a 51,51%) (DE LIMA et al., 2007; FARIA-MACHADO et al.,
2015) com alta porcentagem de acido oleico (43,59 a 55,38%) e palmitico (35,89 a 43,76%)
(DE LIMA et al., 2007; FARIA-MACHADO et al., 2015; TORRES el al., 2016b).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996913003323#!
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Figura 4 - Caryocar brasiliense (fruta, semente e améndoa)

Fonte: Prépria autoria.

Sao poucos os estudos de atividade biol6gica feitos com éleo de améndoa de C.
brasiliense, os mesmos sao relatados a continuagdo: O estudo feito com o 6leo de améndoa
de C. brasiliense produzido manualmente de forma rustica (imersdo em agua quente) ou por
prensagem a frio indicaram que este 6leo atenuou o dano hepatico agudo induzido pelo
tetracloreto de carbono em ratos devido as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias (TORRES et al., 2016a).

Os outros estudos de atividade bioldgica reportados na literatura foram feitos com 6leo
de polpa de C. brasiliense os quais séao descritos a seguir.

Estudos pré-clinicos de toxicidade aguda e subcrbnica do 6leo de polpa de C.
brasiliense obtido por prensagem a frio foram relatados e demostraram baixa toxicidade
apoés exposicdo oral aguda e subcronica ao 6leo, e a dose letal mediana (DLso) foi
estabelecida como superior a 2.000 mg/kg de peso corporal (TRAESEL et al.,, 2016).
Também outros estudos relataram a atividade antibacteriana, antioxidante e citotéxica do
6leo de polpa de C. brasiliense obtidos por cozimento da polpa em agua fervente
(FERREIRA et al., 2011). Outros estudos também relataram a andlise da tenséo cicatrizante
em incisdes cutaneas de ratos, apés terapia com 6leo de polpa de C. brasiliense extraido
com hexano como solvente, o estidio demostrou que aumentou a resisténcia ténsil da pele,
melhorando a resposta reparacional, reduzindo riscos de deiscéncia e complicacdes pos-
cirirgicas (NASCIMENTO et al. , 2015).

Estudos também mostram que o 6leo de polpa de C. brasiliense exerce um efeito
hepatoprotetor contra o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas induzidas por
carcindgeno dietilnitrosamina e adenoma em camundongos e o potencial uso na prevencao
de cancer de figado (PALMEIRA et al., 2016).
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Colombo et al. (2015) relataram que o consumo do 6leo de polpa de C. brasiliense
obtido por maceracgéo a frio utilizando cloroférmio como solvente pode proteger contra a
genotoxicidade in vivo e o estresse oxidativo.

Outros relatos mostraram os efeitos citotdxicos, genotoxicos e clastogénicos do 6leo
da polpa de C. brasiliense in vivo e in vitro (TRAESEL et al., 2017). Assim, também
mostraram os efeitos do consumo prolongado de 6leo de polpa de C. brasiliense em fatores
de risco cardiovascular sistémico e na fungdo cardiaca ex vivo de ratos (OLIVEIRA et al.,
2017).

O grupo de pesquisa da professora Miranda-Vilela relataram estudos sobre as
propriedades anti-inflamatorias do 6leo de polpa de C. brasiliense, obtido por maceragéo a
frio utilizando cloroférmio como solvente, e seus efeitos sobre a lipidemia pds-prandial e a
pressdo arterial em atletas (76 masculinos e 49 femininos) de diferentes idades (15 a 67
anos), e os resultados mostraram os efeitos anti-inflamatoérios e a reducéo do colesterol total
e a lipoproteina de baixa densidade principalmente em homens acima de 45 anos, e
mostraram também uma tendéncia geral de reducdo da pressédo arterial, sugerindo que o
6leo de pequi pode ter efeito hipotensivo e por ele ter propriedades nutricionais pode ser
considerado como um bom suplemento para os atletas (MIRANDA-VILELA et al., 2009).

Outras estudos do grupo de pesquisa relataram sobre o uso de 6leo encapsulado de
polpa de C. brasiliense, obtido por maceragdo a frio utilizando cloroférmio como solvente,
para diminuir o dano ao DNA em atletas (76 masculinos e 49 femininos com idades de 15 a
67 anos) submetidos a condi¢cdes aumentadas de peroxido de hidrogénio (H,O,) e naqueles
menos favorecidos geneticamente por defesas antioxidantes, e os resultados mostraram
que a diminuicdo do dano ao DNA induzido pelo exercicio foi influenciada pelo sexo, idade e
todos os polimorfismos genéticos estudados, indicando que as corridas de longa distancia
podem ser prejudiciais, para atletas mais velhos, devido ao aumento do estresse oxidativo
acima da adaptabilidade do organismo, mesmo com uso de um suplemento antioxidante,
existiu diferencas nas respostas dos genétipos e sob condicbes aumentadas de H,0O,, os
gendtipos glutationa peroxidase 1 (GPx-1) homozigoto de referencia (Pro/Pro) e a enzima
conversora da angiotensina (ACE) ID foram mais susseptiiveis a suplementagéo
antioxidante (MIRANDA-VILELA et al., 2011a).

Outros estudos sobre a influéncia de 12 polimorfismos genéticos em marcadores
inflamatorios, lipidios pés-prandiais, pressao arterial e peroxidacdo lipidica plasmatica de
corredores (N = 125), antes e ap0s os 14 dias de suplementacdo (400 mg de Oleo
encapsulado de polpa de C. brasiliense), e apds corridas em condi¢cbes comparaveis
também foram relatados pelo mesmo grupo de pesquisa, e os resultados mostraram que o0s

polimorfismos catalase (CAT), glutationa S-transferases (GST) M1/T1, proteina reativa-C
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(CRP)-G1059C e metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)-C677T influenciaram no
leucograma; haptoglobina (Hp) e MTHFR-C677T nas plaquetas; Hp, enzima conversora da
angiotensina | (ACE), GSTT1 e MTHFR-A1298C no perfil lipidico; MTHFR-A1298C nos
niveis de CRP e Hp, e enzima Manganés Superdxido Dismutase (MnSOD) no ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS). Estes resultados podem ser usados
para contribuir em uma maior compreensdo da influéncia de polimorfismos genéticos (a
heranca genética é um dos fatores que impulsionam as anormalidades lipidicas envolvidas
na progressao da aterosclerose) em situacfes que promovem o aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Faciltam o entendimento de como a suplementacdo
antioxidante afeta os genes de uma pessoa e como a composi¢do genética individual dos
atletas pode afetar o modo como responde aos suplementos antioxidantes (MIRANDA-
VILELA et al., 2011b). Outro estudo do mesmo grupo de pesquisa mostra a influéncia do
polimorfismo interleucina-6 (IL6) -174 G/C nos marcadores de dano tecidual e inflamacéao,
peroxidacgdo lipidica, hemograma e perfil lipidico em corredores antes e apds da ingestdo de
400 mg de 6leo encapsulado de polpa de C. brasiliense por 14 dias consecutivos, e 0s
resultados indicam que o0s gendtipos de IL-6 mostraram diferencas significativas na
peroxidacdo lipidica, entre os genétipos (induzido pelo exercicio e os niveis de proteina
reativa-C), que o dano muscular ocorreu no genotipo heterozigoto, embora o genotipo
mutante homozigoto (CC) tenha apresentado um aumento nos niveis de proteina reativa-C
apos a suplementacao; a falta de correlagdo positiva entre triglicérides e alta sensibilidade
de proteina reativa-C para esse genoétipo mutante apos a suplementacdo indicou efeito
protetor do pequi. Como o Oleo de pequi tem sido associado a um efeito aterogénico,
piorando o perfil lipidico e ao mesmo tempo modulando a lipemia pés-prandial e reduzindo a
inflamagdo induzida pelo exercicio e a presséo arterial de corredores humanos, esses
achados merecem investigac6es adicionais, nas quais as avaliacdes da IL-6 niveis também
devem ser executados (MIRANDA-VILELA; RIBEIRO; GRISOLIA, 2016).

Estudos também relataram e sugerem que uma dieta rica em 6leo de pequi comercial
retarda a aterogénese nos estagios iniciais devido a sua atividade antioxidante. No entanto,
0 aumento do colesterol sérico induz uma migracdo mais proeminente de LDL para o interior
das artérias, aumentando a placa aterosclerética avancada, o seja, o 6leo de pequi
associado a uma dieta aterogénica agrava o perfil lipidico e acelera a formacao de lesdes
ateroscleréticas avancadas, apesar de sua acdo antioxidante (AGUILAR et al., 2012).

O dleo comercial de pequi obtido por presamgem a frio também foi usado para avaliar
o efeito do aumento da concentracdo deste 6leo nas caracteristicas de fermentacdo e
abundancia de bactérias metanogénicas e fibroliticas utilizando a técnica de simulagéo

ruminal. E os resultados mostram que o 6leo de pequi foi ineficaz na mitigacdo das
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emissbes de metano e teve alguns efeitos adversos sobre a digestibilidade e selecdo de
bactérias fibroliticas (DUARTE et al., 2017).

A Caryocar villosum ou chamado também como piquia-pequi € uma espécie que
cresce nas florestas virgens do Bioma Amazénico, principalmente na regides préximas ao
rio Amazonas. A sua polpa representa 0 12%, a semente 0 24% e a casca 0 64% do peso
total da fruta ndo processada (CHISTE; MERCADANTE, 2012b). A sua polpa contém alto
teor de lipidios (52,7 a 64,50%, base seca) (CHISTE; MERCADANTE, 2012b; MARX;
ANDRADE; MAIA, 1997) contendo principalmente acido oleico (29,50%) e palmitico
(33,50%) e compostos minoritarios como fitoesterois (580 mg/ 100g de polpa seca),
esqualeno (63,80 mg/ 100g de polpa seca) (MARX; ANDRADE; MAIA, 1997), fendlicos
totais (589,4 ug/g de polpa fresca), carotenoides (17,3 ug/g de polpa fresca) (CHISTE;
MERCADANTE, 2012b) e a-tocoferol (1,2 mg/100g de polpa seca) (ALMEIDA et al., 2012).

O o6leo da polpa de Caryocar villosum apresentou efeitos biolégicos, como atividade
anti-inflamatéria topica (XAVIER et al., 2011), propriedades antioxidantes (CHISTE;
MERCADANTE, 2012b; CHISTE et al., 2012a).

Estudos realizados com polpa de Caryocar villosum demonstraram que a polpa nao
era genotoxica e inibiu a genotoxicidade induzida pela doxorrubicina (ALMEIDA et al., 2012).
A capacidade antioxidante da polpa de C. villosum, como ORAC, foi de 3,74 = 1,09 mmol
Trolox/100 g de fruta fresca (CHISTE; MERCADANTE, 2012b; CHISTE et al., 2012a).

Outra espécie semelhante é Caryocar coriaceum ou chamada também de pequirim-
pequi, predominante no Nordeste brasileiro. A sua polpa tem um alto teor de lipidios (33,53
a 49,58%, base umida) (PESSOA et al., 2015; SENA et al., 2010) e os principais acidos
graxos presentes neste 6leo sdo o oleico (55,79%) e o palmitico (34,18%) (SENA et al.,
2010). E sua améndoa também possue alto teor de proteina (27,12%) e lipidios (48,52%)
(RAMOS; SOUZA, 2011).

Efeitos biol6gicos como atividade anti-inflamatdria topica e a cicatrizacdo de feridas
cutaneas apresentou-se para o 6leo comercial de améndoa de C. coriaceum (DE OLIVEIRA
et al., 2010). Outros estudos demonstraram que o Oleo de polpa de C. coriaceum
apresentou atividade anti-inflamatéria (DE FIGUEIREDO et al., 2016; SARAIVA et al., 2011)
e a cicatrizacdo de feridas e Ulceras géastricas (QUIRINO et al., 2009), e pela primeira vez,
descrevem os efeitos hipolipidémicos (DE FIGUEIREDO et al., 2016).

Costa et al. (2011) relataram que 6leo de polpa de C. coriaceum obtido usando hexano
como solvente apresentou atividade antibacteriana e concentracdo inibitéria minima (CIM),
inibindo o crescimento de Salmonella cholerasuis (CIM<1,25%), Staphylococcus aureus
(CIM = 1,25%), Pseudomonas aeruginosa (CIM = 1,25%) e Streptococcus pneumoniae (CIM
= 5%).
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Estudos também relataram o efeito topico do 6leo de polpa de C. coriaceum obtido por
soxhlet utilizando acetato de etila como solvente contra diferentes agentes irritantes in vivo,
a fim de verificar seu efeito antiedema e desvendar seus mecanismos de acao, e o 6leo
exibiu um perfil similar de atividade anti-inflamatéria topica a de drogas que classicamente
modulam a produgdo de metabdlitos do &cido araquiddnico. O estudo também relata a
potencial aplicagdo do 6leo como um importante remédio herbal a ser usado contra doengas
inflamatorias da pele. (SARAIVA et al., 2011).

2. Interesse comercial

Estilos de vida atuais estdo baseados em consumo de améndoas e castanhas por elas
serem saborosas e nutritivas e também no consumo dos 6leos especiais obtidos destas
améndoas e/ou castanhas, que de forma geral contribuim para uma alimentacdo saudavel.
Elas sdo normalmente consumidas como améndoas ou castanhas inteiras (crus, torradas ou
salgadas) ou usados como ingredientes em uma variedade de alimentos processados,
especialmente em produtos de barra de améndoa e/ou castanha, pao integral e granola,
entre outros. E o 6leo destas améndoas ou castanhas, em patrticular os 6leos de castanha
do Brasil, sacha inchi e pequi séo utilizados para varios fins, como para cozinhar, em molhos
de saladas e ingredientes aromatizantes, entre outros. Além disso, também sé&o
componentes de alguns hidratantes da pele e produtos cosméticos.

A castanha do Brasil € uns dos principais produtos extratividas da Bolivia, do Brasil e
Peru, estes paises sdo os principal exportador deste produto sendo a Bolivia o principal
exportador da castanha do Brasil com 14 mil toneladas no ano 2017 (US$ 156 milhdes) e os
principais destinos foram Alemanha, EUA, Reino Unido, Paises Baixos e Corea do Sul
(IBCE, 2017).

O Brasil produz 41 mil toneladas de castanha de Brasil por ano sendo o consumo
interno de 33 mil toneladas e a exportacdo de 8 mil toneladas (US$ 14,7 milhdes) (CONAB,
2017). No caso das exportacdes de castanha in natura e processadas, destacam-se como
principais destinos a Bolivia, EUA, Hong Konge, Europa e Australia. E o Peru exportou 5,45
mil toneladas de castanha do Brasil a China, EUA, Suica e Corea do Sul (US$ 9 milhdes)
(MICETUR, 2018).

O Oleo e a améndoa de sacha inchi é outro produto que esta sendo acolhido nos
mercados da Asia, Europa e dos EUA, o principail produtor e exportador é o Peru, Colombia
e Ecuador também vem implantando também o cultivo e comércio. No ano de 2017 as
exportagdes cresceram em 137 % para as exportagdes peruanas de sacha inchi gerando
US$ 9,2 milhdes (ADEX, 2018).
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3. Processos de extracdo de Oleo atual e novo para as améndoas das sementes
oleaginosas de Bertholletia, Plukenetia e Caryocar

O melhor processo de extracao de 6leo a partir de sementes oleaginosas nativas do
Bioma Amazdnico e Cerrado Brasileiro esté limitado as caracteristicas do produto final e aos
objetivos especificos do modelo de negécio. Na atualidade, as pequenas industrias,
cooperativas e associacdes de produtores que tém como 0s principais produtos o éleo e o
material desengordurado obtidos a partir de algumas espécies do género Bertholletia e
Plukenetia utilizam a prensagem a frio (expeller) para obter estes produtos e também ainda
parte deste grupo de empresarios utilizam técnicas rusticas como agua em ebulicdo na
extrac@o de Oleo a partir de Caryocar (Figura 5).

Os meios atuais de extracdo por prensagem ou imersdo em agua em ebulicdo séo
também utilizados para outras sementes oleaginosas. Estes métodos podem ser agressivos
para compostos minoritarios presentes em 0Oleos vegetais além de proporcionarem baixos
rendimentos. As pesquisas que buscam melhores processo de extracdo de Oleo a partir de
sementes oleaginosas sem 0 emprego de solventes organicos como o hexano, leva em
consideracado o pré-tratamento da matéria-prima, o rendimento e a qualidade do 6leo, assim
como também a qualidade do material desengordurado. Embora o hexano seja o solvente
comercial mais utilizado na extracao de 6leo a partir de sementes oleaginosas e permitido
pela administracdo de alimentos e medicamentos (FDA) para alimentos, seu uso tem sido
questionado por ser um poluente, toxico, inflamavel e proveniente de uma fonte nédo
renovavel. Extracdo de 6leo a partir de Bertholletia excelsa foram realizados com o intuito de
caracterizar o material extraido ou comparar o rendimento e a qualidade do 6leo utilizando
hexano (CHUNHIENG et al, 2008; DA SILVA, 2014; FERREIRA et al., 2006;
MIRALIAKBARI; SHAHIDI, 2008; NETO et al., 2009; RAMOS; BORA, 2003; SANTOS et al.,
2012), éter de petroleo (SANTOS et al., 2012; DE SOUZA et al., 1987; SRUR, 1976;
VENKATACHALAM; SATHE, 2006), benzina de petrleo (ANDRADE et al.,, 1999),
cloroformo e metanol (MIRALIAKBARI; SHAHIDI, 2008; MOODLEY; KINDNESS;
JONNALAGADDA, 2007), &lcool etilico (FREITAS et al., 2007), CO, supercritico (SANTOS
et al., 2013) como solventes. Além disso, prensa hidraulica (CARDARELLI; OLIVEIRA,
2000; DA SILVA, 2014; FERREIRA et al., 2006; SANTOS et al.,, 2012; DE SOUZA; DE
MENEZES, 2004) também foi utilizada para extrair este 6leo com fins de comparacao
(Tabela 1).
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Figura 5 - Fluxograma do processamento de 6leo das sementes oleaginosas de algumas espécies dos géneros Bertholletia sp. (a), Plukenetia
sp. (b) e Caryocar sp. (c).

Fonte: Propria autoria.
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Tabela 1 - Teor de 6leo nas améndoas de algumas espécies dos géneros Bertholletia, Plukenetia e Caryocar, métodos de extracao e solvente

utilizados. )
Améndoa Metodos: de Solvente CondicBes de extracao Oleo Referéncia
extracao (%, massa)
Bertholletia Soxhlet Petroleum ether According to the AOAC method 27.004 (1970). 65.45 Srur (1976).
excelsa Petroleum ether According to the IAL method (1976). 63.76 De Souza et al. (1987).
Petroleum benzine According to the IAL method (1985). 66.80 Andrade et al. (1999).
Hexane According to the AOAC method (1990). 68.60 Ramos e Bora (2003).
Petroleum ether According to the AACC method (1995). 67.30 De Souza e De
Menezes (2004).
Hexane According to the IAL method (1985). 61.00 Ferreira et al. (2006).
Petroleum ether According to the AOAC method 984.22 (1995). 66.71 Venkatachalam e
Sathe (2006).
Petroleum ether T=50°Cfor12h 65.00 Freitas et al. (2007).
Hexane Sample/solvent (1:12,5, m/v) for 6 h 72.50 Chunhieng et al.
(2008).
Hexane For 12 h. 68.58 Neto et al. (2009).
Petroleum ether According to the AOAC method 984.22 (1997). 65.33 Santos (2008).
Petroleum ether According to the AOAC method (2000) for 12 67.32 Santos (2012).
h.
Hexane According to the AOAC method (2000) for 12 67.73 Santos (2012).
h.
Hexane According to the AOAC method 984.22 (2005). 67.03 Da Silva (2014).
Maceracdo e Hexane (H)/isopropyl Sample/solvent (1:3, m/v) and H/IPA (3:2, v/v) 60.80 Ryan et al. (2006).
agitacdo  alcohol (IPA) room temperature, stirring for 1 h.
Ethyl alcohol Sample/solvent (1:4, m/v) at 65 °C, stirring of 48.40 Freitas et al. (2007).

30 rpm for 1 h.
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Améndoa MetOdOSi de Solvente Condigdes de extragéo Oleo Referéncia
extracao (%, massa)
Chloroform/metanol Sample/solvent (1:5, m/v) and 65.00 Moodley, Kindness e
CHCI3/MeOH (2:1, v/v) under stirring for Jonnalagadda (2007).
15 min.
Chloroform/metanol Three extractions: sample/solvent (1:10, 68.90 Miraliakbari e Shahidi
m/v) and CHCI3/MeOH (1:1, v/v) at room (2008).
temperature under stirring of 8000 rpm for
3 min.
Hexane Three extractions: sample/solvent (1:10, 67.40 Miraliakbari e Shahidi
m/v) under stirring of 8000 rpm for 3 min. (2008).
Prensado Hydraulic pressing. 34.00 Cardarelli e Oliveira
(2000).
A screw press (Ecirte, MP 40) and 42.17 De Souza e De
hydraulic pressing (Charlott) at 50°C used Menezes (2004).
40 Tn/kgf for 10 min.
Hydraulic pressing (Marconi, ME 098) at 41.83 Ferreira et al. (2006).
31°C used of 3 - 12 Tn of pressure.
Two pressing: Hydraulic pressing 39.24 Santos (2008).
(Marconi, MPH 15) with 15 Tn of
pressure.
Hydraulic pressing (FMB SIWA) with 15 52.00 Santos (2012).
Tn of pressure. Preheated sample feed of
0.5 kg for 5 min.
Cold hydraulic pressing (Carver). 36.07 Da Silva (2014).
Fluido CcoO, T=60 °C, P = 30 MPa, flow rate of 1,17 x 67.20 Santos et al. (2013).
pressurizado 10 kg CO,/s and extraction time of 120
min.
Plukenetia Soxhlet Petroleum ether According to the AACC method 30-25 54.00 Hamaker et al. (1992).
volubilis (1983) used roasted seed.
Hexane T =60°Cfor20h 54.30 Follegatti-Romero et

al. (2009).
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Améndoa MetOdOSi de Solvente CondigGes de extracdo Oleo Referéncia
extracao (%, massa)
Hexane Sample/solvent (1:7, m/v) for 5 h. 42.00 Gutiérrez et al. (2011).
Hexane According to the AOAC method (2000). 45.00 Adrianzén, Rojas e
Lujan (2011)
Petroleum ether Sample/solvent (1:10, m/v) for 6 h. 37.60 Chirinos et al (2013).
Petroleum ether According to the AOAC method (2005). 49.00 Ruiz et al. (2013).
Petroleum ether Sample/solvent (1:10, m/v) for 6 h. 35.40 Chirinos et al. (2015).
Petroleum ether According to the AOAC method (2005). 45.49 Lépez, Cruz e
Gutiérrez, (2016).
Ethyl ether/ Petroleum Solvent/solvent (1:1, v/v) for 16 h. 42.00 Zanqui et al. (2016).
ether
Hexane T =60°C for 20 h 40.55 Triana-Maldonado,
Torijano-Gutiérrez e
Giraldo-Estrada (2017)
Maceracéo e Chloroform/metanol Two extractions: sample/solvent (1:10, m/v) 41.10 Gutiérrez et al. (2011).
agitacdo and CHCI3/MeOH (1:1, v/v) under stirring.
Chloroform/methanol/  Ratio of solvent CHCIlz/MeOH/H,0 (2:2:1, 48.52 De Souza et al. (2013)
water v/v/v) according to Bligh and Dyer (1959).
Prensado Hydraulic pressing (Charlott) with 60 Tn. 40.48 Follegatti-Romero
(2007).
Hydraulic pressing with preheated sample (100 26.54 Adrianzén, Rojas e
°C for 14 min), 150 kgf/cm? for 30 min. Lujan (2011)
Commercial pressing 41.20 Ruiz et al. (2013).
Fluido CcoO, 60°C, 40 MPa, 0.4 x 10™ kg CO,/s, extraction 50.10 Follegatti-Romero et
pressurizado time of 270.83 min and mean particle size of al. (2009).
0.84 mm.
CO, 60 °C, 45 MPa, flow ratio of 221.7 x 10™ kg 24.55 Triana et al. (2016).
CO,/s for 105 min.
n-propane 60 °C, 12 MPa, flow ratio of 1mL/min, 60 min. 29.70 Zanqui et al. (2016).




Tabela 1 — Continuacéo

39

Améndoa MetOdOSi de Solvente Condigdes de extragéo Oleo Referéncia
extracao (%, massa)
CoO, T =60 °C, P =50 MPa, flow ratio of 6.7x 23.48 Triana-Maldonado,
10 kg CO./s, extraction time of 180 min Torijano-Gutiérrez e
and particle size of 1.51-2.01 mm. Giraldo-Estrada (2017)
Plukenetia Soxhlet Petroleum ether According to the AOAC method 963.15 54.30 Ruiz et al. (2013).
huayllabambana (2005).
Sp. nov. Petroleum ether According to the AOAC method 920.39 48.84 Mufioz Jauregui et al.
(1995) for 4 h. (2013).
Petroleum ether Sample/solvent (1:10, m/v) for 6 h. 44.10 Chirinos et al. (2015).
Petroleum ether According to the AOAC method (2005). 52.11 Lépez, Cruz e
Gutiérrez (2016).
Petroleum ether Sample/solvent (1:10, m/v) for 6 h. 62.40 Chirinos et al. (2016).
(Preheated sample at T of 100°C for 30
min).
Prensado Hydraulic pressing assisted by a motor of 30.30 Chasquibol et al.
1 horsepower. (2014).
Caryocar Soxhlet Hexane According to the AOAC (1998). 51.51 De Lima et al. (2007).
brasiliense Petroleum ether T=30a 60 °C for 16 h. 48.5 Faria-Machado et al.
(2015).
Maceracdo Chloroform/methanol/water Ratio of solvent CHCl;/MeOH/H,0 (2:2:1, 30,02 Machado, Mello e
v/v/v) according to Bligh and Dyer (1959). Hubinger (2013)
Caryocar Maceracdo Chloroform/methanol/water Ratio of solvent CHCl;/MeOH/H,0 (2:2:1, 34,70 Berto et al. (2015).
villosum v/viv) according to Bligh and Dyer (1959).
Caryocar Maceracdo e Chloroform/metanol Ratio of solvent CHCl:/MeOH (2:1, v/v) 64.40 Dresen, Prasad e Glilz
coriaceum agitacdo and under stirring used Ultra-Turrax. (1989).
Soxhlet Hexane According to the IAL method (1985). 48.52 Ramos e Souza (2011)

AOAC: Association Official Analytical Chemistry, AACC: American Association of Cereal Chemists, ALI: Adolfo Lutz Institute; T: temperatura; P:

presséo.
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O material desengordurado, o concentrado e o isolado protéico de Bertholletia excelsa
foram também estudados ap06s a extracdo do 6leo por prensagem e extracdo com hexano
(GLORIA; REGITANO-D'ARCE, 2000), prensagem hidraulica (SANTOS et al., 2010),
extracdo com hexano (RAMOS; BORA, 2003), extracdo com éter de petroleo
(VENKATACHALAM; SATHE, 2006) e extracdo com CO, supercritico (SANTOS et al., 2013)
com o intuito de caracterizar as propriedades funcionais (solubilidade, capacidade de
absorcdo de agua e 6leo, e de formacado de espuma), analise morfolégica e os aminoacidos
presentes neles. Também os fosfolipidios (CHUNHIENG et al., 2008; LIMA et al., 2014)
contidos nas améndoas de Bertholletia excelsa foram caracterizados por eles ter similar
composi¢ao aos encontrados na lecitina de girassol.

Extracéo de 6leo a partir de Plukenetia foram estudados com objetivo de caracterizar a
composicado proximal e o 6leo obtido, avaliar o rendimento e a qualidade do 6leo, sendo as
duas espécies principais mais estudadas a P. volubilis onde usaram hexano (FOLLEGATTI-
ROMERO et al., 2009; GUTIERREZ; ROSADA; JIMENEZ, 2011; ADRIANZEN; ROJAS;
LUJAN, 2011; LOPEZ; CRUZ; GUTIERREZ, 2016; RUIZ et al., 2013; TRIANA-
MALDONADO; TORIJANO-GUTIERREZ; GIRALDO-ESTRADA, 2017), éter de petroleo
(HAMAKER et al., 1992; CHIRINOS et al., 2013; CHIRINOS et al., 2015), éter etilico e éter
de petréleo (ZANQUI et al., 2016), cloroformio e metanol (GUTIERREZ; ROSADA,;
JIMENEZ, 2011), cloroformio, metanol e agua (DE SOUZA et al., 2013), n-propano
pressurizado (ZANQUI et al., 2016) e CO, supercritico (FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009;
TRIANA; TORIJANO; GIRALDO-ESTRADA, 2016; TRIANA-MALDONADO; TORIJANO-
GUTIERREZ; GIRALDO-ESTRADA, 2017) como solvente de extracdo, e também usaram
prensagem (ADRIANZEN; ROJAS; LUJAN, 2011) com fins de comparagdo. E para a P.
Huayabambina usaram hexano (RUIZ et al., 2013; LOPEZ; CRUZ; GUTIERREZ, 2016) e
éter de petroleo (MUNOZ JAUREGUI et al., 2013; CHIRINOS et al., 2015; CHIRINOS et al.,
2016) como solventes de extracdo e a prensagem (CHASQUIBOL et al., 2014) para fins de
comparacéo.

Extrac@o de 6leo a partir de améndoa de Caryocar foram estudas com o propdsito de
caracterizar o 6leo presente nelas. Trés espécies deste género sao as mais estudas, mas a
extracdo de Oleo a partir da améndoa foram apenas estudados na C. brasiliense onde
usaram hexano (DE LIMA et al., 2007), éter de petréleo (FARIA-MACHADO et al., 2015) e
cloroformio, metanol e agua (MACHADO; MELLO; HUBINGER, 2013), na C. villosum
usaram cloroférmio, metanol e agua (BERTO et al., 2015) e na C. coriaceum usaram
cloroformio e metanol (DRESEN; PRASAD; GULZ, 1989) e hexano (RAMOS; SOUZA, 2011)

como solventes de extracdo (Tabela 1).
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Processos de extracdo baseados em fluidos comprimidos usando solvente como CO,
em estado supercritico (Extracdo com fluido supercritico - SFE) e &lcoois de cadeia curta
como alcool etilico e isopropilico (Extracdo com liquido pressurizado - PLE) seriam
alternativa aos processos de extracdo tradicionais como prensagem e técnicas rusticas
(imersé@o em &gua fervendo) empregadas na industria de pequena escala para obtencao de
Oleo destas oleaginosas nativas do bioma amaz6nico e do cerrado Brasileiro.

A SFE em escala industrial € uma técnica de extracdo que atualmente esta também
sendo utilizada na Korea para obtencdo de 6leo de gergelim empregando CO, supercritico
como solvente (NATEX, 2018). O diéxido de carbono é frequentemente promovido como um
solvente sustentavel devido as suas propriedades Unicas e humerosas vantagens incluindo
nao ser explosivo, ndo inflamavel, ter baixa toxicidade relativa, baixo custo, abundancia
natural, facil remocéo dos materiais extraidos, além de ter baixa polaridade além de ser um
solvente reconhecido como seguro (Generally Recognayzed as Safe - GRAS) para uso em
produtos alimenticios (CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017). Embora encontram-se muitos
estudos na literatura sobre efeito dos parametros do processo, solubilidade, estudo da
cinéticas de extragcdo, aumento de escala e avaliagdo econdmica do processo para algumas
oleaginosas (BERNARDO-GIL; CASQUILHO, 2007; BOZAN; TEMELLI, 2002; DEL VALLE;
FUENTE; CARDARELLI, 2005; DUBA; FIORI, 2016; PASSOS et al., 2011; PRADO et al.,
2010; KING, 2004; REVERCHON; MARRONE, 2001) ainda é importante continuar
estudando todos estes topicos mecionados para as novas oleaginosas, como as descritas
neste manuscrito ja que elas possuem caracteristicas fisiolégicas (> 45 % de 6leo na
estrutura celulésica) diferentes que podem influenciar o pre-tratamento da matéria-prima e
consequentemente o processo de extracao de 6leo em termos de seu rendimento.

A PLE surgiu como uma técnica analitica que foi desenvolvida para extrair o0s
compostos minoritarios, contaminantes em solos e vegetais, a serem analisados e para
acelerar a sua extracdo (RICHTER et al., 1996) mas esta técnica vem ganhando espaco no
altimos anos como uma técnica de extracdo de Oleo a partir de diferentes matérias-primas
(BELANDRIA et al., 2016; CASTRO-PUYANA et al., 2016; COLIVET; OLIVEIRA;
CARVALHO, 2016; CONTE et al., 2016; GILBERT-LOPEZ et al., 2017; HU et al., 2011;
JABLONSKY et al., 2015; POURALINAZAR; YUNUS; ZAHEDI, 2012) em funcdo das
vantagens que o solvente liquido em condi¢fes de alta pressdo e temperaturas moderadas
apresenta como, 0 aumento na taxa de transferéncia de massa, 0 aumento na solubilidade
dos solutos e a diminuicdo na viscosidade do solvente e tensédo superficial, assim facilitam
ainda mais a taxa de extracdo porque o solvente penetrard mais facilmente na matriz,
atingindo areas menos superficiais e aumentando o contato, melhorando assim também a
transferéncia de massa do soluto para fase solvente (RICHTER et al., 1996; KAUFMANN;



42

CHRISTEN, 2002; OLIVEIRA et al., 2014; HERRERO et al., 2015) quando comparado com
as técnicas de extragdo de 6leo que empregam solventes liquidos a presséo atmosférica.

4. Tecnologias verdes: Extracdo com liquido pressurizado e com fluido supercritico

Atualmente, os desafios lancados pela competitividade do mercado globalizado e pela
protecdo do ambiente exigem fortemente inovagbes tecnolégicas que rompem com 0O
passado e ndo com a simples continuidade (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012). Neste
contexto, a quimica verde, o desenvolvimento de tecnologias verdes e a utilizagdo de
matérias-primas renovaveis ocupam um papel fundamental nos processos que sao mais
ambientalmente corretos.

A guimica verde envolve uma reducéo em, ou a eliminacdo de substancias perigosas
em um processo quimico ou a geragao de intermediarios ou produtos perigosos ou toxicos.
Isso inclui matéria-prima, reagentes, solventes, produtos e subprodutos. Inclui também o uso
de matérias-primas e fontes de energia sustentaveis neste processo de fabricacdo (DOBLE;
KRUTHIVENTI, 2007). Também Chemat, Vian e Cravotto (2012) definem a quimica verde
como a invencgao, concepcdo e aplicacdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou
eliminar o uso e geracdo de substancias perigosas. E em relacdo a extracdo verde de
produtos naturais, eles modificaram a definicAo da seguinte forma: "A extracdo verde
baseia-se na descoberta e concepcao de processos de extracdo que irdo reduzir 0 consumo
de energia, permitir o uso de solventes alternativos e produtos naturais renovaveis, e
garantir uma seguranca e alta qualidade extrato e/ou produto”. Entdo identificaram trés
solugBes principais para projetar e demonstrar a extracdo verde em escala laboratorial e
industrial para abordar um 6timo consumo de matérias-primas, solventes e energia: (1)
melhoria e otimizacdo de processos existentes; (2) utilizando equipamentos ndo dedicados;
e (3) inovagdo em processos e procedimentos, mas também na descoberta de solventes
alternativos.

Os projetos de métodos de extracdo verde e sustentavel de produtos naturais sdo
temas de pesquisa atuais na area multidisciplinar da quimica aplicada, biologia e tecnologia
(CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012). Estreitamente relacionado com este ponto, a
sustentabilidade dos processos utilizados para extrair e purificar os compostos bioativos é
de extrema importancia. Atualmente, ndo s6 sdo procuradas a eficiéncia das técnicas de
extracdo de bioativos com o maior rendimento e sua bioatividade associada, mas o
desenvolvimento de processos de extracdo favoraveis ao meio ambiente também é
preferivel sobre os protocolos de extracdo convencionais (HERRERO et al., 2015). Estes

novos desenvolvimentos séo fortemente desejados para respeitar os principios de quimica
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verde relacionadas a extragdo (CHEMAT; VIAN; CRAVOTTO, 2012; HERRERO et al.,
2015):

1. Inovagédo através da selecdo de recursos renovaveis;

2. Utilizac&o de solventes alternativos e principalmente agua ou agro-solventes;

3. Reducgdo do consumo de energia através da recuperacdo de energia e utilizando

tecnologias inovadoras;
4. Producgéo de co-produtos em vez de residuos;
5. Reducao das operac¢fes unitarias, promovendo a automacao de processos;

6. Para extratos biodegradaveis ndo desnaturados sem contaminantes.

A fim de atender a esses requisitos e aumentar ainda mais a denominacao "verde"
desses processos, estdo sendo desenvolvidos conceitos de biorrefinaria, baseados no uso
de biomassa natural para obter uma ampla gama de produtos Uteis em diferentes campos
de producéo (por exemplo, Alimentos, produtos farmacéuticos ou agricolas), juntamente
com a geracdo de energia, a fim de minimizar ou eliminar quaisquer residuos industriais.
Como parte destas abordagens de biorrefinaria, sdo necessarias as técnicas de extragéo
adequadas, eficientes, rapidas, baratas e verdes (HERRERO et al., 2015). Neste sentido, as
tecnologias baseadas em fluidos comprimidos desempenham um papel importante. Entre
estas tecnologias, a SFE e a PLE sdo os mais amplamente utilizados na extracdo de
compostos bioativos a partir de fontes naturais. Em adicao, estes métodos de extragao,
utilizam ambientes livre de oxigénio e luz o que tem promovido ainda mais sua ampla

utilizacdo na extracdo de compostos nutracéuticos.

