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RESUMO

A espécie Butia catarinensis pertence a familia Arecaceae, é
geralmente produzida na regido Sul da América do Sul. Com o
processamento da polpa para a producdo de bolo, licor e sorvete, as
sementes dos frutos sdo normalmente descartadas. Este estudo tem como
objetivo fornecer uma alternativa para valorizar os residuos industriais.
Para essa proposta, a extracdo supercritica (ESC) foi aplicada na
obtencdo de extratos de semente de butia nas temperaturas de 40, 50 e
60 °C e pressdes de 100, 200 e 300 bar. Foram avaliados o rendimeto
global de extracdo, a modelagem matematica da cinética de extracdo, as
atividades antioxidante e antimicrobiana e a composicdo dos extratos.
Os resultados obtidos com o CO, supercritico puro e adicionando
cossolvente a ele foram comparados com os resultados de técnicas de
extracdo a baixa pressdo (Soxhlet e extracdo assistida por ultrassom)
utilizando diferentes solventes (hexano, etanol e etanol-agua). O modelo
gue melhor se ajustou aos dados experimentais da curva de ESC foi o
modelo de Martinez et al (2003). A ESC com CO, proporcionou
maiores rendimentos na condigdo de 60 °C/ 300 bar e com a adicdo de
cossolvente ao CO; na condicdo de 40 °C/ 200 bar/ 2,5% ethanol-water.
Para as extracGes a baixa pressdo, o maior rendimento foi obtido pelo
método Soxhlet com etanol. O menor valor de ECsg, determinado pelo
método do radical DPPH, foi apresentado pelo extrato de Soxhlet com
etanol-agua. Esse mesmo extrato apresentou a maior atividade
antioxidante avaliado pelo método de ABTS e o maior teor de
compostos fendlicos, avaliado pelo método de Folin-Ciocalteau. A
maior atividade antioxidante, determinada pelo método de descoloragdo
do sistema [-caroteno/acido linoléico, foi apresentada pelo extrato de
Soxhlet com etanol. Os extratos de Soxhlet com etanol e etanol-agua,
ultrassom com etanol-agua e ESC 40°C/100 bar foram fortes inibidores
contra B. cereus e o0s extratos de Soxhlet com etanol e etanol-agua,
ultrassom com hexano, etanol e etanol-agua, ESC 50°C/ 100 bar e ESC
60°C/ 300 bar foram fortes inibidores contra a E. coli. Os compostos
identificados pela analise cromatogréfica gasosa (CG) em um maior
ntmero de amostras foram o &cido cindmico e o 4cido caprilico. Apesar
da ESC apresentar rendimentos proximos quando comparados com 0s
extratos de soxhlet e ultrassom, esta técnica torna-se bem interessante na
obtencdo de compostos de alto valor agregado, devido a seletividade do
processo. Logo, os extratos obtidos da semente de butia sdo potenciais
fontes de antioxidantes e antimicrobianos naturais para a industria de
alimentos.






ABSTRACT

The Butia catarinensis species belongs to the Arecaceae family,
is produced in the southern region of South America. The pulp is
processed for the production of cake, rum and ice cream, and the fruit
seeds are usually discarded. This study aims to provide an alternative to
value this industrial waste. For that purpose, the supercritical fluid
extraction was applied to Jelly-Palm (Butia) seeds at temperatures of 40,
50 and 60 °C and pressures of 100, 200 and 300 bar. The mathematical
modeling of the extraction Kinetics, the global extraction yield,
antioxidant and antimicrobial activities and extract composition were
evaluated. The results of the supercritical fluid extraction with pure CO,
and with the addition of a cosolvent to CO, were compared to low
pressure extraction techniques (Soxhlet and Ultrasonic extraction) using
different solvents (hexane, ethanol, ethanol-water). The model that best
fitted the experimental supercritical fluid extraction curve was Martinez
et al. (2003) model. The supercritical fluid extraction (SFE) with CO,
presented higher yields at 60 °C/ 300 bar and when a cosolvent was
added to the extraction at 200 bar/ 40 °C/ 2.5 % ethanol-water. For the
low pressure techniques, the best yield obtained by Soxhlet method with
ethanol. The lowest ECx, value, determined by the DPPH radical method
was submitted from Soxhlet extraction with ethanol-water. This same
extract submitted the highest antioxidante activity using ABTS method
and total phenolic content, evaluated by the Folin-Ciocalteau technique.
For the p-carotene/linoleic acid bleaching method the highest
antioxidant activity was presented by the extract obtained from Soxhlet
extratction with ethanol. The extracts from Soxhlet with ethanol and
ethanol-water, ultrasound with ethanol-water and SFE 40 °C/ 100 bar
were strong inhibitors against B. cereus and the extracts from Soxhlet
with ethanol and ethanol-water, ultrasound with hexane, ethanol and
ethanol-water, SFE 50 °C/ 100 bar and SFE 60 ° C/ 300 bar were strong
inhibitors against E. coli. The main substances identified by CG analysis
were cinnamic and caprylic acid. Despite the SFE extracts presented
close yields when compared to soxhlet and Ultrasonic, this technique is
very interesting in obtaining the compounds of high aggregated value
due to the selectivity of the process. Therefore, the extracts obtained of
the Jelly Palm seed are potential sources of antioxidants and natural
antimicrobial agents for the food industry.
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1. INTRODUCAO

As frutas e os vegetais sdo conhecidos como fonte de vitaminas,
proteinas, carboidratos e sais minerais na alimentacdo humana. Esse
nutrientes sdo cruciais para uma dieta saudavel e, do ponto de vista
medicinal, algumas substancias benéficas existentes nas frutas e vegetais
sdo capazes de curar enfermidades. A possibilidade de se isolar algum
composto vegetal permitiu o desenvolvimento de produtos naturais,
como suplementos alimentares e até mesmo alimentos enriquecidos com
compostos benéficos ao homem. Alguns desses compostos naturais
também sdo capazes de conservar alimentos, como é o caso de
substancias com propriedades antioxidantes e antimicrobianas. A
utilizacdo desses compostos permite produzir alimentos com maior
seguranca & saude de quem os ingere, quando comparada a utilizacéo de
produtos sintéticos.

Pesquisas mostram que 0s consumidores estdo cada vez mais
preocupados com a salde e com 0 meio ambiente, buscando produtos
naturais de melhor qualidade e com menor impacto ambiental. Diante
disso, as indlstrias e o setor académico passaram a pesquisar processos
altenativos que possam atender a essas demandas. Dentre esses
processos encontram-se as técnicas de extragdo chamadas de “quimica
verde”, aplicadas aos produtos naturais. Destacam-se, neste segmento,
0S processos que ndo geram poluentes quimicos e nem degradam os
compostos de interesse, como 0s processos de extragdo por micro-ondas,
por ultrassom ou que fazem uso de altas pressdes e fluidos no estado
supercritico.

A espécie Butia catarinensis pertence & familia Arecaceae, é
disseminada na regido Sul da América do Sul, principalmente nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Os frutos séo
perfumados e comestiveis, de sabor acido e coloracdo amarelo-
alaranjado e tém despertado a atencdo pelas suas caracteristicas
nutracéuticas e antimicrobianas.

As sementes do Butia catarinensis sdo usualmente descartadas
sem nenhum aproveitamento tecnolégico quando os frutos séo
processados para o congelamento das polpas, necessitando de estudos
gue demonstrem seu potencial para as inddstrias alimenticias e
farmacéuticas. O aproveitamento das sementes surge como uma
alternativa para valorizar estes residuos industriais.

As frutas, folhas e sementes sdo fontes naturais de antioxidantes e
diversas pesquisas tém apontado seu uso como alternativa para a
substituicdo dos antioxidantes sintéticos. Estes tém sido alvo de
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guestionamentos quanto a sua inocuidade, levando a industria de
alimentos a procurar alternativas para a sua substituicao.

A qualidade e composicdo dos extratos de produtos naturais estdo
fundamentalmente relacionadas com a técnica de extragdo empregada na
sua preparacdo. Entre as diversas técnicas destaca-se a extracdo a alta
pressdo. Essa técnica de extracdo utiliza fluidos subcritico ou
supercritico tem como uma de suas vantagens a obtencdo do extrato
livre do solvente, com elevado grau de pureza e, como desvantagem o
alto custo devido a utilizacdo de materiais e estrutura resistentes a altas
pressoes.

Apesar de todas as vantagens ja conhecidas da extracdo
supercritica (ESC), a sua aplicacdo industrial ainda é escassa,
principalmente devido a questdo da viabilidade econdmica, tornando
necesséria a realizacdo de estudos relativos a otimizagdo do processo.
Desta forma, este trabalho dedica-se a estudar e comparar técnicas de
extracdo a baixa pressdo com 0s extratos obtidos a alta pressdo,
avaliando sua a atividade bioldgica (antioxidante e antibacteriana) e seu
perfil de compostos volateis.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o emprego do processo de extracdo supercritica na
obtencdo de extratos da semente de butid da praia (Butia catarinensis) e
comparar com as extracGes a baixa pressdo, avaliando a composicao
quimica e a atividade bioldgica destes extratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

f)

9)

Utilizar técnicas de extracdo a baixa pressdo, Soxhlet e
ultrassom, com solventes orgénicos de diferentes
polaridades para a obtencdo de extratos de semente de
butid;

Determinar o rendimento de extracdo a baixa pressdo
visando a sele¢do de cossolvente para a ESC;

Determinar a curva global de extracdo supercritica para o
extrato da semente de butid, visando o estudo da cinética
de transferéncia de massa e aplicagdo da modelagem
matematica, utilizando os modelos de Sovova (1994),
Martinez et al. (2003), Crank (1975), e Gaspar et al.
(2003), disponiveis na literatura;

Avaliar o rendimento da ESC em funcdo das condicdes
de operacdo e comparacdo com as técnicas a baixa
pressao;

Definir as condigBes 6timas de extracdo para a semente
de butida com CO, supercritico com e sem adicdo de
cossolvente, em termos de rendimento de processo;

Analisar a atividade antioxidante dos extratos obtidos
através dos métodos DPPH (1,1-diphenil-2-picryl
hydrazil), B caroteno/acido linoléico e ABTS (2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico));

Determinar o teor de compostos fendlicos dos extratos
pelo método de Folin-Ciocalteau;
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h) Anlisar a atividade antibacteriana dos extratos através

dos métodos de difusdo em &gar e pela determinacdo da
concentracdo minima inibitéria, utilizando as bactérias
Escherichia coli (CTT 1371) e Bacillus cereus (ATCC
8739).

Identificar os compostos volateis dos extratos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. BUTIA - DA — PRAIA (Butia catarinensis)

O Butia catarinensis ou Butia capitata (nomenclatura anterior a
mudanca do Herbario Barbosa Rodrigues em setembro de 2011) é uma
espécie da familia Arecaceae, disseminada na regido Sul da América do
Sul, mas principalmente nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (LEITMAN et al., 2010). O fruto é conhecido popularmente por
outros nomes, como butid-da-praia, butiazeiro, butia, butia-azedo, butia-
vinagre, butid-branco, butia-roxo, butid-mitdo, butid-pequeno, butia-
grado. Fora do Brasil é chamado de Geleepalme, wine-palm ou jelly-
palm.

A arvore é uma palmeira de 3 a 5 m de altura, com folhas de 1 a 2
m ou mais, ascendentes e arqueadas na parte de cima, levemente
azuladas ou glaucas, ao menos na face inferior (Figura 1), e o fruto
(Figura 2) largamente conico a depresso-globoso, ndo excedendo muito
20 mm de comprimento axial e, muitas vezes, 3 a 5 mm mais largo do
gue isso; caroco € quase globular, cerca de 13 mm de altura, poros
proeminentes, com 1-3 compartimentos. Os frutos sdo perfumados e
comestiveis, de agradavel sabor, exceto os acidos (REITZ, 1974).

Figura 1. Butiazal no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, RS.

Foto: Coradin et al. (2011).
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Figura 2. Fruto Butia catarinense

Fonte: Elaborada pela autora.

Os frutos sdo comercializados in natura em feiras e beiras de
estrada nas regides de ocorréncia da espécie. Em alguns municipios,
como Laguna e Imbituba, ambos no Estado de Santa Catarina, 0s
coletores separam a polpa dos frutos e congelam para producdo de bolo,
cachaga, suco, doce, licor e sorvete.

3.1.1. Polpa de butia

O butia apresenta polpa composta de umidade (85,4 %), cinzas
(0,9 %), proteina (0,3 %), lipideos totais (2,6 %), fibras em detergente
neutro (FDN) (6,2 %), fibras em detergente acido (FDA) (3,9 %) e
carboidratos (0,7 %). Essa polpa também é fonte de minerais, com
destaque para o potassio (462,4 mg/100g), fosforo (19,9 mg/100g),
calcio (16,8 mg.100/g), magnésio (12,5 mg/100g) e enxofre (7,3
mg/100g) (FARIA et al., 2008).

Segundo FARIA et al. (2008b), a concentracdo de fibras, pré-
vitamina A, vitamina C, potassio e compostos fendlicos confere
potencial & polpa de butid no uso como complemento alimentar de
populagdes locais. O teor de vitamina C encontrado na polpa de butié foi
de 53,0 mg/100g e de prd-vitamina A (Equivalente de Atividade de
Retinol/100g) foi de 146,2.

FARIA et al. (2008) e TOSS (2010) reportaram a presenca de
compostos fendlicos como teor de catequina equivalente de 210
mg/100g de polpa, de &cido tanico de 116,3 mg/100 g de polpa e
derutina equivalente de 222,63 mg/100g de polpa desidratada.

Segundo MARTINEZ et al. (2014) o Butia odorata amarelo e
vermelho possuem capacidade antioxidante na protecao in vitro contra o
dano oxidativo induzido por nitroprussiato de sédio (NPS) em estruturas
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cerebrais de camundongos, 0 que pode estar relacionado a atividade
antioxidante de fitoquimicos, como compostos fendlicos, antocianinas,
carotenoides e acido ascorbico do fruto.

3.1.2. Améndoa de butia

As sementes de butia tem uma améndoa que é rica em lipideos
(53,6 %) e fibras, sendo fibra em detergente acido (FDA) (19,3 %) e
fibra em detergente neutro (FDN) (28,4 %). O teor de lipideo €
predominantemente composto por 24 % de acidos graxos insaturados
como os acidos oléico e linoléico, e 76 % de &cidos graxos saturados de
cadeia média como os é&cidos caprilico, caprico, laurico, mistirico,
palmistico e esteadrico. Os minerais em maior quantidade sdo potassio
(327 mg/100g), fosforo (310 mg/100g), magnésio (114 mg/100g) e
enxofre (141 mg/100g) (FARIA et al., 2008a,b; PERALTA et al., 2013).

O elevado teor de contetdo lipidico, fibra e mineral das
améndoas de butia indica um potencial para 0 uso como um ingrediente
na industria de alimentos ou ragdes para animais, melhorando a textura e
forticando os produtos (FARIA et al., 2008a,b; SGANZERLA, 2010).

Segundo Sganzerla (2010), as améndoas de B. catarinenses, B.
odorata e B. eriospatha sdo ricas em compostos fendlicos e
carotenoides, que podem apresentar atividade antioxidante. Os
compostos fenodlicos representam os fitoquimicos presentes em maior
guantidade nas améndoas de frutos de Butia catarinenses com
aproximadamente 416,73 mg/100g apresentando  capacidade
antioxidante (170,79 mg trolox/100g) superior a capacidade antioxidante
da polpa (160,19 mg TE/100 g) de acordo com Genovese et al. (2008).

Frutos de espécies nativas do Brasil pertencentes a familia
Palmae (Arecaceae) também tém despertado a atencdo pelas suas
caracteristicas nutracéuticas e antimicrobianas (HIANE et al., 2003;
MARIATH et al.,1989; SILVEIRA et al., 2005; TAVARES et al.,
2003). Segundo Sanguinetti (1989), o dleo extraido da améndoa de
frutos de butid é empregado empiricamente para eliminar parasitas
intestinais. O 6leo da semente de Butia capitata também foi testado em
adesivos autocondicionantes dentarios e mostrou desempenho anti-
incrustacdo bioldgica contra bactéria acidurica, lactobacilos e
streptococos (PERALTA et al., 2013).
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3.2.  ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo definidos como substancias que, presentes em
baixas concentracBes em relacdo ao substrato oxidavel, retardam ou
previnem a oxidacdo deste substrato. Assim, os antioxidantes atuam
como protetores da oxidagdo de biomoléculas por radicais livres e
impedem a propagacdo da reacdo em cadeia provocada pelos mesmos
(FANG et al., 2002).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que apresentam um ou
mais elétrons desemparelhados em sua Grbita externa. Esta configuracéo
faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, de meia-vida curta
e quimicamente muito reativas (BARREIROS, 2006). Eles podem ser
gerados por fontes exdgenas ou enddgenas. As fontes exdgenas
geradoras de radicais livres incluem tabagismo, poluicdo do ar,
solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiaces (SOARES,
2002). Por fontes enddgenas, originam-se de processos biolégicos que
normalmente ocorrem no organismo, tais como: redugdo de flavinas e
tiois; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases,
desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transicdo no
interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons. Esta geracdo de
radicais livres envolve varias organelas celulares, como mitocondrias,
lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasméatico e
membranas (MACHLIN; BENDICH, 1987).

Existem evidéncias numerosas sobre o papel dos radicais livres
em uma série de condi¢des patoldgicas, incluindo envelhecimento,
cancer, esclerose multipla, doencas cardiovasculares (CERIELLO;
MOTZ, 2004; ROBERTS; SINDHU, 2009; TARKO et al., 2009). A fim
de fortalecer o sistema de defesa antioxidante e reduzir os efeitos
nocivos que um ambiente pré-oxidante pode causar ao organismo,
pesquisadores tém concentrado esforcos para encontrar nos alimentos
compostos que atuem como redutores em meio bioldgico e auxiliem na
prevencdo e no retardo do desenvolvimento de doencas crbnicas
(OZSQY et al., 2009; OKARTER et al., 2010).

Para aumentar a capacidade de defesa do sistema antioxidante é
necessario o consumo de alimentos que contenham substancias com
capacidade antioxidante, de forma que uma alimentacdo com hortaligas,
frutas, gréos e cereais integrais possam fornecer nutrientes e compostos
bioativos que irdo atuar em conjunto com os antioxidantes enzimaticos a
fim de minimizar os efeitos prejudiciais provocados pelo estresse
oxidativo (VALTUENA et al., 2008).
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Os compostos fendlicos sdo considerados 0s componentes
antioxidantes mais importantes presentes em especiarias € em outros
materiais derivados das plantas, existindo uma grande correlacdo entre a
concentracdo de fendlicos e a capacidade antioxidante total
(VALTUENA et al., 2008).

Os compostos fenolicos, estruturalmente compreendem um anel
aromatico, tendo um ou mais substituintes hidroxila, e vdo desde
simples moléculas fendlicas a compostos altamente polimerizados. A
atividade antioxidante destes compostos depende da sua estrutura,
particularmente do nimero e da posicdo dos grupos hidroxila e da
natureza das substituicdes nos anéis aromaticos. Eles sdo divididos em
trés grupos; o primeiro é composto pelos acidos benzoicos, que possuem
sete atomos de carbono (C6 - C1), suas formulas gerais estdo
representadas na Figura 3a. O segundo grupo é formado pelos acidos
cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (C6 — C3), sendo sete
0s mais comumente encontrados no reino vegetal (Figura 3b). As
cumarinas sdo derivadas do acido cinamico por ciclizacdo da cadeia
lateral do &cido o-cumarico (Figura 3c) (RAMALHO; JORGE, 2006).

Figura 3. Grupos que compreendem os compostos fendlicos.

R, R (®)
R;
R,

R, R,
R, bfcocm
R,
O |(c)
OH c<’
X;CH
CH = CH-COOH CH

Acido o-cumérico Cumarina

CH=CH-COOH

Fonte: Ramalho, Jorge, (2006)

Os grupos hidroxilas presentes nas estruturas dos compostos
fendlicos constituem a base de sua capacidade antioxidante, atuam como
agentes redutores em virtude de sua habilidade de doar o hidrogénio
para o radical livre, estabilizando-o. A transferéncia do hidrogénio para
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o radical livre interrompe a reagdo de oxidagdo e o radical fenox
resultante € estabilizado por ressonancia (SILVEIRA, 2013). A seguir €
apresentado o mecanismo de estabilizacdo do radical livre (ROQe)
através da doagéo de um hidrogénio pelo composto fenélico (PPH).

ROQe + PPH — ROOH + PPe
ROQe + PPH — ROH + PPe

Estudos tém demonstrado, em ensaios in vitro e in vivo, a
habilidade dos compostos fendlicos em modular a atividade de certas
enzimas, devido a sua capacidade de se ligar as proteinas, bem como a
atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, os efeitos vasoprotetores,
hipoglicémicos e a atividade antiobesidade apresentada por esses
compostos (CHO et al., 2010; BOAVENTURA et al., 2012; DAGLIA,
2012).

A industria de alimentos utiliza antioxidantes sintéticos para
inibir os processos oxidativos em alimentos lipidicos. Os antioxidantes
mais utilizados séo o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno
(BHT), propil galato (PG) e o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), esses
sdo compostos fenolicos com substituicdes variadas no anel (Figura 4)
que contribuem para inibir alteracfes indesejaveis no alimento. No
entanto, existe uma demanda por estudos sobre a extracdo e viabilidade
comercial de antioxidantes naturais, uma vez que, 0s antioxidantes
sintéticos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Frente a diversidade da estrutura quimica dos compostos
antioxidantes e de seus mecanismos de acdo, varios ensaios tém sido
desenvolvidos para avaliar a capacidade antioxidante de diferentes
amostras (CAETANO, 2009).

