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RESUMO

No Brasil, parte da producdo de maracuja cultivado sob o sistema organico &
utilizado por algumas industrias para a fabricacdo de sucos e geleias. Este
processamento gera residuos, como as sementes, que sdo subutilizadas.
Devido ao interesse em identificar um melhor aproveitamento dessas sementes
e da escassez de pesquisas sobre 0 uso do propano no estado subcritico na
extracado de Oleos de fontes vegetais, este estudo teve como objetivo avaliar o
potencial da tecnologia subcritica utilizando o propano comprimido na
recuperacdo do 6leo de sementes de maracuja doce (Passiflora alata Curtis) e
de maracujd azedo (P. edulis f. flavicarpa) organicos e comparar 0s
rendimentos e a qualidade dos O6leos obtidos por essa tecnologia com as
técnicas de extracdo em Soxhlet utilizando n-hexano e etanol como solventes e
com a extracdo assistida por ultrassom utilizando etanol como solvente. A
extracdo com propano comprimido foi realizada em escala piloto, nas seguintes
combinacgdes de pressao e temperatura: 2 MPa-30 °C, 2 MPa-60 °C e 8 MPa-
30 °C, por 180 minutos. Testes preliminares foram feitos para identificar os
parametros de processo que proporcionassem o maior rendimento para a
extracdo assistida por ultrassom e os resultados indicaram a razdo de
semente:solvente (m/v) de 1:50 e a temperatura de 60 °C como sendo as
melhores condi¢cdes de processo. Foram obtidas imagens de microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) das sementes antes e apds 0S processos de
extracdo. Foram realizadas analises para a caracterizacéo fisico-quimica, do
perfil dos &acidos graxos, da estabilidade térmica, além da identificagdo de
tocoferois e da anélise da atividade antioxidante e antimicrobiana dos 6leos. Os
maiores rendimentos foram de 28,33% e 26,12% para o 6leo de sementes de
maracuja doce e azedo organicos, respectivamente, utilizando a extracdo em
Soxhlet com n-hexano. Entre as técnicas ndo convencionais, a extracdo com
propano comprimido resultou nos maiores rendimentos, de 24,68% para o 6leo
de sementes de maracuja azedo orgéanico obtido a 8 MPa e 30 °C e 23,68%
para o 6leo de sementes de maracuja doce organico obtido a 2 MPa e 60 °C.
As imagens de MEV demonstraram o intenso efeito das extragdes utilizando
Soxhlet com n-hexano e com propano comprimido sobre as células oleosas
das sementes, 0 que permitiu maior liberacdo de Oleo dessas estruturas,
resultando em alto rendimento de extracdo. As caracteristicas fisico-quimicas
dos 6leos atendem a legislacdo vigente e sdo compativeis com as de outros
Oleos vegetais comestiveis. Os 6leos sdo ricos em &cidos graxos poli-
insaturados, sendo o acido linoleico predominante e presente em quantidade
significativamente maior no maracuja doce (maior valor de 72,89%, obtido a 8
MPa-30 °C). As extracbes com propano comprimido a 30 °C e pressdo de 2 e 8
MPa proporcionaram porcentagens maiores de acidos graxos poli-insaturados
nos 6leos em relagcdo aos outros métodos. Foram identificados os homaologos
a-, y- e d-tocoferol em todos os 6leos estudados. Os 6leos apresentaram alta
estabilidade térmica até 300 °C. Todos os Oleos apresentaram atividade
antioxidante bem como inibiram o crescimento dos microrganismos Escherichia
coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.

Palavras-chave: Extracdo subcritica. Propano comprimido. Extracdo assistida
por ultrassom. Semente de maracuja. Passiflora alata Curtis. Cultivo organico.



ABSTRACT

In Brazil, part of the passion fruit cultivated under the organic system is used by
some industries to manufacture juices and jellies. This processing generates
residues, such as seeds, which are underutilized. Due to the interest in identify
a better use of these seeds and the scarce researches on the use of
compressed (subcritical) propane in the extraction of oils from vegetable
sources, the aim of this study was to evaluate the potentialities of subcritical
compressed propane technology to recover the oil from sweet (Passiflora alata
Curtis) and yellow (P. edulis f. flavicarpa) passion fruit seeds and compare the
results with Soxhlet extraction method using n-hexane and ethanol as solvents
and ultrasound-assisted extraction using ethanol as solvent. The extraction with
compressed propane was conducted in pilot scale in the following pressures
and temperatures combination: 2 MPa-30 °C, 2 MPa-60 °C and 8 MPa-30 °C,
for 180 minutes. Preliminary tests were done to identify process parameters that
provided the highest yield for ultrasound-assisted extraction and the results
indicated the ratio of 1:50 (seed:solvent; m/v) and the temperature of 60 °C as
the best process conditions. Scanning electron microscopy (SEM) images were
obtained from seeds before and after extraction processes. Analysis were
carried out to identify the physico-chemical characterization, fatty acid profile,
thermal stability, tocopherol content, antioxidant and antimicrobial activity of the
oils. The higher extraction yields were of 28.33% and 26.12% to the oils of
organic P. alata and P. edulis, respectively, using Soxhlet extraction method
with n-hexane. Among the unconventional techniques, extraction with
compressed propane resulted in the highest yields, with 24.68% at 8 MPa-30 °C
(organic P. edulis seed oil) and 23.68% at 2 MPa-60 °C (organic P. alata Curtis
seed oil). SEM images demonstrated the intense effect of extractions using
Soxhlet with n-hexane and with compressed propane on the oil-bearing cells of
the seeds, which allowed greater oil release from these structures, resulting in
high extraction yield. Regarding the physico-chemical characteristics of the oils,
the results comply with the current legislation and are compatible with those of
edible vegetable oils. The oils are rich in polyunsaturated fatty acids, with
linoleic acid being predominant and present in significantly greater amounts in
sweet passion fruit seed oil (higher value of 72.88% obtained at 8 MPa and 30
°C). The extraction with compressed propane at 30 °C and 2 and 8 MPa
provided higher percentage of unsaturated fatty acids than other methods. The
homologues a-, y- and &-tocopherol were identified in all the oils studied. The
oils presented high thermal stability up to 300 °C. All the oils presented
antioxidant activity as well as inhibited the growth of the microorganisms
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus and Bacillus
cereus.

Keywords: Subcritical fluid extraction. Compressed propane. Ultrasound-
assisted extraction. Passion fruit seed. Passiflora alata Curtis. Organic farming.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um crescimento importante de pesquisas relacionadas a
extracdo de compostos de fontes naturais, principalmente de residuos gerados no
processamento de alimentos bem como de produtos agricolas subutilizados. Essas
matérias primas tém sido alvo dessas pesquisas, uma vez que podem ser fontes
promissoras de compostos com aplicacdo em diversos nichos industriais.

Pesquisas tém reportado a rica composi¢ao de Oleos obtidos de algumas sementes
de frutas e seu potencial como matéria prima de alto valor agregado. A qualidade dos
Oleos extraidos é dependente de diversos fatores, como o processo de extragdo, solvente
utilizado, qualidade, origem e pré-tratamento da matéria prima e das condicbes de
estocagem.

Estudos envolvendo tecnologias alternativas na obtencdo de 6leo e compostos
bioativos de fontes vegetais tém aumentado, uma vez que as extracdes convencionais,
como a prensagem mecanica e métodos de extracdo com solventes organicos apresentam
muitas desvantagens, tais como o emprego de grandes quantidades de solventes, tempo
de processo e consumo energético elevados, geracdo de residuos, poluicdo do meio
ambiente e a qualidade do produto final (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

Dentre as tecnologias ndo convencionais mais promissoras estdo a extracdo com
fluidos pressurizados e a extracao assistida por ultrassom. O uso da tecnologia de extracéo
com fluidos em estado supercritico ou subcritico (comprimido) vem se destacando como
método diferenciado na obtencao de produtos de fontes vegetais com alta qualidade, além
de ser considerada uma tecnologia limpa. Apesar do didxido de carbono ser o fluido mais
empregado, o propano subcritico (comprimido) vem despertando o interesse, uma vez que
quando empregado na obtencao de Oleos vegetais, por exemplo, apresenta elevadas taxas
de extracdo e permite o uso de pressdes mais baixas, sendo esta uma vantagem
importante em relacdo a outros solventes. Além disso, geralmente sdo empregadas
temperaturas abaixo da sua temperatura critica (97 °C), o que evita a degradacdo térmica
de compostos de interesse. Alguns estudos que utilizaram o propano comprimido na
extracdo de Oleo de sementes de frutas obtiveram bons resultados em relacdo ao
rendimento e a qualidade do produto extraido (CORSO et al.,, 2010; AHANGARI;
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SARGOLZAEI, 2012). No entanto, informacdes sobre o uso do propano comprimido na
extracdo de Oleos vegetais ainda sdo escassas.

