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RESUMO

A torta de noz pecd é um subproduto da extracdo do 6leo de
nozes e € normalmente utilizada como racdo animal. O objetivo do
presente trabalho foi determinar a atividade antioxidante e o perfil de
acidos graxos dos extratos de torta de noz pecd obtidos por extracdo
supercritica, comparando os resultados com técnicas de extracdo a baixa
pressdo. Dois tipos de torta foram testadas, a da variedade Mahan (Torta
1) e a mistura das variedades Barton e Desirable (Torta 2). As condic¢des
de extracdo supercritica (ESC) aplicadas variaram de 100 bar a 300 bar e
de 40 a 50 °C. Também foram realizadas extracbes com adi¢cdo de
cossolvente etanol em ESC sequencial (ESC-S). As extragdes a baixa
pressdo (EBP) selecionadas foram em Soxhlet e com Ultrassom,
utilizando etanol, acetona e hexano como solventes. A atividade
antioxidante (AA) dos extratos obtidos foi determinada pelas técnicas de
captura do radical DPPH, descoloragdo do sistema [-caroteno/acido-
linoleico e inibicdo do radical ABTS. O teor de compostos fendlicos
totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau e o teor de
taninos condensados pelo ensaio de vanilina. O perfil de &cidos graxos
dos extratos foi determinado por cromatografia gasosa. A Torta 1 e
Torta 2 apresentaram Oleo residual de 59,4 + 0,1% e 36 = 1%,
respectivamente. Os maiores rendimentos foram obtidos com a Torta 1
(58 e 58,4%) utilizando as seguintes condi¢fes para a ESC: 300 bar,
50°C e 40°C, respectivamente. A utilizacdo de cossolvente na ESC-S
possibilitou aumento nos rendimentos de extracdo nas condicgdes
estudadas. Para as EBP o maior rendimento foi obtido na extracdo em
Soxhlet com etanol (61,5%). Os extratos das EBP com acetona e etanol
apresentaram teores significativos de compostos fendlicos e taninos
condensados e em alguns casos 0s extratos mostraram AA equivalente a
antioxidantes como TBHQ e &cido galico. Considerando os extratos
supercriticos, a maior AA foi encontrada no extrato obtido a 150 bar e
50°C. Todos os extratos avaliados apresentaram o &cido oleico como
acido graxo majoritario, seguido do acido linoleico. A ESC mostrou ser
uma alternativa segura e eficiente para extracdo de acidos graxos da
torta de noz pecé.

Palavras-chave: torta de noz pecd, tecnologia supercritica, atividade
antioxidante, acidos graxos.






ABSTRACT

The pecan cake is a byproduct from pecan nut oil extraction that despite
being rich in oil and antioxidants is so far used as animal feed. The
objective of this study was to determine the antioxidant activity and the
fatty acid profile of pecan cake extracts obtained by supercritical fluid
extraction comparing the results with solvent extraction techniques. Two
types of industrial cake were tested, one composed by the Mahan variety
(Cake 1) and the other one by the mixture of varieties Barton and
Desirable (Cake 2). The conditions for supercritical extraction (SFE)
applied ranged from 100 bar to 300 bar and from 40 to 50 °C.
Extractions with co-solvent were also performed in sequential
supercritical fluid extraction (S-SFE). The extractions at low pressure
(LPE) selected were in Soxhlet and with Ultrasound using ethanol,
acetone and hexane as solvents. The antioxidant activity (AA) of the
extracts was determined by the techniques of free radical scavenging
activity (DPPH), p-carotene bleaching test and ABTS radical
scavenging assay. The total phenolic (TF) content was determined by
the Folin-Ciocalteau method and content of condensed tannins (CT) by
the vanillin assay. The fatty acids profile was determined by gas
chromatography. Cake 1 and Cake 2 presented 59.4 + 0.1 % and 36 +
1% of residual oil, respectively. The highest yields were obtained with
Cake 1 (58 and 58.4 %) using the following conditions for SFE: 300 bar,
50 °C and 40 °C, respectively. The use of co-solvent in S-SFE enabled
increased yields of extraction. For LPE the highest yield was obtained in
Soxhlet extraction with ethanol (61.5 %). The LPE with acetone and
ethanol extracts showed significant levels of phenolics and condensed
tannins and in some cases the extracts showed AA equivalent to
antioxidants such as TBHQ and gallic acid. Considering just the
supercritical extracts, the extract obtained at 150 bar and 50 °C
presented the highest AA. All extracts showed oleic acid as the major
fatty acid, followed by linoleic acid. The SFE has proven to be a safe
and effective alternative for the extraction of fatty acids of pecan cake.

Keywords: pecan cake, supercritical technology, antioxidant activity, fatty
acids.
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1 INTRODUCAO

O IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) estimou
para 2013 uma safra de 185,7 milhdes de toneladas para cereais,
leguminosas e oleaginosas indicando um aumento de 14,7 % em relagdo
a safra de 2012. Este aumento na produgdo também ¢é indicativo do
aumento da geracédo de residuos e subprodutos resultantes da producéo e
do beneficiamento destas matérias-primas.

Em 2011 a producdo mundial de noz pecd atingiu 92.352
toneladas (INC, 2012), com produgdo comercial no Brasil, Estados
Unidos, Australia, Africa do Sul, Israel, Argentina, Canada, Franca,
Reino Unido e outros. (WOOD, PAYNE e GRAUKE, 1994). No Brasil
a noz pecd é produzida principalmente na regido sul e beneficiada por
industrias localizadas nos estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo.

Este tipo de noz é comercializada “in natura”, caramelizada,
granulada ou em pasta. Além do beneficiamento da noz para
comercializacdo, também pode ser realizada a extracdo do 6leo para
utilizacdo culinaria. Durante a producdo do 6leo a industria gera dois
subprodutos: a casca de noz pecd e a torta da extragdo. A casca da noz
pecd tem sido utilizada popularmente no Rio Grande do Sul para o
preparo de cha e vérios estudos demonstram que a mesma apresenta
atividade antioxidante e antibacteriana (DO PRADO, 2008; DO
PRADO et al., 2013; DO PRADO et al., 2014). A torta de noz peca é
um residuo da prensagem a frio das nozes para obtengdo do dleo, e
apresenta um percentual de 6leo elevado.

Considerando a noz pecd uma importante fonte de compostos
antioxidantes (YANG, 2009) e o seu 6leo como fonte de &cidos graxos
(ZHAO et al., 2011), supde-se que o subproduto do processamento da
mesma mantenha parte desta composi¢do. Por isso, a torta foi
selecionada como matéria-prima para o presente trabalho. Os tipos de
antioxidantes presentes na noz peca sao compostos capazes de combater
radicais livres e prevenir alguns tipos de cancer (MEYER, HEINONEN
e FRANKEL, 1998; FRANKEL, 1999). O consumo de &cidos graxos
monoinsaturados esta associado & diminui¢do dos niveis sanguineos de
colesterol (FREITAS e NAVES, 2010). Estes compostos constituintes
da noz peca e, possivelmente presentes também na torta, podem ser
recuperados da torta mediante a obtencdo de extratos de importancia
nutricional e bioldgica valorizando este subproduto.

A extracdo de 6leo e outros compostos a partir de matrizes
vegetais geralmente é realizada com o emprego de solventes organicos.
Entretanto, o alto custo dos solventes, as leis ambientais e as exigéncias
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das industrias farmacéuticas e de alimentos por produtos de alta pureza
tém aumentado a necessidade de desenvolver tecnologias novas e limpas
para 0 processamento de produtos alimenticios (MOHAMED e
MANSOORI, 2002). Concomitantemente muito esforco tem sido
exigido na pesquisa de fontes alternativas e baratas de antioxidantes
naturais e no desenvolvimento de técnicas de extragdo seletivas e
eficientes (DIAZ_REINOSO et al., 2006).

Neste enfoque, a extracdo com CO, supercritico, é considerada
uma tecnologia limpa e seletiva para aplicagdo em produtos naturais. A
extracdo supercritica (ESC) proporciona vantagens sobre as técnicas de
extracdo convencionais, dentre elas: a auséncia de luz e de ar durante o
processo de extracdo, reduzindo a incidéncia de reacfes de degradagdo
(PALMA e TAYLOR, 1999); capacidade de lidar com material de alta
viscosidade (BRUNNER, 2005); processo flexivel, devido a
possibilidade de modulagdo continua do poder de solvatacdo e
seletividade do solvente através da modificacdo de temperatura e
pressdo (REVERCHON e DE MARCO, 2006); auséncia de solvente
residual , além do fato do CO, supercritico ser considerado seguro para
utilizagdo em alimentos por ser inerte e ndo toxico (BRUNNER, 2005)

Assim, considerando o exposto acima, o presente trabalho de
pesquisa envolve a extracdo de compostos com atividade antioxidante e
de 4cidos graxos da torta de noz pecd mediante 0 emprego da tecnologia
supercritica.

1.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antioxidante e o perfil de acidos graxos de
torta de noz pecd obtidos por extracdo supercritica comparando 0s
resultados com técnicas de extracdo que empregam solventes organicos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar as tortas estudadas através da composicao nutricional,
didmetro médio das particulas, presenca de compostos fendlicos e
caracterizacdo dos dleos das tortas por parametro de identidade
(indice de refracdo e densidade) e de qualidade (indice de acidez e
indice de peroxido).
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Obter extratos da Torta 1 de noz pecd por extracdo supercritica
(ESC) a 100,150, 200 e 300 bar usando temperaturas de 40°C e
50°C

Avaliar a influéncia das condi¢bes operacionais da extracdo
supercritica sobre os rendimentos obtidos.

Obter extratos da Torta 1 de noz pecé por extragfes a baixa presséo
(EBP) Ultrassom e Soxhlet com etanol, acetona e hexano como
solventes e comparar com 0s resultados obtidos por ESC em termos
de rendimento.

Aplicacdo dos ensaios de extracdo de melhor rendimento da Torta 1
na Torta 2.

Determinar a atividade antioxidante pelas técnicas de captura do
radical DPPH, descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico,
inibicdo do radical ABTS e de teor de compostos fendlicos
(Compostos fendlicos totais e taninos condensados) dos extratos
obtidos.

Selecionar o solvente organico para ser aplicado como cossolvente
na extracdo supercritica de acordo com resultados obtidos nas
andlises de atividade antioxidante e perfil de acidos graxos.

Realizar ensaios de ESC empregando cossolvente em extracdo
supercritica sequencial de acordo com os resultados de rendimento e
atividade antioxidante obtidos no trabalho.

Determinar o perfil de acidos graxos dos extratos obtidos.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NOZ PECA: CARACTERISTICAS, PRODUCAO E
BENFICIAMENTO

A noz pecd Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch pertence a
familia Juglandaceae e ¢é originaria da América do Norte
(VENKATACHALAM, 2004). Os frutos da nogueira pecd sdo
considerados drupas, e crescem agrupados em cachos que contém
normalmente de trés a oito unidades, apresentam casca de coloragdo
marrom escura com manchas negras, de espessura bastante variada
(POLETTO et al., 2012). A maturagdo ocorre nos meses de margo a
maio, podendo variar em funcdo das condi¢des genéticas das plantas
(LUZ et al., 2001; POLETTO et al., 2012). A Figura 1 apresenta uma
ilustracdo do pé de nogueira (a), os frutos maduros (c) e detalhes da
divisdo do fruto e améndoa com a casca (d).

Figura 1: llustragéo do ciclo de desenvolvimento da noz peca.

Existem cerca de 1000 variedades de nozes pecd nomeadas no
mundo (SANTERRE, 1994). Os principais cultivares de nogueira peca
no Brasil sdo oriundas dos Estados Unidos e as mais importantes sdo
Mahan, Frotscher, Schley, Success e Moneymaker Barton, Shawnee,
Cape Fear, Chickasaw, Choktaw, Desirable, Imperial, Importada,
Burkett, Chpecear, Shoshone (POLETTO et al., 2012).

A composicdo nutricional e teor de taninos da noz peca podem
ser observados na Tabela 1 (pag. 30). E apresentada a composicio
nutricional das variedades de nozes que compde as tortas do presente
trabalho.



30

Tabela 1: Composicdo nutricional e teor de taninos em diferentes variedades de
nozes. Valores expressos em g/100g.

Mahan ? Desirable * Barton ° Diversas®”
Teor de 454+003 623+0,16 372031 21-64
umidade

Lipidios totais 70,67 £0,32 70,08+0,39 69,4+0,01 659-78,0
Proteinas 7,56+0,18 9,54 +0,09 9,9+0,01 6-11,3

Cinzas 1,41+0,18 1,78 0,04 14+002 1,23-1,79
Carboidratos 4,21 +0,04 3,67 +0,06 7,8 3,3-53

Taninos 1,60 +0,04 0,94 +0,03 - 0,66 — 2,68

Fonte: "Venkatachalam (2004) * variacdo da composicdo centesimal de 24
variedades de peca; ? Oro (2007).

As nozes fornecem proteinas, fibras, acidos graxos essenciais e
vitaminas. (TEMELLI et al., 2007). Freitas e Naves (2010) estudaram a
composi¢do nutricional de nozes e sementes comestiveis e consideram
que devido suas propriedades nutricionais 0 consumo de nozes e
sementes deve ser estimulado. Estes constituintes nutricionais sdo
benéficos a salde. Por exemplo, as proteinas sdo fonte energética e de
aminoacidos essenciais, as fibras insollveis auxiliam nas funcdes
intestinais, o mineral selénio é o centro ativo de varias enzimas que
atuam como antioxidantes (FREITAS e NAVES, 2010).

A noz pecd é majoritariamente lipidica, contendo 65,9 a 78,0 %
de 6leo (SANTERRE, 1994). O teor de lipidios se altera dependendo da
espécie, local da plantacdo, ano de producdo, conteldo de fertilizantes e
tempo de colheita (SANTERRE, 1994). Estas diferencas na producéao e
espécies das nozes também produzirdo alteragdes na composicdo das
duas tortas industriais, alvos do presente trabalho. Até materiais da
mesma espécie de planta podem apresentar diferencas de colheita a
colheita, de acordo com as condi¢Bes e tratamentos pés-colheita, de
acordo com a idade e do tratamento pré-extracdo (BRUNNER, 1994).

A noz pecd é um dos alimentos com maior quantidade de
compostos fendlicos entre as diferentes nozes e possui uma das maiores
atividades antioxidantes (VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e
CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). Segundo Yang (2009) a noz pecd
apresenta 1463,9 mg/100g de teor de compostos fendlicos totais
enquanto que a castanha-do-pard e a macadamia possuem 169,2
mg/100g e 497,8 mg/100g, respectivamente. De acordo com
VILLARREAL-LOZOYA et al. (2007) o acido géalico representa 78%
do teor de compostos fendlicos totais (138 ug/g da noz desengordurada).
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Além do alto teor de compostos fendlicos, a noz pecéd é também
fonte de tocoferdis e fitoesterois (Tabela 2). Os tocoferdis sdo
compostos que apresentam atividade antioxidante e de vitamina E
(FOURIE e BASSON, 1989). Os fitoesterodis sdo compostos analogos ao
colesterol e a presenca destes compostos na dieta reduz o colesterol
sanguineo, diminui risco para certos tipos de cancer e aumenta as
fungdes imunoldgicas do organismo (YANG, 2009).

Tabela 2: Conteddo de tocoferdis e fitoesterdis na noz peca.

Composto mg /100g !
Tocoferois

a-tocoferol 1,4
B-tocoferol 0,39
y-tocoferol 24,4
d-tocoferol 0,49
Fitoesterois

B-sitosterol 117,0
Campesterol 6,0
Stigmasterol 3,0

1USDA (2001)

A composicdo de acidos graxos do dleo de noz pecd pode ser
observada na Tabela 3. O 6leo de noz pecd é comestivel, extraido da
améndoa da noz pecd. Possui uma composicao similar ao azeite de oliva
em termos de acidos graxos e teor de tocoferdis, porém é mais estavel
contra rancidez oxidativa (VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e
CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). E utilizado ha séculos para eliminar
radicais livres, fortalecer a atividade das células, e aumentar a funcédo
das células nervosas (ZHAO et al., 2011).

Tabela 3: Composi¢do em acidos graxos do 6leo de noz peca.

Acido Graxo %l

Acido oleico 49-69
Acido linoleico 19-40
Acido linolénico 0-3
Acido palmitico 5-11
Acido esteérico 1-6

! Firestone (1999);
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A noz pecd contém acidos graxos com 16 ou mais carbonos.
Aproximadamente 98% dos triglicerdis sdo compostos pelos &cidos
palmitico, esteérico, oleico, linoleico e linolénico (BLOCK e
BARRERA-ARELLANO, 2010). Dentre eles, os &cidos graxos linoleico
(0-6) e linolénico (w-3) sdo compostos de importancia nutricional
(SAHENA et al., 2009; FREITAS e NAVES, 2010). Como pode ser
observado na Tabela 3 (pag. 31), 0 6leo de noz peca é rico em &cidos
graxos insaturados, cerca de 90% da composicdo (FIRESTONE, 1999;
ZHAO et al., 2011). Geralmente, o 6leo de nozes € rico em &cidos
graxos monoinsaturados, principalmente acido oleico, mas contém
quantidades  menores de  &cidos graxos  poli-insaturados,
predominantemente o linoleico (USDA, 2001).

O conhecimento da composicdo de acidos graxos de nozes é
importante por diversos motivos: qualidade nutricional por apresentar
acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados que podem oferecer
beneficios a salde, especialmente em relagdo ao perfil lipidico do soro
sanguineo; sabor agradavel atribuido a diferentes &cidos graxos que
constituem as sementes de nozes; contribui¢do na textura e importancia
para manter a qualidade (VENKATACHALAM, 2004) apud (BLOCK e
BARRERA-ARELLANO, 2010).

A noz peci é produzida comercialmente na Australia, Africa do
Sul, Israel, Argentina, Chile, México e Brasil (WOOD, PAYNE e
GRAUKE, 1994). No ano de 2011 foram produzidas 92.352 toneladas
de nozes pecd no mundo, sendo que 58 % desta producdo pertencem aos
Estados Unidos (INC, 2012).

Sua producdo mais significativa na América Latina estd no
municipio de Cachoeira do Sul, no Rio Grande do Sul, regido sul do
Brasil (RIO GRANDE DO SUL, 2008). De acordo com o Governo do
Estado do Rio Grande do Sul (2011) a area cultivada de pomares de
nozes pecd para fins comerciais era de 1769 hectares (BORTOLETTI,
2012). Se comparado a 2005, o aumento foi de aproximadamente 45%.
Em Santa Catarina ja existem plantagdes em Presidente Nereu, Santa
Rosa de Lima, Lontras e Presidente Getllio (SANTA CATARINA,
2012).

A producédo das nozes inicia ap6s 5 anos do plantio da nogueira,
sendo que com 12 anos a rentabilidade do pomar pode chegar a R$ 10
mil por hectare (SANTA CATARINA, 2012). Porém, de toda produgdo
de noz pecd, 10 a 20% é perdida nas plantagdes por ndo apresentarem
qualidade satisfatéria para comercializacdo (BREITENBECK,
GRAHAM e IQBAL, 2009).
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As nozes pecd sdo valiosas por serem doces e crocantes e por isso
sdo usadas em varios produtos alimenticios de padarias, confeitarias e
também como saladas, sobremesas ou salgadinhos. No Brasil sdo
beneficiadas no Rio Grande do Sul e em S&o Paulo, e entdo
comercializadas in natura, caramelizada, granulada, em pasta e também
apos extracdo como 6leo culinario ou éleo essencial.

Atualmente existem apenas duas empresas brasileiras produtoras
de 6leo de noz pecd. Um fluxograma simplificado do processo de
extracdo do 6leo de noz pecd é apresentado na Figura 2. A noz €
recebida sem casca e ja higienizada, em seguida procede-se a moagem
da noz com adicdo de vitamina E. Esta Vitamina E, adicionada no
momento da moagem, pode permanecer na noz mesmo apos extragdo do
6leo. A extracdo do Oleo é realizada somente por prensagem a frio.
Tradicionalmente o 6leo de nozes é obtido por prensagem mecanica
seguida de extragdo com solvente (TEMELLI et al., 2007). Desta
prensagem resulta o 6leo e a torta. O 6leo segue para a filtragem e
envase, enquanto a torta torna-se um residuo. A torta pode ser utilizada
como um ingrediente de confeitaria, padaria, em barras de cereais e
indUstrias lacteas (ORO, 2007).

Figura 2: Fluxograma producéo de 6leo de noz peca

Recebimento Torta H Ragdo animal ]
Moagem + Prensagem
Noz sem ;
Tocoferol a Frio i
Oleo Filtragem Envase

casca

2.2 LIPIDIOS/ACIDOS GRAXO0S

Lipidios sdo biomoléculas solliveis em solventes apolares, sdo
oleos e gorduras insoliveis em agua (BOBBIO e BOBBIO, 1989;
AKOH e MIN, 2002; SAHENA et al., 2009). Os lipidios podem ser
saponificaveis como os acilglicerdis (triacilglicerdis, diacilglicerois e
monoacilglicerois), fosfolipidios, ceras, esfingolipidios e glicolipidios,
ou nao saponificaveis como os terpenos, tocoferdis, esterois e pigmentos
(AKOH e MIN, 2002).

E com base na solubilidade que os lipidios sdo extraidos
industrialmente de gréos oleaginosos com hexano (REVERCHON e DE
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MARCO, 2006), e também sdo separadas as fracfes lipidicas de outras
matrizes com cloroféormio ou metanol (OETTERER, REGITANO-
D'ACE e SPOTO, 2006). O inconveniente das extragdes com solvente é
a necessidade de eliminagdo do solvente apds o processo. O didxido de
carbono supercritico também é um bom solvente para extrair compostos
lipossollveis, como déleos de sementes oleaginosas, e propicia
(dependendo das condigdes utilizadas) altos rendimentos (BRUNNER,
1994; 2005; SAHENA et al., 2009).

As unidades fundamentais dos triacilgliceréis sdo os acidos
graxos (AG). Acidos graxos s&o &cidos carboxilicos alifaticos, possuem
uma cadeia hidrocarbonada e um grupo carboxila terminal (parte polar
da molécula). Podem apresentar de 4 a 30 atomos de carbono, ser
saturados (ligagGes simples) ou insaturados (duplas ligagfes). A Tabela
4 apresenta 0s acidos graxos mais comuns encontrados em 0leos
vegetais. Os insaturados diferem na posicdo e quantidade das duplas
ligagdes (BOBBIO e BOBBIO, 1989; AKOH e MIN, 2002;
OETTERER, REGITANO-D'ACE e SPOTO, 2006; VISENTAINER e
FRANCO, 2006; SAHENA et al., 2009).

Tabela 4: Estrutura de &cidos graxos saturados e insaturados mais comuns
encontrados em Gleos vegetais.

) N° de
Acido graxo carbonos e Estrutura
insaturacOes
Miristico C14:0 NN N o
Palmitico C16:0 NN N TN TN T o
Estearico C18:0 I T T N e N Y
Oleico C18:1 P SV e e VA Y Vg v

Linoleico C18:2 N T i i g
Linolénico C18:3 TN COM
Araquidico C20:0 DR Ve e T T g N
Gadoleico C20:1 R Ve W S VU
Behénico C22:0 NN NN N NN o

Embora os acidos graxos ocorram em quantidades muito grandes
como blocos construtivos dos lipidios naturais saponificaveis, eles
ocorrem apenas em tragos na forma livre (ndo esterificada). No entanto,
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em alimentos armazenados e/ou submetidos ao processamento, o teor de
acidos graxos livres pode ser encontrado em niveis elevados
(VISENTAINER e FRANCO, 2006).

Para obter os &cidos graxos na forma livre é necessario realizar
reacdes de hidrélise e saponificacdo, seguida de uma acidificacdo. E
desta maneira que se procede a metilagdo para identificagdo dos &cidos
graxos (OETTERER, REGITANO-D'ACE e SPOTO, 2006). Os ésteres
metilicos apresentam maior volatilidade e sdo os compostos analisados
na identificacdo e quantificacdo de &cidos graxos por cromatografia
gasosa (VISENTAINER e FRANCO, 2006).