Em todos esses ensaios, um radical é gerado e reage com
moléculas-alvo, normalmente para produzir cor, fluorescéncia,
guimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR (“Electron Spin
Resonance” ou Ressondncia do Spin Eletronico) ou outra mudanca
mensuravel. A presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que
permite sua analise quantitativa (DAGLIA, 2012).
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Figura 4. Antioxidantes sintéticos
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Fonte: Ramalho, Jorge, (2006).

Baseado nas reacdes quimicas envolvidas, os principais métodos
usados para medir a capacidade antioxidante podem ser divididos em
duas categorias segundo Tabela 1.

Tabela 1. Métodos utilizados para analisar a atividade antixidante.

Categorias Mecanismo Métodos
Transferéncia Folin-Ciocalteu
1 de elétrons FRAP @
Sequestro de DPPH @
radicais livres ABTS @
Reacdo de
2 transfe(r;éncia de ORAC. ®
4tomos de H B-caroteno/linoleato

@ Ferric Reducing Antioxidant Power; @ 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; © 2,2
azino-bis (3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato; ® Capacidade de absorcdo do radical
oxigénio.

Sganzerla (2010) obsersou atividade antioxidante pelo método
difenil-picrilhidrazil (DPPH) nas polpas e nas améndoas de Butia
Capitata e Butia Eriosphata. Sendo que na polpa das duas variedades
foram encontrados cinco compostos fenolicos: Acido galico, p-
hidroxibenzoico, ferdlico, epicatequina e quercetina. Toss (2010)
também observou atividade antioxidante pelo método difenil-
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picrilhidrazil (DPPH) e folin Ciocalteau nos extratos supercriticos da
polpa de Butia Capitata.

3.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O uso de extratos vegetais e fitoquimicos com fins medicinais é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade.

Desde a origem dos antibioticos na década de 1950, o nimero de
agentes antimicrobianos derivados de plantas tem sido insuficiente. A
utilizacdo de extratos vegetais, bem como outras formas alternativas de
tratamento médico, vem demonstrando grande popularidade desde a
década de 1990. As razdes para esse renascimento incluem diminuicdo
de novas substancias antimicrobianas sintéticas, além de muitas serem
potencialmente tdxicas e apresentarem efeitos colaterais no paciente
(BISCAIA, 2007; MAREGESI et al., 2008; SILVA Jr. et al., 2009).

O grande interesse nos produtos naturais é explicado em parte
pelo uso indiscriminado de antibidticos que tem selecionado micro-
organismos multirresistentes e em decorréncia, a necessidade de se
buscar novas substancias antimicrobianas.

Os principais grupos de compostos com propriedades
antimicrobianas, extraidos de plantas pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Grupos com propriedades antimicrobianas.

Grupos de compostos Referéncias
Terpenoides e 6leos essenciais TORSSEL, 1989
Alcaloides FESSENDEN, 1982

TERRAS et al., 1993;
ZHAN, LEWIS; 1997
Fendis simples, acidos fendlicos e quinonas STERN et al., 1996

Lectinas e polipeptidios

Flavonas, flavonois e flavonoides FESSENDEN, 1982
Taninos SCALBERT, 1991
. O’KENNEDY,
Cumarina

THORNES; 1997

Na literatura hé a descricéo de varios métodos que demonstram a
atividade antimicrobiana dos extratos de produtos naturais sendo que as
diferentes técnicas ndo sdo igualmente sensiveis (VIEIRA, 2005). Os
métodos geralmente usados sdo o método difusdo em agar e 0 método da
concentracdo minima inibitéria (CMI).
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Em geral, primeiramente, é realizado o método de difusdo em
agar, que se trata de uma teste qualitativo dos extratos dos quais se
deseja determinar a atividade antimicrobiana. Através dele, pode-se
verificar se 0 extrato é capaz de inibir ou ndo o crescimento do micro-
organismo de interesse pela formacédo de halo de inibicdo. As vantagens
desse método sdo a necessidade de pequenas quantidades de amostra e a
economia na utilizacdo de apenas uma placa de Petri para testar cinco
extratos (VIEIRA, 2005).

Os extratos que apresentarem atividade antimicrobiana no método
qualitativo devem ser submetidos a testes quantitativos, como o0 método
da concentracdo minima inibitéria (CMI), que se baseia na determinacao
da quantidade minima do extrato capaz de inibir o crescimento do
micro-organismo de interesse e pode ser determinada através de trés
técnicas: diluicdo em caldo, diluicdo em &gar e microdiluicdo em caldo
de cultivo, que se baseiam no emprego de dilui¢des em série do extrato
aplicadas a uma mesma concentracdo da bactéria testada (VIEIRA,
2005).

3.4. METODOS DE EXTRACAO

A extracdo € uma operacdo unitaria que tem por objetivo a
separacdo de determinadas substancias a partir de diversas matrizes,
solidas ou liquidas, através de processos quimicos, fisicos ou mecanicos
(EGGERS; JAEGER, 2003). A extracdo por solvente é um dos
primeiros meétodos de separacdo conhecido e mais utlizados nas
indUstrias de alimentos para a obtencdo de compostos bioativos como
antioxidantes e antimicrobianos. E derivada do latim “extrahere”, que
significa separacgdo seletiva em que se retém uma das fases (o extrato) e
despreza outra (o residuo) (ANDREO; JORGE, 2006).

Existem diversos métodos para a extracdo dos compostos
bioativos de matrizes vegetais. Dentre esses, estdo 0s processos de
extracdo a baixa pressdo, como soxhlet e ultrassom que utilizam
normalmente solventes orgéanicos, e como alternativa pode-se citar
também os processos baseados em tecnologia supercritica, 0s quais
utilizam solventes em estado supercritico.

As técnicas a baixa pressdo sdo geralmente aplicadas nas
indUstrias quimica, farmacéutica e alimenticia para a obtencdo de
diversos extratos e podem utilizar uma ampla variedade de solventes.
Porém, essas técnicas geralmente requerem um alto custo energético e
podem degradar substancias termicamente sensiveis, pois utilizam altas
temperaturas de extracdo ou de separacdo da mistura soluto - solvente. A



38

etapa de recuperacdo do solvente apds a extragdo é crucial devido a
problemas econdmicos e de seguranca ambiental, mas, principalmente,
pela possibilidade de haver residuo do solvente no produto final
(BISCAIA, 2007; MEZZOMO, 2008; PESSOA et al., 2015).

A extracdo supercritica (ESC) é uma étima opcdo para a extragdo
e fracionamento de produtos naturais. Seu emprego em processos
industriais vem ganhando espago, principalmente devido aos fatores
ambientais e de qualidade. Trata-se de um processo que proporciona
uma melhor seletividade e eficiéncia com menor risco de degradacédo
térmica dos extratos e cujo solvente pode ser facilmente removido no
final da extragdo, principalmente devido as caracteristicas dos fluidos
supercriticos (GOMEZ; OSSA, 2002; PEREIRA et al., 2004; PESSOA
etal., 2015).

3.4.1. Extracgdo Soxhlet

O Soxhlet é um aparelho de laboratério inventado em 1879 por
Franz von Soxhlet. Ele foi originalmente desenvolvido para a extra¢do
de lipideos de um material s6lido. Neste equipamento, o sélido é envolto
por um cartucho poroso e o solvente entra em contanto com o sélido em
um processo intermitente. Em seguida, o solvente deve ser evaporado
para obter-se a substancia desejada (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010; ROCHA, 2000).

As principais vantagens que o método de Soxhlet apresenta sdo: a
amostra estd sempre em contato com o solvente, havendo sua constante
renovacao; a temperatura do sistema mantém-se relativamente alta, visto
que o calor aplicado para o processo de evaporagao é constante; é uma
metodologia muito simples que ndo requer treinamento especializado e
gue possibilita a extracdo de uma quantidade maior de 6leo em relagdo a
outros métodos, sem a necessidade de filtragdo da miscela apds o
término da extra¢do, pois a amostra permanece envolta no cartucho
durante todo o procedimento (BRUM et al., 2009).

Como desvantagens da extragdo em Soxhlet pode-se ressaltar: o
longo tempo de processo, que pode variar de 1 h a 72 h; a elevada
guantidade de solvente empregada, necessitando de uma etapa posterior
de eliminacdo do solvente apds a extracdo, o que exige grande dispéndio
de energia, e ainda torna-se um problema ambiental pelo descarte
inadequado dos residuos; e o risco da decomposi¢do térmica dos
compostos extraidos, ja que, durante a extracdo, o baldo que contém o
solvente e os compostos ja solubilizados € mantido na temperatura de
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ebulicdo do solvente (ARAUJO, 2004; CASTRO; PRIEGO-CAPOTE,
2010).

3.4.2. Extragéo assistida por ultrassom

A descoberta do ultrassom ocorreu em cerca de 1880 por Curie
estudando o efeito piezoelétrico. O ultrassom é um processo que utiliza
a energia de ondas sonoras que sdo transmitidas em frequéncia superior
aos limites audiveis pelo ouvido humano, aproximadamente 20 kHz.
Estas ondas fazem com que as moléculas do meio se afastem e se
aproximem inGmeras vezes causando uma variacdo na pressao no
liquido gerando cavitacdo. A cavitacdo gera mudangas fisicas e quimicas
permanentes aos liquidos, aquecimento e ruptura nos sélidos, e
instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-solido
(LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003; MELECCHI, 2005).

O ultrassom é usado em muitas areas, podendo serem destacadas
a médica hospitalar, clinicas odontoldgicas, limpezas de utensilios,
laboratérios, industrias quimica e de alimentos (MELECCHI, 2005).

A extracdo por ultrassom apresenta como vantagens a alta
reprodutibilidade da técnica, a possibilidade de utlizacdo para uma
ampla faixa de tamanho da amostra, a rapidez no processamento da
amostra e o baixo custo. Como desvantagens podem ser citadas sua
inabilidade de renovacgdo do solvente durante o processo, fazendo com
gue a capacidade de extracdo seja limitada pelo equilibrio de fases, e a
necessidade de filtracdo apds a extragdo o que aumenta o tempo do
processo e 0 perigo de perda ou contaminacdo do extrato durante a
manipulacdo (ADAMS, 2002; CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998;
FREITAS, 2007).

3.4.3. Extracéo Supercritica

Em todo o mundo ha um consenso para as indlstrias adotarem
NOVOS Processos sustentaveis que ndo requeiram o uso de solventes
organicos prejudiciais ao ambiente. Por essa razdo, a extragdo a alta
pressdo vem ganhando espago em processos industriais nas ultimas
décadas. A extracdo supercritica (ESC) se destaca por representar uma
tecnologia que permite a obtengdo de extratos de alta qualidade e que
minimiza danos ao meio ambiente, devido & auséncia de solvente no
produto final (HERRERO et al., 2010).

Essa tecnologia de extracdo utiliza solventes no estado
supercritico. Um solvente puro se encontra no estado supercritico
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guando sua pressdo e temperatura estdo acima dos valores criticos
(Figura 5), onde apresenta propriedades intermediérias entre liquido e
gas. A temperatura critica (Tc) € a temperatura mais alta, na qual o gas
pode ser convertido em liquido pelo aumento da pressdo. A pressao
critica (Pc) é a pressdo mais elevada, na qual o liquido pode ser
convertido em gas pelo aumento da temperatura do liquido. A especial
combinacdo da difusividade e viscosidade como gés, e as propriedades
de solvatacdo e densidade como liquido dos fluidos supercriticos faz
deles excelentes solventes para vérias aplicacdes.

Figura 5. Diagrama pressdo — temperatura para um componente puro.
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Fonte: Mukhopadhyay, (2000).
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Os fluidos suspercriticos foram descobertos em 1822 por Baron
Charles Cagniard La Tour durante a realizagdo de experimentos
envolvendo varios liquidos aquecidos e uma bala de canhdo em um
barril de canhéo selado. Os fluidos supercriticos também podem ocorrer
na natureza. Por exemplo, a agua supercritica é formada em alguns
vulcbes submarinos, devido a alta pressdo da agua e temperatura de
erupcdo vulcanica (KNEZ, et al., 2014).

As aplicagbes da ESC na industria de alimentos, farmacos e
cosméticos sdo inimeras. Alguns exemplos de processos consolidados
que utilizam a extracdo com fluido pressurizado sdo a remocdo de
nicotina do tabaco e de cafeina do café e chas, extracdo de aromas, 6leos
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essenciais e antioxidantes, extracdo de 6leos de sementes oleaginosas,
extracdo de ervas medicinais e producdo de extrato de lUpulo para a
producdo de cervejas. O Unico residuo acumulado ao final do processo
ESC ¢ o solido do qual foi extraido o soluto. Como a matéria-prima €
uma matriz bioldgica, o residuo pode ser incorporado ao solo sem
prejuizo ao meio-ambiente. Em alguns casos, como na extragdo da
cafeina do café, tanto o residuo (graos de café descafeinados) quanto o
extrato (cafeina) sdo produtos comercializaveis (MUKHOPADHYAY,
2000).

Os processos envolvendo fluidos supercriticos sdo sustentaveis,
ecologicamente corretos, e oferecem possibilidade de obtencdo de novos
produtos. Sua principal vantagem reside na possibilidade de separacio e
secagem de produtos por expansdo simples, enquanto o gas pode ser
recuperado, reciclado e reutilizado sem a necessidade da etapa de
purificacdo. Os beneficios sdo evidentes no uso dos mais importantes
fluidos supercritios: SCCO, (dioxido de carbono supercritico) e SCW
(4gua supercritica). Eles ndo sdo carcinogénicos, toxicos, mutagénicos,
inflaméveis e sdo considerados termodicamente estaveis. Outro maior
beneficio é referente a possibilidade de ajustar as propriedades
termofisicas dos fluidos supercriticos, tais como a difusividade,
viscosidade, densidade ou constante dielétrica, pela simples variacdo da
pressdo e temperatura. Além disso, os fluidos supercriticos tem
excelentes propriedades de transferéncia de calor, e tem sido estudada
como fluidos de transferéncia de calor benignos ambientalmente
(BRUNNER, 2010; KNEZ, et al., 2014).

A extracdo de matrizes solidas com fluido supercritico, consiste,
basicamente, de duas etapas: extracdo e separacdo da mistura
soluto/solvente (Figura 6).

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através de um
leito fixo formado por uma matriz sélida (extrator), solubilizando os
componentes presentes no sélido. Conforme o solvente escoa através do
material vegetal, ocorre a transferéncia de massa do soluto da fase sélida
para a fase fluida e, em qualquer ponto dentro do extrator, a
concentracdo de 6leo a ser extraido varia continuamente em cada fase
até que o equilibrio seja alcancado. Ou seja, a forca motriz para a
transferéncia de massa no processo € o equilibrio da concentracdo de
solutos entre as fases solida e fluida (BRUNNER, 1994; MICHIELIN,
2009).

A transferéncia de massa entre as fases depende de muitos fatores
como tipo e estrutura do material vegetal, grau de maturagdo, tratamento
da matéria-prima anterior a extracéo, etc. Além disso, o leito de solidos
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pode formar diferentes geometrias e tamanhos de fragmentos que ainda
podem sofrer alteracBes durante o processo. Dessa forma, uma grande
variedade de parametros é relevante para a modelagem da transferéncia
de massa no substrato sélido. As substancias podem estar adsorvidas na
superficie externa, na superficie dos poros, no interior do sélido ou no
interior das células das plantas. Cada uma dessas diferentes distribuigdes
tem alguma influéncia no curso da extracdo (BRUNNER, 1994).

Figura 6. Diagrama da extragdo supercritica de matrizes solidas
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Fonte: Waters (2013).

O principal solvente supercritico utilizado é o didxido de carbono
(condicGes criticas = 31 °C e 72,85 bar). Ele é barato, ambientalmente
aceito e geralmente reconhecido como seguro pela FDA e pela AESA. A
Tabela 3 apresenta uma lista dos fluidos supercriticos mais utilizados na
extracdo supercritica, e os valores de temperatura e pressdo criticas e
densidade.
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Tabela 3. Fluidos supercriticos mais utilizados na extragdo supercritica.

Tipo de fluido Composto T, (°C) P.(atm)  p (g/cm®)

Co, 31 72,85 0,469

Inorganicos NH; 133 111,54 0,236
H,O 374 217,17 0,323

N,O 36 71,50 0,452

Metano -82 45,41 0,169

Etano 32 48,17 0,203

Propano 97 41,85 0,217

Hidrocarbonetos Pentano 197 33,26 0,237
Etileno 9 49,65 0,218

Benzeno 289 49,65 0,218

Tolueno 319 40,57 0,292

Metanol 240 79,86 0,272

Compostos Etanol 241 60,61 0,276
oxigenados Acetona 235 46,39 0,279
Eter etilico 194 35,93 0,265

Compostos Piridina 347 55,57 0,312

nitrogenados

T.: Temperatura critica, P.: Pressédo critica.
Fonte: Hierro e Santa-maria (1991).

Na ESC de produtos naturais utilizando CO, puro como solvente,
geralmente sdo extraidas misturas contendo substancias apolares e
moderadamente polares. O emprego de modificadores polares
(cossolventes) altera a polaridade do fluido supercritico e aumenta o seu
poder de diluicdo no composto de interesse. Os modificadores também
podem reduzir a interacdo composto-matriz melhorando a sua extracao
guantitativa (LI, 2008; HERRERO et al., 2010). A selecdo dos
cossolvente é baseada nos parametros de solubilidade e na polaridade do
componente de interesse e solvente. Geralmente o etanol é o cossolvente
mais empregado, pois atende as exigéncias legais para 0 uso de
solventes organicos em insumos para a indlstria de alimentos
(MICHIELIN, 2009).

3.4.3.1. Curvas de extracdo
O estudo da cinética da extragdo pode ser realizado empregando-

se modelos matematicos que representam curvas globais de extragdo e
permitem a predicio do comportamento do sistema e,
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consequentemente, da taxa de extragdo em escala maior, fornecendo
pardmetros importantes para projetos de unidades industriais, tais como
dimensfes de equipamentos, vazdo de solvente e tamanho de particula
(MARTINEZ, 2005).

As curvas de extragdo sdo divididas em trés etapas, controladas
por diferentes mecanismos de transferéncia de massa. Na Figura 7 estdo
representadas as etapas (1) taxa constante de extracdo (CER), que €
aproximadamente linear; (2) taxa decrescente de extracdo (FER), ndo-
linear; e (3) difusional (DCP) em que a taxa de extracdo é quase nula
(SOVOVA, 1994; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009;
PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Figura 7. Representacdo da curva de ESC apresentando as trés etapas de extracdo.
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Fonte: Martinez (2005).

Na etapa CER (do inglés, Constant Extraction Rate) a resisténcia
a transferéncia de massa na fase fluida predomina e o extrato esta
prontamente disponivel na interface sélido/fluido, sendo que o valor
maximo da concentracdo do extrato no solvente supercritico é dada pela
solubilidade de equilibrio. Dependendo da matéria-prima essa etapa
corresponde & cerca de 50 % do rendimento total da extrac&o.

Na etapa FER (do inglés, Falling Extraction Rate) a resisténcia a
transferéncia de massa aumenta incluindo, além do efeito convectivo na
fase fluida, o efeito difusional na fase sélida devido ao esgotamento do
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extrato em sua superficie, sendo a quantidade de extrato no solvente
supercritico menor que a concentracdo de equilibrio. Até o final desta
etapa, a extracdo atinge mais de 70 % do rendimento total da extragdo.

A etapa DCP é caracterizada pela auséncia de soluto facilmente
acessivel na superficie das particulas, é onde a taxa de transferéncia de
massa é controlada principalmente pelo fendmeno difusivo na parte
interna da particula sélida (BRUNNER, 1994; FERREIRA et al., 1999).

A representagdo da curva de extracdo pode ser utilizada na
determinacdo de pardmetros de processo, tais como tempo de extracéo,
caracterizacdo das etapas de extracdo supercritica e determinacdo da
solubilidade, como também na modelagem da transferéncia de massa do
sistema (SILVA, 2004).

O poder de solubilizagdo e a seletividade do solvente quanto aos
componentes de interesse e a capacidade de difusdo destes no fluido
supercritico também sdo fatores determinantes para o processo de
extracdo. A selecdo correta destes parametros é crucial para a otimizacao
da extracdo dos compostos desejados em menor tempo (REVERCHON,;
DE MARCO, 2006).

3.4.3.2. Modelagem matematica

A modelagem matematica de dados experimentais de ESC
consiste numa ferramenta muito Gtil para a ampliacdo de escala
laboratorial para industrial, uma vez que tem como principal objetivo a
determinacdo de pardmetros para projeto de processo, tais como
dimensfes de equipamentos, vazdo de solvente e tamanho de particula
(MARTINEZ et al., 2003).

Trés diferentes abordagens tém sido propostas para a modelagem
matematica do processo de extracao supercritica de matrizes vegetais:

1) Modelos empiricos;

2) Modelos baseados na analogia com a transferéncia de calor;

3) Modelos resultantes da integracdo do balan¢o de massa
diferencial, podendo ser obtidos perfis de concentragdo em funcdo do
tempo para ambas as fases, sélida e fluida. S&o, geralmente, os que
proporcionam uma analise mais adequada do processo (REVERCHON,
1997; REVERCHON e DE MARCO, 2006).

A maioria dos modelos disponiveis na literatura trata o extrato
como uma substancia pura, apesar do fato dele poder conter varios
compostos de natureza quimica diferentes. Sendo assim, as dificuldades
em modelar sistemas complexos residem no nimero elevado de
componentes na mistura e em estabelecer as interagdes entre 0s
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componentes do extrato, o solvente e a fase sélida (BRUNNER, 1994;
FERREIRA et al., 1999; MARTINEZ et al., 2003).