4.1. Processo de extragcao com liquido pressurizado

O termo PLE envolve a aplicacdo de uma técnica de extragdo que também é chamado
ou encontra-se na literatura como extracdo com fluido pressurizado (PFE - pressurized fluid
extraction), extracdo com solvente quente pressurizado (PHSE - pressurized hot-solvent
extraction) ou extracdo acelerada com solvente (ASE - accelerated solvent extraction). Em
qualquer caso, esta técnica baseia-se na utilizagdo de solventes organicos pressurizados
(pressdes de moderadas a elevadas) a altas temperaturas (sempre abaixo dos seus pontos
criticos), sob condicbes em que os solventes sdo mantidos no estado liquido durante o
processo de extragdo. Quando o solvente de extragdo € agua, esta técnica também é
chamada de extragdo subcritica de agua (SWE - subcritical water extraction), extracédo de
agua superaquecida (SHWE - superheated water extraction) ou extracdo de agua quente
pressurizada (PHWE - pressurized hot-water extraction) (HERRERO et al., 2015).
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A PLE é uma alternativa atraente porque o processo permite uma extracao rapida e o
consumo de solvente € reduzido quando comparado com as técnicas de extragdo
tradicionais, tais como a extragdo Soxhlet (OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013; HERRERO
et al.,, 2015). Estas caracteristicas sdo proporcionadas pelo aumento na taxa de
transferéncia de massa, o aumento na solubilidade dos solutos e as diminuicdes na
viscosidade do solvente e tensédo superficial que ocorrem sob condigcbes de PLE. Estas
dltimas propriedades facilitam ainda mais a taxa de extracdo, considerando que o solvente
penetrard mais facilmente na matriz, atingindo areas mais profundas e aumentando o
contato superficial, melhorando assim a transferéncia de massa para o solvente (HERRERO
et al., 2015). E uma técnica caracterizada por ser facilmente automatizada, tornando-se uma
técnica diferencia com baixo custo e impacto ambiental favoravel devido ao baixo uso de
solvente e energia (OSORIO-TOBON; MEIRELES, 2013). Os requisitos instrumentais para
PLE compreende de uma bomba de alta pressdo para transportar o0 solvente para uma
célula de extracdo, que € mantida num forno para controlar a temperatura de extragdo, com
diferentes valvulas e limitadores para controlar a pressdo de extragdo. Obviamente, estes
requisitos basicos podem ser tornados mais ou menos sofisticados pela adicdo de outras
pecas adicionais, tais como valvulas de controlador de solvente, linhas de purificacdo de
hidrogénio, células de extracdo e bandejas de frasco para automatizacao. A possibilidade de
automacdao é uma vantagem adicional da PLE, uma vez que a automacédo ajuda a reduzir a
variacdo nas extracdes, aumentando a reprodutibilidade (HERRERO et al., 2015). Devido a
estas caracteristicas e aos seus requisitos instrumentais relativamente simples, a PLE vem
ganhando popularidade nos ultimos anos como técnica de extracdo para o isolamento de
compostos bioativos naturais. Embora a abordagem do tema de pesquisa utilizando a PLE
em muitos casos seja a extracdo de compostos bioativos utilizando agua como solvente.
Atualmente, pesquisas recentes também estdo utilizando esté técnica para a extracao de
compostos funcionais naturais (como &cidos graxos essenciais e metabolitos secundarios) a
partir de fontes naturais (Plantas, algas marinhas, microalgas e subprodutos alimentares)
empregando outros solventes alternativos como por exemplo o etanol (BELANDRIA et al.,
2016; CASTRO-PUYANA et al., 2016; COLIVET; OLIVEIRA; CARVALHO, 2016; HU et al.,
2011; CONTE et al., 2016; GILBERT-LOPEZ et al., 2017; JABLONSKY et al., 2015;
POURALINAZAR; YUNUS; ZAHEDI, 2012).

Pouralinazar, Yunus e Zahedi, (2012) estudaram a extragdo de 6leo de Orthosiphon
stamineus utilizando PLE e etanol como solvente. Neste caso, com base no método de
projeto experimental Box-Behnken, foi realizado trabalho experimental para encontrar o
efeito da temperatura, tempo e numero de ciclos de extracdo sobre o rendimento de

extracdo. Foram utilizados dezessete dados experimentais diferentes e foi utilizada a
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metodologia de superficie de resposta para encontrar relacdo entre o rendimento da
extracdo e as variaveis de processo. Um polinémio de segunda ordem baseado em andlise
estatistica com limites de confianga de 95% foi encontrado para estimar o rendimento de
extracdo. Na seguinte etapa do estudo, uma rede neural artificial foi aplicada como um
método computacional para prever o rendimento de Oleo. Utilizou-se um perceptron
multicamada neste estudo. Para implementar uma rede neural artificial, a temperatura, o
tempo e o numero de ciclos de extragdo foram selecionados como variaveis de entrada e o
rendimento de 6leo foi considerado como variavel alvo. 70% dos dados foram utilizados para
treinamento e 30% dos dados restantes foram utilizados para testar a melhor rede obtida.
Os resultados mostraram que o método rede neural artificial € mais confiavel do que a
metodologia de superficie de resposta para a predicdo e otimizacdo da extragdo. As
condi¢bes 6ptimas de processo foram encontradas a 100 °C, 10 min e 2 ciclos.

Conte et al. (2016) estudaram o processo de extragédo de Oleo de Cartamo (Carthamus
tinctorius L.) utilizando etanol pressurizado e compararam composi¢do quimica dos extratos
obtidos (em termos de A&cidos graxos) com outras técnicas de extracdo (Soxhlet e
Ultrassom). Soxhlet e Ultrassom apresentaram rendimento global maximo de 36,53% e
30,41%, respectivamente (70 °C e 240 min). PLE apresentou rendimentos globais maximas
de 25,62% (3 mL/min), 19,94% (2 mL/min) e 12,37% (1 mL/min) a 40 °C, 100 bar e 60 min.
O é&cido palmitico mostrou menor concentracdo em todas as condicées experimentais (de
5,70% para 7,17%); o acido estearico e o acido linoléico apresentaram concentracdes
intermediarias (de 2,93% para 25,09% e 14,09% para 19,06%, respectivamente); o acido
oleico apresentou maior composicdo (de 55,12% para 83,26%) e foram observadas

diferencas entre as porcentagens de acidos graxos, dependendo do método.

4.2. Processo de extracao com fluido supercritico

O processo SFE é uma operacdo unitaria de separacdo solido-fluido, em que o
solvente, um fluido no estado supercritico interage com uma matriz solida e flui através dela,
que se fundamenta no equilibrio das fases e na integridade das propriedades fisico-
quimicas do fluido supercritico (FSC), como o alto poder de solvatacéo, alto coeficiente de
difuséo, baixa tenséo superficial e baixa viscosidade (BRUNNER, 1994).

FSC séo solventes com propriedades Unicas (BRENNECKE; ECKERT, 1989). Estes
evidenciam propriedades fisico-quimicas entre um liquido e um gés (RIZVI et al., 1986)
quando sdo conduzidos a pressdo e temperatura acima do seu ponto critico (Figuras 6 e 7)
(BRUNNER, 2005). Embora a densidade do FSC seja semelhante a de um liquido, a sua
viscosidade € semelhante a de um gas e a sua difusividade é intermédia entre os dois

estados. Assim, o estado do FSC tem sido definido como um estado no qual o liquido e gas
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séo indistinguiveis uns dos outros, ou como um estado em que o fluido é compressivel (ou
seja, 0 comportamento semelhante a um gas), com uma densidade semelhante a de um
liquido e, portanto, poder solvente semelhante (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006).
Além disso, a propriedade que o torna particularmente atraente € a possibilidade da sua
separacdo completa no final do processo, quando por exemplo, se utliza o CO,, este
solvente ao final do processo, em condi¢des de baixa pressao se torna gas e libera o extrato
deixando-o livre de solvente (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Figura 6 - Estado supercritico para um componente puro
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Fonte: BRUNNER, G. Gas Extraction: An Introduction to Fundamentals of Supercritical
Fluids and the Application to Separation Process. v. 4. Darmstadt: Steinkopff, 1994. p 59.

Figura 7 - Comportamento da solubilidade de uma substéncia de baixa volatilidade (liquidos
ou solidos) em um fluido subcritico (T < T.) ou um fluido supercritico (T > T.) como funcéo da
temperatura
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Fonte: BRUNNER, G. Gas Extraction: An Introduction to Fundamentals of Supercritical
Fluids and the Application to Separation Process. v. 4. Darmstadt: Steinkopff, 1994. p 60.



47

Quanto aos solventes, ha uma vasta gama de compostos que podem ser usados
como FSC. O CO, é o0 mais utilizado por ser relativamente barato e possuir propriedades
criticas (temperatura critica 31,3 °C e presséao critica 74 bar) (Figura 8) faceis de serem
alcancadas em aparelho industrial, e por ser um solvente ndo poluente e geralmente
reconhecido como seguro para a saude (GRAS) (REVERCHON; DE MARCO, 2006). E
também por ser um bom solvente para muitas moléculas ndo polares, e algumas polares
com baixo peso molecular (NALAWADE; PICCHIONI; JANSSEN, 2006).

O processo de SFE a partir de uma matriz vegetal consiste em duas etapas, extracao
e separacdo do extrato (Figura 9). Na extracdo, o solvente é alimentado no extrator e
uniformemente distribuido na entrada do leito fixo por onde escoa dissolvendo os solutos
extraiveis da matriz vegetal sob condicdes de temperatura e pressdo constantes. Na
separacdo, a mistura (solutos + solvente) deixa o extrator e passa pelo coletor (vaso
precipitador), onde finalmente os solutos sédo separados (BRUNNER, 2005). Durante a
extracdo de componentes sollveis a partir de um produto natural, Brunner (1994) também
observou que a matriz vegetal absorve o fluido supercritico e outros solventes, 0s quais sao
adicionados para atuar sobre o processo de extracdo como modificadores de polaridade.
Como consequéncia, a estrutura celular dilata-se e a resisténcia ao transporte de solutos
diminui. Em seguida os componentes sollveis sdo dissolvidos pelo fluido supercritico. Os
compostos dissolvidos sao transportados para a superficie da matriz vegetal. Estes
componentes, agora dissolvidos, formam a fase fluida e escoam para a saida do extrator.
Algumas reac¢des quimicas podem ocorrer antes da solvatagao.

Figura 8 — Digrama de presséo-temperatura-densidade do CO,
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Fonte: CARVALHO, P. I. N. Avaliacdo técnico-econdmica do processo de obtencdo de
extrato de curcuma utilizando CO, supercritico e estudo da distribuicdo de temperatura no
leito durante a extracdo. 20016. 178p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2016.

Figura 9 — Processo de SFE a partir de uma matriz vegetal.

Fonte: CORNELIO-SANTIAGO, H. P. Medida da solubilidade de 6leo de café verde (Coffea
arabica L.) em diéxido de carbono supercritico e modelagem termodinamica. 2015. 90p.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade
de Sé&o Paulo, Pirassununga, 2015.

4.2.1. Curva de extracao global (OEC)

A trajetéria da SFE pode ser avaliada analisando as seguntes variaveis: a) a
guantidade total de extrato, b) a taxa de extracdo, c) a quantidade remanescente de extrato
na matriz, e d) a concentracdo do extrato no solvente supercritico na saida do extrator
(BRUNNER, 1994; JESUS; MEIRELES, 2014). Todas as variaveis mencionadas podem ser
apresentadas em fungcdo do tempo de extracdo ou da quantidade de solvente consumido.
Na maioria dos estudos reportados na literatura, a variavel (a) € a mais utilizada em forma
de massa acumulada de extrato em funcdo do tempo de extracdo ou a quantidade de
solvente consumido, também comumente conhecida como curva de extracao global (OEC —
overall extraction curve).

O comportamento de uma OEC a partir da extracdo de uma matriz vegetal utilizando
fluido supercritico ndo é uma funcao linear do tempo. Em geral uma OEC possui ou se
divide em trés regides (Figura 10). Na zona |, chamada também de taxa de extracdo
constante (CER — constant extration rate), a curva tem inclinacdo constante, a superficie

externa da matriz vegetal € coberta por uma mistura de solutos facilmente accessiveis que
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podem ser extraidos ao mesmo tempo. Nesta fase a extracdo € limitada pela solubilidade
dos solutos no diéxido de carbono supercritico sob as condi¢cdes do processo, o0 que
representa a denominada solubilidade "aparente"” do extrato no didéxido de carbono
supercritico, onde o mecanismo dominante de transferéncia de massa é a conveccgdo na
fase do dioxido de carbono supercritico.

Na zona Il ou taxa decrescente de extracdo (FER — Falling extraction rate), a
inclinacdo da curva de extracdo global diminui continuamente porque ndo ha solutos livres
suficientes na superficie da matriz vegetal, existem restricbes a transferéncia de massa no
interior da matriz vegetal, e/ou existem restricbes de equilibrio para a liberagédo dos solutos a
partir da matriz vegetal para a fase do diéxido de carbono supercritico. Nesta fase, tanto a
difusdo dentro da matriz vegetal quanto a convecgdo na fase do dioxido de carbono
supercritico sdo importantes para a transferéncia de massa.

E finalmente, na zona lll, chamada de difusdo controlada (DC — Diffusion controlled), a
curva de extracdo global se aproxima a uma assintota horizontal, onde a transferéncia de
massa ocorre principalmente pela difusdo na camada externa e no interior da matriz vegetal,
sob a condigdo do processo. Em geral 50 a 90% do total do extrato é obtido na taxa
constante de extracdo (CER) (MUKHOPADHYAY, 2000; FERREIRA; MEIRELES, 2002;
QUISPE-CONDORI et al., 2005; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009; DEL VALLE;
UREGO, 2012).

Figura 10 — Curva de extracao global de uma matriz vegetal com fluido supercritico.

Quantidade tatal de extrato

Rendimento acumulativo (g soluto 7Kg substrata)

Gasto de solvente especifico (Kg CO, / Kg substrato)

Fonte: CORNELIO-SANTIAGO, H. P. Medida da solubilidade de 6leo de café verde (Coffea

arabica L.) em dioxido de carbono supercritico e modelagem termodindmica. 2015. 90p.
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Dissertacao (Mestrado) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade
de Séo Paulo, Pirassununga, 2015.

Os fluidos supercriticos (FSCs) séo aplicaveis em varios processos desenvolvidos em
escala comercial em industrias farmacéuticas, alimenticias e téxteis (KNEZ et al., 2014),
assim como numerosas usinas de SFE em escala industrial estdo em operagdo em muitas
partes do mundo para a extracdo de materiais vegetais, como constituintes de lUpulo,
descafeinagdo de café e cha e separacao da lecitina partir do 6leo (REVERCHON; DE
MARCO, 2006). Também unidades industriais menores sdo usadas para a extracado de
especiarias na industria de alimentos e para substéncias naturais usadas em cosméticos
(KNEZ; SKERGET; HRNIC, 2010). Embora o foco da pesquisa do FSC esteja se movendo
atualmente para novas areas, tais como formacdo de particulas, reagbes quimicas e
bioguimicas, sintese de novos materiais e novos suportes de catalisadores, como aerogels,
ainda, a aplicacdo industrial mais extensa do FSC continua sendo a extragcdo com CO,
supercritico a partir de vegetais. Também pesquisas recentes (FOLLEGATTI-ROMERO et
al., 2009; LASEKAN; ABDULKARIMB, 2012; SANTOS et al., 2013; JAHURUL et al., 2014;
BELAYNEH et al., 2015; CELIK; GURU, 2015; RAI; MOHANTY; BHARGAVA, 2016; OZKAL;
YENER, 2016; KOUBAA et al., 2017; CRUZ et al., 2017) mostram que a extracao de lipidios
com CO, supercritico a partir de sementes estdo se desenvolvendo continuamente com o
fim de otimizar os parametros de extracdo e obter novos produtos ricos ou/e enriquecido em
compostos ativos ou em acidos graxos essenciais com propriedades funcionais, nutricionais
e acao antimicrobiana.

Cruz et al. (2017) estudaram diferentes métodos de extragdo a partir de semente de
Butia moida e foram comparados em termos de rendimento global do processo, composicao
do extrato, conteudo de fendlicos totais, atividade antioxidante e antimicrobiano. Os métodos
utilizados faram: SFE conduzido a 40, 50 e 60 °C e pressdes de 100 a 300 bar, e as outras
extracdes utilizando Ultra-sénico e Soxhlet com diferentes solventes. Para o método SFE as
condi¢cdes de 60°C e 300 bar proporcionou o melhor rendimento de extracéo (13,9%) e o
extrato foi considerado um forte inibidor bacteriano.

Santos et al. (2013) estudaram o rendimento de extragédo, a qualidade nutricional e a
estabilidade térmica-oxidativa do 6leo de castanha de Brasil obtido pela SFE em diferentes
condi¢Bes de temperatura (40 a 60 °C) e presséo (20 a 30 MPa), e parametros constates
como, a vazao (7,04 g/min) e tempo de extracdo (120 min). Maior rendimento (67,2%) foi
obtido na condicdo 60 °C e 300 bar, as avaliag6es colorimétricas revelaram um material com
forte tendéncia a cor amarela, o seu perfil de acidos graxos mostrou predominancia de
acidos graxos insaturados (75%), foi termicamente estavel sob aumentos progressivos de

temperatura até 300 °C e a estabilidade oxidativa mostrou tempo de inducédo de oxidacdo
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em torno de 14,85 h. Outros exemplos de trabalhos recentes nos quais condigcbes
experimentais de extracdo semelhantes foram utilizados séo resumidos na Tabela 2. Estas
condicdes serviram de parametros para o estudo desenvolvido nesta pesquisa.
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Tabela 2 — Resumo de condi¢des experimentais de extracdo de 6leo usando CO, supercritico. Considerando a reducdo de tamanho por

trituracdo e moagem.

Matéria-prima Célula de Extracao Condi¢bes de extracao Ref.
dp V HC/dC € T P QcoZ tR/tE Xo (%) OR
(mm) (cm3) (°C) (MPa) (g/min)°ou  (min) (%)
(mL/min)*
Semente de butia (Butia 0,5 nr nr nr 40-60 10-30 6,6° 240 13,9 79,4 Cruz et al. (2017)
catarinensis)
Linhaca <0,85-0,92 10 nr nr 50-70 40-60 2-4° 60 31,2 nr Ozkal e Yener, (2016)
Sementes de girassol 0,5-1,0 1000 2,5 0,47 60-100 20-40 4,98-15° 250 99,6 nr Rai, Mohanty e Bhargava,
(2016)
Semente de Pera (Opuntia 0,36 nr nr nr 40 35 141,7° 10/120 58,6 49,9 Koubaa et al. (2016)
stricta)
Sementes de cardo de leite 0,303 - 1,2 24 nr nr 40-80 16-22 3-5" 120 3,3 nr Celik e Guru, (2015)
Sementes de Camelina 0,30 nr nr nr 43,2-  31,6-48,4 1 20/510 31,6 nr Belayneh et al. (2015)
sativa 76,8
Améndoa de Manga var. <0,20 2,5 nr nr 60-72 35-42,2 34" 300 13,1 nr Jahurul et al. (2014)
Maca
Castanha do Brasil 1,0 nr nr nr 40-60 20-30 7,04 120 67,20 nr Santos et al. (2013)
Nozes de tigre (Cyperus 0,54 nr nr nr 40-80 20-40 3" 210 26,3 63,8 Lasekan e Abdulkarimb,
esculentus) (2012)
Sementes de Sacha Inchi 0,716 50 nr nr 40-60 10-40 2,4° 271 50,1 92,3 Follegatti-Romero et al.
(2009)

T: Temperatura; P: Presséo; te: tempo de extragdo; V: volume; H: altura da célula de extragéo; d,: didmetro da célula de extracéo; dy: diametro da particula;
€: porosidade; tr: tempo estatico; X,: rendimento da extracdo de 6leo; OR: 6leo recuperado; Ref.: Referéncia; nr: ndo reportado.
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CAPITULO 2: Extracéo de 6leo de améndoa de castanha do Brasil usando solventes

verdes: Efeitos das varidveis do processo no rendimento e composicao do éleo

Resumo

A eficiéncia de extracdo dos alcoois isopropilico (IPA) e etilico (EtOH) pressurizados foi
estudada, e os efeitos das varidveis de processo, tempo estatico (St), razdo solvente-
alimentacédo (S/F) e temperatura (T) foram avaliados em relacdo a extracdo de 6leo (X,), ao
conteudo de 4cidos graxos livres (FFA, Free Fatty Acids), contetddo de fendlicos totais (TPC)
e teor de B-sitosterol. A quantidade de solvente utilizada (S/F) nao influenciou o Xy, mas o St
e a T influenciaram significativamente (p < 0,05) o X,. A condigdo de maximo rendimento
(Xo) (60,40%) ocorreu quando o St foi de 9 min e a T de 86 °C. Baixos niveis de acidos
graxos livres (FFA) (0,25 a 0,28%) foram observados em todos os 6leos obtidos, indicando
gue as condi¢gBes de processo nao interferem nesta variavel. Estas variaveis, também né&o
influenciaram significativamente (p > 0,05) no TPC (29,10 a 38,47 mg GAE/kg 6leo) e
conteudo de B-sitosterol (9,51 a 40,32 mg/100 g de 6leo). Este éleo, como conhecido, é uma
alta fonte de acido graxo insaturado e a extracdo com liquido pressurizado apresentou-se
como uma técnica promissora para a extracao rapida de Oleo de castanha do Brasil. Este
processo recuperou 90,58% de 6leo presente na castanha quando em 27 min, ou seja 3
ciclos de 9 min de tempo estatico em um processo intermitente.

Palavras-chaves: Solvente pressurizado, Omega-6, castanha do Brasil, B-sitosterol.

Aplicacdo pratica

A otimizagdo da extracdo com solvente verde pressurizado tem sido estudada para
demonstrar que esta tecnologia, mesmo empregando solventes polares, proporciona altos
rendimentos na extracdo de 6leo. E uma tecnologia em estudo que ndo deixa residuos de
solventes toxicos em Oleos vegetais. Nesta pesquisa, 0 uso de extracdo com liquido
pressurizado com alcool isopropilico (IPA) e etilico (EtOH) como solventes foi empregado na
extracdo de 6leo de castanha do Brasil, com foco na recuperacao rapida do 6leo como um
processo alternativo para aumentar a producéo e melhorar o uso de produtos florestais néao-

madeireiros no bioma Amazonia.
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1. Introducéo

A castanheira (Bertholletia excelsa H.B.K) nativa do bioma amazdnico € uma espécie
pertencente a familia Lecythidaceae (MORI; PRANCE, 1990). A suas sementes sao
conhecidas também como castanha do Brasil, castanha-da-Amazénia, castanha-do-Para ou
Para nut, castanha-do-Maranhdo mas é popularmente conhecida no mercado internacional
como Brazil nut € um dos mais importantes produtos florestais ndo-madeireiros do Brasil e
ainda colhida por extrativismo e n&o de plantacdes (RIBEIRO et al., 2014). E reconhecida
como a pedra angular da economia extrativista da floresta amaz6nica (KAINER, 2007) do
Brasil, Bolivia e Peru, e sua comercializacdo € uma importante fonte de renda para as
familias indigenas e ribeirinhas nestas regides (RIBEIRO et al., 2014).

O Brasil produz 41 mil toneladas destas sementes por ano sendo o consumo interno
de 33 mil toneladas e a exportacdo de 8 mil toneladas o que representa US$ 14,7 milhdes
(CONAB, 2015). No caso das exportacdes de castanha in natura e processadas, destacam-
se como principais destinos a Bolivia, EUA, Hong Kong, Europa e Austrélia.

As améndoas da castanha do Brasil contém de 63,7 a 66,7% de lipidios (15,3 a 25,4
% de acidos graxos saturados, 27,4 a 29,1% de &cidos graxos monoinsaturados (MUFAS),
21 a 45,6% de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs) (COTTA, 2008; RIBEIRO et al.,
2014). Possui ainda 13,9 a 14,5% de proteinas, 15,1 a 16,8% de -carboidratos
(VENKATACHALAM; SATHE, 2006) e 31,3 ug de selénio/g de améndoa (DUTRA et al.,
2016), sendo estas caracteristicas nutricionais e funcionais o que atraiu grande interesse a
industria farmacéutica, cosmética e de alimentos. Também sdo uma boa fonte de fitoesterois
(1.930 mg/g de 6leo), esqualeno (1.378 mg/g de 6leo), tocoferdis (199 mg/g de 6leo) (RYAN
et al., 2006) e fendlicos (112 a 331 mg EAG/100g de améndoa) (JOHN; SHAHIDI, 2010),
todos atribuidos a varios beneficios potenciais a saude.

Na atualidade as industrias dedicadas a producdo de Oleo da castanha do Brasil
utilizam a prensagem mecéanica (expeller) para obtencdo deste produto, ainda esta técnica
tém desvantagens com relagdo a qualidade e o baixo rendimento do 6leo. Os processos
industriais de obtencdo de 6leos de sementes oleaginosas empregam, normalmente o
hexano como solvente, mas algumas pesquisas tém testado solventes seguros para a
saude como o etanol, por exemplo (FREITAS et al., 2007). Outras técnicas de extracédo
podem ser aproveitadas para obter Oleo a partir de sementes oleaginosas, como por
exemplo a extracdo com liqudido pressurizado (PLE) usando solventes alternativos como 0s
alcoois isopropilico (IPA) e etilico (EtOH), por exemplo.

A extracdo com liquido pressurizado (PLE) é uma técnica alternativa atraente que usa

solventes a temperaturas acima do seu ponto de ebulicdo e sob altas pressbes para
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aumentar a eficiéncia do processo de extracdo (RICHTER et al., 1996), permitindo assim
uma extracdo rapida e o um consumo de solvente reduzido quando comparado com as
técnicas de extracao tradicionais. Estas caracteristicas sdo proporcionadas pelo aumento na
taxa de transferéncia de massa, o0 aumento na solubilidade dos solutos e a diminuicdo na
viscosidade do solvente e tensao superficial que ocorrem nestas condi¢cdes de PLE. Estas
dltimas propriedades facilitam ainda mais a taxa de extracéo, considerando que o solvente
penetrara mais facilmente na matriz, atingindo areas menos superficiais e aumentando o
contato, melhorando assim a transferéncia de massa do soluto para fase solvente
(RICHTER et al., 1996; KAUFMANN; CHRISTEN, 2002; OLIVEIRA et al., 2014; HERRERO
et al., 2015). Devido a estas caracteristicas e aos seus requisitos instrumentais
relativamente simples, a PLE vem ganhando popularidade nos ultimos anos como técnica
de extracdo para o isolamento de compostos funcionais (como &cidos graxos essenciais e
metabdlitos secundarios) a partir de fontes naturais (Plantas, algas marinhas, microalgas e
subprodutos alimentares) empregando alcool etilico como solvente (HU et al., 2011;
POURALINAZAR; YUNUS; ZAHEDI, 2012; JABLONSKY et al., 2015; COLIVET; OLIVEIRA;
CARVALHO, 2016; CASTRO-PUYANA et al., 2016; BELANDRIA et al., 2016; CONTE et al.,
2016; GILBERT-LOPEZ et al., 2017).

Estudos sobre o emprego de solventes alternativos como o etanol (EtOH) e o
isopropanol (IPA) na extracdo de Oleo tem ocorrido hd duas décadas (HRON; KOLTUN;
GRACI, 1982; JHONSON; LUSAS, 1983) e nos ultimos anos o interesse pelos solventes
alternativos vem crescendo consideravelmente (TIR; DUTTA; BADJAH-HADJ-AHMED,
2012; LI et al., 2014;: BAUMLER; CARRIN; CARELLI, 2016; NAVARRO et al., 2016) devido
a crescente preocupac¢do ambiental em relacdo ao uso extensivo de hexano no processo de
extracdo de oOleo (HRON et al., 1994; ZHANG; RHEE; KOSEOGLU, 2002). Além disso, 0
EtOH e o IPA séo solventes GRAS (Generally recognized as safe) (FDA, 2003, 2016). O
hexano é o solvente mais empregado na extragédo de Oleo a partir de matrizes oleaginosas,
conhecido industrialmente como hexana (mistura de isbmeros de hexano). No entanto, o
hexano é extremamente inflamavel e ndo renovavel, além disso, tem toxicidade aguda e
cronica por inalagdo, ingestdo e contato com os olhos ou pele (WYPYCH, 2001; TIR;
DUTTA; BADJAH-HADJ-AHMED, 2012).

A metodologia de superficie de resposta (Response Surface Analisys - RSA) é muito
utilizada para estudos de otimizacdo de processos (BAS; BOYACI, 2007), a fim de avaliar o
efeito de mdultiplos fatores e suas interacbes sobre as respostas dependentes.
Especificamente para novos processos de extracdo, a RSA tem sido de grande utilidade
guando pouco ou quase nada se conhece a respeito da influéncia das variaveis estudadas

no rendimento e composicdo dos extratos.
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Neste contexto, o objetivo do estudo foi otimizar o processo de PLE de 6leo da da
castanha do Brasil utilizando os alcoois IPA e EtOH como solventes. Primeiramente
estudou-se a eficiéncia de extracdo dos alcoois IPA e EtOH em termos do rendimento da
extracao de Oleo (X,) de 6leo e perfil de acidos graxos (FA). Na segunda etapa investigou-se
a influéncia do tempo estatico, razéo entre o volume do solvente e a massa da améndoa
triturada e temperatura (T) sobre o X, de 6leo, &cidos graxos livreis (FFA) e conteddo de
fendlicos totais (TPC). O Xy e a caracterizacdo do 6leo foram avaliados pela metodologia de
analise de superficie de resposta (SRA) empregando o delineamento composto central
rotacional (DCCR).

2. Material e Métodos

2.1. Matéria-prima e reagentes

A matéria-prima utilizada foram as améndoas de castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa H.B.K.) de qualidade de exportacdo da safra 2016, adquiridas da Industria Comércio
Importacdes e Exportagbes de Cereais RR Ltda. proveniente de Humait4, estado de
Amazonas, Brasil (07° 30' 22" S e 63° 01' 15" W). As amostras foram recebidas em sacos de
20 kg embaladas a véacuo.

No Laboratério de Tecnologia a Alta Pressdo e Produtos Naturais (LTAPPN), as
améndoas foram trituradas usando um liquidificador doméstico (Walita, Sdo Paulo, BR) e as
améndoas trituradas foram utilizadas no processo de extragao.

Os solventes utilizados na PLE foram os &lcoois IPA e EtOH (LABSYNTH, S&o Paulo,
BR) com pureza de 99,5 % e 99,9 %, respectivamente. O hexano e o éter de petrdleo
(LABSYNTH, Sédo Paulo, BR) com pureza de 98,5 % e 98,9 %, respetivamente foram
usados para a extragdo via percolagdo a pressdo atmosférica utilizando Soxhlet. Todos os
outros solventes e reagentes usados foram de grau analitico.

A améndoa triturada foi caracterizada pela classificacdo de tamanho em um sistema
vibratério vertical com seis peneiras da série padrdo Tyler (Bertel, Caieiras, Brasil) com
aberturas sequenciais de 10, 14, 20, 28, 35, 48 e 65 mesh e o didmetro médio de particula
foi calculada de acordo ao método ANSI/ASAE S319.4 (ASABE, 2012).

A densidade real (p,) da améndoa triturada foi medida em picndmetro de gés hélio
(Quantachrome Ultrapyc 1200e, FL, USA) pela Central Analitica-IQ/UNICAMP. A densidade
aparente foi determinada empiricamente pela relacdo entre massa da améndoa triturada
acondicionado na célula do extrator (34 cm®). Em seguida, calculou-se a porosidade do

extrator de leito fixo (€) utilizando a Equagéao (1).
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g=1--2 (1)

As améndoas trituradas foram submetidas as analises de teor de umidade de acordo
com o meéetodo 931.04 (AOAC, 2005). A determinagcdo dos lipidios totais foi realizada
segundo o método 963.15 (AOAC, 2005). As proteinas foram determinadas pelo método de
Kjeldahl (método 970.22), utilizando fator de 5,3 (VENKATACHALAM; SATHE, 2006) para
conversao do nitrogénio total em proteina (AOAC, 2005). A determinacdo de cinzas foi
realizada de acordo ao método 972.15 (AOAC, 2005) e os carboidratos totais foram
determinados por diferenca. As andlises descritas nesta seccdo foram realizadas em
triplicata.

2.2. Extracao por percolagdo usando Soxlhet

Os lipidios totais foram também extraidos por percolagdo utilizando Soxhlet e hexano
como solvente (AOCS, 2009; CORNELIO-SANTIAGO et al.,, 2017). Em cada extracao,
foram colocados aproximadamente 10 g de améndoa triturada no cartucho e inseridos no
extrator Soxhlet. Hexano (200 mL) foi adicionado e aqueceu-se o sistema até a ebulicdo (69
°C). O refluxo foi mantido durante 6 h e, em seguida, o solvente foi evaporado sob vacuo (50
°C), o extrato restante foi seco até o peso constante e armazenado (-20 °C) para analises

posterior. As extracdes foram realizados em triplicata.

2.3. Extracao com liquido pressurizado (PLE)

O processo de PLE foi realizado em um sistema em escala laboratorial Dionex ASE
150 (Thermo Fisher Scientific, Newington, EUA) (Figura 11a) localizado em LTAPPN, ZEA,
FZEA, USP. Aproximadamente 10 g de améndoa triturada foi colocado em uma célula de
extracdo (34 cm®, dimensdes de 2,9 cm de didmetro interno e 5,19 cm de altura interna)
previamente fechada em uma de suas extremidade (saida) e acondicionado com um filtro de
papel (Figura 11b), e em seguida os parametros do processo (tempo estatico (St),
temperatura (T), nUmero de batelada ou ciclo (C), volume de solvente (Vs) e tempo de purga
(tP) foram programados no painel de controle do sistema Dionex ASE 150.

O processo intermitentes de extragdo constou de duas fases, a primeira fase iniciou-se
com o aquecimento do forno até atingir a temperatura de operacgéo escolhida (Tabela 3), em
seguida a célula de extragdo acondicionada (Figura 1b) foi colocada no forno e iniciou-se o

aumento da presséao (até 10,35 MPa) pelos efeitos do preenchimento da célula de extracao
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com o solvente e o aquecimento da célula até atingir o equilibrio da T de operacao
escolhida. Apés atingir o equilibrio da T e da P (10,35 MPa) na célula de extracdo, se iniciou
a segunda fase do processo intermitente, no qual ocorreu a primeira coleta ou primeira
batelada ou ciclo (C) no St estabelecido (Tabela 3). Ou seja, apos este tempo de contato
entre a améndoa triturada e o solvente o extrato foi coletado, uma nova corrente de solvente
puro entrou na célula de extracdo sendo o extrato coletado novamente apds o St
programado, mantendo sequencialmente as condicdes do processo até se completar o
namero de bateladas (C fixo em 3). Ao final o gas N, foi utilizado para remover o extrato
remanescente na célula com um tempo de purga fixo (tP = 100 s). Entdo o sistema foi
despressurizado. Apds o término da extracdo o solvente da miscela (6leo e solvente) foi
evaporado no evaporador rotativo (MARCONI, MA-120, Piracicaba, BR) a 50 °C, o 6leo

recuperado foi seco até o peso constante e armazenado (-20 °C) para analises posterior.

Figura 11 - Sistema esquematico de extragdo com liquido pressurizado (a) e a célula
de extragéo condicionada (b)

Fonte: Prépria autoria.



74

O rendimento da extracdo de 6leo (X,) foi calculado pela razdo entre massa total do
6leo (me) e massa da améndoa triturada (fmg,) em base seca, de acordo com a Equacéao (2).

X =1 »100 2
D_fm ()

Para determinar o efeito sobre a eficiéncia de extracdo no processo PLE dois
solventes (IPA e EtOH) foram utilizados. Os parametros tais como a St (9 min), T (60 °C), P
(10,35 MPa), C (3), tP (100 s) e Vs (96% do volume da célula) ou razdo (S/F = 5,6) entre 0
volume do solvente (S, mL) e a massa da améndoa triturada (F, g) foram mantidos
constantes no processo de PLE quando se utilizou o IPA ou EtOH como solvente. Estes
parametros foram definidos segundo testes preliminares e estudo (OLIVEIRA et al., 2014;
COLIVET; OLIVEIRA; CARVALHO, 2016) de nosso grupo de pesquisa.