A extracdo assistida por ultrassom tem sido reportada como uma alternativa
economicamente viavel para a extracdo de compostos de produtos naturais e de alimentos
e tem demonstrado eficiéncia na extracdo de Oleos de sementes de frutas. Apresenta
algumas vantagens em relacdo aos processos convencionais, Como 0 menor consumo de
solvente e o reduzido tempo de extracdo (CHEMAT et al., 2017).

A demanda por Oleos de alta qualidade associada com o0 crescente
desenvolvimento de produtos “bio”, “organico”, “natural” ou “ecoldégico” no mercado e com a
mudanca nos habitos dos consumidores relacionada principalmente a preocupacao com a
saude, com a importancia de uma dieta saudavel e com a necessidade de preservacao do
meio ambiente, fortaleceram o interesse tanto pelo uso de métodos de extracdo de
produtos de origem vegetal coerentes com essas necessidades como por praticas
agricolas alternativas, sendo a agricultura organica a mais conhecida delas. O sistema
organico de producao adota tecnologias com a finalidade de otimizar o uso dos recursos
naturais e socioeconémicos, busca a autossustentacdo respeitando a integridade cultural e
promove qualidade de vida com protecdo ao meio ambiente.

No Brasil, o cultivo de frutas sob o sistema organico de producdo vem se
consolidando, principalmente entre os pequenos produtores, a maioria no contexto da
agricultura familiar. Dentre as espécies de maracuja, o azedo € o mais produzido, seguido
pelo maracuja doce. Algumas industrias utilizam o fruto para a producdo de sucos e
geleias, gerando residuos como as sementes, que representam aproximadamente 12% do
fruto (CHAU; HUANG, 2004). Frutas como 0 maracuja sao ricas em compostos bioativos,
que podem ser encontrados nos seus subprodutos, em muitos casos, ha mesma ou em
maior quantidade que na polpa (MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014). Assim sendo,
pesquisas sobre o0 aproveitamento das sementes do maracuja organico para a obtencéo de
produtos de alto valor agregado sdo de grande interesse.

N&o foram encontradas na literatura estudos sobre a extracdo do 6leo de sementes
de maracujd doce e de maracuja azedo organicos utilizando propano comprimido e
extragdo assistida por ultrassom. Diante do exposto, o presente trabalho visa avaliar o
potencial da extragcdo ndo convencional com propano comprimido na obtencéo do Oleo de
sementes destas variedades e comparar os rendimentos e a qualidade destes 6leos com
aqueles obtidos pelas técnicas de extragdo em Soxhlet e com a extracdo assistida por

ultrassom.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da extragdo ndo convencional com propano comprimido na
obtencédo do 6leo de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo cultivados sob o
sistema organico de producdo e comparar os rendimentos e a qualidade destes 6leos com
aqueles obtidos pelas técnicas de extragdo em Soxhlet e com a extracdo assistida por

ultrassom.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Definir as condi¢cdes de processo (relacdo semente:solvente, tempo e temperatura)
gue maximizam o rendimento em 6leo, utilizando a extracdo assistida por ultrassom;

e Determinar os rendimentos de extracdo a partir do emprego dos seguintes métodos:
Soxhlet (utilizando n-hexano e etanol como solventes), extracdo assistida por
ultrassom (utilizando etanol como solvente) e extracao subcritica utilizando propano
como solvente;

e Avaliar o efeito das extracbes na estrutura das sementes de maracuja por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV);

e Determinar, nos 6leos extraidos das sementes, as caracteristicas fisico-quimicas
(indice de refracao, indice de iodo, densidade, indice de acidez e acidos graxos
livres) e o perfil de acidos graxos com base em cromatografia gasosa com detector
de ionizacdo de chama (CG-FID);

e Identificar a quantidade total e os isbmeros de tocoferdis presentes nos 6leos;

e Avaliar a estabilidade térmica dos 6leos a partir da analise termogravimétrica (TG);

¢ Analisar a capacidade antioxidante dos Oleos utilizando os métodos in vitro: DPPH,
FRAP e ABTS;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos oOleos frente a Escherichia coli,

Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MARACUJA

O maracujazeiro (Passiflora spp.) pertence a classe Magnoliopsida, a ordem
Malpighiales, a familia Passifloraceae e ao género Passiflora (JUDD et al., 1999). Existem
mais de 500 espécies desse género, sendo 120 espécies nativas do Brasil e
aproximadamente 50 delas apresentam potencial valor comercial (CERQUEIRA-SILVA et
al., 2014; PEREIRA; CORREA; OLIVEIRA, 2015).

Entre as espécies e variedades comestiveis, destacam-se a Passiflora edulis f.
flavicarpa, conhecida como maracuja amarelo ou maracuja azedo e a Passiflora alata
Curtis ou maracuja doce (FILHO; LEITE; RAMOS, 2010; VASCONCELLOS et al., 2001).

P. edulis f. flavicarpa (maracuja azedo) € a variedade na qual a produgcédo comercial
mundial é baseada (CARR, 2013). Os frutos sao redondos, a casca amarela ou amarela
esverdeada e contém mdltiplas sementes (caracteristica comum da familia Passifloraceae)
cercadas de uma polpa amarela gelatinosa de sabor acido e aroma intenso (LOPEZ-
VARGAS et al., 2013).

P. alata Curtis (maracuja doce) é uma espécie nativa do Brasil e de ocorréncia
bastante generalizada, podendo ser cultivada em todos os estados do pais (ALVES et al.,
2012). Apesar de ser a segunda espécie mais cultivada no Brasil, ainda € desconhecida da
maioria da populacdo (MELETTI et al., 2003; FALEIRO; JUNQUEIRA; BRAGA, 2005).
Apresenta frutos ovais ou periformes, e a casca intensamente alaranjada, lembrando um
mamao papaia. A polpa é adocicada, de odor forte e agradavel (MELETTI, 1996; MELETTI,
MAIA, 1999).

O aspecto do maracuja azedo e do maracuja doce pode ser observado na Figura

O cultivo comercial de maracuja doce tem crescido em funcéo dos elevados precos
do produto no mercado de frutas frescas e apresenta grande potencial de comercializacéo,
tanto no mercado interno como para exportacdo, devido as suas caracteristicas de
tamanho, coloragdo externa, aroma e demais qualidades sensoriais. Apesar disso, 0

maracuja azedo € a espécie que predomina em volume de producdao.
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FIGURA 1 - CARACTERiSTICAS DO FRUTO DO MARACUJA: (A) Passiflora edulis f. flavicarpa
(MARACUJA AZEDO) E (B) Passiflora alata Curtis (MARACUJA DOCE).

FONTE: O autor (2017).

O Brasil é 0 maior produtor mundial de maracuja. No ano de 2015, a producédo
brasileira foi de aproximadamente 694 mil toneladas (IBGE, 2016). Estima-se que 60% da
producdo brasileira de maracujd seja destinada ao consumo in natura. O restante é
destinado as industrias de processamento, sendo o suco o principal produto (FIGUEIREDO
et al., 2009). O suco concentrado representa a maior parcela da exportacdo, sendo
comercializado mais intensamente para Holanda, Estados Unidos, Porto Rico, Japéo e
Alemanha, os quais importam 76% do suco concentrado produzido no Brasil (MELETTI,
2011). Estima-se que sao necessarias 10 toneladas de frutas para fazer 1 tonelada de
suco concentrado (LIMA, 2002).