Os é&cidos graxos também sdo compostos de importancia
nutricional e podem ser classificados em dois grupos baseado na
capacidade do ser humano sintetiza-los. Acidos graxos essenciais nio
podem ser sintetizados pelo corpo humano e precisam ser supridos na
alimentacdo e o0s ndo essenciais, como &cido oleico, podem ser
sintetizados no corpo (SAHENA et al., 2009). As dietas ricas em &cidos
graxos monoinsaturados, como 0 »-9 (por exemplo, o oleico), tem efeito
benéfico na proporcdo de lipoproteina de alta densidade (HDL), que ¢
um indicador do risco de doenga coronariana (BRASIL, 2012). Os
acidos graxos essenciais poli-insaturados como ®-3 (por exemplo, 0
linolénico) e w-6 (por exemplo, o linoleico), sdo importantes para
fungdes celulares normais, e atuam como precursores para a sintese de
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa como os acidos
araquidonicos, eicosapentaenoico e docosaexaenoico, que fazem parte
de numerosas fungbes celulares como a integridade e fluidez das
membranas, atividade das enzimas de membrana e sintese de
eicosanoides como as prostaglandinas (MANHEZI, BACHION e
PEREIRA, 2008).

2.2.1 Oxidagéo Lipidica

A principal causa da deterioracdo de Oleos vegetais é a
rancificagdo, que resulta no desenvolvimento de odores e sabores
indesejaveis e leva a rejeicdo do alimento, reduzindo seu tempo de
comercializacdo (OETTERER, REGITANO-D'ACE e SPOTO, 2006;
PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006; RAMALHO e JORGE,
2006).

A rancidez pode ocorrer por via hidrolitica (enzimatica ou nao
enzimatica) ou oxidativa (foto-oxidacdo e auto-oxidagdo). A rancidez
hidrolitica enziméatica ocorre devido a acdo das enzimas lipases,
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presentes nas sementes oleaginosas ou lipases de origem microbiana e a
ndo enzimatica se da em altas temperaturas, ambas produzindo acidos
graxos livres (RAMALHO e JORGE, 2006).

A oxidacdo ou rancidez oxidativa envolve o ataque do oxigénio
atmosférico, ou dissolvido no produto, a porcdo insaturada dos acidos
graxos presentes nos Oleos e gorduras, sendo favorecida por altas
temperaturas, incidéncia de luz, presenca de metais pré-oxidantes e altas
concentracdes de duplas ligacdes (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006; RAMALHO e JORGE, 2006). Os sitios reativos das
moléculas lipidicas sédo a ligagdo carboxilica e as duplas ligacdes. Por
isso quanto maior o grau de insaturacdes do acido graxo, maior a
intensidade da oxidacdo (OETTERER, REGITANO-D'ACE e SPOTO,
2006). O mecanismo de foto-oxidacdo de gorduras insaturadas €
promovido essencialmente pela radiacio UV em presenca de
sensibilizadores (clorofila, mioglobina) (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006).

A Figura 3 (pag. 37) apresenta um esquema da auto-oxidacao
em lipidios. Os lipidios poli-insaturados se oxidam formando um radical
alquil (R-) (iniciagdo). Os radicais alquil reagem com oxigénio para
formar radicais peroxido (ROO-), os quais reagem novamente com 0s
lipidios para produzir hidroperoxidos (propagacdo). Estes
hidroperoxidos decompdem-se facilmente na presenca de metais para
produzir os aldeidos. Por fim, os radicais reagem entre si (terminagdo).
Substancias que podem evitar a oxidacdo lipidica sdo os antioxidantes
(AH). O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos
radicais livres R- e ROO- com maior facilidade que os hidrogénios
alilicos das moléculas insaturadas. Assim, formam-se espécies inativas
para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A:) procedente do
antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a
capacidade de iniciar ou propagar as reacfes oxidativas (RAMALHO e
JORGE, 2006).
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Figura 3: Esquema geral mecanismo de oxidacao lipidica

Iniciagao

RH — R + H-

Propagacao
R+ 0, ROO’

ROO' + RH — ROOH + R°

Terminagdo

ROO' + R* —
ROO' + ROO® —> Produtos estdveis
R"+R —

Acdo Antioxidante

R + AH —> RH + A’
R' + A’ —>  Produtos estiveis

RH : substrato organico; R-, ROO- : radicais livres; ROOH:
hidroperéxido; AH: antioxidante; A-: radical inerte

2.3 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes podem ser compostos presentes naturalmente nos
alimentos ou empregados como aditivos em produtos processados.
Segundo o Codex Alimentarium (1994) antioxidante ¢ um aditivo
alimentar que prolonga a vida de prateleira do alimento contra
deterioracdo causada por oxidacdo. Sdo compostos aromaticos que
contém, no minimo, uma hidroxila, podendo ser sintéticos ou naturais e
guando presentes em concentragBes baixas, comparadas ao substrato
oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidacéo do substrato
(SOUSA et al., 2007).

Os antioxidantes podem ser enzimas (superoxido dismutase e
catalase), vitaminas (vitamina E, B-caroteno, vitamina C), minerais
(selénio vinculado a enzimas) e acidos fendlicos. S0 compostos
capazes de capturar radicais livres, prevenir doencas do coracao,
doencas degenerativas, cancer e catarata (VILLARREAL-LOZOYA,
LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOS, 2007).
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O mecanismo de acdo dos antioxidantes define sua classificacdo
em priméarios e secundarios. Os primarios retardam ou inibem as fases
de iniciacdo e propagacdo da auto-oxidacdo ao doarem um hidrogénio
para estabilizar os radicais livres. Os antioxidantes secundarios
apresentam diferentes mecanismos de acdo, diminuem a taxa de
oxidacdo, mas ndo convertem radicais livres a compostos estaveis.
Podem quelar metais pré-oxidantes, repor hidrogénio de antioxidantes
primarios, desativar oxigénio singlete e absorver a radiacdo ultravioleta
(AKOH e MIN, 2002).

Os antioxidantes para serem usados em alimentos devem ser
baratos, atoxicos, efetivos a baixas concentragfes (0,001% a 0,01%),
estaveis, capazes de resistir aos processos de industrializacdo e nédo
deixar sabor, odor ou cor residual (AKOH e MIN, 2002; RAMALHO e
JORGE, 2006).

Os antioxidantes primarios (Figura 4) mais utilizados em
alimentos sdo compostos sintéticos como Butil-hidroxi-anisol (BHA), o
Butil-hidroxi-tolueno (BHT), o Terbutil-hidroxiquinona (TBHQ) e o
propil galato (PG) (AKOH e MIN, 2002; RAMALHO e JORGE, 2006;
SOUSA et al., 2007).

Figura 4: Estrutura de antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos

OH OH OH OH
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No entanto, algumas pesquisas tém mostrado que dosagens de
500 mg/kg/dia dos antioxidantes como BHA e BHT provocam
alteragdes lipidicas, enzimaticas e patologicas em ratos e macacos de
laboratério. Em alguns casos apresentaram até efeitos cancerigenos
(BRANEN, 1975). Por isso, o uso de antioxidantes naturais é uma
tendéncia em aplicac@es laboratoriais e industriais (DIAZ_REINOSO et
al., 2006).

Alguns antioxidantes naturais também agem como antioxidantes
primarios e sdo comumente utilizados nos alimentos. Os tocoferois sdo
0s mais comuns, seguidos pelos acidos fendlicos e os carotenoides
(AKOH e MIN, 2002; RAMALHO e JORGE, 2006). No Brasil as doses
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permitidas de antioxidantes em alimentos sdo regulamentadas pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) baseada no Codex
Alimentarium. O tocoferol pode ser utilizado em 6leos e gorduras a
niveis de 0,05 g/100g segundo Codex Alimentarium (1994).

Nas ultimas décadas o numero de pesquisas sobre antioxidantes
naturais aumentou significativamente devido o reconhecimento de seus
potenciais beneficios a salde (FRANKEL e FINLEY, 2008) e devido
aos riscos a satde de compostos sintéticos (FRANKEL, 1996).

Em espécies vegetais podem ser encontrados antioxidantes
naturais como o0s tocoferois, carotenoides, flavonoides e compostos
fenolicos. Os vegetais produzem uma diversidade de metabolitos
fendlicos que rapidamente inibem a oxidacdo e apresentam potencial
para minimizar os efeitos da auto-oxidagdo (AKOH e MIN, 2002).

Especificamente a noz pecd apresenta em sua cOmMposicdo
tocoferois, como citado anteriormente (item 2.1; pdg. 29) e também
compostos fendlicos (VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e
CISNEROS-ZEVALLOS, 2007).

2.3.1 Compostos fendlicos

Compostos fenolicos séo encontrados em muitas frutas e vegetais
em diferentes estruturas e fungdes. O vinho tinto e o cha verde, por
exemplo, apresentam compostos fendlicos constituidos majoritariamente
de flavonoides (antocianinas e flavonois) (FRANKEL, 1999;
MATSUBARA e RODRIGUEZ-AMAYA, 2006). Residuos da
agricultura e da inddstria sdo fontes renovaveis, baratas e altamente
disponiveis de antioxidantes fenélicos (DIAZ_REINOSO et al., 2006).

Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de um
anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos
hidroxila e/ou metoxila na molécula.

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos
benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZK e SHAHIDI,
2004).

As estruturas apresentadas na Figura 5 sdo formas genéricas de
compostos fendlicos presentes na améndoa de noz pecd. Por exemplo, 0
acido galico e a catequina, compostos comprovadamente presentes na
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noz, apresentam os seguintes substituintes: R1, R2 e R3= OH e 3,57,
3’e 4’=0H, respectivamente.

Figura 5: Estrutura de antioxidantes naturais: acido fendlico (esquerda) e
flavonoide (direita).

R1
OH

R2
R3

Outros acidos fenolicos presentes na noz peca incluem gentisico,
vanilico, protocatequico, p-hidroxibenzéico e os 4&cidos p-
hidroxifenilacético e quantidades vestigiais de acidos cumaérico e
siringico (VENKATACHALAM, 2004).

Muitos compostos fendlicos tém mostrado potencial para uso
como antioxidante em alimentos ou até ja sio usados como tal. Acidos
fendlicos tais como hidroxicindmicos (caféico, p-cumarico, ferdlico, e
acidos sinépico), hidroxicumarina (escopoletina), e o0s 4&cidos
hidroxibenzéico (4-hidroxibenzdico, &cido galico, gentisico, elagico,
protocatequico, salicilico, e vanilico) sdo compostos fenodlicos cuja
atividade antioxidante varia muito e depende também do sistema onde
sdo inseridos (AKOH e MIN, 2002).

Além da aplicacdo na industria de alimentos os antioxidantes
fenolicos podem ser utilizados na area de cosméticos, especificamente
como substitutos para conservantes sintéticos ou como ingredientes
ativos para produtos para pele (PESCHEL et al., 2006).

De acordo com varias pesquisas, compostos fendlicos podem
inativar radicais livres e sdo estudados para reduzir a incidéncia de
doencas croénicas, incluindo Alzheimer, Parkinson, alguns tipos de
cancer, e outras doencas degenerativas (MEYER, HEINONEN e
FRANKEL, 1998; FRANKEL, 1999; AKOH e MIN, 2002).

A extragdo de compostos fenolicos em materiais vegetais é
influenciada pela natureza quimica dos compostos, 0 método de
extracdo utilizado, o tamanho de particula da amostra, o tempo e as
condi¢bes de armazenamento, assim como a presenca de substancias
interferentes (NACZK e SHAHIDI, 2004). Estes compostos podem estar
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complexados com proteinas e outros componentes das plantas; alguns
compostos fendlicos de alto peso molecular e seus complexos podem ser
bastante insollveis. Etapas adicionais podem ser necessarias para a
remocdo de compostos fendlicos e substdncias indesejadas, ndo
fenolicas, tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas (NACZK e
SHAHIDI, 2004). A extragdo de compostos fendlicos livres e
esterificados com auxilio de uma etapa de hidrélise acida ou alcalina
pode ocasionar perdas significativas de derivados de 4cidos
hidroxicindmicos (KRYGIER, SOSULSKI e HOGGE, 1982)

Metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila e, em menor grau,
o propanol, dimetilformamida, e suas combinacgdes sdo frequentemente
usadas para a extragdo de compostos fendlicos (SIMOES et al., 2003;
NACZK e SHAHIDI, 2004).

Entre os compostos fenolicos encontrados nas plantas estdo os
taninos. Sdo substancias de cores que podem variar do branco ao
marrom claro e que contribuem significativamente para sensagdo
adstringente de vinhos, sucos de frutas e chas (BOBBIO e BOBBIO,
1989; SIMOES et al., 2003).

A presenca de taninos condensados (catequina, epicatequina) e
taninos hidrolisaveis (acido galico e acido elagico) na améndoa de noz
pecd ja foi reportada na literatura (VENKATACHALAM, 2004;
VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOS,
2007).

Séo classificados em dois grupos, apesar de ambos possuirem
uma molécula de poli-hidroxi-fendis ou seus derivados. O primeiro
grupo sdo os taninos hidrolisaveis, polimeros derivados do acido galico
e elagico. O outro grupo é encontrado em maior quantidade e de maior
importancia em alimentos, sdo os denominados taninos condensados,
relacionados a estrutura da catequina (BOBBIO e BOBBIO, 1989).

Os taninos condensados ou proantocianidina compreendem um
grupo de oligdbmeros e polimeros formados pela policondensacdo de
duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (Figura 6-a; pag. 42)
(SCHOFIELD, MBUGUA e PELL, 2001; SIMOES et al., 2003). Os
multiplos grupos de compostos hidroxi-fenélicos propiciam a formacéo
de complexos com proteinas, ions metalicos e macromoléculas como
polissacarideos (BOBBIO e BOBBIO, 1989; SCHOFIELD, MBUGUA
e PELL, 2001). Isto e a diversidade de estruturas dos taninos
condensados tornam sua analise complicada.

Os taninos hidrolisaveis apresentam um poliol central (B-D-
glicose) esterificado com &cido galico (Figura 6-b).
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Figura 6: Estrutura de proantocianidina (a) e tanino hidrolisavel (b).
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Cuidados devem ser tomados para evitar perdas destes
compostos. Os métodos de secagem que empregam calor acima de 70°C
diminuem consideravelmente a concentracdo de taninos e outras
substancias fendlicas. A secagem ao ar ou a temperatura ambiente altera
os teores de taninos, mas em menor proporcdo (SIMOES et al., 2003).

Com relacdo aos solventes utilizados na extracdo e separacao dos
taninos, sdo recomendados agua, acetona, metanol e suas misturas. A
acetona bloqueia a associagdo tanino-proteina, 0 que ndo ocorre com o
metanol. A insercdo de 4gua pode aumentar o rendimento da extracao.

A formagdo do complexo tanino-proteina pode originar artefatos
apos a extracdo. Hawker (1968), em seu estudo, sugeriu que as enzimas
invertase extraidas de uvas sdo insolGveis por se tratarem de artefatos de
extracdo, gerados pela formagdo do complexo tanino-invertase. O autor
ainda afirma que outros frutos, que apresentam taninos em sua
composic¢do, podem formar o complexo tanino-proteina.

Apos a extragdo os taninos condensados precisam ser mantidos ao
abrigo da luz e refrigerados, enquanto que os taninos hidrolisaveis
podem ser mantidos na temperatura ambiente (SIMOES et al., 2003).

2.4 METODOS DE EXTRACAO
Para obter extratos de matrizes vegetais varias sdo as técnicas de

extracdes existentes: destilacdo por arraste de vapor, extragdo com
solventes como maceracdo, em Soxhlet, percolagdo, infusdo e as ndo



43

convencionais como extracdo supercritica, extragdo com micro-ondas e
extracdo com ultrassom (VINATORU, 2001).

Antes de executar a extracdo, devem-se levar em consideragao as
caracteristicas do material vegetal, o seu grau de divisdo, o meio extrator
e a metodologia (SIMOES et al., 2003). No presente estudo serdo
revisadas as técnicas em Soxhlet, com ultrassom e a extracdo
supercritica.

2.4.1 Extracgdo a Baixa Presséo

As extragOes a baixa pressdo (EBP) sdo extragOes realizadas a
pressdo atmosférica com solventes.

O solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel. E gracas a
seletividade que é possivel extrair apenas as substancias desejadas ou
maior quantidade das mesmas. Como a seletividade depende da
polaridade, o conhecimento do grau de polaridade do grupo de
substancias que se deseja preferencialmente extrair determina o solvente
ou mistura de solvente que mais se aproxima do 6timo de seletividade
para aquela extracdo (SIMOES et al., 2003).

2.4.1.1 Em Soxhlet

E utilizada para extrair compostos de solidos utilizando solventes
volateis e exigindo o emprego do aparelho de Soxhlet. Opera em ciclos
de preenchimento do extrator Soxhlet onde se encontra a matriz vegetal.
Em cada ciclo da operacdo, o material vegetal entra em contato com o
solvente renovado; assim 0 processamento possibilita uma extracdo
altamente eficiente (SIMOES et al., 2003; LUQUE DE CASTRO e
PRIEGO-CAPQTE, 2010).

Segundo Instituto Adolfo Lutz (2008), a determinacéo de lipidios
em alimentos € feita, na maioria dos casos, pela extragdo com solventes,
na forma mais simples extracdo continua em aparelho do tipo Soxhlet,
seguida da remogdo por evaporacdo ou destilagdo do solvente
empregado. O residuo obtido ndo é constituido unicamente por lipidios,
mas por todos os compostos que, nas condicdes da determinacao,
possam ser extraidos pelo solvente. Estes conjuntos incluem os &cidos
graxos livres, ésteres de acidos graxos, as lecitinas, as ceras, 0s
carotenoides, a clorofila e outros pigmentos, além dos esterdis,
fosfatidios, vitaminas A e D, 6leos essenciais, etc.



A extracdo em Soxhlet exige muito tempo de extragdo (horas) e
gera quantidades consideraveis de residuos de solventes no extrato, se
comparada outras metodologias de extracdo de sélidos, como a extra¢do
supercritica (LUQUE DE CASTRO e PRIEGO-CAPOTE, 2010).
Apesar disso, possibilita extrair mais massa de amostra do que a maioria
dos métodos mais recentes como extragdo com micro-ondas, ultrassom
ou fluido supercritico (LUQUE DE CASTRO e GARCiA-AYUSO,
1998).

A amostra em contato com o solvente permanece em temperatura
maior que a temperatura ambiente. A solugdo extrato e solvente pode
atingir uma temperatura superior a temperatura de ebulicdo do solvente.
Isto pode acarretar a perda de compostos alvos termolabeis (LUQUE DE
CASTRO e PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Devido a alta temperatura empregada na extracdo pode ocorrer a
formacdo de artefatos. Artefatos sdo compostos formados durante a
extracdo pela ocorréncia de reagdes quimicas envolvendo metabolitos
secundarios. Entre os processos responsaveis pela formacdo de artefatos
destacam-se, as reacdes térmicas e as reacdes de solvolise (ASFAWA et
al., 2001; PIZZOLATTI et al., 2002).

2.4.1.2 Com ultrassom

A extracdo com ultrassom tornou-se uma boa alternativa aos
métodos de extracdo convencionais, devido a sua alta eficiéncia e baixos
consumo de energia e agua. Este método tem sido utilizado com sucesso
para extrair substancias bioativas a partir de plantas (RODRIGUES e
PINTO, 2007).

A tecnologia de ultrassom aumenta o rendimento da extracdo de
compostos organicos, devido o fendmeno de cavitacdo produzido no
solvente. Entre os ciclos de som sdo produzidas bolhas de gas que
cavitam, aumentando a temperatura e a pressdo. O fenémeno de
cavitacdo também pode produzir radicais livres e no caso da agua
radicais hidroxila reativos (PANIWNYK et al., 2001).

O mecanismo da extracdo com ultrassom na matriz vegetal
envolve dois fendmenos fisicos. Considerando que o tecido vegetal é
composto por células envoltas das paredes celulares, os dois fendmenos
sdo a difusdo do solvente pelas paredes das células e o arraste dos
compostos para fora das células (VINATORU, 2001).

O rendimento dos compostos de interesse € alterado dependendo
do tamanho das particulas em extracdo, da temperatura e tempo de
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extracdo, do tipo e da razdo de solvente empregado e da frequéncia
utilizada (PANIWNYK et al., 2001; VINATORU, 2001; RODRIGUES
e PINTO, 2007; RODRIGUES, PINTO e FERNANDES, 2008). Quando
altas frequéncias sdo utilizadas na extragdo com ultrassom o rendimento
ndo cresce significativamente, no entanto a degradacéo dos constituintes
do vegetal diminui (VINATORU, 2001).

Segundo Rodrigues e Pinto (2007) o rendimento de compostos
fendlicos do pd da casca de coco aumentou significativamente na
extracdo de 60 minutos comparada a extracdo de 20 minutos. De 5 a 60
minutos quanto maior o tempo de extragdo, mais compostos fenolicos
sdo extraidos (RODRIGUES e PINTO, 2007; RODRIGUES, PINTO e
FERNANDES, 2008).

Assim como a extracdo em Soxhlet, a extracdo com ultrassom
gera residuos de solvente que precisam ser recuperados e despejados da
forma correta para ndo causar problemas ao meio ambiente. Residuos de
solvente podem permanecer no extrato, assim, cuidados adicionais
devem ser tomados para posterior uso do extrato na inddstria
farmacéutica ou alimenticia. No caso do ultrassom, ainda existe o
inconveniente da filtragem da amostra no final do processo.

Tanto o método em Soxhlet e com ultrassom sdo baratos e por
isso sdo constantemente utilizados na indUstria e em laboratérios
(LUQUE DE CASTRO e GARCIiA-AYUSO, 1998).

2.4.2 Extracdo Supercritica

A extracdo supercritica (ESC) surge como alternativa a extragao
com solventes, que sdo largamente usados hoje pelas industrias
farmacéutica, quimica e de alimentos (PEREDA, BOTTINI e
BRIGNOLE, 2007). A extracdo com solventes organicos deixa residuos
indesejaveis no produto final (LI, BELLMER e BRUSEWITZ, 1999) e,
a tecnologia supercritica € uma opgdo para obter os compostos de
interesse com um processo com baixos impactos ambientais.

A extragdo com fluido supercritico proporciona grandes
vantagens sobre as técnicas de extragdo convencionais. Dentre elas: a
auséncia de luz e do ar durante o0 processo de extragdo reduz a
incidéncia de reacGes de degradacdo que podem mais facilmente ocorrer
guando se utiliza outras técnicas de extracdo (PALMA e TAYLOR,
1999). E um processo flexivel, devido & possibilidade de modulagio
continua do poder de solvatacdo e seletividade do solvente e também
permite a eliminacdo de solventes orgdnicos (REVERCHON e DE
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MARCO, 2006). E, além disso, é um processo amigavel para 0 meio
ambiente em comparacdo a outros métodos de extracdo com solventes
ou enzimas para recuperar 6leo natural (BRUNNER, 2005).

A Unica grande desvantagem da ESC é o aumento dos custos de
investimento, se comparada &s técnicas tradicionais de extracdo &
pressdo atmosférica (REVERCHON e DE MARCO, 2006). Apesar
disso, € um dos poucos processos que apresentam capacidade de
produzir produtos isentos de solventes e de lidar com material de alta
viscosidade (BRUNNER, 2005).

O método de ESC permite recuperar 0s aromas naturais de varios
tipos de modo bastante eficiente e, atualmente, é o método de escolha
para extracdo industrial de 6leos volateis (SIMOES et al., 2003). ESC
também é usada para extrair produtos naturais com potencial
antitumoral, anti-inflamatdrio e antibacteriano (PALMA et al., 1999;
BISCAIA e FERREIRA, 2009; MICHIELIN et al., 2009; SAHENA et
al., 2009; PARISOTTO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

Processos de extracdo supercritica sdo realizados em grande
escala na indudstria de alimentos. Sdo exemplos a descafeinizacdo dos
graos de café e de folhas de cha preto, producdo de extrato de lupulo e
também para extracdo de compostos aromaticos e de especiarias
(BRUNNER, 1994; 2005).

Trata-se de uma tecnologia de separagdo que utiliza um solvente
no estado supercritico. Uma substancia pura se encontra no estado
supercritico quando sua temperatura e pressao estdo acima dos valores
criticos, acima do ponto critico (BRUNNER, 1994). A Figura 7 (pag.
47) apresenta um diagrama de fases de uma substancia pura adaptado de
BRUNNER (1994).
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Figura 7: Diagrama de Fases de uma substancia pura, Tc temperatura critica e
Pc pressdo critica.
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*Adaptado de BRUNNER (1994).

Solido Liquido

No caso de uma mistura, a mesma se encontra no estado
supercritico se a pressdo, a temperatura e a composicdo garantem seu
estado além do ponto critico. No ponto critico as fases gasosa e liquida
de um componente se tornam idénticas, as fases coexistem (BRUNNER,
1994).