A otimizagdo do processo de PLE foi feita para o solvente de maior eficiéncia de
extragao utilizando dois delineamentos composto central rotacional (DCCR-1 e DCCR-2),
cujos niveis das variaveis independentes sao apresentados na Tabela 3. Para o DCCR-1 os
parametros do processo como a T (60 °C), P (10,35 MP), C (3) e tP (100 s) foram mantidos
constantes, e a influéncia do tempo estéatico (St) de 2 a 10 min e o volume de solvente ou a
relacdo entre o solvente e massa da améndoa triturada (S/F) variou de 4,5 a 5,8. As
variaveis respostas foram o rendimento da extragdo de 6leo (X,), o conteudo de fendlicos
totais (TPC) e os &cidos graxos livres (FFA). E no DCCR-2 a influéncia das variaveis
independentes (St, de 2 a 10 min) e temperatura (T, de 60 a 90 °C) também foram
estudadas com relagdo as mesmas respostas (Xo, TPC, FFA) e no perfil de &cidos graxos
(FA). Neste DCCR-2 foram mantidas constantes as seguintes variaveis de processo S/F
(5,8), P (10,35 MP), C (3) e tP (100 s).

Tabela 3 - Niveis das variaveis independentes de dois delineamentos composto central
rotacional (DCCR) utilizados para otimizar o processo de PLE do 6leo de améndoa de
castanha do Brasil.

Paradmetros do processo Niveis

Variaveis independentes -a -1 0 1 a
DCCR -1

St (min) 2 3* 6 o* 10

SIF (mL/g) 4.5 4.7* 5.1 5.6* 5.8
DCCR -2

St (min) 2 3* 6 o* 10

T(°C) 60 64* 75 86* 90

* Valores ajustados para o equipamento.

2.4. Caracterizacdo do extrato

2.4.1. Métodos de referéncia
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Os 6leos obtidos de améndoa triturada da castanha do Brasil por PLE foram avaliados
em termos de seu perfil de acidos graxos (FA) e &cidos graxos livres (FFA). Determinou-se o
valor de &cidos graxos livres (FFA), utilizando o método oficial AOCS Cd 3d-63 (AOCS,
2009).

Os Oleos foram preparados em forma de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME)
de acordo como o método 991.39 (AOAC, 2005). Os FAME foram analisados por
cromatografia gasosa (CG) acoplado ao espectro de massas para determinar o perfil dos
FA, de acordo com uma forma adaptada por Cornelio-Santiago et al., (2017) do método
996.06 (AOAC, 2005).

Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram identificados por comparacdo com o
espectro de massa usando o software GC/MS solutions v. 2.5 que tem como base de dados
a livraria de NIST 11 e NIST 11s. A quantificacdo de éacidos graxos (%, massa) foram
realizados usando como padrdo externo o éster metilico de acido miristico e os resultados

foram apresentados em equivalentes a este éster (Figura Al).

2.4.2.Conteudo de fendlicos totais (TPC)

O ensaio da capacidade de reducado de Folin-Ciocalteu (F-C) € um dos métodos mais
comuns na investigagdo da ciéncia dos alimentos e nutricdo, e da industria para avaliar a
capacidade de reacdo de reducdo do molibdénio de Mo® a Mo®* (complexo azul) por
compostos fitoquimicos presentes nas amostras, em um meio alcalino. Geralmente o
tampao carbonato de sddio é usado para fornecer um pH alcalino ao meio e favorecer a
completa reacdo de reducdo, apos 120 min (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999).

A extracdo metandlica dos compostos fitoquimicos a partir dos extratos obtidos por
PLE foram realizados empregando a metodologia descrita por Montedoro et al. (1992) com
adaptacéo. O extrato (0,5 g) foi misturado com metanol (0,5 mL), agitado com Vortex a 6000
rpm por 20 min, centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10 min e o sobrenadante recuperado. Este
procedimentos foi realizado duas vezes. O sobrenadante recuperado foi misturado com
agua destilada (0,25 mL), agitado com Vortex 6000 rpm por 2 min, centrifugado a 4500 g e 4
°C por 10 min e o sobrenadante recuperado.

O conteudo de fendlicos totais (TPC) dos extratos foram avaliados empregando o
método descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos, (1999) com adaptacdo para
um volume final de reacdo de 3 mL. Nesta andlise, 0,3 mL de extrato metandlica foi
misturado com 1,364 mL de agua destilada em um tubo de ensaio de 10 mL, seguido pela

adicdo de 0,136 mL de reagente F-C. Esta solugcédo ficou em repouso durante 8 min a
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temperatura ambiente (24 + 0,5 °C). Em seguida foi adicionado 1,2 mL de solugéo de
carbonato de sédio 7,5%. Apds os 120 min de reagdo a temperatura ambiente (24 + 0,5 °C),
a absorbancia foi lida a 760 nm usando um espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific, Genesys 10S, EUA). A reacdo do padrdo foi preparada da mesma forma usando
0,3 mL de metanol e agua deslitada (v/v, 80/20) em substituicdo do extrato metandlico. A
TPC foi calculado usando a curva padrdo de acido gélico, nas concentracdes de solugéo
padrdo de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/L (Figura A2).

2.4.3.Quantificacao de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As amostras foram prepararas como base na metodologia descrito por Mazalli, et al.
(2003) e Ortiz et al. (2006). Aproximadamente 0,25 g de 6leo foi saponificada com 20 mL da
solucdo etandlica de KOH a 15% a temperatura ambiente por 12 h, posteriormente
adicionou-se 10 mL de solugcdo saturada de NaCl e a extracdo da fase organica foram
realizadas duas vezes usando 5 mL de n-hexano ap0s a agitagdo com vortex por 5 minutos.

A quantificacdo do B-sitosterol foi realizado com base na metodologia descrita por
Magzalli, et al. (2003) usando um sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Jap&o) equipado com
um detector de arranjo de diodo (SPD —M20A), uma coluna analitica C18 (100 mm x 4.6
mm, 4.0 uym de tamanho de particula) (Chromolith, Merck, Darmstadt, Alemanha),
temperatura do forno de 40 °C, fase movel acetonitrila:zisopropanol (85:15), vazdo 1,0
mL/min e volume de inje¢do de 20 pL, e os cromatogramas foram obtidos na leitura de 208
nm. O B-sitosterol foi identificado através da comparagcdo do tempo de retencdo de cada
amostra com o padrao de B-sitosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e quantificacédo
através das areas dos picos correspondentes, por padronizacdo externa e os resultados

foram expressos em mg por 100 g de 6leo (Figura A3).

2.5. Andlise estatistica

Os resultados experimentais foram analisados utilizando o programa Statistica
(StatSoft, Inc., v.12.0, EUA) para identificar os efeitos das varidveis de processo nas
respostas de interesse. As analises estatisticas dos modelos de primeira e segunda ordem
foram realizadas por andlise de variancia (ANOVA). Esta andlise inclui o teste F e o
coeficiente de determinacéo (R2), que mede a qualidade de ajuste do modelo de regresséo.
Os efeitos das varidveis foram exibidos nas superficies de resposta e nos gréficos de
contorno. Para testar a capacidade preditiva dos modelos estatisticos, o desvio médio

absoluto (AAD) foi calculado usando a Equacao 3.
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1
AAD(%) = HZ?:l(lYi,exp - Yi,predl/Yi,eXp) x 100 (3)
onde n é 0 numero total de dados experimentais, pred é o valor previsto do modelo e exp é

o valor experimental determinado em cada condi¢do do processo de extracao (i).
3. Resultados e Discusséo
3.1. Matéria-prima

A composicdo das castanhas do Brasil usadas nestes experimentos sdo apresentadas
na Tabela 4. A matéria-prima apresentou baixo teor de umidade (2,32 % + 0,13). Nos
processos de extragdo, baixos teores de umidade sdo importantes para facilitar a
penetracao do solvente na matriz vegetal, que pode ser dificultada pela presenca de agua,
principalmente quando o solvente tem caracteristicas polar (hidroxila) e apolar (etil) como o
alcool EtOH, ou seja, a capacidade do alcool em uma mistura com agua para dissolver e
extrair o 6leo € mais limitada quanto maior € a fracdo de agua, em funcao das forcas das
interacBes moleculares da agua por ligaces de hidrogénio. Além disso, a 4gua presente na
matriz vegetal compete com o soluto para interagir com o solvente, diminuindo o rendimento
do processo de extragdo (DOS SANTOS et al., 2015). O resultado de teor de umidade da
presente pesquisa é coerente com o contedudo de umidade reportado por outros autores
(FERREIRA et al., 2006; NETO et al., 2009; USDA Nutrient Database 2016: USNDB). Vale

ressaltar que, tanto neste trabalho, como nos referenciado, as améndoas foram secas.

Tabela 4 - Composi¢cdo da améndoa de castanha do Brasil e propriedades fisicas do leito
fixo.

Parametros Resultados
Umidade (%) 2,32+0,13
Lipidios totais* (%) 66,68 £ 0,01
Proteina* (%) 15,15 + 0,07
Cinzas* (%) 3,93+0,01
Carbohidratos totais* (%) 14,24 + 0,08
Diametro médio das particulas (mm) 1,09 £ 0,01
Densidade real (g/cm®) 1,01 + 0,01
Densidade aparente (g/cm®) 0,36 + 0,01
Porosidade 0,64

Dados expressos como média + desvio padréo; * Dados expressos em base seca.

O conteudo de lipidios totais foram de 66,68 % (+ 0,01), utilizando éter de petréleo
como descrito na metodologia. Estudos sobre castanha do Brasil tém reportando contetido
de lipidios, variando de 65 a 68 % (FERREIRA et al.,, 2006; NETO et al., 2009; USDA

Nutrient Database 2016: USNDB), semelhantes aos obtidos no presente estudo. O teor de
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proteina foi de 15,15% (+ 0,07) e o teor de cinzas foi de 3,93 (+ 0,01). Estes valores séo
consistentes com varios outros resultados da literatura cientifica (FERREIRA et al., 2006;
VENKATACHALAM; SATHE, 2006; NETO et al., 2009; USDA Nutrient Database 2016:
USNDB).

3.2. Rendimento da extracao de dleo

3.2.1. Selecao do solvente

Os alcoois isopropilico (IPA) e etilico (EtOH) foram examinados quanto ao efeito sobre
a eficiéncia de extracdo no processo de extragdo com liquido pressurizado (PLE). O IPA
recuperou uma quantidade significativamente maior de oOleo (> 22,94%) em comparagao
com o EtOH e quando comparado com a quantidade de 6leo obtida por percolagdo com
hexano via Soxhlet (69,30 % + 0,46) foi < 14,68%.

O rendimento da extragdo de 6leo (X,) calculado conforme a equagéo (2), obtido com
o IPA (54,62 + 0,16%) foi maior do que o X, de 6leo obtido com o EtOH (31,68 + 0,23%)
para as mesmas condigdes de PLE, utilizando a mesma quantidade de solvente. O EtOH
apresentou um menor X, de 6leo devido a sua solvatacao ineficiente quando comparada a
do IPA para as mesmas condicfes de extracao. O 6leo obtido com EtOH apresentou maior
turbidez (1,48 + 0,03%, massa) que quando obtido com o IPA (0,026 + 0,001%, massa).
Estes extratos obtidos com EtOH pressurizado apresentou uma quantidade significativa de
material precipitado na miscela (6leo + solvente) apdés a evaporacdo do solvente e
armazenamento a 25 °C, indicando que outros compostos foram extraidos juntamente com
0 6leo. O EtOH é menos seletivo, além dos triacilgliceréis extrai outros compostos de maior
polaridade durante o processo de extracdo (MOREAU; POWELLA; SINGH, 2003) como
polifendis (SINEIRO et al., 1996), fosfolipidios e aculicares soliveis (BAUMLER; CARRIN;
CARELLI, 2016). Estes resultados indicam que a polaridade dos solventes influencia a sua
seletividade. Quando empregou-se o IPA, a eficiéncia da extracdo foi maior, e embora
também seja um solvente polar, identificou-se pouco (0,026 * 0,001%, massa) material
precipitado quando o 6leo foi removido do extrato. O IPA foi escolhido como solvente a ser
utilizado na otimizagdo da PLE de oleo da castanha do Brasil devido a esta sua boa

capacidade extrativa e maior seletividade que o EtOH.

3.2.2. Efeitos das variaveis do processo na extragdo com liquido pressurizado (PLE)
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As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados obtidos para as diferentes condi¢cfes de
extracdo, os niveis das variaveis, 0s valores experimentais, 0s previstos pelo modelo para o
Xo e seus desvios relativos para o DCCR-1 e DCCR-2, respectivamente.

De acordo com os parametros da Tabela 5, o X, de 6leo variou de 48,7(%) a 54,66% e
0s maiores valores foram obtidos quando as extracGes foram realizadas nas condi¢cdes dos
ensaios 4 (54,62%) e 9 (54,66%). Ao avaliar-se a influéncia das variaveis do processo, 0
tempo estatico (St) em cada ciclo ou batelada e a razdo entre o solvente e a améndoa
triturada (S/F) no X, de Oleo obtido, constatou-se, na analise estatistica dos efeitos
principais (ensaios de 1 a 7, Tabela 5) que a S/F e a interacdo entre St x S/F nao
influenciaram significativamente no X,, mas St influenciou no X, do 6leo (p < 0,05) como
pode ser observado no diagrama de Pareto (Figura 12a). Segundo a Tabela 7, foram
considerados significativos os parametros com p-valor menor que 5 % e os resultados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) para avaliar o modelo de primeira ordem e
predizer o Xodo 6leo extraido. Assim o teste F (Feac = 12,84 > Fiypy, = 9,12) para a regressao
foi significativo e o coeficiente de determinacédo (R*= 0,93) (Tabela 7). Estes resultados
mostram que o modelo de primeira ordem (Equacdo 4) se ajustou bem aos dados
experimentais do X, em funcéo de St. Foi possivel verificar através da curva de contorno
(Figura 12b) que para o St a faixa 6tima variou de 6 a 9 minutos para qualquer volume de
solvente (S/F) utilizado no processo, tanto que esta variavel ndo apresentou efeito sobre o
Xo. Ainda assim, nesta curva (Figura 12b) nota-se maiores valores de X, para uma razéo de
S/F entre 5,1 a 5,6.
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Tabela 5 - Matriz DCCR -1 com os resultados para X, TPC e FFA de 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtido com &lcool IPA
pressurizado.

Ensaio St (min) S/F(mL/g) Xo (%, massa) 6leo recuperado TPC (mg EAG/kg 6leo) FFA (%)

Real (C) variaveis Exp 2 Pred AAD (%) (%) EXp Exp
1 3 (-1) 4,7 (-1) 48,70 49,82 2,29 73,04 31,57 0,25
2 9 (1) 47 (-1) 53,38 54,44 1,99 80,05 36,43 0,28
3 3(-1) 5,6 (1) 50,04 49,82 0,45 75,05 34,30 0,25
4 9 (1) 5,6 (1) 54,62 54,44 0,33 81,92 34,40 0,28
5+ 6 (0) 5,1 (0) 52,73 52,13 1,14 79,08 29,05 0,25
6* 6 (0) 5,1 (0) 52,70 52,13 1,08 79,03 29,10 0,25
7* 6 (0) 5,1 (0) 52,70 52,13 1,09 79,04 28,91 0,25
8 2 (-1,41) 5.1 (0) 52,44 48,87 6,80 78,64 37,66 0,25
9 10 (1,41) 5,1 (0) 54,66 55,39 1,34 81,97 34,39 0,28
10 6 (0) 45(-141) 51,67 52,13 0,89 77,49 32,47 0,25
11 6 (0) 5,8 (1,41) 52,74 52,13 1,15 79,09 38,47 0,25

*Ponto central; C: codificado; ®base seca; St: tempo estatico; S/F: relacdo solvente e alimentacdo; Exp: valores experimentais; Pred: valores
previstos por modelo; AAD: desvio médio absoluto; TPC: conteudo de fendlicos totais; EAG: equivalente de &cido galico; FFA: acido graxo livre
expresso em percentagem de acido oleico.
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Na analise estatistica das variaveis do processo (St e S/F) para os 11 ensaios
verificou-se na ANOVA que o modelo de segunda ordem néo foi significativo (Fcac = 3,09 <
Fwo = 5,05) para o Xo, comportamento confirmado também pelo baixo valor de R? (0,75).
Com os resultados obtidos via DCCR-1 foi possivel identificar as faixas 6timas para propor o
novo planejamento experimental DCCR-2 (Tabela 3). Os resultados apresentados na Tabela
6 mostraram que o X, de 6leo variou de 52,44 a 60,40% e o maior X, de Oleo foi obtido
quando a extracdo foi realizada na condicdo do ensaio 4 (60,40%). Na analise estatistica
dos efeitos principais (ensaios de 1 a 7, Tabela 6), constatou-se que a interacdo entre St x T
nao influenciou significativamente no X,, mas ambos o tempo estético (St) e a temperatura
(T) influenciaram significativamente no X, de 6leo (p<0,05), como pode ser obervado no
diagrama de pareto (Figura 12c). Os resultados foram submetidos a ANOVA e foram
considerados significativos os parametros com p-valor menor que 5 % (Tabela 7) para
avaliar os modelos de primeira e segunda ordem para a predicdo de X, em funcéo das
variaveis estudadas. Embora, no modelo de segunda ordem (Equacdo 5), somente a
variavel St tenha apresentado significancia (Tabela 7), este apresentou Fe,c = 63,12, maior
que o Fgp = 5,05, portanto considerado preditivo. Os valores do X, calculados por este
modelo apresentou valores baixos de desvio médio absoluto (ADD) com nivel de confianga
de 95%, além de um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,98, que pode ser considerado
adequado para sistemas de extracdo de Oleo (DE OLIVEIRA, et al, 2014). O
comportamento observado indica que o X, de 6leo aumentou com o0 aumento do Ste a T
dentro dos intervalos avaliados, o que pode ser visualizado na superficie de resposta
descritas na Figura 12d. Os efeitos de aumento de St e da T levam a uma maior solubilidade
do ¢6leo pelo IPA principalmente devido a um incremento da T que pode estar ocasionando
uma diminuigcdo da viscosidade do éleo e aumentando a difusividade do solvente facilitando

assim a difuséo do 6leo pela matriz.

Xo = 52,13 + 2,31 (St) (4)

X, = 56,76 + 1,81 (St) + 1,94 (T) 0,46(5t?) (5)
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Tabela 6 - Matriz DCCR-2 com os resultados para X,, TPC, FFA e B-Sitosterol de 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtido com alcool

IPA pressurizado.

Oleo

TPC

B- Sitosterol”

B- Sitosterol”

Ensaio St (min) (0 Xo (%, massa) recuperado  (mg EAG/kg 6leo) FFA (%) (mg/100g 6leo) (mg/100g améndoa)
Real (C) variaveis Exp?® Pred AAD (%) (%) Exp Exp Exp Exp*®
1 3(-1) 64(-1) 5244 5255 0,21 78,64 61,75 025  40.32£050 21,14+0,26
2 9 (1) 64(-1) 56,17 56,17 0,01 84.24 69,86 025  2817+096 15,82+ 0,54
3 3(-1) 86 (1) 56,10 5643 0,58 84,14 5310 028  32°3+033 18,25+ 0,19
4 9 (1) 86 (1) 60,40 60,05 0,58 90,58 46,67 028  2706+040 16,35+ 0,24
5+ 6 (0) 75(0) 56,68 56,76 0,13 85,01 39,82 025  2°03+019 14,18+ 0,11
6 6 (0) 75(0) 56,84 56,76 0,13 85,24 39,58 025  25°1+044 14,50 £ 0,25
7* 6 (0) 75 (0) 56,76 56,76 0,01 85,12 39,74 0,25 25,19£0,50 14,30+ 0,28
8 2(-141) 75(0) 5331 53,29 0,03 79.95 85,09 028  1>18013 8,09+0,07
9 10(1,41) 75(0) 57,83 58,40 0,98 86,72 91,62 031  2435%012 14,08 + 0,07
10 6(0)  60(1,41) 5325 54,02 145 79,86 81,47 025  10.76£018 5,73%0,10
11 6(0)  90(1,41) 5862 59,50 1,50 87,91 108,41 031  951+0,13 5.58 + 0.08

*Ponto central; C: codificado; ®base seca; °resultado de trés injecdes; St: tempo estatico; T: temperatura; Exp: valores experimentais; Pred:
valores previstos por modelo; AAD: desvio médio absoluto; TPC: contetdo de fendlicos totais; EAG: equivalente de acido galico; FFA: &cido
graxo livre expresso em percentagem de &cido oleico.
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Tabela 7 - Coeficientes e valor-p dos modelos (DCCR-1 e DCCR-2) para 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtidos com alcool IPA

pressurizado.
DCCR-1 DCCR -2
Variaveis Efeito * Valor-p ° Coeficiente © Variaveis Efeito ® Valor-p ° Coeficiente °
Média/interacdo 52,13 <0,00 52,13 Média/interacdo 56,76 <0,00 56,76
St (min) (L) 4,61 0,01 2,31 St (min) (L) 3,61 <0,00 1,81
SIF (mL/g) (L) 1,29 0,19 0,65 St (min) (Q) -0,93 0,04 -0,46
St (L) x S/F (L) -0,05 0,95 -0,02 T (°C) (L) 3,88 <0,00 1,94
T (°C) (Q) -0,56 0,18 -0,28
St (L) x T (L) 0,29 0,53 0,14
R?=0,93 R?=0,98

L = efeito linear; Q = efeito quadratico.

®Efeito da variavel independente na variavel dependente.
bSignificancia estatistica p <0,05.

“Coeficiente do modelo de primeira ordem (Equagéo 4).

dCoeficiente do modelo de segunda ordem (Equagéo 5).
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O aumento do St leva a um maior tempo de contato entre o solvente e o Oleo
disponivel na superficie da matriz sélida o que facilita a maior solubilidade do éleo, assim os
dois efeitos em conjunto favorecem uma maior extracdo de 6leo e, consequentemente um
maior Xo.

Neste estudo de otimizagédo do processo de extracdo de 6leo via PLE, vale ressaltar
que a variavel que realmente comandou o processo foi 0 tempo de contato entre o solvente
e a matriz no extrator (St). A importancia desta varidvel foi constatada nos dois
planejamentos experimentais aplicados (DCCR-1 e DCCR-2). Considerando 0s processos
convencionais de extracdo de 6leo, o emprego desta tecnologia a alta pressdo em um
processo semi-continuo empregando ciclos de solventes em contato com a matriz, pode
representar uma reducgdo tanto no consumo de solvente quanto no consumo de energia,
visto que temperaturas mais amenas poderdo ser empregadas no processo.

Na obtencéo de 6leo de castanha do Brasil utilizando EtOH como solvente, Freitas et
al. (2007), em um extrator isotérmico (65°C) que opera em batelada com agitador (30 rpm),
alcangcou 75% de recuperagdo de Oleo da castanha do Brasil. Na comparacdo deste
resultado com este estudo, constata-se que a PLE apresenta maior eficiéncia, 90,58% de
recuperacao de 6leo. Além disso, neste processo empregou-se menor tempo (27 min) de
extracgao.

Ensaios complementares foram realizados na condicdo otimizada para verificar a
influéncia do aumento do volume do solvente ou da razdo S/F no X, de 6leo. O aumento da
razdo S/F poderia aumentar a difusdo pelo aumento da disponibilidade de solvente e
consequentemente seu poder de solvatacdo. Considerando o 6leo solubilizado pelo
solvente, ao aumentar a sua disponibilidade, uma diminuicdo na viscosidade também
poderia influenciar o gradiente de migracdo do Oleo da matriz para a superficie o que
também resultaria em maiores rendimentos de extragcédo (Freitas et al., 2013). Mas neste
trabalho, ndo foi observado um aumento consideravel do X, de d6leo 60,40% (+0,31),
61,41%(+0,18) e 61,82% (+0,10) quando aumentou-se a razdo S/F de 5,8, 7,5 e 15,5,

respectivamente na condigéo otimizada de 86 °C, 10,35 MPa e 3 ciclos com 9 min.
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Figura 12 - Diagrama de Pareto (a) e curva de contorno (b) mostrando a influéncia de St e
S/F em X, (%); Diagrama de Pareto (c) e superficie de resposta (d) mostrando a influéncia
de Ste T em X, (%).

Fonte: Prépria autoria.

3.3. Caracterizacdo do extrato

3.3.1. Efeitos das variaveis do processo nos acidos graxos livres

As Tabelas 5 e 6 mostram os valores de acidos graxos livres (%), variando de 0,25 a
0,28 e de 0,25 a 0,31 para 0 DCCR-1 e DCCR-2, respectivamente. A analise estatistica
aplicada para avaliar o efeito das variaveis do processo (St e S/F) na quantidade de acidos
graxos livres presentes no 6leo (ensaios 1 a 7, Tabela 5) mostrou que St, S/F e a interacao
entre eles ndo influenciaram significativamente os &cidos graxos livres (p>0,05) presentes.
Da mesma forma constatou-se que os efeitos principais das variaveis St e T também nao
influeciaram significativamente o teor de acidos graxos livres (p>0,05) presentes no 6leo
obtido. Considerando o solvente e as diferentes condi¢cdes de processo empregadas, o St, a

razdo S/F e a T nao tiveram infuéncia direta na porcentagem de acidos graxos livres,
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provavelmente devido ao curto St, ndo dando tempo da T empregada atuar de uma forma
desfavoravel. Além disso, o sistema PLE fica livre de oxigénio. O que da para afirmar que a
porcentagem de acidos graxos apresentados nos extratos obtidos (Tabelas 5 e 6),
provavelmente representam aos acidos graxos livres provenientes das améndoas trituradas
ou gerados no pré-tratamento das mesmas. Os valores de porcentagem de acidos graxos
livres é um dos parametros mais importantes de controle de qualidade em 6leos. Os valores
de FFA nos extratos de castanha obtidos nesta pesquisa estdo com valores bem inferiores e
de acordo com os padrBes fornecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) para os 6leos prensados a frio e ndo refinados, para 0os quais o valor maximo de
acidos graxos livres é 4 mg KOH/g (2,01%) (Brasil, 2005).

3.3.2. Efeitos das variaveis do processo no contetdo de fendlicos totais (TPC)

Os resultados da TPC (Tabela 5) mostraram uma variacdo de 29,10 a 38,47 mg
EAG/kg de 6leo. Na analise dos efeitos principais das varidaveis St e S/F nesta resposta, a
andlise estatistica dos ensaios de 1 a 7 mostrou que o St, S/F e a interacdo entre eles
também nao influenciaram significativamente na TPC, assim como é mostrado no diagrama
de pareto (Figura 13a). A TPC variou de 25,74 a 108,41 mg EAG/kg de 6leo quando o
estudo de processo foi baseado na variacdo das variaveis St e T. A partir da analise
estatisticas dos efeitos principais (ensaios de 1 a 7, Tabela 6) constatou-se, que embora
tenha ocorrido maior extracdo de compostos fendlicos quando alta temperatura foi
empregada (90 °C) as variaveis ndo mostraram influéncia significativa nesta resposta, como

pode ser observado no diagrama de pareto (Figura 13b).

Figura 13 - Diagrama de Pareto (a) mostrando a influéncia de St e S/F em TPC (mg
EAG/kg de 6leo); Diagrama de Pareto (b) mostrando a influéncia de Ste T em em TPC (mg
EAG/Kkg de 6leo).

Fonte: Propria autoria.
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Os solventes polares em comparacdo com apolares sdo 0s que possuem maior
eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos (HAYOUNI et al.,, 2007). Assim, ja era
esperado que o IPA, com constante dielétrica de 18,3 a 20 °C, ndo seria muito mais eficiente
na extracdo de TPC quando comparado como a agua, O metanol ou acetona
(SMALLWOOD, 1997). Vale ressaltar que a constante dielétrica diminui com o aumento da T
e P o que torna o IPA menos polar. De uma forma geral, na maioria dos 6leos vegetais nao
se espera altas concentragdes de compostos fendélicos, mas no 6leo de castanha do Brasil
obtidos usando IPA pressurizado foi possivel obter valores de TPC superiores aquelas
obtidas por Siger, Nogala-Kalucka e Lampart-Szczapa (2008) em O6leo prensado de
sementes de abdbora (24,6 mg EAC/kg de 6leo), canhamo (24,5 mg EAC/kg de 6leo), soja
(14,8 mg EAC/kg de 6leo), farelo de arroz (14,4 mg EAC/kg de 6leo), colza (13,1 mg EAC/kg
de 6leo), milho (12,6 mg EAC/kg de 6leo), girassol (12,0 mg EAC/kg de 6leo), linho (11,4 mg
EAC/kg de 6leo) e semente de uva (14,8 mg EAC/kg de 6leo).

3.3.3. Composicédo de &acidos graxos (FA)

Os perfis de FA de 6leo da castanha do Brasil obtidos por Soxhlet e PLE usando IPA e
EtOH como solvente na condi¢do otimizada do DCCR - 1, 60 °C, 10,35 MPa, 3 ciclos com 9
min de tempo estatico e a relacdo entre solvente e a matriz (S/F) de 5,6 sdo apresentados
na Tabela 6. O perfil de acidos graxos também foi determinado para todas as condi¢cdes do
DCCR - 2 usando IPA (Tabela 8). Os resultados mostraram que nao teve diferenca no perfil
de FA do 6leo obtido por PLE quando foram usados IPA e EtOH como solvente, mesmo
tendo sido melhor a eficiéncia do IPA.

Quando comparados o perfil de FA do 6leo obtido por PLE nas diferentes condicfes
do DCCR - 2 néo foi observado diferenca na composi¢cdo do 6leo da castanha do Brasil
(Tabela 8). Também o perfil dos FA para o 6leo extraido por PLE é muito semelhante ao do
Oleo extraido por Soxhlet, indicando que o processo de PLE né&o interfere na composi¢ao do
Oleo.

As proporcgfes dos &cidos graxos presentes sdo, o &cido oleico (18:1 n-9) (O) com
35,21 — 37,13%, &cido linoleico (18:2 n-6) (L) com 28,08 - 30,86%, acido palmitico (16:0) (P)
com 16,77 — 18,43% e acido estearico (18:0) (S) com 14,47 — 18,60%. Esta composicao de
FA é similar aos obtidos por Ceriani et al. (2008), Chunhieng et al. (2008) e Miraliakbari e
Shaidi (2008). Embora a porcentagem de &cido linoleico foi maior que oleico para a
composicdo de FA obtidos por Rodrigues et al. (2005) e Santos et al. (2012), de forma geral

o perfil de FA do 6leo da castanha do Brasil sdo similares aos encontados nesta pesquisa. A
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soma de FA monoinsaturados (MUFA = 35,61%) apresentou a maior concentragdo, seguida
de FA saturados (SFA = 31,91%) e poliinsaturados (PUFA < 30,88%). Os principais FA
obtidos a partir de 6leo da castanha do Brasil foram o &cido oleico (18:1 n-9) e &cido
linoleico (18:2n-6), sendo 37% e 30%, respectivamente.

Dietas ricas em MUFA e PUFA (acido linoleico) podem melhorar os fatores de riscos
metabolicos em pacientes com diabetes tipo 2 (ARANCETA; PEREZ-RODRIGO, 2012;
QIAN et al., 2016; IMAMURA et al., 2016). E de acordo com Farvid et al, 2014 e Aranceta e
Pérez-Rodrigo, 2012 o consumo de PUFA (&cido linoleico) em substituicdo de SFA é
recomendado para a prevencao primaria da doenca cardiaca coronaria. As evidéncias
consideradas para estabelecer essas recomendacles estdo relacionadas aos efeitos
favoraveis do &cido linoleico no perfil lipidico do sangue e sua associagdo com menor risco
de eventos de doenca cardiaca coronaria e risco reduzido de diabetes tipo 2 (ARANCETA,
PEREZ-RODRIGO, 2012). Em geral, o dleo da castanha do Brasil pode ser considerado
adequado para consumo humano devido a propor¢cdo equilibrada de &cidos graxos

saturados e insaturados.

3.3.4. Efeitos das variaveis do processo no conteldo de B-sitosterol

O teor de B-sitosterol foi quantificado nos 6leos obtidos por PLE usando IPA como
solvente sob as condi¢cbes de processo do CCRD-2 e os resultados estdo apresentados na
Tabela 6. A analise estatistica empregada para avaliar o efeito de variaveis de processo (St
e T) sobre o conteudo de B-sitosterol presente em 6leos (ensaios 1 a 7, Tabela 6) mostra
que St, T e a interacdo entre St x T ndo tiveram influéncia significativa no conteudo de [3-
sitosterol (p> 0,05).
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Tabela 8 - Perfis de acidos graxos (%, massa) dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil obtidos por extracdo com Soxhlet e alcoois IPA e

EtOH pressurizados.

FA (Simbolo) Soxhlet*

Extracdo com liquido pressurizado

2 EtOH* IPA1° IPA2° IPA3® IPA4® IPA5® IPAG® IPA7° IPAS® IPA9" IPA10° IPA11°
14:0 (M) 001 001 002 001 001 010 001 001 001 001 002 0,01 003 0,02
16:0 (P) 16,77 17,45 17,59 17,16 17,25 17,23 17,64 18,10 17,59 17,53 17,10 1843 1825 17,13
16:1(Po) 009 023 040 004 003 005 008 004 007 010 007 0,04 0,15 0,05
18:0 (S) 15,08 18,60 17,81 16,54 1540 16,57 16,51 14,47 16,28 16,07 16,75 14,86 1586 16,54
18:1n-9(0) 37,13 3551 3521 37,32 37,73 37,31 36,95 38,23 37,29 37,12 37,06 37,29 37,11 36,93
18:2n-6 (L) 30,86 28,09 28,37 28,84 29,53 28,63 2858 29,08 2861 29,03 2883 29,32 28338 29,19
20:0 (A) 006 002 03 008 003 009 011 003 009 011 0,12 0,03 0,13 0,11
18:3n-3(Ln) 0,01 0,08 024 001 002 002 012 004 005 003 0,05 002 0,10 0,02
SFA 31,91 36,08 3578 33,79 3269 33,99 34,32 32,62 3397 3372 34,00 33,33 3426 3381
MUFA 37,22 3574 3561 37,36 37,76 37,36 37,00 38,26 37,36 37,21 37,12 37,34 37,26 36,98
PUFA 30,88 28,18 28,61 28,85 2954 2865 2868 29,12 28,66 29,07 2887 2934 2847 2921
UFA/SFA 213 1,77 180 196 2,06 194 191 207 194 197 194 200 1,92 1,96
@ Bleos obtidos nas seguintes condi¢des: 60 °C. 10,35 MPa e 3 ciclos com 9 min de tempo estatico.
e Oleos obtidos nas condicdes DCCR-2.
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O 6leo obtido nas condicdes do processo de 3 min. De St e 64 ° C (ensaio 1)
apresentou o maior teor de B-sitosterol (40,32 + 0,50 mg / 100 g de 6leo). Outros resultados
com maior teor de [-sitosterol presentes na améndoa de castanha do Brasil foram
publicados como 132,54 mg de B-sitosterol/100g de 6leo (RYAN et al., 2006), 56 mg de B-
sitosterol/100g de Oleo (Ortiz, Moya & Navarro, 2006), 65,5 mg de [-sitosterol/100g
améndoa (Phillips, Ruggio & Ashraf-Khorassani, 2005) e 79 mg de [-sitosterol/100g
améndoa (Da Costa, Ballus, Teixeira-Filho & Godoy, 2010). Esta diferenga no teor [3-
sitosterol presente no 6leo ou améndoa de castanha do Brasil provavelmente esté relaciona
com a mistura de solventes (hexano/isopropilico, cloroformo/metanol e
hexano/etanol/acetona) empregados na extracao da fracdo lipidica das diferentes améndoa
de castanha do Brasil estudadas. O [-sitosterol € bem reconhecido por sua eficacia
terapéutica como agente que reduz os niveis do colesterol (colesterol total no plasma e
lipoproteina de baixa densidade) (DESAI; DONG; MILLER, 2016), e possui atividades anti-
cancer, antiinflamatérias e de protecdo contra doengas cardiovasculares (DESAI; DONG;
MILLER, 2016; SHAHZAD et al., 2017), sendo assim fontes atraentes para o
desenvolvimento de uma variedade de alimentos enriquecidos com este esterol.