Neste trabalho a modelagem das curvas de extragdo da semente
de Butia Catarinesis foi realizada utilizando os modelos apresentados
por Sovova (1994), Martinez et al. (2003), Crank (1975), e Gaspar et al.
(2003).

A explicacdo detalhada de cada modelo matematico utilizado
neste trabalho estd no Anexo |, onde encontram-se todas as equagdes e
consideracgdes necessarias para aplicacdo de cada modelo.

3.5. CONSIDERAGOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

A busca por alimentos com caracteristicas especiais, além das
normais para a alimentacéo, € uma tendéncia mundial. Cresce a procura,
principalmente, por frutas com poderes nutricionais, que além de nutrir,
tenham em sua composicdo compostos que possam inferir em beneficios
para a salide humana, como a prevengdo contra varias doencas.

Outra tendéncia é o aproveitamento de residuos com intuito de
minimizar seu impacto ambiental, podendo, ao mesmo tempo, agregar
valor a esses subprodutos. A composicdo das sementes de butia,
conforme relatado anteriormente, faz com que esse subproduto da
producdo de polpa dessa fruta tenha grande potencial para
reaproveitamento e agregacdo de valor.

Poucos sdo os estudos a respeito de métodos de extragdo e
avaliacdo de atividade antioxidante in vitro das polpas e sementes das
diversas espécies de butias. Foi encontrado apenas um estudo na
literatura envolvendo extragdo supercritica da polpa do Butia capitata,
mas no momento ndo foram encontrados trabalhos que reportem o
estudo dessa técnica em sementes de Butia catarinensis.



4, MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO E PRE TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

A amostra de butia (Butia catarinensis) utilizada para as
extracOes foi fornecida pela fazenda Sambaqui, Imbituba — SC, colhida
nos meses de fevereiro e margco de 2015. Os frutos foram lavados,
despolpados manualmente e separada somente a semente para as
extracdes. As mesmas foram secas a 46 °C durante 16 horas, moidas em
moinho tipo Willey, empacotadas em saco plastico e armazenados em
congelador a -18 °C. A Figura 8 mostra a matéria-prima antes e apds o
pré-tratamento.

Figura 8. Fruto in natura (a), semente seca de butia (b), semente triturada de butia
pronta para extracao (c).

Fonte: Elaborada pela autora.

42. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE E
SUBSTANCIAS VOLATEIS

O teor de umidade e substancias volateis presentes na matéria-
prima foi determinado pela metodologia 925.09 da AOAC (2005)
fundamentada na perda de umidade e substancias volateis da amostra
submetida a 105 °C. Brevemente, 5 g de amostra em triplicata foi
medida - em balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda.,
Séo Paulo/SP, Brasil) - em capsula de aluminio previamente aquecida
em estufa (E.L. 003, Odontobras, Ribeirdo Preto/SP, Brasil) a 105 °C
por 1 hora, resfriada em dessecador e medida sua massa.
Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa a 105 °C por 3
horas, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e pesadas
novamente. Repetiram-se essas operagdes de aquecimento e
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resfriamento em intervalos de 1 hora, até massa constante. Para o
calculo do teor de umidade e volateis, foi empregada a Equagéo 1.

o umidade = 2
% umidade = .100 (D

m;

Onde: m, é a perda de massa em gramas € m; € a massa inicial da
amostra em gramas.

O experimento foi realizado em triplicata e o resultado expressos
como média + desvio padrao.

4.3. CABACTERIZAQ’AO DO LEITO DE PARTICULA DA
EXTRACAO SUPERCRITICA

4.3.1. Determinacao do diametro médio de particulas

O perfil granulométrico das particulas foi determinado por ensaio
em agitador de peneiras (Bertel Metalurgic Ind. Ltda., Caieiras/SP,
Brasil) durante 60 min com peneiras de 6, 16, 20, 25 e 32 mesh (série
Tyler, W.S. Tyler, Wheeling, EUA), em duplicata. A massa das fracGes
retidas em cada peneira foi medida e o didmetro médio de particulas foi
calculado de acordo com as Equagdes (2) e (3), propostas por GOMIDE

(1983).
rlAl/
d

ds = (2)

o Al
/e

Al = 3
ey 3)

Onde dg é o didmetro médio superficial dos fragmentos (mm), m; é a
massa de amostra retida na peneira i (g), m; é a massa total de amostra
(9), di é o didmetro da peneira i (mm) e n é o numero total de fracoes.
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4.3.2. Determinacdo da massa especifica aparente do leito de
particulas (pa)

A massa especifica aparente do leito de particulas foi determinada
através da relacdo entre a massa de amostra utilizada nas extracdes e o
volume ocupado no leito de extracdo supercritica (Equacéo 4).

massa da amostra em gramas

pa = (4)

volume do leito em cm?®

4.3.3. Determinacdo da massa especifica real das particulas (p,)

A massa especifica real (p,) foi determinada no Laborat6rio de
Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC) pela técnica de
picnometria em gés hélio, utilizando-se o principio de Arquimedes de
deslocamento de fluidos com o uso do equipamento Accu Pyc 1l 1340
da Micromeritics (Figura 9). A utilizacdo dessa técnica proporciona boa
precisdo nos resultados, visto que o gas Hélio penetra nos poros da
matriz vegetal devido a sua baixa tensdo superficial sem alterar suas
caracteristicas, determinando o volume verdadeiro de um sélido, por
variagdo da pressdo de g&s em uma camara de volume conhecido.
Normalmente, é utilizado o gas hélio por ser inerte, além de penetrar
facilmente nos poros da amostra devido ao pequeno tamanho dos seus
adtomos (MOURA,; FIGUEIREDO, 2002).

Figura 9. Picnémetro acoplado ao cilindro de gas hélio

Fonte: Elaborada pela autora.
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O picndmetro de hélio é constituido por duas cAmaras de volumes
conhecidos: a camara onde se coloca a amostra e a camara de expanséo,
ligadas por uma valvula (valvula de expansdo). Antes do inicio da
analise, a amostra colocada na respectiva cAmara € sujeita a um processo
de desgaseificagdo que consiste em repetidas purgas com hélio, para
remocdo de impurezas e umidade que eventualmente possa conter.
Depois que todo o sistema é levado a pressdo atmosférica, a cAmara de
expansdo é isolada pelo fechamento da valvula de expansdo (operacdo
realizada automaticamente pelo equipamento) e a cAmara que contém a
amostra é pressurizada até uma pressdo P;. Em seguida, a valvula de
expansdo é aberta (operacdo também realizada automaticamente pelo
equipamento) e, consequentemente, ocorre uma redugdo de pressdo para
P,. Admitindo comportamento ideal do gas hélio, o volume do sdlido
pode ser calculado a partir da Equagdo 5 (SMITH, 1996).

PV, = Vo) = P,(Vu — Vs + 1) (5)

Onde V, é o volume da camara da amostra; V. é volume da camara de
expansdo e Vs é volume do sélido.

A principal vantagem deste método esta na sua capacidade para
medir apenas o volume da amostra descontando o volume de todos os
poros. A partir da determinacdo do volume do so6lido pode-se determinar
a sua densidade real, sendo esse resultado calculado pelo software do
equipamento.

4.3.4. Porosidade do leito de ESC
Conhecendo os valores de massa especifica real e aparente, a
porosidade do leito de ESC pode ser determinada com calculo através da

equacao (6):

1—pa
pr

(6)
Onde pa ¢é a massa especifica aparente e pr ¢ a massa especifica real.

4.4. EXTRACOES A BAIXA PRESSAO

Os processos de extracdo a baixa pressdo utilizando diferentes
solventes organicos foram realizados a fim de compara-los com o
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processo de extragdo supercritica, em termos de rendimento dos
extratos, atividade antioxidante, compostos fendlicos e atividade
antimicrobiana. As extracles a baixa pressdo também foram realizadas
com objetivo de selecionar um cossolvente para utilizagdo em extracéo
supercritica, considerando os solventes que apresentaram melhores
resultados em termos de atividade antioxidante, teor de fendlicos totais e
rendimento.

Os extratos obtidos ap6s a extracdo em Soxhlet e com ultrassom
passaram por um processo de eliminacdo de solvente, em evaporador
rotativo com arrefecimento e controle de vacuo. As temperaturas de
evaporacdo foram ajustadas para valores inferiores aos pontos de
ebulicdo dos solventes utilizados, a fim de evitar alteragBes do extrato
devido a aplicacéo de calor, e 0 vacuo ajustado em 500 mmHg.

4.4.1. Extragdo em Soxhlet

A extracdo Soxhlet da semente de butia foi realizada de acordo
com o método 920.39C da AOAC (2005), utilizando os solventes
organicos hexano, etanol e etanol + agua (1:1, v/v). A proporcao
utlizada na mistura etanol + agua foi baseado no estudo de Oliveira
(2015), no qual trabalhou com extratos de residuo do processamento de
maracuja e observou que os melhores resultados de atividade
antioxidante foram encontrados nos extratos obtidos com essa mistura
de solventes.

A Tabela 4 apresenta os valores de polaridade dos solventes
empregados.

Tabela 4. Indice de polaridade dos solventes organicos utilizados na extracdo em
Soxhlet.

Solvente indice de Polaridade
Hexano 0,0
Etanol 52
Etanol+Agua 71

Fonte: BYERS, 2008.

O sistema Soxhlet consiste de um extrator que é acoplado na
extremidade inferior a um baldo e na extremidade superior a um
condensador. Para cada extracdo, 5 g de amostra foram envolvidas em
um cartucho de papel filtro e inseridas no extrator. O baldo foi
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preenchido com 150 mL de solvente, o que corresponde a uma
propor¢do de amostra-solvente igual a 1:30.

No processo de extracdo o solvente é aquecido até sua
temperatura de ebuli¢cdo por uma manta. O vapor do solvente sobe até o
condensador, resfria e condensa gotejando sobre a matriz vegetal,
solubilizando os compostos. Quando a mistura soluto/solvente preenche
0 sifdo, este é esvaziado, retornando ao baldo onde é novamente
aquecido e o processo de refluxo é repetido até o final de extracdo. As
extracOes foram realizadas durante 6 h e os extratos brutos obtidos
acondicionadora em frascos ambar e armazenados freezer doméstico a -
18 °C.

As extragBes foram realizadas em duplicata e os resultados dos
rendimentos expressos como média + desvio padrdo de acordo com a
equacéo 7.

N x 100

Extrato (%) = P

(7

Onde N é a massa de extrato (g) e P é a massa da amostra (g).
4.4.2. Extracdo com Ultrassom

A técnica foi adaptada de Vinatoru (2001), onde 5 g de butia
permaneceram em contato com 150 mL de solvente em baldo de fundo
chato, imersos em banho indireto em ultrassom (Unique, USC-1880 A,
Brasil, poténcia: 132 w, frequéncia: 37 Khz), & temperatura ambiente
por 1 h. Os solventes utilizados foram 0s mesmo empregados na
extracdo em Soxhlet: hexano, etanol e etanol + agua (1:1, v/v). Ao final
da extracdo, o sistema foi filtrado para separacdo da amostra sélida da
solugéo com extrato.

Em seguida, os extratos, acondicionados em frascos ambar, foram
armazenados em freezer doméstico, a -18° C. As extracfes foram
realizadas em duplicata e os resultados dos rendimentos expressos como
média * desvio padréo.

N x 100

Extrato (%) = B

8

Onde N é a massa de extrato (g) e P é a massa da amostra (g).
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45. EXTRACAO SUPERCRITICA

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
LATESC em uma unidade de extracdo que opera até a pressao maxima
de 300 bar e vazdes de solvente de 1,7 a 36,7 g/min. As condicGes
operacionais utilizadas na ESC foram selecionadas de forma que
abrangessem uma ampla faixa de massa especifica de solvente, com o
objetivo de determinar quais condicbes de temperatura e pressdo
proporcionam o maior rendimento global e os melhores parametros de
qualidade, dentro dos limites de operagdo do equipamento utilizado.

Os experimentos cinéticos (curvas de extracdo), foram realizados
através do método dindmico de extracdo, caracterizado pela passagem
continua do solvente supercritico pela matriz sélida (FERREIRA et al.,
1999; DANIELSKI et al., 2007). A partir desse método pode-se
determinar o percentual de soluto extraivel do material sélido para essa
determinada condicdo de processo, assim como definir o tempo total de
extracdo a ser utilizado nos ensaios de determinacdo do rendimento
global de extrac&o.

A Figura 10 apresenta a unidade de extracdo supercritica, descrita
por Zetzl, Brunner e Meireles (2003), desenvolvida pelo Laboratério
Thermische Verfahrenstechnik da Technische Universitat Hamburg-
Harburg (TUHH), na Alemanha, que é utilizada no LATESC, enquanto
a Figura 11 apresenta um esquema detalhado dos componentes dessa
unidade.

Figura 10. Equipamento de extracéo supercritica.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 11. Esquema detalhado dos componentes da unidade da ESC.

E: Extrator; VT: Valvula de controle da freqiiéncia da bomba; V1: Valvula reguladora de
pressdo; V2, V3 e V4: Vélvulas de entrada, saida e micrométrica do extrator,
respectivamente; P11: Mandmetro de controle do cilindro; PI2: Mandmetro de controle da
bomba; PI3: Mandmetro de controle do extrator; TI: Controladores de temperatura; BC:
Bomba de co-solvente; VR: Vélvula de retengdo da bomba de co-solvente.

Fonte: Zetzl, Brunner, Meireles (2003) adaptado por Kitzberger (2005).

O fluido utilizado foi 0 CO, com 99,9 % de pureza (no presente
trabalho chamado de CO, puro) que provém de um cilindro equipado
com tubo pescador (White Martins Ltda., Joinville/SC, Brasil). A
tubulacdo de solvente, na qual € inserido 0 CO,, € imersa em um banho
termostatico (BT1) (C10 - K10, Thermo Haake, Karlsruhe, Alemanha)
programado para manter a temperatura inferior a 0 °C, garantindo assim
gue o solvente (CO,) esteja no estado liquido antes de sua entrada na
bomba (B1) (M111, Maximator, Niedersachen, Alemanha). A bomba
trabalha alimentada por ar comprimido filtrado. A pressdo de operagdo
da unidade supercritica é regulada através da pressao de ar comprimido
alimentado, uma vez que a bomba opera em uma razdo 1:130
(Par:Psisema). Durante o funcionamento, a bomba encaminha o CO,
pressurizado & tubulagdo de extracdo, passando pelo extrator (E) em
direcdo ascendente, que consiste de um cilindro de a¢o inox encamisado
de 31,6 cm de comprimento, 2,012 cm de didmetro interno e volume de
103,3 mL, com extremidades rosqueadas. A tubulacdo que liga a bomba
ao extrator, bem como a tubulacdo ap6s o extrator, € mantida submersa
em um banho termostatico de aquecimento (BT2) (MQBTZ99-20,
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Microguimica Ind. Com. e Repr. Ltda., Palho¢a/SC, Brasil) a uma
temperatura constante de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da
tubulacéo e das valvulas agulha (V3 e V4) durante a despressurizacdo da
mistura  soluto/solvente e  diminuir a  possibilidade de
recristalizacdo/precipitacdo de extrato na tubulacdo, causando
entupimento. A temperatura de operacgao do extrator € mantida constante
através de um banho termostatico de aquecimento (BT3) (DC30-B30,
Thermo Haake, Alemanha). No inicio do processo de extracéo, a valvula
(V2) (10-11NFA, HIP, Erie, PA, USA) é mantida fechada e, apds a
pressurizacdo do solvente, é aberta para permitir a passagem do CO,
para o extrator. A vélvula (V3) (10-11NFA-V, HIP, Erie, PA, USA)
também conectada na saida do extrator auxilia a V4 (10-11NFA, HIP,
Erie, PA, USA) na despressurizacao do solvente e permite o controle do
fluxo de solvente. Apds passar pela V4, o extrato é coletado em frascos
ambar (F1) e o fluxo de CO, é medido no rotdmetro (R1) (L0A61ABB,
Automation Products), regulado por V3 e V4. As pressdes do cilindro
(P11), da bomba (PI2) e do extrator (PI3) sdo monitoradas por
mandmetros (WIKA do Brasil, PI:Cat 233.50.10).

4,5.1. Determinacdo da cinética de extracdo e modelagem
matematica

A curva global de extracdo fornece informacgdes sobre o
comportamento cinético da extragdo, possibilitando a determinagdo do
tempo de ciclo mais vidvel para um processo. No ensaio para a
determinacdo da cinética de extracdo a coluna foi preenchida com 15 g
de matéria-prima, o que permitiu a formacdo de um leito de particulas
com altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator
considerando-se que, com esta relacdo entre altura e didmetro do leito, a
dispersdo axial pode ser desprezada. Apds a pressurizacdo, o CO, puro
foi admitido no sistema a uma vazéo de 6,66+ 2 g/min.

Os ensaios foram realizados a uma pressao de 100 bar e 40 °C .
Os frascos de coleta foram previamente medidos e a coleta do soluto
extraido foi realizada em intervalos de tempo pré-determinados. Apos 2
min da coleta, a massa dos frascos foi medida e determinou-se a massa
de extrato obtida em funcdo do tempo.

Os tempos de cada um dos periodos de extragdo foram calculados
a partir da curva de extracdo. Os tempos tcer € trer representam o final
das etapas constante e decrescente de extracdo, respectivamente. A taxa
de transferéncia de massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a partir de
regressdo linear da curva de extragdo no periodo CER, realizada com o
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auxilio de planilha eletronica, enquanto a concentragdo de soluto na fase
solvente na etapa CER (Ycgr) foi determinada pela razdo entre Mcgr €
Qco2. Os valores experimentais de massa de extrato estdo apresentados
no Apéndice |.

Para a modelagem matemdtica das curvas de extracdo utilizou-se
0s modelos de Crank (1975), Gaspar et al. (2003), Martinez et al.
(2003), , e Sovova (1994) modificado por Martinez e Martinez (2008).
Estes modelos foram escolhidos por apresentarem diferentes maneiras
de interpretacdo dos dados.

A modelagem matematica das curvas de extracdo foi realizada
através do software Mass Transfer, desenvolvido por Correia, Michielin
e Ferreira (2006) no Laboratorio de Termodindmica e Extracdo
Supercritica - LATESC/EQA-UFSC, que utiliza 0 método da maxima
verossimilhanca para minimizar a soma dos quadrados dos desvios
calculados (KITZBERGER et al., 2009).

4.5.2. Determinacdo do rendimento de extragdo

O rendimento global de extracdo (X,) é a quantidade de éleo
extraivel presente na matriz sélida, referente a uma dada condicdo de
extracdo. A influéncia da presséo e da temperatura no rendimento global
(Xo) da ESC foi avaliada por meio de um planejamento experimental
com 3 niveis e 2 variaveis, totalizando 9 experimentos (Tabela 6). Nos
experimentos, realizados em duplicata, foram empregadas temperaturas
entre 40 e 60 °C e pressdes entre 100 e 300 bar. O tempo de extracdo foi
definido em 4,0 h por meio da observacdo da curva global de extracdo
obtida com 100 bar, 40 °C e vazéo de solvente de 6,66 + 2 g/min (Figura
12).

Tabela 5. Véridveis e niveis do planejamento experimental.

Niveis
Variaveis -1 0 +1
Temperatura 40 50 60

Pressdo 100 200 300
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Tabela 6. Matriz de planejamento fatorial 32 com a T (Temperatura) e P (Press&o)
variando em trés niveis.

Niveis codificados Niveis reais
Ensaios  Temperatura Pressao Temperatura Pressao
1 -1 -1 40 100
2 -1 0 40 200
3 -1 +1 40 300
4 0 -1 50 100
5 0 0 50 200
6 0 +1 50 300
7 +1 -1 60 100
8 +1 0 60 200
9 +1 +1 60 300

Nos experimentos de rendimento global, utilizou-se,
aproximadamente, 15 g de amostra para a formacdo do leito. Esta
guantidade de amostra foi escolhida com intuito de se obter quantidade
de extrato suficiente para a posterior realizacdo das analises de
qualidade do extrato e para formar um leito de particulas com altura de,
pelo menos, o dobro do didmetro do extrator, a fim de se desprezar a
dispersao axial no leito durante a extracdo na modelagem matematica.

A massa de extrato obtida nos frascos foi medida em balanca
analitica e armazenada em congelador doméstico a -18 °C até a
realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade biolégica. O valor de
Xo foi calculado através da razdo entre a massa de extrato obtida e a
massa de semente de utilizada para formar o leito.

4.5.3. Emprego de cossolvente

Para a adicdo de cossolvente junto & extracdo supercritica, uma
bomba de cossolvente (BC) (Constametric 3200, SP Thermo Separation
Products, USA) foi acoplada ao equipamento de extracdo supercritica.
Apo6s a bomba de cossolvente hd uma valvula de retencdo (VR) que
evita o retorno do solvente organico para a BC, caso haja um aumento
na pressdo da bomba de CO, durante o experimento. Os solventes etanol
(2,5%; 5%; 7,5%) e etanol+agua (1:1, v/v) (2,5%) foram selecionados
com base nos resultados de rendimento e de atividades antioxidantes das
extracOes a baixa pressao.
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4.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.6.1. Método DPPH

O método 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) consiste na
capacidade do DPPH reagir com doadores de H + ou de elétrons, sendo
entdo reduzido, mudando sua coloracdo de plrpura para amarela. O
radical DPPH é facilmente detectado por espectroscopia devido a sua
intensa absorcdo na regido do visivel:

RXH + DPPH " — RX " + DPPHH (processo direto)
Plrpura amarela
RXH + DPPH " — DPPH - + RXH '+
— RX "+ DPPHH (transferéncia de elétron)

A absor¢cdo maxima ocorre em 517 nm. A solucdo estoque da
amostra 1 mg/mL foi diluida em concentragdes de 1000, 500, 250, 125,
50, 25, 10 e 5 pg/mL em uma solugdo de DPPH na concentracdo
0,3mM, incubadas por 30 minutos a 25 °C. O célculo da porcentagem de
atividade antioxidante foi realizado de acordo com a Equacdo 9
(MENSOR et al., 2001).