Para atingir o ponto critico, ou manter a mistura acima do ponto
critico, um solvente de extracdo precisa ser pressurizado para proceder a
ESC. Didxido de carbono é o solvente mais comum utilizado em ESC
para aplicacfes em alimentos. Ndo é apenas barato e acessivel em alta
pureza, mas também seguro para manuseio e fisiologicamente, pois se
apresenta em baixos niveis no alimento (porque é facilmente removido
por uma simples expansédo para a pressdo atmosférica do meio, solvente
de baixa temperatura critica). Consequentemente, é aprovado para
processamento de alimentos sem necessidade de declaracdo (SIMOES et
al., 2003; BRUNNER, 2005; REVERCHON e DE MARCO, 2006;
SAHENA et al., 2009). A pressdo e temperatura criticas do CO, séo
7,38 MPa (73,8 bar) e 304,15K (31,97°C), respectivamente (REID,
PRAUSNITZ e POLING, 1989; BRUNNER, 1994).

Selecionado o solvente procede-se a extragcdo em condicles pré-
estabelecidas. As variagdes de pardmetros de extracdo como pressao,
temperatura, tempo e vazdo do solvente determinam a composicdo dos
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extratos e também o rendimento global da extracdo. Assim, ap6s estudo
dos parametros de extracdo e sua influéncia no rendimento e
composigéo dos extratos pode-se determinar condi¢Ges de extracdo onde
se obtém maior rendimento, aliado ou ndo, a maior quantidade dos
compostos de interesse. Para extracdo de compostos como fenolicos e
terpenos, por exemplo, geralmente sdo utilizadas pressées entre 150 e
400 bar e temperaturas de 40 a 60 °C (MEIRELES, 2009).

Outros trabalhos sobre extracéo supercritica de noz peca ja foram
publicados. Nestes estudos os autores buscavam: aperfeicoar a extragdo
do 6leo e propor um modelo para quantificar o teor inicial de 6leo nas
nozes e o coeficiente de difusividade da extracdo (ALEXANDER,
BRUSEWITZ e MANESS, 1997); desengordurar a noz pecd para
aumentar sua vida de prateleira (ZHANG et al., 1995); executar uma
extracdo que reduza a quebra das nozes efetuando diferentes pré-
tratamentos (LI, BELLMER e BRUSEWITZ, 1999); obter e analisar
acidos graxos das nozes com extragdo supercritica e com analise por
cromatografia (MANESS et al., 1995).

As propriedades como viscosidade, densidade, condutividade
térmica do fluido supercritico variam de forma diferente de um liquido,
gas ou solido. Pode-se afirmar que as propriedades do fluido
supercritico sdo similar a de gases e liquidos. Apresentara alta densidade
(liquido), a qual contribui para a melhor solubilizacdo dos compostos,
baixa viscosidade (gases), que viabiliza a penetracdo na matriz de
extracdo sem grandes desgastes (SAHENA et al., 2009).

Durante a transferéncia de massa no leito de extracdo formam-se
perfis de concentracdo de extrato no sélido e no solvente. O fluido
supercritico passa através do leito e extrai os componentes até a matriz
ser esgotada. A concentracdo do extrato aumenta na direcdo deste fluxo
(BRUNNER, 1994; 2005). A transferéncia de massa de componentes
sollveis de um solido ocorre em diferentes passos (BRUNNER, 1994):

1) A matriz absorve o solvente supercritico e outros fluidos
(se adicionados a extracdo). Isto ocasiona o inchago das
membranas e do interior das células do material,
diminuindo a resisténcia ao transporte de massa.

2) Em paralelo, os extratos sdo dissolvidos pelo solvente,
sendo que, uma reacdo quimica pode ocorrer antes disso.

3) Os compostos dissolvidos sdo transportados para a
superficie externa do solido, sendo a difusdo o
mecanismo predominante neste caso, e uma mudanca de
fase pode ocorrer.
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4) Os componentes sdo transportados da camada da
superficie do sélido para a massa de fluido supercritico.
Ocorre subsequentemente a remocdo dos compostos
dessa massa de solvente supercritico.

Analisando os fenbmenos acima, nota-se que a solubilidade dos
compostos no solvente supercritico exerce papel fundamental no
fendmeno de transferéncia de massa.

A solubilidade dos compostos no solvente supercritico depende
da pressdo de vapor dos compostos e da densidade do solvente
supercritico (BRUNNER, 1994; 2005). A pressdo de vapor dos
compostos aumenta exponencialmente com a temperatura a pressao
constante (BRUNNER, 1994). A densidade do solvente supercritico
pode ser determinada de acordo com a pressdo, temperatura e
composicdo do sistema (BRUNNER, 1994; PEREDA, BOTTINI e
BRIGNOLE, 2007).

A pressdo constante e com aumento da temperatura a pressdo de
vapor dos componentes aumenta e a densidade do solvente diminui.
Enquanto que a temperatura constante e com 0 aumento da pressdo a
densidade do solvente aumenta. A maior influéncia de um destes efeitos
caracterizam o fendmeno de retrogradagdo, que pode ser visualizado
pela inversdo das isotermas de extracdo (TEMELLI et al., 2007;
MICHIELIN et al., 2009; MEZZOMO et al., 2010).

2.4.2.1 Curva de extragdo Supercritica

Durante a extragdo supercritica 0os componentes extraidos sdo
arrastados por um fluxo continuo de solvente supercritico. Tanto para o
solido quanto para o solvente essa transferéncia de massa ndo €
constante e pode ser analisadas por curvas de extracao.

As curvas de extracdo podem ser plotadas em quantidade de
extrato versus tempo de extracdo, taxa de extrato versus tempo de
extracdo, porcentagem extraida versus tempo de extracdo e também
guantidade remanescente de extrato versus tempo de extracdo
(BRUNNER, 1994).

Através das curvas de extracdo (massa de extrato) em funcédo do
tempo é determinada a duracdo da extracdo até o esgotamento da
quantidade de amostra selecionada. Esta curva cinética de extracéo
supercritica é dividida em 3 periodos conforme descrito por Sovova
(1994) e empregado por Ferreira e Meireles (2002), De Campos et al.,
(2008), Mezzomo , Martinez e Ferreira (2009), Benelli et al., (2010).
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1) CER-(Constant Extraction Rate) é caracterizado pela
transferéncia de massa constante. Ocorre transicdo da
fase sélida para fluida por convecgdo. O gradiente desta
primeira etapa da curva € a solubilidade de equilibrio,
que limita a taxa de extracdo(TEMELLI et al., 2007).
Resisténcia externa a transferéncia de massa: convec¢éo.

2) FER-(Falling Extraction Rate) ocorre um decaimento da
taxa de extracdo. O extrato mais acessivel (na barreira
solido/fluido) ja estd esgotando e as resisténcias a
transferéncia de massa aumentam. Resisténcia externa
(conveccdo) e interna (difusao).

3) DCP-(Diffusion Controlled Period) a difusdo
(resisténcia interna) domina a transferéncia de massa no
solido.

A curva cinética de extracdo depende dos parametros de processo
e de todos os fenémenos (distribuicdo radial do solvente na entrada;
distribuicdo dos sdlidos, difusdo do solvente) que ocorrem durante a
extracdo (BRUNNER, 1994).

As informagfes obtidas com as curvas cinéticas possibilitam a
comparacdo de experimentos da mesma matéria-prima e no mesmo
equipamento.

2.4.2.2 Extragdo supercritica sequencial com cossolvente

Continuando o0 estudo da extracdo supercritica e suas
particularidades sera parte integrante deste trabalho também a extracdo
sequencial (ESC-S) com cossolvente. Tais processos buscam aperfeicoar
a extracdo dos compostos desejados e aumentar o rendimento de
extracdo. As operacdes sequenciais sdo obtidas variando pressdo e/ou
temperatura em cada etapa do processo (REVERCHON e DE MARCO,
2006; BISCAIA e FERREIRA, 2009). Sabe-se que com a alteracdo dos
parametros de extracdo altera-se a seletividade do CO, para diferentes
compostos. Assim, etapas com pressdes e temperaturas diferentes visam
obter fracOes diferentes da mesma amostra.

Para um extrato com muitos componentes, uma extracdo em
varios estagios pode gerar diferentes produtos (BRUNNER, 1994), se os
componentes apresentarem diferentes polaridades, massa e pressdo de
vapor (PEREDA, BOTTINI e BRIGNOLE, 2007). Na extracdo
sequencial é possivel realizar uma primeira extragdo operando & baixa
densidade de CO, (baixa pressdo) seguida por uma segunda etapa de
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extracdo com alta densidade de CO, (alta pressdo) (BISCAIA e
FERREIRA, 2009). Cada estagio de extracdo pode ser delineado com
outras condig¢bes de processos, até mesmo com solventes diferentes
(BRUNNER, 1994).

Palma et al. (1999) realizaram extracdo supercritica sequencial de
sementes de uvas brancas, na condi¢do de 450 bar e 35°C. Na extracdo
duas fragdes, coletadas separadamente, foram obtidas da mesma massa
de amostra. Na extracdo da primeira fracdo foi utilizado CO, modificado
com hexano. Esta fracdo continha principalmente &cidos graxos,
aldeidos alifaticos e esterdis. A segunda fracdo foi obtida com CO,
modificado com metanol, e, possuia compostos fendlicos,
principalmente catequina, epicatequina e acido galico.

A utilizacdo de pequenas quantidades de solvente organico pode
extrair fenois das sementes de uva (PALMA e TAYLOR, 1999). A
utilizacdo de 10% de etanol como cossolvente aumentou a solubilidade
do 4&cido galico cerca de 2500 vezes e possibilitou a extracdo de
catequina e epicatequina de sementes de uva (MURGA, BELTRAN e
CABEZAS, 1998).

Além da adicdo de cossolvente e diferentes etapas de extracéo
também pode ser utilizado o processo de despressurizagdo. A
despressurizacdo participa da ESC com o intuito de aumentar a
eficiéncia da extracdo. A rapida expansdo do gas provoca a modificacdo
da membrana celular, aumentando a disponibilidade de substancias
extraiveis pelo solvente (ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2012). E
observado que o trajeto percorrido pelos compostos € menor e a
transferéncia de massa aumenta se o material, matriz, é triturado, e suas
células destruidas. Isso porque a resisténcia do transporte pelas
membranas diminui ou torna-se irrisério (BRUNNER, 1994).

2.5 CONSIDERACOES

Finalizando esta revisao € possivel afirmar que a noz peca ¢ fonte
de nutrientes, em maior proporcéo lipidios e compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos sdo importantes para prevencdo da
oxidacdo e na inativacdo de radicais livres, enquanto que os &cidos
graxos sao compostos esséncias ao organismo e podem prevenir certas
doengas e regular fungdes metabolicas.

Pesquisas descrevem diferentes técnicas de extracdo para obter
estes compostos da noz. No caso dos lipidios a extracdo supercritica e
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extracdo com solventes e no caso dos antioxidantes extracdes e
fracionamentos com solventes.

A produgdo de noz pecd e do 6leo da mesma vem crescendo no
Brasil e com isso os residuos gerados por essa industria.

A extracdo supercritica € uma tecnologia eficiente para extracdo
de compostos lipofilicos e pode ser eficaz também para extracdo de
compostos antioxidantes dependendo dos pardmetros e coadjuvantes
aplicados.

Diante do exposto anteriormente existe um grande interesse em
caracterizar a torta de noz pecd e verificar a eficacia das extracdes para
obtencdo dos compostos de alto valor agregado visando valorizacéo
deste residuo agroindustrial.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIA-PRIMA

Foram estudadas tortas provenientes da prensagem a frio da noz
pecd como segue:

e Torta 1: variedade Mahan, colheita realizada em junho de 2012
€,

e Torta 2: mistura das variedades Barton e Desirable, de colheita
realizada no primeiro semestre 2012,

As amostras (Figura 8) foram fornecidas pelas empresas Pecanita
do Rio Grande do Sul e Vital Atman de Sio Paulo. As empresas
enviaram as tortas embaladas a vacuo e protegidas da luz para evitar a
oxidagdo das mesmas durante o transporte.

Figura 8: Amostras das tortas de nozes pecd. 1) torta da variedade Mahan e
2) torta da mistura das variedades Barton e Desirable.

Imediatamente apds o recebimento, as matérias-primas foram
armazenadas protegidas da luz e de oxigénio em freezer doméstico
(Cénsul, cvu 300, Brasil) a -18°C, no Laboratdrio de Termodinamica e
Extragdo Supercritica (LATESC) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da UFSC.
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3.2 METODOS
3.2.1 Caracterizagao das tortas de noz peca

As tortas de noz pecd foram caracterizadas através da anélise da
composi¢do nutricional, presenca de taninos, determinacdo do didmetro
médio das particulas e pelo indice de peréxido, indice de acidez, indice
de refracdo e densidade do 6leo das tortas.

3.2.1.1 Composicao Nutricional

Os teores de agua, de lipidios, de proteina e de cinzas foram
determinados no Laboratério de Bromatologia do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC.

3.2.1.1.1 Teor de umidade e compostos volateis

O teor de umidade e compostos volateis das amostras foi
determinado por método gravimétrico segundo metodologia 950.26 da
AOAC (2005). Nesta metodologia foram utilizadas 3 gramas de
amostra, balanca analitica (Hangping, FA2004), capsulas de metal,
dessecador e estufa (De Leo, Digital 100, Brasil). Primeiramente as
capsulas de metal foram aquecidas a 100 + 5°C por 1h, resfriadas em
dessecador até temperatura ambiente e suas massas mensuradas. Em
seguida pesou-se 3 gramas de amostra em cada cépsula que sofreram
aquecimento a 100 + 5°C até que as mesmas ndo apresentassem
variacdo de massa. Para o calculo do teor de umidade e volateis a
Equacao (1) foi utilizada.

100. mf

Teor de umidade e substancias volateis (%) = — 1)

Onde mi e mf sdo massa inicial e massa final da amostra em gramas,
respectivamente. Como o experimento foi realizado em triplicada os resultados
foram expressos em média + desvio padréo.

3.2.1.1.2 Teor de lipidios totais
O teor de lipidios foi determinado por extragdo Soxhlet segundo

metodologia 933.05 da AOAC (2005). Primeiramente os balbes do
equipamento e os cartuchos foram tarados, e em seguida incorporaram-
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se as amostras da andlise de umidade aos cartuchos. O cartucho com a
amostra e o baldo com éter etilico foram acoplados ao extrator (Tecnal,
TE-044, Brasil) onde se procedeu a extragdo por 6 horas. A primeira
etapa da extracdo ocorreu a 45°C por 2h e a segunda etapa a 65°C por
4h. Os baldes, j& sem solvente foram novamente pesados e foi calculado
o teor de lipidios pela Equagdo 2.

100. mf

Teor de Lipidios (%) = — 2

Onde mi e mf sdo massa inicial de amostra e massa final de lipidios em
gramas, respectivamente. Como o experimento foi realizado em triplicada os
resultados foram expressos em média + desvio padrédo.

3.2.1.1.3 Teor de nitrogénio total

A fracdo nitrogenada, proteina bruta foi determinada pelo método
de KJELDAHL (920.152 da AOAC (2005)). Na primeira etapa 1,3
gramas de amostra e 5g de catalisador (CuSO4 e Na,SQ,4) sofreram
digestdo, para degradacdo dos compostos nitrogenados, durante 4 h a
350°C. Certificou-se que a digestdo foi completa pela descoloracdo da
solucdo escura. Em seguida adicionou-se 50 mL de agua destilada e
conectou-se o frasco nos sistema de destilagdo (Tecnal, TE-036/1,
Brasil). Procedeu-se com a titulagdo do meio com uma solucdo de
hidroxido de sédio 50% até obter uma mistura alcalina. Em seguida
destilou-se o nitrogénio da mistura que foi coletado em acido bdrico 4%
com indicador. Por fim, efetuou-se a titulacdo com acido cloridrico 0,1
N para averiguar o teor de nitrogénio.

O Fator de conversao de nitrogénio total em proteina bruta para a
noz pecd é 5,3 (USDA, 2001).

Os valores de teor de nitrogénio e teor de proteina foram
calculados de acordo com as Equagdes 3 e 4, respectivamente.

V.f.01.14. 100

Teor de nitrogénio (%) = . 1000

@)

Sendo que f é o fator de corre¢do para a solucdo de HCI, V volume de
HCI gasto na titulagcdo e m massa de amostra.

Teor de proteina bruta (%) = Teor de nitrogénio x 5,3  (4)
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3.2.1.1.4 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado com mufla (Quimis, Q318.24,
Brasil) a 550°C segundo método 940.26 da AOAC (2005). No
procedimento as capsulas de porcelana foram previamente taradas. Em
seguida 3g de amostra foram incineradas e entdo aquecidas em mufla a
550°C até aparecimento das cinzas. Resfriadas em dessecador suas
massas foram mensuradas. Para o célculo das cinzas utilizou-se a
Equacéo 5.

Teor de Cinzas (%)= M

()

Onde mi e mf sdo massa inicial e massa final da amostra em gramas,
respectivamente. A determinacdo foi realizada em triplicata e os resultados
foram expressos como média + desvio padréo.

3.2.1.1.5 Teor de fibras alimentares

O teor de fibras alimentares (solGveis e insollveis) foi realizado
no Laboratério de Cereais do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina segundo método 991.43 da
AOAC (2005).

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados
expressos pela média + desvio padrdo determinando a composicao
nutricional das duas variedades de torta.

3.2.1.1.6 Teor de carboidratos

A porcentagem de carboidratos foi calculada pela subtracdo de
todos os teores acima citados, conforme Equagéo (6).

Carboidratos(%) = 100 — (4guae volateis + lipideos + cinzas + proteinas + fibras) (6)
3.2.1.2 Determinacédo do diametro médio das particulas das tortas

O diametro médio das particulas foi determinado por ensaio em
agitador de peneiras (Bertel Metalurgic Ind. Ltda., Caieiras/SP, Brasil)
durante 60 minutos com peneiras de 6, 16, 20, 25 e 32 mesh (série Tyler,
W.S. Tyler, Wheeling, EUA), em duplicata. As fragdes retidas em cada
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peneira foram pesadas e o diametro médio de particulas foi calculado de
acordo com as Equaces 7 e 8, apresentadas por Gomide (1983).

()

(8)

Onde:
X i = percentagem retida de amostra na fracéo i,
D,, = diametro médio superficial das particulas;
D,; = diametro da peneira i;
M; = massa de amostras retidas na peneira i;
M = massa total nas peneiras;
n = ndmero total de fracdes.

O didmetro médio de cada torta foi entdo expresso pela média +
desvio padrdo, em milimetro (mm).

3.2.1.3 Caracterizagdo do 6leo das tortas

O oleo caracterizado foi obtido das tortas por maceracdo de 7
dias, utilizando solvente hexano na razdo 1:5. A caracterizagdo dos 6leos
das Tortas 1 e 2 e dos 6leos Comerciais fornecidos pelas industrias foi
realizada no laboratdrio de dleos e Gorduras do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2.1.3.1 indice de acidez

O indice de acidez foi determinado em triplicata de acordo com o
método Cd 3d-63 da AOCS (2003), com modificaces, e os dados foram
expressos pela média + desvio padréo, em g oleico/100g de amostra.

Na determinacdo de acidez foram pesadas 7 gramas da amostra
homogeneizada, em frasco Erlenmeyer de 250 mL. Apos adi¢do de 3
gotas de solugdo de fenolftaleina 1%, o 6leo pesado foi dissolvido em
125 mL de etanol neutralizado 95%. Por fim, foi realizada a titulacdo
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com solucdo de hidréxido de sé6dio 0,01 M, até o aparecimento da
coloracdo rosea, a qual persistiu por 30 segundos.

A Equacéo 9 é utilizada para realizar o calculo do indice de
acidez .

indice de acidez (g oleico/100 g) = (A-B) x f x 0,01 x 56,1 9
Px281

Onde: A = n° de mL da solugdo de hidréxido de sdédio gasto na
titulacdo da amostra; B = n° de mL da solugdo de hidroxido de sodio gasto na
titulagdo do branco; f = fator de corregdo da solugéo de hidroxido de sodio; P =
n°® de g da amostra.

3.2.1.3.2 indice de peroxido

O indice de peroxido foi determinado conforme método Cd 8b-
90 da AOCS (2003) e os dados em triplicata foram expressos pela média
+ desvio padréo, em mEq/ kg de amostra.

Foram colocados 5 g da amostra em um frasco Erlenmeyer de
250 mL com 0,5 mL de solucdo Kl e 50 mL de solugdo de &cido acético
glacial com isoctano 3:2. A solucdo foi agitada até a dissolucdo da
amostra. Depois de 1 minuto adicionou-se 30 mL de agua, 0,5 mL de
solucdo de lauril sulfato de sddio e 0,5 ml de solucdo de amido. Por fim,
titulou-se a mistura com solucéo de tiossulfato de s6dio 0,01 N (1gota
por segundo), agitando constantemente. A titulacdo cessa quando a
solugdo torna-se branca. A prova em branco sofre 0s mesmos
procedimentos.

A Equacéo 10 é utilizada para o calculo do indice de perdxido
em mEq por 1000 g de amostra

indice de Peroxido (mEqg/kg) = (A - B) x 0,01 x f x 1000 (10)
P

Onde: A = n° de mL da solugdo de tiossulfato de sodio gasto na
titulagdo da amostra; B = n° de mL da solugéo de tiossulfato de sédio gasto na
titulacdo do branco; f = fator de correcdo da solucdo de tiossulfato de sddio; P =
n° de g da amostra.
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3.2.1.3.3 indice de refragio

O indice de refragdo foi determinado em refratdmetro segundo
método Cc 7-25 da AOCS (1993). Com uma gota de Oleo no
refratdmetro procede-se a leitura do indice de refracdo pelo nivelamento
da linha pontilhada com o limite da zona escura visualizada.

3.2.1.3.4 Densidade relativa

A densidade relativa do dleo foi determinada com o auxilio de um
picndémetro seguindo a metodologia Cc 10a-25 da AOCS (1995). Na
metodologia determina-se a massa do picnémetro vazio, cheio de agua e
cheio de dleo e entdo se calcula a densidade relativa do 6leo segundo
Equacéo 11.

Densidade relativa = —otee (11)

Migua

Onde mgqua € @ massa de agua no picndmetro e mMgje, € @ massa de
6leo no picndémetro.

3.2.1.4 Teste de presenca de taninos

As duas amostras deste trabalho também foram submetidas a
avaliacdo da presenca de taninos através de ensaio com reagente cloreto
férrico descrito por Simdes et al. (2007). A presenca de taninos
condensados e hidrolisados pode ser observada pela adi¢do de solucédo
de cloreto férrico (1% metanol) ao extrato aquoso da amostra em teste.
O aparecimento de um halo azul ¢ indicativo de existéncia de taninos
hidrolisaveis, enquanto o aparecimento de um halo verde é indicativo de
taninos condensados. Estas cores se desenvolvem devido a complexacéo
das hidroxilas dos compostos fenolicos com a molécula de ferro,
conforme Figura 9 (pag. 60). A coloragdo azul ou esverdeada aparece de
acordo com a estrutura da molécula (BOBBIO e BOBBIO, 1989;
GRUSZYNSKI, 2002).
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Figura 9: Complexacdo do anel fendlico com a molécula de ferro.

OH o,
@: + FeCls - @i :“_'FE
OH o

Esse ensaio € apenas qualitativo, servindo somente para
confirmar a presenca das classes de compostos antioxidantes na amostra.

3.2.2 Obtencao dos extratos
3.2.2.1 Extracgdes a baixa pressao

Os métodos utilizados nas extracdes a baixa pressdo (EBP) foram
em Soxhlet e com ultrassom, empregando-se separadamente trés
solventes de indice de polaridade distintos.

Os solventes selecionados foram os hexano (Synth, 98,5%), o
etanol (Synth, 99,5%) e a acetona (Synth, 99,5%), todos P.A. O hexano
foi escolhido por ser muito utilizado nas extracBes de lipidios, até
mesmo nas industrias (OETTERER, REGITANO-D'ACE e SPOTO,
2006). O etanol e a acetona, além de serem polares, apresentam bons
resultados, reportados na literatura, para a obtencdo de extratos com
atividade antioxidante da noz pecd (SIMOES et al., 2003; NACZK e
SHAHIDI, 2004). Além disso, 0 etanol é um solvente considerado
“yerde” para salde humana (ACS, 2011).

3.2.2.1.1 Extracdo em Soxhlet

A extracdo em Soxhlet foi realizada em duplicata com 5 g de
torta de noz peca e 150 mL do solvente organico, num aparelho Soxhlet
durante 6 horas, tal como descrito pelo método 032/IV do Instituto
Adolfo Lutz (2008). Cada extragdo foi realizada com apenas um dos trés
solventes.