Na analise do conteudo de B-sitosterol em funcdo de cada uma das duas variaveis de
processo independentes estudadas, observou-se comportamento semelhante da quantidade
de B-sitosterol para a temperatura e o tempo estatico (Figura 14a e 14b). Para cada uma
das variaveis, duas regides apresentaram picos de conteudo de [3-sitosterol. O maior teor foi
alcancado quando se utilizou baixa temperatura (64 °C) (Figura 14a) e tempo de contato
curto entre o solvente e a matriz (tempo estatico) (Figura 14b) diferindo do rendimento dos
extratos, cujos maiores valores foram alcancados quando alta temperatura de extracdo e
tempo estatico elevado foram utilizados no processo.

Um segundo pico no conteudo de B-sitosterol nos extratos também ocorreu na mesma
condicdo onde o melhor rendimento foi obtido, tanto para temperatura quanto para tempo
estatico (Figura 14a e 14b). Embora o comportamento da variagao do B-sitosterol tenha sido
semelhante entre as duas varidveis do processo, as quantidades foram diferentes. Para
valores de temperatura acima de 86 ° C, como a 90 ° C, houve uma diferenca de 11,72 mg
de B-sitosterol / 100g de améndoa, 0 que ndo ocorreu com 0 aumento do tempo estatico de

9 min por 10 min. Neste caso, a perda foi de 2,01 mg de -sitosterol / 100g de améndoa.
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Figura 14 - Comportamento do rendimento da extracéo do 6leo (X,) e do teor de B-
Sitosterol pela temperatura (a) e tempo estatico (b).

Fonte: Prépria autoria.

4. Conclusodes

Os resultados deste trabalho demonstraram que o IPA foi mais eficiente e seletivo que
o EtOH no processo PLE para obtencdo de 6leo de améndoa da castanha-do-brasil. Os
solventes utilizados néo influenciaram o perfil de FA.

O rendimento de extracdo de Oleo foi influenciado por St e T, mas ndo pela quantidade
de solvente representada pela relacdo S/F, mesmo quando aumentou para quase o triplo na
condicdo 6tima do PLE. Este parametro definitivamente ndo influenciou significativamente
os resultados, o que indica que menores quantidades de solventes podem ser usadas e
representam uma reducdo de custo no processo.

O FFA, o TPC e o B-sitosterol ndo foram influenciados estatisticamente pelas variaveis
do processo estudado (St, relacdo S/F e T) no PLE. Além disso, o perfil de acidos graxos
dos 6leos obtidos nas melhores condi¢Bes de extracdo com IPA pressurizado foi semelhante
ao obtido pelo Soxhlet, além de ser similar ao perfil de acidos graxos do 6leo obtido com
EtOH pressurizado. Assim, isso sugere que o processo de PLE ndo modificou a composi¢ao
do 6leo da semente da castanha, dependendo do solvente ou das condigBes do processo.
Os principais acidos graxos identificados a partir dos 6leos obtidos foram os acidos oleico e

linoleico.
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Nomenclatura

IPA Isopropilico

EtOH Etilico

FA Acidos graxos

PLE Extracdo com liquido pressurizado

FAME Fatty acid methyl esters

DCCR Delineamento composto central rotacional
ADD Desvio médio absoluto.

Xo Rendimento da extragdo de 6leo (%, massa).
FFA acidos graxos livres.
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CAPITULO 3: Efeito do processo de extracdo no rendimento e composicéo de 6leo de
améndoa de pequi (Caryocar brasiliensis) utilizando alcool pressurizado como

solvente

Resumo

O oleo de améndoa de pequi (Caryocar brasiliense) (PKO) é rico em 6mega-9 e altamente
valorizado por suas caracteristicas nutricionais, funcionais e sensoriais. A extracdo com
liguido pressurizado (PLE) foi usada para obter PKO usando isopropanol a temperaturas
moderadas. Os efeitos das variaveis do processo PLE, principalmente tempo estético (St, 2-
10 min) e temperatura (T, 60-90 °C), no rendimento de extracdo de Oleo (Xo), acidos graxos
livres (FFA), conteudo de fendlicos totais (TPC) e conteudo de de [B-sitosterol foram
avaliados, e os perfils dos acidos graxos e triacilglicer6is foram determinados. O Ste T
influenciaram o Xyoe o TPC, mas nao afetaram significativamente os FFA e B-sitosterol. PLE
com isopropanol, por 27 min, recuperou 92,99% de PKO ou 39,66% de X,. Os principais
acidos graxos da PKO foram acido oleico (18:1n-9; 48,28-50,77%), acido palmitico (16: O;
35,49-38,74%) e acido linoléico (18: 2n-6; 8,22-10,92%), e os principais triacilglicerdis foram
dioleil palmitoil glicerol (OOP) (31,55%) e dipalmitoil oleil glicerol (POO) (29,66%). O teor de
B-sitosterol, de 3,96 a 6,33 mg/100 g de dleo, foi relativamente baixo quando comparado a
castanha do Brasil.

Palavras-chaves: 6leo de améndoa, 6mega-9, composto bioativos, acido graxo, améndoa de

pequi
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1. Introducéo

O Pequi (Caryocar brasiliense) é uma planta nativa do Cerrado brasileiro com
significativa relevancia econdmica para as associa¢des e cooperativas envolvidas com este
cultivo (Araujo, 1995), a sua fruta tem uma polpa laranja-amarelada que envolve uma fina
camada de espinhos que por sua vez envolve a semente, e a parte interna da sua semente
contém uma améndoa branca coberta de um tegumento marrom (LEAO et al., 2017).

As améndoas do pequi sdo um subproduto do processamento da fruta (Caryocar
brasiliense) que geralmente sdo descartadas pelas cooperativas e associacdes que a
processam pequi. No entanto, € uma matéria-prima rica em 6leo especial (34,4 a 56,41%) e
proteina (27,65%) (FARIA-MACHADO et al., 2015; Lima, Silva, Trinidade, Torres & Mancini-
Filho, 2007) e compostos bioativos como fendlicos (113,01 a 252 mg GAE/100g de 6leo),
carotenoides (89,82 a 118,42 ug/100g de 6leo), tocoferdis (154,27 a 155,31 mg/kg de 6leo)
e fitosterois totais (793,32 a 808,62 mg/kg de 6leo) (Torres et al., 2016b) de interesse para a
industria de alimentos, farmacéutica e cosmética. Assim o 6leo da améndoa de pequi é
valorizado por apresentar propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (Torres et al.,
2016a).

As técnicas convencionais comumente empregadas para a extracdo do 6leo de
améndoa de pequi utilizam tempos prolongados e baixos rendimentos como a prensagem a
frio ou sé@o termicamente instaveis quando empregam uma técnica rustica de extracao com
agua em alta temperatura (Torres et al., 2016b). No entanto, ndo ha referéncias que
reportam a producédo de 6leo de améndoa de pequi por técnicas de extracao recentes, como
por exemplo a extracdo com liquido pressurizado (PLE). A PLE é ecologicamente corretas ja
que reduzem o tempo de extracdo e consequentemente reduzem a energia e 0s custos,
além disso pode ser feita com emprego de solventes verdes como é o caso do alcool
isopropilico.

O uso da PLE tem mostrado grande potencial para extracdo de 6leo (Castejon, Luna,
Seforans, 2018, Conte et al.,, 2016). Esta técnica consiste de um processo de extragédo
sélido-liquido intermitente, utilizado para matrizes soélidas e semissoélidas, que aplica
temperaturas de moderadas a altas (de 50 a 200 °C) com altas pressdes (10,34 a 20,68
MPa) e geralmente durante tempos curtos (2 a 20 min). Assim, sob estas condi¢bes de
pressdo o solvente € mantido liquido durante todo o processo de extracdo mesmo com
emprego de altas temperaturas. Esta condicdo do solvente aumenta as taxas de
transferéncia de massa, ja que ha um aumento na solubilidade dos solutos em decorréncia

da diminuigéo na viscosidade e tensdo superficial do solvente. Isso permite que o solvente
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difunde-se com maior facilidade atingindo &reas mais profundas da matriz sélida (Sanchez-
Camargo, Ibafnez, Cifuentes & Herrero, 2017).

As informag@es sobre o efeito do processo de PLE no rendimento de extracéo de 6leo
e na composi¢ao do 6leo apds o pré-tratamento da améndoa de pequi sdo escassas. Assim,
o estudo dos efeitos das principais variaveis da PLE pode fornecer informacdes valiosas que
permitirdo propor esta técnica de extragdo como uma alternativa as técnicas de extragdo
convencionais usadas para a recuperacao de 6leo especial de améndoa de pequi.

Nesta pesquisa, a PLE foi utilizada para realizar uma extracéo rapida do 6leo de pequi
com intuito de obter um maior rendimento de 6leo sob temperaturas moderadas (60 a 90°C)
de extracdo. A eficacia da extracdo foi avaliada para cada codicdo empregada. Os efeitos
das variaveis do processo, principalmente tempo estatico e temperatura, foram avaliados no
rendimento de extracdo de 0Oleo, na composi¢cdo em acidos graxos livres, no conteddo de
fendlicos totais e no conteudo de B-sitosterol empregando o delineamento composto central
rotacional (DCCR) e a metodologia de superficie de resposta (Response Surface Analysis —
RSA). Também foi determinado o perfil dos acidos graxos, a composi¢cao em triacilglicerois e

em [3-sitosterol.

2. Material e Métodos

2.1. Material

Os frutos de Pequi (Caryocar brasiliensis Camb.) (Figura 15a) do Cerrado Brasileiro
(Regido do estado de Goias), da safra de 2016, foram adquiridos pela Comercio e
Distribuidora de Frutas Nativas e Exéticas Ltda - CEAGESP e processados na Planta Piloto
do ZEA na FZEA-USP. O exocarpo (casca externa verde), mesocarpo (parte interna
amarelada da casca) e endocarpo (polpa laranja-amarelada) (Figura 15b) foram
manualmente separados, e a camada de espinhos finos que penetra no endocarpo foi
removida por lavagem constante com agua e abrasdo mecanica (METVISA, Brusque, BR).
No Laboratério de Tecnologia de Alta Pressao e Produtos Naturais (LTAPPN), as sementes
(Figura 15c) foram secas em estufa com circulacdo e renovacao de ar forcado (MARCONI
MAOQ35/5, Piracicaba, BR) a 50 °C por 48 h e as cascas das sementes (Figura 15d) foram
separadas manualmente. As améndoas (Figura 15e) foram trituradas com o uso de um
liquidificador doméstico (Walita, Varginha, MG), e as améndoas trituradas foram utilizadas

no processo de extracao.



102

Figura 15 - Frutos de pequi (C. brasiliensis) (a), endocarpo (polpa amarelo-alaranjada)
(b), sementes (c), casca da semente (marrom e duro) (d) e améndoa (incluindo embrido,
endosperma e tegumento) (e).

Fonte: Prépria autoria.

O A&lcool isopropilico (IPA) com pureza de 99,5% e hexano com pureza de 98,5%
foram da LABSYNTH (Séo Paulo, BR). Reagente Folin-Ciocalteu, carbonato de sédio, acido
galico, hidroxido de potassio e metanol foram comprados da Exodo Cientifica (Sumare, BR).
Metanol, etanol, isopropanol, acetonitrile, hexano de grado HLPC/CG foram comprados de
JT Baker (Nova lorque, EUA).

2.2. Planejamento experimental

O delineamento composto central rotacional (CCRD) foi escolhido para avaliar as
variaveis do processo da PLE de 6leo da améndoa de pequi, devido a suas vantagens
(Rodrigues & lemma, 2005). Apenas duas variaveis de processo foram escolhidas no
planejamento experimental, o periodo de contato entre a matriz e o solvente em cada batch
ou ciclo, denominado tempo estatico (St) e a temperatura (T). A escolha destas variaveis
baseou-se teste preliminar e também em outros resultados de pesquisa deste grupo de
pesquisa (De Oliveira, Cornelio-Santiago, Fukumasu & Oliveira, 2018). Um CCRD 2°
incluindo 4 ensaios nas condicdes axiais e 3 repeticdes no ponto central foi usado para
avaliar a influéncia das variaveis independentes, o St (2 a 10 min) e a T (60 a 90 °C) (Tabela

9) nas variaveis dependentes consideradas como respostas na avaliacdo da PLE. Foram
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consideradas o rendimento de extracdo de 6leo (X,), os acidos graxos livres (FFA) e o
conteudo de fendlicos totais (TPC). O modelo polinomial completo envolvendo os principais
efeitos (termos de primeira ordem), os termos de interagdo entre as variaveis e termos de

segunda ordem foram utilizados (Equacao 6) para ajustar as respostas.

Y = by + byA + byB + b3AB + byA? + bsB? (6)
onde: Y é varidvel dependente ou resposta (X,, FFA e TPC), by € um coeficiente constante
dos modelos, A e B representam as varidveis codificadas independentes; A = St, B=T
variando de — 1,41 a + 1,41 (Tabela 9), by a bs sdo os coeficientes de regressao a serem
determinados, b; abs; sdo os coeficiente de primeira ordem, bs € o coeficiente de interacéo e
b, a bs sdo os coeficientes de segunda ordem do modelo de regresséo.

Os resultados experimentais foram analisados utilizando o programa Statistica
(StatSoft, Inc., v.12.0, EUA) para identificar os efeitos das varidveis de processo nas
respostas de interesse. Para verificar a qualidade de ajuste do modelo estatistico foi
realizado a analise de variancia (ANOVA) com nivel de confianga de 95% para avaliar o
efeito de cada variavel. E calculou-se o desvio médio absoluto (AAD) usando a Equacao 7.
Os efeitos das variaveis sdo observadas nas superficies de resposta e nos graficos de

contorno.

1
AAD(%) = HZinzl(lYi,exp - Yi,predl/Yi,exp) x 100 (7)
onde n é o nimero total de dados experimentais, pred é o valor predito pelo modelo e exp é

o valor experimental determinado em cada condi¢do do processo de extragao (i).
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Tabela 9 - Matriz de DCCR com resultados de rendimento de extra¢éo de 6leo (X,), conteudo de fendlicos totais (TPC), acidos graxos livres
(FFA) e conteudo de B-sitosterol do 6leo de améndoa de pequj obtido por alcool isopropilico pressurizado.

Ensaio St (min) T(C) Xo (%, massa) reCL?plgfado (mg EA-\rg/(I-(:g 0leo) IZ;:;\ (m%_lsll(t)c())Stgegcl)(leo) (mg/f(igltg z[r?wrgrlldoa)

Variavel real (C) Exp® Pred ARD (%) (%) Exp Pred AAD (%) Exp Exp Exp?
1 3 (-1) 64 (-1) 35,74 35,79 0,15 83,79 97,12 91,55 5,73 0,24 4,06 1,45
2 9(2) 64 (-1) 37,50 37,41 0,24 87,92 113,33 107,77 4,91 0,21 5,47 2,05
3 3(-1) 86 (1) 38,17 38,09 0,21 89,49 326,40 320,83 1,71 0,24 4,58 1,75
4 9(2) 86 (1) 39,66 39,71 0,12 92,99 589,46 583,89 0,94 0,24 4,48 1,78
5* 6 (0) 75 (0) 37,73 37,75 0,07 88,45 256,58 276,01 7,57 0,21 3,98 1,50
6* 6 (0) 75 (0) 37,65 37,75 0,26 88,28 266,49 276,01 3,57 0,21 3,96 1,49
7* 6 (0) 75(0) 37,81 37,75 0,17 88,66 282,70 276,01 2,37 0,21 5,01 1,89
8 2 (-1,41) 75 (0) 36,90 36,61 0,78 86,51 393,06 177,56 54,83 0,25 4,28 1,58
9 10 (1,41) 75 (0) 38,88 38,89 0,03 91,16 64,23 374,46 38,64 0,21 5,25 2,04
10 6 (0) 60 (-1,41) 36,25 36,13 0,33 84,99 322,79 27,36 91,53 0,21 6,33 2,29
11 6 (0) 90 (1,41) 39,37 39,37 0,01 92,30 534,05 524,66 1,76 0,25 4,13 1,63

*Ponto central; C: codificado; °base seca; St: tempo estatico; T: temperatura; Exp: valor experimental; Pred: valor previsto por modelo; AAD:
desvio médio absoluto; EAG: equivalente de acido galico; FFA (%): Acidos graxos livres expressos em percentagem de acido oleico.



105

2.3. Caracterizagdo da méateria-prima

A umidade das améndoas trituradas de Pequi foi determinado de acordo com o
método 931.04 (AOAC, 2005), os lipidios totais segundo o método 963.15 (AOAC, 2005), as
proteinas foram determinadas pelo método de Kjeldahl (método 970.22), utilizando fator de
6,25 para conversdo do nitrogénio total em proteina (AOAC, 2005), a determinacdo de
cinzas foi realizada de acordo ao método 972.15 (AOAC, 2005) e os carboidratos totais
foram determinados por diferenca. As analises descritas nesta se¢do foram realizadas em
triplicata.

A caracterizagéo fisica das améndoas trituradas foi realizado em termos de didmetro
médio da particula de acordo com o método S319.4 (ASABE, 2012). A densidade real (p;) foi
medida em pichédmetro de gas hélio (Quantachrome Ultrapyc 1200e, Boynton Beach, USA)
pela Central Analitica-IQ/UNICAMP. A densidade aparente (p,) € a porosidade do extrator
(34 cm?®) de leito fixo (€) foram realizados de acordo aos procedimentos descritos por

Cornelio-Santiago, De Oliveira, Goncgalves & Oliveira (2017).

2.4. Métodos de extracéo de 6leo

2.4.1. Extragéo por Soxhlet

Os lipidios totais também foram extraidos pelo método Soxhlet usando hexano como
solvente de acordo com o procedimento descrito por Cornelio-Santiago, De Oliveira,
Goncalves & Oliveira (2017), com a finalidade de comparacdo. Aproximadamente 10 g de
améndoa triturada e 200 mL de hexano foram utilizados. O 6leo recuperado foi seco até

peso constante e armazenado sob congelamento (-20 °C) para andlises posterior.

2.4.2. Extragdo com liquido pressurizado (PLE)

A extracdo do Oleo para os 11 ensaios foram realizados em um sistema Dionex ASE
150 (Thermo Fisher Scientific, Newington, EUA) usando alcool isopropilico (IPA) como
solvente. Os parametros do processo intermitente de extracdo, mantidos constantes, foram
a razdo entre o volume de solvente e a massa da améndoa triturada (S/F = 5,8 mL/g),
presséo (P = 10,35 MP), numero de bateladas ou ciclos (C = 3) e tempo de purga (tP = 100
s). A entrada dos parametros foi programada no painel de controle do sistema Dionex ASE
150. Aproximadamente 10 g de améndoa triturada de pequi foram empacotadas no extrator
de leito fixo com 34 cm® e dimensdes de 2,9 cm de didmetro interno e 5,19 cm de altura

interna. Em uma das saidas da célula fechada foi acondicionado um filtro de papel, a célula
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foi acondicionada no forno e iniciou-se o bombeamento do solvente para dentro do extrator.
Com o aquecimento do forno até a temperatura desejada (Tabela 9) iniciou-se o aumento da
presséo (até 10,35 MPa). Apoés atingir o equilibrio da T e da P o solvente permaneceu em
contato com a matriz na primeira batelada ou ciclo (C) durante o tempo de contato
estabelecido (St) (Tabela 9). Apds este tempo, o extrato foi coletado, uma nova corrente de
solvente puro entrou na célula de extragdo sendo o extrato coletado novamente apos o St
programado, mantendo sequencialmente as condicbes do processo até completar-se o
namero de bateladas ou ciclos (C) que foi fixo em 3. Ao final o gas N, foi utilizado para
remover o extrato remanescente na célula com um tempo de purga fixo em 100 s.

Apbs o término da extracdo, o solvente do extrato (6leo, outros compostos e solvente)
foi evaporado no evaporador rotativo (MARCONI, MA-120, Piracicaba, BR) a 50 °C por 40
min, o material extraido recuperado foi seco até peso constante.

O material extraido foi fraccionado, em 6leo e outros compostos por centrifugacéo a
4500 g e 24 °C por 20 min. Apés a separagdo, o Oleo recuperado foi armazenado sob
congelagéo (-20 °C) para analises posterior.

O rendimento de extracdo de Oleo (X,) foi calculado pela razéo entre massa total do

6leo (m,) e massa da améndoa triturada (fmg,) em base seca, de acordo com a Eq. (8).

Xo = (Mo /fmgp) x 100 (8)

2.5. Acidos graxos livres, perfil de acidos graxos e triacilglicerdis

Os 6leos obtidos de améndoa triturada de pequi por PLE e SE foram avaliados em
termos de seu perfil de acidos graxos (FA) e acidos graxos livres (FFA). Determinou-se o
valor de acidos graxos livres (FFA), utilizando o método oficial AOCS Cd 3d-63 (AOCS,
2009).

Os Oleos foram preparados em forma de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME)
de acordo como o método 991.39 (AOAC, 2005). Os FAME foram analisados por
cromatografia gasosa (CG) acoplado ao espectro de massas para determinar o perfil dos
FA, de acordo com uma forma adaptada por Cornelio-Santiago, De Oliveira, Gongalves &
Oliveira (2017) do método 996.06 (AOAC, 2005).

O perfil de triacilglicer6is (TAG) do 6leo de améndoa de pequi foi determinado de
acordo ao procedimento descrito por Cornelio-Santiago, De Oliveira, Gongalves & Oliveira

(2017) usando o algoritmo estatistico sugerido por Antoniosi Filho, Mendes & Langas (1995).

2.6. Conteudo de fendlicos totais (TPC)
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A extracdo metandlica dos compostos fitoquimicos a partir do 6leo obtidos por PLE
foram realizados empregando a metodologia descrita por Montedoro, Servili, Baldioli &
Miniati (1992) com adaptacéo. O 6leo (0,5 g) foi misturado com metanol (0,5 mL), agitado
com Vortex a 6000 rpm por 20 min, centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10 min e o
sobrenadante recuperado. Este procedimentos foi realizado duas vezes. O sobrenadante
recuperado foi misturado com 4gua destilada (0,25 mL), agitado com Vortex 6000 rpm por 2
min, centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10 min e o sobrenadante recuperado.

O conteudo de fendlicos totais (TPC) dos Oleos foram avaliados empregando o
método descrito por Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventds (1999) com adaptacdo para
um volume final de solucdo de 3 mL. Nesta analise, 0,3 mL de extrato metandlico foi
misturado com 1,364 mL de agua destilada em um tubo de ensaio de 10 mL, seguido pela
adicdo de 0,136 mL de reagente F-C. Esta solugédo ficou em repouso durante 8 min a
temperatura ambiente (24 + 0,5 °C). Em seguida foi adicionado 1,2 mL de solugcdo de
carbonato de sodio 7,5%. Apds os 120 min de reagéo a temperatura ambiente (24 + 0,5 °C),
a absorbancia foi lida a 760 nm usando um espectrofotdbmetro UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific, Genesys 10S, EUA). A rea¢do do padréo foi preparada da mesma forma usando
0,3 mL de metanol e agua destilada (v/v, 80/20) em substituicdo do extrato metandlico. A
TPC foi calculado usando a curva padrdo de acido gélico, nas concentracdes de solugéo
padréo de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/L (Figura A2)

2.7. Determinagao de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As amostras foram prepararas como base na metodologia descrito por Mazalli,
Saldanha & Bragagnolo (2003) e Ortiz, Moya & Navarro (2006). Aproximadamente 0,25 g de
Oleo foi saponificada com 20 mL da solugcdo etandlica de KOH a 15% a temperatura
ambiente por 12 h, posteriormente adicionou-se 10 mL de solugdo saturada de NaCl e a
extracdo da fase organica foram realizadas duas vezes usando 5 mL de n-hexano apoés a
agitacdo com vortex por 5 minutos.

A quantificacdo do B-sitosterol foi realizado com base na metodologia descrita por
Mazalli, Saldanha & Bragagnolo (2003) usando um sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, JP)
equipado com um detector de arranjo de diodo (SPD —M20A), uma coluna analitica C18
(100mm x 4.6mm, 4.0um de tamanho de particula) (Chromolith, Merck, Darmstadt, GE),
temperatura do forno de 40 °C, fase movel acetonitrilazisopropanol (85:15), vazédo 1,0
mL/min e volume de injecdo de 20uL, e os cromatogramas foram extraidos na leitura de 208

nm. O B-sitosterol foi identificado através da comparacédo do tempo de retencdo de cada
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amostra com o padréao de B-sitosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e quantificacédo
através das areas dos picos correspondentes, por padronizacdo externa e os resultados
foram expressos em mg por 100 g de 6leo (Figura A3).

3. Resultados e discussoes

3.1. Caracterizagdo da matéria-prima

A analise centesimal das améndoas trituradas de Pequi, assim como as
caracteristicas fisicas do leito fixo de extracéo utilizados neste estudo sao descritos a seguir,
o diametro médio das particulas foi 1,18 mm (x 0,01), a densidade real e aparente foram
1,09 (+ 0,01) e 0,36 (+ 0,01) g/cm® respectivamente. E a porosidade do leito fixo de
extracdo foi 0,64. A matéria-prima apresentou baixa umidade (2,33 % + 0,14) em
comparagéao ao reportado por Lima, Silva, Trinidade, Torres & Mancini-Filho, (2007) (8,68%).
O contetdo de lipidios totais foi de 42,65% (x 0,06), utilizando éter de petréleo como
descrito na metodologia, resultado semelhante foi reportados por Faria-Machado et al.,
(2015) (34,4 a 48,5%) e maiores valores foi reportado por Lima, Silva, Trinidade, Torres &
Mancini-Filho, (2007) (56,41%). Valor semelhante de teor de proteina (27,48 + 0,05%) do
presente estudo foi reportado por Lima, Silva, Trinidade, Torres & Mancini-Filho, (2007)
(27,65%). O teor de cinza foi de 4,54% (+ 0,03) e carboidratos totais foram de 25,33 (x
0,02). O valor de cinza é consistente com o resultado (4,39%) reportado na literatura (Lima,
Silva, Trinidade, Torres & Mancini-Filho, 2007), no entanto, para carboidratos totais foram
reportados valores muito baixos (11,53%) (Lima, Silva, Trinidade, Torres & Mancini-Filho,
2007).

3.2. Rendimento de extracdo de Oleo

Extracdo por Soxhlet usando hexano como solvente também foi utilizado para
determinar os lipidios totais das améndoas trituradas de Pequi, para fins de comparacéo. Os
lipidios totais das améndoas trituradas de Pequi (46,47 + 0,72%, em base seca) esta entre
os valores intermediérios encontrados na literatura, sendo 56,41% os lipidios totais extraidos
com hexano (Lima, Silva, Trinidade, Torres & Mancini-Filho, 2007) e de 34,4 a 48,5% de
lipidios totais extraidos usando éter de petroleo (Faria-Machado et al., 2015). Essas
variagbes no contetdo de lipidios entre plantas da mesma espécie podem ser explicadas

por diferencas no clima, no solo, nas praticas agricolas, a qualidade fisica das amostras e
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principalmente pelo método utilizado para obter a fragéo lipidica, o solvente usado e/ou o
pré-tratamento empregado antes da extracao.

3.1.1. Extrag&o com liquido pressurizado (PLE)

De acordo com os resultados da extracdo do 6leo de améndoas de Pequi com
isopropanol pressurizado (Tabela 9), o Xy variou de 35,64 a 39,66% e os maiores valores de
X, foram obtidos quando as extracdes foram realizadas nas condicbes dos ensaios 4
(39,66%) e 11 (39,37%). Na analise estatistica dos ensaios 1 a 7 (Tabela 9) constatou-se
que o efeito de interacdo de St x T ndo teve influéncia significativa no X,, mas os efeitos das
variaveis independentes St e T tiveram influéncia (p < 0,05) no X,, como pode ser observado
no diagrama de Pareto (Figura 16a). Na ANOVA foram considerados significativos os
parametros com p-valor menor que 5% e estes resultados afirmam que o modelo de
primeira ordem (Eq. (9)) ajustou-se bem aos dados experimentais do X, em fungéo de St e
T, com coeficiente de determinac&o (R?) de 99,81% (Tabela 10).

Este modelo pode ser considerado adequado para descrever o processo de extragdo
de solutos (Oliveira, Destandau, Fougére & Lafosse, 2014).

Com o resultados obtidos para o 6leo das améndoas de pequi, pode-se identificar que
a influéncia das variaveis do processo tem o mesmo comportamento observado para a
castanha do Brasil. Na comparacdo entre estas duas matérias-primas, nota-se que 0
empregos de isopropanol pressurizado no processo intermitente de extracdo tem influéncia
da St e da T, mas néo da interacdo entre eles.

Na ANOVA para os 11 ensaios (Tabela 10) verificou-se que o modelo de segunda
ordem também foi significativo (Feac = 271,95 > Fp = 5,05 e R?= 99,63%) para 0 Xo, mas
como o p-valor dos efeitos quadraticos de St* (0,67) e T? (0,24) foram maiores que 5%,
entdo o modelo de primeira ordem se adequa melhor para predizer os valores
experimentais, o qual foi confirmado com os valores baixos de desvios relativos médios
(AAD) obtidos com a predigdo dos valores do X, usando o modelo de primeira oderm
(Tabela 9).

X, = 37,75 + 0,81(St) + 1,15(T) (9)
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Tabela 10 - Coeficientes de regressao, valor-p e andlise de variancia (ANOVA). Modelos de primeira ordem para rendimento de extracdo de
6leo (Xo) e conteudo de fendlicos totais (TPC) de 6leo de améndoa de pequi obtido por alcool isopropilico pressurizado.

Fontes Coeficiente Soma dos quadrados GL Quadrado médio Valor-F Valor-p
Modelo 37,75082 7,944273 3 2,648091 515,4708 0,000000
A - St (min) 0,81381 2,649136 1 2,649136 515,674 0,000187
B-T(°C) 1,14861 5,277240 1 5,277240 1027,254 0,000067
AB-StxT -0,06689 0,017898 1 0,017898 3,484 0,158797
Residuo - 0,015412 3 0,005137 - -
Total - 7,959685 6 - - -
R?=99,81%

Modelo 276,0103 159131,77 3 53043,92 249,7773 0,000018
A - St (min) 69,8198 19499,2 1 19499,2 91,8195 0,002412
B-T(°C) 176,3514 124399,2 1 124399,2 585,7805 0,000155
AB-StxT 61,7117 15233,3 1 15233,3 71,7319 0,003456
Residuo - 637,1 3 212,3649 - -
Total - 159768,9 6 - - -
R*=99,63%

Significancia estatistica p <0,05; Ftab = 9,28.
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Figura 16 - Diagrama de Pareto (a) e curva de contorno (b) mostrando a influéncia de Ste T
no X (%, massa); Diagrama de Pareto (c) e curva de contorno (d) mostrando a influéncia de
Ste T no TPC (mg EAG/kg de 6leo).

Fonte: Prépria autoria.

Também foi possivel verificar através da curva de contorno (Figura 16b) que o maior
rendimento de extracdo de 6leo foi no St de 9 min e na T de 86 °C, o comportamento
observado indica que 0 X, aumentou com o aumento do St e da T. Os efeitos de aumento
do St e da T indicam que uma maior solubilidade do 6leo pelo IPA ocorre em funcdo da
diminuicdo da viscosidade do 6leo e aumentando a difusividade do solvente em fungéo do
aumento da temperatura, facilitando assim a difusdo do 6leo pela matriz sélida. O tempo de
contato prolongado (St) possibilita a maior interacdo deste solvente com a matriz o que
interfere positivamente na solubilidade do o6leo, assim os dois efeitos em conjunto
favoreceram a extracdo de 6leo, o que acarreta em um maior rendimento X,. Estes dados
indicam que as condicbes de extracdo otimizadas para as améndoas de pequi sdo as
mesmas para a castanha do Brasil.

O rendimento do 6leo obtido via PLE variou de 35,74 a 39.66 % (Tabela 9) o que
implica em uma recuperacao de 6leo de 83,79 a 92,98 % quando comparado a quandidade

de lipidios presentes nas améndoas. Na extracdo via Soxhlet a extracdo ocorre por um
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periodo de 6 h, usando uma razao de solvente (S/F) de 200 mL de solvente/g de amostra de
éter de petréleo ou hexano. Na extragdo com isopropanol pressurizado, um solvente polar,
foram necessérios apenas 27 min de extracdo e uma razdo de solvente S/F de 5,8 mL de
solvente/g de amostra para se obter uma alta porcentagem de recuperacdo de 6leo. A alta
presséo (10,35 MPa) é responsavel pelo curto tempo de extracdo empregado na obtencéo
do 6leo de améndoa de Pequi porque induz o solvente a se difundir pela matriz sélida
porosa.

Ensaios complementares foram realizados na condicdo de extracdo que propiciou 0
maior rendimento (Ensaio 4, Tabela 9) para verificar a influéncia do aumento do volume do
solvente ou da razdo S/F no resultado. Considerando que o aumento da razdo S/F poderia
aumentar a difusdo pelo aumento da disponibilidade de solvente e consequentemente pelo
seu maior poder de solvatacdo, outras razdes foram empregadas, de 5,8, 7,5 e 15,5, no
entanto, nao foi observado um aumento consideravel do X,, que resultaram em 39,66% (z
0,15), 39,90% (+0,12) e 40,02% (+0,10) respectivamente na condigdo de maior rendimento.
O incremento no aumento do solvente ndo acarreta em consideravel aumento da extracao,
portanto mais uma vez comprova-se a eficiéncia deste método na economia de solvente.
Além de possibilitar altos rendimentos de extracdo de 6leo pelo emprego de um solvente
polar e seguro para a saude (alcodl isopropilico).

3.3. Caracterizacao do 6leo

3.3.1. Influéncia das variaveis do processo nos acidos graxos livres

Os valores de acidos graxos livre (FFA) determinados para o 6leo de améndoa de
Pequi obtidos nas diferentes condigbes de processo (11 ensaios) sdo mostrados na Tabela
9. O efeito principal das variaveis do processo (St e T) na proporcdo de &cidos graxos livre
presentes no 6leo foram avaliados por andlise estatistica. Esta analise mostrou que St, T e a
interacdo entre (St x T) ndo tiveram influencia significativa (p > 0,05) sobre os acidos graxos
livres presentes nos 6leos, indicando que as condi¢cdes de processo empregadas (St e T)
nao tiveram infuéncia na porcentagem destes acidos graxos livres presentes no 6leo. Pelo
fato de ser empregado curto St, considera-se que n&o houve tempo para que a T
empregada atuasse de uma forma desfavoravel. Além disso a PLE € livre de oxigénio, o que
evita oxidacdo do Oleo. A porcentagem de acidos graxos livres apresentados nos 6leos
obtidos (Tabela 9), provavelmente representam aos acidos graxos livres provenientes nas
proprias améndoas trituradas ou gerados no pre-tratamento das mesmas. Estes valores de

acidos graxos livres presentes no 6leo de améndoa de Pequi, expressos em % de acido
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oleico, variram de 0,21 a 0,25 % (Tabela 9) e estdo com valores inferiores aos 6leos obtidos
por Soxhlet (0,30 + 0,01%), ou daqueles obtidos com agua em altas temperaturas (0,51
KOH/g de 6leo ou 0,26%) e por pressagem a frio (1,09 KOH/g de 6leo ou 0,55%) (Torres et
al., 2016b). Com os padrdes fornecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para os 6leos prensados a frio e ndo refinados (4 mg KOH/g de 6leo ou 2,01%
expressos como acido oleico) (Brasil, 2005) e pela Comissdo do Codex Alimentarius para
Oleo refinado (0,6 mg KOH/g 6leo ou 0,30% expressos como &cido oleico) (FAO, 1999)
constata-se que o Oleo da améndoa de pequi obtido via extragdo com isopropanol

pressurizado apresenta-se com valores comformes com os limites estabelecidos.

3.3.2. Influéncia das variaveis do processo no contetdo de fendlicos totais (TPC)

Os resultados do TPC variaram de 64,23 a 589,46 mg EAG/kg de Oleo para as
diferentes condi¢gfes de processo (11 ensaios). A andlise estatistica dos ensaios de 1 a 7
(Tabela 9) mostrou que o0 St, a T e a interacdo entre (St x T) influenciaram (p < 0,05) na
TPC, assim como pode ser obsevado no diagrama de pareto (Figura 16c). Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e foram considerados significativos os
parametros com p-valor menor que 5% (Tabela 10). Esta analise indica que o modelo de
primeira ordem (Eqg. (10)) se ajustou bem aos dados experimentais do TPC em funcdo das
variaveis de processo (St e T). Também foi possivel verificar através da curva de contorno
(Figura 16d) que a maior TPC ocorreu quando o St foide 9 mine a T de 86 °C.

Na analise estatistica das variaveis do processo (St e T) para os 11 ensaios verificou-
se na ANOVA gue o modelo de segunda ordem nao foi significativo (F¢ac = 2,43 < Fia, = 5,05
e R?= 70,85 %) para o TPC, sendo considerado o modelo de primeira ordem como o

modelo adotado para predezir os valores experimentais.