AA % = 100 - [(Abs amostra - Abs branco )*100/Abs controle ] (9)

A concentragdo das amostras necessarias para captar 50% do
radical livre DPPH (ECs, - Effective concentration) é calculada por
andlise de regressdo exponencial e linear (MENSOR et al., 2001). Os
resultados encontrados de concentracdo efetiva (ECso ) foram expressos
como média.

4.6.2. Método ABTS

A atividade antioxidante dos extratos da semente de butid foi
avaliada de acordo com a metodologia proposta por Re et al. (1999),
tilizandoo  Trolox, vitamina E  sintética  (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
EUA) como antioxidante referéncia. O radical ABTS foi dissolvido em
agua destilada até a concentracdo de 7,0 mM, e submetido a reacdo com
2,45 mM de persulfato de potéssio para a formagdo do radical em
solucdo de proporcdo 1:1. A solucdo foi armazenada no escuro em
refrigerador doméstico por 16 horas antes do uso. A solucdo do radical
ABTS-+ foi diluida em etanol até uma absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734
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nm. Foram preparadas diferentes dilui¢des dos extratos e aliquotas de 30
pL de cada diluicio foram tranferidas para tubos de ensaios, adicionado
3 mL do radical ABTS na amostra e deixados ao abrigo da luz durante 6
minutos. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro, e a partir das
absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, plotou-se a
absorbancia no eixo Y e a diluicdo (mg/L) no eixo X. Em seguida, foi
determinado a equacdo da reta. Para calcular a atividade antioxidante,
substituiu-se na equac&o da reta a absorbancia equivalente a 1000 uM do
padrdo trolox. O valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da
amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox (Equacdo 10).

y=—ax+b (10)

Onde y é absorbancia correspondente a 1000 uM de trolox e x é a
diluigdo (mg/L) equivalente a 1000 uM de trolox.

A partir do resultado encontrado (x) na equacédo 9, dividiu-se por
1000 para ter o valor em g (Equacéo. 11). O resultado final foi calculado
pela divisdo de 1000 (uM) pelo valor de X(g) e multiplicado por 1(g)
para encontrar o valor final (Z) que é expresso em pumol trolox / g de
fruta (porgdo comestivel) (Equagéo 12).

X

X (9= 1000 (11)
1000 i
YTX (@1 (12)

4.6.3. Método p caroteno — Linoleato

Este método utiliza uma emulsdo formada pelo sistema B-
caroteno/4cido linoléico para avaliar a atividade de inibi¢do de radicais
livres gerados durante a peroxidacao do &cido linoléico, determinando a
capacidade de uma amostra, nesse caso dos extratos de semente de
butid, de proteger um substrato lipidico da oxidacdo. O método esta
fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragdo
(oxidagdo) do [-caroteno induzida pelos produtos de degradacéo
oxidativa do acido linoléico (KATALINIC et al., 2010; DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

Pela metodologia utilizada, descrita por Matthdus (2002), o
sistema formado por B-caroteno e &cido linoléico é induzido a uma
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rapida descoloracdo na auséncia de um composto antioxidante. O radical
livre é formado pelo &cido linoléico e por um &omo de hidrogénio
retirado de um dos grupos metila da molécula de B-caroteno. A taxa de
descoloragdo da solucéo de B-caroteno é determinada pela medida entre
a diferenca da leitura espectrofotométrica inicial a 470 nm e ap6s 120
minutos.

Inicialmente, foram preparadas duas emulsdes, uma com adigédo
de B-caroteno e outra sem (branco). Para a emulsdo de p-caroteno, em
um baldo de 250 mL, foram pesados 40 mg de 4cido linoléico, 400 mg
de Tween-20 e 3,34 mg de B-caroteno. A este baldo foi adicionado 1 mL
de cloroférmio e foi agitado bem até a completa solubilizacdo das
particulas de pB-caroteno. O cloroférmio foi entdo removido em
evaporador rotativo (Fisatom, Mod. 550 e 802, Sdo Paulo/SP, Brasil)
com arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr.
Ltda., Palhoga/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica
Piracicaba/SP, Brasil) a 40 °C. Logo apés foram adicionados 100 mL de
agua destilada na mistura, agitando vigorosamente para formar uma
solucdo estavel. A emulsdo de branco foi preparada com 40 mg de &cido
linoléico, 400 mg de Tween-20 e 100 mL de &gua destilada, e também
agitada vigorosamente. As duas emulses foram mantidas ao abrigo da
luz até a realizag8o das anélises.

Um aliquota de 5 mL da solugédo de B-caroteno foi adicionada a
200 pL do extrato, sendo que cada um dos extratos a ser testado foi
diluido em etanol P.A. na concentracdo final de 1667 mg/L.
Imediatamente, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
(85001IUV/ VIS, Techcomp Ltda.,, Kowloon, Hong Kong) em
comprimento de onda de 470 nm com respectivas solucdes de branco,
constituidas de 5 mL de emulsdo de branco e 200 uL do extrato. Os
tubos foram imediatamente imersos em banho termostatizado (Biomatic
Aparelhos Cientificos Ltda., Porto Alegre/RS, Brasil) a 50 °C durante 2
horas de reacgdo, realizando-se leituras nos tempos 0, 30, 60 e 120
minutos. Em paralelo, foi realizado também o controle do teste, em que
a amostra foi substituida por etanol. Os resultados de atividade
antioxidante (% AA) foram calculados pela Equagdo 13 e expressos
como média * desvio padréo.

(Abst.g — Abst.120)

Abscontrole:o - Abscontrole:lzo

AA%=1—{‘

}. 100  (13)
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Onde Abs,., é a absorbancia da amostra no tempo 0 minutos, Abs.;,, €
a absorbéncia da amostra no tempo 120 minutos, AbScontrole:o € @
absorbancia do controle no tempo 0 minutos e AbSconirole:1zo € @
absorbancia no tempo 120 minutos.

4.7. DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes
nos extratos da semente de butid foi realizada no Laboratério de
Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) através do método
de Folin-Ciocalteau (ROSSI; SINGLETON, 1965; PESCHEL et al.,
2006).

Para a construcdo de uma curva padrdo de acido galico foi
preparado uma solucéo estoque de 0,005 g/mL de acido galico em agua
destilada. Em baldes volumétricos de 100 mL, foram diluidas aliquotas
da solugdo estoque para a obtencdo de fracGes finais de 0, 50, 100, 150,
200, 250, 350 e 500 mg/L. A reacdo de oxidagdo foi realizada em baldes
volumétricos de 10 mL, sendo transferidos para estes 100 pL de cada
uma das concentragdes, 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reativo de
Folin-Ciocalteau. Apds 30 segundos, e antes de 8 min, ap6s a adi¢do do
reativo, foi adicionado 1,5 mL de solucéo aquosa de carbonato de sédio
a 20 % (m/v). Os baldes foram completados com &gua destilada até a
marca de 10 mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente por 2 h para que a reacdo ocorresse. A
absorbancia de cada uma das solucbes foi medida a 765 nm em
espectrofotdmetro. Para o branco foi realizada a leitura apenas com agua
destilada. A curva padrdo de acido galico foi representada através do
gréafico de absorbéncia versus concentracao de acido gélico (mg/L).

Os extratos avaliados foram diluidos em &lcool etilico absoluto
P.A. na fracédo final de 1667 mg/L, e seguiu 0 mesmo procedimento de
reacdo de oxidagdo descrito para a curva padrdo. Os valores de
absorbancia encontrados para cada tipo de extrato foram correlacionados
com a curva padréo, e o teor de compostos fendlicos totais (TFT) foi
determinado através da Equacdo 14. Os ensaios foram realizados em
triplicata, e os resultados expressos em mg de EAG/g de extrato, como
média * desvio padréo.

EAC) _ (EAC.1000)

TEFT (m g Do

14
9EXT a5
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Onde EAG ¢ equivalente em acido galico, obtido através da curva
padrdo (mg EAG/L) e D é a diluicdo da amostra (mg extrato/L).

4.8. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
4.8.1. Método de difusdo em agar

A atividade antibacteriana pelo método de difusdo em &gar foi
realizada no Laboratério de Bioprocessos, do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.

A atividade antibacteriana dos extratos da semente de butia foi
avaliada para as bactérias Escherichia coli CTT 1371(Gram-negativa) e
Bacillus cereus ATCC 8739 (Gram-positiva). O método de difusdo em
agar é um método qualitativo, amplamente utilizado na selecdo dos
extratos dos quais se deseja determinar a atividade antimicrobiana.
Através deste método verifica-se a capacidade do extrato de inibir ou
ndo o crescimento do microrganismo de interesse.

No método de difusdo em gel, uma suspensdo bacteriana de cada
espécie contendo 108 UFC/mL foi semeada em placa com meio agar de
Muiller-Hinton com auxilio de swab estéril.

Apos, 50 pL de solugdo de extrato de concentragdo 200 mg/mL
em DMSO (dimetilsulfoxido) a 60 % foram aplicados diretamente em
orificios de 7 mm de diametro feitos no agar. Foram feitos 6 furos em
cada placa de Petri, com auxilio de um furador de ago estéril, onde
foram testados trés extratos, em duplicata. A solugdo de DMSO a 60 %,
ndo oferece nenhuma inibigdo aos micro-organismos testados de acordo
com testes realizados.

Os sistemas foram incubados por 24 h a 36 °C, em estufa
bacterioldgica e em condicBes aerdbicas. Apds a incubacdo, nos casos
em que foi verificada inibicdo do crescimento, o didmetro do halo foi
medido em milimetros, sendo que halos com tamanho acima de 9 mm
s&o considerados resultados positivos (VALGAS et al., 2007; SMANIA
et al., 1995, MICHIELIN et al., 2009).

4.8.2. Determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI)

A atividade antibacteriana foi avaliada também através da
determinacéo da concentragdo minima inibitéria (CMI). Essa analise foi
realizada no Laboratério de Bioprocessos, do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.
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A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada pelo
método de microdilui¢do em caldo, conforme a metodologia descrita por
Avila et al. (2008). Os extratos testados (75 mg) foram dissolvidos em
150 puL de DMSO previamente esterilizado em autoclave.
Posteriormente, foram preparadas diluicdes seriadas desses, no mesmo
solvente, e distribuidos 10 uL em orificios distintos de uma placa de
microdiluicdo de 96 pocos. Em cada orificio-teste ainda foi adicionado
85 pL de caldo de Miieller-Hinton. Como controles de crescimento e
esterilidade foram usados apenas as misturas do meio de cultura e
DMSO sem a adicdo de extrato. Nos orificios-teste e de controle de
crescimento foram adicionados 5 pL de in6culo bacteriano, o qual
consistiu de uma suspensdo contendo aproximadamente 10° UFC/mL de
Bacillus cereus ou Escherichia coli.

Os experimentos foram desenvolvidos em duplicata e as placas
foram incubadas por 24 h a 36 °C. Para a leitura dos experimentos foi
utilizada uma solugéo reveladora de crescimento bacteriano (cloreto de
2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolium). A CMI  foi
considerada a menor concentracdo do extrato que inibiu o crescimento
bacteriano, sendo os resultados expressos em pug/mL.

4.9. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTOMETRIA DE MASSA

O perfil de compostos volateis dos extratos de semente de butia
foi realizada na Central de andlises do curso de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina e
segundo a metodologia descrita por Aguiar et al. (2014).

A extracdo dos compostos volteis foi realizada utilizando-se um
sistema de headspace estatico, em que 0 amostrador do headspace esta
acoplado ao injetor do cromatografo a gas. O amostrador automatico
Combi PAL possui recipiente para amostra que permite o seu
aquecimento (forno) e agitacao.

Os experimentos foram realizados utilizando-se vial de 20 mL
com tampa de aluminio e septo de silicone. Para analise do efeito da
pressdo reduzida, ao vial contendo 1 g de cada extrato, foi adicionado
solucdo de NaCl 15% (m/v) até seu completo preenchimento, ocorrendo
transbordamento da solugdo, homogeinado em vértex e, em seguida, 0
vial foi selado com tampa de aluminio e septo de silicone. Foram
removidos deste sistema 10,0 mL da solugdo com o auxilio de seringa
de 5 mL (HAMILTON, USA), sendo a agulha desta introduzida no vial
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perfurando-se o septo de silicone. Este vial permaneceu na temperatura
de 75 °C por cinco minutos antes da injecéo.

Para cada experimento realizado, 1000 pL da fase vapor foram
recolhidos com seringa HD-Type Syringe Plunger (HAMILTON, USA)
e injetados no cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrémetro de massas
(CG-EM). As condicbes utilizadas foram selecionadas avaliando-se a
quantidade e a &rea relativa dos picos no cromatograma referentes aos
compostos extraidos. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas e agitacdo de 500 rpm.

Os compostos volateis foram separados e identificados
utilizando-se um cromatdgrafo a gas da Agilent Technologies (GC
7820A) acoplado a um espectrdometro de massas (MS 5975C), com
coluna capilar HP-5 (Agilent Technologies), fase estacionaria composta
por 5% fenil e 95% dimetilsiloxano (30 m x 250 pm d.i. x 0,25 pum de
espessura do filme) e hélio como gés de arraste (1 mL min™).

As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: temperatura do
injetor 220 °C; a coluna inicialmente a 35 °C foi mantida por 2 minutos,
posteriormente foi aquecida a uma taxa de 2 °C min™ até 80 °C, a 4 °C
min™ até 150 °C e a 8 °C min™ até 230 °C, permanecendo nessa
temperatura por 2 minutos. A temperatura de transferéncia da interface
foi de 240 °C e a injecdo do tipo splitless (FERRAO, 2012). O volume
de amostra introduzido foi de 1000 pL.

O detector de massas foi operado no modo impacto de elétrons
(70eV) e analisador de massas quadrupolar operando com varredura na
faixa de 35 a 550 u para 0 modo SCAN. A identificacdo dos compostos
extraidos das amostras foi realizada por comparacdo com os dados
espectrais da biblioteca (NIST 2.0 e Willey 7.0) e com dados da
literatura (ADAMS, 2009).

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento global, teor de compostos fenélicos
totais, atividades antioxidante e antimicrobiana foram avaliados
estatisticamente por andlise unidirecional de variancia (ANOVA),
utilizando o software Statistica para Windows 7,0 (Statsoftinc., EUA).
A analise estatistica foi realizada para detectar diferencas significativas
entre os valores de rendimento em fungdo do antioxidante. As diferengas
significativas (p <0,05) foram analisadas pelo teste de Tukey.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS VOLATEIS

Os valores de umidade e substancias volateis determinados para a
semente de butid-da-praia, estdo apresentados na Tabela 7, como média

* desvio padréo.

Tabela 7. Teor de umidade e substancias volateis.

Umidade apds

Matéria prima Umidade incial (%) secagem (%)

Semente de Butia-da-

. 289+0,8 9,30 £ 0,01
praia

Alguns estudos tém mostrado a influéncia da &gua contida em
alimentos submetidos a extracdo supercritica quando o solvente é o
dioxido de carbono, podendo se observar efeitos positivos e negativos
no rendimento da extracdo. A &gua melhora o desempenho da extracéo
abrindo os poros da matriz e aumentando a polaridade do fluido, o que
permite a solubilizagdo de compostos relativamente polares. Apenas 0,3
% dessa agua é soltvel no CO, supercritico, entdo em amostras com teor
elevado de umidade a 4gua afeta negativamente a extracdo, agindo como
solvente para algumas substancias, competindo com o CO, supercritico
e diminuindo a retirada do extrato (POURMORTAZAVI e
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

A umidade final das sementes foi alcancada ap6s secagem em
estufa com circulacdo de ar a 46 °C por 16 horas.

5.2. CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS

Para a compreensdo da cinética de extracdo e dos fenémenos de
transferéncia de massa envolvidos no processo, através da andlise dos
parametros e curvas obtidos pela modelagem matematica, fez-se
necessario a caracterizacdo das particulas que compdem o leito de
extracdo supercritica.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para o didmetro médio
de particula, calculado de acordo com as Equacbes 2 e 3; a densidade
aparente e a densidade real do sélido conforme as Equagbes 4 e 5,
respectivamente, e finalmente a porosidade do leito, calculada conforme
a Equacéo 6.
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Tabela 8. Caracterizagdo do leito de particulas de semente de Butia catarinensis.

A Massa Mas:sg
Didmetro e especifica .
g especifica real Porosidade (g)
médio (mm) (glcm?) aparente
: (g/em?)
05+0,1 1,30+0,01 0,55+0,02 0,34

Apds definida a condicdo de umidade da matéria-prima, realizou-
se a determinacdo do diametro médio de particula da fragdo da semente
seca triturada de tamanho compreendido entre 6 a 80 mesh. O diametro
médio de particula encontrado foi de 0,5 = 0,1 mm. A matriz sélida foi
avaliada visualmente apés a extracdo com fluido supercritico, onde se
observou a compactacdo adequada e coloragdo homogénea tanto na
direcdo radial quanto na direcdo longitudinal, indicando que ndo houve
formagdo de caminhos preferenciais na passagem do CO, através do
leito de extragdo (MARTINEZ, 2005).

O volume ocupado pela massa de matéria-prima no extrator foi
calculado a partir da altura preenchida pelas particulas solidas dentro do
leito, sendo esta altura igual a 6,1 cm e, consequentemente, 0 volume
ocupado igual a 27,6 cm®.

A massa especifica real e a porosidade do leito sdo utilizadas para
explicar o comportamento da amostra durante a transferéncia de massa
para o fluido supercritico, através da aplicacdo dos modelos
matematicos.

Estas caracteristicas também so importantes para a padronizagdo
da amostra da semente de butid utilizada durante o experimento,
facilitando a discussdo dos parametros e resultados obtidos da extragdo
supercritica.

5.3. CINETICA DE EXTRACAO

A cinética de extracdo foi realizada preliminarmente e utilizada
como base para a defini¢do do tempo de extracdo e da vazdo de solvente
utilizados como pardmetros para os ensaios de rendimento das ESC, em
diferentes condi¢fes de operacdo. Para isso, empregou-se uma condi¢ao
de pressdo e temperatura baixas (que geralmente corresponde a uma
menor taxa de extracdo), 100 bar e 40 °C, e vazéo de CO, de 6,66 + 2
g/min), a fim de garantir que a etapa difusional de extracdo seja
alcancada em todas as demais condi¢des aplicadas. Os dados obtidos
estdo apresentados na Figura 12 e os pardmetros cinéticos de extracao
sdo apresentados na Tabela 9, conforme descrito no item 4.5.1.
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Figura 12. Curva de experimental de extracdo com fluido supercritico de 6leo de
semente de Butia catarinensis a 100 bar, 40°C e 6,66 g/min de CO..
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CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extracdo decrescente; DCP: etapa
de extracdo difusional.

Tabela 9. Pardmetros cinéticos da extracdo com fluido supercritico da semente de
Butia catarinensis, realizada a 100 bar, 40 °C e 6,66 + 2 g/min de CO,.

Periodo de extracdo

Parametro
CER FER DCP
t % (min) 0-80 80 — 210 > 210
m ext @ (g) 0,8315 0,6245 0,099
Xo @ (%) 5,534 4,1563 0,659
M “ (g/min) 0,0104 0,0048 0,001
Y ® (g/g CO,) 0,0016 0,0007 0,0001

t9: duracio da etapa de extracdo; m®: massa de extrato aproximada; Xq°:
rendimento da etapa; M“: taxa de extracdo; Y®: concentracéo de soluto na fase
solvente; CER®: etapa de extracdo constante; FER: etapa de extracéo decrescente;
DCP®: etapa de extracéo difusional.

Para a determinacdo do rendimento global de extracdo (Xq) com
fluido supercritico é necessario fixar um tempo de extragdo para
verificar a influéncia das condicbes de temperatura e pressdo
empregadas. Esse tempo é definido com base nas etapas da curva de
extracdo. A etapa CER ocorreu entre 0 e 80 minutos, a etapa FER entre
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80 e 210 minutos e a Ultima etapa (DCP) ou etapa difusional ocorreu
apartir de 210 minutos.

De acordo com a analise da Figura 12, o tempo para alcancar a
etapa difusiva é de aproximadamente 4 horas. Sendo esse tempo fixado
para todos os experimentos de determinacdo de X, devido a necessidade
da extracdo da maior parte do soluto disponivel.

O Apéndice | apresenta os dados experimentais de massa
acumulada de extrato em fun¢do do tempo para a curva de extragdo com
fluido supercritico da semente de butia a 100 bar e 40 °C para vazdo de
CO, de 6,66 = 2 g/min.

5.4. MODELAGEM MATEMATICA

Para a modelagem da curva de extracdo da semente de Butia
catarinensis na condicao de 100 bar, 40 °C e vazdo de CO, de 6,66 + 2
g/min foram empregados dois modelos baseados na equacdo de balanco
de massa diferencial, 0 modelo de Sovova (1994) e o modelo logistico
apresentado por Martinez et al. (2003); e dois modelos baseados na
analogia a transferéncia de calor, o modelo difusivo de placa
apresentado por Gaspar et al. (2003) e 0 modelo de difusdo, proposto
por Cranck e apresentado por Reverchon (1997).

Para aplicacdo destes modelos matematicos & necessario o
conhecimento de algumas variaveis do processo.