Em relacdo ao maracuja doce, apesar da literatura enfatizar que seu consumo é
como fruta fresca, existe um nicho de mercado no Brasil que explora o processamento
deste fruto. Os produtos obtidos a partir de tal processamento sdo os chamados
preparados a base de frutas e polpas, que sdo comercializados exclusivamente para
industrias, que utilizam essa matéria prima em seus produtos finais (bebidas lacteas,
iogurtes e sobremesas).

A valorizacdo econdmica de alguns 6leos vegetais extraidos de frutos passa pelo
melhoramento tecnolégico de uma cadeia produtiva que envolve: o cultivo, a extracdo dos
Oleos e a caracterizacdo de suas propriedades que favorecam aos interesses das
industrias que trabalham com estes produtos (REMEDIOS et al., 2006).

Dessa forma e considerando-se que o descarte das sementes resultantes do
processamento do maracuja constitui sério problema para as indlstrias e que existe
grande potencial de aproveitamento deste residuo, existem demandas para pesquisas em
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relacdo a extracdo do 6leo de sementes de maracuja visando a geracao de valor para este

subproduto.

2.1.1 Rendimento e composi¢ao quimica do 6leo de sementes de maracuja

A composicdo quimica do maracuja € amplamente influenciada por diversos
fatores, como a variedade, fatores genéticos, grau de maturacdo, época de colheita,
condicdes climéticas, composicdo do solo, regido de cultivo e praticas de cultura (SIDDIQ,
2012). A composigao quimica também é afetada de acordo com os métodos e eficiéncia do
processamento e das proporcdes de cascas e sementes contidas no material (FERRARI;
COLUSSI; AYUB, 2004).

O maracuja é um fruto tropical que tem sido alvo de estudos devido as suas
propriedades medicinais presentes nas folhas e flores, bem como a atividade antioxidante
da polpa. Nas sementes, os estudos tém sido relacionados ao teor e a qualidade do seu
oleo.

Prasad (1980) identificou que as sementes do maracuja contém cerca de 23% de
6leo com caracteristicas quimicas e fisicas semelhantes as do 6leo de gergelim, soja e
outros Oleos vegetais.

Ferrari, Colussi e Ayub (2004) estudaram as sementes provenientes da extracao
do suco de maracuja (Passiflora edulis) obtidas de uma industria de alimentos localizada
em Minas Gerais. As amostras analisadas apresentaram 25,7% de 6leo.

Liu et al. (2008) investigaram as propriedades fisico-quimicas do Oleo das
sementes de Passiflora visando identificar o seu valor nutricional, e os resultados
encontrados mostraram que as sementes sao ricas em 06leo (23,40 + 2,50%).

Malacrida e Jorge (2012) analisaram as sementes secas do maracuja azedo
(Passiflora edulis f. flavicarpa) e encontraram 30,39% de Oleo.

Silva e Jorge (2017) pesquisaram sobre a composicéo de varios 6leos obtidos de
sementes de frutas, e identificaram um total de 286,20 mg.kg™ de tocoferol em éleo de
semente de maracuja azedo, além de carotenoides (6,70 ug p-caroteno/gsieo), COMpPOStos
fendlicos e fitosterois, considerados compostos bioativos.

As sementes do maracuja sdo consideradas boas fontes de acidos graxos

essenciais que podem ser utilizados nas industrias de alimentos e cosmética. O acido
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linoleico (n-6) € um dos principais acidos graxos do 6leo da semente de maracuja (cerca de
55-66%), seguido pelo acido oleico (18-20%) e pelo acido palmitico (10-14%). O acido a-
linolénico (n-3) é encontrado em menor quantidade (0,8-1%) (LEONEL; LEONEL,;
DUARTE-FILHO, 2000). Outros trabalhos também encontraram alto teor de &cidos graxos
essenciais no 0leo extraido de semente de maracuja azedo (LIU et al., 2009).

Tais resultados demonstram que a semente do maracuja € uma fonte
potencialmente valiosa e alternativa para a obtencéo de 6leo de alta qualidade (LIU et al.,
2008).

Na literatura predominam as pesquisas com as sementes de maracuja azedo. Nao
foram encontradas informacdes a respeito do rendimento e da composicdo quimica do 6leo

de sementes de maracuja doce produzido no sistema organico de producao.

2.1.2 Sistema Organico de Producao

A crescente preocupacao tanto com a preservacao do meio ambiente, quanto com
0os danos causados a saude e ao bem estar do homem devido a utilizacdo de insumos
quimicos sintéticos na producdo de alimentos fortaleceu a busca por praticas agricolas
alternativas, sendo a agricultura organica a mais conhecida delas (NEVES, 2004).

A agricultura organica € o termo que se emprega para designar o sistema de
producdo agricola ecoldgico e sustentavel, baseado na preservacgao, respeito a terra, ao
ambiente e ao homem. A agricultura sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada
apoia-se em praticas conservacionistas de preparo do solo, rotacdes de culturas e
consorcios, no uso da adubacéo verde e de controle biolégico de pragas, bem como no
emprego eficiente dos recursos naturais (NEVES, 2007; SANTOS et al., 2013).

No Brasil, conforme regulamentado pela Lei Federal n°® 10.831 de 23 de dezembro
de 2003 e pelo Decreto n° 6.323, de 27 de dezembro de 2007 (BRASIL, 2003; BRASIL,
2007), considera-se sistema organico de producdo agropecuaria todo aquele em que se
adotam técnicas especificas, mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e
socioecondémicos disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades rurais,
tendo por objetivo a sustentabilidade econdmica e ecoldgica, a maximizacdo dos
beneficios sociais e a minimizacdo da dependéncia de energia ndo renovavel. Neste

sistema nédo é permitido o uso de substancias que coloquem em risco a saude humana e o
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meio ambiente. Nao sao utilizados fertilizantes sintéticos, agrotoxicos, organismos
geneticamente modificados e radiacdes ionizantes, em qualquer fase do processo de
producdo, processamento, armazenamento, distribuicio e comercializagcdo. Para
comercializar seus produtos € necessario que os produtores tenham uma certificacdo de
um Organismo de Avaliacdo da Conformidade Organica (OAC), credenciado junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Organico € o termo que rotula um alimento in natura produzido através deste
sistema agricola. A demanda por estes alimentos tém impulsionado o crescimento do
mercado (BARBOSA; SOUSA, 2012). De acordo com os registros do projeto Organics
Brasil, o indice foi de 25% em 2015 (ORGANICSNET, 2016).

O Brasil possui o maior mercado de produtos organicos da América Latina (FiBL;
IFOAM, 2015). A produgédo organica nacional pode ser encontrada em 22,5% dos
municipios brasileiros. Sudeste € a regido com maior area de producdo organica, seguida
das regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sul (ORGANICSNET, 2017). Mais de 70% da
producdo organica nacional é exportada para os Estados Unidos, Europa e Japédo
(TERRAZZAN; VALARINI, 2009).

O cultivo do maracujazeiro em sistemas organicos ainda € incipiente, comparada a
producdo convencional. Apesar disso, a demanda de mercado para frutas cultivadas no
sistema orgéanico tem aumentado regularmente nos dltimos anos, e o Brasil esta entre os
principais exportadores de sucos citricos organicos (LIU, 2003).

E latente o potencial de expansdo da producédo de alimentos organicos no Brasil e
escassos 0s estudos sobre Oleos de sementes extraidos de frutos cultivados neste
sistema. Desta forma, este estudo visa contribuir com informacdes referentes as
caracteristicas do 6leo de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo cultivados no

sistema organico de producéao.

2.2 OLEOS VEGETAIS

2.2.1 Estrutura, composicao, funcéo e importancia

Os lipidios sdo macromoléculas encontradas tanto nos vegetais como nos animais

e exercem fungbes muito importantes em varias atividades biolégicas, além de fazer parte
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da composicdo da estrutura celular e atuar como reserva energética (NELSON; COX,
2014).