TPC = 276,01 + 69,82(St) + 176,35(T) + 61,71(St)(T) (10)

Normalmente compostos fendlicos sdo extraido eficientemente usando solventes
polares (Hayouni, Abedrabba, Bouix & Hamdi, 2007). Entdo € de esperar que o IPA usado
neste estudo seria mais eficiente na extracdo de TPC quando comparado como a extragcdo
de 6leo utilizando solventes apolares. Assim, foi possivel obter valores de TPC superiores
aqueles reportados por Delfan-Hosseini, Nayebzadeh, Mirmoghtadaie, Kavosi & Hosseini
(2017) em oOleo de semente de beldroega obtidos por extracdo com hexano (119,81 mg
GAE/ kg de 6leo), pressagem a frio (66,51 mg GAE/ kg de 6leo) e pressagem a frio assistido

por micro-ondas (155,65 mg GAE/ kg de 6leo), e também aqueles reportados por Polari,
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Garci-Aguirre, Olmo-Garcia, Carrasco-Pancorbo & Wang (2018) em azeite extra-virgem de
oliva (228 a 273 mg Equivalente de acido cafeico (CAE)/kg de 6leo).

3.3.3. Influéncia das variaveis do processo no perfil de acidos graxos (FA) e triacilglicerois

Os resultados do perfil de &cidos graxos do 6leo de améndoa de pequi obtidos por
PLE nas direntes condi¢cdes de extracdo e por Soxhlet sdo mostrados na Tabela 11. N&o foi
observado diferenca no perfil de &cidos graxos dos 6leos obtidos por PLE (11 ensaios,
Tabela 9). O perfil de &cidos graxos do 6leo extraido por Soxhlet foi muito semelhante ao
Oleo obtido por PLE, o que indica que na comparacdo nestes dois processos ndo ha
diferencas na composi¢éo de acidos graxos do 6leo de améndoa de pequi. A composi¢édo de
FA encontrados nesta pesquisa (Tabela 11) é semelhante aos obtidos por Faria-Machado et
al, (2015). Embora a porcentagem de &cido graxo oleico foi maior para composicdo de
acidos graxos obtidos por Torres et al, (2016a) e foi menor para a composi¢cado de acidos
graxos obtido por Lima, Silva, Trinidade, Torres & Mancini-Filho, (2007), de forma geral o
perfil de FA do 6leo de améndoa de pequi sdo similares aos encontados nesta pesquisa. O
acido oleico (18:1 n-9, O) com 48,28 — 50,77%, o acido palmitico (16:0, P) com 35,49 —
38,74% e acido linoleico (18:2 n-6, L) com 8,22 — 10,92% s&o 0s acidos graxos que estavam
presentes em concentracfes mais altas que os demais. A soma de FA monoinsaturados
(MUFA = 49,30%) apresentou a maior concentracdo, seguida de FA saturados (SFA =
39,33%) e poliinsaturados (PUFA < 11,04%). Dietas ricas em MUFA tem demonstrado
efeitos na satde como por exemplo, melhorar os fatores de riscos metabdlicos em pacientes
com diabetes tipo 2 (Qian, Korat, Malik & Hu, 2016; Imamura et al., 2016).

O pefrfil de triacilgliceréis do 6leo da améndoa de pequi sdo apresentados na Tabela
12. Os resultados mostraram que o 6leo de améndoa de pequi (Caryocar brasiliensis) tem
maior concentracdo de triacilglicer6is como OOP (31,55%), POP (29,66%), POL + PLO
(12,06%), OOO (8,72%), PLP (6,13%) e OOL (4,74%) na sua composi¢cdo e pequenas
concentragdes de outros triacilglicerdis como POS (3,30%), OOS (1,74%), LLP (1,19%) e
LLO (0,91%).
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Tabela 11 - Perfis de acidos graxos (%, massa) do 6leo de améndoa de pequi obtido por extracdo com Soxhlet e &lcool isopropilico
pressurizado.

FA (Simbolo) Soxhlet Ensaios de extragdo com liquido pressurizado usando alcool isopropilico (DCCR)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

14:0 (M) 0,43 0,20 0,14 0,26 0,12 0.11 0.34 0,28 0,22 0,26 0,33 0,69
16:0 (P) 35,49 375 36,55 38,74 3781 3767 3811 37,05 37,79 36,13 37,90 37,34
16:1(Po) 0,99 0,39 0,86 0,49 0,22 0,21 0,67 0,53 0,42 1,02 0,72 0,40
18:0 (S) 3,41 2,51 3,42 1,43 2,26 2,33 1,88 2,70 2,47 3,66 1,98 2,37
18:1n-9 (O) 48,64 49,40 48,80 50,77 49,96 49,59 49,62 49,10 49,12 48,28 50,34 50,41
18:2n-6 (L) 10,92 9,9 10,19 8,27 9,61 10,05 9,22 10,27 9,93 10,60 8,55 8,22
18:3n-3 (Ln) 0,12 0,04 0,03 0,04 0,02 0,05 0,15 0,06 0,05 0,06 0,19 0,56
SFA 39,33 40,26 40,11 40,44 40,19 40,10 40,33 40,04 40,48 40,04 40,21 40,40
MUFA 49,63 49,79 49,66 51,26 50,18 49,79 50,29 49,63 49,54 49,30 51,06 50,82
PUFA 11,04 9,95 10,23 8,31 9,63 10,11 9,37 10,33 9,98 10,66 8,74 8,78
UFA/SFA 1,54 1,48 1,49 1,47 1,49 1,49 1,48 1,50 1,47 1,50 1,49 1,48

Tabela 12 - Provavel composigéo de triacilglicerois do 6leo de améndoa de pequi.

Grupo (X:Y) ? Triacilglicerois ” Massa molar (g.mol™) Molar (%) Massa (%)
C50:1 POP 833,37 30,37 29,66
C50:2 PLP 831,35 6,29 6,13
Ch2:1 POS 861,42 3,27 3,30
C52:2 OOP 859,41 31,34 31,55
C52:3 POL+ PLO 857,39 12,01 12,06
C52:4 LLP 855,38 1,19 1,19
C54:2 00Ss 887,46 1,67 1,74
C54:3 000 885,44 8,40 8,72
C54:4 OooL 883,43 4,58 4,74
C54:5 LLO 881,41 0,88 0,91

& X: numero de carbonos (excluindo glicerol carbonos) e Y: nimero de duplas ligacdes.
® Grupos com composicéo total de triacilgliceréis menor que 0,5% foram ignorados.
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De forma geral a composicao dos triacilgliceréis do 6leo de améndoa de pequi do
presente trabalho foram semelhantes aos resultados analiticos reportados por Guedes et al,
(2017) e Segall, Artz, Raslan, Ferraz & Takahashi, (2006) para o 6leo de polpa de pequi
(Caryocar brasiliensis), sendo OOP e POP os triacilglicer6is com maior concentra¢éo neste
Oleos. Facioli & Goncalvez, (1998) reportaram maior concentracdo de POP (27,6%) em
relacdo a OOP (22,9%) para 6leo de polpa de pequi. Também composi¢cdo semelhante dos
principais triacilgliceréis foram reportados por Dresen, Prasad and Gilz, (1989) para 6leo de
améndoa de Caryocar coriaceum, mas com concentracdes muito maiores de POP (52,8%)
em relacdo a OOP (37,7%).

Em geral, o 6leo da améndoa de pequi pode ser considerado adequado para o
consumo humano devido a proporgéo equilibrada de acidos graxos saturados e insaturados
e pela composi¢do em acidos graxos saturados e o odor agradavel que esta possue, o0 que
permite ser utilizado para a substituicdo parcial da mantega do cacao na produgéo de

chocolate.

3.3.4. Influéncia das variaveis do processo no contetudo de (3-sitosterol

Os resultados do contetudo de B-sitosterol no 6leo obtido nas diferentes condicdes
foram utilizados na andlise do efeito principal das variaveis do processo (St e T) através da
andlise estatistica dos ensaios 1 a 7 (Tabela 9). Esta analise mostrou que St, T e a interacao
entre (St x T) nédo tiveram influéncia (p > 0,05) sobre o conteudo de B-sitosterol nos éleos. O
conteudo de -sitosterol dos 6leos analisados apresentou valores entre 3,96 a 6,33 mg/100g
Oleo. Matos (2007) e Torres et al, (2016a) relataram que o 6leo de améndoa de pequi obtido
por presagem a frio continha conteudo de B-sitosterol de 120 mg/100 de 6leo e entre 22,09
a 27,32 mg/100g de dleo, respectivamente. Também valores de conteldo de B-sitosterol
entre 20,47 a 27,88 mg/100g de 6leo obtido usando agua em temperaturas préximos do
ponto de ebuli¢ao foi reportado por Torres et al, (2016a). Esta diferenga no conteudo de B-
sitosterol ndo deve ser atribuida somente ao processo empregado, mas também a influencia

do tipo de solo e as condi¢fes climaticas onde foi plantado o pequi.

4. Conclusdes

Este estudo demonstrou que o St e a T influenciou significativamente o X,, 0 maior X,
(39,66%, massa) ocorreu nas condicdes de St de 9 min e T de 86 °C, apenas um tempo de
extracdo de 27 min foi suficiente para permitir recuperar 92,99% do 6leo contido na
améndoa triturada de pequi. Também este estudo demostrou que mesmo quando

aumentou-se para quase o triplo a relacdo S/F ao aplicar a mesma condicdo de maior X, (St
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de 9 min e T de 86 °C) na PLE. Este parametro (relacdo S/F) ndo causou impacto no Xg, 0
gue significa que menores quantidades de solventes podem ser usadas para obter o mesmo
Xo. Esses resultados confirmam que a extracdo exaustiva, em um processo intermitente com
uma pequena quantidade de solvente, dividida em ciclos, pode ser usada como uma forma
de extrag&do, com uma economia substancial de solvente e energia no processo.

Também o St e a T influenciou significativamente o TPC, mas néo influenciaram os
FFA e o conteudo de B-sitosterol. O perfil de acidos graxos do 6leo obtido com IPA
pressurizado foi comparavel ao obtido por Soxhlet, indicando que o processo de extracao
com IPA pressurizado ndo modificou o perfil de acidos graxos do 6leo da améndoa de pequi.
O principal acido graxo e triacilglicerol no 6leo de améndoa de pequi foram o acido oleico
(w-9) e OOP.
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CAPITULO 4: Extragdo com liquido pressurizado de éleo rico em w-3 da semente de
Sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. Nov.): Efeitos do processo de extracéo

no rendimento e composicéao do éleo.
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CAPITULO 4: Extracdo com liquido pressurizado de 6leo rico em w-3 da semente de
Sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. Nov.): Efeitos do processo de extracao

no rendimento e composicao do 6leo

Resumo

O 6leo da améndoa de sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. Nov.), rico em dmega-3,
€ valorizado por sua importante atividade fisiol6gica benéfica para a saltde humana. O
objetivo da pesquisa foi estudar os efeitos das variaveis do processo de extracdo com
liguido pressurizado (PLE), principalmente tempo estatico (St, 2-10 min) e temperatura (T,
60-90 °C), no rendimento de extracdo de 6leo (X,), acidos graxos livres (FFA), contetudo de
fendlicos totais (TPC) e conteludo de de B-sitosterol, e os perfils dos acidos graxos e
triacilgliceréis foram determinados. O St e T influenciaram o Xoe o TPC, mas néo afetaram
significativamente os FFA. PLE usando 4&lcool isopropilico como sovente conseguiu
recuperar 86,55% do 6leo da améndoa de sacha inchi ou 46,38% de X,. Os principais
acidos graxos do 6leo da améndoa de sacha inchi foram &cido linolénico (18:1n-3; 44,03 -
47,13%), &cido linoléico (18: 2n-6; 27,66 - 28,81%) e &cido oleico (18:1n-9; 13,41 - 15,43%),
e 0s principais triacilglicer6is foram LLLn (20,20%) e LnLnL (18,64%). O conteudo de (-
sitosterol foi influenciado pela T, mas néo foi influenciado pelo St e a T, este contetdo variou
de 31,71 a 57,22 mg/100 g de 6leo e foi relativamente maior quando comparado a castanha
do Brasil.

Palavras-chaves: sacha inchi, dmega-3, compostos fendlicos, triacilglicerois.
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Relevancia industrial

O oleo de améndoa de sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. nov.) é um produto
promissor para a industria de alimentos, farmacéutica e cosmética j4 que este 6leo possui
alto teor de émega-3 (50 %, massa) e 6mega-6 (34 %, massa), e atividade fisioldgica
benéfica para a saude humana. Na América do Sul, principalmente no Peru, este 6leo é
processado pelas cooperativas e industrias em pequena escala. No entanto, a técnica de
extracdo é por prensagem (expeller). Esta técnica de extracdo de 6leo tem alguns
desvantagens como baixo rendimento de 6leo, tempo de extracdo prolongado e contato
direto com o oxigénio.

Neste trabalho, foram estudados os efeitos das condigbes operacionais para recuperar de
forma eficientemente e rdpida o 6leo de améndoa triturada de sacha inchi aplicando a
técnica de extracdo com liquido pressurizado (PLE) e usando &lcool isopropilico como
solvente. A PLE, aparece como uma técnica atrativa e interessante para substituir as
técnicas convencionais de extracdo de 0leo, pois esta técnica reduz o tempo de extragéo,
evita a degradagcé@o de compostos termolateis, utiliza quantidades menores de solventes do
que as técnicas convencionais de extracdo de 6leo. Além disso, opera com solventes em
estado liquido bem acima do seu ponto de ebulicdo, condi¢cdes que contribuem para obter
um maior rendimento de 6leo e um menor tempo de extracdo. Os conhecimentos gerados, a
traves dos resultados da nossa pesquisa, fornecem uma base para futuros projetos
racionais do processo de PLE e, pode ser Util para a interpretacdo do estudo aumento de

escala do processo de extracdo de 6leo de améndoa de Sacha Inchi.
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1. Introducéo

Sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. nov.) é espécie do género Plukenetia
(Bussmann, Téllez & Glenn, 2009), possue carcateristicas genéticas desejaveis como maior
peso, tamanho (Figura 1) e teor de 6leo (Chirinos, Pedreschi, Dominguez & Campos, 2015)
do que a semente de Plukenetia volubilis (Figura 3), com um teor em torno de 52,11%
(Lépez, Cruz, & Gutiérrez, 2016). O 6Oleo é composto principalmente por acidos graxos
insaturados, que representam 94% do total. Seus principais componentes s&o os 4cidos a-
linolénico e linoleico, que representam 84% dos acidos graxos (Chasquibol, Del Aguila,
Yacono, Guinda, Moreda, Gomez-Coca & Perez-Camino, 2014, Chirinos, Pedreschi, et al.,
2015). Assim, como também o 6leo possue componentes menores como fitosterois (1,91 a
1,93 g/kg de 6leo) (Chasquibol, Del Aguila, et al., 2014, Chirinos, Pedreschi, et al., 2015).

A semente de sacha inchi destaca-se com uma promissora matéria-prima para a
industria de alimentos e farmacéutica e tem grande interesse econdmico ha América Central
e do Sul, assim como em alguns paises do Sudeste Asiatico, como China, Tailandia e
Vietnad (Gutiérrez, Quifiones-Segura, Sanchez-Reinoso, Diaz & Abril, 2017), e pode ser
processada para obter um 6leo especial com importante atividade fisiologica benéfica para a
saude humana.

As matérias-primas que contém oOleo para extracdo podem ser divididos em
oleaginosas com baixo teor de 6leo (18 a 22%, base seca) ou oleaginosas com alto teor de
oleo (> 22%) (Uquiche, Jeréz & Ortiz, 2008). A semente de sacha inchi (P. huayllabambana)
pode ser classificada como oleaginosa de alto teor de 6leo.

Na industria, a extracdo de 6leo a partir de sementes oleaginosas com alto teor de
Oleo, geralmente é realizada por prensagem mecéanica com uma prensa hidraulica ou
expeller simple, seguida de extragdo com n-hexano como solvente. No entanto, a
prensagem mecanica apreseta alguns desvantagens como baixos rendimentos, tempo de
extracdo prolongado e contato direto com oxigeno, e por outro lado o uso do hexano
apresenta problemas de seguranca na fabrica e emissGes de poluentes volateis & atmosfera
(Hu et al., 2012). Além disso, o0 hexano néo é obtenido de uma fonte renovavel.

Portanto, novas pesquisas envolvendo tecnologias de extracdo limpas que usam
pressdo e solvente teriam que ser propostas e estudadas para melhorar essas
desvantagens. A técnica de extracdo com liquido pressurizado (PLE) usando alcool
isopropilico (IPA) como solvente seria uma delas. A PLE é uma das tecnologias emergentes
gue envolve temperaturas mederadas a altas e altas pressdes o suficiente para manter o
solvente no estado liquido. Estas condi¢des favorecem a mudanca nas propriedades fisico-

guimicas dos solventes o que significa que as taxas de transferéncia de massa séo
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aumentadas, ao mesmo tempo a solubilidade dos solutos é aumentada e a tensao
superficial e a viscosidade do solvente séo reduzidas, condicdo que permite que o solvente
penetre com maior facilidade na matriz sélida e facilita a extracdo do soluto. Como
consequéncia o processo de extracdo resulta mais rapido em comparacdo com O0S
convencionais, além de requerer quantidades significativamente menores de solventes
(Sanchez-Camargo, Ibafiez, Cifuentes, & Herrero, 2017). Por outro lado, o IPA é um
solvente polar geralmente reconhecido como seguro (GRAS) (FDA, 2016) para ser
empregado na industria de alimentos.

Pesquisas na PLE foram feitas usando solventes verdes como acetato de etilo
(Castejon, Luna, & Sefiorans, 2018, Freitas, Dariva, Jacques, & Caramao, 2013), alcool
etilico (Castején, Luna, et al., 2018, Conte et al., 2016) e agua (Castejon, Luna, et al., 2018).
No entanto, ndo séo suficientes, devido a que a eficiéncia de extracdo também depende do
pré-tratamento e da natureza da matriz vegetal, e da polaridade do solvente utilizado. Por
exemplo alguns solvente sdo mais seletivos para obter 6leo e alguns polifenolis e outros
conseguem extrair uma mistura de compostos como carbohidratos, fosfolipidios, polifenois e
6leo (Baumler, Carrin, & Carelli, 2016), e também é observado que muitas vezes 0s solutos
de interes (6leo) ndo sado facilmente separados por uma simples decantacdo em
armazenamento ap0s a evaporacao do solvente a partir do extrato obtido.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi utilizar PLE com &lcool isopropilico como
solvente como uma técnica de extracdo rapida para obter o 6leo rico em émega-3 a partir da
améndoa triturada de sacha inchi (P. huayllabambana). O efeito das variaveis do processo,
principalmente tempo de contato entre o solvente e a matriz vegetal ou tempo estético (St) e
temperatura (T) no rendimento de extracdo de 6leo (Xo), acidos graxos livres, contetdo de
fendlicos totais e conteudo de B-sitosterol foram estudados empregando um delinemanento
composto central rotacional (DCCR), e os perfils dos acidos graxos e triacilglicerois do éleo

obtido também foram determinados.

2. Material e Métodos

2.1. Material

As améndoas trituradas de sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. nov.) foram
utilizadas como materia-prima no processo de extracdo de 6leo. As sementes de sacha inchi
(P. huayllabambana sp. nov.) de aproximadamente 1,94 + 0,8 g foram colhidas em Janeiro
de 2017 no Distrito Chirimoto, Provincia de Rodriguez de Mendoza, na Regidao de

Amazonas, no Peru a 1.620 m sobre o nivel do mar. Estas sementes foram secas em estufa
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com circulagédo e renovacao de ar forcado (MARCONI MAQ35/5, Piracicaba, BR) a 50 °C
durante 48 h. Apos este tratamento a casca (36,08 + 3,89 % em massa) da semente foi
removida manualmente e a améndoa (63,92 = 3,89 % em massa) foi triturada usando um
liquificador doméstico (Wallita, Varginha, MG, BR).

O éalcool isopropilico (IPA) com pureza de 99,5% e hexano com pureza de 98,5%
foram da LABSYNTH (Sé&o Paulo, BR). Reagente Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio, acido
galico, hidréxido de potassio e metanol foram comprados da Exodo Cientifica (Sumére, BR).
Solvente de grado HLPC/CG como metanol, etanol, isopropanol, acetonitrile e hexano foram

comprados de JT Baker (Nova lorque, EUA).

2.2. Métodos experimentais

2.2.1.Caracterizagdo do sacha inchi

As améndoas trituradas de sacha inchi (P. huayllabambana sp. nov.) foram
caracterizados de acordo com os métodos padrbes da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2005) para umidade (método 931.04), lipidios totais (método 963.15),
proteina (método 970.22), usando o fator de conversédo de nitrogénio para proteina de 6,25
e cinza (método 972,15). Os carboidratos totais foram determinados por diferenca. Todos os
procedimentos descritos nesta secao foram realizados em duplicata.

Para caracterizagéo fisica das améndoas trituradas, o diametro médio das particulas
foi obtido de acordo com o método S319.4 da American Society of Agricultural and Biological
Engineers (ASABE, 2012). A densidade real (pr) foi medida pelo Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas (IQ/UNICAMP), em S&o Paulo, Brasil, utilizando um
picnbmetro a gas hélio (Ultrapyc 1200e, Quantachrome, Boynton Beach, FL, EUA). A
densidade aparente (p,) e a porosidade do extrator de leito fixo (34 cm®) foram realizadas,

conforme descrito por Cornelio-Santiago, De Oliveira, Gongalves e Oliveira (2017).

2.2.2.Planejamento experimental

O CCRD foi escolhido para avaliar as varidveis do processo PLE do 6leo de pequi,
devido as suas vantagens (Rodrigues & lemma, 2005). Apenas duas variaveis do processo
foram selecionadas no planejamento experimental, o tempo de contato entre a améndoa
triturada de Sacha inchi e o solvente em cada lote ou ciclo (St), e a T. A escolha dessas

variaveis foi baseada no ensaio preliminar e, também, em outros dados cientificos
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fornecidos por este grupo de pesquisa (De Oliveira, Cornelio-Santiago, Fukumasu, &
Oliveira, 2018).

Um CCRD 22 (22 + 4 ensaios realizados sob as condi¢cdes do ponto axial + 3 réplicas
no ponto central) foi utilizado para avaliar a influéncia das variaveis independentes, St (2 a
10 min) e T (60 a 90 °C) (Tabela 13) sobre as varidveis dependentes (Xo, FFA, TPC,
conteudo de [-sitosterol) consideradas como respostas na avaliagdo da PLE. O modelo
polinomial completo, apresentado na Equacéo 11, envolvendo os principais efeitos (termos
de primeira ordem), termos de interacdo e termos de segunda ordem foi utilizado para

ajustar as respostas.
Y = by + byA + byB + b3AB + byAZ + bsB? (11)

onde Y é a variadvel dependente ou resposta (X,, FFA, TPC, contetdo de B-sitosterol); by é
um coeficiente constante dos modelos; A e B representam as variaveis codificadas
independentes (St e T, respectivamente), variando de -1,41 a +1,41 (Tabela 13); by a bs séo
os coeficientes de regressao a serem determinados; b; e b, sdo os coeficientes de primeira
ordem; bs é o coeficiente de interacdo e b, e bs séo os coeficientes de segunda ordem do
modelo de regresséao.

Os resultados experimentais foram analisados utilizando o software Statistica v.12.0,
para identificar os efeitos das variaveis do processo nas respostas de interesse. Para
verificar a qualidade do ajuste do modelo estatistico e avaliar o efeito de cada variavel um
analise de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95% foi realizada. O desvio médio
absoluto (AAD) foi calculado usando a Equacéo 12. As superficies de resposta e os graficos
de contorno foram construidos para visualizar os impactos das variaveis independentes

sobre as variaveis dependentes.
Desvio médio absoluto (%) = %Z?:l(lyi,exp — Yiprea|/Yiexp) X 100 (12)

onde n é o0 numero total de dados experimentais; pred é o valor previsto do modelo e exp é

o valor experimental determinado em cada condi¢do do processo de extragao (i).



128

Tabela 13 - Matriz de CCRD com resultados de rendimento de extracao de 6leo (X,), contetdo de fendlicos totais (TPC), &cidos graxos livres
(FFA) e conteudo de B-sitosterol do 6leo de améndoa de sacha inchi obtidos por alcool isopropilico pressurizado.

, o Oleo TPC FFA B-sitosterol B-sitosterol
[0)
Ensaio St(min) T (*C) Xo (%, massa) recuperado (mg EAG/kg 6leo) (%) (mg/100 g 6leo) (mg/100 g améndoa)

Variavelreal (C)  Exp® Pred ARD (%) (%) Exp Pred AAD (%) Exp Exp Exp*®
1 3(1) 64(-1) 3668 365 035 68,45 4386 4452 150 0,25 3171 11,63
2 9(1) e4(1) 4070 A5 LU 75,95 21,68 22,34 304 0,25 3401 13,92
3 3(1) 8e6(l) 4121 6 L0V 76,90 2594 26,60 2,554 0,28 49,48 20,39
4 91 86(l) 4638 62> 028 86,55 2327 29,10 2505 0,28 £6.92 26,40
5 6(0) 75(0) 41,32 4440 019 77,10 31,71 30,64 3,37 0,28 35 49 14,67
& 6(0) 75(0) 418 4140 096 78,00 31,94 30,64 407 0,28 3401 14,59
7* 6 (0) 75(0) 41,68 41,40 0,67 77,78 30,92 30,64 0,91 0,28 35,16 14,66
8 2(141) 75(0) 39,11 5816 244 72,98 36,97 3758 1,64 0,30 27 86 14,81
9 10(1,41) 75(0) 43,93 4464 162 81,97 2574 23,70 791 0,27 4436 19,49
10 6(0) 60(1,41) 3898 3780 3,02 72,74 19,77 34,57 7488 025 57 2 22,30
11  6(0) 90(1,41) 44,08 4500 2,08 82,25 3475 26,71 23,15 0,30 45,55 20,08

*Ponto central; C: codificado; °base seca; St: tempo estatico; T: temperatura; Exp: valor experimental; Pred: valor previsto por modelo; AAD:
desvio médio absoluto; EAG: equivalente de acido galico; FFA (%): Acidos graxos livres expressos em percentagem de acido oleico.
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2.2.3.Extracado com soxhlet

Para fins de comparacéo, os lipidios totais também foram extraidos pelo método
Soxhlet, utilizando hexano como solvente, de acordo com o procedimento publicado por
Cornelio-Santiago et al. (2017), foram utilizados aproximadamente 10 g de améndoa
triturada de sacha inchi e 200 mL de hexano. O 6leo recuperado foi seco até peso constante
e armazenado a -20 ° C, para posterior analise.

2.2.4.Extracdo com liquido pressurizado (PLE)

A extragdo do 6leo (11 experimentos) foi realizada em um sistema Dionex ASE 150
(Thermo Fisher Scientific, Newington, CT, EUA) utilizando IPA como solvente. Os
parametros do processo, incluindo a razdo entre o volume de solvente e a massa da
améndoa triturada (S/F = 5,8 mL/g), pressao (P = 10,35 MP), numero de batelada ou ciclo
(C = 3) e tempo de purga (tP = 100 s) foram mantidos constantes. A entrada de parametros
foi programada no painel de controle do sistema Dionex ASE 150. Aproximadamente 10 g
de améndoa triturada de sacha inchi foram carregados em uma célula de extracdo (34 cm?®,
dimensdes: 2,9 cm de diametro interno e 5,19 cm de altura interna). Em uma das saidas da
célula fechada, um filtro e papel foi instalado. A célula foi colocada no forno e o solvente foi
bombeado para o extrator. Quando a T (Tabela 13) desejada do forno foi alcancada, o P foi
aumentado até 10,35 MPa. Apds atingir o equilibrio T e P, o solvente permaneceu em
contato com a améndoa triturada de Sacha inchi no primeiro lote ou C, durante o tempo de
contato estabelecido (St) (Tabela 13). ApGs esse tempo, 0 extrato foi coletado. Uma novo
corrente de solvente puro entrou na célula de extracdo e o extrato foi coletado novamente
apés o St programado, mantendo sequencialmente as condigcbes do processo até que o
namero de lotes (C = 3) fosse completado. Qualquer extrato remanescente na célula foi
purgado com gas N, por 100 s.

ApGs o0 processo de extracdo, o extrato (Oleo, outros compostos e solvente) foi
evaporado no evaporador rotativo (MARCONI, MA-120, Piracicaba, BR) a 50 °C por 40 min.
O material extraido recuperado foi seco até peso constante.O 6leo foi separado do extrato
por centrifugacdo a 4500 g e 25 °C por 20. ApOs a separacdo, o 6leo recuperado foi
armazenado sob congelacao (-20 °C) para andlises posteriores.

O rendimento de extracdo de 0Oleo (X,) foi calculado pela razdo entre massa total do

6leo (m,) e massa da améndoa triturada (fmgqp) em base seca, de acordo com a Equacgéo 13.

Xo = (Mo/fmgp) * 100 (13)
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2.2.5.Acidos graxos livres, acidos graxos e triacilglicerois

Os FFA dos o6leos obtidos de améndoa de sacha inchi por PLE e Soxhlet foram
determinados pelo método oficial Cd 3d-63 da American Oil Chemists 'Society (AOCS,
2009). Para determinar o perfil de FA, os 6leos foram preparados como ésteres metilicos de
acidos graxos (método 991.39; AOAC, 2005) e analisados em um cromatégrafo a gas
acoplado a um espectrobmetro de massa (QP 2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japao) baseado
na adaptacdo do método 996.06 (AOAC, 2005) por Cornelio-Santiago et al. (2017).

O perfil de TAG do 6leo de améndoa de Sacha inchi foi determinado seguindo o
procedimento descrito por Cornelio-Santiago et al. (2017) e utilizando o algoritmo estatistico

sugerido por Antoniosi Filho, Mendes e Langas (1995).

2.2.6.Conteudo de fendélicos totais (TPC)

A extragcdo metandlica dos compostos fitoquimicos do Oleo obtido por PLE foi
realizada utilizando o procedimento detalhado por Montedoro, Servili, Baldioli e Miniati
(1992) com adaptacdo. O éleo (0,5 g) foi misturado com metanol (0,5 mL), submetido a
Vortex a 6000 rpm por 20 min, centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10 min, e o sobrenadante foi
recuperado. Este procedimento foi realizado duas vezes. O sobrenadante recuperado foi
misturado com agua destilada (0,25 mL), submetido a Vortex a 6000 rpm por 2 min,
centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10 min, e o sobrenadante foi recuperado.

O TPC dos 6leos foi medido pelo método descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventds (1999), com adaptacdo para um volume final de solucao de 3 mL. Nesta andlise,
0,3 mL de extrato metandlico foi misturado com 1,364 mL de agua destilada em um tubo de
ensaio de 10 mL, seguido pela adigdo de 0,136 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Esta
solucéo foi deixada em repouso durante 8 min a temperatura ambiente (24 + 0,5 °C). Em
seguida, adicionou-se 1,2 mL de solu¢do de Na,CO; a 7,5%. Ap6s 120 min de reacédo a
temperatura ambiente (24 + 0,5 °C), a absorbéncia foi lida a 760 nm usando um
espectrofotbmetro UV-Vis (Genesys 10S, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, EUA). A
reacdo do branco e o padrdo foram preparadas da mesma maneira, usando 0,3 mL de
metanol e agua destilada (80/20, v/v) e 0,3 mL de cada concentragdo do padrdo de &cido
gélico, respectivamente, para substituir o extrato metandlico. A TPC foi calculada usando
uma curva padrao de acido gélico nas concentracdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/L
(Figura A2).
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2.2.7.Determinagéao de B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As amostras foram preparadas como detalhado em outros lugares (Mazalli, Saldanha,
& Bragagnolo, 2003, Ortiz, Moya, & Navarro, 2006). Aproximadamente 0,25 g de éleo foram
saponificados com 20 mL de solucéo etandlica de KOH a 15% a temperatura ambiente por
12 h. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de solucédo saturada de NacCl, e a extracdo
da fase orgénica foi realizada duas vezes usando 5 mL de n-hexano apés a agitacdo com
vortex por 5 min.

O B-Sitosterol foi quantificado, conforme descrito por Mazalli et al. (2003) usando um
sistema CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com um detector de arranjo de diodo
(SPD-M20A) e uma coluna C18 (100 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 4,0 uym)
(Chromolith, Merck, Darmstadt, Alemanha). Os parametros de condicdo foram ajustados
como segue: temperatura do forno, 40 °C; fase movel, acetonitrilo: isopropanol (85/15, v/v);
vazao, 1,0 mL/min e um volume de injec&o de 20 pL. Os cromatogramas foram extraidos na
leitura de 208 nm. O B-Sitosterol foi identificado comparando o tempo de retencdo de cada
amostra com o padrao de B-sitosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A quantificagdo
feita pela correlacdo entre as diferentes concentracbes e as areas dos picos
correspondentes foi alcancada por padronizacdo externa, e os resultados foram expressos
como mg por 100 g de 6leo (Figura A3).

3. Resultados e discussodes

3.1. Matéria-prima

As améndoas trituradas de sacha inchi fram inicialmente caracterizadas em relacdo a
andlise centesimal e as caracteristicas fisicas do leito fixo de extracdo utilizado neste
estudo. O didmetro médio das particulas foi 0,93 + 0,01 mm, e p, e p, foram 1,10 £ 0,01 e
0,41 + 0,01 g/cm®, respectivamente. A porosidade do leito fixo de extracdo foi de 0,63. A
matéria-prima apresentou um baixo teor de umidade (1,1 + 0,01%) em relacdo ao relatado
por Mufioz et al, (2013) (4,82 a 7,84%) e Lopez, Cruz et al, (2016) (2,91%). O conteudo
lipidico total (extraido com éter de petroleo) foi de 53,59 + 0,01 dentro da faixa encontrada
por Chirinos, Pedreschi, et al, (2015), Chirinos, Zorrilla, Aguilar-Galvez, Pedreschi & Campos
(2016), Mufioz et al, (2013), Lépez, Cruz et al, (2016) e Ruiz, Diaz, Anaya & Rojas (2013) de
44,1 a 62,40%, que também usaram éter de petr6leo como solvente. O teor de proteina

(28,16 + 0,12%) e o teor de cinzas (2,60 = 0,12%) foram consistentes com os dados
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fornecidos por Lopez, Cruz et al, (2016) de 27,91% e 2,64%, respectivamente, mas baixos
valores de teor de proteina (20,33 a 21,13%) foram reportados por Mufioz et al, (2013), e o
carboidrato total (15,65 = 0,12%) foi comparativamente baixo, considerando Mufioz et al,
(2013) registrou um valor correspondente de 23,33 a 28,46%. Estas variagbes na
composicao entre plantas da mesma espécie podem ser explicadas por diferencas no clima,
solo, praticas agricolas, qualidade fisica das amostras e, principalmente, pelos métodos

utilizados, bem como diferengas em quaisquer pré-tratamentos aplicados as amostras.

3.2. Rendimento de extracéo de 6leo

A extragdo com soxhlet utilizando hexano como solvente também foi utilizada para
determinar os lipidios totais das améndoas trituradas de sacha icnhi, para fins de
comparagdo, como ja mencionado na secao 2.4.1. O uso de hexano levou a um contetdo
lipidico total ligeiramente maior (55,01 + 0,94%, base seca) do que quando se usou éter de

petroleo (secéo 3.1).

3.2.1. Influéncia das variaveis do processo na extragdo com liquido pressurizado (PLE)

O processo de extracdo com IPA pressurizado foi empregado para obter 6leo das
améndoas trituradas de sacha inchi (P. huayllabambana). Na Tabela 13 sdo apresentados
0s niveis das variaveis reais (codificadas), os resultados experimentais, os valores previstos
pelo modelo e os desvios relativos médios para o X,. De acordo com os resultados, 0 X
variou de 36,68 a 46,38 % e os maiores valores de X, foram obtidos quando as extracfes
foram realizadas nas condi¢des dos ensaios 4 (46,38%) e 11 (44,08%) (Tabela 13).

Ao avaliar-se a influéncia das variaveis do processo St e T no X,, constatou-se na
analise estatistica dos efeitos principais (ensaios de 1 a 7, Tabela 13) que o efeito de
interagdo de St x T nédo teve influéncia significativa no Xo,, mas os efeitos das variaveis
independentes St e T tiveram influencia significativa (p < 0,05) no X, como pode ser
obervado no diagrama de pareto (Figura 17a). Os resultados foram submetidos a ANOVA e
foram considerados significativos os parametros com p-valor menor que 5% (Tabela 14).
Assim o teste F (Fcac = 138,14 > Fyy, = 9,28) para a modelo foi significativo (p < 0,05) e o
coeficiente de determinacéo (R?) foi 99,28% (Tabela 14). Estes resultados mostram que o
modelo de primeira ordem (Eqg. 14) se ajustou bem aos dados experimentais do X, em
funcéo de St e T. Também foi possivel verificar através da curva de contorno (Figura 17b)

gue o maior rendimento de extracdo de 6leo foi no St de 9 min e na T de 86 °C.
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Tabela 14 - Coeficientes de regressao, valor-p e andlise de variancia (ANOVA). Modelos de primeira ordem para rendimento de extracéo de
0leo (Xo) e conteudo de fendlicos totais (TPC) de 6leo de améndoa de sacha inchi obtido por alcool isopropilico pressurizado.