No modelo de Sovova (1994), as variaveis necessarias sao: vazao
de solvente, porosidade do leito, massa de soluto incial (X), densidade
do solvente, raio do extrator, altura do leito, densidade do s6lido
(densidade real), massa de inerte, solubilidade do extrato, tempo de
extracdo, tempo de duracdo da etapa CER, taxa de extracdo na etapa
CER (Mcgr) € concentracdo de soluto na etapa CER (YcgRr).

No modelo de Crank (1975) e no modelo de Matinez et al.
(2003), apenas a massa de soluto inicial e raio da particula solida séo
necessarias. Para o modelo de Gaspar et al. (2003) sdo necessfias a
massa do soluto inicial e a espessura da particula sélida.

A Tabela 10, apresenta os coeficientes, parametros ajustaveis e 0s
erros médios quadraticos (EMQ) obtidos através do software Mass
Transfer para cada modelo. A Figura 13 apresenta os dados
experimentais e modelados obtidos para a ESC de extrato da semente na
condi¢do 100 bar, 40 °C e vazéo de CO; igual a 6,66 * 2 g/min.
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Tabela 10. Coeficientes, parametros ajustaveis e erros médios quadraticos (EMQ) da
modelagem matematica da ESC de semente de Butia catarinensis a 100 bar, 40 °C e
vazéo de 6,66 + 2 g/min de CO?%

Modelo Parametros EMQ

Crank (1975) D (m° /lmin) 3,0076 x 10" 0,0485

Martinez et al. b (min™) 0,0192

(2003) Ty (Min) 51,2299 0,0008
X 0,0819

Sovova (1994) Ky (min™) 0,0040 0,0248
Kya (Min™) 0,4449

Gaspar et al. 2, 0
(2003) D (m"/min) 17402 10 0,0330

m (soluto): massa do soluto; b, T,: pardmetro ajustavel; EMQ: erro médio
quadratico; N: massa de inerte; r (particula): raio da particula; D: coeficiente de
difusdo; X,: razdo massica de soluto de dificil acesso; K,,: coeficiente de
transferéncia de massa para a fase solida; a: coeficiente de transferéncia de massa
para a fase fluida.

De acordo com a Figura 12 e os valores do EMQ da Tabela 10, o
modelo que melhor se adaptou aos dados experimentais foi de Martinez
et al. (2003), sequido pelo de Sovova (1994). O parametro T, do
modelo de Martinez significa o tempo em que a taxa de extracdo é
méaxima. Neste caso, em aproximadamente 51,23 min, sendo a taxa de
extracdo crescente para a semente de Butid. Segundo Oliveira (2010)
com uma maior vazdo de solvente a taxa de extracdo maxima €
alcancada em menor tempo. Estudos com a semente de tamarindo,
bagaco de uva e dleo de pequi também mostraram que o modelo de
Martinez foi o que melhor se adaptou aos dados experimentais
(OLIVEIRA et al., 2013; PESSOA et al., 2015; REIS et al., 2016).

O modelo de Martinez é baseado no balanco de massa diferencial
no leito de extracdo, considerando os fendmenos de transferéncia de
massa que ocorrem na fase fluida e na fase sélida. (MARTINEZ et al.,
2003).

A principal vantagem do modelo de Sovov4 (1994) é a adequada
descricdo dos fendmenos de transferéncia de massa envolvidos no
processo de ESC (conveccéo e difusdo), apresentando significado fisico
consistente para 0s parametros ajustaveis K., e Ky, (coeficientes de
transferéncia de massa na fase fluida e fase sélida, respectivamente). Por
outro lado, o uso desse modelo é limitado aos sistemas em que 0S
pardmetros utilizados tenham sido corretamente determinados, assim
como a solubilidade do soluto no solvente supercritico conhecida para a
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condicdo de temperatura e pressdo do processo, ou seja, densidade do
CO, (REVERCHON; MARRONE, 2001; SOUZA et al., 2004). Assim,
é provavel que com um valor de solubilidade adequado para representar
a complexa mistura de componentes que constituem 0s extratos em
questdo o ajuste do modelo seria melhor. O valor de solubilidade usado
(0,00228 Qexirato/g CO,) € referente a apenas um dos componentes do
extrato, 0 acido laurico que constitui 42% dos acidos graxos na améndoa
do Butia Capitata de acordo com Faria et al. (2008). Este valor foi
adotado uma vez que ndo foram encontrados dados na literatura de
solubilidade de 6leo de semente de butia em CO, e pela impossibilidade
operacional de realizar uma andlise de determinacdo de solubilidade
mais adequada.

O parametro Ky, do modelo de Sovova (1994), definido como o
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida, é diretamente
afetado pela velocidade de escoamento do fluido que, por sua vez,
aumenta com o incremento da vazdo de solvente. Ja o valor de K,
definido como o coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida,
ndo sofre a influéncia da vazdo do solvente, pois é representado pela
difusdo do CO; e da mistura de CO, + soluto no interior dos fragmentos
de matéria-prima (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009;
MICHIELIN et al., 2005; SOVOVA, 1994). Conforme os dados da
Tabela 10, o valor do coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida (K,a) (0,44490) foi bastante superior ao do coeficiente de
transferéncia de massa na fase solida (Ky,) (0,0040). Isso indica que o
mecanismo de difusdo € menos representativo quando comparado com a
conveccdo na extracdo de semente de butid. Na literatura sao
encontrados alguns trabalhos que relatam comportamento semelhantes
como por Mezzomo, Martinez e Ferreira (2009) na ESC de dleo de
améndoa de péssego, por Andrade et al. (2012) na ESC de casca de café,
e por Pessoa et al. (2015) na extracdo de 6leo de pequi usando propano
subcritico.

Os modelos de Crank (1975) e de Gaspar et al. (2003) (SSP)
consideram que a transferéncia de massa na extracdo se da unicamente
pela difuséo, desconsiderando o mecanismo de transferéncia de massa
por convecgdo. Crank (1975) gerou o maior valor de erro médio
guadratico e este comportamento também obervado por Pessoa et al.
(2015) em oleo de polpa de pequi. Analisando a Figura 12, percebemos
gue esses modelos geram curvas com comportamento semelhante entre
si, mas, diferente da curva de dados experimentais. Esses modelos
parecem ser inadequados para descrever o sistema com semente de
butia, devido ao seu alto teor de 6leo. O mesmo faz com que se obtenha,
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no inicio da extracdo, um maior gradiente de concentracdo entre a
superficie dos solidos e a fase fluida. Isto também foi observado por
Oliveira (2015) na ESC de semente de marauja.

A modelagem das curvas de ESC é uma ferramenta que
possibilita a otimizacdo de projetos e aumento de escala, como a
definicdo do volume do extrator, rendimento e predicdo do
comportamento da extracdo ao longo do processo, como o tempo de
extragdo para uma dada condicdo operacional (MEZZOMO;
MARTINEZ; FERREIRA, 2009).

55. DETERMINACAO DO RENDIMENTO GLOBAL DE
EXTRATO (%)

Os rendimentos dos extratos da améndoa de Butia catarinensis
obtidos por meio das técnicas de extracdo a baixa pressdo (Soxhlet e
ultrassom) com diferentes solventes estdo apresentados na Tabela 11,
assim como o indice de polaridade desses solventes (BYERS, 2003).

Tabela 11. Valores de rendimento global (X,) obtidos para as extragdes a baixa
pressdo de semente de Butia catarinensis com diferentes solventes.

Rendimento @

Técnica Solvente  Polaridade .
(%)

Soxhlet Hexano 0 17,5 + 2,2 &

Soxhlet Etanol 5,2 18,4 + 0,4 2

Soxhlet Etanol-agua 7.1 11+£1°%
Ultrassom Hexano 0 16 + 1 &
Ultrassom Etanol 5,2 14,9 + 0,7 et
Ultrassom Etanol-agua 7.1 10,3+0,4 %

@ indice de polaridade do solvente ;® Letras iguais na coluna indicam que ndo ha
diferenca significativa (p < 0,05).

Os resultados de rendimento variaram entre 10,3 + 0,4 % para 0s
extratos de ultrassom com etanol-agua e 18,4 + 0,4 % para 0s extratos de
soxhlet com etanol.

O maior rendimento da extragdo com a técnica de Soxhlet foi
observado com o solvente etanol com 18,4 + 0,4 %, seguido pelos
solventes hexano e etanol-agua, e todo os trés ndo diferiram
estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5 %
de significancia. Rossato et al. (2007) encontraram valores semelhantes
em améndoas das espécies Butia capitata e Butia eriosphata utilizando a
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técnica de Soxhlet com solvente hexano, sendo 16,7 e 17,03 % de
rendimento, respectivamente.

O maior rendimento das extragfes ultrassdnicas foi utilizando
hexano como solvente com 16 £ 1 % e ndo diferiu significativamente
dos demais para essa mesma técnica. O rendimento encontrado nos
extratos de ultrassom para o solvente etanol-agua foi semelhante aos
10% encontrado por Oliveira (2015) em sementes de maracuja, porém
0s extratos que foram extraidos com hexano e etanol apresentaram
rendimentos inferiores.

Comparando as duas técnicas de extracdo para 0 mesmo solvente,
a Soxhlet apresenta maiores rendimentos que a ultrassénica. Segundo
Markon et al. (2007) este fato pode ser justificado pois, na extragdo em
Soxhlet, realizada na temperatura de ebulicdo do solvente, a tenséo
superficial e a viscosidade do solvente sdo reduzidas quando
comparadas a extragdes em temperatura inferior, como é 0 caso extracao
com ultrassom. Assim, com uma maior temperatura de processo, 0
solvente pode alcancar os espagos da matriz que contém solutos com
maior facilidade, solubilizando uma maior quantidade e diferentes tipos
de solutos. Este mesmo comportamento foi observado por Oliveira et al.
(2013) em extratos de bagaco de uva das variedades Merlot e Syrah.

Ao se analisar a influéncia da polaridade dos solventes, o extrato
de semente de butia apresentou rendimentos mais elevados com
solventes com indices de polaridade intermediaria (etanol) e baixa
(hexano), sugerindo que 0s compostos presentes na matriz vegetal
apresentam polaridade intermedidria a baixa. Em contrapartida, as
extracdes com o solvente de maior polaridade, etanol-agua,
apresentaram 0s menores rendimentos, sugerindo menor concentracao
de compostos polares presentes na matriz vegetal da semente de butia.
Este comportamento é semelhante a Sganzerla (2010), que também
encontrou altos rendimentos nos extratos obtidos por Soxhlet das
améndoas de butias da espécie Butia capitata (28,74 %) e eriosphata
(26,31 %) utilizando o solvente apolar éter de petréleo.

Os resultados de rendimento para extracdo supercritica de
semente de Butid estdo apresentados na Tabela 12, com os valores de P,
T e massa especifica de solvente correspondente, obtida de acordo com
Angus et al. (1976).

Os efeitos lineares (L) e quadréticos (Q) encontrados para as
variaveis no rendimento global das extragdes podem ser observados no
Gréfico de Pareto apresentados na Figura 14. O Gréfico de Pareto ilustra
graficamente a influéncia das variaveis independentes sobre as variaveis
respostas, considerando-se significativas aquelas cujas colunas
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horizontais ultrapassam as linhas tracejadas, representativas para
intervalo de confiancga de 95 % (p < 0,05).

Tabela 12. Resultados de rendimento global (X;) obtidos para a ESC de semente de
Butia catarinensis com vazdo de 6,66 + 2 g/min e valores da massa especifica do
CO, para cada condig&o.

Temperatura (°C)  Presséo (bar) ( g?cﬁ(a))z(l) Rer(lg/i(: )m(gnto
40 100 0,629 10,5+ 0,6"
40 200 0,840 126+0,72
40 300 0,911 12,6 +0,1°
50 100 0,385 22+0,7°
50 200 0,785 13,1+0,2°
50 300 0,871 12,8 +0,8°
60 100 0,295 0,35+ 0,03°¢
60 200 0,724 13,3+0,4°
60 300 0,830 139 +£0,2°

@ ANGUS et al. 1976; @ Letras iguais na coluna indicam que néo ha diferenca
significativa (p < 0,05).

Figura 14. Gréfico de pareto com os efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) da pressdo
e temperatura para a resposta rendimento global obtido na ESC dos extratos de

semente de Butia catarinensis.
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De acordo com os resultados apresentados, 0 maior rendimento
apresentado para a semente de Butia Catarinensis foi de 13,9 % para a
condicdo de 60 °C/ 300 bar, sendo estatisticamente igual aos valores de
obtidos nas condi¢fes de 200 e 300 bar nas temperaturas 40 e 50 °C. O

menor rendimento foi de 0,35 % para a condigdo de 60 °C/ 100 bar,
sendo estatisticamente igual ao valor na condigéo de 50 °C/ 100 bar.

E possivel observar que em condigéo isotérmica, os resultados do
rendimento aumentam com o aumento da pressdo. Fato este que
corrobora com estudo de Brunner (1994) que afirma que a massa
especifica do solvente é o fator predominante no rendimento da
extracdo, ou seja, o X, aumenta devido ao aumento no poder de
solvatacdo do fluido supercritico com a pressao.

Ja em condicdo isobarica, dois fatores podem afetar o rendimento,
a pressdo de vapor do soluto e a massa especifica do solvente. Esses
efeitos opostos geralmente resultam na inversdo das isotermas de
rendimento (Figura 15), préximo de 200 bar (MICHELIN et al., 2005).

A Figura 15 apresenta as isotermas de rendimento do extrato de
semente de Butia Catarinensis em CO, supercritico como funcdo da
pressdo de operacdo, de acordo com os dados da Tabela 12, para as
temperaturas de 40, 50 e 60 °C.

Figura 15. Isotermas de extracdo supercritica da semente de Butia Catarinensis em
fungdo da presséo de operagéo.
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Em pressdes mais baixas, com o aumento da temperatura ocorre
uma diminuigdo na massa especifica do solvente, ocasionando assim a
dimuicdo do rendimento da extracdo. Isso pode ser observado na
condicdo de 100 bar, onde o rendimento diminuiu de 10,5 para 0,35 %
com o aumento da temperatura de 40 para 60 °C. J& em pressdes mais
altas, apds a inversdo das isotermas, com o0 aumento da temperatura
ocorre também uma diminui¢do na massa especifica do solvente, porém
muito sutil, entdo o aumento da pressao de vapor torna-se predominante,
ocasionando o aumento do rendimento da extragdo. Esse fato ocorreu na
condicdo de 300 bar, na qual o rendimento aumentou de 12,6 para
13,9% com o aumento da temperatura de 40 para 60 °C.

Na literatura sdo encontrados varios estudos que relatam
comportamento semelhante ao encontrado nesse trabalho. Andrade et al.
(2012) relataram que a faixa de inverséo das isotermas para o extrato de
casca de café foi entre 150 e 200 bar. Os mesmos autores detectaram
também para o extrato da borra de café uma inversao ocorreu entre 200
e 250 bar. Segundo Oliveira et al. (2013), em seu estudo com extrato de
uva da variedade Merlot, ocorreu uma inversdo das isotermas testadas
acima de 170 bar.

A faixa de inversdo é determinada pela composicéo dos extratos,
ou seja, pela influéncia dos grupos funcionais e estrutura dos acidos
graxos presentes no soluto sobre a pressdo de vapor dos diferentes
extratos e, portanto, na solubilidade destes no solvente supercritico
(MEZZOMO et al., 2010).

Além das interpretagBes individuais dos resultados, por
intermédio do experimento fatorial 32, foi possivel medir o efeito da
utilizacdo das diferentes pressdes e temperaturas, bem como a interacdo
entre eles em toda a faixa avaliada. Para a resposta rendimento houve
efeitos significativos (Tabela 13).
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Tabela 13. Estimativa do coeficiente de regressdo e teste T sobre a resposta
rendimento dos extratos de semente de Butia catarinensis.

Coeficiente Erro ¢ P valor
de regressdo  padrdo calculado
Média 12,208 0,812 15,034 0,0000000037
Temperatura -1,356 0,445 -3,048 0,010114231
(L)
Temperatura 1,177 0,770 1,529 0,152306246
Q)
Presséo (L) 4,394 0,445 9,880 0,0000004081
Pressdo (Q) -4,263 0,770 -5,533 0,0001292057
T(L)XP (L) 2,846 0,545 5225  0,0002129151

Nivel de significancia, o: 0,05 %; R 93,30 %

Conforme a tabela acima os coeficientes de regressdo para o
rendimento mostra que os efeitos lineares de temperatura, pressdo, a
interacdo entre esses dois efeitos e o efeito quadratico da pressdo
(valores em negrito) foram estatisticamente significativos (p < 0,05),
mostrando que as variaveis exerceram influéncia entre os diferentes
ensaios e como o R? apresentou um valor de 93,30 %, pode-se efetuar a
ANOVA (tabela 14).

Tabela 14. Andlise de variancia (ANOVA) do modelo completo da tabela de
regressdo para o rendimento dos extratos de Butia catarinensis.

Fonte de

varia(;éo SQ GL MQ Fealculado
Regressao 391,249 4 97,812 37,361
Erro 34,031 13 2,618
Total 425,28 17

Nivel de significancia, a: 0,05 %; R% 92 %

Conforme demonstram os dados da Tabela 14, o valor de Feaculado
é igual a 37,36 sendo este um valor aproximadamente 11,75 vezes maior
do que 0 Fiapelado de valor 3,18. Segundo Box e Draper (1987), para que
uma regressao nao seja estatisticamente significativa, mas também (til
para fins preditivos o valor de Feacuago deve ser no minimo dez vez
maior que 0 valor do Fipeage. POr isto, assumiu-se que o modelo
representado pela Equacdo 14 é preditivo. O valor obtido de R? foi igual
a 92 %, ou seja, 0 modelo explica 92 % das respostas preditas pelo
mesmo e foi possivel gerar a superficie de resposta, a partir da equacéo
14 em niveis codificados.
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Y = 12,99 — 1,356x; + 4,394x, — 4,263x2 + 2,846x,x, (15)

Em que Y = rendimento; x; = temperatura; x, = pressao

Figura 16. Superficie de resposta para o rendimento global obtido na ESC dos
extratos de semente de Butia Catarinensis.
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Analisando a superficie de resposta, nota-se que a pressdo teve
maior influéncia na resposta rendimento do que a temperatura. Quando
trabalhou-se com pressfes intermedidrias a altas, independentemente da
temperatura utilizada, maior foi o rendimento encontrado nos extratos.
O nivel 6timo de rendimento se encontrou no ponto que utilizou a
pressdo de 200 bar e a temperatura de 40 °C.

Mediante a analise da superficie de resposta e do teste de Tukey,
as extracbes com CO, combinado com os cossolventes foram realizadas

na pressdo e temperatura que obtiveram o nivel 6timo de rendimento
(200 bar e 40 °C).

5.6. EMPREGO DE COSSOLVENTE

Na extracédo supercritica usando o CO, como solvente, 0s extratos
obtidos sdo apolares, pois sdo solGveis no CO,. Pensando nisso, dois
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cossolventes polares foram selecionados para atuar em conjunto com o
CO, visando o aumento da extracdo de substancias polares, haja visto
gue grande parte das substancias com propriedades antioxidantes séo
substancias polares.

Com base nos rendimentos obtidos nas extracfes a baixa pressao
com diferentes solventes (Tabela 11), e também nos resultados de
atividade antioxidante e antimicrobiana (apresentados nas se¢des 5.7 —
5.11) os solventes etanol e etanol-4gua foram escolhidos como
cossolvente para a extracdo supercritica.

O uso de cossolvente acrescenta uma etapa ao processo de
extracdo (remog&o do solvente do extrato final) e por isso as quantidades
utilizadas devem ser reduzidas. Assim, para que todas as vantagens da
extracdo supercritica fossem mantidas, empregou-se 0s cossolventes nas
fracbes de 2,5, 5 e 7,5 %. Os resultados obtidos para ESC com
cossolvente estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Rendimentos obtidos com o emprego de cossolvente na extragdo
supercritica de semente de butia a 200 bar e 40 °C.

Solventes Rendimento (%) *
0% 12,6 + 0,7
Etanol 2,5 % 145+0,9°
Etanol 5 % 153+0,1%
Etanol 7,5 % 153+0,.2%
Etanol-4gua 2,5 % 153+0,8%

" Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).

A adicdo de cossolvente ao processo de extragdo supercritica com
CO, elevou os valores de rendimento do extrato, mas ndo houve
diferenca significativa entre os valores encontrados. O maior rendimento
encontrado foi de 15,3 + 0,8 % com a concentracdo de 2,5 % de etanol-
agua, ja o menor rendimento foi encontrado no extrato que utilizou 0 %
de etanol.

Foi utilizada somente a concentracdo de 2,5 % de etanol-agua,
pois para evaporar a dgua € necessario 0 uso de altas temperaturas,
podendo causar perdas de compostos termolabeis, e assim diminuir a
qualidade do extrato. Observou-se que esse cossolvente foi o que
proporcionou o melhor rendimento dos extratos, com um aumento de
21% em relacdo ao rendimento obtido para as mesmas condi¢Bes de
extracdo com CO; puro.

Fazendo um comparativo dos rendimentos obtidos com o
emprego de cossolventes na ESC (Tabela 15) com os rendimentos
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obtidos nas extragdes a baixa pressdo (Tabela 11) utilizando os mesmos
solventes pode-se observar que a primeira técnica utlizando 5 e 7,5 % de
etanol apresentou resultados 2,6 % superiores ao extrato obtido por
ultrassom e levemente inferior ao ensaio com Soxhlet. Porém, as
vantagens da extracdo supercritica com adicdo de etanol como
cossolvente em relagdo ao método convencional Soxhlet é a utilizagdo
desse solvente organico em quantidade muito menor e a temperatura de
processo mais baixa, o que evita a degradacdo de alguns compostos de
interesse (CAMPQOS, 2005). Ja o rendimento do extrato com 2,5 % de
etanol-4gua foi aproximadamente 48,5 % superior a técnica do
ultrassom e 39 % que técnica de Soxhlet.