A estrutura é composta de manta de aquecimento, baldo de fundo
redondo com solvente, aparelho Soxhlet, cartucho de papel filtro (poro
14 pm) com amostra, condensador e banho termostatico (Micro
Quimica, MQBMP-01, Brasil), como pode ser observado na Figura 10

(péag. 62).
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A temperatura do solvente foi mantida proxima da temperatura de
ebulicdo do mesmo, garantindo gotejamento do solvente na amostra com
velocidade de 4 a 5 gotas por segundo.

Na Figura 10 sdo apresentados os aparatos das extracGes em
Soxhlet (A) e com ultrassom (C) além do esquema de rota-evaporagéo a
vacuo (B).

Figura 10: A) extracdo em Soxhlet seguida do B) processo de
eliminacédo do solvente e C) a extragdo com ultrassom.

3.2.2.1.2 Extragdo com ultrassom

A técnica aplicada foi adaptada de Vinatoru (2001), onde 5 g de
torta de noz peca permaneceram em contato com 150 mL de solvente
(hexano, ou etanol, ou acetona) durante 1 hora em banho de ultrassom.
A razdo entre a massa de amostra e o volume de solvente utilizada na
extracdo com ultrassom foi a mesma utilizada na extragdo em Soxhlet
(1:30).

Como apresentado na Figura 10, a extracdo foi realizada com
solvente e amostra dentro de um bal&o de fundo chato, inserido em um
banho de ultrassom (Unique, Ultra Cleaner 700, Brasil), dimensdes
internas 10x10x5 cm, com frequéncia de 55 kHz e um condensador
acoplado a banho termostatico (Micro Quimica, MQBMP-01, Brasil). A
temperatura atingida pela agua do banho ap6s 1 hora de extracdo foi de
40 °C.

Apos a extragdo, a mistura solvente-amostra foi filtrada em papel
filtro (poro 14 um) para separagdo da amostra sélida da solu¢do com
extrato.
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Assim como na extracdo Soxhlet, os ensaios foram realizados em
duplicata.

3.2.2.2 Extracdo Supercritica
3.2.2.2.1 Equipamento de Extragéo Supercritica

As extragBes supercriticas foram realizadas em uma unidade de
extracdo desenvolvida na Thermische Verfahrenstechnikda Technische
Universitat Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha, hoje propriedade
do Laboratdrio de Termodindmica e Extragdo Supercritica. O
equipamento pode ser visualizado na Figura 11.

O equipamento, ja descrito por Zetzl, Lozano e Brunner (2007),
consiste em uma coluna de extragdo, 3 banhos termostaticos (DC30-
B30, Thermo Haake, Alemanha; C10 - K10, Thermo Haake, Alemanha;
MQBTZ99-20, Microquimica, Brasil), um cilindro com tubo pescador
de CO; 99,9 % (White Martins, Brasil) pressurizado a 60 bar, tubulacéo
de aco inox de 1/8” e 1/4”, manémetros, um multiplicador de pressdo
hidropneumatico (Maximator M111, Alemanha), uma valvula de
entrada tipo agulha e duas de controle e descompressdo na saida: de
ajuste  micrométrico (HIP ,10-11NFA-V, Estado Unidos) e
macrométrico (HIP, 10-11NFA, Estados Unidos).

Figura 11: Equipamento de Extracdo Supercritica com detalhe das vélvulas de
controle de vaz&o.

mandémetros

MG -,»-‘ 9 ‘_- j --> controle da vagio
. N -
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Resumidamente segundo Michielin et al.,(2005) : o solvente
(CO,) com a temperatura entre -10°C a 0 °C, para garantir que esteja no
estado liquido, é comprimido pela bomba e encaminhado a linha de
extracdo. No inicio do processo de extracdo a valvula de entrada no
extrator € mantida fechada e ap06s a pressurizacdo do solvente esta é
aberta para permitir a passagem do CO, supercritico para o extrator,
onde se encontra a matéria-prima solida. A tubulacdo que liga a bomba
ao extrator, bem como a tubulagdo apds o extrator e as valvulas sao
imersas em banho com 4gua a 65°C visando evitar o congelamento da
linha e das valvulas de saida durante a despressurizacdo da mistura
soluto/solvente. Com o sistema todo despressurizado sdo abertas as
valvulas de saida que permitem a saida do CO, do equipamento e
também a precipitacdo do extrato no frasco ambar.

3.2.2.2.2 Testes preliminares de extracao supercritica

Os testes preliminares de extragdo visaram determinar o tempo, a
vazdo de solvente e a massa de s6lidos (torta) que seriam utilizadas nas
extracBes. Assim, para determinar a massa de amostra que seria utilizada
foram realizados experimentos com 5g e 10g de amostra em extracdes a
200 bar e 40°C com a vazdo de 8 + 2 g/min. A duracdo das extracGes foi
de 2h.

Ap0s estipular a vazdo de solvente e a massa de amostra foram
efetuados testes cinéticos para obter as curvas de extragdo. Os testes
foram realizados a 200 bar e a 50°C com 5g de amostra durante 6h. As
curvas cinéticas de extracdo foram construidas através da massa de
extrato acumulado em fungdo do tempo de extracéo.

3.2.2.2.3 Extracao Supercritica com CO, puro

Os experimentos de extracdo supercritica com CO, puro (ESC)
foram realizados no equipamento descrito no item 3.2.2.2.1 (pag. 62)
com 5 g de torta de noz pecd, com passagem constante de solvente
(COy) pela amostra.

Como ja citados nos objetivos os compostos de interesse do
presente estudo sdo os compostos antioxidantes da torta de noz peca e 0s
acidos graxos. A literatura afirma que grande parte do teor de 6leo
presente nas nozes € extraida com temperaturas entre 35°C e 100°C e
pressdes de 90 a 700 bar (TEMELLI et al., 2007) e também que para a
extracdo de compostos como fendlicos geralmente séo utilizadas
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pressdes entre 150 e 400 bar e temperaturas de 40 a 60 °C (MEIRELES,
2009). Além disso, os trigliceridios que formam a maior parte do 6leo de
sementes oleaginosas sdo solUveis no CO, supercritico a temperaturas
de 40°C e a pressbes maiores de 280 bar (REVERCHON e DE
MARCO, 2006). Com base nestas informacGes e as fornecidas
anteriormente [itens 2.2 (pag.33), 2.3 (pag. 37) e 2.4.2 (pag. 45)] foram
selecionadas as temperaturas e pressdes de trabalho.

As temperaturas utilizadas foram de 40°C e 50 °C e as pressoes
de trabalho foram de 100, 150, 200 e 300 bar. Esta série de ensaios foi
realizada para a Torta 1 e somente 0 ensaio que apresentou maior
rendimento foi aplicado a Torta 2. Por serem duas amostras de torta de
noz pecd acreditou-se ndo haver necessidade de aplicar todos o0s ensaios
para ambas as tortas.

A vazdo foi a mesma para todos os ensaios de extracdo
supercritica, de 8 £ 2 g/min, com um tempo de extracdo de 4 horas,
fixados de acordo com os ensaios cinéticos [item 3.2.2.2.2 (pag. 63)]. O
frasco &mbar coletor de extrato foi mantido a 0 °C e abaixo da saida do
CO, para evitar perdas de 6leo.

3.2.2.2.4 Extracao Supercritica Sequencial com Cossolvente

Na extracdo supercritica sequencial com cossolvente (ESC-S) a
torta foi extraida em duas condicbes diferentes de operagdo. Conforme
esquematizado na Figura 12 (pdg. 65), primeiramente ocorreu a
pressurizagdo do sistema (a), entdo foi realizada a primeira extragdo (b).
Em seguida para acoplar a bomba de cossolvente no equipamento uma
etapa de despressurizacdo (c) foi adicionada. Apds uma nova
pressurizagdo do sistema (d) foi executada uma segunda extragdo (e) e
por fim uma despressurizacao final (f).
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Figura 12: Extragdo supercritica sequencial da torta de noz peca.

150 bar/ 40°C 150 bar/ 50°C

Pressdo (bar)

s o 7Y tfempo (min)

Smin  120min  © 2,5min ° 5min 120 min 20 min

a b ¢ d e f

(a): pressurizagdo (5 min); (b):extragdo (2h); (c): despressurizagio (60
bar/min); (d): pressurizagdo 22 etapa (5min); (e): extracdo (2h); (f): despressurizagdo
final.

A etapa (b) da ESC-S visou a extracdo preferencial dos &cidos
graxos presente na torta. Considerou-se esta uma etapa para
desengordurar a amostra. De acordo com os resultados de rendimento
[item 4.3.2 (pag. 86)] e composicdo de acidos graxos [item 4.6 (pag.
111)] a condigdo selecionada para esta etapa foi de 150 bar e 40°C
durante 2h.

Antes de prosseguir com a préxima etapa de extracdo o sistema
foi despressurizado. A despressurizacdo (c), ap6s desengordurar a torta,
teve a funcdo também de romper as células vegetais facilitando o acesso
do solvente. Na despressurizacdo a quebra ou ruptura das células ocorre
devido a mudanca de fase do CO,. O CO; na fase liquida preso na
matriz solida expande (efeito Joule-Thomson) causando a ruptura das
células (TEMELLLI et al., 2007). A taxa de despressuriza¢do, 60 bar/min
(c), foi definida baseado no estudo de Li, Bellmer e Brusewitz (1999).
Esses autores observaram uma maior ruptura das nozes pecds na
extracdo supercritica quando despressurizaram o leito de extracdo de 62
MPa para 2 MPa em 10 minutos do que quando realizaram a mesma
despressurizagdo em 20 minutos.

A etapa (e) buscou a obtencdo de compostos com atividade
antioxidante, como os compostos fendlicos, e, além disso, extrair o
restante do 6leo da amostra aumentando o rendimento da extracéo.
Nesta etapa foram utilizadas as condigdes de 150 bar a 50°C por 2h,
onde também foi adicionado um cossolvente. Essa condi¢do de ESC foi
selecionada, pois apresentou a maior atividade antioxidante entre os
extratos de ESC.
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O cossolvente foi inserido no extrator com auxilio de uma bomba
de cossolvente (SP Thermo Separation Products, Constametric 3200,
Estados Unidos) acoplada ao equipamento ESC descrito no item
3.2.2.2.1 (pag. 62). Apbds a bomba de cossolvente hd uma valvula de
retencdo que evita o retorno do solvente orgénico, caso ocorra um
aumento na pressdo da bomba de CO, durante o experimento. O
cossolvente utilizado foi o etanol a 5 % (m/m) em relagcdo a massa de
CO, utilizada para a extracdo de torta de noz pecad. Este solvente foi
selecionado com base nos resultados de atividade antioxidante das
extracGes em Soxhlet e com ultrassom [item 4.4 (pag. 94)] e também por
se tratar de um solvente verde.

3.2.2.3 Eliminacdo do solvente organico dos extratos

Apbs os procedimentos de extragdo em Soxhlet, com ultrassom e
ESC-S, as misturas resultantes de cada técnica foram separadas usando
um rota-evaporador (Fisatom, 802, Brasil), com resfriamento e controle
de vacuo, obtendo-se o extrato.

Para garantir a eliminacdo de todo o solvente os extratos foram
pesados até obtencdo de massa constante e também foram inertizados
com nitrogénio durante 5 min apds a rota-evapora¢do a vacuo. Na
inertizacdo, todo volume do frasco ambar é preenchido por gas inerte
nitrogénio garantindo que o extrato ndo reaja com compostos como
oxigénio e também auxilia na evaporacdo do restante do solvente,
devido aumento do fluxo convectivo de massa no interior do frasco.

Todos os extratos foram armazenados em frascos ambar a -18°C.

3.2.3 Célculos do rendimento de extragédo

Todos os experimentos de extragdo dos sistemas ESC e a baixa
pressdo foram realizados em duplicata e os rendimentos determinados
pela razdo entre a massa do extrato obtido e a massa de matéria-prima
utilizada (base seca), e apresentados por média + desvio padrdo. As
medidas de massas das amostras, dos baldes e dos frascos ambares
realizaram-se em balanca analitica (Shimadzu, AY220, Brasil).



67

3.2.4 Caracterizacao dos extratos obtidos

3.2.4.1 Determinacéo da Atividade Antioxidante dos extratos obtidos

Uma grande variedade de protocolos tem sido usada para avaliar
a atividade de antioxidantes (AA) naturais através do uso de sistemas de
geracdo de radicais livres, métodos de oxidagdo induzida e pela
avaliacdo de pontos finais de oxidacdo (FRANKEL e FINLEY, 2008).

Neste trabalho foram selecionados trés métodos de atividade
antioxidantes. Assim, a atividade antioxidante dos extratos obtidos
pelas extracdes supercriticas e pelos ensaios a baixa pressdo foi
determinada pelos métodos que utilizam o radical DPPH, o radical
ABTS e sistema p-caroteno/acido linoleico. Em todos os testes os
solventes de diluicdo possuiam pureza analitica (99,5 %) e os reagentes
foram obtidos da Sigma-Aldrich.

As atividades antioxidantes dos extratos das tortas foram
comparadas com valores da atividade antioxidante do acido galico e
antioxidante sintético TBHQ. O &cido galico € um composto fenodlico de
alto poder antioxidante e 0 TBHQ um antioxidante sintético utilizado
em alimentos como 6leos e gorduras.

3.2.4.1.1 Método de captura radical DPPH

O teste foi realizado de acordo com MENSOR et al. (2001). O
método consiste de uma reagdo de 30 minutos do radical livie DPPH
(1,1-diphenil-2-picryl hydrazil) com o extrato em solucéo etandlica.

Inicialmente 0,01 g de extrato de noz peca foram diluidos em 10
mL de etanol. A solucéo do extrato foi dividida em tubos de ensaio em
concentraces pré-determinadas entre 10 e 500 pg/mL. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de solugdo DPPH (0,003 g/ 25 mL). Apds 30 min de
reacdo a absorvancia foi medida a 518 nm em espectrofotdmetro
(Femto, 800XIl, Brasil).

Por acdo de um antioxidante o DPPH foi reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente
desaparecimento da absor¢do que foi monitorada pelo decréscimo da
absorvancia (SOUSA et al., 2007).

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com a
Equacdo 12 (pag. 69).
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AA% = 100 — (Absamostra - Absbranco)xloo (12)
Abscontrole

Onde: AbSnesta € @ absorvancia lida para a amostra, AbSpance @
absorvancia do branco da amostra e AbScynirore € @ absorvancia do controle.

Os resultados foram expressos como a atividade antioxidante,
correspondente a concentracdo de 500 pug/mL. Como as medidas foram
realizadas em triplicata os resultados foram expressos como média *
desvio padrdo.

Com os dados obtidos foi possivel construir uma curva da
atividade antioxidante em fungdo da concentracdo de extrato, e por
andlise de regressao linear foi calculada a concentracdo necessaria para
obter 50 % de atividade antioxidante (CEsy).

3.2.4.1.2 Método de descoloragdo do sistema [-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante a partir do sistema [-caroteno/acido
linoleico foi realizada de acordo com o método descrito por Matthaus
(MATTHAUS, 2002).

Resumidamente, 40 mg de acido linoleico e 400 mg de Tween
20, foram transferidos para um frasco com 1 mL de uma solugdo de B-
caroteno-cloroférmio (3,34 mg /mL). O cloroférmio foi removido por
evaporacdo a 40 °C. Em seguida, 100 mL de &gua destilada foi
adicionada lentamente e agitada vigorosamente para formar uma
emulsdo estavel de p-caroteno. Uma segunda emulsdo foi elaborada com
0S mesmos reagentes da primeira, mas sem o B-caroteno, formando a
emulsdo de Branco.

Uma aliquota de 5 ml da emulsdo de f-caroteno foi adicionada a
0,2 ml de solugdo de extrato etandlico (1,667 mg / mL) em tubos de
ensaio, em triplicata, e a absorvancia foi medida imediatamente a 470
nm em espectrofotbmetro (Femto, 800XI, Brasil). Procedeu-se da
mesma maneira para a leitura da emulséo de branco.

Os tubos foram colocados num banho de agua a 50 °C e a
absorvancia foi medida novamente apés 120 minutos. Os valores de
absorvancia foram convertidos em percentagem de atividade
antioxidante calculada pela Equacgdo 13 (pag. 70).
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AA% =100 —
{[(Abstm) amostra — Abst:o brancn) - (Abst=120 amostra — Abst=120 brunco)]} (13)

(Abst=ﬂ controle — Abst=120 conlrole)
* 100

Onde: Abs (t=0) absorvancia da amostra, controle ou branco no tempo
zero e Abs (t=120) absorvancia da amostra, controle ou branco ap6s 2h.

Como as medidas foram realizadas em triplicata os resultados
foram expressos em porcentagem de atividade antioxidante, como média
* desvio padréo.

3.2.4.1.3 Método de inibi¢do do radical ABTS

A atividade antioxidante determinada pelo método de inibicdo do
radical ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulf6nico))
foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por RE et al. (1999).
Trolox foi utilizado como antioxidante referéncia para construir a curva
analitica do método. Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-acido
carboxilico, um composto sintético derivado do a-tocoferol, foi
preparado em etanol e estocado como solugdo padrdo (RE et al., 1999;
PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006).

O radical ABTS foi dissolvido em agua até a concentracdo de 7,0
mmol/L, e submetido a reacdo com 2,45 mmol/L de persulfato de
potassio para a formacdo do radical. A mistura ficou armazenada em
refrigerador, protegida da luz, 16 horas antes do uso. A solugdo do
radical ABTS foi diluida em etanol até uma absorvancia de 0,70 £ 0,05
a 734 nm.

Prepararam-se solugdes de 20 pL de extrato nas concentracdes de
100, 250, 500 e 1000 pg/mL em tubos de ensaio em triplicata.
Adicionou-se 980 pL de solucdo de ABTS nos tubos de ensaio e apos 6
minutos as absorvancias foram lidas. As leituras foram feitas em
espectrofotdbmetro (Femto, 800XI, Brasil), e a partir delas calculou-se a
porcentagem de inibig&o do radical, conforme Equacéo 14:

Absf

% Inibigao = 1 — |42

].100 14)

Onde: Absf é a absorvancia apés a adicdo da solucgdo do radical ABTS
na solucdo de extrato para o tempo de 6 minutos e AbsO é a absorvancia do
radical.
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Os resultados deste método sdo expressos como TEAC
(capacidade antioxidante equivalente em Trolox do inglés Trolox
equivalent antioxidant activity). Para tal, uma curva analitica foi plotada
em funcgdo da porcentagem de inibicéo do radical ABTS pelas diferentes
concentragdes de Trolox (umol/mL). Apos a obtengdo do percentual de
inibicdo do respectivo extrato a atividade antioxidante foi calculada
através da Equagdo 15 com base na curva analitica de Trolox. A curva
analitica de Trolox é apresentada no Apéndice A (pag.135).

AA(%) == (15)

Onde: Ca ¢ a concentracdo (umol/L) referente ao percentual de inibicdo
obtido através das leituras espectrofotométricas do extrato e Ce é a concentragdo
do extrato utilizada na técnica.

A concentracdo de extrato tomada foi a de 500 pg/mL, para
permitir a comparagdo com a técnica do radical DPPH.

Desta forma, como a andlise foi realizada em triplicata, os
resultados foram expressos em umol TEAC/g, como média + desvio
padrdo.

3.2.4.2 Teor de compostos fendlicos totais

A determinagdo do teor de compostos fendlicos totais (FT)
presente nos extratos de torta de noz peca foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI, 1965;
PESCHEL et al., 2006).

Este método foi selecionado por ser bem difundido como método
de quantificacdo de compostos fenodlicos (NACZK e SHAHIDI, 2004;
SOUSA et al., 2007) aprimorado do método de Folin-Denis e por ser o
método mais utilizado para quantificacdo de compostos fendlicos da noz
pecd em outros trabalhos (DO PRADO, 2008; MIRALIAKBARI e
SHAHIDI, 2008), possibilitando assim comparagdes mais fiéis.

Cada um dos extratos testados foi diluido em etanol P.A. na
concentracdo final de 1,667 mg/L. A reacdo de oxidacdo foi realizada
em baldes volumétricos de 10,00 mL, sendo transferido para estes 10 pL
de amostra, aos quais foram adicionados 2 mL de dgua destilada e 0,5
mL do reativo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, USA). Apds 30
segundos e antes de 8 minutos apds a adicdo do reativo, foi adicionado
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1,5 mL de solucdo aquosa de carbonato de sodio (Nuclear, CAQ Ind. e
Com. Ltda., Brasil) a 20 % (m/v). Os bal6es foram aferidos com &gua
destilada até a marca de 10,00 mL, agitados e deixados em repouso ao
abrigo da luz e temperatura ambiente por 2 horas para que a reacao
ocorresse. A absorvancia de cada uma das solucGes foi medida a 765 nm
em espectrofotémetro (Femto, 800XI, Brasil). O branco realizado com
todos os reagentes, substituindo-se a amostra por agua destilada também
foi lido.

Os valores de absorvancia obtidos para cada um dos extratos sao
correlacionados com uma curva analitica de acido galico e o teor de
compostos fendlicos total foi determinado através da Equacdo 16. A
curva analitica de &cido galico é apresentada através do grafico de
absorvancia versus concentracdo de acido galico, no Apéndice B (pag.
137).

Teor de compostos fendlicos (mg GAE/gext) = {‘[zAE]}

ext

(16)

Onde GAE é o equivalente em &cido galico obtido da curva (mg
GAE/L), D: dilui¢do das amostras (gext/L).

A analise foi realizada em triplicata e o resultado expresso em mg
GAE/g de extrato, como média * desvio padrao.

3.2.4.3 Teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados (TC) foi determinado de acordo
com ensaio de vanilina descrito por Villarreal-Lozoya, Lombardini E
Cisneros-Zevallos (2007) e adaptado por Do Prado (2008).

O ensaio de vanilina é baseado na condensacdo do reagente de
vanilina com proantocianidinas em solugdes acidificadas. A vanilina
protonada, um radical eletrofilico fraco, reage com o anel flavonoide na
posicdo 6 ou 8. O produto intermediario desta reacdo torna-se levemente
rosa passando para um tom vermelho formando o produto final da
reacdo (DO PRADO, 2008).

Retiraram-se aliquotas de 1mL do extrato metanélico (1,667 mg /
mL) que foram colocados em tubos de ensaio em triplicata. Em seguida
adicionou-se 5mL de solucdo de vanilina (0,59 de reagente e 200 mL de
4%HCI em metanol) as solucdes de extrato . Ap6s 20 minutos de reacao
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fez-se a leitura em espectrofotdmetro (Femto, 800XI, Brasil) a um
comprimento de onda de 500 nm. O branco do método substitui na
solucdo do extrato a solu¢do 4%HCI em metanol.
Os valores das absorvancias foram correlacionados a curva
analitica de catequina. A curva analitica estd no Apéndice C (pag. 139).
Os resultado foram expressos em mg equivalente de catequina/g
de extrato (mg EC/g), como média + desvio padrao.

3.2.4.4 Determinacdo do perfil de &cidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia
gasosa (CG) no Laboratorio de Oleos e Gorduras no Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina.

Os extratos foram metilados em duplicata de acordo com
modificacdes do método descrito por O'FALLON et al. (2010). Na
metilacdo em 100uL de 6leo foi adicionado 0,7 mL de solugdo KOH 10
mol/L e 5,3 mL de metanol. Apds agitacdo por 5 minutos em vortex o0s
tubos de ensaios foram incubados em banho-maria a 55°C por 1h30min.
Entdo, adicionou-se 580 pL de solucdo acido sulfarico 12 mol/L e os
tubos foram novamente incubados em banho-maria a 55°C por 1h30min.
Por fim adicionou-se 3mL de hexano e centrifugou-se a mistura para
retirar o sobrenadante.

O sobrenadante foi injetado no cromatdgrafo a gas (Shimadzu,
2010, Brasil) equipado com injetor split (razdo do Split 1:40), segundo
metodologia AOCS (2003) de composicdo em &cidos graxos, (Ce 1-
62). CondicOes de analise: Cromatdgrafo Gasoso Capilar — GC 2010 -
Shimadzu. Coluna capilar: HP 88 (88% cianopropil Metilpolisiloxano)
de silica fundida, dimensdes 100 m, @ int: 0.25 mm, 0.20 pm filme.
Condicoes de operagdo do cromatografo: split = 1:150; fluxo da coluna
= 0,92 mL/min.; temperatura do detector: 260°C; temperatura do injetor:
150°C; temperatura do forno: 140°C — 6 min, 140°C — 240°C (4°C/min),
240°C — 6 min; gas auxiliar (make up gas): nitrogénio; gas de arraste:
hélio; volume injetado: 1.0 puL. Cada sobrenadante foi injetado duas
vezes no cromatografo.