Fontes Coeficiente Soma dos quadrados GL Quadrado médio Valor-F Valor-p
Modelo 41,39571 47,50568 3 15,83523 138,1395 0,000000
A - St (min) 2,29750 21,11403 1 21,11403 184,1894 0,000865
B-T(°C) 2,55250 26,06103 1 26,06103 227,3448 0,000633
AB-StxT 0,28750 0,33062 1 0,33062 2,8842 0,188015
Residuo - 0,34390 3 0,11463 - -
Total - 47,84957 6 - - -
R?=99.81%

Modelo 30,64187 280,1605 3 93,3868 60,2224 0,000008
A - St (min) -4,91918 96,7934 1 96,7934 62,42033 0,004227
B-T(°C) -2,78601 31,0474 1 31,0474 20,02193 0,020805
AB-StxT 6,17089 152,3196 1 152,3196 98,22819 0,002185
Residuo - 4,6520 3 1,5507 - -
Total - 284,8125 6 - - -
R?=98.37%

Significancia estatistica p <0,05; Ftab = 9,28.
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Na andlise estatistica das variaveis do processo (St e T) para os 11 ensaios (Tabela
13) verificou-se na ANOVA que o modelo de segunda ordem foi significativo (Fcac = 33,92 >
Fuo = 5,05) e R?foi 97,14% para 0 X,, mas o p-valor dos efeitos quadraticos de St* e T?
foram maiores que 5%, sendo considerado o modelo de primeira ordem como o modelo
adequado para predizer melhor os valores experimentais.

X, = 41,40 + 2,30(St) + 2,55(T) (14)

Os rendimentos (X,) calculados por este modelo apresentaram valores baixos de
desvios relativos médios (ARD) com nivel de confianca de 95%, além de um coeficiente de
determinacdo (R?) de 99,28%, que pode ser considerado adequado para sistemas de
extracdo de Oleo (Oliveira, Destandau, Fougeére, & Lafosse, 2014).

Figura 17 — Diagrama de Pareto (a) e curva de contorno (b) mostrando a influéncia de
St e T no X (%, massa); Diagrama de Pareto (c) e (d) mostrando a influéncia de Ste T no
TPC (mg EAG/kg de 6leo) e conteudo de B-sitosterol (mg/100 g 6leo).

Fonte: Prépria autoria.

Também foi possivel verificar através da curva de contorno (Figura 17b) que o X, mais
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alto foi obtido usando um St de 9 min e T de 86 ° C. O comportamento observado enfatizou
gue o0 X, aumentou com o aumento de St e T. Os efeitos do aumento de St e T indicam que
uma maior solubilidade do 6leo pelo IPA ocorre quando ha uma diminuicdo da viscosidade
do éleo e aumento do difusividade do solvente em fungdo do aumento da temperatura, por
sua vez, facilitando a difusdo do Oleo através da matriz solida. O tempo de contato
prolongado (St) permite uma maior interacdo deste solvente com a matriz, o que interfere
positivamente na solubilidade do 6leo. Assim, juntos, os dois efeitos favorecem a extracao
do 6leo, o que resulta em um X, maior.

O X obtido via PLE variou de 36,68 a 46,38% (Tabela 13), o que implicou uma
recuperacao de Oleo de 68,45-86,55% quando comparado com o conteudo lipidico da
améndoa triturada de sacha inchi (53,59 + 0,01). A extracdo com Soxhlet levou 6 horas
guando se utilizou uma relagdo S/F de 200 mL de solvente (éter de petréleo ou hexano) /10
g de améndoa triturada de sacha inchi. Em comparagdo, apenas 27 minutos de extracdo
foram necessarios para a extragdo com IPA pressurizado (um solvente polar), e uma relagéo
S/F de 5,8 mL de solvente/g de de améndoa triturada de sacha inchi permitiu obter uma alta
porcentagem de recuperacdo de 6leo. A alta pressao (10,35 MPa) é responsavel pelo curto
tempo de extracdo utilizado para obtencdo do 6leo da améndoa triturada de sacha icnhi,
pois induz o solvente a se difundir através da matriz sélida porosa.

Testes complementares foram conduzidos sob a condicdo de extragcdo que
proporcionou o maior rendimento (ensaio 4, Tabela 13), para verificar a influéncia do
aumento do volume de solvente ou relagdo S/F no X,. Considerando que o aumento da
relagdo S/F poderia aumentar a difusé@o, devido ao aumento da disponibilidade de solventes
e, consequentemente, seu maior poder de solvatacdo, foram utilizadas varias relacdes S/F
(5,8, 7,5 e 15,5). No entanto, os valores X, resultantes de 46,25 + 0,25%, 46,64 + 0,28% e
46,95 £ 0,31% para S/F 5,8, 7,5 e 15,5, respectivamente, ndo confirmaram um aumento
consideravel em X, sob a condicdo de extragdo examinada. Uma vez que o aumento da
guantidade do solvente ndo leva a um aumento acentuado na extragdo de Oleo para esta
condicdo de processo, ele afirma a eficiéncia da economia de solvente durante a extracao
usando este método. Além disso, permite um alto X, pelo uso de um solvente polar, ndo
téxico (IPA).

3.3. Caracterizacao do 6leo

3.3.1. Influéncia das variaveis do processo nos &cidos graxos livres
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Os valores de acidos graxos livres expressos como porcentagem de &cido oleico
foram determinados para os 6leos obtidos nas condi¢cdes de processo dos 11 ensaios
(DCCR) e sdo mostrados na Tabela 13. A porcentagem de acidos graxos livres variou de
0,25 a 0,30% (expressos como &acido oleico) para os 11 ensaios. A analise estatistica
aplicada para avaliar os principais efeitos das varidveis do processo (St e T) na quantidade
de acidos graxos livres presentes no 6leo (ensaios 1 a 7, Tabela 13) mostrou que St, T e a
interacdo entre (St x T) ndo tiveram influencia significativa (p > 0,05) nos &cidos graxos
livres presentes no Oleo. Para estas condicBes de processo empregadas, o St e a T ndo
tiveram infuencia direta na porcentagem de &cidos graxos livres, provavelmente devido ao
curto St, ndo dando tempo da T empregada atuar de uma forma desfavoravel. Além disso, o
sistema PLE fica livre de oxigénio. O que da para afirmar que a porcentagem de acidos
graxos apresentados nos 6leos obtidos (Tabela 13), representam aos acidos graxos livres
provenientes das améndoas trituradas ou gerados no pre-tratamento das mesmas. Os
valores de porcentagem de acidos graxos livres nos 6leos de améndoa de sacha inchi
obtidos nesta pesquisa estdo dentro do limite (4 mg KOH/g 6leo ou 2,01% expressado como
acido oleico) estabelecido pela Comissdo do Codex Alimentarius para 6leo prensado a frio e
Oleo virgem e também dentro dos limites estabelecidos para 6leo refinado (0,6 mg KOH/g
6leo ou 0,30% expressado como &cido oleico) (FAO, 1999). Também valores semelhantes
de &cidos graxos livres foram determinados por Chirinos, Pedreschi, et al. (2015) (0,15 %
expressado como acido oleico) e Chirinos, Zorrilla, et al. (2016) (0,33% expressado como
acido oleico) para 6leo de P. huayllabambana extraidos por Soxhlet usando éter de petroleo

como solvente.

3.3.2. Influéncia das variaveis do processo no conteudo de fendlicos totais (TPC)

Os resultados do TPC (Tabela 13) mostraram uma variacdo de 21,68 a 43,86 mg
EGA/kg de 6leo. A andlise estatistica dos efeitos principais das variaveis St e T para os
ensaios de 1 a 7 (Tabela 13) mostrou que o St, a T e a interacdo entre St e T influenciaram
significativamente (p < 0,05) no TPC, assim como é mostrado no diagrama de pareto (Figura
17c). Também a ANOVA para os ensaios 1 a 7 mostrou que o teste F (Feac = 60,22 > Fp, =
9,28) indicou que o modelo de primeira ordem foi significativo (p < 0,05) e o coeficiente de
determinac&o (R?) foi 98,37% (Tabela 14). Estes resultados afirmam que este modelo (Eq.

15) se ajustou bem aos dados experimentais do TPC em fungdo de Ste T.

TPC (mg EAG/kg de 6leo) = 30,64 — 4,92 (St) — 2,79(T) + 6,17(St)(T) (15)
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O TPC obtido neste estudo foi semelhante ao valor de 62,0 mg EAG/kg de dleo
encontrado no 6leo prensado das améndoas de P. volubilis (Fanali et al., 2011). Embora o
solvente IPA utilizado neste estudo foi de baixa polaridade comparado com a 4gua, acetona
ou 0 metanol as condi¢des de extracdo utilizadas para obter o 6leo ajudaram obter valores
de TPC semelhantes ao encontrado no 6leo prensado das améndoas de P. volubilis. De
uma forma geral, € esperado ter baixas concentracées de compostos fendlicos na maioria
dos Oleos vegetais, mas no Oleo de améndoa de sacha inchi obtidos usando IPA
pressurizado foi possivel obter valores de TPC superiores aquelas obtidas por Siger,
Nogala-Kalucka e Lampart-Szczapa (2008) em 6leo prensado de sementes de abdbora
(24,6 mg equivalente de acido cafeico (EAC)/kg de 6leo), canhamo (24,5 mg EAC/kg de
6leo), soja (14,8 mg EAC/kg de 4leo), farelo de arroz (14,4 mg EAC/kg de 6leo), colza (13,1
mg EAC/kg de éleo), milho (12,6 mg EAC/kg de 6éleo), girassol (12,0 mg EAC/kg de 6leo),
linho (11,4 mg EAC/Kkg de 6leo) e semente de uva (14,8 mg EAC/kg de 6leo).

3.3.3. Influéncia das variaveis do processo no perfil de acidos graxos e triacilglicerois

O perfil dos FA do 6leo de améndoa de sacha inchi obtidos por PLE usando IPA como
solvente nas 11 condicbes do DCCR (Tabela 13) e Soxhlet sGo mostrados na Tabela 15.
Estes resultados mostraram que o perfil dos FA para o 6leo extraido por PLE € muito
semelhante ao do Gleo extraido por Soxhlet, indicando que o processo de PLE néo interfere
na composicao dos acidos graxos (acido linolénico (18:3 n-3) (Ln) com 44,03 — 47,13%,
acido linoleico (18:2 n-6) (L) com 27,66 - 28,81%, acido oleico (O) com 13,41 — 15,07%,
palmitico (16:0) (P) com 7,61 — 9,48% e &cido estearico (18:0) (S) com 3,04 — 3,69%)
presente neste Oleo. Esta composicdo de FA é similar aos obtidos por Chasquibol, Del
Aguila, et al, (2014), Chirinos, Pedreschi, et al, (2015) e Mufioz et al, 2013. Embora a
porcentagem de acido palmitico foi maior no 6leo estudo, de forma geral o 6leo de améndoa
de sacha inchi apresentou maior porcentagem dos FA poliinsaturados (PUFA < 75,68%),
seguida de FA monoinsaturados (MUFA < 15,43%) e saturados (SFA < 12,89%). Em geral,
0 6leo de améndoa de sacha inchi pode ser considerado adequado para consumo humano
devido a alto porcentagem de acido linolénico presente no 6leo o que faz dele um o6leo
recomendado para a preven¢do primaria da doenca cardiaca coronaria (Aranceta; Pérez-
Rodrigo, 2012) e pode também melhorar os fatores de riscos metabdlicos em pacientes com
diabetes tipo 2 (Imamura et al., 2016; Qian, Korat, Malik & Hu, 2016).

O perfil dos triacilglire6is do 6leo de sacha inchi sédo apresentados na Tabela 16. Os
principais triacilglicerois presentes no 6leo de améndoa de sacha inchi sdo o LLLn (20,20%),
LnLnL (18,64), OLLn + OLnL + LnOL (15,16) e LnLnLn (10,42%). Composicdo de



138

triacilglicerdis, determinados por métodos analiticos, semelhantes ao 6leo de améndoa de
scaha inchi (P. huayllabambana sp. Nov.) do presente estudo foram relatado por
Chasquibol, Del Aguila, et al, (2014), no entanto o triacilglicerol LnLnLn foi menor neste
estudo. Outros estudos onde determinarm a composi¢do de triacilglicerois, por métodos
analiticos, para 6leo de améndoa de sacha inchi (P. volubilis) também foram muitos
semelhantes na composicdo e na porcentagem dos triacilglicerois principais (LnLLn: 22,2%;
LLnL: 18,2%; LnLnLn: 12,3%) (Fanali et al., 2011) presentes no 6leo deste estudo.

3.3.4. Influéncia das variaveis do processo no contetdo de B-sitosterol

Os valores da concentracao de B-sitosterol no 6leo de sacha inchi obtido via PLE nas
diferentes condi¢bes do DCCR sdo mostrados na Tabela 13. Estes valores variaram entre
31,71 a 57,22 mg/100g de 6leo. A analise estatistica mostrou que a T teve uma influencia
signiticativa (p < 0,05) sobre a concentracdo de [3-sitosterol presente no 6leo quando foram
avaliados os efeitos principais das varidveis St e T para o0s ensaios 1 a 7 (Tabela 13). Esta
influéncia também pode ser observada no diagrama de pareto (Figura 17d). Embora tenha
ocorrido uma influencia da T na concentragdo de [-sitosterol presente no 6leo, a ANOVA
para os ensaios 1 a 7 (Tabela 13) mostrou que o teste F (Fcac = 4,12 < Fiap = 9,28) foi ndo
significativo e o coeficiente de determinacéo (R?) foi 80,47%. Estes resultados indicam que o
modelo de primeira ordem ndo se ajustam bem aos dados experimentais da concentracao
de B-sitosterol. Teores maiores de [3-sitosterol (111,16 a 116,07 mg/ 100 g de 6leo) foram
encontrados para 6leo de sacha inchi obtido por prensagem a frio (Chasquibol, Del Aguila,
et al., 2014), e para 6leo extraido por sohxlet usando Hexano como solvente foi 127,2
mg/100g de Oleo (Chirinos, Pedreschi, et al., 2015) analisado por GC e de 208,5 a 237,5
mg/100g de améndoa seca (Mufioz et al., 2013) analisados por HPLC.
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Tabela 15 - Perfis de acidos graxos (%, massa) do 6leo de améndoa de sacha inchi obtido por extracdo com Soxhlet e &lcool isopropilico

pressurizado.

FA (Simbolo)  Soxhlet . 2Ensalos %e extra(;atz1 com |IC]UIgO pressurézado usan7do alcool |8soprop|I|c%(DCCR))10 "
16:0 (P) 7.61 8,89 8,48 9,48 7,77 8,17 7,96 8,15 7,82 7,91 8,08 8,48
18:0 (S) 3,37 3,45 3,69 3,41 3,04 3,44 3,08 3,50 3,08 3,19 3,44 3,53

18:1n-9 (O) 14,22 15,07 14,70 15,43 13,82 14,19 13,67 13,42 13,43 13,58 13,41 14,31
18:2n-6 (L) 2864 2800 2821 2766 2825 2830 28,72 2848 28,78 2881 28,60 28,17
18:3n-3 (Ln) 46,16 44,59 4491 4403 4713 4591 46,57 4646 46,89 4651 4647 4550
SFA 10,98 12,34 12,18 12,89 10,80 11,61 11,04 11,64 10,90 11,10 11,52 12,01
MUFA 14,22 15,07 14,70 15,43 13,82 14,19 13,67 13,42 13,43 13,58 13,41 14,31
PUFA 74,80 72,59 73,12 71,68 75,38 74,20 75,29 74,94 75,68 75,32 75,07 73,67
UFA/SFA 8,11 7,10 7,21 6,76 8,26 7,61 8,06 7,59 8,18 8,01 7,68 7,32
Tabela 16 - Provavel composicéo de triacilglicerois do 6leo de améndoa de sacha inchi.
Grupo (X:Y) ? Triacilglicerois ” Massa molar (g.mol™) Molar (%) Massa (%)

50:3 PLnP 829,34 0,86 0,82

52:2 OOoP 859,41 0,86 0,85

52:3 PLO +POL 857,39 2,66 2,61

52:4 LLP 855,38 5,57 5,46

52:5 PLLn + PLnL 853,36 7,11 6,95

52:6 LnLnP 851,34 5,97 5,83

54:3 SLO + SOL 885,44 1,08 1,10

54:4 OO0L 883,43 3,51 3,56

54:5 LLO 881,41 8,31 8,40

54:6 OLLn + OLnL + LnOL 879,40 15,03 15,16

54:7 LLLnN 877,38 20,07 20,20

54:8 LnLnL 875,37 18,57 18,64

54:9 LnLnLn 873,35 10,40 10,42

& X: nimero de carbonos (excluindo glicerol carbonos) e Y: nimero de duplas ligacoes.
® Grupos com composicéo total de triacilgliceréis menor que 0,5% foram ignorados.
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4. Conclusbes

Este estudo demonstrou que o St e a T influenciou significativamente o X, e o TPC, o
maior X, (46,38%, massa) ocorreu nas condi¢cbes de St de 9 min e T de 86 °C, apenas um
tempo de extracdo de 27 min foi suficiente para permitir recuperar 86,55% do 6leo contido
na améndoa triturada de pequi. Também este estudo demostrou que mesmo quando
aumentou-se para quase o triplo a relagédo S/F ao aplicar a mesma condicdo de maior X, (St
de 9 min e T de 86 °C) na PLE. Este parametro (relacdo S/F) ndo causou impacto no Xg, 0
gue significa que menores quantidades de solventes podem ser usadas para obter o mesmo
Xo. Esses resultados confirmam que a extracdo exaustiva, em um processo intermitente com
uma pequena guantidade de solvente, dividida em ciclos, pode ser usada como uma forma
de extracdo, com uma economia substancial de solvente e energia no processo.

Também a T influenciou significativamente o conteldo de B-sitosterol, mas o Stea T
nao influenciou os FFA. O perfil de acidos graxos do 6leo obtido com IPA pressurizado foi
comparavel ao obtido por Soxhlet, indicando que o processo de extragdo com IPA
pressurizado nao modificou o perfil de acidos graxos do 6leo da améndoa de sacha inchi. O
principal 4cido graxo e triacilglicerol no 6leo de améndoa de pequi foram o acido linolénico
(w-3) e LLLnN.
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CAPITULO 5: Extracdo com CO, supercritico de 6leo de améndoa de castanha do
Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), pequi (Caryocar brasiliense Camb.) e sacha inchi
(Plukenetia huayllabambana sp. nov.): Efeito das variadveis do processo e composi¢cao
do éleo
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CAPITULO 5: Extracdo com CO, supercritico de 6leo de améndoa de castanha do
Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), pequi (Caryocar brasiliense Camb.) e sacha inchi
(Plukenetia huayllabambana sp. nov.): Efeito das variaveis do processo e composicao

do 6leo

Resumo

O 6leo da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi atualmente sdo os principais
produtos de interesse comercial de diversos setores da industria, principalmente pelo seu
importante beneficio para a saide humana. O objetivo da pesquisa foi estudar os efeitos das
variaveis do processo de extracdo com CO, supercritico: T (40, 50, 60, 70 e 80 °C) e
presséo (P, 25 e 35 MPa) no rendimento da extragéo do 6leo (X,) da améndoa de castanha
do Brasil, pequi e sacha inchi, e nos &cidos graxos livres (FFA), contelido de fendlicos totais
(TPC) e conteudo de B-sitosterol. O maior X, (%, massa) da améndoa de castanha do Brasil,
pequi e sacha inchi foram 67,51 + 0,16%, 40,47% e 48,84% sob as condi¢des de 70 °C e 35
MPa, 60 °C e 35 MPa e 80°C a 35 MPa, respectivamente; e a T e a P nao influenciaram o
FFA (0,27 £ 0,01 a 0,32 £ 0,01; 0,21 a 0,25 e 0,25 a 0,31), mas a T e a P teve influéncia
sobre o TPC (6,37 + 0,23 a 43,83 + 0,35; 85,21 a 154,35 e 6,37 a 48,35 mg EAG/Kkg de 6leo)
e 0 conteudo de B-sitosterol (15,52 + 1,67 a 23,63 + 3,12; 3,91 a 6,44 e 46,58 a 253,67
mg/100 g de 6leo) dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi,

respectivamente.

Palavras-chaves: CO, supercritico; castanha do Brasil; pequi; sacha inchi; éleo; B-sitosterol.
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1. Introducéo

O oleo da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi atualmente sao os
principais produtos de interesse comercial de diversos setores da industria, principalmente
pelo seu importante beneficio para a saude humana.

Os géneros Bertholletia, Plukenetia e Caryocar sdo consideradas uma boa fonte de
lipidios, proteinas, minerais e vitaminas, e de outros compostos bioativos como os &acidos
graxos essenciais (Omega-3 e -6), os polifendis e os fitoesterois. Estes compostos séo
frequentemente associados as atividades fisioldgicas benéficas para a sallde humana, como
antioxidantes, antiinflamatorios, anti-cancer, controle de glicemia e peso, cardio-protetores e
redutores do risgo de diabetes tipo 2 (ARANCETA; PEREZ-RODRIGO, 2012; CARDOSO et
al., 2017; DESAI; DONG; MILLER, 2016; DUTRA et al., 2016; IMAMURA et al., 2016; QIAN
et al., 2016; SHAHZAD et al., 2017; YANG, 2009).

A prensagem ao frio é a técnica de extragcdo que tradicionalmente utiliza as pequenas
indastrias no Brasil, no Peru e na Colémbia para obter o 6leo, a preocupacdo nos ultimos
anos dos empresarios vinculados com esta atividade esta relacionado com a desvantagem
que possui esta técnica de extragdo como por exemplo o baixo rendimento do 6leo e a
qualidade do produto obtido.

A extracdo com diéxido de carbono supercritico € uma técnica que esta sendo
utilizada industrialmente para a extracdo de oOleo de gergelim na Korea, por exemplo
(NATEX, 2018). O di6xido de carbono é frequentemente promovido como um solvente
sustentavel devido as suas propriedades Unicas e numerosas vantagens incluindo ser ndo
explosivo, ndo inflamavel, ter baixa toxicidade relativa, baixo custo, abundancia natural, facil
remocdo dos materiais extraidos, além de ter baixa polaridade e geralmente reconhecido
como seguro (GRAS) para uso em produtos alimenticios (CORNELIO-SANTIAGO et al.,
2017).

Estudo de extracdo do 6leo da améndoa de Plukenetia volubilis usando diéxido de
carbono supercritico como solvente foram realizados por Follegatti-Romero et al. (2009).
Neste estudo eles usaram 5 g de amostra nas condi¢Bes de temperatura de 40, 50 e 60 °C e
pressédo de 30 e 40 MPa, e nas condi¢cdes constante de vazdo de 0,4 x 10™ kg CO./s e o
tamanho de particula de 0,84 mm durante 270,83 min.

Santos et al. (2013) estudaram a extracdo do 6leo de améndoa de castanha do Brasil
usando dioxido de carbono supercritico como solvente sub as condi¢des de temperatura de
40, 50 e 60 °C e presséo de 20, 25 e 30 MPa, e uma vazao constante de 7,04 g/min (1,173
x 10 kg CO,/s) durante 120 min, e tiveram como resultado o maior rendimento do éleo na

condicdo de 60 °C e 30 MPa. No entanto, a utilizacdo de maior vazdo de solvente pode
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reduzir o tempo de extracdo do Oleo de matérias-primas com teor de 6leo maior de 50%
quando é empregado um mesmo ou maior tamanho de particula em condicdes de
temperatura e pressdo semelhantes.

Estudos de extracdo do Oleo de améndoa de pequi usando CO, supercritico como
solvente é escasso na literatura cientifica.

Neste contexto, 0 objetivo da pesquisa foi estudar o efeito da temperatura (T, 40, 50,
60, 70 e 80 °C) e pressédo (P, 25 e 35 MPa) no rendimento da extracdo de 6leo (Xo) da
améndoa triturada de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi, e caracterizar 6leo obtido em

termos de FFA, CPT e contelddo de b-sitosterol.

2. Material e métodos

2.1. Matéria-prima e solvente

As améndoas de castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) de qualidade de
exportagdo (20 kg), fornecido pela Industria Comércio Importagbes e Exportacbes de
Cereais RR Ltda. proveniente de Humaita, regidao Amazénia, da safra 2016 foram usadas
neste estudo. As améndoas (aproximadamente 500 g) foram trituradas em liquidificador
doméstico Walita (Philips), passadas por peneira Tyler (mesh 10; @ = 1,7 mm), envasadas
em sacos plasticos de polietileno de alta densidade (particulas com tamanho < 1,7 mm e >
1,7 mm) e armazenadas no congelador “frost free” (BVR28GBBNA BRASTEMP, Joinville,
Brasil) a - 20 °C até ser utilizadas.

Os frutos de Pequi (Caryocar brasiliensis Camb.) do Cerrado Brasileiro (Regido do
estado de Goias), da safra de 2016, foram adquiridos pela Comercio e Distribuidora de
Frutas Nativas e Exéticas Ltda - CEAGESP e processados na Planta Piloto do ZEA na
FZEA-USP. O exocarpo (casca externa verde), mesocarpo (parte interna amarelada da
casca) e endocarpo (polpa laranja-amarelada) foram manualmente separados, e a camada
de espinhos finos que penetra no endocarpo foi removida por lavagem constante com agua
e abrasdo mecénica (METVISA, Brusque, BR). No Laboratério de Tecnologia de Alta
Presséo e Produtos Naturais (LTAPPN), as sementes foram secas em estufa com circulacéo
e renovacdo de ar forcado (MARCONI MAQ35/5, Piracicaba, BR) a 50 °C por 48 h e as
cascas das sementes foram separadas manualmente. As améndoas foram trituradas com o
uso de um liquidificador doméstico (Walita, Varginha, MG), e as améndoas trituradas foram
utilizados no processo de extracao.

As sementes de sacha inchi (Plukenetia huayllabambana sp. nov.) de

aproximadamente 1,94 + 0,8 g foram colhidas em Janeiro de 2017 no Distrito Chirimoto,
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Provincia de Rodriguez de Mendoza, na Regido de Amazonas, no Peru a 1620 m sobre o
nivel do mar. Estas sementes foram secas em estufa com circulacdo de ar forcada
(MARCONI MAO035/5, Piracicaba, BR) a 50 °C durante 48 h. Apds este tratamento a casca
(33,83 £ 0,80% em massa) da semente foi removida e a améndoa (66,17 + 0,80% em
massa) foi triturada usando um liquificador doméstico (Walita, S&o Paulo, BR). As améndoas
trituradas foram utilizadas no processo de extracao.

O solvente utilizado na extracdo com fluido supercritico foi o diéxido de carbono
(Linde, Sertdozinho, BR), com 99,0% de pureza e nas extracdes a pressdo atmosférica
usou-se hexano e éter de petrdleo (Synth, Sdo Paulo, BR) com 98,5 % e 98 % de pureza,

respectivamente. Os outros reagentes foram de grado analitico.

2.2. Extragé@o com diéxido de carbono supercritico

Os experimentos foram realizados na unidade SFE-2, um sistema SFE-500 (Thar SCF
Waters, Milford, EUA), descrito por Cornelio-Santiago et al. 2017 (Figura 18). A unidade
SFE-2, consiste basicamente de um cilindro com CO, (1), um banho de resfriamento
(Thermo Fisher Scientific, Newington, EUA) (2), um medidor de vazao (3), uma bomba de
alta presséo (4), uma bomba de co-solvente (5), uma frasco de vidro de co-solvente (6),
valvulas de regulagem tipo agulha (a) e (b), um misturador de solvente (7), um trocador de
calor (8), um cesto de extracdo de 290 cm® (dimensdes: 4,43 cm de diametro interno e 18,8
cm de altura interna) (9), um termodstato (c), um mandmetro de tipo Bourdon (d), um
regulador de contrapresséao automatizado (ABPR), um frasco coletor de vidro (25 mL) (11) e
um software Thar SFC (12). Embora esta unidade seja capaz de usar co-solvente no
processo de extracdo, este estudo apenas usou CO, como solvente.

As sementes secas e trituradas foram acondicionadas entre esferas de vidro inertes
da forma como se visualiza na Figura 18B. Em cada extragdo, acondicionou-se 10 g de

sementes.

2.2.1. Rendimento de extracéo de 0leo

As condicdes experimentais de extragdo supercritica para todas as matérias-primas
foram realizadas sob diferentes temperaturas (40, 50, 60, 70 e 80 °C) e pressdes (25 e 35
MPa) para avaliar o rendimento da extracéo de 6leo (Xo). Estas condigbes operacionais de T
e P foram escolhidas de acordo com testes preliminares e estudos realizados com castanha
do Brasil (SANTOS et al., 2013), Sacha Inchi (FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009) e outras
matérias-primas (LASEKAN; ABDULKARIMB, 2012; JAHURUL et al., 2014; BELAYNEH et
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al., 2015; CELIK; GURU, 2015; KOUBAA et al., 2016; RAI; MOHANTY; BHARGAVA, 2016;
OZKAL; YENER, 2016; CRUZ et al., 2017).

As determinacdes do X, foram realizadas na unidade SFE-2 (Figura 18A). O tempo de
extracdo estatica (tE), a vazdo de CO; (Qco2) € a razdo (S/F) entre a massa de CO; (S) e a
massa de matéria-prima triturada (F) acondicionado na célula de extracdo foram mantidos
constantes (Tabela 17). E o tempo de extragdo dinamica (tD) foram de 240 min para a
améndoa trturada de castanha do Brasil e de Sacha inchi, e 90 min para a améndoa de
Pequi (Tabela 17).

Figura 18 - Sistema de extracdo supercritica SFE-500 (Thar SFC Waters, Milford,
EUA) (A) e acondicionamento do leito fixo (B).

Nos experimentos, o banho de resfriamento (2) foi ligado, apds atingir a temperatura
de -2 °C, o cilindro (2) foi aberto deixando fluir o CO, através do banho de resfriamento (2)
até a entrada da bomba de alta presséo (4), em sequéncia o cesto de extracéo (290 cm®)

acondicionado com a matéria-prima triturada foi colocado no extrator cilindrico (9) (Figura
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18B). E no software Thar SFC (12) foi programado a presséo de trabalho no controlador de
pressédo (backpressure) ABRP (10) a temperatura de operacéo no trocador de calor (8) e no
extrator cilindrico (9). Na bomba de alta presséo (4) a vazao (15 g/min) foi regulada para
operacédo constante e o ABRP (10) s6 foi aberto quando a temperatura do sistema atingiu 10
°C abaixo da temperatura de operagdo e a pressado de trabalho. Ap6s um periodo estatico
de 20 min, o backpressure ABPR (10) foi aberto, e a vaz&do constante de CO,de 15 g/min foi
mantida. O extrato foi expandido sob condicbes de temperatura e pressdo ambientes e
separado continuamente do gas no frasco coletor de vidro (11) (Figura 18A) e a coleta do
extrato foi realizada durante 240 min. O frasco contendo o extrato foi pesado em uma
balanca analitica (Shimadzu AUY220, Téquio, JP). Apds do término da extracdo a tubulacdo
foi lavada internamente com 4alcool etilico anidro (Ciclo Farma, Sao Paulo, BR) para
recuperar o extrato aderidos nas paredes do extrator e da tubulag&o. E a mistura de alcool
etilico anidro e extrato recuperado foi evaporada em estufa (FANEM, Sédo Paulo, BR) a

60°C. A massa do extrato remanescente no frasco também foi pesada.

Tabela 17 - Parémetros operacionais constantes adotados na extragdo com CO,
supercritico para a determinacdo do rendimento de extracdo de dleo.

Parametros Valores
Massa da matéria-prima (mp,) 109 =10,01 kg
Vaz&o massica do CO, (Qco) 15 g/min = 2,5 X 10™ kg/s
Tempo estatico (tE) 20 min
Tempo de extragdo dinamica (tD)
tD - castanha do Brasil e Améndoa de Sacha inchi 240 min
tD - Améndoa de Pequi 90 min
Relacdo massa/massa solvente (S/F)
S/F - castanha do Brasil e Améndoa de Sacha inchi 360 kg/kg
S/F - Améndoa de Pequi 135 kg/kg

O equipamento SFE-2 opera automaticamente, controlando via software, além da
vazao e a pressao (backpressure - ABRP), controla também a temperatura no extrator, € no
trocador de calor (8), que pré-aquecera o CO, pressurizado para a temperatura de extragdo
desejada antes da entrada no extrator.

O rendimento de extracdo de 6leo (X,) foi calculado pela relagdo entre massa total do
extrato (M) e massa da matéria-prima triturada (fm,s) em base seca, de acordo com a

Equacéo (16).

Xo = (Me/fMps) x 100 (16)
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2.3. Caracterizacao de Oleo

2.3.1. Acidos graxos livres.

Os FFA dos 6leos obtidos de améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi por
extragcdo com CO, supercritico foram determinados pelo método oficial Cd 3d-63 da
American Oil Chemists Society (AOCS, 2009).

2.3.2. Conteudo de fendlicos totais (TPC)

A extracdo metandlica dos compostos fitoquimicos dos Oleos obtido por extragdo com
CO, supercritico foram realizadas utilizando o procedimento detalhado por Montedoro,
Servili, Baldioli e Miniati (1992) com adaptacédo. O 6leo (0,5 g) foi misturado com metanol
(0,5 mL), submetido a Vortex a 6000 rpm por 20 min, centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10
min, e o sobrenadante foi recuperado. Este procedimento foi realizado duas vezes. O
sobrenadante recuperado foi misturado com agua destilada (0,25 mL), submetido a Vortex a
6000 rpm por 2 min, centrifugado a 4500 g e 4 °C por 10 min, e o0 sobrenadante foi
recuperado.

O TPC dos o6leos foram medidos pelo método descrito por Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventoés (1999), com adaptacao para um volume final de solugdo de 3 mL. Nesta
andlise, 0,3 mL de extrato metandlico foi misturado com 1,364 mL de agua destilada em um
tubo de ensaio de 10 mL, seguido pela adicdo de 0,136 mL de reagente de Folin-Ciocalteu.
Esta solucédo foi deixada em repouso durante 8 min a temperatura ambiente (24 + 0,5 ° C).
Em seguida, adicionou-se 1,2 mL de solucao de Na,CO;z a 7,5%. Apdés 120 min de reacao a
temperatura ambiente (24 + 0,5 ° C), a absorbancia foi lida a 760 nm usando um
espectrofotbmetro UV-Vis (Genesys 10S, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, EUA). A
reacdo do branco e o padrdo foram preparadas da mesma maneira, usando 0,3 mL de
metanol e agua destilada (80/20, v/v) e 0,3 mL de cada concentragdo do padrdo de &cido
galico, respectivamente, para substituir o extrato metanoélico. A TPC foi calculada usando
uma curva padrdo de acido géalico nas concentracdes de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/L
(Figura A2).

2.3.3. Determinagéao de (-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As amostras foram preparadas como detalhado em outros lugares (Mazalli, Saldanha,

& Bragagnolo, 2003, Ortiz, Moya, & Navarro, 2006). Aproximadamente 0,25 g de éleo foram
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saponificados com 20 mL de solucéo etandlica de KOH a 15% a temperatura ambiente por
12 h. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de solucédo saturada de NacCl, e a extragcédo
da fase orgéanica foi realizada duas vezes usando 5 mL de n-hexano apds a agitagdo com
vortex por 5 min.

O B-Sitosterol foi quantificado, conforme descrito por Mazalli et al. (2003) usando um
sistema CLAE (Shimadzu, Kyoto, Jap&do) equipado com um detector de arranjo de diodo
(SPD-M20A) e uma coluna C18 (100 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 4,0 uym)
(Chromolith, Merck, Darmstadt, Alemanha). Os parametros de condi¢cao foram ajustados
como segue: temperatura do forno, 40 °C; fase movel, acetonitrilo: isopropanol (85/15, v/v);
vazao, 1,0 mL/min e um volume de injecdo de 20 pL. Os cromatogramas foram extraidos na
leitura de 208 nm. O B-Sitosterol foi identificado comparando o tempo de retencdo de cada
amostra com o padréao de B-sitosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A quantificag&do
através das areas de pico correspondentes foi alcangada por padronizagcdo externa, e 0s

resultados foram expressos como mg por 100 g de 6leo (Figura A3).

3. Resultados e discussao

3.1. Extragdo com diéxido de carbono supercritico

As curvas de extracdo global (OEC) foram elaborados para auxiliar a escolha dos
parametros de processo mais adequados para obter-se um maior rendimento de extracédo
de 6leo (Xp). As OEC sédo Uteis para comparar o comportamento das extracées em uma
série de experiéncias quando se utiliza a mesma matriz vegetal (BRUNNER, 1994;
BRUNNER 2005). Como um meio de comparacdo, também foi considerado o estudo
elaborado por SANTOS et al., 2013.