Os lipidios abrangem um numero elevado de substancias e podem ser agrupados
de acordo com a estrutura quimica. As formas mais abundantes e os de principal
importancia em alimentos sé@o os triacilglicerois. Triacilglicerdis séo lipidios formados pela
ligacdo de trés moléculas de acidos graxos com uma molécula de glicerol. Os éacidos
graxos sdo acidos carboxilicos constituidos de cadeias de hidrocarbono com um grupo
carboxila terminal e se diferenciam pelo comprimento da cadeia e numero, posicdo e
configuracdo das duplas ligacbes (VISENTAINER; FRANCO, 2006). Sdo classificados
conforme a presenca de duplas ligacdes (insaturacdes) entre as cadeias de carbono. Séo
denominados &cidos graxos saturados na auséncia de duplas ligacbes, acidos graxos
monoinsaturados pela presenca de uma insaturacdo e acidos graxos poli-insaturados pela
presenca de duas ou mais insaturacdes (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000).

Nas plantas, as sementes armazenam triacilglicerdis como reserva de energia para
0S processos germinativos e de crescimento (TZEN et al., 1993). Oleos vegetais
representam um dos principais produtos derivados de plantas, dentre o0s quais
aproximadamente 75% s&o extraidos de sementes (SALAS et al., 2000). Oleos vegetais
consistem principalmente de triacilgliceréis (95%) (KAMAL-ELDIN, 2006).

A maioria dos Oleos vegetais, em especial os de sementes de oleaginosas, é
bastante insaturada, contendo principalmente acidos graxos de 18 carbonos. Dentre os
acidos graxos mais comumente encontrados em 6leos vegetais (como os 6leos de soja,
milho, canola, oliva) estdo: acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico
(C18:1), &cido linoleico (C18:2) e &cido linolénico (C18:3) (McCLEMENTS; DECKER,
2010).

Em geral, quanto maior o grau de insaturacéo, mais suscetivel esta o 6leo vegetal
a sofrer deterioracdo oxidativa (St. ANGELO, 1996). Dessa forma, é essencial conhecer a
composicdo em 4cidos graxos de 6leos para identificar suas caracteristicas e conhecer a
estabilidade desses produtos (ZAMBIAZI, 1999). Aléem disso, o grande interesse pela
composicao de oOleos esta relacionado a sua influéncia na satde humana.

Oleos vegetais constituem um importante componente da dieta humana, e s&o
fontes de &cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, que
desempenham um papel importante no metabolismo celular, como reserva de energia e
também fornecendo energia ao organismo, quando necessério. A relagdo de 4cidos graxos

saturados e insaturados é muito importante para a nutricdo humana. Enquanto altos niveis
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de acidos graxos saturados sdo desejaveis para aumentar a estabilidade de d6leos, por
outro lado, nutricionalmente, eles sdo indesejaveis, porque a ingestdo de altos niveis de
acidos graxos saturados é frequentemente associada ao aumento da concentracdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sangue e o risco de doencas cardiovasculares
(MICHA; MOZAFFARIAN, 2010; KUMAR; SHARMA; UPADHYAYA, 2016).

Por outro lado, existem evidéncias de que uma dieta contendo &cidos poli-
insaturados, como o0s acidos graxos essenciais e os de cadeia muito longa, como o 4cido
araquidénico (C20:4), acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5) e acido docosahexaendico
(DHA; C22:6), esta associada a reducdo de inumeras doencas (MOZAFFARIAN; WU,
2011; MOZAFFARIAN; WU, 2012).

Os &cidos graxos poli-insaturados sao os mais importantes lipidios bioativos, e sédo
encontrados principalmente em 6leos de sementes de plantas. S&o importantes substratos
para a biossintese de horménios celulares (eicosanoides) e outros compostos

sinalizadores que modulam a saude humana (ALUKO, 2012).

2.2.1.1 Acidos graxos essenciais

Acidos graxos essenciais sdo considerados lipidios bioativos, ou seja, atuam
desempenhando distintos efeitos biol6gicos e fisiol6gicos protetores a salde humana
(funcdo bioativa), promovendo saude e bem estar por prevenir e as vezes até auxiliar na
cura de doengas (HASLER, 2000; COIMBRA; JORGE, 2013; HADIAN, 2016).

Existem dois grupos de &cidos graxos essenciais, 0s acidos graxos 6mega-6 (n-6)
e os 6mega-3 (n-3), representados pelos acidos linoleico (C18:2) e a-linolénico (C18:3),
respectivamente. As estruturas quimicas dos acidos graxos n-6 e n-3 sao apresentadas na
Figura 2 (MARTIN et al., 2006).

Esses &cidos graxos sdo essenciais para a vida e ndo podem ser sintetizados pelo
organismo humano, devendo ser obtidos da dieta. Acidos graxos com duplas ligacdes n-6
e n-3 sdo considerados essenciais porque no metabolismo de lipidios, durante a sintese de
um acido graxo, as enzimas biossintéticas humanas podem inserir duplas ligagcdes na
posicdo n-9 ou acima, mas ndo podem inserir duplas ligacbes em nenhuma posicao mais
préxima ao grupo metil terminal (DI PASQUALE, 2009).



27

FIGURA 2 - ESTRUTURAS DOS ACIDOS LINOLEICO (A) E a-LINOLENICO (B).

0
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(B} OH R T I e R e T HaC

FONTE: MARTIN et al. (2006).

As familias n-6 e n-3 abrangem acidos graxos que apresentam insaturacdes
separadas apenas por um carbono metilénico, com a primeira insaturacdo no sexto e
terceiro carbono, respectivamente, enumerado a partir do grupo metil terminal (Figura 2)
(MARTIN et al., 2006).

O acido linoleico (C18:2 n-6) é o principal precursor do acido araquidénico (C20:4
n-6) (MADSEN et al.,, 1999) e o acido a-linolénico (C18:2 n-3) é o precursor de dois
importantes acidos graxos de cadeia longa: o acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido
docosahexaenoico (DHA) (ZAMBOM; SANTOS; MODESTO, 2004). O processo metabdlico
dos acidos graxos das familias n-6 e n-3 ocorre especialmente no figado, e se da por acédo
de enzimas que envolvem aumento no tamanho e no grau de insaturacdo da cadeia
(Figura 3) (PERINI et al., 2010).

Os é&cidos graxos araquidénico, EPA e DHA sdo fundamentais para o
funcionamento do organismo humano, atuando em varios processos fisioldgicos. O &cido
araquidénico e o acido eicosapentaenoico (EPA) sdo acidos que formam os fosfolipideos
das membranas biolégicas (MADSEN et al., 1999) e ddo origem aos eicosanoides
(prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos), mediadores inflamatoérios de
origem lipidica (CALDER, 2006). A prostaglandina protege o organismo de efeitos como
agregacdo plaquetaria (devido a sua acdo antitrombotica), inflamacéo e diminuigcdo da
resposta imune (LUU et al., 2007). O EPA também esta associado, principalmente, com a
protecdo da saude cardiovascular (ZAMBOM; SANTOS; MODESTO, 2004). O DHA é
considerado fundamental na formacao, desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da
retina, sendo predominante na maioria das membranas celulares desses 6rgdos. A

diminuicdo dos niveis desse &cido graxo nos tecidos da retina tem sido associada, em
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recém-nascidos, com anormalidades no desenvolvimento do sistema visual, e em adultos,
com a diminui¢do da acuidade visual (SANGIOVANNI; CHEW, 2005).

FIGURA 3 - METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS.

Acido linoleico (C18:2 n-6) Acido a-linolénico (C18:3 n-3)
<+—— 0-6-dessaturase —— >

Acido gama-linolénico (C18:3 n-6) Acido estearidénico (C18:4 n-3)
- elongase = -—— >

Acido dihomo-gama-linolénico (G203 n-6) Acido eicosatetraenoico (G20:4 n-3)
+—— 0-5-dessaturase -—- »

Acido araquiddnico (C20:4 n-6) Acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5 n-3)
-nneen elongase = -—— >

Acido docosatetraenoico (C22:4 n-6) Acido docosapentaenoico (C22:5 n-3)
- elongase = —— >

Acido tetracosatetraenoico (C24:4 n-6) Acido tetracosapentaenoico (C24:5 n-3)

) <+—— Q-B-dessaturase —— >

Acido tetracosapentaenocico (C24:5 n-6) Acido tetracosahexaenoico (C24:6 n-3)
«——  P-oxidagdo >

Acido docosapentaencico (C22:5 n-6) Acido docosahexaenoico (DHA; C22:6 n-3)

FONTE: PERINI et al. (2010)

O aumento da ingestdo diaria destes acidos graxos O0mega-3 e Omega-6
beneficiam na prevencéo de doencas crénicas como lUpus, diabetes, psoriase, obesidade,
doencas de Crohn e Alzheimer, artrite reumatoide, fibrose cistica e esclerose multipla.
Estudos também reportam que a presenca de niveis adequados de acidos graxos 6mega-3
no sangue s&o inversamente proporcionais ao risco de eventos cardiovasculares adversos,
como o acidente vascular cerebral e a morte subita (ALUKO, 2012).