Utilizaram-se os padrfes Supelco 15 e 20 totalizando 8 ésteres
metilicos. O padrdo que melhor coincidiu com os tempos de retengéo
das amostras foi o padrdo Supelco 15.

Os écidos graxos foram identificados de acordo com o tempo de
retencdo e a quantidade de acordo com a &rea do pico integrada no
software CG Solution. Através do método de normalizacdo obteve-se a
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percentagem relativa de acido em relacdo a area total dos acidos graxos
(VISENTAINER e FRANCO, 2006).

Analisaram-se os extratos da ESC e Soxhlet com hexano. Os
extratos de ESC foram selecionados de acordo com a densidade do
fluido supercritico.

Os resultados foram expressos em percentagem do &cido graxo,
como média * desvio padrao.

3.2.5 Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados no software RGui versdo
3.0.1 da The R Foundation for Statistical Computing (2013).

A andlise estatistica, diferenca entre médias, nos resultados de
caracterizacdo das amostras, foi determinada por Teste t bicaudal.

O rendimento das extracGes e a atividade antioxidante foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) seguida
por teste de comparacdo mdaltipla de Tukey, ambos com nivel de
confianga de 95%.

Através da ANOVA é possivel verificar a presenca de diferenca
significativa entre as médias dos resultados obtidos e pelo Teste de
Tukey comparar a média das amostras par a par.

3.3 RESUMO DOS ENSAIOS

A Tabela 5 (pag. 74) apresenta o resumo dos experimentos
realizados para o estudo dos diferentes extratos obtidos das tortas de noz
pecd. Os ensaios incluem as diversas técnicas de obtencdo dos extratos,
as andlises realizadas para cada extrato, bem como o local de sua
realizacéo.
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Tabela 5: Resumo dos ensaios realizados com as tortas de noz pecd

Andlises Atividade Antioxidante ~ Teor de Fendlicos =~ CG Tratamento

. Local LATESC LATESC LOG Estatistica
Experimentos Fendli
endlicos .
Método DPPH ABTS B-caroteno . Vanilina Anova
Totais
Extragdes Torta 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Local Método Parametro
3 K] etanol X X X X X X X X X X X
t—:J 'g acetona X X X X X X X X X X X
- @ hexano X X X X X X X
£
(Lﬁ) & etanol X X X X X X X X X X X
2 @ acetona X X X X X X X X X X X
= 5 hexano X X X X X X
100/40 X X X X X X
— 100/50 X X X X X X X
° =
o é ;G 150/40 X X X X X X X
] 8 E 150/50 X X X X X X X
= =
< S 200/40 X X X X X X
3 oS
a = 200/50 X X X X X X
300/40 X X X X X X X X X X X X X
300/50 X X X X X X
=
B
g 18/150/40 X
=%
O S E
e} EEn Des-
w 9 .
% 3 =t pressuriza- X
Qo ¢ao
i
o
3 22/150/50/5%
=3 X X X X X X
= etanol



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

Os resultados da composigdo nutricional e de didmetro médio das
particulas das tortas de noz pecd estudadas podem ser observados na
Tabela 6.

Tabela 6: Composi¢do nutricional e diametro médio das particulas das tortas de

noz peca.
Parametro Tortal Torta?2
Umidade e volateis (%) 52+0,1° 59+0,1°
Cinzas (%) 1,96 + 0,02° 3,55 + 0,05"
Proteina (%) 10,5+0,0° 19+2°
Lipidios (%) 59,4 +0,1% 36 +1°
_ Solavel (%) 2+0,2° 3,3+0,1°
Fibras | nsolavel (%) 7.4+0,1° 10,4 +0,1°
Carboidratos® (%) 13,3+0,4° 22+2°
Diametro médio das particulas 0,463 + 0,003° 0,505 + 0,007"

(mm)

! Obtidos por diferenca; Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha
diferenca significativa (p<0,05).

De acordo com a andlise estatistica dos resultados da Tabela 6,
realizado segundo procedimento descrito no item 3.2.5 (pag. 73), todos
0s teores analisados para a caracterizacdo das tortas e também o
didmetro médio das particulas apresentam diferenca significativa em
nivel de 5%.

De acordo com os resultados para o teor de lipidios as tortas
apresentaram um elevado teor de 6leo remanescente (59,4 e 36% para as
Tortas 1 e 2, respectivamente), indicando que o0s processos de
prensagem utilizados nas industrias apresentaram diferentes rendimentos
e ndo extrairam totalmente o 6leo das nozes. Tendo em vista que o teor
de Oleo da noz pecd € de aproximadamente 70%
(VENKATACHALAM, 2004) o rendimento obtido para a extragdo por
prensagem da Torta 1 foi de apenas 11,3%. Oro (2009) relatou um teor
de lipidios para a variedade de torta Barton, obtida em prensa hidraulica
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em laboratério, de 36,2%, valor semelhante ao obtido para o teor de
lipidios obtido para a Torta 2 (36%).

A eficiéncia da extracdo por prensagem é bem inferior aquela
obtida pelo tradicional método de extracdo por solvente, sendo afetada
diretamente pelas condic@es iniciais dos graos, como o teor de umidade
e temperatura, e por aspectos construtivos da prensa, como
dimensionamento do seu eixo e da gaiola (PIGHINELLI et al., 2008).
Baixo rendimento de extragdo também foi obtido por D’Avila et al .
(2011), que reportou para prensagem a frio da castanha do Brasil (que
originalmente apresentava 64,5% em teor de lipidios) um rendimento de
18,3 %. Em contrapartida a extracéo por solvente apresentou rendimento
de 66,2 %.

O teor de umidade e compostos volateis determinado para as
Tortas 1 e 2 foi de 5,2% e 5,9%, respectivamente. A diferenca nos teores
de umidade e compostos volateis pode estar relacionada as diferencas de
colheita a colheita, de acordo com as condi¢Bes e tratamentos pos-
colheita (higienizagdo, descascamento), de acordo com a idade e do
tratamento pré-extracdo (condicdes de armazenamento) (BRUNNER,
1994). Também podem ser identificadas diferencas nos valores de
umidade e compostos volateis para diferentes variedades de nozes que
compde as tortas, como também observado por Venkatachalam (2004),
que reportou teor de umidade e compostos volateis para a variedade de
noz pecd Mahan de 4,54% e, para a variedade Desirable de 6,23%.

O teor de umidade presente nas amostras de torta pode influenciar
a eficiéncia das extragdes. Na ESC, contelido alto de umidade age como
uma barreira para a difusdo do CO, supercritico na amostra, como
também para a difusdo do 6leo para fora da amostra (DUNFORD e
TEMELLLI, 1997). Por outro lado, a 4gua pode provocar o inchaco das
células do material facilitando a transferéncia de massa. Estudos
indicam que a influéncia do teor de agua entre 3 e 10% nao tem impacto
significante na transferéncia de massa de 6leos comestiveis de sementes
(PEREDA, BOTTINI e BRIGNOLE, 2007). Em estudo da extragdo
supercritica de nozes pecds realizado por LI, BELLMER e
BRUSEWITZ (1999) os teores de umidade entre 3,5 e 11% ndo
interferiram na quantidade de 6leo extraido. Os valores de umidade
determinados para as Tortas 1 e 2 (5,2 % e 5,9 %, respectivamente)
estdo dentro desta faixa, 0 que descarta a necessidade de secagem do
material.

Para os teores determinados de cinzas, proteinas, fibras sollveis e
carboidratos a Torta 2 obteve teores significativamente maiores (p <
0,05) que a Torta 1.



77

A Torta 1 e Torta 2 ja estavam moidas e apresentaram diametros
de 0,463 £ 0,003 mm e de 0,505 + 0,007 mm, respectivamente, valores
gue indicaram diferenga significativa ao nivel de 5%. Tamanhos de
particula menores aumentam a area superficial de contato do solvente
com a amostra e também expbe mais células vegetais ao solvente,
facilitando a transferéncia de massa na extracdo (BRUNNER, 1994;
VINATORU, 2001; TEMELLI et al., 2007). Por outro lado, particulas
muito pequenas podem impedir o fluxo do solvente na extracdo
supercritica por formarem uma barreira densa no leito, e ou, até
formarem caminhos preferenciais, dependendo da geometria das
particulas (BRUNNER, 1994). Ndo é o caso de sementes oleaginosas,
guando a diminui¢do do tamanho da semente ou pré-tratamentos
(cocgdo, secagem, aplicagdo de ultrassom) aumentam a taxa de extragdo
(BRUNNER, 1994). Como as amostras de torta ja estavam moidas, as
tortas foram utilizadas com os mesmos parametros que chegaram ao
laboratério.

O resultado positivo no teste de presenca de taninos dos extratos
aquosos das tortas € um indicativo da qualidade da amostra e da
possibilidade de obter compostos antioxidantes nas extragdes. Na Figura
13, é possivel observar que as duas tortas apresentam taninos
hidrolisaveis (halo azul) e taninos condensados (halo verde).

Figura 13: Resultado anélise deteccdo de taninos: a- Torta 1; b- Torta 2

Os resultados de caracterizagdo dos o6leos das tortas séo
apresentados na Tabela 7. Os dados foram comparados com 0S
referenciados para o azeite de oliva extravirgem, segundo legislagcdo
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vigente do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2012), j& que o 0Oleo de noz pecd ndo possui legislacdo
especifica, mas apresenta composi¢do em &cidos graxos similar ao azeite
de oliva.

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos das duas tortas de noz peca
e dos respectivos 6leos comerciais.

Propriedade Torta 1 ocC 1* Torta 2 ocC 2*
Acidez 078£0,02  0,68:0,02°  0,33:0,01°  0,58+0,04°

_ (g oleico/100g)
Indice de Peroxido 48+05° 2 5+0.1° 40+01% 6140 1°

(meq O,/kg) R T T o
Densidade relativa 0,9121 0,9153 0,9149 0,9156
_ (glemd)
Indice (dnioR;fragéo 1472 1,472 1,474 1473

D,

*0OC 1 e OC 2 — Oleo Comercial de noz pecd das indUstrias fornecedoras das
Tortas 1 e 2, respectivamente. Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha
diferenca significativa (p<0,05).

Conforme dados apresentados na Tabela 7, o indice de acidez
obtido para os dois 6leos da torta de noz pecé e dos respectivos 6leos
comerciais estd dentro da legislacdo brasileira para azeite de oliva
extravirgem. Segundo legislacdo a acidez do azeite de oliva extravirgem
pode ser menor ou igual a 0,8 g/100g oleico (BRASIL, 2012). Os
valores de acidez de todos os 6leos analisados estdo dentro da legislacéo
internacional Codex Alimentarium (1999) para 6leos vegetais virgens e
prensados a frio, <4 mg KOH/g (2,01< g oleico/100g).

Todos os resultados de indice de acidez foram significativamente
diferentes conforme andlise estatistica realizada. O maior indice de
acidez foi detectado na Torta 1 de 0,78 + 0,02 g oleico/100g, enquanto a
Torta 2 apresentou valor de 0,33 + 0,01 g oleico/100g. A diferenca nos
indices de acidez das duas tortas estd relacionada com as condigdes
(exposicdo ar, a luz e a temperatura ambiente) em que as tortas foram
mantidas no manuseio na indistria e durante o transporte até 0 momento
da andlise. A estabilidade das améndoas e dos o6leos das nozes
dependem diretamente das condicbes de manuseio na colheita,
processamento e armazenamento (BLOCK e BARRERA-ARELLANO,
2010).

Os indices de peroxido determinados foram 4,0 e 4,8 mEqg/kg
para as Tortas 1 e 2, respectivamente, estdo dentro do limite maximo
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estabelecido para azeite de oliva extravirgem, 20 mEqg/kg
(BRASIL,2012) e 6leos vegetais virgem e prensados a frio, 15 mEg/kg
segundo Codex Alimentarium.

Os resultados de densidade e indice de refracdo serviram para
identificacdo dos Oleos das tortas e estdo condizentes com a literatura
(AOCS, 1999; BLOCK e BARRERA-ARELLANO, 2010).

4.2 TESTES PRELIMINARES DE EXTRACAO SUPERCRITICA

Os resultados dos testes preliminares de extracdo supercritica
(ESC) para avaliar o rendimento de extracdo empregando diferentes
guantidades de amostra sdo apresentados na Tabela 8.

Conforme explicado no item 3.2.2.2.2 (pag.63), estes sdo testes
preliminares para determinar qual seria a quantidade de amostra
utilizada no leito em todas as extracoes.

Tabela 8: Resultados dos testes preliminares de quantidade de amostra e
rendimento das extragdes supercriticas.

- Razéo
o 5 Massa = Solvente Massa
2T £o de g Jamostra de Rendimento
r"i’ 2 g & amostra £ m/m extrato (%) b.s.
Rz @ = )]
200 40 5 2 199,2 1,97 40,57
200 40 10 2 99,6 2,47 25,04

b.s. — base seca

De acordo com os testes da Tabela 8, nas mesmas condigdes de
extracdo, utilizando 5 g de amostra obteve-se 40,57% de rendimento,
enquanto que com 10g, 25,04%. Esta diferenca de rendimento ocorreu,
pois a razéo entre solvente (CO,) e amostra foi maior quando se utilizou
5g de amostra. Com maior razdo entre amostra e solvente ha maior
quantidade de solvente em contato com a amostra, propiciando maior
rendimento de extragdo. Assim, para obter um rendimento de extragdo
maior com 10g de amostra no extrator seria necessaria uma vazao de
solvente maior, 0 que acarretaria mais gasto de CO..

Apos os testes, selecionou-se 5 g de amostra (torta) pra realizar as
extracOes subsequentes, pois com 2 h de extracdo, obteve-se suficiente
massa de extrato para a realizacdo das analises de qualidade dos extratos
(analises de atividade antioxidante e cromatograficas). Outro fator
considerado foi o tempo de extragdo, 0 tempo necessario para exaurir o
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soluto da fase solida é menor com o emprego de 5 g de amostra
(comparado com 10 g de amostra) para uma mesma vazao de solvente.

A vazdo de solvente foi fixada em 8,3 g/min (4,2 L/min), pois foi
possivel manté-la constante durante todo o processo de extracdo sem
provocar acUmulos de material na linha. Além disso, 0 aumento da
vazdo de solvente, apesar de possibilitar um acréscimo na taxa de
extracdo, com consequente reducdo do tempo de processo, também
ocasiona aumento do custo de operacdo (BRUNNER, 1994). Na
extragdo com 5 g de torta e vazdo de 8,3 g CO,/min sdo gastos 0,996 kg
(504L) de CO,, assim a razdo massa de amostra por massa de solvente é
1:199.

Além destes testes preliminares, também foram realizados os
ensaios cinéticos de ESC para ambas as tortas de noz pecd, com a
finalidade de determinar o tempo de extragdo para a sequéncia do
estudo. A Figura 14 mostra as curvas cinéticas obtidas neste estudo,
expressas em massa acumulada de extrato por tempo de extracdo, em
experimento a 200 bar, 50°C, com 5g de amostra e vazdo de 8,3g/min.

Figura 14: Cinéticas das extragdes supercriticas das Tortas 1 e 2.
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Cada torta apresenta sua curva cinética, composta pelas etapas de
taxa de extracdo constante (CER), taxa de extracdo decrescente (FER) e
difusional. Como explicado no item 2.4.2.1 (pag. 49) na etapa CER
ocorre a conveccao do soluto que recobre a matriz (6leo de f4cil acesso)
da amostra para a fase solvente (CO, supercritico). Na etapa FER além
do fendmeno de conveccdo do soluto restante que recobre a matriz
existe também a difusdo do soluto para fora da matriz (6leo do interior
das particulas, de dificil acesso). Nestas duas etapas iniciais a maior
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parte do soluto é extraida. E na etapa difusional ocorre majoritariamente
a difusdo do soluto de dentro para fora das particulas da torta. O inicio e
o fim de cada etapa da curva cinética (tcer, trer, toir) para as Tortas 1 e
2 pode ser observado na Tabela 9. Tais dados foram averiguados
graficamente e também por uma rotina no software SAS 9.0 for
Windows.

Tabela 9: Dados de tempo e quantidade de extrato das curvas de cinética das
Tortas 1 e 2; Pressd0=200; Temperatura=50°C; massa leito=5g.

CER FER Difusional

Torta t(min)  Mee(@) t(Min) Mee(@) t(Min)  me(Q)

1 5-120  1,7404 120-270 2,4151 270-360 2,4674
2 5-90 0,8481 90-240 1,1876 240-360  1,2504

As curvas cinéticas da ESC das Tortas 1 e 2 apresentaram tempos
diferentes para a etapa CER e FER, porém sdo similares. Apesar das
etapas terem tempos diferentes, elas se apresentam nas curvas de
cinética da Torta 1 e Torta 2 com gradientes de mesma grandeza.

Esta diferenca de duracdo das etapas das curvas de cinética entre
a Torta 1 e Torta 2 ja era esperada por se tratarem de duas amostras com
composi¢cdo em o6leo muito diferente. A Torta 1 possui mais 0leo
(59,4%) que a Torta 2 (36%) e provavelmente por isso sua curva
cinética apresenta tempos maiores para passar de uma fase a outra, é
necessario mais tempo de extracdo para retirar o soluto que recobre a
matriz. A curva da Torta 2 atinge a etapa decrescente de extracdo (FER)
em menos tempo, ja que de acordo com a caracterizagdo ela apresenta
menos 6leo disponivel.

Segundo Meireles (2009), o tempo mais favoravel do processo de
extracdo, do ponto de vista econdémico esté localizado entre a etapa tcer
e a etapa trgr. Por esse motivo e também para garantir maior
rendimento de extragdo foi selecionado como parédmetro de operagédo
(para os experimentos subsequentes) um tempo de extracdo no final da
etapa FER. O tempo de 240 minutos esta no final da etapa FER da Torta
1 e Torta 2. Nas extragcbes com duragdo de 4h (8,3 g COy/min) a
quantidade de CO, utilizada na extracdo é de 1,992 kg e a razdo massa
de amostra por massa de solvente ¢é de 1:398.

A massa acumulada de extrato obtida para a Torta 1 no fim de 6
horas de cinética foi de 2,46 g (51,16% de rendimento, em base seca) e
para a Torta 2 foi de 1,25 g (25,7% de rendimento, em base seca),
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valores compativeis com o teor inicial de 6leo de cada tipo de torta
(Torta 1 de 59,4 % e Torta 2 de 36%).

Avaliando-se a quantidade de éleo que permanece na amostra ao
longo da extragdo, como mostrado na Figura 15, verifica-se que a Torta
2, embora tenha menor quantidade de 6leo inicial, também retém maior
quantidade de 6leo ap6s a extracdo, indicando uma maior resisténcia a
transferéncia de massa. Isto pode ter acontecido, pela diferenca no
didmetro das particulas das tortas. A Torta 1 apresenta didmetro de
particula menor, facilitando uma maior extracdo do dleo que a Torta 2.
Na Figura 15 também se observa que apds as 4 horas de ESC a
quantidade de 6leo nas tortas ndo sofre grandes alteracdes.

Figura 15: Quantidade de éleo nas tortas de noz pecd por tempo.
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4.3 RENDIMENTO DAS EXTRACOES
4.3.1 Extracg0es a Baixa Presséo

Os valores de rendimento das extragbes a baixa pressdo (EBP)
obtidos pelos diferentes métodos para as Tortas 1 e 2 sdo apresentados
na Tabela 10 (pag. 83).

Os maiores rendimentos foram obtidos pelo método de extracdo
em Soxhlet com etanol (69,6 + 0,3 %) e em Soxhlet com acetona (64 +
3%) da Torta 1, e os menores pelo método com ultrassom com etanol
(36 £ 3 %), com acetona 37 + 2 % e em Soxhlet com acetona (41,3
0,8%) da Torta 2.
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Tabela 10: Rendimento das extracOes a baixa pressao em base seca.

Extracio Solvente Ip? Rendimento (%)
Tortal Torta 2
Soxhlet Etanol 5,2 69,6 +0,3° 56,5 + 0,5™
Soxhlet Hexano 0 61,5 + 0,4% -
Soxhlet Acetona 5,1 64 + 3% 41,3+0,8
Ultrassom Etanol 5,2 51 +3° 36+3°
Ultrassom Hexano 0 55 + 2°¢ -
Ultrassom Acetona 5,1 60 + 2% 37+2°

1 Indice Polaridade dos solventes (MARKOM et al., 2007).
2 Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa (p<0,05).
- Néo avaliada

Para as extracGes da Torta 2 s6 foram utilizados os solventes
acetona e etanol, pois apresentaram bons rendimentos para a Torta 1 e
sdo bons solventes para extracdo de compostos fendlicos, conforme
literatura [item 2.3.1 (p&g. 39)]. Os solventes de maior polaridade
(etanol e acetona) além de extrair grande parte do 6leo da torta também
extrairam os compostos polares da torta de noz peca. O solvente apolar
hexano, no entanto, extraiu o dleo da noz e ndo a fragdo polar. Por isso,
nas extragdes em Soxhlet o hexano apresenta menor rendimento.

De acordo com analise estatistica, os rendimentos das EBP da
Torta 1 com acetona e hexano ndo diferem significativamente. Nas
extracfes com ultrassom da Torta 1, por exemplo, 0 maior rendimento
foi obtido com o uso do solvente acetona (60 + 2 %) que ndo apresenta
diferenca significativa em relacdo ao rendimento obtido para o hexano
(55 + 2 %). Na extragdo por ultrassom o rendimento obtido com o
solvente hexano e etanol também ndo apresentaram diferenca
significativa.

Os rendimentos de extracdo obtidos com a Torta 1 foram maiores
que os da Torta 2, justamente por esta Gltima apresentar menos 6leo,
como j4 avaliado na caracterizacéo.

Os rendimentos obtidos pelas extracfes com a Torta 2 em Soxhlet
e com ultrassom com acetona e com ultrassom com etanol n&o
apresentaram diferenca significativa, sendo que o maior rendimento foi
obtido na extragdo em Soxhlet etanol, 56,5 + 0,5 %. O maior rendimento
com solvente etanol também foi verificado por Do Prado (2008) na
extracdo da torta de noz pecd variedade Barton desengordurada. No
trabalho de Do Prado (2008) a extragcdo com etanol obteve rendimento
(5,7%) superior a acetona (3,5%), porém menores que a agua (20,2%).
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O etanol apresenta a maior polaridade dos solventes utilizados, isto e a
alta temperatura utilizada na extracdo em Soxhlet propiciaram maiores
rendimentos na extracdo em Soxhlet com etanol da Torta 2.

A extracdo de pecds com hexano, realizada por Miraliakbari e
Shahidi (2008), resultou em 71,5 = 0,4 % de rendimento e para a
utilizacdo de solventes polares, como o cloroférmio-metanol, obteve
73,4 £ 0,3 %. Para estes autores, os rendimentos foram mais elevados do
que os obtidos neste trabalho, porque as amostras foram nozes pecas e,
assim, o material ainda ndo havia sofrido nenhum processo de extragdo.

Nas EBP o método em Soxhlet apresentou os resultados mais
elevados de rendimento em comparagdo com o processo de Ultrassom
para 0 mesmo solvente orgénico. Isto ocorre porque a extracdo em
Soxhlet opera em ciclos de extracdo onde o solvente sempre atinge a
amostra renovado e limpo e, assim, apresenta maior rendimento que
outras extra¢des, como ultrassom, micro-ondas (LUQUE DE CASTRO
e GARCiA-AYUSO, 1998).

A utilizacdo de diferentes solventes na técnica de ultrassom nédo
ocasionou grandes diferencas de rendimento. A técnica utilizou
temperaturas mais baixas que a metodologia em Soxhlet, mas a mesma
razdo amostra/solvente. Na técnica de extracdo por ultrassom Vinatoru
(2001) explica que a frequéncia das ondas ultrassdnicas provoca
aumento do rendimento da extracdo, se comparadas a técnicas sem este
tipo de onda. Porém, isso ndo foi observado neste trabalho. Outros
autores observaram esse aumento de rendimento pela utilizagdo de
ultrassom, como € o caso de Zhang et al. (2008) no uso de ultrassom na
maceracdo de sementes de linho com hexano. Na extracdo da torta de
noz pecd do presente trabalho a recirculagdo do solvente apresentou um
efeito maior no rendimento de extracdo que as ondas ultrassonicas.

Sendo assim, a diferenca nos resultados da EBP apresentados na
Tabela 10 (pag. 83) indica que a recirculacdo de solvente teve influencia
no rendimento do processo. Apesar dos maiores rendimentos obtidos na
extracdo em Soxhlet, existe a desvantagem das altas temperaturas (no
baldo onde estdo o extrato e o solvente) que podem destruir compostos
termolabeis, e, além disso, o tempo de extracdo foi de 6 horas enquanto
que o processo com ultrassom foi realizado em apenas 1 hora.