Segundo Oliveira et al. (2013) este aumento nos rendimentos
usando os cossolventes é justificado pelo fato do etanol e a dgua serem
solventes com caracteristicas polares; assim, a sua adi¢do fez com que
substancias polares passassem a ser solubilizadas, aumentando a
extracdo desses compostos polares ndo extraidos pelo CO, supercritico
puro (apolar). Com isso, aumenta-se o rendimento, mas reduz-se a
seletividade.

5.7.  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE DPPH

A atividade antioxidante dos extratos de semente de butid foi
avaliada pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
expressa em ECs,. O valor de ECsy representa a concentragdo efetiva
para que se atinja 50 % de atividade antioxidante. Diante disso, quanto
menor o valor de ECs, maior é a atividade antioxidante do extrato.

A andlise estatistica dos dados das atividades antioxidantes foram
realizadas separadamente para extragdes a baixa pressdo e para ESC. A
Anova e post-hoc Tukey separados facilitaram a identificacdo da
diferenca de atividade antioxidante dos extratos.

A comparacdo de resultados de atividade antioxidante
independente do método utilizado, do extrato de semente de butia, é
dificultada pela escassez de estudos disponiveis na literatura.

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos das sementes
de butia e do BHT, utlizado como referéncia para comparacao, obtidos
pelo método de captura do radical DPPH sdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de Butia catarinesis
através do método DPPH, expressos através da concentragdo efetiva a 50 % de
atividade (ECx).

Técnica Condicdes de Solventes ECs
processo (pg/mL)*
Hexano 10853?
Soxhlet Etanol 626°
Etanol-agua 66°
Hexano 4969 °
Ultrassom Etanol 2581°¢
Etanol-a4gua 615°
100 bar 1799 ¢
40°C 200 bar Cco, 12839°®
300 bar 9234 ¢
E N 100 bar 1425¢
Sup’g::ﬁi‘i%a 50°C 200 bar Cco, 10431 ®
300 bar 4331°F
100 bar ND
60 °C 200 bar CO, 11798 &©
300 bar 16340~
CO,+25% 2496°
etanol
a CO,+5%
sui));t:(?r%%%a 40 °C 200 b eianol 7570°
com ar CO,+75%
8759 °*
cossolvente etanol
CO,+ 2,5 % 7252¢
etanol-4gua
BHT 67 °

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05),
como segue: (a) Letras minGsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos
por EBP e o BHT; (b) Letras mailsculas indica comparagéo entre os resultados
obtidos por ESC. ND — Néo determinado.

Conforme apresentado na Tabela 16, o extrato que apresentou a
maior atividade antioxidante foi o obtido com etanol-dgua (66 pg/mL)
pelo método Soxhlet, sem diferenca significativa ao nivel de 5 % pelo
teste de Tukey com o valor de ECsy do antioxidante sintético BHT (67
pug/mL). Esse resultado torna esse extrato da semente de butia um
potencial antioxidante para ser testado em alimentos. Segundo Campos
et al. (2008), valores de ECsg a baixo de 250 ug/mL sdo considerados de
alto potencial antioxidante.
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O melhor desempenho foi apresentado pelos extratos obtidos com
etanol-4gua, que é mais polar. Esse comportamento evidencia que 0s
solventes de polaridade intermediaria e alta aplicados nas extracGes
favoreceram a solubilizagdo de compostos com atividade antioxidante,
detectaveis pelo método DPPH. Isso porque o radical DPPH apresenta
inacessibilidade estérica para moléculas grandes - como é o caso da
maioria dos compostos lipidicos. Sendo, assim, menos eficiente para a
determinacdo da atividade antioxidante desses materiais (APAK et al.,
2007).

Oliveira (2015) no estudo de semente e da torta de semente de
maracuja também observou que o solvente etanol-agua proporcionou 0s
extratos com melhores atividades antioxidantes, porém com técnicas
analisadas diferentes.

Os extratos supercriticos apresentaram baixa atividade
antioxidante, mas esse comportamento ja era esperado pois o0s resultados
da atividade antioxidante, em geral, sdo funcdo da polaridade do
solvente, com valores maiores de ECs, para os solventes apolares
(hexano e CO,). Néo € possivel definir um comportamento da atividade
antioxidante frente as variacdes de temperatura e pressdo. Este
comportamento aleatério pode estar associado aos diferentes compostos
extraidos em cada uma das condigBes experimentais, refletindo em
variagdes no potencial antioxidante (BENELLI, 2010). Comportamento
semelhante foi observado com Andrade et al. (2012) em extratos
supercriticos de borra e casca de café.

Os valores de ECs, dos extratos mais oleosos, ou seja, obtidos por
solventes de menor polaridade como CO, e hexano, sdo da mesma
ordem de grandeza dos dados apresentados por Toss (2010) em extratos
supercriticos da polpa de Butia capitata, Ferreira et al. (2011) em 6leo
de semente de maracuja refinado e Oliveira (2015) em extratos
supercriticos de semente e torta de maracuja.

A adicdo de cossolvente na extracdo supercritica elevou a
atividade antioxidante dos extratos, mas ndo houve diferenga
significativa comparado aquela obtida na mesma condicdo de pressao e
temperatura, empregando somente CO,. Este comportamento deve estar
associado a extragdo de compostos mais polares pelos cossolventes,
responsaveis pelo potencial antioxidante. Porém, mesmo com a adicédo
de etanol, os extratos supercriticos ainda apresentaram desempenho
bastante inferior ao proporcionado pelos extratos obtidos pelas técnicas
a baixa pressdo com etanol e etanol- agua.
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58. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO SISTEMA B -
CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

No método de descoloragdo do sistema [-caroteno/acido
linoleico, o B-caroteno sofre descoloracdo na auséncia de um composto
antioxidante, o que resulta na reducdo da leitura espectrofotométrica da
absorbancia da solucéo, num dado tempo de reagéo. Isso ocorre devido a
formagéo de radicais livres a partir da oxidagdo do B-caroteno e do acido
linoleico.

Os resultados de atividade antioxidante (AA) dos extratos das
sementes de butia obtidos pelo método de B-caroteno/cido linoleico séo
apresentados na Tabela 17.

A atividade antioxidante dos extratos de butia variouentre 4 + 1 e
60,0 + 0,3 %, sendo que o extrato obtido por Soxhlet com etanol (60,0 +
0,3 %) apresentou a maior atividade antioxidante, porém sem diferenca
significativa, de acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5 % de
significancia, para os extratos de Soxhlet etanol-dgua (59 + 3 %) e
ultrassom etanol (51,6 £ 1,3 %). O ultimo ndo apresentou diferenca
significativa para o extrato de ultrassom etanol-agua (43,5 £ 1,2 %).

Os resultados dos extratos da semente de butid obtidos por
Soxhlet e ultrassom com o0s solventes etanol e etanol-4gua foram
superiores aos valores de atividade antioxidante encontrados por
Miraliakbari e Shahidi (2008) para améndoas de avela (45,2 £ 1,3 %) e
pistache (48,5 + 1,3 %) e inferiores aos extratos de nozes (70 = 1,4 %) e
castanha-do-para (62,5 = 1,1 %). O extrato de ultrassom com etanol foi
semelhante aos 51,59 % de atividade antioxidante reportado por Benites
et al. (2015) em extratos de sementes de Annona Coriacea (araticum-do-
campo) e os extratos de soxhlet e ultrassom com hexano foram
superiores ao valor (12,89 %) encontrado para o extrato de semente de
Annona sylvatica (araticum-grande).

Todos os valores de atividade antioxidante encontrados nos
extratos de butia a baixa pressdo foram menores estatisticamente que o
valor obtido para o antioxidante sintético BHT (118,0 £ 0,5 %). Benelli
et al. (2010) encontraram valor levemente inferior ao do presente
trabalho para 0 mesmo antioxidante sintético com 113 % AA.

Analisando os extratos da extracdo supercritica com CO, puro, 0
extrato que obteve maior porcentagem de atividade antioxidante foi
encontrado na condicdo de 60 °C/ 300 bar (33 + 1 %) que diferiu
significativamente dos outros extratos com apenas CO,, mas foi igual
estatisticamente a todos os extratos com cossolvente.
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Tabela 17. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de Butia catarinensis
através do método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido linoléico, expressos
através do percentual de atividade antioxidante (% AA), ap6s 120 minutos de reacdo

para 1667 g extrato/mL.

_ Condicoes de (% AA
Técnica Solventes apos 120
processo >0
min)
Hexano 20,1+0,1¢
Soxhlet Etanol 60,0+0,3°
Etanol-4gua 59+3°
Hexano 16+7°¢
Ultrassom Etanol 51,6 +1,3"
Etanol-dgua 435+12°
100 bar 78+0,3"¢
40°C 200 bar CO, 12,3+0,8 8eee
300 bar 11,4 +1,2¢°¢
~ 100 bar 5,25+ 0,01 ¢
Suifrrc""r‘?i‘:‘i‘; , 50°C  200bar o, 1,40 £ 0,01 ¢
300 bar 4+1F
100 bar ND
60 °C 200 bar CO, 19,2+0,4 #sco
300 bar 33+14
CO+25% 55540 gmm
etanol
por FOSUENE
supercritica
com 40°C 200 bar CO,+7.5% ,
512 A
cossolvente etanol
CO*+25% 191406 me
etanol-agua
BHT 118,0+0,5°

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05),
como segue: (a) Letras minGsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos
por EBP e BHT; (b) Letras maiusculas indica comparagdo entre os resultados
obtidos por ESC. ND — Nao determinado.

Nenhuma tendéncia foi possivel de ser observada em relacdo a
variagdo na pressdo em uma condi¢do isotérmica, ou quando ha uma
variacdo na temperatura em uma condicdo isobarica. Este
comportamento é oposto ao encontrado por Oliveira (2015) em extratos
supercriticos de semente de maracuja que observou reducdo dos valores
de atividade antioxidante quando ha uma variacdo na pressdo mantendo
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a temperatura constante e quando h4 um aumento na temperatura em
uma condicao isobarica.

Na extracdo supercritica com cossolvente, o extrato na condigdo
de 40 °C/ 200 bar/ 5 % de etanol apresentou maior atividade
antioxidante com 26 + 1 %. A adicdo de etanol nessa concentracdo
aumentou o resultado de atividade antioxidante quando comparado com
a condicdo sem etanol de 40 °C/ 200 bar (12,3 = 0,8 %). Este
comportamento também foi observado por Benelli et al. (2010) em
extratos de bagaco de laranja obtidos por fluidos supercriticos, onde
trabalhou com 50 °C/ 250 bar e concentracdes de etanol de 2, 5e 8 % e
constatou que com a concentracéo intermediaria de etanol (5 %) obteve
a maior atividade antioxidante.

Como o método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico é mais indicado para avaliar a atividade antioxidante de fracfes
lipidicas, facilmente extraidas por solventes de menor polaridade como
CO, e hexano, esperava-se melhor desempenho de seus extratos que
apresentaram valores de % AA baixos. Isso pode indicar que, no caso da
matéria-prima estudada, a atividade antioxidante ndo estaria relacionada
a fracdo lipidica. Inferéncia corroborada pelo estudo de Oliveira et al.
(2009) com o residuo industrial de maracuja abrangendo sementes e
casca juntos, em que o extrato obtido por Soxhlet com hexano ndo
apresentou atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPHe e de
sequestro do radical anion superéxido (O™), enquanto o extrato
metanolico do residuo desengordurado apresentou antioxidante.

5.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO METODO
ABTS

Esta analise teve o objetivo de verificar a capacidade dos extratos
de semente de butia em sequestrar o radical cation 2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), comparado a um padrdo
antioxidante (Trolox, 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2- 4cido
carboxilico) em uma curva dose-resposta. Este método é uma excelente
ferramenta para determinar a atividade antioxidante de compostos
doadores de hidrogénio e de compostos terminadores de cadeias (RE et
al. 1999).

Os resultados de atividade antioxidante dos extratos das sementes
de butia sdo apresentados na Tabela 18 em uM TEAC/g, uM atividade
antioxidante em equivalente Trolox por grama de extrato.
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Tabela 18. Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS para 0s
extratos de semente de Butia catarinensis.

L. Condicbes de ABTS (UM
Tecnica DrOCEsso Solventes TEAC /gexwo)*(l)
Hexano 85+5¢1
Soxhlet Etanol 102 + 87°
Etanol-dgua 43478 +100°
Hexano 41,2+0,4°
Ultrassom Etanol 274 +7¢
Etanol-dgua 758 +5°¢
100 bar 87,5+ 1,07
40 °C 200 bar CO, 123 £ 15#&¢
300 bar 79,2 £0,178¢
Extragio 100 bar 139 £ 107&¢
supercritica 50°C 200 bar CO, 1956+6,04
300 bar 57 £ 2°%¢
100 bar ND
60 °C 200 bar CO, 116 £ 278¢
300 bar 47 1°
CO,+25% 84 + 9 Aec
etanol
ol AT
supercritica
com 40°C 200 bar CO,+7.5% o N
545
cossolvente etanol
CO*+25% 156, 1gme
etanol-agua
BHT 5238 + 236°

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05),
como segue: (a) Letras minUsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos
por EBP e BHT; (b) Letras mailsculas indica comparagdo entre os resultados
obtidos por ESC. Y capacidade antioxidante em Trolox equivalentes. ND — Néo
determinado.

Observando os resultados, nota-se que mais uma vez 0s extratos
extraidos com etanol-4gua em ambas as técnicas apresentaram as
maiores capacidades antioxidantes (43478 + 100 uM TEAC/g extrato e
758 + 5 uM TEAC/g extrato) respectivamente e diferiram
estatisticamente entre si e dos demais extratos, demonstrando a
afinidade dos compostos responsaveis pelo potencial antioxidante por
solventes de polaridade intermediaria a alta.
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O valor de atividade antioxidante encontrada para o extrato
extraido com etanol-4gua pelo método de Soxhlet foi estatisticamente
superior ao encontrado para o antioxidante sintético BHT (5238 + 236
uM TEAC/g), demonstrando o potencial da semente de butid para
futuros testes na industria de alimentos como antioxidante natural,
levando em consideraco as caracteristicas sensoriais do produto.

Os resultados apresentados para o solvente apolar hexano por
Soxhlet (85 + 5 uM TEAC/g) sdo condizentes com os reportados por
Miraliakbari e Shahidi (2008) cujos valores de TEAC foram 67,6 + 19,5
e 81,8 £ 9,8 uM TEAC/g para extratos de améndoa sem casca e
castanha-do-Brasil respectivamente, utilizando o mesmo solvente e
método de extragdo.

A atividade antioxidante pelo método de ABTS apresentou 0s
melhores resultados para o0s extratos da extragdo supercritica,
comparativamente com as outras metodologias analisadas nesse estudo.
Este comportamento ja era esperado, pois de acordo com Re et al.
(1999) essa é uma metodologia recomendada para medir a atividade de
compostos de natureza tanto hidrofilica quanto lipofilica.

Entre os extratos obtidos por ESC destaca-se a capacidade
antioxidante daquele obtido a 50 °C/ 200 bar com 195,6 + 6,0 uM
TEAC/g pois apresentou a maior atividade antioxidante dentre as
pressbes e temperaturas utilizadas e, tragando um comparativo com o
teor de compostos fendlicos obtido para esse mesmo extrato,
apresentado no item seguinte (Tabela 19), sugere-se que a atividade
antioxidante estd associado ao teor de fendlicos, ja que o valor
encontrado foi o maior quando comparado com 0s demais extratos da
ESC.

Analisando os resultados dos extratos da ESC nas pressdes de
200 e 300 bar, quanto maior a temperatura observou-se menor atividade
antioxidante. Esse decréscimo da atividade antioxidante com o aumento
da pressdo também foi observado por Liu et al. (2012) na extracdo
supercritica de 6leo de semente de roma e por Salvador (2014) em
extratos supercriticos da torta de noz peca.

A adicdo de etanol como cossolvente na extracao supercritica, de
maneira geral, ndo alterou significativamente os resultados de atividade
antioxidante em relacdo aos extratos obtidos com CO, puro. Isso
também foi observado por Oliveira (2015) em extratos de semente e
torta de semente de maracuja.

Os métodos para a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro
representam indicadores das potenciais atividades bioldgicas, refletindo
apenas uma biodisponibilidade tedrica. Maiores avaliagdes sao
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necessarias para a identificacéo e quantificacdo dos compostos presentes
nos extratos e para verificar sua contribuicdo na atividade antioxidante
total, assim como para testar sua atividade antioxidante em sistemas
bioldgicos.

De maneira geral, em termo de atividade antioxidante o extrato a
baixa pressdo obtido por Soxhlet com etanol-a4gua foi mais eficiente que
0 antioxidante sintético (BHT). J4 os extratos obtidos da ESC foram
menos eficientes, mas outros potenciais biolégicos podem estar
presentes no extratos executando outras fungdes, como a antimicrobiana.
Porém para afirmarmos isso, seria necessario estudos mais aprofundados
nesses extratos.

5.10. TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TFT)

Os resultados de compostos fendlicos totais presentes nos
extratos da semente de butia obtidos por diferentes técnicas de extracdo
sdo apresentados na Tabela 19. A curva padrao de acido galico, utilizada
para o célculo do teor de compostos fendlicos totais consta no Apéndice
1.

O teor de compostos fendlicos total dos extratos de butia variou
entre 15,6 e 193 mg EAG/g. Os valores verificados estdo bem abaixo
dos 266,4 mg EAG/g obtido para o antioxidante sintético BHT, que
diferiu significativamente de todos os extratos a baixa pressdo, de
acordo com o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Valor
semelhante foi encontrado para 0 mesmo antioxidante sintético por
Benelli et al. (2010), que reportou valor de compostos fenélicos de 268
mg EAG/g usando a mesmo método de determinagéo.

Entre os métodos de extracdo avaliados o melhor resultado de
teor de fendlicos total foi obtido com etanol-a4gua na técnica de Soxhlet
com 193 + 3 mg EAG/g, que diferiu significativatimanente dos demais
extratos a baixa pressdo. Nas extracdes com ultrassom, o maior teor de
compostos fenolicos foi verificado no processo utilizando etanol como
solvente apresentando valor de 56,0 £ 0,4 mg EAG/g. Esses dados
corroboram com os de Biscaia (2007), que afirma que o etanol e etanol-
adgua sdo os solvente mais indicados na extracdo de compostos
antioxidantes, pois, devido as suas caracteristicas polares, promove a
extracdo de compostos como &cidos fendlicos, que geralmente s&o
classificados como polares.
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Tabela 19. Teor de compostos fendlicos total (TFT), expressos em equivalentes de
acido galico para os extratos da semente de Butia catarinensis.

P - TFT (mg
Técnica Condices de processo Solventes EAG/Gegrare)”
Hexano 440+04"
Soxhlet Etanol 76,1+04°
Etanol-a4gua 193 +3°
Hexano 51,8+0,8%
Ultrassom Etanol 56,0 +0,4°
Etanol-agua 51,0+0,4°
100 bar 20,0 £ 0,5 #&¢
40°C 200 bar CO, 20,3 £ 0,67
300 bar 21 £ 178
Extragio 100 bar 162+16°
supercritica 50°C 200 bar CO, 22,6+03"
300 bar 20,6 £ 0,47
100 bar ND
60 °C 200 bar CO, 175+£05¢°
300 bar 20 £ 278
CO*+25% 155040065
etanol
Extracdo CO,+5% 21+ 17
supercritica etanol
com 40°C 200 bar CO,+7.5%
156+0,1°
cossolvente etanol
CO, + 2,’5 % 19 £ QB®
etanol-4gua
BHT 266,4+0,4°

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05),
como segue: (a) Letras minGsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos
por EBP e BHT; (b) Letras mailsculas indica comparagdo entre os resultados
obtidos por ESC. ND - N&o determinado.

Na extracdo supercritica com CO, puro o maior teor de
compostos fendlicos totais encontrados foi de 22,6 + 0,3 mg EAG/g na
condicdo de 50 °C/ 200 bar. Pode-se observar que o aumento da pressao
na condicédo isotérmica mostrou pouca influéncia no teor de compostos
fendlicos. J& na condigdo isobarica e com o aumento da temperatura
pareceu influenciar negativamente a extracdo dos compostos fenélicos.
Na extracdo supercritica com cossolvente o maior teor encontrado foi de
21 £ 1 mg EAG/g, na condicdo de 40 °C/ 200 bar/ 5 % de etanol,
mostrando que a adi¢do dos cossolvente na extracdo nao alterou
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significativamente os resultados, comportamento que se assemelha a
Mezzomo et al.(2010) com améndoa de péssego e Oliveira (2015) com
torta da semente de maracuja.

Sganzerla (2010), encontrou valores de compostos fenolicos
bastante inferiores aos encontrados nesse trabalho para extratos obtidos
com metanol-4gua das améndoas de Butia capitata e Butia eriosphata,
sendo 4,17 mg EAG/g e 4,43 mg EAG/g, respectivamente. O mesmo
autor estudou também extratos das polpas desses frutos, onde observou
gue 0s mesmos possuem menores teores de compostos fendlicos que o0s
extratos das améndoas, com 2,60 mg EAG/g para o extrato da polpa de
Butia Capitata e 2,78 mg EAG/g para o extrato da polpa de Butia
Eriosphata. Na literatura sdo encontrados outros estudos reportando os
compostos fendlicos do butia, porém os dados foram reportados de
forma diferente do presente estudo o que desqualifica a compragdo,
como Toss (2010) que estudou extratos da polpa de Butia Capitata
utilizando dioxido de carbono supercritico e obteve valores de
compostos fendlicos entre 3,12 e 222,63 mg rutina/g de polpa
desidratada e Faria et al. (2008) que realizaram extracfes etandlicas da
polpa fresca dos frutos do butia e encontraram teores entre 163 a 259 mg
catequina equivalente/100 g de polpa fresca e entre 78 e 166 mg de
acido tanico equivalente/100 g de polpa fresca.