Os acido linoleico e a-linolénico estdo presentes em alimentos de origem vegetal e
animal. A Tabela 1 apresenta as concentragdes dos acidos linoleico e a-linolénico em
alguns Oleos vegetais.

O oleo de girassol apresenta alto teor de acido linoleico, juntamente com o 6leo da
semente de uva. A maior concentragdo de acido a-linolénico ocorre no 6leo de linhaca,
sendo que o Oleo de soja e de semente de uva também apresentam concentracdes

significativas (Tabela 1).
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TABELA 1 - CONCENTRACAO DOS ACIDOS LINOLEICO E a-LINOLENICO EM ALGUNS OLEOS

VEGETAIS.

Oleos Acido linoleico (C18:2 n-6) Acido a-linolénico (C18:3 n-3)
(mg.g™) (mg.g™)

W Soja 510,0 68,0

@ Milho 523,0 11,6

® Oliva 97,6 7.6

@ inhaca 127,0 533,0

@ Coco 14,0 -

@ Girassol 685,0 1,0

@ sSemente de uva 670,0 90,0

FONTE: " MARTIN et al. (2006); ¥ YOUDIM; MARTIN e JOSEPH (2000).

Existe no Brasil uma vasta quantidade de sementes que contém 6leo. Entretanto, a
menos que a composicdo em &cidos graxos desses 6leos seja de particular interesse,
somente as sementes que apresentarem de 25% a 30% ou mais de 6leo representam
interesse para a extracdo comercial. Mesmo considerando esse limite como base para a
selecdo das sementes, existem no Brasil centenas delas que poderiam ser de grande
utilidade para o setor industrial (TURATTI; GOMES; ATHIE, 2002), visto que podem
apresentar na sua composicdo outras substancias com potencial para aplicacoes
diversificadas.

Além dos triacilglicerdis, outros componentes estdo presentes nos 6leos, como 0s
fosfolipideos, acidos graxos livres, monoacilgliceréis, diacilgliceréis, pigmentos (clorofila), e
varios compostos bioativos, como o0s tocoferbis, compostos fendlicos, fitosterdis e
carotenoides (KAMAL-ELDIN, 2006).

2.2.1.2 Tocoferol

Os tocoferois sdo compostos monofendlicos que consistem de um nucleo basico
constituido por dois anéis, um fendlico e outro heterociclico, ligados a uma cadeia lateral
saturada formada por 16 carbonos (MUNTEANU; ZINGG; AZZI, 2004). Eles ocorrem em
quatro formas: q, B, vy, &-tocoferol, que se diferenciam em funcédo do nimero e posicao de
grupos metila ligados ao anel aromatico (Figura 4) (GLISZCZYNSKA-SWIGLO et al.,
2007). Este grupo de moléculas é responsavel pela atividade de vitamina E.

Os Oleos vegetais sdo a principal fonte de vitamina E da alimentacdo humana

(SWIGLO; SKORSKA, 2004). A presenca desses compostos é importante para a
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estabilidade dos 6leos bem como pelos beneficios nutricionais e possiveis efeitos a saude
relacionados ao consumo de 6leos (ANDRES; OTERO; VERA, 2011).

FIGURA 4 - ESTRUTURA QUIMICA DO TOCOFEROL.

Ry

Ry R2 Rs
a-tocoferol -CH3 -CH3 -CHs;
B-tocoferol -CH; -H -CH;
y-tocoferol -H -CH; -CH;
o-tocoferol -H -H -CHs;

FONTE: GLISZCZYNSKA-SWIGLO et al. (2007).

Tocoferdis estdo entre os mais importantes antioxidantes lipossolaveis em
alimentos bem como em tecidos humanos e exercem uma inibicdo efetiva na oxidacao
lipidica de Oleos vegetais e gorduras (atividade antioxidante in vitro) bem como em
sistemas biologicos (atividade antioxidante in vivo) (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996).

Os q, B, y, 6-tocoferol diferem em sua atividade antioxidante in vitro e in vivo. O a-
tocoferol € o mais estudado, devido a sua elevada atividade biolégica como vitamina E,
sendo 0 mais eficiente antioxidante in vivo; porém, apresenta fraca atividade antioxidante
in vitro (CHAIYASIT et al., 2007).

A vitamina E (termo genérico que se refere aos tocois a, B, y, 6-tocoferol) tem sido
utilizada por muitos anos na prevencao e tratamento de doencga arterial coronariana
(SPENCER; CARSON; CROUCH, 1999) e estudos sugerem que essa vitamina impede ou
minimiza os danos provocados pelos radicais livres associados com doencas especificas,
incluindo o cancer, artrite, catarata e o envelhecimento (MORRISSEY; SHEEHY;
GAYNOR, 1994; HEINONEN et al., 1998; AZZI; STOCKER, 2000). Sua deficiéncia pode
causar varias doencas, como anemia, comprometimento do sistema imunologico e

problemas neuromusculares e neurolégicos (SHAHIDI; CAMARGO, 2016).
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A atividade antioxidante dos tocoferéis € principalmente devida a capacidade de
doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos, interrompendo a propagacao
em cadeia (RAMALHO; JORGE, 2006). Ao doar hidrogénios fendlicos aos radicais peroxila
(ROQ’) originados pela oxidacéo lipidica, formam um hidroperéxido (ROOH) e um radical
tocoferoxila (TO"), que tem menor capacidade de propagar a peroxidagao lipidica quando
comparado com o radical peroxila. O radical tocoferoxila reage com outro radical

tocoferoxila (ou com outro radical peroxila), formando produtos mais estaveis (Figura 5).

FIGURA 5 - MECANISMO DE ACAO ANTIOXIDANTE DO TOCOFEROL.
ROO" + TOH — ROOH + TO’

ROO + TO' — produtos estaveis

TO +TO"  — produtos estaveis

Onde:

TOH = tocoferol

ROOH = hidroperoxido
ROO’ = radical peroxila

TO" = radical tocoferoxila

FONTE: LAMPI et al. (1999).

Os tocoferéis também podem inibir a oxidacéo induzida pelo oxigénio singlete; este
mecanismo antioxidativo envolve a doacdo de um elétron pelo tocoferol para o oxigénio
singlete (mais reativo), originando uma molécula de oxigénio triplete (menos reativa)
(KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996).

Em relacdo ao potencial antioxidante relativo do tocoferol em 6leos e gorduras (in
vitro), estudos indicam que a atividade antioxidante dos quatro tocoferbis apresenta a
seguinte ordem: & >y = 3 > a. Contudo, essa ordem pode ser alterada por diversos fatores,
tais como a temperatura, disponibilidade de oxigénio, exposicdo a luz, entre outros
(CHAIYASIT et al., 2007; KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996). Existem evidéncias de que
a capacidade antioxidante dos Oleos vegetais pode ser influenciada pelo conteudo total de
tocoferol bem como pela concentracdo de alguns tocoferdis individuais (VALAVANIDIS et
al., 2004; SHINTANI; DELLAPENNA, 1998).

A composicao de tocoferol de alguns Oleos vegetais é apresentada na Tabela 2.
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TABELA 2 - CONTEUDO DE TOCOFEROL EM ALGUNS OLEOS VEGETAIS.

Oleo vegetal Tocoferol (mg.100 g ™)

a B Y o)
W Soja 11,6 1,7 57,8 26,3
W Girassol 67,1 2,3 0,4 -
@ Algodéo 40,3 0,2 38,3 0,4
Woliva 9,6 0,6 1,2 -
W palma 37,7 0,1 0,4 -
@ Milho 25,7 0,9 75,2 3,2
@ Coco 1,8 0,2 tr 0,4

FONTE: ™ KAMAL-ELDIN; ANDERSSON (1997). ® SYVAOJA et al. (1986). tr = traco.