Nestes experimentos preliminares, para uma mesma condicdo de pressdo (P) e
temperatura (T), trés curvas cinéticas em duplicada, C1, C2 e C3 (Figura 19) foram
determinadas variando a vazdo de CO,. As améndoas de castanha do Brasil trituradas
foram empacotadas no extrator de leito fixo de 290 cm®. As condi¢des de extracéo e o
rendimento sdo apresentados na Tabela 18.

O menor X, foi de 40,09% nas condi¢cdes C1, e quando comparado com 0 extrato
etéreo sO foi recuperado 60,12% do Oleo contido na matriz vegetal (Tabela 18). Para
condigdes iguais de T, P, tempo (t), porosidade (€) e massa (F), as extragdes representadas
pelas cinéticas C2 e C3 apresentaram aumento do X, quando a vazdo de CO, foi de 10

g/min e 15 g/min, respectivamente. Sendo que quando a vazéo de CO,foi de 15 g/min o0 Xq
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(62,58%) foi o maior. No entanto, quando comparado com o extrato etéreo (66,68 + 0,01) a
recuperacao do 6leo da matriz na extragao supercritica foi de 93,84% (Tabela 18).

Tabela 18 - Rendimento de extracdo de 6leo e porcentagem de recuperacdo de 6leo da
améndoa triturada de castanha do Brasil nas condi¢bes C1, C2 e C3.

Améndoa triturada de castanha do Brasil

dmg (MmM) 1,09 + 0,01

or (g/cm®) 1,01+ 0,01

Dados experimentais C1 Cc2 C3
T (°C) 60 60 60
P (MPa) 30 30 30
tempo (min) 120 230 230
Qco, (g/min) 7 10 15
SIF 84 230 345
F (9) 10 10 10
Xo (%, base seca) ? 40,09 + 0,79 58,88 + 0,26 62,58 + 0,50
Recuperacéo de 6leo (%) ° 60,12 £ 1,19 88,29 £ 0,39 93,84 £ 0,75
pa(g/cm®) 0,43 +0,01 0,43+0,01 0,43+0,01
Porosidade 0,57 0,57 0,57

2 Dados sdo reportados como a média + desvio padrdo (n =2). ° Dados expressados
considerando extrato etéreo em base seca.

As curvas C2 e C3 apresentaram comportamentos semelhantes, ou seja, a curva ndo
linear apresenta caracteristicas tipicas com trés regides distintas. No tempo inicial tém-se o
periodo CER com inclinagdo constante que caracteriza o mecanismo dominante de
transferéncia de massa por convecc¢ao do soluto na superficie das particulas para o solvente
CO, supercritico. No periodo FER ou inclinagdo da curva ndo ha mais solutos livres na
superficie das particulas suficiente. Desta forma comeca haver as restricdes a transferéncia
de massa do interior da matriz para a liberacéo dos solutos para a fase do CO, supercritico.
Neste periodo comeca a difuséo dos solutos de dentro da matriz e a convecc¢ao do soluto na
superficie em contato com a fase do CO, supercritico. No final visualiza-se uma parte do
periodo DC onde a transferéncia de massa ocorre principalmente pela difusdo controlada no
interior da matriz. E na curva C1 apenas o periodo CER foi observado no tempo de 120 min.

Em todas as OEC (Figura 19), observou-se a diminuicdo do soluto por tempo,
indicando estar facilmente acessivel na superficie das particulas. A extracdo propriamente
dita (periodo FER) ocorreu com maior facilidade, ou em menor tempo, quando foi utilizada a
vazado de 15 g/min seguida da vazéao de 10 g/min e 7 g/min. O aumento da vazdo de CO,
resultou em X, semelhantes para C2 e C3, mas vaz0es maiores reduziram o tempo do

periodo CER e FER no processo (Figura 19). Apesar da razdo entre a massa de CO, e a
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massa da matriz (S/F = 345) ter sido alta para C3, ainda observou-se que na Ultima fase da
curva, o periodo DC, a matéria-prima poderia ndo ter sido totalmente esgotada o que indica
gue condicdes operacionais de processo como T e P ainda tém que ser estudadas (Figura
19).

Figura 19 — As curvas de extracao global obtido & 60 °C e 30 MPa usando um extrator
de leito fixo com 290 cm® com 10 g de améndoa triturada de castanha do Brasil; C1: 7 g/min
e 120 min; C2: 10 g/min e 230 min; e C3: 15 g/min e 230 min.
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Comparando o X, obtido pelo processo de extragdo com CO, supercritico com o teor
de extrato obtido via Soxhlet usando hexano como solvente, a recuperacdo do 6leo no
processo de extracdo com CO, supercritico foi de 57,85% para as condi¢des da curva C1,
84,96% para a curva C2 e 90,30% de 6leo recuperado na curva C3.

A partir dos testes preliminares, outros ensaios, em diferentes condi¢cdes
experimentais foram feitos, com intuito de aumentar a recuperacdo do 6leo presente na
améndoa triturada de castanha do Brasil. Na Tabela 19 sdo apresentados os rendimentos
globais e a porcentagem de recuperacdo do 6leo para estas condicbes. Os resultados
indicam que, o maior X, foi de 67,51 %, obtido a T de 70 °C e P de 35 MPa, com
recuperacao de 6leo de 101,22% e 97,42 % quando comparado ao extrato etéreo e ao 6leo
obtido com hexano, respectivamente.

Para a presséo de 25 MPa o maior X, foi obtido a 50 °C e quando empregou-se 35

MPa maiores X, foram obtidos a 70 °C. Observou-se uma relagéo inversa com a densidade
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do CO, supercritico para a P de 35 MPa, ou seja, 0 X, foi maior quando a densidade
decresceu para a faixa de T de 40 °C a 70°C, indicando uma influéncia positiva da
temperatura (Tabela 19). E para a pressdo de 25 MPa o comportamento do X, foi
diretamente proporcional a densidade do CO, supercritico para a faixa de T de 50 °C a 80
°C, ou seja, 0 Xo diminuiu quando a densidade decresceu ou com 0 aumento da
temperatura. No entanto, para as condi¢cbes de 80 °C a 35 MPa e 40 °C a 25 MPa esta
relagdo ndo se manteve. Estes dois comportamentos diferentes se deve ao efeito do
fenbmeno conhecido como retrogradacdo, que consiste na diminuicdo da solubilidade com
aumento da temperatura a uma determinada presséo (25 MPa) e por outro lado, a pressao
mais elevada (35 MPa), o efeito do aumento da presséo de vapor dos solutos (6leo) é mais
importante do que o efeito da densidade do solvente.

Na comparacdo dos rendimentos globais com o extrato etéreo, constata-se que trés
condi¢cbes de P e T possibilitaram a extracéo total do 6leo presente na améndoa triturada de
castanha do Brasil (Tabela 19).

Nas curvas cinéticas apresentados na Figura 20a, observou-se que um aumento ha
pressédo de 30 MPa para 35 MPa as mesmas condi¢cfes de T de 60 °C, com t = 240 min, F=
10 g, Qco.= 15 g/min e € = 0,57, o tempo dos periodos CER e FER foram reduzidas no
processo com o0 aumento da P. Além disso, o rendimento do extrato foi maior com o
aumento da presséao (35 MPa) pelo efeito de aumento da densidade do CO, supercritico.

Na Figura 20b, mostram-se curvas cinéticas com comportamentos semelhantes nos
trés periodos CER, FER e DC para as temperaturas de 60 °C e 70 °C obtidas na mesma P
de 35 MPa, considerando constante o tempo (t = 240 min), a massa da matriz (F = 10 g), a
vazdo do CO, supercritico (Qco, = 15 g/min) e a porosidade do leito (¢ = 0,57). Estas
cinéticas indicam que, para esta condicdo de P, o aumento de 10 °C no processo ndo tem
efeito consideravel sobre a solubilidade e a transferéncia de massa nos periodos CER, FER
e DF.
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Tabela 19 - Planejamento experimental ndo aleatorizado com resultados de rendimento de extracéo de 6leo (X,), 6leo recuperado, contetido
de fendlicos totais (TPC), acidos graxos livres (FFA) e contetdo de B-sitosterol de 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtido por extracéo
com CO, supercritico.

P T p CO, Xo Oleo recuperado TPC FFA B- sitosterol B- sitosterol
(MPa) (°C) (Kg/m®) (%, massa) * (%)° (mg EAG/kg 6leo) (%) (mg/100g 6leo) (mg/100g améndoa)
40 880,16 61,19+ 0,70 91,76 + 1,04 6,37 +£0,23 0,27+0,01 21,83+2,02 13,35+ 1,02
50 834,80 62,98 + 0,09 94,43 + 0,14 12,11+0,33 0,27+0,01 19,92 +0,08 12,54 + 0,03
25 60 787,00 62,15 + 0,25 93,19 + 0,37 22,35+0,90 0,30+0,01 22,28+ 1,97 13,85+ 1,30
70 737,26 59,80 + 0,40 89,66 + 0,61 31,90+0,8 0,30+0,01 20,0+2,76 11,95+ 1,54
80 686,65 52,20+ 0,12 78,27 + 0,18 27,75+0,23 0,27+0,01 19,92+3/4 10,40+ 1,8
40 935,04 64,30 + 0,47 96,42 + 0,71 43,83+0,35 0,27+0,01 19,93+3,0 12,83 + 2,06
50 899,45 65,26 + 0,17 97,85+ 0,25 42,67+0,64 0,27+0,01 1552+ 1,67 10,13 +1,13
35 60 863,04 66,75 + 0,34 100,10 £ 0,50 40,22+0,10 0,32+0,01 21,73+0,04 14,51 + 0,07
70 826,01 67,51+ 0,16 101,22 + 0,25 41,20+£0,28 0,32+0,01 20,44+3,71 13,80 + 2,55
80 788,66 67,39 + 0,60 101,05 + 0,90 39,35+0,11 0,30+0,01 23,63+ 3,12 15,91+ 1,90

Dados s&o reportados como a média + desvio padrédo (n=2). P: pressdo; T: temperatura; *em base seca; "Dados expressados considerando
extrato etéreo em base seca; EAG: equivalente de acido galico; FFA: &cidos graxos livres expressados como porcentage de &cido oleico.
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Figura 20 - Curvas cinéticas obtidos a 15 g/min durante 240 min usando um extrator de leito
fixo com 290 cm® com 10 g de castanha do Brasil triturada: (a) a 60 °C e (b) a 35 MPa.
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No estudo da extracado supercritica do 6leo da améndoa triturada de Pequi, ndo foram

realizados testes preliminares, jA se iniciaram as extracdes nas mesmas condices

ajustadas para a castanha do Brasil porque o 6leo contido na matriz da améndoa triturada
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de castanha do Brasil € maior comparado com as outras matérias-primas. Os X, das
améndoas trituradas de Pequi apresentados na Tabela 20, indicam que, o maior X,
(40,47%) foi obtido quando empregou-se P de 35 MPa e T de 60 °C.

Nesta condicdo de pressédo de 35 MPa, nota-se uma comportamento contrario com a
densidade, ou seja, 0 Xo aumenta quando a densidade decresceu na faixa de T de 40 °C a
60 °C, indicando uma influéncia positiva da temperatura na extragdo, ja que maiores
temperaturas fazem com que o0s solutos presentes atinjam sua pressdo de vapor,
volatilizando-se para a fase solvente.

Para a presséo de 25 MPa, 0 X, foi menor quando a densidade decresceu na faixa de
T de 50 °C a 80 °C, o que novamente indica a influéncia positiva da temperatura na
extracdo. No entanto, para as condigfes de 40 °C a 25 MPa, e 70 °C e 80 °C a 35 MPa esta
relacdo ndo se manteve. Na comparacgéo dos X,, com 0 extrato etéreo constata-se que duas
condigbes possibilitaram a extracdo de 92,68% e 90,21% de oelo presente na améndoa
triturada de Pequi. Os maiores X, com valores semelhantes foram observados nas
temperaturas e pressodes de 60 °C e 35 MPa e 50 °C e 25 MPa (Tabela 20).

A cinética da extracdo apresentada na Figura 21 mostra o comportamento tipico de
uma curva de extracdo de matrizes vegetais com fluido supercritico uma curva nao linear
com caracteristicas tipicas que compreender os periodos CER, FER e DF. O tempo
correspondente ao periodo CER foi muito curto quanto comparado com as curvas cinéticas
da améndoa triturada de castanha de Brasil (Figura 20), este tempo curto do periodo CER
provavelmente se deva além, do efeito do aumento da pressdo de vapor dos solutos nos
extratos, ao baixo peso molecular dos solutos e a presenca de triacilglicerois com maior
porcentagem de acidos graxos saturados facilmente disponiveis na superficie da matriz

vegetal.
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Tabela 20 - Planejamento experimental ndo aleatorizado com resultados de rendimento de extracdo de 6leo (X,), 6leo recuperado, contetdo
de fendlicos totais (TPC), acidos graxos livres (FFA) e contetdo de B-sitosterol de 6leo de améndoa de pequi obtido por extracdo com CO,

supercritico.

P T p CO, Xo Oleo recuperado TPC FFA B- sitosterol B- sitosterol
(MPa) (°C) (Kg/m®) (%, massa) ® (%)° (mg GAE/kg 6leo) (%) (mg/100g 6leo) (mg/100g améndoa)
40 880,16 38,51 88,18 114,73 0,21 3,91 1,51
50 834,80 39,40 90,21 98,65 0,21 4,54 1,79
25 60 787,00 37,73 86,39 105,25 0,23 4,90 1,85
70 737,26 32,36 74,10 85,21 0,23 4,43 1,43
80 686,65 18,07 41,39 154,35 0,23 6,44 1,16
40 935,04 34,30 78,55 104,71 0,23 4,39 1,51
50 899,45 36,65 83,92 101,64 0,23 5,27 1,93
35 60 863,04 40,47 92,68 120,64 0,25 4,55 1,84
70 826,01 36,06 82,57 111,31 0,25 5,08 1,83
80 788,66 38,53 88,23 128,06 0,25 4,55 1,75

P: pressdo; T: temperatura; *em base seca; ®Dados expressados considerando extrato etéreo em base seca; EAG: equivalente de 4cido
galico; FFA: &cidos graxos livres expressados como porcentage de acido oleico.
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Figura 21 - Curva cinética a 60 °C, 35 MPa e 15 g/min usando 10 g de améndoa de Pequi
triturada.
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No estudo da extracdo supercritica do 6leo de sacha inshi, os resultados indicaram
gue o maior X, (48,84%) foi obtido a 80 °C e 35 MPa e quando o X, foi comparado com o
extrato etéreo (53,59%), verificou-se que esta condigcdo (80 °C e 35 MPa) permitiu a
recuperacdo de 91,14% de O6leo presente na améndoa triturada de P. huayllabambana.
Comportamentos diferentes foram observados devido ao efeito do fenbmeno conhecido
como retrogradacao, que consistiu na diminui¢cdo da solubilidade com aumento da T quando
a pressao foi de 25 MPa. Ja para a P mais elevada (35 MPa), o efeito do aumento da
pressdo de vapor dos solutos (6leo) foi mais importante do que o efeito da densidade do
CO, supercritico (Tabela 21). Embora, o estudo tenha sido feito usando améndoa triturada
de P. huayllabambana o uso da vaz&do de 2,5 x 10* kg CO,/s ajudou reduzir o tempo de
extracdo do processo em um 56% (240 min) quando comparado ao estudo feito por
Folegatti-Romero et al., 2009 que usaram 5 g améndoa triturada de P. volubilis e 0,4 x 10
kg CO./s, este efeito provavelmente esta influenciado pela saturacdo do leito fixo com
diéxido de carbono, o que ajudou solubilizar facilmente o 6leo disponivel na superficie das
particulas consequentemente reduziu o tempo de extracao para o 6leo de améndoa triturada

de P. huayllabambana.
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Tabela 21 - Planejamento experimental ndo aleatorizado com resultados de rendimento de extracdo de 6leo (X,), 6leo recuperado, contetdo
de fendlicos totais (TPC), acidos graxos livres (FFA) e conteldo de B-sitosterol de éleo de améndoa de sacha inchi obtido por extragcdo com
CO; supercritico.

P T p CO, Xo Oleo recuperado TPC FFA - sitosterol B- sitosterol
(MPa) (°C) (Kg/m®) (%, massa) ® (%)° (mg EAG/kg 6leo) (%)  (mg/100g 6leo) (mg/100g améndoa)

40 880,16 30,68 57,24 6.37 0,25 166,17 50,98
50 834,80 35,74 66,70 1211 0,25 206,28 73,72

25 60 787,00 43,21 80,63 15.59 0,28 253,67 109,61
70 737,26 45,55 85,00 3189 0,28 46,58 21,22
80 686,65 40,10 74,83 25 50 0,25 104,52 41,91
40 935,04 43,66 81,47 43,83 0,28 208,84 91,18
50 899,45 45,16 84,27 45,92 0,28 95,13 42,96

35 60 863,04 45,67 85,22 4609 0,31 267,44 122,14
70 826,01 46,42 86,62 47 63 0,31 101,70 47,21
80 788,66 48,84 91,14 48,35 0,30 117,55 57,41

P: pressdo; T: temperatura; *em base seca; ®Dados expressados considerando extrato etéreo em base seca; EAG: equivalente de 4cido
galico; FFA: &cidos graxos livres expressados como porcentage de acido oleico.
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4. Conclusbes

Este estudo demostrou que o maior X, (%, massa) da améndoa de castanha do Brasil,
pequi e sacha inchi foram 67,51 + 0,16%, 40,47% e 48,84% sob as condi¢des de 70 °C e 35
MPa, 60 °C e 35 MPa e 80°C a 35 MPa, respectivamente; e que as variaveis do processo, a
T e a P nédo influenciaram o FFA (0,27 + 0,01 a 0,32 £ 0,01; 0,21 a 0,25 e 0,25 a 0,31), mas
estas variaveis tiveram influéncia sobre o TPC (6,37 £ 0,23 a 43,83 + 0,35; 85,21 a 154,35 e
6,37 a 48,35 mg EAG/kg de 6leo) e o contetdo de B-sitosterol (15,52 + 1,67 a 23,63 + 3,12;
3,91 a 6,44 e 46,58 a 253,67 mg/100 g de bleo) dos Oleos da améndoa de castanha do

Brasil, pequi e sacha inchi, respectivamente.
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CAPITULO 6: Propriedades fisicas do 6leo da améndoa de castanha do Brasil, Sacha
inchi e pequi extraidos com CO, supercritico e isopropanol pressurizado
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CAPITULO 6: Propriedades fisicas do 6leo da améndoa de castanha do Brasil, Sacha

inchi e pequi extraidos com CO, supercritico e isopropanol pressurizado

Resumo

O conhecimento de dados termodindmicos como a solubilidade do 6leo em CO,
supercritico, e os dados de pressado de vapor, densidade e viscosidade sao importantes para
varias etapas do desenvolvimento do processo SFE. O objetivo da pesquisa foi medir a
solubilidade experimental dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi
em diéxido de carbono supercritico pelo método estatico sob as condicbes de presséao (P,
35 MPa) e temperatura (T, 40, 50, 60, 70 e 80°C), determinar a viscosidade e a densidade
destes Oleos por métodos experimentais e estimar a pressdo de vapor destes dleos
utiizando a a equagdo de Clasius-Clapeyron e o0s dados obtidos nas analises
termogravimétricas (TGA). As medidas de viscosidade e densidade foram feitas para os
6leos obtidos usando CO, supercritico e alcool isopropilico pressurizado. A solubilidade do
6leo da améndoa de castanha do Brasil (10,45 + 0,01 a 11,82 + 0,31 g 6leo/kg CO,) variou
pela influéncia direta da pressdo de vapor do 6leo, mas a solubilidade dos 6éleos da
améndoa de pequi (8,98 + 0,99 a 12,46 + 0,38 g Oleo/kg CO,) e sacha inchi (8,80 + 1,47 a
12,71 + 0,49 g Oleo/kg CO,) variaram pela influéncia direta da densidade do CO,
supercritico. A densidade e viscosidade nao foi influenciado pelo método de extragéo, para
os dois métodos de extracdo obtiveram-se valores semelhantes. Todas as curvas de
andlises termogravimétricas dos Oleos tiveram perfis semelhantes e o processo de
decomposicdo térmica ocorreu em uma Unica etapa para os trés 6leos. Na predicdo da
pressao de vapor foi possivel perceber que o método utilizando analises termogravimétricas
em cadinhos com tampas nédo fixas nao foi um método de medida adequada, ja que a

pressédo dentro e fora do recipiente de medida foi a mesma.

Palavras-chaves: pressao de vapor, solubilidade, 6leos vegetais, CO, supercritica.
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1. Introducéo

Oleaginosas como as améndoa de castanha do Brasil, Pequi e Sacha inchi s&o
atrativas matérias-primas para a industria de alimentos, farmacéutica e cosmética pelo alto
conteudo de 6leo (>40 % a 60%) (RIBEIRO et al., 2014; CHIRINOS et al., 2013; TORRES et
al., 2016) e proteina (>15% a 27%) (VENKATACHALAM; SATHE, 2006; HAMAKER et al.,
1992) que possuem na sua matriz. Os 6leos destas matérias-primas sédo ricos em acidos
graxos insaturados, tais como linoleico, linolénico e oleico (>70% a 90%) (RIBEIRO et al.,
2014; FANALI et al., 2011; TORRES et al., 2016) o que aumenta o seu valor agregado e
interesse devido a sua atividade fisiolégica benéfica e importante para a saude. Portanto,
alguns pesquisadores estudaram estas oleaginosas para extrair e/ou isolar seus principais
compostos funcionais (6leo) usando a prensagem mecéanica ao frio (FERREIRA et al., 2006;
TORRES et al., 2016), a extragdo com solvente (FREITAS et al.,, 2007), extracdo com
diéxido de carbono supercritico (SANTOS et al., 2013; FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2009)
e por uma técnica rustica (processo artesanal) em pequena escala usando agua a altas
temperaturas (TORRES et al., 2016).

A extracdo com fluido supercritico, em termos de processo, consiste basicamente na
extracdo e a separacdo dos componentes extraiveis (soluto ou mistura de solutos) do
solvente (CO;). Na extracdo, o solvente € alimentado no extrator e distribuido
uniformemente no interior do leito fixo, logo que o sistema atingiu as condi¢cbes operacionais
0 solvente escoa continuamente através do leito fixo e solubiliza os solutos. Na separacao, o
extrato (mistura de solutos e solvente) que sai do extrator é recepcionado no precipidador,
onde ocorre a separacdo do soluto e o solvente pela queda da pressdo e aumento da
temperatura (CORNELIO-SANTIAGO, 2015).

As técnicas de extracdo com dioxido de carbono supercritico tém sido utilizadas
durante as Ultimas décadas, especialmente pela indistria alimenticia, farmacéutica e
cosmetica para a obtencdo de compostos de alto valor comercial. Além de ser
frequentemente promovido como um solvente sustentavel de abundancia natural, o CO,
apresenta caracteristicas importantes que o atribui numerosas vantagens, dentre elas ser
nao explosivo, ndo inflamavel, apresentar baixa toxicidade relativa e baixo custo. O CO, por
apresentar-se no estado gasoso em condi¢cdes de baixa presséo é facilmente separado do
produto no final do processo de extragdo. Para 6leos o CO, supercritico € um solvente ideal
por ser apolar, além disso é reconhecido como seguro para a saude (GRAS — Generally
Recognized as Safe) e pode ser empregado na obtencéo de extratos para uso em produtos
alimenticios e farmacéuticos CORNELIO-SANTIAGO et al., 2017; SOLTANI; MAZLOUMI,
2017).
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Conhecer as propriedades fisicas dos Oleos vegetais se faz relevante tanto no
processo de obtencdo quanto posteriormente na aplicacdo do produto final. Por exemplo, a
solubilidade e os valores implicitos no equilibrio liquido-fluido supercritico dos éleos sdo
realmente importantes quando se trata dos processos de modelagem e de simulagéo, por
iSSO € necessario que se conheca essa propriedade. A solubilidade dos compostos no CO,
supercritico depende de dois fatores, um refere-se a pressao, que aumenta a densidade do
fluido supercritico, aumentando assim o seu poder solvente ou a sua capacidade de
solubilizacado; o outro diz respeito a temperatura, que influencia as propriedades do solvente,
a densidade e também as propriedades do soluto, especialmente a pressao de vapor. O
aumento da temperatura diminui a densidade do solvente (baixo poder de solubilizacédo) e
aumenta a pressao de vapor do soluto (maior solubilidade). Encontrar essa influéncia dupla
na solubilidade requer compensacédo desses dois efeitos opostos (CORNELIO-SANTIAGO
et al.,, 2017). Além disso a natureza do material também influencia a extragdo. Brunner
(2005) ja demonstrou que a estrutura celuldsica influencia na solubilidade para sistemas de
material vegetal em CO, supercritico.

Assim como a solubilidade a pressdo de vapor (pv) dos extratos também é uma
propriedade fisica que auxilia na compreensdo do processo de extracdo. Visto a
complexidade dos extratos, a pv € dificil de ser determinada. Existem varios métodos
disponiveis para medir pressdes de vapor de produtos (ou compontes), como 0s métodos
estaticos (CASTELLANOS-DIAZ et al., 2013), métodos ebuliométricos (FANG e LEI, 2003).
Para 6leos vegetais, nem todos esses métodos sao adequados. Aplicacbes de métodos de
medi¢do pv para &cidos graxos puros ou misturas deles podem ser encontradas. Por
exemplo, o método de contribuicao de grupos (WANG et al., 2015; DAMACEDO et al., 2018)
e usando técnicas calorimetria direfencial de varredura (DSC) (MATRICARDE FALLEIRO,
MEIRELLES E KRAHENBUHL, 2010).

Para a caracterizacdo fisico-quimica dos extratos obtidos, algumas outras
propriedades fisicas foam determinadas como, sua densidade, sua viscosidade e sua
estabilidade térmica. Informacao sobre as propriedade de transporte como sdo os valores de
viscosidade sao requeridos para o desenho de equipamentos, bombas e outros accesorios
envolvidos na industria do 6leo (FLORIDO et al., 2017). Assim, mesmo as informacdes das
propriedade fisicas em funcdo da temperatura s&o importantes para conecher o
comportamento da estabilidade térmica dos materiais (por exemplo o 6leo) (RASLAVICIUS
et al, 2018). E as medi¢bes de pressao de vapor de 6leo fornecem informacdes que podem
ser uteis para projeto, operacdes de refinaria, seguranca e transporte (SITSMAN e OJA,
2015).
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O objetivo da pesquisa foi medir a solubilidade dos 6leos da castanha do Brasil, e das
améndoas do Pequi e Sacha Inchi em dioxido de carbono supercritico pelo método estatico,
determinar a viscosidade e a densidade destes 6leos por métodos experimentais e estimar a
pressdo de vapor destes Oleos vegetais utilizando andlises termogravimétricas (TGA). As
medidas de viscosidade e densidade foram feitas para os Oleos obtidos usando CO,
supercritico e alcool isopropilico pressurizado.

2. Material e Métodos

2.1. Materias- primas

As améndoas trituradas de castanha do Brasil, Sacha inchi e Pequi com diametro
médio da particula de 1,09 + 0,01, 1,18 + 0,01 e 0,93 + 0,01, respectivamente foram
utilizadas como as matérias-primas para estudar a solubilidade do éleo em CO, supercritico.
A castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.)) e a Sacha Inchi (Plukenetia
huayllabambana sp. nov.) foram provenientes da Amazdnia brasileira e peruana,
respectivamente e o Pequi (Caryocar brasiliense) do cerrado brasileiro.

Os Oleos obtidos por extragdo com CO, supercritico e liquido pressurizado foram a
matéria-prima empregada na medida da densidade e viscosidade.

2.2. Determinagado experimental da solubilidade dos éleos em CO, supercritico

As solubilidades do 6leo das améndoas trituradas destas oleaginosas em CO,
supercritico foram obtidas nas condi¢cdes de temperatura de 40, 50, 60, 70 e 80 °C e
pressédo de 35 MPa. Estudo da solubilidade do 6leo nas condicfes de pressdes maiores ou
igual & 35 MPa sdo muito importantes porque nestas condicdes obtém-se maiores
rendimentos.

Os experimentos foram conduzidos utilizando um sistema SFE-1 em escala
laboratorial (Figura 22) descrito por Cornelio-Santiago et al. 2017 do LTAPPN-ZEA/FZEA-
USP. Testes preliminares foram realizados usando 10 g de améndoa triturada de castanha
do Brasil, temperatura de 60 °C e pressao de 35 MPa para se conhecer o tempo de contato

necessario (1, 2, 3 ou 4h) para atingir o equilibrio.
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Figura 22 - Sistemas de extracdo com fluido supercritico, SFE-1, usado para medir a
solubilidade pelo método estético

A medida experimental da solubilidade dos Oleos das améndoas trituradas de
castanha do Brasil, Pequi e Sacha inchi em diéxido de carbono supercritico, feitas pelo
método estatico, foram feitas por meio do contato entre as améndoas trituradas (10 g) com o
CO, supercritico no extrator cilindrico (6), considerando as pressdes e temperaturas
constantes. Para manter a mesma condicdo de pressdo no sistema durante a coleta, o
seguinte procedimento foi realizado: depois de atingido o tempo de equilibrio no extrator
cilindrico (6), a bomba HPLC (4) foi acionada para pressurizar o tanque pulmao (5)
aproximadamente, 35 MPa acima do valor da pressdo no extrator cilindrico (6); entdo as
valvulas de regulagem, localizadas na entrada (b) e saida (c) do extrator cilindrico (6), foram
abertas simultaneamente, evitando a queda de presséo no sistema, extrator cilindrico (6) e
coletor de volume conhecido (8). Esta pratica promove o deslocamento do 6leo solubilizado
em diéxido de carbono supercritico para o coletor de volume conhecido (8) sem que ocorra
uma queda no valor da pressao. A temperatura na coleta também é mantida constante ja
gue o sistema estd imerso em um banho termostatizado (7) que garante a mesma
temperatura em todo o sistema. Apoés este procedimento, a massa do 6leo seré coletado em
um frasco (9) na saida do sistema, e para recuperar o material remanescente do coletor de
volume conhecido (8), uma seringa foi usada para circular repetidas vezes alcool
isopropilico (aproximadamente 45 mL) através do coletor de volume conhecido (8), e o
solvente foi evaporado a 90°C para obter o 6leo livre de solvente.

A solubilidade foi calculada como a razdo entre a massa total do 6leo e a massa de
CO; no coletor de volume conhecido (8), de acordo com a Eqg. (17). Nesta equacao, a

densidade da mistura de equilibrio 6leo e CO, supercritico é representada pela densidade
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de CO, porque se considera que a quantidade de solvente na mistura é mais significativa
que a quantidade do 6leo. Os valores para a densidade de CO, sob as diferentes condi¢des
de temperatura (40, 50, 60, 70 e 80 °C) e pressédo (35 MPa) foram calculados usando a
equacao empirica de Huang et al. 1985.

_ X
VXpcoz

17)

onde S é a solubilidade (g 6leo/kg CO,); X é a massa total de 6leo recuperado no volume
total (g); V é o volume do coletor (8,58 mL); pco, € a densidade de CO, (kg/m®) em
condi¢des operacionais.

2.3. Extracéo do 6leo utilizando CO, supercritico e isopropanol pressurizado
As extragOes foram feitas conforme descrito nos capitulos 2, 3, 4 e 5.

2.4. Determinacgéo experimental da densidade e viscosidade

A densidade e a viscosidade foram determinadas nos 6leos obtidos via extragdo com
CO, supercritico. A condigdo da extracdo do oOleo da castanha do Brasil foi 70 °C, 35 MPa,
vazao 2,5 x 10-4 kg CO.,/s e tempo de 240 min. A condicdo para a extracdo do 6leo de
Sacha inchi foi a mesma com excecao da temperatura que foi de 80 °C. Na extragdo do Oleo
das améndoas de Pequi a temperatura empregada também foi a de 80 °C com um tempo de
extracdo de 120 min na mesma vazao e pressao.

Estas propriedades fisicas também foram determinadas nos O6leos obtidos via
isopropanol pressurizado usando PLE. Neste processo, todos os trés 6leos foram obtidos na
mesma condicdo otimizada com temperatura de 86 °C, tempo estatico de 9 min, presséo de
10,35 MPa, com 3 ciclos ou batchs em cada processo. Neste processo, a razao entre entre
o volume do solvente (S, mL) e a massa da améndoa triturada (F, g) (S/F) foi de 5,8. Estas
condicdes para as duas técnicas de extracdo foram escolhidas com base no maior
rendimento de extracdo de 6leo apresentados no capitulo 2, 3, 4 e 5.

A densidade e viscosidade dos 6leos de améndoa de castanha do Brasil, Sacha inchi
e Pequi obtidos por SFE e PLE foram determinados nas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60
e 70 °C. As densidades foram determinadas empregando-se um Densimetro Digital de
bancada (DMA 4500, Anton Paar, Austria) que € capaz de fornecer dados de densidade
com exatiddo de 0,00005 g/cm3 e com repetibilidade do desvio padrdo igual a 0,00001
g/cm3. Aproximadamente 3 mL de cada éleo foi injetado no equipamento com ajuda de uma

seringa e as medidas foram realizados.
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As viscosidades foram determinadas em um micro-viscosimetro automatico de queda
de esfera (AMVn, Anton Paar, Austria) equipado com controle de temperatura e com
possibilidade de determinar a viscosidade em direfentes &ngulos de inclinagdo para uma
mesma amostra. As amostras foram colocadas em tubo capilar de vidro calibrado de 1,8
mm. Acoplou-se o tubo capilar no aparelho e procederam-se as leituras em quadriplicata a
cada temperatura sob trés angulos diferentes de deslocamento (50, 60 e 70 °), totalizando
12 medidas por amostra.

2.5. Analise termogravimnétrica (TGA) dos 6leos obtidos por extracdo com CO, supercritico

As analises termogravimétricas nos indicam o comportamento da degradagdo dos
materiais com a temperatura. Estas andlises foram feitas para os 6leos das améndoas
trituradas de castanha do Brasil, Sacha inchi e Pequi obtidos via extracdo com CO,
supercritico. Os experimentos termogravimétricos foram conduzidas através de um
analisador termogravimétrico (STA 449F3, NETZSCH, Alemanha). Aproximadamente 5 mg
de cada 6leo foram colocadas em um cadinho de aluminio de 85 puL com tampa perfurada. O
cadinho foi colocado na microbalanca do analisador termogravimétrico e aquecido de 25 a
900 °C a 5 °C/min sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).

Com algumas consideracdes e usando os dados da curva de calorimetria diferencial
de varredura (DSC) obtidos através do analisador termogravimétrico foram calculados a

presséo de vapor (pv) destes 6leos vegetais.

2.6. Predicéo da pressao de vapor dos 6leos vegetais utilizando analises termogravimétricas
(TGA)

Estavamos procurando um método simples, robusto e conveniente para medir as
pressdes de vapor de 6leo vegetais sem desgasificar e usando uma quantidade pequena de
amostra (até 50 mg). Isso nos levou a idéia de testar a adequacdo da técnica de analise
termogravimétrica. Por consideracdo de alguns vantagens da técnica como sdo a
disponibilidade mundial de equipamentos comerciais, a quantidade da amostra necessario é
muito pequena e o tempo de andlise é curto. A quantidade pequena da amostra é
importante, por exemplo, para laboratérios que estéo interessados em medir as pressdes de
vapor de novos Oleos, que muitas vezes sdo produzidos em pequenas quantidades por
equipamentos em escala laboratorial.

A predicéo da pressao de vapor dos 6leos vegetais de castanha do Brasil, Sacha Inchi

e améndoas de Pequi foram feitas com dados experimentais da analise termogravimétrica
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(TGA). Para isso considerou-se os dados experimentais da variacao da entalpia dos 6leos
vegetais submetidos a variagcdo de temperatura de de 25 a 289,4 °C (298,15 a 562,55 K)
para castanha do Brasil, 25 a 280 °C (298,15 a 553,15 K) para Améndoa Sacha Inchi e 25 a
277,4 °C (298,15 a 550,55 K) para a Améndoa do Pequi aplicados a equacéo de Clapeyron.
A equacao de Clausius-Clapeyron descreve a linha de equilibrio liquido-vapor em um
diagrama de fases para propriedades termodinamicas fundamentais. Na linha de equilibrio
de fases sabe-se que ha igualdade térmica (T constante), equilibrio mecanico (p constante)
e de potencial quimico. A igualdade de potencial quimico é dada como a igualdade da
variacdo da energia de Gibbs (dG) em ambas as fases, equacéo 18.
dG, = dGyg (18)
a e 3 sao fases do sistema.
A energia de Gibbs varia com p e T como descrito na equacéo 19.
dG = Vdp — SdT (19)
No equilibrio, a energia de Gibbs em ambas as fases pode ser escrita como mostra as
equacgles 20 e 21.
Vydp — SodT = Vpdp — SgdT (20)
(Ve = Vp)dp = (So — Sg)dT (21)
A variacdo do volume em ambas as fases (Vq - V) pode ser escrita como AV, assim
como a diferenca de entropia (AS). Neste caso a equacao (21) pode ser expressa como as
equagldes 22 e 23.