Kornsteiner, Wagner e Elmadfa, (2006), em estudo com extratos
oleosos de castanha-do-Brasil, améndoa e amendoim obtidos por
Soxhlet, apontam valores de compostos fendlicos de 11,23 e 42 mg
GAE/g, respectivamente, analogos aos obtidos no presente trabalho.

As diferengas encontradas na literatura no teor de compostos
fenolicos total para uma mesma fruta ou vegetal dependem,
principalmente, das diferentes técnicas empregadas na extracdo e
quantificacdo desses compostos (BRAVO, 1998; KALT et al., 2001).
Com base na literatura, sabe-se que o contetido de compostos fenélicos
determinado pelo método de Folin-Ciocalteau ndo é uma medida
absoluta da quantidade desse tipo de substancia na matéria-prima, uma
vez que algumas moléculas respondem diferentemente a esse
experimento e que esses componentes presentes nas frutas séo
encontrados nas formas livre e ligada; porém, esta Gltima geralmente €
excluida das analises, sendo o teor de compostos fendlicos total
subestimado (SANCHEZ—MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1999; SUN et al., 2002). Segundo Naczk e Shahidi (2004), a
metodologia de determinacdo de fendis totais ndo quantifica somente os
grupos fendlicos presentes no extrato, mas as proteinas que sao
extraiveis pelo sistema de solventes utilizados, como também reduz
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substancias como o &cido ascorbico. Em contrapartida, as técnicas de
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) sdo extensamente
usadas e indicadas tanto na separacdo quanto na quantificagdo de
misturas fendlicas (SGANZERLA, 2010).

Sganzerla (2010) utilizou a CLAE com o intuito de melhor
identificar a fracdo de compostos fendlicos nos extratos das polpas de
Butia capitata e observou que o principal acido fenolico presente nos
extratos foi o acido galico (85,98 mg/100g) seguido pelo p-
hidroxibenzoéico (54,18 mg/100g), epicatequina (9,69 mg/100g),
quercetina (1,44 mg/100g) e acido ferdlico (0,44 mg/100g).

Os acidos fenolicos mais comumente encontrados nas frutas séo
0s &cidos cindmicos e benzoicos. Os acidos cindmicos frequentemente
encontrados sdo o acido caféico, p-cumarico e ferulico, e os acidos
benzoéicos mais comuns em pequenas frutas sdo p-hidroxibenzdico,
acido galico e elagico, sendo o ultimo mais encontrado em membros da
familia Rosaceae, especificamente em morango, framboesa e amora
(SKREDE; WROLSTAD, 2002).

A literatura reporta que o teor de compostos fenolicos tem
influéncia na atividade antioxidante de produtos naturais, entretanto eles
ndo caracterizam completamente essa atividade, representando apenas
um indicativo dessa propriedade (ROGINSKY ; LISSI, 2005).

5.11. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
5.11.1. Método de Difusdo em Agar

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada inicialmente
pelo método qualitativo de difusdo em 4agar, segundo o procedimento
descrito no item 4.8.1. Essa técnica funciona como um teste de triagem
para avaliar se o extrato inibe ou ndo o crescimento do micro-organismo
de interesse. Para as anélises foram selecionadas uma bactéria Gram-
negativa (Escherichia coli) e uma Gram-positiva (Bacillus cereus). A
Tabela 20 mostra os resultados obtidos em termos de tamanho dos halos
de inibicdo para os micro-organismos testados. S&o apresentados
somente 0s extratos que inibiram o crescimento de ao menos uma das
bactérias testadas; os demais extratos ndo inibiram crescimento (NIC).

A andlise estatistica dos dados das atividades antibacterianas
foram realizadas separadamente para extracfes a baixa pressdo e para
ESC. A Anova e post-hoc Tukey separados facilitaram a identificagcdo
da diferenca de atividade antioxidante dos extratos.



92

Tabela 20. Resultados do teste de difusdo em agar expressos em tamanho do halo de
inibicdo (mm) para os extratos de semente de butia.

Técnica Solvent Halo de inibicdo (mm)
es B. cereus E. coli
Hexano 10,4° 12,4 ¢
b b
Soxhlet ;t::gll_ 18,2 14,7
squa 24,32 18,72
Hexano NIC 14,3°¢
Etanol 9,2°¢ 12,8 ¢
Ultrassom Etanol-
sgua 11,7¢ 11f
ESC A
acc/100 bar 02 10 NIC
ESC R R
a0c/200 bar 02 9.6 118
ESC R
a00c/300 bar 02 NIC 113
ESC R R
50°C/100 bar CO, 11 10
ESC R
60°C/300 bar CO, NIC 9.4
CO,+5
% 114 NIC
ESC etanol
40°C/200 bar  CO,+
75 % 10,2 A NIC
etanol

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05),
como segue: (a) Letras minUsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos
por EBP; (b) Letras mailsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos por
ESC. NIC - Néo inibiu crescimento

Segundo Mothana & Lindequist (2005), halos de inibi¢do de 8 a
13 mm sdo considerados extratos com poder de acdo moderadamente
ativos, ja halos de inibicdo apartir de 14 mm séo extratos muito ativos.

Todos 0s extratos obtidos com as técnicas a baixa pressdo
apresentaram atividade antimicrobiana para as duas bactérias pelo
método de difusdo em agar, exceto o extrato obtido por ultrassom com
hexano que apresentou apenas para a E. coli. Os extratos obtidos por
Soxhlet com etanol-4gua foram considerados muito ativos e
apresentaram 0s maiores halos de inibicdo para as duas bactérias
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testadas diferindo estatisticamente dos demais extratos. Esse
comportamento também foi observado por Oliveira (2015) com semente
de maracuja, onde o solvente etanol-a4gua apresentou melhor atividade
antimicrobiana, porém com diferente técnica de extragao.

N&o houve diferenga significativa entre os extratos obtidos pela
ESC, mas pode-se observar que nas extragdes com CO,, a maioria dos
extratos apresentou potencial antibacteriano, e os extratos da condicdo
de 40 °C/ 200 bar e 50 °C/ 100 bar foram efetivos contra as duas
bactérias testadas. A bactéria B. cereus mostrou-se mais resistente aos
extratos obtidos com CO; puro, sendo inibida por somente trés extratos,
sendo dois deles extraidos a 40 °C. Em contrapartida, nas extracbes com
cossolvente, a E. coli ndo foi inibida por nenhum extrato. Isto pode ser
explicado devido a diferencas na estrutura celular desses grupos de
bactérias. A membrana externa da bactéria Gram-negativa € altamente
hidrofilica agindo como uma barreira a permeabilidade (SMITH-
PALMER et al., 1998), enquanto que a membrana externa da bactéria
Gram-positiva tem carater lipofilico que reduz a sua resisténcia a
penetracdo de compostos com propriedades antibacterianas (ULTEE et
al. 1999).

De maneira geral, a temperatura de 40 °C parece favorecer a
extracdo de substancias ativas contra o crescimento de microrganismos,
nao representado por maior tamanho de halo, mas sim por maior nimero
de inibicdes. De acordo com o critério de Mothana & Lindequist (2005),
todos os extratos da ESC sdo considerados moderadamente ativos.

Segundo Palma e Taylor, (1999) a fracdo lipidica (mais
facilmente extraida por CO, e hexano) é mais efetiva contra alguns
mico-organismos devido & presenca de esterdis. Essa suposi¢do pode ser
corroborada pelos resultados apresentados por Baydar et al. (2004), em
que ndo foi observada atividade antimicrobiana em extratos de casca de
uva, engquanto extratos de sementes dessas uvas (ricos em acidos graxos)
foram altamente ativos.

Assim, as anlises de atividade antimicrobiana indicam uma alta
eficiéncia dos extratos supercriticos e dos oriundos das extracdes a baixa
pressao.

5.11.2. Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

Os extratos que apresentaram halo de inibi¢cdo de crescimento
acima de 8 mm para algum dos micro-organismos testados no método
de difusdo em &gar (Tabela 21), foram submetidos ao método
quantitativo de microdiluicdo em caldo de cultivo para a determinacgao
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da CMI (concentragdo minima inibitéria) que se refere a menor
concentracdo de extrato capaz de inibir o crescimento de determinado
micro-organismo. Os extratos selecionados para o teste de microdiluigdo
em caldo de cultivo sdo apresentados na Tabela 21.

Conforme os dados da Tabela 21, a concentracdo minima
inibitéria variou de 98 a 6250 pg/mL para os extratos de semente de
butid. De acordo com Duarte et al. (2007), Wang et al. (2008) e
Sartoratto et al. (2004), é possivel classificar a intensidade dos extratos
como agentes antimicrobianos baseando-se no seu valor de CMI.
Comumente, a classificagdo do extrato é estabelecida como forte
inibidor para CMI até 500 pg/mL; moderado inibidor para CMI entre
600 e 1500 pg/mL e fraco inibidor para CMI acima de 1600 pg/mL
(MICHIELIN et al., 2009).

Analisando os resultados para 0 método de Soxhlet, observou-se
gue os extratos obtidos com etanol e etanol-agua séo classificados como
fortes inibidores antimicrobianos e foram estatisticamente mais ativos
gue os demais extratos contra B. cereus e contra E. coli. J& os extratos
extraidos com hexano sdo considerados fracos inibidores apresentando
valores de 4687 ug/mL para o B. cereus e 2344 pg/mL para E.coli. Este
comportamento foi semelhante ao encontrado por Oliveira et al. (2013)
em extratos de bagago de uva para a bactéria B. cereus e por Mazutti et
al. (2012) em extratos de cogumelos contra E. coli usando a mesma
metodologia e hexano como solvente de extracéo.

Na extracdo por ultrassom, os extratos foram mais efetivos contra
a bactéria E. coli, sendo todos considerados fortes inibidores para essa
bactéria, com destaque para o extrato obtido com hexano que foi
estatisticamente superior que 0s demais nessa mesma técnica. Ja para a
bactéria B. cereus, apenas o extrato obtido por ultrassom com etanol-
agua foi considerado um forte inibidor (196 pg/mL). O extrato obtido
com etanol pelo mesmo método apresentou moderado poder de inibicéo
(1563 pg/mL) e o extrato obtido com hexano ndo foi testado, pois
apresentou halo de inibicéo inferior a 8 mm.

Na extracdo supercritica com CO, puro, trés extratos foram
considerados fortes inibidores antimicrobianos. Contra a bactéria B.
cereus o extrato obtido a 40 °C/ 100 bar (587 pg/mL) foi
estatisticamente superior aos demais extratos e contra a E. coli os
extratos obtidos a 50 °C/ 100 bar (196 pg/mL) e 60 °C/ 300 bar (98
ug/mL) apresentaram melhores resultados (p < 0,05) que os outros
extratos. Os extratos obtidos a 40 °C/ 200 bar e 40 °C/300 bar ndo
diferiram entre si e foram considerados moderados inibidores
antimicrobianos para a E. coli, enquanto 0s outros extratos foram



95

considerados fracos inibidores. Analisando os resultados da ESC, os
extratos foram melhores para a inibicdo da bactéria E. coli,
comportamento semelhante aos extratos a baixa presséo.

Tabela 21. Concentragdo minima inibitéria dos extratos de semente de Butia
catarinensis obtidos por técnicas a baixa pressdo e ESC contra B. cereus e E. coli.

Concentracdo Minima Inibitoria

Técnica Solventes (ug/mL)
B. cereus E. coli
Hexano 46872 23442
d c
R .
: 98 ¢ 98¢
agua
Hexano NIC 98 ¢
Etanol 1563° 391°
Ultrassom Etanol +
: 196°¢ 391°
agua
ESC R
40°C/100 bar CO, 587 NIC
ESC . N
40°C1200 bar  C©2 4687 782
ESC N
40°C/300 bar  C©2 NIC 782
ESC A .
500C/100 bar ~ ©©2 6250 196
ESC
60°C/300 bar CO, NIC 98 ¢
CO,+5 .
ESC % etanol 4687 NIC
0,
40°C/200 bar CO,+ 7,5 782 ¢ NIC
% etanol

* Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05),
como segue: (a) Letras minUsculas indica comparagdo entre os resultados obtidos
por EBP; (b) Letras mailsculas indica comparagéo entre os resultados obtidos por
ESC. NIC - N&o inibiu crescimento

A adigdo de cossolvente na ESC, de maneira geral, ndo alterou
significativamente os resultados da atividade antibacteriana. Somente o
extrato obtido a 40 °C/ 200 bar/ 7,5% etanol bar apresentou bom
resultado sendo classificado como moderado inibidor (782 pg/mL)
contra a B. cereus quando comparado com o extrato de CO, puro que foi
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considerado fraco inibidor para a mesma bactéria. Segundo Guindani
(2014), extratos do residuo de chia obtidos por ESC com cossolvente
também apresentaram atividade contra a mesma bactéria.

Por meio dos resultados apresentados, pode-se observar o que 0s
extratos de semente de butia sdo mais eficientes contra bactérias Gram-
negativas, o que também foi observado Carvalho (2011) e Silveira et al.
(2005) para extratos de buriti, que é da mesma familia do butia. Contudo
€ necessario que haja mais estudos com uma maior quantidade de
bacterias para confirmar esse comportamento.

Essa caracteritica observada nos extratos de butid é muito
importante, indicando um potencial de aproveitamento dos residuos de
semente de butia para controle de crescimento microbiano, visto que a
indUstria farmacéutica possui dificuldade de produzir novas classes de
substancias com atividade contra as Gram-negativas, pois elas sdo mais
resistententes que as Gram-positivas (LEWIS; AUSUBEL, 2006). A
maior resisténcia das bactérias Gram-negativas provavelmente é devida
a diferencas na parede celular dessas bactérias. A parede celular das
bactérias Gram-negativas apresenta uma sofisticada barreira a
permeabilidade quando comparada a parede simples das bactérias Gram-
positivas, que apresenta carater lipofilico e menor resisténcia a
penetracdo de compostos (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE,
1998). Na parede celular das espécies Gram-negativas ha uma camada
externa adicional lipopolisacaridica que restringe a penetracdo de grande
parte das moléculas; os nutrientes, por exemplo, entram através de poros
ou mecanismos de transporte especializados.

Os compostos que exercem essa atividade antibacteriana ainda
ndo estdo completamente esclarecidos na literatura, porém, é possivel
gue este efeito seja causado pelos acidos graxos e compostos fenolicos
presentes nos extratos (OLIVEIRA, 2015; GUINDANI, 2014).

Faria et al. (2008) identificaram na composicdo quimica da
améndoa do butid a presenca de &cidos graxos, dentre eles, o 4cido
laurico (42 %) e acido oléico (16,9 %) que segundo Silveira et al. (2005)
e Liu et al. (2009) apresentam atividade antimicrobiana inativando tanto
bactérias Gram positivas quanto Gram - negativas.

O efeito inibitério dos compostos fendlicos poderia ser explicado
por sua interacdo com as proteinas da membrana bacteriana por meio de
pontes de hidrogénio de seus grupos hidroxila que alterariam sua
permeabilidade; ou ainda pela penetracdo dessas substancias na célula
bacteriana provocando a coagulacdo de seu contetido (SENGUL et al.,
2009). Além disso, de acordo com a literatura, a atividade antibacteriana
pode estar associada as condi¢cdes de cultivo das plantas visto que
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componentes ativos, geralmente, sdo sintetizados como resposta a algum
tipo de estresse como ataque de microorganismos, forte radiacdo
ultravioleta, entre outros (REVILLA; ALONSO; KOVAC, 1997).

5.12. CROMATOGRAFIA GASOSA

O perfil dos compostos volateis dos extratos da semente de butia
foi obtida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) e estdo apresetados na Tabela 22. Os compostos quimicos
foram identificados baseando-se na comparacdo do espectro de massa da
substancia com um sistema de banco de dados para CG-EM. No
Apéndice IV, estdo apresentados os espectros de massas de todos os
extratos de semente de butia.

A formacdo dos compostos responsaveis pelo sabor/aroma das
frutas ocorre sob controle genético durante o processo de
amadurecimento dos mesmos, mais precisamente durante a ascensdo
climatérica da respiracdo (no caso de frutos climatéricos), atingindo seu
apice no periodo poés-climatérico, ou seja, no fruto maduro. Nesse
periodo o metabolismo da fruta se altera para catabolismo e passa a
converter enzimaticamente lipidios, carboidratos, proteinas e
amino4cidos em acgucares simples, &cidos e compostos volateis. A partir
desta fase, varias vias metabolicas agem, separadamente ou interligadas,
gerando produtos responsaveis pelo aroma do fruto (REINECCIUS,
2006). Esses produtos formados pertencem a diversas classes quimicas
gue contribuem com intensidades diferentes para o aroma da fruta, de
modo que, a unido de todos eles determina o aroma caracteristico de um
determinado fruto.

A partir dos dados da Tabela 22, observa-se que foram
identificados vinte e cinco compostos presentes nos diferentes extratos
de semente de butia analisados. O principal composto identificado em
termos de percentual de area relativa dos extratos foi o acido cindmico
p-(trimetilsiloxi) metil éster, independente da técnica de extracdo
empregada. Esse composto foi identificado em todos os extratos, porém
com maior area de retencdo nos extratos da ESC na condigdo de 40 °C/
200bar (3B), 40 °C/ 200 bar/ 2,5 % etanol-agua (6G) e no extrato obtido
por Soxhlet com etanol-agua (1C).

O 4cido cinamico, também denominado 4&cido 3-fenil-2-
propendico, consiste em um 4&cido graxo aromatico de ocorréncia
natural, originado de plantas superiores, 6leos de canela e folhas de
coca. Esse composto pertence ao grupo das auxinas, hormonios vegetais
responsaveis por regular o crescimento e a diferenciacdo celular, e
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alguns de seus derivados desempenham um importante papel na defesa
da planta contra o ataque de microrganismos, insetos e também se
mostrou eficaz como agente terapéutico antimicrobiano e antifingico
(THIMANN, 1969; EKMEKCIOGLU et al., 1998). Derivados desse
composto podem ser encontrados em diversos produtos de origem
vegetal como café, magas, frutos citricos, cereais, além de outros. Seus
derivados fendlicos incluem o acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (acido
ferilico) e o é&cido 3,4-dihidroxicindamico (&cido caféico)
(WATTENBERG et al., 1980; CLIFFORD, 1999). Este ultimo tem
significante efeito citotdxico contra varias linhagens de células tumorais
(KAMPA et al., 2003; LEE et al., 2003).

O Metoxi-fenil oxima e o &cido octandico também foram
verificados em quase todos os extratos analisados. O primeiro
apresentou maior area de retencdo no extrato da ESC na condicdo 50 °C/
300 bar (4C) e o ultimo na condicdo 40 °C/ 200 bar/ 2,5 % etanol (6D).

Uma oxima é uma classe de compostos organicos cuja férmula
geral ¢ RR'C=NOH, onde R é um grupo organila (R # H) e R' pode ser
um hidrogénio (grupo hidro, R' = H) ou um grupo organila (R' # H).
Uma oxima é o resultado da condensacdo da hidroxilamina com um
aldeido, entdo pode ser chamada de aldoxima, ou uma cetona, podendo-
se denominar neste caso cetoxima. Moléculas das classes das oximas
como a pralidoxima sdo utilizados como farmacos para o tratamento
antidoto a intoxicagdo por compostos organosfosforados (KUCA et al.,
2005; PETROIANU et al., 2006; SANTOS, 2013).

O écido octanoico, também cohecido por &cido caprilico é um
acido graxo de cadeia normal aberta homogénea formada por oito
carbonos. E encontrado em sua forma natural nos coqueiros e no leite
materno. O 4cido caprilico é usado comercialmente na producdo de
ésteres usados em perfumarias, é conhecido por suas propriedades
antiflngicas, e tratamento de algumas bactérias infecciosas. Também é
bastante recomendado por dermatologistas no tratamento de candidiase
(NOBRE et al., 2002). Ferrdo (2012) em estudos de compostos volateis
de polpa de Butia odorata observou também a presenca do Aacido
octandico na composicdo da polpa do fruto. Segundo Pino; Queris
(2010) no metabolismo do &cido octandico sdo formados os éteres
octanoatos e os com radicais octila e estes apresentam notas de frutas
frescas (PINO; QUERIS, 2010).

O Canfeno foi encontrado em quatro extratos analisados, sendo
eles obtidos por Ultrassom com etanol-agua (2C), ESC 40 °C/ 200 bar;
(3B), ESC 50 °C/ 300 bar (4C) e ESC 40 °C/ 200 bar/ 7,5 % etanol (6F).
Esse composto € um monoterpeno biciclico. Segundo Simdes et al.
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(2007) os terpenos ou terpenoides constituem uma grande variedade de
substancias vegetais, sendo o termo empregado para designar todas as
substancias cuja origem biossintética é o isopreno. Os esqueletos de
carbono dos terpenoides sdo formados pela condensacdo de um nimero
varidvel de unidades isoprénicas. Os compostos terpénicos mais
frequentes nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos (90% dos 6leos
volateis) e os sesquiterpenos. Estes compostos encontram-se em
sementes, flores, folhas, raizes e madeira de plantas superiores assim
como em musgos, algas e liquens, enquanto que alguns sdo encontrados
em mamiferos. Os monoterpenos apresentam atividades farmacolégicas
e, segundo Bakkali et al. (2008) e Andrade et al. (2012), isso pode ser
explicado pelos mesmos serem hidrofobicos e provavelmente preferirem
se deslocar da fase aquosa em direcdo as estruturas da membrana. O
acumulo dos constituintes dos 6leos essenciais na bicamada lipidica da
membrana citoplasméatica confere a esta uma caracteristica de
permeabilidade, promovendo a dissipacdo da forca proton motiva,
reducdo do pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e a perda
de ions como potassio e fosfato. Esses danos na membrana levam ao
comprometimento das suas funcdes.