A avaliacdo da diferenca estatistica entre os rendimentos obtidos
com extracdes das Tortas 1 e 2 também foi realizada pelo teste de
Anova multifatorial em nivel de significancia de 5%. Considerando
somente as extragOes realizadas com ambas as tortas, no caso em
Soxhlet e com ultrassom com Acetona e Etanol.
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O resultado da analise é apresentado na Tabela 11, com os efeitos
do tipo de extracdo (em Soxhlet ou com ultrassom), tipo de solvente
(etanol ou acetona) e variedade de torta (Torta 1 e Torta 2) sobre o
rendimento da extracdo. Também sdo apresentadas as interacfes entre 0s
efeitos. Na Tabela 11 sdo expostos a soma dos quadrados, os graus de
liberdade de cada fator (que possuem dois niveis) o valor de F e o p
valor.

Tabela 11: Anova multifatorial dos dados de rendimento das extracdes
realizadas com as Tortas 1 e 2.

SQ GL ValorF p valor
a Tipo de extracdo 544,01 1 124,27 3,75.10°

b Tipo de solvente 36,91 1 8,43 0,019

¢ Tipo de torta 134574 1 307,41 1,14.107
Interagdo ae b 226,09 1 51,64 9,37.107
Interagdoaec 1,48 1 0,337 0,57
Interacdoceb 76,95 1 15,58 0,00302
Interagdo a, bec 0,36 1 0,0832 0,780
Residuo 35,02 8

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade.

De acordo com a andlise estatistica os fatores com valores de p <
0,05 apresentam efeito significativo. Sendo assim, foi observada
diferenca significativa nos dados de rendimento devido efeito do tipo de
extracdo, tipo de torta e tipo de solvente. Ou seja, estes fatores
interferem no rendimento da extracdo. Portanto, quando uma extragdo
da torta de noz pecd for realizada, o tipo de extracéo, tipo de solvente e a
procedéncia (tipo) da torta selecionada terdo influéncia no rendimento
final da extracéo.

A mesma conclusdo pode ser obtida quando séo consideradas as
interacdes entre o tipo de extracdo e tipo de solvente e também a
interacdo entre tipo de solvente e tipo de torta. Com esses resultados é
possivel concluir que o rendimento obtido em um determinado tipo de
extracdo também depende do tipo de solvente e vice versa. E que, 0
rendimento obtido por um tipo de solvente também depende do tipo de
torta empregada.

E importante observar que o efeito do tipo de solvente foi menos
significativo, fato jd observado na discussdo dos resultados de
rendimento anterior, quando a utilizagdo de hexano e acetona na
ultrassom ndo ocasionou diferenca significativa nos rendimentos.
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A interacdo entre os trés fatores ndo foi significativa (p valor =
0,78), pois a interagdo entre a variedade de torta e tipo de extracdo
também ndo foi significativa.

Os efeitos dos diferentes fatores expostos também podem ser
observados na Figura 16, onde sdo apresentados os graficos das médias
com desvio padrdo das extracdes a baixa pressdo das Tortas 1 e 2.

Figura 16:Média rendimentos das extragdes a baixa pressao utilizando acetona
e etanol da Tortale Torta2.
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E possivel observar na Figura 16 que as extragdes com ultrassom
apresentam menor rendimento que a extracdo em Soxhlet. Porém, no
caso da utilizagdo da acetona os rendimentos entre as extragcdes com
ultrassom e em Soxhlet estdo bem préximos e ndo apresentam diferenca
significativa [Tabela 10 (pag. 83)]. A maior diferenca nos rendimentos
ocorre na utilizagdo do etanol nas extragcBes com ultrassom e em
Soxhlet.

4.3.2 Extracao Supercritica

Os resultados de rendimento de extragdo supercritica (ESC)
obtidos em diferentes condicbes de temperatura e pressdo sdo
apresentados na Tabela 12, assim como a variacdo da densidade do CO,
de acordo com Mukhopahyay (2000).

Os rendimentos mais altos foram obtidos com a pressédo de 300
bar a 40°C (58,4 £ 0,2 %) e a 50 °C (58 = 1 %). Os menores
rendimentos foram obtidos a 100 bar a 40°C (3,3 + 0,8 %) e a 50°C
(0,223 + 0,003 %). Todos estes rendimentos foram obtidos somente com
a Torta 1, conforme descrito no item 3.2.2.2.3 (pag. 63).
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Tabela 12: Rendimento das extra¢fes supercriticas em base seca.

P(rézsra;o Tem(e%r? tura p (g/em®) Rendimento b. s. (%) 2

Tortal Torta 2
100 40 0,630 3,3+0,9° -
150 40 0,747 33+2° -
200 40 0,829 50 + 1° -

300 40 0,928 58,4 +0,2" 32+1°
100 50 0,386 0,130 +0,003? -
150 50 0,655 18 +1° -
200 50 0,762 45 + 2° -
300 50 0,879 58 +1' -

! Densidade do CO, Mukhopahyay (2000).

? Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa entre os rendimentos
em nivel de significancia a 5%.

- N&o avaliada

Estes resultados obtidos indicam que o aumento do rendimento
ocorreu com aumento de pressdo e decréscimo da temperatura. Isto foi
provocado pelo aumento da densidade do CO,, para maiores densidades
do solvente maiores os rendimentos. Tal resultado é explicado pelo
poder de solvatacdo do CO, que é dependente da densidade do solvente,
aumenta com a pressdo a uma temperatura constante e diminui com o
aumento da temperatura a uma pressdo constante (BRUNNER, 1994).

A extracdo de outras tortas industriais, como a torta de palmiste,
também aumentam com a pressdo (RAHMAN et al., 2012).

Em estudos desenvolvidos com ESC de noz pecd (ZHANG et al.,
1995; ALEXANDER, BRUSEWITZ e MANESS, 1997) o aumento do
rendimento também foi observado com o aumento da pressdo, entre 413
bar e 668 bar, a uma temperatura constante. No estudo destes autores 0s
rendimentos para as temperaturas de 45 °C a 75 °C foram,
respectivamente, de 14,34 % e 17,48 % para 413 bar e 21,26 % e 31,53
% para 668 bar (ALEXANDER, BRUSEWITZ e MANESS, 1997).

Como ja tratado anteriormente somente as extracfes que
apresentassem maior rendimento com a Torta 1 foram aplicadas & Torta
2. E, justamente pela maior densidade e maior rendimento, a extracdo de
300 bar e 40 °C foi selecionada para aplica¢do na Torta 2. O rendimento
da Torta 2 (32 %) foi menor que a Torta 1 (58,4 %) nas mesmas
condicBes de ESC. E importante salientar que nesta condigdo quase todo
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6leo das Tortas 1 (percentual de 6leo = 59,4 %) e Torta 2 (percentual de
6leo = 36%) foi extraido.

Segundo Temelli et al (2007) a solubilidade de 6leos em CO,
supercritico é determinada pela densidade do solvente e a volatilidade
dos componentes do 6leo. A pressdo constante e com aumento da
temperatura a volatilidade dos componentes aumenta e a densidade do
solvente diminui. Enquanto que a temperatura constante e com o0
aumento da pressdo a densidade do solvente aumenta. A influéncia
predominante de um destes efeitos caracteriza o fendmeno de retro
gradacdo que pode ser visualizado nas isotermas de ESC. As isotermas
das extracdes da Torta 1 de noz pecd sdo apresentadas na Figura 17
(pag. 88), plotadas como rendimento da extragdo versus pressdo de
operacdo. Com a faixa de valores de temperatura e pressdo avaliados
ndo foi possivel observar o fenbmeno de retrogradacéo, entretanto, pelo
comportamento das curvas pode-se sugerir que 0 mesmo ocorra em
pressdes acima de 300 bar.

O fendmeno de retrogradacgéo foi observado entre as pressdes de
150 bar e 350 bar e temperaturas entre 40°C e 60°C, por varios autores
com matrizes oleaginosas como améndoa de péssego (MEZZOMO et
al., 2010) e aveld (OZKAL, SALGIN e YENER, 2005).

Figura 17: Isotermas das extragdes supercriticas da Torta 1
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A avaliacdo do efeito da pressdo e temperatura nos rendimentos
obtidos com extragfes supercriticas da Torta 1 também foi realizada
pelo teste de ANOVA multifatorial em nivel de significancia de 5%. O
resultado da andlise é apresentado na Tabela 13, onde aparecem 0s
efeitos da Temperatura, da Pressdo e da Interacdo entre eles. A
temperatura apresentava apenas dois niveis (40°C e 50°C) e a pressdo
quatro (100, 150, 200 e 300 bar). Na Tabela 13 também estdo
discriminados os valores de p e de F.
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Tabela 13: ANOVA multifatorial dos dados de rendimento das extragfes
supercriticas realizadas com a Torta 1.

SQ GL Valor F p valor
a Presséo 7532,8 3 2003,283 7,682 .10
b Temperatura 152,7 1 121,832 4,043 .10°°
Interacdo ae b 133,8 3 35,578 5,652 .10
Residuo 10 8

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade.

Segundo anélise os efeitos da temperatura, pressdo e interagéo
entre os dois sdo significativos (p<0,05) para determinar os rendimentos
na ESC. Ou seja, os valores de rendimento de ESC dependem da
temperatura e da pressdo selecionada, e a pressdo e temperatura
dependem uma da outra também. Através da Figura 17 tem-se a
comprovacao da existéncia destes efeitos. As linhas de temperatura ndo
sdo paralelas, o rendimento obtido em cada pressdo nao se sobrepde e as
linhas apresentam uma tendéncia de interseccdo, 0 que explica a
interacdo.

O conhecimento dos efeitos de cada fator e da interagdo dos
mesmos no rendimento da extragdo possibilita a criagdo de um modelo
linear generalizado.

y = Bo+ Bix; + Baxy + Praxf + Pioxy X, +€

Onde y é a varidvel dependente, rendimento, € X; € X
representam a Presséo e a Temperatura, respectivamente. Considera-se o
termo de interagdo entre a temperatura e pressdo e um termo quadréatico
para a pressdo. Como a temperatura apresenta somente dois niveis, ndo
foi considerado um termo quadratico para temperatura.

Trata-se de um modelo que pode expressar 0s dados obtidos neste
trabalho. Com o modelo é possivel prever rendimentos a serem obtidos
dependendo da pressdo e da temperatura aplicados ao sistema. O modelo
s0 € valido entre as temperaturas e pressdes utilizadas neste trabalho, e é
apresentado a seguir.

Y = —20,08 40,7871 P — 1,263 T — 0,001636 P? + 0,00344 PT

O valor do R? ajustado para o modelo é de 0,9739. Quanto mais
proximo de 1 estiver o valor de R? maior 0 ajuste do modelo aos dados.
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Esta hipotese de ajuste do modelo pode ser confirmada através da
observacdo do grafico de residuos do modelo por valores preditos de
rendimento, Figura 18.

Figura 18: Gréfico de residuos do Modelo para a extragdo supercritica de torta
de noz pecd (Torta 1).
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Na figura 18 (pag. 90), é possivel observar que para rendimentos
mais altos (acima de 30%), os residuos apresentam uma dispersdo
menor (os valores dos residuos estdo mais préximos do eixo 0 e néo
estdo tdo dispersos), o que indica melhor ajuste do modelo.

Além da anélise do efeito dos pardmetros de extracdo (pressédo e
temperatura) sobre os rendimentos de extracdo também foram avaliadas
as caracteristicas visuais dos residuos e dos extratos resultantes das
extracdes. Nos extratos obtidos por diferentes técnicas de extracdo das
duas tortas puderam ser observadas coloragdes diferenciadas. Os
extratos obtidos da Torta 1 eram mais claros que os obtidos a partir da
Torta 2. Nos extratos lipidicos (obtidos por ESC) das Tortas 1 e 2 foi
observada uma coloragdo similar ao 6leo comercial de noz pecd. J& nos
extratos obtidos com solventes polares (acetona e etanol) nas EBP além
da fase oleosa havia uma fase mais resinosa e avermelhada, como pode
ser observado na Figura 19.
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Figura 19: Extratos obtidos por ESC e EBP comparados ao 6leo comercial
obtido na industria. (A) 6leo comercial; (B) ESC Torta 2; (C) ESC Torta 1; (D)
EBP solvente polar.

A coloracdo e a textura dos extratos indicam os tipos de
compostos que podem estar presentes neles. Por exemplo, a fase oleosa
fluida pode indicar presenca de &cidos graxos insaturados € compostos
lipofilicos como o tocoferol.

Na Figura 20 (pag. 91) sdo apresentadas fotos dos residuos
obtidos ap0s a extracdo supercritica da Torta 1, realizada em diferentes
pressdes (100, 200 e 300 bar). E possivel observar que com o aumento
da pressdo ocorre maior descoloragdo da torta, indicando maior extracéo
dos compostos de cor mais intensa. Zhang et al. (1995) realizaram
extracdo supercritica (utilizando temperaturas de 40 a 100°C e faixas de
pressdo de 35 a 70 bar e 413,4 a 689 bar) com o objetivo de
desengordurar a noz pecd para aumentar a sua vida de prateleira e
também observaram uma descoloragdo da noz residual apds a etapa de
extracao.

Figura 20: Residuos das extragfes supercriticas a 100, 200 e 300 bar.

100 bar 200 bar
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Se avaliarmos os rendimentos das extracdes a baixa pressdo e 0s
obtidos por extracdo supercritica é possivel observar que em alguns
casos a extragdo supercritica obteve rendimentos maiores. A ESC
realizada a 300 bar a 40°C da Torta 1 produziu rendimento maior que as
EBP com ultrassom utilizando etanol e hexano para a mesma torta. Isto
mostra a real possibilidade de utilizar a extracdo supercritica como
substituta da extragdo por solventes.

Os resultados de rendimento da extragdo supercritica sequencial
com cossolvente (ESC-S) sdo apresentados na Figura 21 (pag. 92). Os
rendimentos de cada etapa de extracdo, como descrito no item 3.2.2.2.4
(pag. 64), e o rendimento total foram detalhados.

Para facilitar a comparagdo dos resultados foi realizada uma
andlise variancia seguida de teste de Tukey para as ESC-S e outra para
comparar com as ESC com CO; puro.

Figura 21: Rendimentos da extracdo supercritica sequencial com cossolvente
etanol 5% das tortas de noz pecé.
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Na Figura 21 é possivel observar que a primeira etapa de extragéo
(26 + 5%") da Torta 1 apresentou rendimento menor que a segunda
etapa (42 + 3%°). O aumento de rendimento ocorre devido a adigdo de
etanol na segunda etapa. A utilizacdo de cossolvente aumenta o
rendimento da ESC, como observado por outros autores (BISCAIA e
FERREIRA, 2009; BENELLI et al., 2010; ANDRADE et al., 2012).

Os rendimentos obtidos com a Torta 2 ndo apresentaram
diferenca significativa nas diferentes etapas de extracdo 18 * 4 e 17 +
5 Esta diferenca de comportamento das duas Tortas pode ser
explicado pela quantidade de 6leo presente na Torta 1 (59,4%) e na
Torta 2 (36%). Ao término da 1? etapa de extracdo a quantidade de 6leo
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na Torta 1 no extrator era de 34+5% e na Torta 2, 18+4%. Assim é
esperado que o rendimento da 2% etapa da Torta 1 seja maior que da
Torta 2, pois havia mais 6leo de facil acesso para ser extraido.

Considerando o rendimento total da ESC-S da Torta 1,60 + 1%°,
e Torta 2, 38 + 1%°, é possivel observar que a técnica ESC-S proposta
apresentou rendimento equivalente a ESC a 300 bar e 40°C para Torta 1
(58,4+2%") e para Torta 2 (32+1%"), respectivamente, indicando que a
utilizacdo do etanol e da despressurizacdo no processo provocaram um
rendimento equivalente a uma extragdo com pressdes duas vezes maior.

O rendimento total da ESC-S da Torta 1 foi maior que o obtido na
condicdo 150 bar a 50°C (18+1%°) e a 40°C (33+2%") com CO, puro,
confirmando o efeito do cossolvente e da despressurizagdo no
rendimento. O efeito do etanol é explicado, pois ocorre um aumento de
compostos sollveis na mistura etanol/CO,, se comparado a extracdo
com CO; puro. A despressurizagdo causou a expansao do gas do interior
das células facilitando a retirada dos compostos da torta. O aumento do
rendimento de extracdo pode ser observado quando sdo utilizados ciclos
de despressurizagdo durante uma ESC (SMITH JR et al., 2003;
ALBUQUERQUE e MEIRELES, 2012) e também apdés a
repressuriza¢do como avaliado por Smith Jr et al (2003) na separagédo de
casca de castanha-de-caju liquida.

A despressurizagdo na taxa de 60 bar/min apresentou rendimento
sem diferenca significativa para as duas tortas (Torta 1:7 + 1%, Torta 2: 8
+ 3% indicando que o fendmeno de expansdo do gis provocou o0 mesmo
efeito nas duas tortas. A despressurizacdo tinha o intuito de causar uma
rapida expansdo do gas CO,, provocando ruptura das tortas e assim
facilitando a retirada de mais 0leo.

O aspecto visual dos extratos de ESC-S foi diferente para cada
etapa, como pode ser observado na Figura 22.

Figura 22: Extratos obtidos na 1? etapa (esquerda) e 22 etapa (direita) da ESC-S
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O extrato da 12 etapa tem coloracdo mais clara que o extrato da 22
etapa. Esse resultado é indicativo da presenca de compostos diferentes
em cada fragdo obtida. Esta diferenca na coloragdo das fracGes obtidas
por ESC-S também foi observada por Palma et al. (1999), no
fracionamento com de sementes de uva utilizando na ESC-S hexano e
metanol como modificadores e por Biscaia e Ferreira (2009) na ESC-S
de propolis utilizando diferentes pressdes em cada etapa.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

Os resultados de atividade antioxidante (AA) dos extratos da
Torta 1 e da Torta 2 obtidos por ESC e EBP sdo apresentados a seguir
para os métodos de captura do radical DPPH, de descoloracdo dos
sistema B-caroteno/acido linoleico e, de inibicdo do radical ABTS.

4.4.1 Atividade antioxidante obtida pelo método de captura do
radical DPPH

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos das tortas de
noz peca obtidos pelo método de captura do DPPH sdo apresentados na
Tabela 14 (pag.95).

A andlise estatistica dos dados foi realizada separadamente para
extracfes EBP e para ESC, tanto para Atividade Antioxidante (AA%)
como para CEsg. A Anova e post-hoc Tukey separados facilitaram a
identificacdo da diferenca de atividade antioxidante dos extratos.
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Para as Tortas 1 e 2 a maior atividade antioxidante foi
determinada nos extratos obtidos por extracdes em Soxhlet com acetona
(93,9+ 0,2% e 93,4+0,5%) e, com ultrassom com acetona (93,1 0,2% e
92,6£0,8%). Estes resultados ndo apresentaram diferenca significativa
para atividade antioxidante apresentada pelos extratos da Torta 1 obtidos
com ultrassom com etanol (93,94 0,3%) e da Torta 2 obtidos em Soxhlet
etanol (93,5 £ 0,3%). A menor atividade antioxidante foi observada nos
extratos obtidos em Soxhlet e com ultrassom utilizando hexano, de 1,8 +
0,2% e de 3,2 £ 0,1%, respectivamente. Os solventes acetona e etanol
sdo considerados bons solventes para extracdo de compostos fendlicos,
que sdo 0s compostos antioxidantes majoritarios da noz peca, portanto
era esperado que os extratos das Tortas 1 e 2 apresentassem maior
atividade antioxidante para estes solventes do que para o hexano.

O fato dos solventes polares (acetona com indice de polaridade de
5,1 e etanol com indice de polaridade de 5,2) propiciarem resultados de
atividade antioxidante maiores que o solvente apolar (hexano com
indice de polaridade de 0) sugere que a maior parte dos antioxidantes
(considerando somente a técnica de DPPH) estdo na fragdo polar da
torta de noz.

O extrato da Torta 1 obtido por extragdo em Soxhlet com etanol
(58 + 1%) apresentou atividade antioxidante mais baixa entre as
extragdes com solventes polares. Sabe-se que o ponto de ebulicdo do
etanol é 78,37°C e da acetona 56°C. Na extracdo em Soxhlet o solvente
precisa atingir a temperatura de ebulicdo para garantir os refluxos
descritos na metodologia, item 3.2.2.1.1 (pag. 60). No caso do extrato da
extragdo em Soxhlet com etanol da Torta 1, provavelmente o0s
compostos antioxidantes ndo suportaram a alta temperatura no baldo
com solvente e acabaram degradados durante a extracdo. Os taninos sdo
um exemplo de compostos que podem ter sofrido essa degradagdo, pois
como descrito no item 2.3.1 (pag. 39) ndo resistem a processos acima de
70°C.

A atividade antioxidante dos extratos obtidos por ESC foram
muito menores que dos extratos obtidos por EBP com etanol e com
acetona. Esta baixa atividade pode ser explicada pela caracteristica
lipidica dos extratos da ESC. Como j& discutido anteriormente, esses
resultados indicam que a maioria dos compostos antioxidantes das tortas
estava presente na fragcdo polar extraida com os solventes polares. Isto
ndo anula o fato da fracdo apolar apresentar compostos antioxidantes.
Os extratos obtidos por ESC e por EBP com hexano, possuiam aspecto
lipidico e podem conter compostos antioxidantes lipofilicos, como os
tocoferois.
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Os maiores valores de atividade antioxidante determinados para
extratos obtidos por ESC foram nas condi¢des de 150 bar e 50°C (4,8 £
0,1) e para 40°C (5 £ 1). Essas foram justamente as condi¢Bes em que a
densidade do CO, supercritico era menor. Isto também foi observado
por Gelmez, Kincal e Yener (2009) em estudo da atividade antioxidante
de extratos obtidos por extracdo supercritica de gérmen de trigo tostado.
No trabalho destes autores, a atividade antioxidante, pelo método DPPH,
mostrou ser maior em extratos obtidos a baixas pressdes (148-165 bar) e
baixas temperaturas (40-60 °C), quando o rendimento é menor.

A maior atividade antioxidante para os extratos da ESC-S foi
obtida pelo extrato proveniente da 22 etapa de extracdo da Torta 2 (3,5 £
0,9%). Este resultado pode ser explicado pela menor quantidade de 6leo
presente na Torta 2 em relagdo a Torta 1, o que facilitou a extracdo de
compostos antioxidantes da Torta 2 no sistema CO,+solvente+dleo.

No entanto, era esperada que a fracdo obtida com etanol na ESC-
S da Torta 1 apresentasse maior atividade antioxidante que as fracGes
obtidas com CO, puro, por facilitar a solubilidade de compostos polares
como fenodlicos. Estes resultados sugerem que a porcentagem de etanol
adicionada na 22 etapa de extragdo ndo foi suficiente para aumentar a
solubilidade de compostos antioxidantes polares. Ao utilizar mais
etanol, por exemplo, 10% de etanol, seriam gastos em torno de 150 mL
de etanol por ESC-S, a mesma quantidade utilizada nas EBP,
contrariando o objetivo de diminuir o residuo de solvente utilizando uma
tecnologia limpa.

Os resultados de CEs, que é a menor concentragdo necessaria
para atingir a 50% de atividade antioxidante, ou seja, quanto menor este
valor maior o potencial antioxidante do extrato, também sdo
apresentados na Tabela 14 (pag. 95). Os melhores resultado de CEsg
para Torta 1 foram para os extratos obtidos com ultrassom com etanol
(133,0 £ 0,2 ug /mL) e para a Torta 2 dos extratos obtidos em Soxhlet
acetona (972 ug /mL). De acordo com de Campos (2008) valores de
CEsp menores que 250 pg/mL sdo indicativos de boa atividade
antioxidantes.

Os extratos de ESC e EBP com hexano apresentaram valores
elevados de CEsg e ndo foram detalhados na Tabela 14 (pag. 95).

Estudos determinando a atividade antioxidante de nozes pecé
(VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007; MIRALIAKBARI e SHAHIDI, 2008) e da torta de
noz pecd (DO PRADO, 2008) foram realizados por outros autores,
porém utilizando técnicas do ensaio de DPPH diferentes, tornando a
comparacgdo dos resultados menos fidedigna. Apesar disso, foi possivel
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analisar, nos trabalhos de do Prado (2008), Villarreal-Lozoya,
Lombardini e Cisneros-Zevallos (2007) e Miraliakbari e Shahidi (2008),
gue os extratos obtidos com solventes de maior polaridade apresentaram
maior atividade antioxidante. Dado que coincide com os resultados
encontrados neste trabalho.