O ao- e o y-tocoferol sdo 0s mais encontrados na maioria dos Oleos vegetais
(SALDEEN; SALDEEN, 2005).

Malacrida e Jorge (2012) determinaram a composicdo de tocoferéis do Oleo
extraido de semente de maracuja azedo (P. edulis f. flavicarpa) produzido no sistema
convencional e encontraram um total de 50 mg.100g™ de tocoferol, onde a concentracdo
de B-, y- e -tocoferol foram de 5,4; 16,7 e 27,9 mg.100g™, respectivamente.

O conteudo de tocoferol em 6leos vegetais depende de varios fatores, como o
gendtipo da planta, condi¢des climéticas de crescimento e de colheita, contetddo de &cidos
graxos poli-insaturados, condicbes de processamento e armazenamento (TASAN;
DEMIRCI, 2005).

2.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas de 6leos vegetais

As caracteristicas fisicas e quimicas dos 6leos sdo grandemente influenciadas pelo
tipo e proporcdo de acidos graxos (SENANAYAKE; SHAHIDI, 2002). Os oleos vegetais
diferem no grau de insaturacdo, na constituicio em acidos graxos bem como nha
guantidade e qualidade dos compostos presentes na matéria insaponificavel. Essas
diferencas refletem diretamente na estabilidade oxidativa, na qualidade sensorial e
tecnologica dos diferentes 6leos (KAMAL-ELDIN, 2006).

As determinacdes feitas na analise de Oleos sdo geralmente as dos chamados
indices, que sdo expressbes de suas propriedades fisicas ou quimicas e servem para

identificacdo e avaliagdo da maioria dos 6leos (MORETTO et al., 2002):
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e O indice de acidez revela o estado de conservacao do 6leo. A rancidez é quase
sempre acompanhada pela formacgéo de acido graxo livre. A acidez livre de um
Oleo decorre da hidrolise parcial dos triglicerideos, por isso € uma variavel
intimamente relacionada com a natureza e a qualidade da matéria-prima, com a
qualidade e o grau de pureza do 6leo, com o processamento e condi¢bes de
conservacao do 6leo;

e O indice de iodo relaciona-se com a quantidade de duplas ligacdes presentes na
amostra, e a reducdo observada neste indice se deve a quebra de duplas
ligacdes resultantes, por exemplo, de reacdes de oxidacdo. O indice de iodo,
portanto, proporciona uma medida do grau de insaturacdo de Oleos; quanto
maior a insaturacdo de um acido graxo, maior sera o indice de iodo.

As propriedades 6pticas dos lipidios influenciam na aparéncia geral do 6leo e dos
alimentos onde estes sdo utilizados. Uma das propriedades épticas mais importantes dos
lipidios € o seu indice de refracdo. Os 6leos possuem poder de refringéncia diferente e, de
acordo com sua natureza, desviam com maior ou menor intensidade os raios luminosos
que os atravessam. O indice de refracdo de um 6leo em particular é determinado pela
estrutura molecular dos &cidos graxos que ele contém. Este indice tende a aumentar com o
crescimento da extensdo da cadeia e com o aumento do numero de duplas ligacdes
(MORETTO et al., 2002; McCLEMENTS; DECKER, 2010).

A densidade de um lipidio é definida como a massa de material requerida para
ocupacdo de um determinado volume. Essa informagdo costuma ser importante para o
delineamento de operacBes de processamento de alimentos, ja que ela determina a
quantidade de material que pode ser armazenado em um tanque ou fluir ao longo de uma
tubulacédo de volume determinado. A densidade diminui com 0 aumento da temperatura
(McCLEMENTS; DECKER, 2010).

2.3 ESTABILIDADE TERMICA DOS OLEOS VEGETAIS

A estabilidade oxidativa de O6leos vegetais € um parametro de qualidade
importante, pois estd diretamente relacionada com as caracteristicas sensoriais e

nutricionais dos 0Oleos, além de determinar seu uso e aplicacao.
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Nos ultimos anos, tem se intensificado os estudos com o objetivo de desenvolver
métodos de andlises alternativos mais rapidos e eficientes para a determinacdo da
estabilidade de O6leos. Neste contexto, os métodos termoanaliticos tém recebido
consideravel atencéo, despertando o interesse das industrias de alimentos. Esses métodos
Sao mais vantajosos que 0os meétodos convencionais, pois SA0 mais precisos, sensiveis,
requerem pequena quantidade de amostra e os resultados séo obtidos mais rapidamente
(SOUZA et al., 2004). O conhecimento sobre as propriedades térmicas auxilia a quantificar
as reac0Oes induzidas pelo calor em O6leos durante o processamento e armazenamento
(VOLLI; PURKAIT, 2014).

A analise térmica compreende um conjunto de técnicas por meio das quais uma
propriedade fisica ou quimica de um material é medida em funcdo do tempo ou da
temperatura, enquanto o material € submetido a uma programacdo controlada de
temperatura sob uma atmosfera especifica (IONASHIRO; GIOLITO, 1980).

Dentre as técnicas de analises térmicas mais utilizadas esta a analise
termogravimétrica (TG), que mede a variagdo de massa de uma amostra em funcdo da
temperatura, enquanto essa é submetida a uma programacdo controlada. A perda de
massa pode ser relacionada com muitos fenbmenos, como desidratacdo, decomposicao,
oxidacdo, sublimacao, entre outros, que podem servir para diferentes aplicacdes, como o
estudo da decomposicao térmica de alimentos (IONASHIRO, 2005).

A andlise termogravimétrica (TG) tem sido utilizada para estimar a estabilidade de
Oleos vegetais. Santos et al. (2002) avaliaram a estabilidade térmica de varios Oleos
vegetais comerciais em temperatura de 20 a 800 °C, com taxa de aquecimento de 2,0, 5,0,
10 e 20 °C.min?, em atmosfera de ar sintético. De acordo com as curvas
termogravimétricas a estabilidade observada foi: oléo de milho > girassol > soja > arroz >
mistura de soja e oliva > mistura de girassol e oliva > canola > oliva. Estes autores
concluiram gue os resultados obtidos sdo dependentes da composicdo em acidos graxos,
e influenciados pela presenca de antioxidantes naturais e artificiais nos 6leos.

Santos et al. (2012) estudaram o comportamento térmico do 6leo da castanha do
Brasil obtido por diferentes métodos de extracdo e solventes, submetido a temperatura de
até 750 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C.min, em atmosfera de ar sintético. As
curvas termogravimétricas mostraram estabilidade até 250 °C e o processo de
decomposicdo ocorreu em um estagio Unico. A perda de massa foi de aproximadamente

98% na faixa de temperatura de 250 a 550 °C. Os resultados da analise termogravimétrica
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mostraram que 0os métodos de extracdo nao influenciaram no comportamento térmico, pois
a perda de massa seguiu um padréo para todas as amostras de 6leo analisadas.

Volli e Purkait (2014) estudaram a degradacédo térmica de Oleos de soja, mostarda,
oliva e karanja em temperatura de 25 a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10, 20, 30, 50
e 100 °C.min%, em atmosfera de nitrogénio. Os resultados mostraram um estégio Unico de
decomposicdo para todos os Oleos analisados. De acordo com os autores, os resultados
obtidos a partir de diferentes taxas de aquecimento podem ser considerados precisos e
consistentes.

Andrade et al. (2015) compararam a degradacédo térmica do 6leo de semente de
maracuja azedo obtido por prensagem mecanica a frio, refinado e clarificado (com carbono
ativado e bentonita) com o 6leo padrdo (ndo clarificado) em diferentes tempos de
estocagem (zero, 45 e 90 dias), em temperatura de 25 a 900 °C, com taxa de aquecimento
de 10 °C.min, em atmosfera de nitrogénio. Todos os 6leos analisados apresentaram um
estagio unico de decomposicdo. No dia zero, o Oleo tratado com bentonita iniciou a
decomposicao térmica em 220 °C e os demais em 330 °C. Apo6s 45 e 90 dias de
estocagem, as curvas indicaram comportamento similar e um estagio Unico de
decomposicdo. Os 6leos refinados iniciaram a decomposicdo em 330 °C, com completa
degradacdo em 480 °C. O 6leo padrao iniciou a decomposicao térmica em 260 °C (45 dias)
e 300 °C (90 dias), com degradacdo completa em 485 °C. Os autores concluiram que
Oleos apresentaram alta estabilidade térmica, sendo os 6leos refinados mais estaveis que
o Oleo padréo.