Os extratos obtidos por extracdo supercritica apresentaram uma
composi¢cdo mais rica nos compostos importantes como o acido
cinamico, metoxi-fenil oxima e o canfeno, quando comparados aos
extratos obtidos a baixa pressdo. A menor capacidade dos métodos
tradicionais em extrair esses compostos pode estar relacionada a: (i)
métodos convencionais ndo sao seletivos e muitas vezes necessitam de
varias etapas para obter o composto de interesse, sendo que pode ocorrer
perda desse composto durante as etapas de fracionamento e (ii) as altas
temperaturas empregadas no Soxhlet podem degradar os compostos
termolabeis (MOURA et al., 2012).
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Os extratos que apresentaram as melhores atividades
antioxidantes foram obtidos por Soxhlet com etanol e Soxhlet com
etanol-4gua e o0s que apresentaram as melhores atividades
antimicrobianas foram obtidos por Soxhlet com etanol, Soxlet com
etanol-4gua, ultrassom com hexano, ultrassom com etanol-agua e 0s
extratos supercriticos obtidos a 40°C/100 bar, 50°C/100 bar e 60°C/300
bar. Estes extratos mostraram a presenca do &cido cindmico, oxima e do
acido octandico em suas composicdes, sugerindo esses componentes
como 0s principais responsaveis pelas atividades antioxidantes e
antimicrobiana detectadas. Contudo, a atividade bioldgica de um extrato
ndo pode ser atribuida a acdo de um Unico componente, ja que os efeitos
de sinergismo entre os componentes desempenham um papel importante
(ALVAREZ-CASTELLANOS et al., 2001).

A composicdo quimica da semente de butia enriquece e agrega
valor a este residuo, sendo necessario, um estudo sobre a viabilidade
econdmico da extragdo destes compostos.

A andlise por CG-EM mostrou ser uma forte ferramenta na
identificagdo dos compostos dos extratos da semente de butid obtidos
em diferentes condigdes. Entretanto, o uso de outros métodos, como
HPLC, poderia detectar a presenca de outras substancias com maior
polaridade.






6. CONCLUSAO

O estudo da cinética de extragdo da semente de butia indicou que
o0 principal mecanismo de transferéncia de massa € a conveccao, sendo 0
processo limitado pela difusdo e o modelo matematico que melhor se
adaptou aos dados experimentais foi 0 de Martinez et al. (2003).

Os extratos obtidos por extragfes a baixa pressdo apresentaram
rendimentos superiores aos das extragdes da ESC com CO, puro. Os
melhores resultados de rendimento para as extracdes a baixa pressao
foram obtidos por Soxhlet com etanol e Soxhlet hexano, enquanto que
para a ESC com CO, puro foram obtidos nas condi¢des 60°C/ 300 bar e
60 °C/ 200 bar. O uso de cossolvente na ESC aumentou
consideravelmente o rendimento da extracdo, no qual o cossolvente
etanol-agua foi o que proporcionou o melhor rendimento dos extratos.

No ensaio do radical DPPH, ABTS e Folin os melhores
resultados foram obtidos para o extrato obtido por soxhlet etanol-agua.
Quando o potencial antioxidante foi avaliado pelo método de
descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoléico o melhor resultado
foi encontrado para o0 extratos obtidos por Soxhlet com etanol e etanol-
agua.

Os extratos obtidos por Soxhlet com etanol e etanol-agua
apresentaram-se como o0s mais efetivos contra as duas bactérias testadas,
e 0s extratos da ESC obtidos a 60 °C/ 300 bar e 50 °C/ 100 bar
apresentaram forte inibigao contra E. coli.

O principal composto volatil encontrado nos extratos de semente
de butia foi o acido cindmico com maior area de retencdo nos extratos
da ESC 40 °C/ 200 bar, ESC 40 °C/ 200 bar/ 2,5 % etanol-a4gua e no
extrato obtido por Soxhlet com etanol-dgua. Outros compostos
importantes também foram identificados com polaridades semelhantes
aos solventes utilizados.

Considerando o grande volume de residuo de butia e o pequeno
nimero de estudos envolvendo o uso desses residuos encontrados na
literatura, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os
extratos da semente de butid apresentam potenciais antioxidantes e
antibacterianos podendo ser utilizados para a geracdo de outros produtos
com valor agregado.

E importante salientar que cada método de extragdo tem uma
especificidade e, como apresentado neste trabalho, a ESC mostrou-se
como uma técnica de destaque para obtencdo de compostos, uma vez
gue é uma metodologia seletiva e ambientalmente amigavel.






7.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)
b)
c)

d)
€)

f)
9)
h)

Secagem da matéria-prima em liofilizador;

Utilizar &gua como solvente para extracao;

Utilizar outras concentrac@es da mistura etanol-agua para
extracéo;

Fracionamento dos extratos na ESC;

Incluir na modelagem matematica outros modelos de
literatura recente;

Avaliacdo do potencial antioxidante in vivo dos extratos
empregando culturas de células endoteliais;

Verificacdo da atividade antibacteriana com outras cepas
e atividade antiflngica;

Avaliagdo da composicdo quimica dos extratos por
outras técnicas cromatogréficas.
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ANEXOS
ANEXO | - MODELOS MATEMATICOS
Modelo difusional de Crank (1975)

O modelo de Crank (1975), apresentado por Reverchon (1997),
considera a transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia
de calor. Para isso, estima que as substancias a serem extraidas estejam
uniformemente distribuidas em particulas sélidas esféricas, que — como
um corpo quente perde calor para 0 meio — liberam o soluto no solvente
supercritico com o tempo. No entanto, este modelo pode ser chamado de
modelo difusional, pois considera que a transferéncia de massa se da
unicamente devido a difusdo do soluto, contido no interior das particulas
solidas, para a fase supercritica (CAMPOS, 2005; MEZZOMO, 2008;
MICHELIN, 2009; REVERCHON, 1997).

Resolvendo analiticamente o balango de massa na parte interna da
particula e aplicando a segunda Lei de Fick para difusdo, tem-se a
Equacdo 16 que representa a massa de soluto que se difunde através de
uma particula (MEZZOMO, 2008; MICHELIN, 2009).

6 1 —n2n2Dt
Mexi = My I-Fz:ﬁexp R a—

n-1

(16)

Onde t, tempo de extracdo (min); me: € a massa de extrato (kg) no
tempo t; mg, massa inicial de soluto (kg); n é um ndmero inteiro;
D=Dgg, € o0 coeficiente de difusdo, um parametro ajustavel do modelo
(m?/min) e r, raio da particula sélida (m) (MEZZOMO, 2008).

Modelo de Placa (SSP) proposto por Gaspar et al. (2003)

O modelo de placa, proposto por Gaspar et al. (2003) considera a
transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia de calor
assim como o modelo proposto por Crank (1975) e também é um
modelo difusional. A diferenca entre estes dois modelos esta na
geometria considerada em cada modelo, ou seja, no modelo SSP as
particulas solidas sdo consideradas como placas, enquanto que no
modelo de difusdo as particulas sdo consideradas esféricas. O modelo
SSP ainda assume que a concentracdo de soluto na fase fluida é
desprezivel quando comparada a concentracdo na fase sélida, que a
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resisténcia a transferéncia de massa na fase fluida é desprezada e que o
balanco de massa na fase fluida é negligenciado (CAMPOS, 2005;
MEZZOMO, 2008).

Ao se aplicar a segunda Lei de Fick para a difusdo e resolvendo
analiticamente o balanco de massa na parte interna da particula, a massa
de extrato obtida com o tempo é representada pela Equacdo 17 proposta
por Gaspar et al. (2003), com modificacdo apresentada por Campos et
al. (2005).

—D,, (2n + 1)?n2
Mext = mo[ 2(2 e ( (n(; )2m t)l an

Onde mey é a massa de extrato (kg); mo, é a massa inicial de soluto (kg);
Dn, é a difusividade na matriz solida (m,/min); t, ¢ o tempo (min); 4 ¢ a
meia espessura das particulas (placas) (m) e n é um nUmero inteiro
(MEZZOMO, 2008).

Modelo logistico de Martinez et al. (2003)

Como os extratos de plantas, geralmente, sdo misturas de varios
compostos, 0 modelo logistico de Martinez et al. (2003) leva em conta a
variacdo da composi¢cdo do extrato ao longo da extragdo, de forma a
otimizar o processo para a obtencdo dos compostos de interesse. Para
isso, divide o extrato em grupos de componentes com estrutura quimica
similar.

O modelo é baseado no balanco de massa do leito de extracéo,
considerando o leito como um cilindro de comprimento H muito maior
gue o diametro, cujo volume esta completamente preenchido por ambas
as fases envolvidas no processo (sélida e fluida), no qual o solvente
escoa na direcdo axial com velocidade U e as condi¢des de temperatura,
pressdo e as propriedades fisicas de ambas as fases sdo mantidas
constantes durante toda a extracdo. O acimulo e a dispersdo na fase
fluida sdo negligenciados por estes fendmenos ndo apresentarem
influéncia significativa no processo quando comparado ao efeito de
conveccdo (MARTINEZ et al., 2003; MICHELIN, 2009).

Em principio, 0 modelo logistico possui, para cada grupo de
compostos, trés parametros ajustaveis: A;, bie tn. Se a composicdo do
oleo tiver sido determinada experimentalmente, é possivel obter o valor
aproximado da massa total de cada grupo de compostos, conforme
apresentado na Equagdo 18. Desta forma, o modelo pode ser reduzido a
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dois parametros ajustaveis, b e t,, e a massa de cada grupo de compostos
representada pela Equacéo 19.

— %mt —
my = W = XoiM¢ (18)
mih = H,0) = —oe [ 1XepBitn) (19)
ST exp(bitm) |14 explby(ty — 0)]

Onde m, é a massa total de sélidos extraivel (kg); X é a razdo massica
inicial de soluto extraivel (kg/kg) e m; € a massa total de cada grupo de
composto (kg) (MICHIELIN, 2009).

A Equacdo 20 representa a curva de extracdo obtida pelo modelo
de Martinez et al. (2003) para um Unico grupo de componentes.

m 1+ exp(bt
mext(h — H, t) — t { p( m) 1}

exp(bt,,) (1 + exp[b(t,, — t)] 20
Onde h, é uma coordenada axial (m); H, é o comprimento total do leito
(m); mgy, € a massa de 6leo extraido (kg); m;, € a massa total extraivel
de sdlido no leito (kg); t, é o tempo de extragdo (min), b e ty, sdo
parametros ajustaveis do modelo (min™ e min, respectivamente), sendo
que o parametro t;, corresponde ao instante em que a taxa de extracdo de
cada grupo de compostos ou um Unico pseudocomposto alcancou o
maximo (MEZZOMO, 2008; MICHIELIN, 2009).

Modelo de Sovova (1994)

Sovova (1994) propds um modelo baseado na hip6tese de que a
parte interna da matriz vegetal é formada por células, que contém o
soluto. Como resultado da moagem, as células localizadas na superficie
das particulas estdo rompidas, tornando parte do soluto exposto ao
solvente, enquanto a estrutura interna permanece intacta, o que
explicaria a repentina reducdo na taxa de extracdo normalmente
observada durante processos de extracdo com fluido supercritico.
Aplicado principalmente no caso de sementes, esse modelo foi um dos
primeiros a introduzir uma descricdo da estrutura da matriz na
modelagem matemética (MEZZOMO, 2008; REVERCHON; DELLA
PORTA,; FALIVENE, 2000; REVERCHON; DE MARCO, 2006).
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A estrutura das sementes, de um modo geral, é formada por
celulose e lignina. Esta Gltima é um polimero natural bastante compacto,
com um grau de polimerizagdo maior que a celulose. Assim, a lignina é
praticamente inacessivel ao fluido supercritico e seu conteido, que varia
em cada tipo de semente, pode influenciar a resisténcia a transferéncia
de massa, ou seja, a resisténcia interna a transferéncia de massa aumenta
com o conteldo de lignina da semente. A existéncia de estruturas
formadas pela lignina pode explicar também o menor rendimento da
extracdo com particulas maiores, uma vez que, nestas particulas, a
estrutura da lignina pode néo ter sido destruida pela moagem e a parte
interna  da particula pode ndo estar acessivel ao solvente
(REVERCHON; MARRONE, 2001).

Também conhecido como modelo das células rompidas e intactas,
baseia-se em balancos de massa que consideram o escoamento axial do
solvente com velocidade superficial através de um leito fixo de secéo
transversal cilindrica. Admite também que, na entrada do extrator, o
solvente esta livre de soluto, negligenciando seu acimulo na fase fluida
durante a extracdo, e a temperatura e pressdo de operagdo sdo mantidas
constantes. O tamanho das particulas e a distribuicdo do soluto no
interior do sélido sdo considerados homogéneos (CAMPOS, 2005;
FERREIRA; MEIRELES, 2002; REVERCHON; DELLA PORTA,;
FALIVENE, 2000).

Esse modelo emprega o coeficiente de transferéncia de massa da
fase fluida para descrever o periodo de taxa de extracdo constante (CER)
e o da fase sOlida para descrever a etapa na qual a resisténcia a
transferéncia de massa é dominada pela difusdo. Nesse modelo, o perfil
da concentracdo do soluto na fase fluida é dividido em trés etapas: (a) a
primeira etapa considera que o soluto de facil acesso (x,), disponivel na
superficie das particulas solidas, vai se esgotando ao longo do leito,
chamada etapa CER (taxa de extracdo constante); (b) na segunda etapa,
inicia-se a extracdo do soluto de dificil acesso, chamado etapa FER (taxa
de extracdo decrescente); (c) na terceira etapa, sdo retirados os solutos
de dificil acesso (xx) presentes no interior das particulas sélidas, e esta é
denominada etapa difusional e controlada pela resisténcia interna a
transferéncia de massa (CAMPOS, 2005; MEZZOMO, 2008).

A curva de extracdo obtida pelo modelo de Sovova (1994) é
representada pelas EquagBes 21, 22 e 23, com a massa total de extrato
obtida na saida do extrator, em funcéo do tempo.
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Parat < tcer : periodo de taxa constante de extracdo (CER)
Meyxe = Y7 [1— eXp(_Z)]Qcozt (21)

Para tcer < t < trer: periodo de taxa decrescente de extracdo
(FER)

Mexe = Y[t — tepr €xp(2y — Z2)]Qco, (22)

Para t > teeg: periodo controlado pela difusdo

*

Y
Moy = N (Xg W ln{l

Wx,
* [exp( Y- )

~1]ex [(W?V“’Z) (ten — )| ’;—"}> 23)

Onde mey € a massa de extrato (kg); tcer € a duracéo da etapa constante
de extracdo (min); trgr € 0 periodo de taxa decrescente de extracdo
(min); N é a massa de matéria-prima livre de soluto (kg); Y* é a
solubilidade (kg/kg); Qco> € a vazdo média do solvente (kg/min); xq é a
razdo massica inicial de soluto na fase solida (kg/kg); xé a razdo
massica de soluto no interior de células intactas (kg/kg) e W é um
parametro para o periodo de taxa de extracdo lenta (MICHIELIN, 2009).

Nas equagdes do modelo de Sovova pode-se dizer que a
quantidade Z, apresentada na Equacdo 24, é um parametro para o
periodo CER porque essa quantidade (Z) é diretamente proporcional ao
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (ky,) e este
coeficiente controla a taxa de extracdo no periodo CER.

N kmpco2

7= G-, @
Onde pcoy é a densidade do solvente (kg/m®) e p é a densidade das
particulas sélidas (kg/m°).

Para a resolucdo do modelo de Sovova (1994), é necessério
conhecer alguns pardmetros: Mcer, taxa de extracdo na etapa CER
(kg/min); Ycer, razdo massica do soluto na fase supercritica na saida da
coluna na etapa CER (KQextrato/Kdco2); tcer, duracdo da etapa CER (min)



136

(CAMPOS, 2005). O parametro Mcgr é 0 valor da tangente ao periodo
CER e, a partir dele, obtém-se o valor de Ycgr através da Equacéo 25.

M
Yeer = —CER (25)
Qco2

As demais restricdes e definicdes sdo descritas pelas Equactes 26

a29:
Xo—Xr N
t = — — 26
o= T G (26)
Nky, ZY”
W= ——%-¢7F"-"-=k— (27)
Qco,(1 —¢€) Xk
zy _ ¥ In Xo - exp[(WQco,/N)(t — tegr) — Xi] 28)
7 Wx, Xg — Xk
N + — Wx,/Y*
tren = tepm + In [xk (xo — x )exp(Wxo /YY) (29)
Qco, Xo

Os parametros ky, e kv, S80, respectivamente, os coeficientes de
transferéncia de massa na fase fluida e fase sélida (min™), e sdo
definidos pelas Equaces 30 a 34:

M

kya = —cm= (30)
pco,SHAY
kyapcozﬂ

_ XraPco,BF 1

kxq DAX €29
(xp + xk)

aX = P (32)

Xp = Xo + Xi (33)
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_ Y,
A = — 8 (34)
In (7= YCER)

Onde pcop é a densidade do solvente (kg/m®), S é a area de secéo
transversal do leito (m?), H é o comprimento do leito (m), AY é a média
logaritmica para a razdo massica de soluto na fase fluida (kg/kg) e 4X é
a média aritmética da razdo massica de soluto na fase solida (kg/kg)
(MICHIELIN, 20009).
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APENDICES | — DADOS EXPERIMENTAIS DA CURVA DE
EXTRACAO

Tabela 23. Tempos de extragdo, massas, massas acumuladas e rendimentos do
experimento cinético para a semente de Butia Catarinensis a 100 bar, 40 °C e 6,66 g
CO,/min.

. Massa Rendimento
Tempo (min) Massa (g) acumulada (g) (%)
5 0,0028 0,0028 0,02
10 0,0315 0,0343 0,23
15 0,0699 0,1042 0,69
20 0,0403 0,1445 0,96
25 0,0504 0,1949 1,3
30 0,0495 0,2444 1,63
40 0,102 0,3464 2,31
50 0,1319 0,4783 3,18
60 0,1049 0,5832 3,88
70 0,1174 0,7006 4,66
80 0,1309 0,8315 5,63
90 0,0825 0,914 6,08
100 0,0504 0,9644 6,42
110 0,0494 1,0138 6,75
120 0,0765 1,0903 7,26
150 0,1588 1,2491 8,31
180 0,0854 1,3345 8,88
210 0,1215 1,456 9,69
240 0,0521 1,5081 10,04
270 0,0331 1,5412 10,26
300 0,0062 1,5474 10,3

330 0,008 1,5554 10,35
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APENDICES Il - CURVAS DE CALIBRACAO
CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

Figura 17. Curva padrdo de acido galico utilizada no calculo de compostos fenélicos
dos extratos de semente de Butia catarinensis.
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CURVA PADRAO DE TROLOX

Figura 18. Curva padrdo de trolox utilizada na determinacdo de atividade
antioxidante pelo método de ABTS dos extratos de semente de Butia catarinensis.
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APENDICES Il - CROMATOGRAFIA GASOSA

Al. CG-EM Soxhlet Hexano

Figura 19. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por Soxhlet Hexano.
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A2. CG-EM Soxhlet Etanol

Figura 20. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por Soxhlet Etanol.
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A3. CG-EM Soxhlet Etanol-Agua

Figura 21. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por Soxhlet Etanol-Agua.
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A4. CG-EM Ultrassom Hexano

Figura 22. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por Ultrassom Hexano.
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A5. CG-EM Ultrassom Etanol

Figura 23. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por Ultrassom Etanol.
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A6. CG-EM Ultrassom Etanol-Agua

Figura 24. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por Ultrassom Etanol-
Agua.
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A7. CG-EM ESC 40 °C/ 100 bar

Figura 25. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 100 bar.
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A8. CG-EM ESC 40 °C/ 200 bar

Figura 26. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 200 bar.
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A9. CG-EM ESC 40 °C/ 300 bar

Figura 27. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 300 bar.
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A10. CG-EM ESC 50 °C/ 100 bar

Figura 28. CG-EM do extrato de semente de butié obtido por ESC 50 °C/ 100 bar.
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All. CG-EM ESC 50 °C/ 200 bar

Figura 29. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 50 °C/ 200 bar.
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Al2. CG-EM ESC 50 °C/ 300 bar

Figura 30. CG-EM do extrato de semente de butié obtido por ESC 50 °C/ 300 bar.
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Al13. CG-EM ESC 60 °C/ 200 bar

Figura 31. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 60 °C/ 200 bar.
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Al4. CG-EM ESC 60 °C/ 300 bar

Figura 32. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 60 °C/ 300 bar.
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Al15. CG-EM ESC 40 °C/ 200 bar/ 2,5 % Etanol

Figura 33. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 200 bar/
2,5 % Etanol.
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A16. CG-EM ESC 40 °C/ 200 bar/ 5 % Etanol

Figura 34. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 200 bar/ 5
% Etanol.

200000
150000 l

100000

Abundancia

50000

10 20 30 40 50
Tempo (min)



149

Al7. CG-EM ESC 40 °C/ 200 bar/ 7,5 % Etanol

Figura 35. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 200 bar/

7,5 % Etanol.
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A18. CG-EM ESC 40 °C/ 200 bar/ 2,5 % Etanol-Agua

Figura 36. CG-EM do extrato de semente de butia obtido por ESC 40 °C/ 200 bar/

2,5 % Etanol — Agua.
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