Os extratos das Tortas 1 e 2 obtidos por extracdes em Soxhlet e
com ultrassom utilizando acetona apresentaram atividade antioxidante,
no método de DPPH, maior que o antioxidante sintético TBHQ. Porém,
apresentaram eficiéncia de 2 a 3% menor que o acido galico. O TBHQ
possui 2 hidroxilas em sua molécula e é moderadamente solivel em
6leos enquanto o acido géalico, que é um antioxidante natural presente
em muitas familias de plantas, possui 4 hidroxilas na molécula
(FRANKEL, 1999). Os resultados comparativos acima sugerem que 0S
antioxidantes presentes na torta de noz pecd apresentaram maior
solubilidade em sistemas polares e provavelmente possuem mais de 2
hidroxilas em suas moléculas. A literatura indica que a atividade
antioxidante avaliada pelo método de captura DPPH depende da
estrutura da molécula dos compostos antioxidantes e é relacionada com
0 ndmero de hidroxilas disponiveis na molécula (BRAND-WILLIAMS
etal., 1995 apud (MENSOR et al., 2001).

De acordo com Mensor et al. (2001) a polaridade dos extratos
influencia a atividade antioxidante no ensaio de DPPH. E possivel dizer
que a boa atividade antioxidante dos extratos polares ocorre devido a
presenca dos grupos hidroxilas de compostos antioxidantes. Como ja foi
comentado, a noz pecd apresenta flavonoides e taninos [item 2.3 (pag.
37)] como antioxidantes, portanto é justificavel que os extratos polares
das Tortas 1 e 2 apresentem alta atividade antioxidante. Porém, é
importante utilizar modelos de analise de atividade antioxidante que
envolvam a peroxidacdo lipidica e também conhecer a composicdo
quimica dos extratos para caracteriza-los como antioxidantes biol6gicos,
gue podem remover compostos reativos de um sistema alimenticio
(MENSOR et al., 2001). Por isso, foram realizados outros métodos de
avaliacdo da atividade antioxidantes dos extratos.

4.4.2 Atividade antioxidante obtida pelo método de descoloragdo do
sistema B-caroteno/4cido linoleico

Os resultados de atividade antioxidante (AA) dos extratos das
Torta 1 e 2 obtidos pelo método de B-caroteno/acido linoleico séo
apresentados na Tabela 15 (pag. 99). O é&cido galico e o antioxidante



99

sintético TBHQ, também foram utilizados como comparativos no
método de descoloracdo B-caroteno/acido linoleico.

Tabela 15: Resultados de Atividade Antioxidante pelo método de B-
caroteno/écido linoleico dos extratos das Tortas 1 e 2 obtidos por diferentes
técnicas de extragdo.

AA (%) [1667pug/mL]

ExtracGes

Tortal Torta 2
Soxhlet etanol 50 + 4° 16+ 2°
Soxhlet hexano 30 +4° -
Soxhlet acetona 70 + 49 16,4+0,2°
Ultrassom etanol 79 + 49 45 + 3%
Ultrassom hexano 6,4 +0,4° -
Ultrassom acetona 57 + 4" 32+3%
ESC 40°C/150bar 23,2+ 0,5° -
ESC 40°C /200bar 7,9 +0,25C -
ESC 40°C /300bar 242 +0,7° 94+2¢
ESC 50°C/150bar 30,3+ 0,45 -
ESC 50°C /200bar 8,2 +0,4° -
ESC 50°C /300bar 6,5 + 0,45¢ -

ESC-S 12 40°C/150bar - -
ESC-S 2050°C/1500ar 5% oo gom 54,03

Etanol
Acido Galico 37 + 24
TBHQ 76 + 29

- Néo avaliada; Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica na AA dos
extratos obtidos por EBP (abcdefg) ou ESC (ABCDE) em nivel de significancia
de 5%.

A andlise estatistica dos dados foi realizada separadamente para
extracdes a baixa pressdo e para a extragdo supercritica. A Anova um
fator e post-hoc Tukey separados facilitaram a identificacdo da diferenca
de atividade antioxidante dos extratos.

Os resultados obtidos pelo método de descoloragdo do sistema f-
caroteno/acido linoleico indicaram que os extratos da Torta 1 obtidos
com ultrassom com etanol (79 + 4%) e em Soxhlet com acetona (70 £
4%) apresentaram a atividade antioxidante mais elevada dentre o0s
extratos avaliados. A atividade antioxidante destes extratos da Torta 1 e
do antioxidante sintético TBHQ (76+ 2) ndo apresentaram diferenca
significativa no método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido



100

linoleico. Estes resultados indicam que a atividade antioxidante dos
extratos da torta de noz peca é similar a de um antioxidante sintético
usualmente utilizado em d&leos comerciais (considerando somente a
andlise de p-caroteno/ acido linoleico).

O extrato de maior atividade antioxidante da Torta 2 também foi
obtido com ultrassom com etanol (45 + 3%).

Os extratos da torta de noz peca de maior atividade antioxidante,
segundo o método p-caroteno/dcido linoleico, sdo provenientes de
extracBes com solventes polares, gerando extratos com predominéncia
de compostos solUveis em solugdes polares e assim, mais hidrofilicos.
Conclusdes analogas foram obtidas por Miraliakbari e Shahidi (2008),
com valores de 35,6 + 0,8% para a atividade antioxidante de extratos de
noz pecd obtidos por EBP-hexano e 79,2 + 1,2 % para amostras
extraidas com cloroférmio-metanol. Apesar disso, também €
apresentado pela literatura a presenca de alguns antioxidantes lipofilicos
na noz pecd em menor quantidade, como os tocoferdis (FREITAS e
NAVES, 2010).

O método de descoloracdo B-caroteno/acido linoleico permite
melhor avaliacdo da presenca de antioxidantes lipofilicos. Nesse
método os antioxidantes lipofilicos possuem maior atividade que os
antioxidantes hidrofilicos, pois conseguem uma acdo maior na fase
lipidica da solucéo de reacdo e na interface agua-lipidio combatendo o
radical lipidico e evitando a descoloracdo do p-caroteno (FRANKEL e
MEYER, 2000) apud (MIRALIAKBARI e SHAHIDI, 2008). Isto pode
ser comprovado pelos resultados de atividade antioxidantes dos
compostos: acido galico (hidrofilico) e 0 TBHQ (~lipofilico). O acido
galico (37 + 2) obteve menor resultado de atividade antioxidante que o
TBHQ (72 2).

Os extratos obtidos com os solventes acetona e etanol da Torta 1
e 0 extrato obtido com ultrassom com etanol da Torta 2 apresentaram
atividade antioxidante maior que do é&cido galico. Os extratos de
ultrassom com etanol, por exemplo, apresentaram atividade antioxidante
2,3 (Torta 1) e 1,2 (Torta 2) vezes maior que a atividade antioxidante do
acido galico. Estes resultados indicam que além do acido galico existem
outros compostos antioxidantes disponiveis na torta de noz peca que
estdo agindo neste método, ou que a concentracdo de acido galico nos
extratos é maior que a estipulada no método. A atividade antioxidante
determinada pelo método B-caroteno/acido linoleico do extrato de
ultrassom com etanol da Torta 1 determinada no presente trabalho foi
maior que a reportada por Miraliakbari e Shahidi (2008) para nozes
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(70£1,4%), castanha-do-para (62,5+1,1%), avela (45,2+1,3%) e pistache
(48,5+1,3%).

As atividades antioxidantes pelo método de B-caroteno/acido
linoleico dos extratos da Torta 1 foram maiores que as atividades
antioxidantes dos extratos da Torta 2. A Torta 1 apresenta uma
concentracdo maior de 6leo residual que a Torta 2, como ja descrito no
item 4.1 (pag. 75). Sabe-se que no método de descoloracdo do sistema
[-caroteno/acido linoleico os compostos lipofilicos apresentam atividade
maior que os compostos hidrofilicos. Sem desconsiderar a importancia
dos compostos hidrofilicos na atividade antioxidante das tortas, a Torta
1 apresenta mais Oleo residual e provavelmente mais compostos
lipofilicos antioxidantes remanescentes, por isso sua atividade
antioxidante no sistema [-caroteno/acido linoleico é maior se comparada
a Torta 2. Outra explicacdo para este fato é a presenca de quantidades
diferentes de compostos antioxidantes em cada torta, por se tratarem de
tortas de procedéncia distintas. Cada torta apresentou processamentos
diferentes na industria. Para o caso da Torta 1, antes da prensagem das
nozes foi adicionado tocoferol na moagem, compostos que podem estar
presente na Torta 1 em maior quantidade que na Torta 2. Também como
descrito na Tabela 1 (pag. 30), a variedade de noz Mahan (Torta 1), por
exemplo, apresenta teor maior de taninos que a variedade Desirable
(Torta 2).

Os extratos da extracdo em Soxhlet etanol de ambas as tortas
apresentaram atividade antioxidante mais baixa se comparadas as outras
EBP com solventes polares. Novamente, este é 0 caso em que 0s
compostos antioxidantes provavelmente degradaram durante a extracéo
em Soxhlet com etanol que apresenta temperaturas acima de 70°C.

Considerando somente os extratos obtidos por ESC a maior
atividade antioxidante foi obtida na condicdo de 150 bar e 50°C (30,3 +
0,4%), com atividade antioxidante 18% menor que o &cido galico e 60%
menor que 0 TBHQ. Em seguida foram as condi¢des de 150 bar e 40°C
(23,2 £ 0,5%) e 300 bar e 40°C (24,2 £ 0,7%). Na pressdo de 200 bar,
ndo houve diferenca significativa na atividade antioxidante dos extratos
obtidos a 40°C (7,9 + 0,2%) e a 50°C (8,2 + 0,4%). Nas ESC a 50°C
com 0 aumento da pressdo ocorreu uma diminuicdo da atividade
antioxidante dos extratos obtidos, o0 mesmo ndo foi observado na
temperatura de 40°C.

A Figura 23 (pag. 102) mostra a variagdo da atividade
antioxidante, de acordo com o método de descoloracdo B-caroteno/ ac.
linoleico, com a densidade do solvente supercritico. Desconsiderado a
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condicdo de 300 bar e 40°C, o decréscimo da densidade do solvente
supercritico garante maior atividade antioxidante.

Figura 23: Atividade Antioxidante dos extratos da Torta 1 obtidos por ESC de
acordo com o método de descoloragdo do sistema B-caroteno/ &cido linoleico
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Os extratos obtidos por ESC apresentam atividade antioxidante
menor que a dos extratos obtidos por EBP. Através da ESC foram
obtidos extratos de caracteristicas lipofilicas e, portanto compostos
lipofilicos. Nas EBP além dos antioxidantes lipofilicos sdo extraidos
também os hidrofilicos (no caso dos solventes polares). A classe de
antioxidantes hidrofilicos, como observado, apresentou efeito mais
significativo no presente método.

Assim como determinado na metodologia do radical DPPH, a
atividade antioxidante dos extratos obtidos por ESC-S foi menor do que
a obtida por ESC com CO, puro. Além disso, a atividade antioxidante
do extrato obtido da extracdo da Torta 2 foi maior que do extrato da
Torta 1. Novamente, este resultado é indicativo da necessidade de
aumentar a porcentagem de etanol ou utilizar outra condicdo de extracéo
nesta 22 etapa do processo.

Ao realizar uma terceira andlise estatistica (Anova e Tukey)
considerando os métodos EBP e ESC juntos foi possivel analisar
algumas semelhancas entre EBP e ESC. O resultado de atividade
antioxidante dos extratos da Torta 1 obtidos na condicdo a 150 bar e
50°C (30,3 + 0,4%) ¢ equivalentes ao extrato obtido em Soxhlet-hexano
(30 + 4%) e ao &cido galico (37 + 2%). Apesar destes resultados
apresentarem uma atividade antioxidante mais baixa que os outros
extratos (como Ultrassom etanol e o préprio TBHQ), eles sugerem a
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possibilidade de substituir a extragdo com solventes por uma extracdo
considerada limpa.

4.4.3 Atividade antioxidante obtida pelo método de inibicao do
radical ABTS

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos das Tortas 1
e 2 obtidos pelo método de inibi¢do do radical ABTS sdo apresentados
na Tabela 16 em pmol TEAC/g, umol atividade antioxidante em
equivalente Trolox por grama de extrato. Além dos resultados dos
extratos também foram utilizados para comparagcdo o TBHQ e o acido
galico.

O método de inibicdo do radical ABTS utiliza uma curva
analitica de Trolox, como citado anteriormente. Trolox € um composto
derivado da vitamina E e é hidrossoluvel (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006).

Tabela 16: Resultados de Atividade Antioxidante (AA) pelo método de
inibic&o do radical ABTS dos extratos das Tortas 1 e 2 obtidos por diferentes
técnicas de extracao.

AA (umol TEAC/g*)

Extractes

Torta 1 Torta 2
Soxhlet etanol 143 + 4° 91 +5°
Soxhlet hexano 39+ 1% -
Soxhlet acetona 261 + 21 201+14°
Ultrassom etanol 34 + 1% 86 + 1°
Ultrassom hexano 7+1° -
Ultrassom acetona 194 + 10° 81+4°
ESC 40°C/150bar 11 +178 -
ESC 40°C /200bar 34 +1°F -
ESC 40°C /300bar 20 +15¢ 27 + 2P
ESC 50°C/150bar 110 + 4° -
ESC 50°C /200bar 21 +1° -
ESC 50°C /300bar 4+1* -
ESC-S 12 40°C/150bar - -
ESC-S 22 50°C/150bar 5% 35 + 70F 41+ 1
Etanol
Acido Galico 43+ 7°
TBHQ 1355 + 29

- Ndo avaliada; Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica na AA dos
extratos obtidos por EBP (abcdefg) ou ESC (ABCDE) em nivel de significancia
de 5%; *umol TEAC/g (umol atividade antioxidante em equivalente Trolox por
grama de extrato)
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Nas EBP, de acordo com o método de inibicdo do radical ABTS,
0 extrato da Torta 1 obtido em Soxhlet com acetona apresentou a maior
atividade antioxidante, 261 + 21 pumol TEAC/g, seguido do extrato
obtido com ultrassom com acetona (194 + 10 umol TEAC/g) da mesma
Torta e o0 extrato obtido em Soxhlet com acetona da Torta 2 (201 + 14
pmol TEAC/g). As extragdes utilizando acetona apresentaram maior
atividade antioxidante, descrita pelo método de inibicdo do radical
ABTS, do que as extra¢cdes com etanol. Isto foi verificado também por
do Prado (2008) no estudo da atividade antioxidante de extratos da torta
de noz pecd obtidos por separacdo com acetona e etanol. A autora
encontrou valores de 235 + 51 umol TEAC/g para o extrato obtido com
a acetona e 29 = 9 umol TEAC/g para o extrato obtido com etanol,
também no mesmo método de ABTS. Tais resultados podem ser
explicados pela seletividade do solvente. O etanol e a acetona séo bons
solventes para extracdo de compostos fendlicos, porém cada solvente
pode ter extraido compostos fendlicos diferentes que apresentam
atividade diferente no método de ABTS. A noz peca apresenta taninos e
outros compostos com atividade antioxidante como &cidos
hidroxicindmicos, em menor quantidade (VENKATACHALAM, 2004).
Cada solvente extrai tipos e quantidades de compostos diferentes. No
método de inibicdo do radical ABTS, o polifenol epicatequina, por
exemplo, apresenta atividade antioxidante maior que o acido cumarico
(RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996).

A discussdo sobre a diferenca de atividade antioxidante para
compostos diferentes é evidenciada pela atividade antioxidante distinta
do &cido galico e do TBHQ, no método de inibicdo do radical ABTS.
Estes dois antioxidantes apresentam estruturas quimicas e
funcionalidades em solugdes aquosas diferentes. O potencial dos
compostos fenodlicos como antioxidantes no método de inibicdo do
radical ABTS depende do nimero de hidroxilas na molécula, da posi¢cdo
das hidroxilas e do nimero de anéis aromaticos (RICE-EVANS,
MILLER e PAGANGA, 1996).

Considerando a maioria dos resultados das EBP as atividades
antioxidantes dos extratos da Torta 1 foram maiores do que aquelas
apresentadas pelos extratos da Torta 2. Neste caso a procedéncia
diferente das tortas explica as diferencas de resultados. Porque cada
torta de noz pecd apresenta compostos antioxidantes em quantidades
diferentes (VENKATACHALAM, 2004; VILLARREAL-LOZOYA,
LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOS, 2007).
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O extrato obtido em Soxhlet acetona (maior atividade
antioxidante) apresentou atividade antioxidante 6 vezes maior que o
acido galico e 5 vezes menor que o TBHQ.

A atividade antioxidante de outras oleaginosas, como castanha-
do-parda (14,19 pmol TEAC/g), da noz (135,41 pmol TEAC/g), do
pistache (79,83 pumol TEAC/g) e da avelda (96,45 umol TEAC/Q)
também expressas por padrdo Trolox (WU et al., 2004), sdo menores
que a atividade antioxidante do extrato em Soxhlet acetona (261 + 21
pmol TEAC/g) deste trabalho. Isto concorda com a literatura que afirma
a noz peca ser um dos alimentos de maior atividade antioxidante
(VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007).

Dos extratos obtidos por ESC aquele que apresentou maior
atividade antioxidante foi o obtido da Torta 1 na condi¢do de 150 bar e
50°C (110 = 4 pmol TEAC/g), 2,5 vezes maior que a atividade
antioxidante do acido gélico e 12 vezes menor que o0 TBHQ.

Avaliando a Figura 24, é possivel observar que para a condigdo
de 50°C quanto menor a densidade (funcdo da presséo e temperatura de
extracdo) maior a atividade antioxidante. A mesma regra ndo se aplica
aos extratos obtidos na condicédo de 40°C.

Figura 24: Variacdo da Atividade Antioxidante com a densidade do CO,
supercritico nos extratos da Torta 1 obtidos por ESC.
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Realizando uma analise nas ESC nas pressdes de 200 e 300 bar,
qguanto maior a temperatura, menor a atividade antioxidante. E na
mesma temperatura quanto maior a pressdo, menor a atividade
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antioxidante. Isto pode ser mais facilmente observado na Figura 25. Na
figura é apresentada a variacdo da atividade antioxidante com a presséo
de ESC. O decréscimo da atividade antioxidante com o aumento da
pressdo também foi observado na extragdo supercritica de dleo de
semente de roma (LIU et al., 2012). Segundo os autores entre as
pressbes de 150 bar e 450 bar e temperaturas entre 35°C e 65°C a
condicdo de maior atividade antioxidante foi 150 bar a 50°C (~4,5 mg
TEAC/g) em uma ESC de 2h.

Figura 25: Variacdo da atividade antioxidante umol TEAC/g dos extratos de
torta de noz pecd com o aumento da presséo de ESC.
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A atividade antioxidante dos extratos obtidos por ESC-S ndo
apresentaram diferenca significativa entre as Tortas 1 e 2 e ndo foram
maiores que as atividades antioxidantes dos extratos obtidos na mesma
condicdo (150 bar e 50°C) com CO; puro.

A terceira analise estatistica (Anova) realizada nos dados
apresentados na Tabela 16 (pag. 103) possibilitou a comparacao entre os
extratos obtidos com ESC com aqueles obtidos por EBP. Apds o teste de
comparacdo multipla, os resultados apresentaram equivaléncia
estatistica na atividade antioxidante de extratos obtidos por ESC e
extratos obtidos por EBP. Os extratos da Torta 1 obtidos com hexano
em Soxhlet (39 + 1 umol TEAC/g) e com ultrassom (7 £ 1 pmol
TEAC/g) apresentam equivaléncia na atividade antioxidante a extratos
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obtidos por ESC a 200 bar e 40°C (34 = 1 umol TEAC/g), 300 bar e
40°C (20 = 1 pmol TEAC/g), e 200 bar e 50°C (21 £ 1 umol TEAC/qg)
da Torta 1. Embora estes resultados apresentarem uma atividade
antioxidante mais baixa que os outros extratos obtidos eles sugerem a
possibilidade de substituir a extragdo com solventes por uma extracdo
sem residuos de solventes.

O método de inibicdo do radical ABTS é aplicavel para
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (RE et al., 1999), e por isso
observa-se boa atividade antioxidante para os extratos obtidos por ESC
(lipofilicos) e também obtidos por EBP com acetona e etanol
(hidrofilicos).

As diferencas apresentadas nos resultados de cada método da AA
podem ser explicadas pela variedade de compostos antioxidantes
presentes nos extratos, que diferem quanto a classe quimica, quanto a
polaridade, quanto a solubilidade e quanto a matriz alimentar (DE
LIMA, 2008). Cada método ativou compostos que melhor reagem com
radicais DPPH e ABTS, e com o sistema f-caroteno/acido linoleico.

Considerando os extratos obtidos por extragBes a baixa pressdo,
0s trés métodos de avaliacdo de atividade antioxidante indicaram o
extrato obtido por Soxhlet com acetona como de alta atividade
antioxidante. Também obtiveram boas atividades antioxidantes os
extratos obtidos por ultrassom com etanol e ultrassom com acetona.

Avaliando os extratos obtidos por ESC os trés métodos de
atividade antioxidante indicaram o extrato obtido na condigdo de 150
bar e 50°C como o de maior atividade. O extrato obtido na condicdo de
150 bar e 40°C também apresentou bons resultados para atividade
antioxidante nos métodos de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico e de captura do radical DPPH, mas ndo para o método de
inibicdo do radical ABTS.

Os extratos da Torta 1 apresentaram melhor atividade
antioxidante de acordo com os métodos de descoloragdo do sistema [3-
caroteno/acido linoleico e o método de inibicdo do radical ABTS, mas
foram significativamente equivalentes no método de captura do radical
DPPH.

A distincdo entre resultados dos métodos de avaliacdo de
atividade antioxidante também foi observado por Lima (2008) nos
extratos de améndoa de pequi. O extrato aquoso de pequi mostrou
melhores resultados de acordo com os métodos de radical ABTS e j-
caroteno/acido linoleico enquanto que no método de DPPH o extrato de
melhor atividade antioxidante foi o alcodlico.
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4.5 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS NOS EXTRATOS

O teor de compostos fendlicos e o teor de taninos condensaveis
presente nos extratos sdo apresentados a seguir segundo resultados
obtidos pelos métodos de Folin-Ciocalteau e de vanilina,
respectivamente.

4.5.1 Fendlicos Totais por método Folin-Ciocalteau

Os resultados de compostos fendlicos totais (FT) presentes nos
extratos das Tortas 1 e 2 obtidos por diferentes técnicas de extracao sao
apresentados na Tabela 17. Lembrando que neste método os resultados
sd0 expressos em equivalente de acido galico, composto presente na
noz pecd e um dos responsaveis por sua atividade antioxidante
(VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e  CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007).

Tabela 17: Resultados de compostos fenélicos totais obtidos pelo método de
Folin-Ciocalteau dos extratos da Torta 1 e 2.

FT (mg GAE/g*)

Extragoes Torta 1 Torta 2
Soxhlet etanol 22 + 1% 26 + 3°
Soxhlet acetona 71+ 2° 17,6+0,0%
Ultrassom etanol 10 +1° 35+ 2°

Ultrassom acetona 21 +1% 10045

Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa
(p<0,05); *mg GAE/g (mg equivalente de acido galico
por grama de extrato)

O maior teor de compostos fendlicos foi identificado no extrato
da Torta 2 obtido com ultrassom com acetona (100£5 mg GAE/Q)
seguido do extrato da Torta 1 obtido em Soxhlet com acetona (71 + 2
mg GAE/g). Os resultados indicam que a acetona é o melhor solvente
pra extrair compostos fenolicos da torta de noz pecd. Esta mesma
conclusdo foi obtida por outros autores quando obtiveram extratos de
noz pecd com acetona (DO PRADO, 2008; MIRALIAKBARI e
SHAHIDI, 2008; YANG, 2009; RAHMAN et al., 2012). Do Prado
(2008) em seu trabalho realizou o fracionamento da torta de noz peca e
obteve 16,4+4,2 mg GAE/g para a fragdo de acetona e 2,3 + 1,3 mg
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GAE/g para a fragdo de etanol. Wu et al. (2004) apresentaram valores
de 20,16 + 1,03 mg GAE/g para a fracdo acetona/agua/ac. acético
(70:29,5:0,5).