Timilsena et al. (2017) pesquisaram sobre a degradacdo térmica em O6leo de
semente de chia em temperatura de 25 a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C.min™,
em atmosfera de nitrogénio. A curva termogravimétrica mostrou uma pequena perda de
massa (< 1%) quando o 6leo foi aquecido até 215 °C. A perda de massa aumentou
rapidamente (60%) quando a temperatura atingiu 425 °C, sendo a degradacdo do Oleo
mais pronunciada acima desta temperatura. Aproximadamente 85% do 0Oleo foi degradado
quando aquecido a 455 °C. A degradacédo continuou com 0 aquecimento, e a perda de
massa foi completa quando a temperatura alcangou 600 °C. Os autores concluiram que o
Oleo de semente de chia se manteve estavel até 300 °C e devido a suas caracteristicas
fisico-quimicas e térmicas, este 0leo pode ser utilizado em saladas e para fritura.

Nao foram encontradas na literatura informacbes a respeito de analises

termogravimétricas em Oleos de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo
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organicos obtidos pela extragdo com propano comprimido e pela extracado assistida por

ultrassom.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O conhecimento sobre o teor antioxidante de alimentos € importante devido aos
beneficios que promovem ao alimento (como o aumento do tempo de estocagem e a
reducdo de perdas nutricionais) e a saude humana, ja que uma dieta rica em antioxidantes
reduz o risco de desenvolvimento de doencas.

O crescente interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de plantas € devido
a sua baixa toxicidade em relacdo aos antioxidantes sintéticos. Subprodutos industriais
gerados do processamento de frutas e vegetais sdo ricos em antioxidantes, em acido
ascorbico, tocoferois, carotendides e em compostos fenolicos e tém demonstrado eficaz
atividade antioxidante em sistemas modelos (WOLFE; WU; LIU, 2003; MANACH et al.,
2004).

A oxidacdao lipidica € um fenbmeno complexo que pode ser influenciado por uma
série de fatores, podendo ocorrer nos tecidos animais e vegetais e nos produtos obtidos
dos mesmos. Em 6leos, pode iniciar-se espontaneamente e pode ser acelerada por fatores
como temperatura, luz, concentracdo de oxigénio, presenca de compostos pré-oxidantes
(CHAIYASIT et al., 2007).

A deterioracdo oxidativa, principal forma de degradacdo dos Oleos vegetais,
envolve complexas reacOes radicalares autopropagantes, resultantes das interacdes
guimicas entre 0s acidos graxos insaturados e espécies reativas de oxigénio (CHOE; MIN,
2006). E um processo em cadeia que envolve uma sequéncia de reacbes, desde a
formacéao do radical livre (fase de iniciacédo), formacao de peroxidos e hidroperoxidos (fase
de propagacdo) e formacdo de produtos estaveis de oxidacdo (fase de terminacgéo)
(WASOWICZ et al., 2004). Como resultado tem-se o desenvolvimento de odores e sabores
indesejaveis (rango), com a consequente perda de acidos graxos essenciais (linoleico e a-
linolénico), diminuicdo da qualidade nutricional e segurangca do alimento, causada pela
formacdo de compostos potencialmente toxicos (MOURE et al., 2001).

Os antioxidantes protegem o0s 0leos vegetais contra a agdo de radicais livres, que

sdo moléculas ou atomos que possuem elétrons de valéncia desemparelhados e séo,
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portanto, altamente reativos e que iniciam e propagam o processo de oxidacdo (LOBO et
al., 2010). Denominam-se antioxidantes as substancias que presentes em concentracdes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a
oxidacdo do substrato (HALLIWELL, 1990). Segundo Moraes e Colla (2006), o potencial
antioxidante de um composto é determinado pela reatividade do mesmo como doador de
elétrons ou hidrogénio, sua capacidade de deslocar ou estabilizar elétrons
desemparelhados e sua reatividade com outro antioxidante e com o oxigénio molecular.

A prevencdo de processos oxidativos €& importante ndo somente para a
manutencdo ou aumento da vida de prateleira do 6leo, mas também para a protecédo da
saude humana (TSAI et al., 2005). Os antioxidantes apresentam potencial efeito na
prevencao de doencas, pois sdo capazes de proteger sistemas bioldgicos contra a acao
dos radicais livres, responsaveis por danos oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (ARUOMA, 1998).

Diversos radicais livres sdo constantemente formados pelo organismo humano por
meio de suas atividades metabdlicas normais. O consumo de oxigénio inerente a
multiplicac@o celular leva a formacdo de uma série desses radicais, que podem interagir
em excesso com moléculas de natureza lipidica, produzindo novos radicais hidroperéxidos
e diferentes peroxidos. A producao de radicais livres € controlada por diversos compostos
antioxidantes de origem enddgena ou obtidos através da dieta. A concentracao de radicais
livres pode superar a capacidade do organismo de elimina-las, devido a maior producdo
intracelular e/ou a ineficiéncia dos mecanismos de protecdo antioxidante. O desequilibrio
em favor da formacao dos radicais, denominado estresse oxidativo, pode promover danos
oxidativos que culminam com o desenvolvimento de doencgas, que incluem o cancer, artrite
reumatoide, catarata, declinio do sistema imune, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (HALLIWELL, 1996; SOUSA et al., 2007).

Durante o processamento, antioxidantes naturais presentes nas sementes
oleaginosas sdo separados em fragcOes lipossoluveis e hidrofilicas, e as concentracdes
variam de acordo com o processo e solvente utilizados (SCHMIDT; POKORNY, 2005). A
capacidade antioxidante é fortemente influenciada pelos solventes utilizados na obtencéo
dos extratos de fontes vegetais secas (SULAIMAN et al., 2011).

Existe uma série de métodos para a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro de
extratos vegetais. Dentre os meétodos, destacam-se o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila),
ABTS [(2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénicol e o FRAP (potencial

antioxidante de reducdo do ferro), que sdo muito empregados na determinagdo da
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atividade antioxidante de alimentos (LU; FOO, 2000). O ensaio do DPPH é o mais
amplamente utilizado para a determinacdo da capacidade antioxidante em diferentes 6leos
vegetais (TUBEROSO et al., 2007). Os métodos mais comumente explorados devido a
facilidade, rapidez e sensibilidade sdo o DPPH e o0 ABTS (ALI et al., 2008).

A maioria dos métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante apresenta o
mesmo principio, onde um radical colorido sintético € empregado e/ou um composto redox-
ativo é gerado e a capacidade da amostra de eliminar o radical ou reduzir o composto
redox-ativo € monitorado através de um espectrofotdmetro (OLIVEIRA, 2015). Os métodos
de analise podem ser classificados de acordo com os seguintes mecanismos: transferéncia
de elétrons, transferéncia do atomo de hidrogénio e/ou a mistura dos dois (APAK et al.,
2016).

Os mecanismos de transferéncia do atomo de hidrogénio e da transferéncia de
elétrons quase sempre ocorrem simultaneamente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Os
métodos DPPH e ABTS sdao dois radicais livres estaveis e coloridos que podem apresentar
esse mecanismo, onde a solucado reativa misturada ao 6leo vegetal pode doar um atomo
de hidrogénio ou transferir um elétron, gerando a forma reduzida do radical pela perda de
cor. O poder antioxidante da amostra estudada é medido pela diminuicdo na absorbancia
do radical estavel a 515 nm e a 734 nm para os métodos DPPH e ABTS, respectivamente
(MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004). No método DPPH a atividade
antioxidante pode ser expressa como porcentagem de atividade antioxidante (%AA), que
corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante (VINSON et al., 1995).
Para a quantificacdo da atividade antioxidante dos métodos DPPH e ABTS também pode
ser utilizado um padrao, no caso o trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)
e o0 resultado expresso como equivalentes molares desse padréo.