AVdp = ASdT (22)
dp _ AS
dar ~ AV (23)

No equilibrio, sabe-se que o potencial quimico ou a energia de Gibbs sdo iguais em
ambas as fases (equacdo 24). E pela relacdo entre as propriedades termodinamicas, a
variacdo da energia livre de Gibbs pode ser expressa em termos da variagdo da entalpia e

da entropia como mostra a equacao 25.

AG =G, —Gg=0 (24)
AG = AH —TAS =0 (25)
Se a variacao da energia de Gibbs no equiibrio é nula, entdo a equacao 25 se torna a
equacao 26.
AH
AS = — (26)

Substituindo a equacéo (26) na equacdo (23) tém-se a equacao 27.

dp _ AS _ A
dr ~ AV~ TAV (27)



173

A equacao (27) é a equacédo de Clapeyron, aplicada a qualquer alteracdo de fase em
um sistema de um componente puro. Ao se empregar a equacao de Clapeyron na predicao
da variagdo da pressao de vapor (pv) de 6leos vegetais, assume-se que a mistura de
triacilgliceréis e outras moléculas lipidicas seja tratada como um pseudo componente puro.
Com o intuito de avaliar a variagdo da pressdo como uma estimativa da pv de Oleos
vegetais, o tratamento deverd ser feito na vaporizacdo, equilibrio L-V, desta forma a
equacao de Clapeyron devera sofrer algumas modificagBes tornando-se a equacgédo de
Clausius-Clapeyron.

Reordenando a equacdao (27) tem-se a equacao 28.

AH dT

Assumindo que a entalpia e o volume nao variam tanto com a temperatura (T) e a
presséo (p), a equacao (28) integrada gera a equacao 29.
p; —p1 = 3 (InTy — InTy) (29)
No caso da vaporizacao (equilibrio L-V) assume-se que o volume do gas formado é
muito maior do que o volume liquido (equacéao 30).
AV =V, -V, =V, (30)
Assumindo o vapor do 6leo como ideal, o V, pode ser reescrito como a seguir
(equacao 31).
_ E RT

v, = 5 ou AV = > (31)

Substituindo na equacéo (27), tem-se a equacao 32.

dp _ AH dp _ AH dp _ pAH

= 5> —=—=>—= 32
dar  TAv dr  rBT T dr RT? (32)
p

A equacédo (32) de Clausius-Clapeyron em sua forma diferencial fica sendo (equac¢fes

33 e 34):
dp _ AH T
7 - R T2 (33)
AH d
Considerando que AH ndo variam T, a equacao (34) fica sendo a equagéo 35.
AH 1
dinp =2d (7) (35)
A equacao (35) na forma integrada se torna a equacao 36.
AH (1 1
Inp, — Inp, = = (T_1 - T_z) (36)

Utilizando os dados de analise termogravimétrica (TGA) na equacdo de Clausius-
Clapeyron (equacdo 36) pretende-se estimar os valores da pressao de vapor dos 6leos

vegetais.
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Para que as pressbes de vapor destes 6leos vegetais sejam determinadas pelo

emprego da equacao 36, serdo considerados que:

1) O dleo seja tratado como pseudo componente puro. Isto s6 é possivel se for

considerado que as moléculas lipidicas que constituem os Oleos vegetais, por

serem da mesma classe, ndo interajam entre si na fase vapor.

2) O vapor do 0Oleo seja considerado gés ideal.

Os dados de entalpia e de temperatura foram coletados dos resultados experimentais

das andlises termogravimétricas.

2.7. Estimativa da Massa molar (M) dos 6leos

A massa molar dos Oleos foi estimada com base na massa e propor¢cdo dos

principais triacilgliceréis (TAG) presente no 6leo (Tabelas 22, 23 e 24). O perfil de TAG do

6leo da améndoa de castanha do Brasil, Sacha Inchi e Pequi foi determinado seguindo o

procedimento descrito por Cornelio-Santiago et al. (2017) e utilizando algoritmo estatistico

sugerido por Antoniosi Filho, Mendes e Lancgas (1995).

Tabela 22 — Provavel composi¢do de triacilglicerois do 6leo da améndoa de castanha do

Brasil.

Grupo(X:Y) Triacilglicerdl® Massa molar (g.mol™ Molar (%) Massa (%)
50(1) POP 833,37 4,39 4,20
50(2) PLP 831,35 3,74 3,57
52(1) POS 861,42 7,39 7,32
52(2) OOP 859,41 14,15 13,99
52(3) POL + PLO 857,39 13,40 13,21
52(4) LLP 855,38 5,65 5,56
54(1) SOS 889,48 3,19 3,26
54(2) 0O0S 887,46 9,41 9,60
54(3) SLO + SOL 885,44 14,92 15,19
54(4) OoOoL 883,43 13,88 14,10
54(5) LLO 881,41 7,69 7,80
54(6) LLL 879,40 2,18 2,20

& X: nimero de carbonos (excluindo carbonos de glicerol)

2Y: nimero de ligagGes duplas

® Grupos com composic&o total de triacilglicerdis inferiores a 0.5% que foram ignorados
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Tabela 23 - Provavel composicéo de triacilglicerdis do 6leo da améndoa de Sacha Inchi.

Gr“p‘;(X'Y) Triacilglicerol ® Massa molar (g.mol™ Molar (%) Massa (%)
50(2) PLP 831,35 0,55 0,53
50(3) PLNP 829,34 0,90 0,86
52(2) OOP 859,41 0,88 0,87
52(3) PLO + POL 857,39 2,74 2,69
52(4) LLP 855,38 5,65 5,55
52(5) PLLn + PLnL 853,36 7,35 7,20
52(6) LnLnP 851,34 6,02 5,88
54(3) SLO + SOL 885,44 1,10 1,12
54(4) OO0L 883,43 3,52 3,57
54(5) LLO 881,41 8,25 8,35
54(6) OLLn + OLnL + LnOL 879,40 14,87 15,00
54(7) LLLn 877,38 19,73 19,87
54(8) LnLnL 875,37 18,37 18,46
54(9) LnLnLn 873,35 10,04 10,06

& X: nimero de carbonos (excluindo carbonos de glicerol)
2Y: nimero de ligacdes duplas
® Grupos com composicéo total de triacilglicerdis inferiores a 05% que foram ignorados

Tabela 24 - Provavel composicao de triacilgliceréis do 6leo da améndoa de Pequi.

Gr“pS(X'Y) Triacilglicerol® Massa molar (g.mol™ Molar (%) Massa (%)
48(1) MOP 805,32 1,06 1,00
50(1) POP 833,37 26,60 25,96
50(2) PLiP 831,35 7,49 7,29
52(1) POS 861,42 5,29 5,34
52(2) OOP 859,41 28,06 28,24
52(3) POLi + PLIO 857,39 13,00 13,05
52(4) LiLiP 855,38 1,62 1,63
54(2) 00Ss 887,46 2,74 2,84
54(3) 000 885,44 8,03 8,33
54(4) OOLi 883,43 4,95 5,12
54(5) LiLiO 881,41 1,16 1,20

& X: nimero de carbonos (excluindo carbonos de glicerol)
2Y: nimero de ligacdes duplas
® Grupos com composicéo total de triacilglicerdis inferiores a 05% que foram ignorados

Portanto, para a determinacdo da massa molar dos 6leos de cada matéria prima foi
utiizado a massa molar correspondente a cada triacilglicerol encontrado em sua
composicdo (Tabelas 22, 23 e 24) e multiplicado por sua massa em porcentagem,

posteriormente foi feita a soma dessas massas em proporgao.

3. Resultados e discussdes

3.1. Determinacao experimental da solubilidade dos éleos em CO, supercritico
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Os testes preliminares para o célculo de solubilidade dos 6leos vegetais em CO,
supercritico indicaram que na escolha do tempo de equilibrio, ndo houve diferenca
significativa entre as médias dos ensaios que compreendem o tempo de 1 a 4 horas (Tabela
25). No entanto optou-se por adotar 3h de equilibrio entre o CO, e as sementes oleaginosas
nos expoerimentos subsequentes.

As medidas experimentais da solubilidade dos Oleos em CO, supercrirtico das
respectivas sementes foram feitas em triplicata. A solubilidade do 6leo das sementes de
castanha do Brasil, e das améndoas Sacha inchi e do Pequi sdo apresentadas nas Tabelas
26, 27 e 28 respectivamente.

A solubilidade foi calculada de acordo com a Eg. (17), sendo uma relacdo direta
entre a massa coletada do 6leo da améndoa de castanha do Brasil solubilizado em gas
carbdnico supercritico. Apesar da solubilidade do éleo da castanha do Brasil ndo ter variado
muito com a temperatura (Tabela 26), foi possivel analisar que com seu aumento, a
solubilidade também aumenta. Este mesmo comportamento foi observado por Cornelio-
Santiago (2017) no estudo da solubilidade do 6leo de gréos de café verde. Nesta condicao
de pressdo a densidade do solvente diminui com o aumento da temperatura, no entanto o
aumento da temperatura aumenta a pressao de vapor (p,) do soluto o que faz com que
migre para a fase leve (CO, supercritico) e, neste caso a p, do soluto influencia a
solubilidade. Isto pode ser seguramente afirmado ja que a presséo do processo (35 MPa) foi
a mesma para todos os ensaios (Tabela 26).

Tabela 25 - Estudo do tempo de equilibrio para determinar a solubilidade e média de Tukey
experimental do 6leo em CO, supercritico.

T(CC) P (MPa) pCO,(g/cmd) Tempo Solubilidade Ccv Massa CO,
estatico (h) (g 6leo /kg CO,) (k)

60 35 0,8636 2 10,96 + 0,482 4,36 0,261+0,005

3 11,24 +0,30? 2,68 0,25+0,003

4 11,31 +£0,53% 4,66 0,239+0,001

CV: Coeficiente de variacédo. * Média de Tukey. Letras minUsculas em uma mesma coluna
nao diferem entre si. (P < 0,05)

Tabela 26 - Média de Tukey da solubilidade de 6leo de castanha do Brasil em CO,
supercritico a 35MPa apd6s 3h de tempo de equilibrio.

P T p CO, Solubilidade cvV Massa CO,
(MPa) (°C) (g/cm?) (g 6leo kg COy) (kg)

40 0,9355 10,45 +0,012 0,08 0,271+0,005

50 0,8999 11,03 +0,08 % 0,75 0,261+0,004

35 60 0,8636 11,24+0,30? 2,68 0,251+0,003

70 0,8265 11,51 +0,13% 1,12 0,239+0,005

80 0,7892 11,82+0,31° 2,62 0,228+0,004
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CV: Coeficiente de variacdo. Letras mintsculas em uma mesma coluna ndo diferem entre si.
(P =0,05)

A solubilidade do o6leo de sacha inchi em CO, supercritico ndo variou
significativamente com a temperatura de 40 a 70 °C, no entanto, quando atingiu a
temperatura de 80°C a solubilidade diminuiu consideravelmente. O aumento da solubilidade
com o0 aumento da temperatura é atribuido a influéncia que a temperatura tem na pressao
de vapor dos solutos, que também influencia a presséo e a densidade do solvente que age
sobre o0s solutos, neste caso no 6leo da sacha inchi (Tabela 26).

A temperatura e principalmente a pressdo agem na densidade do solvente, outro
parametro que influencia na solubilidade, quanto maior a densidade do CO, maior sera seu
poder de solvatacdo (poder do solvente solubilizar solutos), o qual diminui na medida em
que a densidade aumenta e, é nesta etapa que a pressao do vapor do soluto passa a
influenciar positivamente, no entanto, quando o valor da densidade do solvente é muito
baixo, a influéncia positiva da temperatura ndo € suficiente para aumentar a solubilidade e é
isto que ocorre quando, na extracdo do Oleo das sementes de sacha inchi a temperatura é
de 80 °C (Tabela 27). No entanto, o tipo de soluto também interfere nesta relacdo T e P,
pois para o 6leo da castanha do Brasil (Tabela 26) este comportamento nao foi observado.

Tabela 27 - Média de Tukey da solubilidade de 6leo de sacha inchi em CO, supercritico a
35MPa ap6s 3h de tempo de equilibrio.

P T p CO, Solubilidade oV Massa CO,
(MPa) (°C) (g/cm3) (g 6leo /kg CO,) (kg)

40 0,9355 11,74 £ 0,10% 0,82 0,272+0,004

50 0,8999 12,09 + 0,82% 6,77 0,261+0,004

35 60 0,8636 12,71 + 0,49% 3,83 0,251+0,004

70 0,8265 11,02 + 1,67 15,16 0,240+0,003

80 0,7892 8,80 + 1,47° 16,75 0,229+0,003

CV: Coeficiente de variagdo. Letras minusculas em uma mesma coluna nédo diferem entre si.
(P =<0,05)

Para a améndoa do Pequi (Tabela 28), o comportamento da solubilidade foi
semelhante ao da castanha do Brasil. Observa-se um aumento da solubilidade com a
temperatura, no entanto, para este Oleo a solubilidade a 80°C diminui mas em uma

intensidade muito inferior & solubilidade da Sacha Inchi (Tabela 27).
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Tabela 28 - Média de Tukey da solubilidade de 6leo de Pequi em CO, supercritico & 35MPa
apos 3h de tempo de equilibrio.

P T p CO, Solubilidade cv Massa CO,
(MPa) (9] (g/cm?3) (g 6leo /kg CO,) (kg)
40 0,9355 8,98 + 0,99° 11,03 0,2720+0,005
50 0,8999 10,97 +0,03%° 0,23 0,2610+0,000
35 60 0,8636 11,62 + 0,12%° 1,03 0,2510+0,005
70 0,8265 12,46 + 0,382 3,07 0,2404+0,003
80 0,7892 9,97+ 1,68™ 16,90 0,2295+0,004

CV: Coeficiente de variacdo. Letras minUsculas em uma mesma coluna nao diferem entre si.
(P =<0,05)

3.2. Determinagao experimental da densidade e viscosidade

A Tabela 29 mostra os dados de densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de
castanha do Brasil obtidos via extracdo com CO, supercritico e extragdo com fluido
pressurizado usando alcool isopropilico como solvente. Os valores de densidade do 6éleo
obtidos pelos dois métodos de extracdo foram semelhantes e variam de 0,9 (+ 0,00) a 0,88
(+ 0,00) g/cm® para as temperaturas de 20 a 70 °C, respectivamente. Estes resultados
demostram que a densidade do 6leo né&o foi influenciado pelo método de extracdo, mas os
valores da viscosidade dindmica (73,71 £ 0,11 a 13,40 + 0,00 mPa.s) e cinemética (80,65 +
0,14 a 15,22 + 0,00 mmZ/s) do 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtido via PLE
usando alcool isopropilico como solvente foram maiores que os valores da viscosidade
dindmica (72,19 + 0,06 a 13,20 + 0,02 mPa.s) e cinematica (79,03 £ 0,07 a 15,00 = 0,02
mm?/s) do 6leo obtido via extragcdo com CO, supercritico, esta pequena diferenca entre 0s
valores das viscosidades dos Oleos obtidos pelos dois métodos de extracdo pode estar
relacionado aos compostos minoritarios (compostos fendlicos, por exemplo) presentes nas
améndoas trituradas que foram solubilidados em maior proporcdo pelo alcool isopropilico.
Valores de densidade semelhantes com nossos resultados foram encontrados por Santos et
al. (2013) (0,91 g/cm?®) e Ferreira et al. (2006) (0,91 g/cm®).
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Tabela 29 - Densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de castanha do Brasil obtido via
extracdo com CO, supercritico e extracdo com liquido pressurizado (PLE) usando alcool

isopropilico como solvente.

Extracdo com CO, supercritico PLE
Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade

oC (g/cmg) Dinamica  Cinematica (g/cm3) Dinamica Cinematica

(n, mPa.s) (Y, mm?s) (n, mPa.s) (V, mm?%s)
20 0,91+0,00 72,19+0,06 79,03+0,07 0,91+0,00 73,71+0,11 80,65+0,14
30 0,91+0,00 47,18+0,28 52,04+0,32 0,91+0,00 48,00+0,03 52,92+0,03
40 0,90+0,00 32,32+0,17 35,91+0,19 0,90+0,00 32,87+0,10 36,51+0,11
50 0,89+0,00 23,14+0,09 25,91+0,11 0,89+0,00 23,50+0,01 26,30+0,02
60 0,89+0,00 17,20+0,06 19,41+0,05 0,89+0,00 17,47+0,00 19,68+1,73
70 0,88+0,00 13,20+0,02 15,00+0,02 0,88+0,00 13,40+0,00 15,22+0,00

Dados séo expessados como a média + desvio padrdo (n = 3). T: temperatura.

As andlises da densidade destes 6leos estudados apresentaram valores semelhantes
para os dois métodos de extracdo variando de 0,93 (+ 0,00) a 0,90 (+0,00) g/cm® para a
temperatura de 20 a 70 °C, respectivamente, estes resultados indicam que o método de
extracdo empregado na obtencdo do Oleo ndo teve influéncia sobre a densidade destes
6leos (Tabela 30).

Assim, como também n&o teve influéncia sobre a viscosidade dindmica e a cinematica
dos 6leos estudados. Como pode-se observar valores semelhantes de viscosidade dindmica
(43,75 + 0,03 a 10,25 + 0,04 mPa.s) e cinematica (46,98 + 0,18 a 11,42 + 0,04 mm?/s) foram
obtidos para o 6leo de améndoa de sacha inchi obtido via PLE usando alcool isopropilico
como solvente, quando comparado a os valores de viscosidade dinamica (43,89 + 0,28 a
10,24 + 0,00 mPa.s) e cinematica (47,15 + 0,30 a 11,42 + 0,00 mm?/s) obtido via extracdo
com CO, supercritico.

Em termos de comparacdo dos resultados, valores semelhantes de densidade (0,92
g/cm® a 25°C) e valores diferentes de viscosidade dinamica (35,4 mPa.s a 20 °C) foram
encontrados na literatura para o 6leo de améndoa de sacha inchi (GUTIERREZ, ROSADA e
JIMENEZ, 2011), esta diferenca na viscosidade provavelmente esteja sendo influenciada
pelo solvente e/ou método de extragdo utilizado para obter o 6leo de améndoa de Sacha

inchi.
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Tabela 30 - Densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de Sacha inchi obtido via
extracdo com CO, supercritico e extracdo com liquido pressurizado (PLE) usando alcool

isopropilico como solvente.

Extragdo com CO, supercritico PLE
Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade

oC (g/cmg) Dinamica  Cinematica (g/cm3) Dinamica Cinematica

(n, mPa.s) (Y, mm?s) (n, mPa.s) (V, mm?%s)
20 0,93+0,00 43,89+0,28 47,15+0,30 0,93+0,0 43,75+0,03 46,98+0,18
30 0,92+0,00 30,49+0,23 32,99+0,25 0,92+0,0 30,45+0,07 32,94+0,08
40 0,92+0,00 22,09+0,19 24,08+0,21 0,92+0,0 22,16+0,03 24,12+0,07
50 0,91+0,00 16,61+0,05 18,24+0,06 0,91+0,0 16,60+0,05 18,22+0,05
60 0,90+0,00 12,87+0,02 14,24+0,02 0,90+0,0 12,87+0,03 14,24+0,03
70 0,90+0,00 10,24+0,00 11,42+0,00 0,90+0,0 10,25+0,04 11,42+0,04

Dados séo expessados como a média + desvio padrdo (n = 3). T: temperatura.

A Tabela 31 mostra os dados de densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de
pequi obtidos via extracdo com CO, supercritico e PLE usando &lcool isopropilico como
solvente. Densisdades com valores semelhantes variando de 0,91 + 0,00 a 0,88 + 0,00
g/cm® para a temperatura de 25 a 70 °C, respectivamente foram encontrados para os dois
métodos extracdo de Oleo utilizados neste estudo, 0 mesmo que confirmou mais uma vez
que o os dois métodos de extracao de dleo estudados nao tiveram efeito sobre a densidade.

No caso da viscosidade dos 6leos, existiu um pequena diferenca entre os valores
obtidos pelos dois métodos de extracdo dos 6leo estudados, sendo maior no 6leo obtido via
extracdo com CO, supercritico variando de 83,27+0,24 a 14,05+0,00 para viscosidade
dindmica e variando de 91,48+0,26 a 16,03+0,00 para a viscosidade cinematica, quando
comparado a viscosidade do 6leo obtido via PLE que variou de 82,76+0,17 a 13,93+0,01
para a viscosidade din&mica e variou de 90,89+0,20 a 15,90+0,01 pra a viscosidade
cinematica. Esta pequena diferenca na viscosidade dos 6leos obtidos via extracdo com CO,
supercritico e PLE provavelmente esta influenciada pelos compostos apolares que foram

solubilizados em maior proporgéo pelo CO, supercritico.
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Tabela 31 - Densidade e viscosidade do 6leo de améndoa de Pequi obtido via extragdo com
CO, supercritico e extracdo com liquido pressurizado (PLE) usando alcool isopropilico como

solvente.
Extracdo com CO, supercritico PLE
Densidade Viscosidade Densidade Viscosidade

oC (g/cmg) Dinamica  Cinematica (g/cm3) Dinamica Cinematica

(n, mPa.s) (Y, mm?s) (n, mPa.s) (V, mm?%s)
20 0,91+0,00 83,27+0,24 91,48+0,26 0,91+0,00 82,76+0,17 90,89+0,20
30 0,90+0,00 53,21+0,03 58,91+0,03 0,90+0,00 52,74+0,06 58,40+0,07
40 0,90+0,00 35,79+0,02 39,92+0,02 0,90+0,00 35,47+0,04 39,58+0,04
50 0,89+0,00 25,23+0,01 28,36+0,01 0,89+0,00 25,01+0,03 28,12+0,03
60 0,88+0,00 18,52+0,00 20,97+0,00 0,88+0,00 18,36+0,02 20,79+0,03
70 0,88+0,00 14,05+0,00 16,03+0,00 0,88+0,00 13,93+0,01 15,90+0,01

Dados séo expessados como a média + desvio padrdo (n = 3). T: temperatura.

Na comparacdo da viscosidade dindmica dos diferentes Oleos estudados, a
viscosidade dindmica do 6leo de améndoa de pequi teve maiores valores comparado a do
0leo de améndoa de castanha do Brasil e sacha inchi. Provavelmente estes valores tenham
sido afetados pelos composi¢cédo dos &cidos graxos de cada 0leo, o 6leo de améndoa de
pequi esta constituido por uma mistura de sete 4cidos graxos, aproximadamente 0 40% (em
massa) € composta de acidos graxos saturados, sendo o principal o acido palmitico. Estes
acidos graxos saturados ndo tém duplas ligagdes, entdo ndo provocam dobras nas cadeias
carbbnicas dos acidos graxos, o que falicita a aproximacdo e aglomeracdo dessas
moléculas e assim em conjunto contribuem para que o 6leo de améndoa de pequi seja mais
viscoso. Por outro lado os 6leos de améndoa de castanha do Brasil (~ 67% de &cidos
graxos insaturados) e sacha inchi (~ 89% de &cidos graxos insaturados) possuem maior
porcentagem de acidos graxos insaturados, cujo acidos graxos principais sao o acido oleico
(~ 38 % em massa) e 0 acido alfa-linolénico (~ 47% em massa), respectivamente. Estes
acidos graxos insaturados possuem duplas ligagcbes o que provocam dobras nas cadeias
carbbnicas dos &cidos graxos o que faz que estas moléculas dificultam sua aproximagéo e
aglomeracéo, assim estes fatores contribuem para que o 6leo de améndoa de castanha do
Brasil seja menos viscoso que 6leo de de améndoa de pequi e ainda muito menos viscoso

seja o 6leo de améndoa de sacha inchi comparado ao 6leo de castanha do Brasil.
3.3. Andlise termogravimnétrica (TGA) dos 6leos obtidos por extracdo com CO, supercritico
A Figura 23 mostra a curva termogravimétrica (TG) do 6leo de améndoa de castanha

do Brasil, sacha inchi e pequi obtidos via extragdo com CO, supercritico. Estas curvas

permitiram identificar e comparar a estabilidade térmica destes 6leos.
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De acordo com a curva TG, todas mostraram perfis semelhantes e o processo de
decomposi¢ao térmica ocorreu em uma Unica etapa para os trés 6leos estudados. As perdas
de massa variaram em torno de 97,37% na faixa de temperatura de 343,4 a 415,5 °C para o
6leo de améndoa de castanha do Brasil, em torno de 95,28% na faixa de temperatura de
346,9 a 465,4 °C para o 6leo de améndoa de Sacha inchi e em torno de 97,86% na faixa de
temperatura de 331,3 a 432,8 °C para o 6leo de améndoa de Pequi. Assim, os padrées de
estabilidade térmica dos 6leos foram determinados a partir do intervalo de temperatura em
gque a massa permaneceu inalterada e a diferenca da variacdo da faixa de temperatura onde
0 Oleo sofre a descomposicao térmica provavelmente esta relacionado com a composicéo

em acidos graxos insaturados de cada 6leo contém.

Figura 23 - Curvas termogravimétricas do 6leo das améndoas de castanha do Brasil
—, sacha inchi— e pequi—

De forma geral as mudancas observadas nas curvas termogravimétricas dos 6leos
indicam que ndo teve evaporacdo de agua livre nos trés 6leos estudados, o que foi
confirmado pela ndo existéncia de picos na curva compreendida entre as temperaturas de
25 a 300 °C e, 0 unico desvio em cada curva pode ser atribuido & decomposi¢cdo das
unidades de triacilglicerol e pequenas quantidades de componentes minoritarios presentes
nos 6leos. E a completa carbonizag¢éo dos éleos ocorreu entre 500 a 900 °C.

Comparando os resultados com o comportamento da curva termogravimétrica (TG) do
Oleo de castanha do Brasil obtido via extracdo com CO, supercritico encontrados por Santos

et al., 2012, constata-se uma diferenca entre as faixas de temperatura (250 a 500 °C) onde
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acontece a degradacdo do 6leo. Além disso ndo existe uma Unica etapa nas curvas
apresentados por estes autores, o que difere das medidas obtidas neste experimento
(Figura 23).

As Figuras 24 e 25 indicam claramente as regifes de temperaturas nas quais a massa
de 6leo comega a se decompor, por isso sdo importantes na definicdo da regido onde se
possa considerar que esteja ocorrendo o equilibrio L-V entre os 6leos sem que ocorra a
perda de massa. Assim, a temperatura (T) e a entalpia especifica (AH) para o célculo da
pressdo de vapor sdo valores obtidos nas regides em que a estabilidade térmica do 6leo
permanece.

A Figura 24 indica que para cada pico ha outros sobrepostos, o que caracteriza o 6leo
como uma mistura de componentes. Se o 6leo fosse puro, como considerado para o calculo
da pressao de vapor (pv) os picos seriam mais bem definidos, ndo apresentariam ombros e,

provavelmente teriam uma base mais estreita.

Figura 24 - Termogravimetriado com a linha de DSC para determinar a regido onde seréo
medidas as entalpia do 6leo das améndoas de castanha do Brasil—, sacha inchi— e pequi
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Figura 25 - Termogravimetriado com a linha de DSC para determinar a entalpia do 6leo das
améndoas de castanha do Brasil (A), Pequi (B) e Sacha Inchi (C).
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As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC - Differential Scanning
Calorimetry) fornece a entalpia especifica (AH) em J/g através da area calculada da curva
desde onde se inicia o processo (25°C) até quando comeca a perda de massa no cadinho.
Esta foi a condi¢do considerada como sendo aquela onde ocorre o equilibrio L-V do 6leo em
um cadinho tampado, mas nédo lacrado. A Figura 25 mostra a regidao em que foi calculada
(integrada) a area correspondente a variacdo de entalpia para a realizacdo dos calculos,
nota-se que a area destas curvas nos fornece os valores da entalpia especifica em J/g. Os
valores da entalpia especifica (AH) sdo paresentados na Tabela 8 assim como a faixa de
temperatura onde se obteve a leitura e a massa molar predita por método de contribuicdo de

grupos em outro trabalho realizado neste grupo de pesquisa.

3.4. Predicao da pressédo de vapor dos 6leos vegetais utilizando analises termogravimétricas
(TGA) e a equcao de Clausius-Clapeyron

Utilizando os dados das analises termogravimétricas (Figura 25 e Tabela 32) e a
equacdo de Clausius-Clapeyron (equacdo 36) calculou-se a pressdo de vapor (p,) dos
Oleos.

Tabela 32 - Dados termogravimétricos da variacao de energia em funcdo da temperatura
utilizadas no célculo da pv e a massa molar estimada (M).

AT (K) AH (J/9) Massa molar (M)
(g/mol)
T T
castanha do Brasil 298,15 562,55 836,4 869,718
Améndoa Sacha Inchi 298,15 553,15 969,2 871,302
Améndoa do Pequi 298,15 550,55 995,5 853,885

Pela Equacédo de Clausius-Clapeyron (equacéo 36) foi calculada a presséo de vapor
dos Oleos nas condicdes de entalpia especifica (AH) apresentadas na Tabela 32.

A partir da constante dos gases ideias (R = 8,3145 J/mol.K) e da massa molar (M) de
cada Oleo, determinou-se (equacédo 37) o valor de uma constante especifica para cada 6leo
Rsieo (Tabela 33).

Na equacdo de Clausius-Clapeyron a p; foi considerada a pressdo atmosférica
(barométrica local) sendo 94000 Pa a 25 °C, T, foi a temperatura ambiente j& que o 6leo
dentro do cadinho com tampa estavam a temperatura ambiente e T, a temperatura até antes
de iniciar a perda de massa de Oleo. Os valores da pressdo de vapor calculados séo

apresentados na Tabela 32.

Inp, — Inp, = oH (l - l) (36)

Rgés T; T
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R
Rsieo = M (37)

Tabela 33 - Valores de pv encontrados a partir da Equacao de Clausius-Clapeyron

M (g/mol) Rl p2 (Pa)
castanha do Brasil 869,718 9,55 % 1073 1,067 x 10735
Sacha Inchi 871,302 9,54 x 1073 1,062 x 10763
Améndoa do Pequi 853,885 9,73 x 1073 5,28 x 10764

Os resultados obtidos para a pressao de vapor apresentados, segundo a equacao de
Clausius-Clapeyron (p, da Equacao 36) (Tabela 33), quando somada a pressao barométrica
externa (94000 Pa) resultard na prépria, ja que p, é consideravelmente baixa, assim
percebe-se que a medida da pressédo de vapor (p,) utilizando andlises termogravimétricas
em cadinhos com tampas néao fixas ndo foi um método de medida adequada, pois o valor da
pressédo de vapor (p,) foi igual & presséo externa o que é coerente com o furo na tampa do

cadinho utilizado.

4. Conclusbes

Este estudo demostrou que a solubilidade do 6leo da améndoa de castanha do Brasil
(10,45 +£ 0,01 a 11,82 + 0,31 g 6leo/kg CO,) variou pela influéncia direta da pressao de vapor
do éleo, mas a solubilidade dos 6leos da améndoa de pequi (8,98 + 0,99 a 12,46 + 0,38 g
6leo/kg CO,) e sacha inchi (8,80 + 1,47 a 12,71 + 0,49 g 6leo/kg CO,) variaram pela
influéncia direta da densidade do CO, supercritico. A densidade e viscosidade nao foi
influenciado pelo método de extracdo, para os dois métodos de extracdo obtiveram-se
valores semelhantes. Todas as curvas de analises termogravimétricas dos 6leos tiveram
perfis semelhantes e o processo de decomposi¢cdo térmica ocorreu em uma Unica etapa
para os trés 6leos. Na predicdo da pressdo de vapor foi possivel perceber que o método
utilizando andlises termogravimétricas em cadinhos com tampas néo fixas ndo foi um
método de medida adequada, j4 que a presséo dentro e fora do recipiente de medida foi a

mesma.
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CAPITULO 7: Conclusé&o geral

e A pesquisa demostrou que no processo de PLE, a quantidade de solvente utilizada
(S/F) nédo influenciou o Xy, mas o St e a T influenciaram significativamente (p < 0,05)
0 Xo.

e O maximo X, (%, massa) da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi
foram 60,40%, 39,66% e 46,38%, respectivamente e ocorreram quando o St foi de 9
min e a T de 86 °C. Também o St e T influenciaram significativamente (p < 0,05) o
TPC (64,23 a 589,46 e 19,77 a 43,86 mg EAG/kg de 6leo) dos 6leos da améndoa de
pequi e sacha inchi, respectivamente, mas nao influenciaram os FFA (0,25 a 0,31;
0,21 a 0,25 e 0,25 a 0,30), contetido de B-sitosterol (9,51 a 40,32; 3,96 a 6,3 e 31,71
a 57,22 mg/100 g de 6leo) dos 6leos da améndoa de castanha do Brasil, pequi e
sacha inchi, respectivamente, e também néao influenciou o TPC (39,58 a 108,41 mg
EAG/kg de 6leo) do 6leo da améndoa de castanha do Brasil.

e A pesquisa também demostrou que no processo de extragdo com CO, supercritico, 0
maior X, (%, massa) da améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi foram
67,51 + 0,16%, 40,47% e 48,84% sob as condi¢cbes de 70 °C e 35 MPa, 60 °C e 35
MPa e 80°C a 35 MPa, respectivamente; e o FFA (0,27 £ 0,01 a 0,32 £ 0,01; 0,21 a
0,25 e 0,25 a 0,31), o TPC (6,37 + 0,23 a 43,83 + 0,35; 85,21 a 154,35 e 6,37 a
48,35 mg EAG/kg de 6leo) e o conteudo de B-sitosterol (15,52 + 1,67 a 23,63 + 3,12;
3,91 a 6,44 e 46,58 a 253,67 mg/100 g de 6leo) dos 6leos da améndoa de castanha
do Brasil, pequi e sacha inchi, respectivamente foram determinados.

o A solubilidade do 6leo da améndoa de castanha do Brasil variou pela influéncia
direta da pressado de vapor do 6leo, mas a solubilidade dos 6leos da améndoa de
pequi e sacha inchi variaram pela influéncia direta da densidade do CO, supercritico.

e De forma geral, os processos de extracdo ndo influenciaram sobre o perfil dos acidos
graxos e triacilglicerois, os principais acidos graxos e triacilglicerois do 6leo da
améndoa de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi foram &cido linoleico (w-6) e
SLO + SOL, é&acido oleico (w-9) e OOP e acido linolénico (w-3) e LLLn,
respectivamente, assim mesmo, a densidade e viscosidade dos 6leos da améndoa
de castanha do Brasil, pequi e sacha inchi ndo foram influenciados pelos processos

de extracdo empregados.
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Sugestdes para Trabalhos Futuros

o Avaliacdo da técnica de filtragem e decantacdo nos extratos (6leo + solvente +
outros compostos) obtidos por PLE para definir a melhor técnica de separacdo a
baixo custo.

o Avaliacdo da pressao necessaria para obter os mesmos ou melhores resultados no
processo de PLE.

e Modelagem das cinéticas de extracdo, aumento de escala e avaliagdo econdmica
dos processos de PLE e SFE.

e Determinacdo da pressdo de vapor usando andlise termogravimétrica e cadinhos

fechados que suportam altas pressoes.
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APENDICE 1

Curvas padrdes obtidas a partir de diferentes concentracdes de éster metilico de &cido
miristico para a quantificacdo de &cidos graxos (%, massa). Com o uso das equacgdes das
retas que correlacionam a % em &area dos picos cromatograficos com a concentracdo do
éster, foi possivel determinar a concentracdo em equivalentes ao éster metilico de &cido

miristico.

Figura Al. Curva padrdo da relacdo entre a concentracdo e a % em area dos picos

cromatogréficos do éster metilico de acido miristico.
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APENDICE 2

Curvas padrbes obtidas a partir de diferentes concentracbes de &cido gélico, nas
concentracbes de solugdo padrdo de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/L, utilizadas na
guantificacéo do teor total de compostos fenaolicos (TFC) nos 6leos. A partir destas curvas,
o0 TFC dos éleos foram expressos em equivalente ao acido galico.

Figura A2. Curva padrao de acido galico.
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APENDICE 3

Curvas padroes do [(-sitosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) estabelecida para
diferentes concentracdes do padrdo e a % em &rea do pico correspondente. A partir das
equacdes estabelecidas foi possivel determinar a concentracdo de B-sitosterol nos 6leos e
os resultados foram expressos em mg por 100 g de dleo.

Figura A3. Curva padrdo da relacdo entre a concentracdo e a % em area dos picos

cromatogréficos do B-sitosterol.
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