A diferenca no teor de compostos fendlicos determinado em cada
torta é explicada pela diferenca da procedéncia (local de origem,
industria) e da variedade das nozes que compBem as tortas
(SANTERRE, 1994; VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e
CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). Isto também foi observado por
Villarreal-Lozoya, Lombardi e Cisneros-Zevallos (2007), na
determinacdo de teor de compostos fendlicos de diferentes variedades
de nozes pecd. De acordo com 0s autores até a mesma variedade
Desirable proveniente de diferentes regides do Texas (EUA) possui teor
de compostos fenodlicos totais diferente, 70 + 2 (Caldwell) e 62 + 2,3
(Brownwood) mg GAE/g de noz desengordurada. No caso da Torta 1 o
maior teor de compostos fendlicos totais foram determinados para o0s
extratos obtidos em Soxhlet, exatamente o oposto do comportamento
dos extratos da Torta 2. Esse resultado pode indicar que a Torta 2
possuia compostos fendlicos mais sensiveis a acdo da temperatura
(menor teor de compostos fendlicos em Soxhlet, que utiliza altas
temperaturas, comparado com ultrassom), se comparada com 0s
resultados da Torta 1.

Os extratos obtidos com o solvente hexano e por extracdo
supercritica ndo sdo apresentados, pois através do método empregado
ndo foi possivel detectar a presenca de compostos fenolicos nestes
extratos. Isto pode ter acontecido por ndo existirem compostos
fendlicos nestes extratos ou porque a quantidade presente nos extratos
era reduzida e ndo detectavel pelo método. De acordo com as analises
de atividade antioxidantes (Método de captura do radical DPPH,
método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido linoleico e método
de inibicdo do radical ABTS), os extratos obtidos com hexano e com
CO, supercritico apresentavam atividade antioxidante mais baixa do
que aquelas apresentadas pelos extratos obtidos com solventes polares.
Os teores mais baixos de compostos fenélicos em fracoes lipidicas da
noz peca também foram observados por Miraliakbari e Shahidi (2008).
De acordo com os autores, na extracdo da noz peca com cloroférmio e
metanol o teor de compostos fenolicos totais no extrato é de 783 + 18
mg GAE/kg de extrato e 196 + 15 mg GAE/kg de extrato para 0 extrato
obtido com hexano.

O maior teor de compostos fendlicos identificado no extrato da
Torta 2 obtido com ultrassom com acetona (1005 mg GAE/g) pode ser
comparado ao teor de compostos fenolicos de outras oleaginosas.
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Segundo determinado por Wu et al. (2004) o teor de compostos
fenolicos para a castanha-do-pard, a avela e pistache foi de 3,10+0,96
mg GAE/g, 8,35+2,46 mg GAE/g e 16,57+1,21 mg GAE/qg,
respectivamente, menores que o extrato de ultrassom com acetona deste
trabalho.

A partir dos resultados de compostos fenolicos totais, do
rendimento de extracdo do mesmo extrato (ultrassom com acetona da
Torta 2) e a quantidade de 6leo na Torta 2 é possivel determinar
também o teor de compostos fenolicos totais por grama de amostra. Se
cada grama de extrato apresenta 100 mg GAE entdo cada grama de
torta de noz pecé desengordurada apresentara 57,8 mg GAE. Este valor
estd acima do determinado por Yang (2009), 14,639 mg GAE/g de noz
pecd desengordurada, mas abaixo do determinado por Villarreal-
Lozoya, Lombardi e Cisneros-Zevallos (2007), 70 £ 2 mg GAE/g de
noz pecd desengordurada.

4.5.2 Taninos condensados por ensaio de vanilina

Os resultados de taninos condensados (TC) presentes nos extratos
das Tortas 1 e 2 obtidos por diferentes técnicas de extracdo séo
apresentados na Tabela 18 (pag. 110). Os resultados sdo expressos em
equivalente de catequina, composto presente na noz pecd
(VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e  CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007).

Tabela 18:Resultados de taninos condensados obtidos pelo método de vanilina
dos extratos da Torta 1 e 2.

(TC) (mg EC/g*)

Extragdes Torta 1 Torta 2
Soxhlet etanol 15 + 0% 11+ 2%
Soxhlet acetona 34 +2° 315+5°
Ultrassom etanol 53 +1° 35+ 6°
Ultrassom acetona 22+ 2° 255+10°

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05); *mg EC/g (mg equivalente de catequina por
grama de extrato)

O maior teor de taninos condensados foi determinado no extrato
obtido por extracdo em Soxhlet com acetona (315 = 5 mg EC/g) da
Torta 2, seguido do extrato da mesma torta obtido com ultrassom com
acetona (255 + 10 mg EC/g). Este resultado indica que a Torta 2
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apresenta maior quantidade de taninos condensaveis que a Torta 1. Isto
pode ocorrer devido a diferenca nas variedades de nozes peca que
compdem as Torta 1 e 2, e , devido a procedéncia das mesmas. Esta
diferenca no teor de taninos condensados em diferentes variedades de
noz pecd no método de vanilina foi observada por Villarreal-Lozoya,
Lombardi e Cisneros-Zevallos (2007). No estudo, 0s autores
identificaram diferenca significativa no teor de taninos nas variedades
Kanza (47 £ 1,9 mg EC/g de noz desengordurada), Kiowa (36 + 3,9 mg
EC/g de noz desengordurada) e Desirable CW (28 £ 1,4 mg EC/g de
noz desengordurada). O maior resultado obtido da Torta 1 foi com o
extrato obtido com ultrassom com etanol (53 = 1 mg EC/g).

Da mesma forma que ndo foi possivel detectar compostos
fendlicos nos extratos obtidos por ESC, ESC-S e EBP com hexano, 0
ensaio de vanilina também néo identificou taninos condensados nestes
extratos.

O método de Folin-Ciocalteau e o ensaio de vanilina apontaram o
extrato da Torta 2 obtido por ultrassom com acetona com alto teor de
compostos fendlicos e taninos condensados. Apesar disso alguns
extratos com baixo teor de compostos fendlicos totais como o obtido
com ultrassom com etanol da Torta 1, no ensaio de vanilina
apresentaram teores de taninos condensados mais altos. Esta diferenca
na correlacdo entre os métodos de compostos fendlicos totais e taninos
condensados pode ser observada no trabalho de outros autores na
extracdo de noz pecd (VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e
CISNEROS-ZEVALLOS, 2007), torta de noz peca (DO PRADO, 2008)
e torta de canola (KHATTAB et al., 2010).

4.6 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS OLEOS DAS TORTAS DE
NOZ PECA

O perfil de acidos graxos (AG) obtidos por CG [item 3.2.4.4 (pag.
72)] para os extratos das Torta 1 e 2 séo apresentados na Tabela 19 (pag.
113) . Para essa andlise foram selecionados os 6leos obtidos nas
extracbes em Soxhlet, por representar a técnica convencional de
extracdo de lipidios, além de extratos obtidos na ESC. Somente alguns
extratos de ESC foram selecionados, levando em consideracdo a
densidade do solvente supercritico no momento da extracdo. Assim, 0s
extratos obtidos na condicdo de 100 bar a 40°C, 300 bar a 40°C, 150 bar
a 40°C e 50°C foram selecionados. Para comparacdo selecionou-se
também o extrato da ESC da Torta 2 e os 6leos comerciais das empresas
fornecedoras da matéria-prima.
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Os AG presentes nos extratos de torta de noz pecd foram os
acidos graxos saturados palmitico, estedrico e araquidico e, 0s
insaturados oleico e linoleico. Estes acidos graxos da noz peca também
foram identificados por outros autores (FIRESTONE, 1999;
VENKATACHALAM, 2004, VILLARREAL-LOZOYA,
LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOQOS, 2007; YANG, 2009).

Os AG majoritarios identificados no perfil de todos os extratos
analisados foram o acido oleico, monoinsaturado, seguido do &cido
linoleico, poli-insaturado, um resultado que estd de acordo com a
literatura para 6leo de noz pecd (FIRESTONE, 1999; USDA, 2001).

As porcentagens de acidos graxos identificados para os 6leos de
noz pecd também foram similares das apresentadas pela legislagdo
(BRASIL, 2012) para composi¢do em &cidos graxos de azeite de oliva
virgem. Sabe-se que o 6leo de noz pecd apresenta composi¢cdo em acidos
graxos similar ao azeite de oliva (VILLARREAL-LOZOYA,
LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOQOS, 2007).
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Os extratos de torta obtidos por diferentes técnicas de extracdo
apresentaram diferenca significativa na quantidade de acido palmitico,
mas ndo apresentaram diferenca significativa na quantidade de &cido
estearico e araquidico. O extrato que apresentou o maior percentual de
acido palmitico foi aquele obtido por ESC a 100 bar e 40°C (9,6 £
0,8%), 0 que indica uma condi¢do mais seletiva para extracdo de &cidos
graxos saturados. Alexander, Brusewitz e Maness (1997) também
observaram que na pressdo mais baixa utilizada (413 bar a 45°C) a
porcentagem de acido palmitico, 10,1%, foi maior que em outras
condigdes de ESC (551 e 668 bar). O teor de &cido palmitico dos
extratos das Tortas 1 e 2 foi maior do que aquele apresentado pelos
respectivos 6leos comerciais.

Os maiores niveis de &cido oleico foram observados nos 6leos da
Torta 1 obtidos por ESC 150 bar e 50°C, ESC 300 bar e 40°C e em
Soxhlet com hexano, significativamente iguais ao 6leo comercial desta
mesma Torta. Isto indica que a extragdo supercritica nas condigdes
citadas e a extragdao convencional por solvente (em Soxhlet com hexano)
forneceram um éleo com a mesma proporcao de acido oleico, assim nao
houve efeito das diferentes técnicas de extragdo aplicadas. Portanto, é
possivel utilizar outra técnica de extracdo, como a ESC, que é
considerada uma tecnologia limpa e apresentou alto rendimento (58%),
para extrair 6leo de torta de noz pecd com os mesmos teores de acido
oleico.

Os maiores niveis de acido linoleico foram detectados para os
6leos obtidos por ESC 300 bar e 40°C (33,4 + 0,2%) e o 6leo comercial
(30,4 £ 0,2%) da Torta 2. Esses resultados indicam que o 6leo extraido
por ESC da torta de noz pecé apresenta o mesmo teor de w-6 que 0 6leo
prensado a frio na inddstria. Também ndo houve diferenca significativa
nas porcentagens de acido linoleico dos extratos obtidos por ESC (300
bar e 40°C) do 6leo comercial da Torta 1.

Os extratos das Tortas 1 e 2, obtidos a 300 bar e 40°C
apresentaram diferenca significativa na quantidade de &cido oleico e
linoleico. Isto porque sdo tortas compostas por diferentes variedades de
nozes. Este resultado também foi observado em 6éleos obtidos da
extracdo supercritica de duas variedades de nozes pecd realizada por
Alexander, Brusewitz e Maness (1997) e na determinacéo do perfil de
AG de oleos de diferentes variedades da mesma noz no estudo de
Villarreal-Lozoya, Lombardi e Cisneros-Zevallos (2007).

O éacido linolénico, além do linoleico, do oleico e do palmitico,
sdo o0s acidos graxos geralmente presentes em Oleos extraidos de
nozes(TEMELLI et al., 2007). As quantidades relativas de cada acido
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graxo presente na mistura dependem do tipo de noz (TEMELLI et al.,
2007). A Tabela 20 apresenta o perfil de AG do 6leo de noz pecd
determinado por diferentes autores e o perfil de AG de diferentes
oleaginosas para comparacao.

Tabela 20: Perfil de &cidos graxos dos 6leos de noz pecd, aveld e castanha-do-
paréa.

(C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) C(18:3) (C20:1)

Material/Fonte " . i i . . . .
Palmitico Estearico  Oleico Linoleico Linolenico Gadoleico

Noz peca
(prensagem) Oro 5,6 2,84 62,55 27,49 1,23 0,24
(2008)

Noz pecé (Barton)

Prado (2008) 5,03+0,06 2,36+0,06 75,83+0,25 16,83+0,32 nd nd

Noz Peca
(Desirable)
Villarreal-Lozoya,
Lombardi e
Cisneros-Zevallos
(2007)

Noz pecé (ESC)
Maness et al 51 2,2 66 25,6 11 nd
(1995)

Aweli (ESC) Ozkal
etal (2005) 5,99 217 79,34 11,45 nd nd
Castanha-do-para
Naves e Freitas 14,31 10,64 28,92 44,12 0,19 011
(2010)

De acordo com a Tabela 20 outros &cidos graxos foram
identificados no 6leo de noz pecd por outros autores, como o acido
gadoleico (ORO, 2008) e é&cido linolénico (MANESS et al., 1995;
VILLARREAL-LOZOYA, LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOS,
2007; FREITAS e NAVES, 2010). O &cido linolénico ndo foi
identificado nos extratos deste trabalho, fato que também ocorreu na
andlise do 6leo da prensagem de nozes Barton da autora Do Prado
(2008).



116

Os extratos do presente trabalho apresentam teores de &cido
oleico maiores que o estipulado pela literatura (FIRESTONE, 1999).
Porém ao observar os resultados de Do Prado (2008) que realizou a
andlise do 6leo de noz pecd da variedade Barton e o de Villarreal-
Lozoya, Lombardi e Cisneros-Zevallos (2007) que realizaram andlise do
6leo de noz peca da variedade Desirable € possivel notar a porcentagem
de &cido oleico também é mais alta. Isto se deve a variedade das nozes
em estudo. Neste trabalho as tortas de noz peca sdo compostas pelas
variedades Mahan (Torta 1) e Barton e Desirable (Torta 2), variedades
que segundo o descrito acima apresentam teores maiores de acido
oleico.

A quantidade de acido oleico identificado nos extratos de torta de
noz pecd foi maior que outras nozes e sementes comestiveis como a
castanha-do-para  (28,92%), noz (16,14%), amendoim (42,48)
(FREITAS e NAVES, 2010), mas menor que o da aveld (79,34) obtido
por ESC (OZKAL, SALGIN e YENER, 2005).

A quantidade de &cido linoleico nos extratos variou de 17,3%
(150 bar e 50°C; Torta 1) a 33,4% (300 bar e 40°C; Torta 2). Como
apresentado na Tabela 20 (pag. 115), em outras oleaginosas o percentual
de acido linoleico pode ser maior, como para castanha-do-para (44,12%)
(FREITAS e NAVES, 2010), ou menor, na aveld (11,45%) (OZKAL,
SALGIN e YENER, 2005).

Com o intuito de verificar o efeito da pressdo de ESC na
composi¢cdo de 4cidos graxos dos extratos plotou-se um gréfico de
composicédo de AG versus pressdo, Figura 26.

Figura 26: Variacdo na porcentagem de &cido oleico, linoleico e palmitico no
6leo da Torta 1 de noz pecd com o aumento da presséo na extragao.
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Considerando as diferentes press@es utilizadas na ESC da Torta 1
a 40°C, é possivel observar, através da Figura 26 (pag. 116), o aumento
da pressdo acarreta acréscimo na porcentagem de acido oleico e com
aumento de pressdo na ordem de 200 bar ocorre diminui¢do dos teores
de &cido linoleico e palmitico.

Com relagdo a temperatura utilizada na ESC para obter o0s
extratos, é possivel afirmar que ocorre um aumento nas porcentagens de
acido oleico e diminuicdo do é&cido linoleico com o aumento da
temperatura.

Para verificar a razdo entre o teor de &cidos graxos insaturados e
de saturados (I/S), além da razdo entre acido oleico e &cido linoleico
(O/L) os resultados da Tabela 19 (pag. 113) foram rearranjados
conforme apresentado na Tabela 21.

Tabela 21: Razdo entre 4cidos graxos insaturados e saturados, razao entre &cido
oleico e &cido linoleico dos 06leos das Tortas 1 e 2 obtidos por diferentes
técnicas de extragcdo comparados aos respectivos 6leos comerciais.

Densidade  Insaturados/ Oleico/

Torta Extracdo CO, Saturados Linoleico

(g/cm3)* (1/S) (OIL)

ESC 100 bar 40°C 0,630 6,7° 2,5°

ESC 150 bar 50°C 0,655 8,8% 4,2°

1 ESC 150 bar 40°C 0,747 8,7% 2,8°
ESC 300 bar 40°C 0,928 9,9° 3,8™

Soxhlet Hexano 9,8° 3,5°

Oleo Comercial 11,33° 4,1¢

) ESC 300 bar 40°C 0,928 8,7%® 1,7
Oleo Comercial 11,27° 2,0

! Densidade do CO, Mukhopahyay (2000). Letras iguais na mesma coluna
indicam que ndo ha diferenca significativa entre as razdes em nivel de
significancia de 5%.

Estas razGes sdo avaliadas por motivos nutricionais e de
estabilidade oxidativa do dleo. Os AG poli-insaturados tendem a baixar
0S niveis sanguineos de colesterol, enquanto que os AG saturados
tendem a elevar esse nivel (FREITAS e NAVES, 2010). Por isso, é
importante entender e avaliar qual a relagdo entre &cidos graxos
insaturados e saturados no 6leo. Quanto maior a razdo |/S apresentada
na Tabela 21 maior a quantidade de acidos graxos insaturados no 6leo.
A razdo entre &cido oleico e &cido linoleico é um indicativo da
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estabilidade do 6leo, uma vez que a maior quantidade de acidos graxos
monoinsaturados em relacdo aos poli-insaturados garante maior
estabilidade oxidativa ao Oleo (ALEXANDER, BRUSEWITZ e
MANESS, 1997).

Através da Tabela 21 (pag. 117) é possivel observar que a razdo
entre acidos graxos insaturados e acidos graxos saturados presentes no
6leo comercial da Torta 1 (11,33) ndo difere significativamente do
extrato obtido por ESC a 300 bar e 40°C (9,9), e 0 mesmo ocorre para a
Torta 2. As razoes de I/S dos extratos da Torta 1 s6 apresentaram
diferenca significativa entre as condigdes de 100 bar e 300 bar e 40°C.
N&o houve diferenca na razdo 1/S dos extratos obtidos por diferentes
técnicas de extracéo.

A razdo O/L também é apresentada na Tabela 21 (pag. 117).
Através das razBes é possivel observar que o 6leo comercial da Torta 1
possui maior quantidade de acido oleico em relacdo ao linoleico que o
6leo comercial da Torta 2. Como ja comentado anteriormente isso
ocorre devido a diferenca nas variedades de nozes que compdem as
Tortas 1 e 2.

A razdo O/L do 6leo comercial da Torta 1 (4,1) é estatisticamente
igual ao extrato obtido por ESC a 150 bar e 50°C (4,2) e por ESC 300
bar e 40°C (3,8). E a razdo O/L do 6leo comercial da Torta 2 (1,7)
também é equivalente ao 6leo obtido da ESC 300 bar e 40°C (2,0).
Portanto, foi observada igualdade na composicdo de acidos oleico e
linoleico do 6leo da torta de noz obtidos por ESC e da noz extraido por
prensagem a frio industrial.

Na Tabela 21 (pag. 117) também é apresentada a densidade do
solvente supercritico utilizado para obter os extratos. Para melhor
observar a relacdo entre a densidade do CO, supercritico e a razdo O/L
(somente Torta 1) foi plotado o gréafico da Figura 27 (pag. 119), O/L
versus densidade.
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Figura 27: Razdo O/L no 6leo da Torta 1 de noz pecd com 0 aumento da
densidade do CO, na extrag&o.
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De acordo com a Figura 27 é possivel observar que ndo existe um
comportamento uniforme da razdo O/L dos extratos obtidos por ESC
com o aumento da densidade do CO, supercritico. Estes resultados
também podem ser observados no trabalho de outros autores com
pressdes de extracdo entre 413 e 668 bar na extracdo de dleo de noz peca
(MANESS et al., 1995; ALEXANDER, BRUSEWITZ e MANESS,
1997). No trabalho dos autores, as razGes O/L do Oleo obtido por
extracdo supercritica fica em torno de 2,65 (ALEXANDER,
BRUSEWITZ e MANESS, 1997). Assim como neste trabalho, existiram
diferencgas significativas entre as razbes O/L em extratos obtidos em
diferentes condicdes de extracdo, mas nao existe um comportamento
padrdo com o aumento da densidade do solvente de extracéo.






5 CONCLUSOES

Apods a extragdo industrial do dleo, a torta de noz pecd ainda
contém quantidades significativas de Oleo residual e substancias
nutricionalmente interessantes, como proteinas, fibras e minerais.

A extragdo supercritica das tortas de noz peca apresentou altos
rendimentos comparaveis a extragfes convencionais. Os parametros de
extracdo (pressdo e temperatura) apresentaram efeito significativo nos
rendimentos obtidos, sendo que os valores mais altos de rendimento
foram obtidos nas condicGes a 300 bar a 40°C e 50°C.

Os rendimentos de extragdo supercritica e a baixa pressdo foram
maiores para a Torta 1.

Os métodos de atividade antioxidante apontaram os extratos da
Torta 1 e Torta 2 obtidos com solventes polares nas extraces a baixa
pressdo como os de maior atividade antioxidante. Algumas atividades
antioxidantes destes extratos foram superiores que antioxidantes puros
como TBHQ e 4cido gélico.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos da Torta 1
obtidos por extragdo supercritica foram maiores para os extratos obtidos
nas condicOes a 150 bar.

Alto teor de compostos fenolicos totais e taninos condensados
foram detectados em extratos da Torta 2 obtidos por extragdes a baixa
pressdo utilizando acetona.

A utilizacdo de cossolvente no processo de extra¢do supercritica
sequencial com fluido supercritico acarretou um aumento no rendimento
de extragdo, mas ndo na atividade antioxidante dos extratos.

Os perfis de acidos graxos dos 6leos das tortas de noz pecd ndo
sofreram alteragcdo com o emprego de diferentes técnicas de extracdo. A
pressdo e a temperatura da extragdo supercritica tiveram efeito
significativo nos teores de &cidos oleico, linoleico e palmitico do 6leo
extraido.

A extracdo supercritica pode ser considerada uma técnica
alternativa para extracdo de acidos graxos da torta de noz peca com alto
rendimento. Além disso, o acido oleico (®-9) e linoleico (®-6),
compostos importantes para fungdes metabolicas no organismo humano,
foram os acidos graxos majoritarios detectados nos 6leos de torta de noz
pecé.

O subproduto da indUstria brasileira de 6leo de noz pecd, torta de
noz pecd, pode ser indicado como matéria-prima rica em dleo residual,
fonte de compostos antioxidantes e acidos graxos.






6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Durante a realizacdo desta dissertacdo de mestrado, outras ideias
surgiram para dar continuidade ao estudo, e ou, até formar novos
projetos que melhor expliquem os fendmenos envolvidos neste trabalho.

Considerando a parte inicial do trabalho, testes preliminares,
poderiam ser avaliados diferentes pré-tratamentos para a torta de noz
peca buscando maior facilidade de extracdo dos compostos de interesse.

Nas técnicas de extracdo a baixa pressdo seria interessante
considerar o estudo da extragdo por micro-ondas, que esta se difundido
nas pesquisas, e também a técnica de ultrassom com diferentes
frequéncias, temperaturas e razdo de solventes.

Os dados de extracdo supercritica com mais alguns experimentos
possibilitam a criacdo de modelos matematicos que representem 0s
fendmenos envolvidos na extracdo, além da possibilidade de ajuste das
curvas a modelos ja existentes na literatura.

Os dados disponiveis neste trabalho e algumas pesquisas de
mercado permitem a elaboracdo de uma analise de custo da producéo de
um extrato com atividade antioxidante, ou rico em &cidos graxos
insaturados, da torta de noz pecd em pequena (laboratorial) ou grande
escala (industrial- ampliacdo de escala).

O extrato bruto pode ser adicionado a alimentos para verificar sua
eficiéncia como antioxidante.

Migrando para area farmacéutica, seria interessante pesquisar a
atividade antitumoral dos extratos de torta de noz pecd, jA que o
conhecimento popular e algumas literaturas ja tratam o 6leo da noz
como combatente de radicais livres. Também pode ser averiguado seu
potencial no tratamento de doencas de pele, uma vez que estudos
indicam atividade antifingica e indlstrias ja o utilizam na composicao
de cosmeéticos. A atividade hipolipemiante também pode ser testada pela
guantidade de fitoesterdis presentes na noz.
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APENDICE A — Curva analitica do método de atividade antioxidante
do radical ABTS.

Figura 28: Curva analitica de Trolox necessaria para determinar a atividade
antioxidante dos extratos pelo método do radical ABTS.
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APENDICE B — Curva analitica do método de Fenélicos Totais.

Figura 29: Curva analitica de acido galico necessaria para determinar o teor de
compostos fendlicos totais dos extratos.
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APENDICE C - Curva analitica do método de Taninos condensados.

Figura 30: Curva analitica de catequina necessaria para determinar o teor de
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