O ensaio do FRAP é baseado no mecanismo de transferéncia de elétrons e estima
a capacidade dos antioxidantes em reduzir o complexo de ferro férrico tripiridiltriazina
(Fe**-TPTZ) ao complexo de ferro ferroso tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ), de coloracdo azul e
a absorbancia da solucéo é medida em 595 nm (BENZIE; STRAIN, 1996). O método FRAP
apresenta algumas desvantagens, como o fato de requerer um meio acido (pH 3,6), que é
distante do pH fisiologico e apresenta reagdo incompleta com polifendis (APAK et al.,
2007).

Na maioria das vezes 0s mecanismos ocorrem simultaneamente nos alimentos e
seu equilibrio é determinado principalmente pelas propriedades fisico-quimicas dos

antioxidantes e pelas caracteristicas fisico-quimicas do alimento. Portanto, para que a
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determinacdo da capacidade antioxidante seja mais completa e representativa,
recomenda-se o0 uso de mais de um ensaio, de modo a contemplar ambos 0s mecanismos
de reacédo (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2009).

Recomenda-se fazer comparacBes diretas da atividade antioxidante de Oleos
vegetais entre diferentes estudos quando se utilizam 0os mesmos ensaios e solventes; caso
contrario os resultados podem variar muito entre os estudos, tornando-os incomparaveis
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

Malacrida e Jorge (2012) estudaram a atividade antioxidante de 6leos obtidos de
sementes de maracuja azedo convencional por Soxhlet utilizando éter de petréleo como
solvente. Pelo método DPPH, encontraram atividade antioxidante de 48% e CEs igual a
10,62 g sieo/g[DPPH.

Barrales, Rezende e Martinez (2015) avaliaram a atividade antioxidante do residuo
da industria do maracuja (mistura de semente e polpa) obtido por extracdo supercritica
utilizando CO, como solvente e assistida por ultrassom bem como por Soxhlet utilizando
hexano como solvente. O resultados do método DPPH variaram de 1,7 a 2,6 mg TE.Jsieo
para a extracdo supercritica e foi de 0,9 mg TE.gseeo - para a extracéo em Soxhlet.

Apesar da literatura apresentar alguns estudos que avaliaram a atividade
antioxidante do 6leo de sementes de maracuja (e por vezes de uma mistura de sementes,
polpa e casca), 6leos obtidos via tecnologia subcritica utilizando propano como solvente e
extracdo assistida por ultrassom nao tém sido amplamente investigados, ndo havendo

estudos sobre o0 6leo de sementes de maracuja doce organico obtido com esses métodos.

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O estudo da atividade farmacoldgica de novos agentes € de extrema importancia,
principalmente em um pais como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade. A
pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de
microrganismos resistentes e de infeccbes oportunistas fatais (PENNA et al., 2001). Tais
pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento do campo da saude em
nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e menos tdxicas na corrida contra a

resisténcia e o surgimento de microrganismos patogénicos (LIMA et al., 2006).
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Atualmente, existem varios meéetodos para avaliar a atividade antimicrobiana de
diferentes matrizes. Os métodos de diluicdo sdo os mais apropriados para a determinacao
do valor da Concentragcdo Minima Inibitéria (CMI). O valor da CMI é definido como a menor
concentragcdo do agente antimicrobiano estudado que inibe o crescimento do
microrganismo testado (PFALLER; SHEEDAN; REX, 2004).

O meétodo de diluicho em caldo considera a relacdo entre a proporcdo de
crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia
ensaiada. A avaliacdo € comparada frente a um padréo biologico de referéncia. O método
fornece resultados quantitativos e duas metodologias podem ser empregadas: macro e
microdiluicdo. O método da microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos, é considerado
um método barato, e tem como vantagens a reprodutibilidade, requer pequena quantidade
de amostra, economia de reagentes e de espaco (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Apesar da grande biodiversidade existente no Brasil e do grande potencial a ser
explorado, existem poucos dados sobre a atividade antimicrobiana de extratos obtidos de
residuos agroindustriais, como as sementes das variedades de maracuja organico, foco

deste estudo.

2.6 METODOS EMPREGADOS NA EXTRACAO DE OLEOS

A extracdo € uma operacdo unitaria que tem por objetivo a separacdo de
determinadas substancias a partir de diversas matrizes, sélidas ou liquidas, através de
processos quimicos, fisicos ou mecanicos (EGGERS; JAEGER, 2003), onde se retém uma
das fases (o extrato) e despreza outra (o residuo) (ANDREO; JORGE, 2006). Existem
diversos métodos para a extracdo de Oleos a partir de matrizes vegetais.

Oleos vegetais comestiveis sdo convencionalmente extraidos usando processos
de prensa mecanica ou solventes (OLIVEIRA; BARROS; GIMENES, 2013). Contudo estes
apresentam alguns inconvenientes e limitacdes. A extragcdo com prensa mecanica pode
degradar compostos bioativos e reduzir a vida de prateleira do Oleo devido a exposi¢cao ao
oxigénio e a luz, além da taxa de extracdo ser baixa. A extracdo por solvente € uma
operacdo de transferéncia de massa amplamente utilizada na industria de alimentos para
retirar o 6leo de sementes oleaginosas e podem utilizar uma ampla variedade de solventes

(PERRY, 2008). Essas técnicas, porém, utilizam altas temperaturas que podem promover a
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perda de substancias termicamente sensiveis, 0 processo é demorado, envolve alto custo
energeético, alto consumo de solvente e existe a necessidade de recuperacdo do solvente
apos a extracdo devido a problemas econdmicos, de seguranca ambiental e a
possibilidade de haver residuo de solvente no produto final (HERRERO; CIFUENTES;
IBANEZ, 2006). Apesar disso, a taxa de extracdo € mais elevada utilizando-se solventes
(LIU et al., 2009). Além dos problemas relatados, deve-se considerar também que existe
uma restricdo ao uso de solventes toxicos, ja que os 6leos sdo, geralmente, utilizados em
alimentos, em produtos farmacéuticos e em cosméticos.

Nos ultimos anos, métodos de extracdo capazes de superar as desvantagens
supracitadas tém sido estudados e propostos na literatura. Dentre 0S processos
alternativos, a extracdo assistida por ultrassom, a extracdo com fluido supercritico e a

extracdo com fluido comprimido estdo entre as técnicas mais promissoras.

2.6.1 Extracdo com Solvente Organico

A extracdo com solventes organicos € umas das técnicas mais antigas, onde o
processo consiste em colocar um solvente organico em contato com a matriz vegetal, e
apos certo tempo, suficiente para que ocorra a transferéncia dos constituintes sollveis
presentes na matriz, efetua-se a separacdo das fases solida e liquida a partir da
evaporacao do solvente (STEFFANI, 2003).

Uma das técnicas mais tradicionais de extracdo com solventes organicos é a de
Soxhlet, que foi desenvolvida por Franz von Soxhlet em 1879 e vem sendo considerada
padrdo ha mais de um século. Este método foi originalmente desenvolvido para a extracao
de lipidios de um material sélido (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Neste equipamento, o solvente é inicialmente aquecido, entra na fase vapor,
posteriormente & condensado e cai no cilindro onde esta a amostra, envolta por papel filtro.
O solvente entra em contato com a amostra em um processo intermitente. A solubilizacao
das substancias a serem extraidas da amostra ocorre até que o cilindro esteja totalmente
preenchido. Logo, a mistura solvente + extrato € sifonada para o baldo onde o solvente
encontrava-se inicialmente. O processo se reinicia até que todo o extrato tenha sido
arrastado pelo solvente e/ou tenha atingido o tempo determinado para a extracao e entéo o
solvente deve ser evaporado para se obter o extrato desejado (CAMPOMANES, 2012).
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Os liquidos extratores mais utilizados sado os hidrocarbonetos alifaticos (éter de
petréleo e o n-hexano), alcoois (etanol e metanol), cetonas (acetona e metiletilcetona),
acido acético, acetato de etila, éter etilico e agua (SIMOES et al., 1999).

A extracao convencional em Soxhlet apresenta diversas vantagens: a amostra entra
em contato com o solvente repetidas vezes, o que facilita o processo de transferéncia; o
sistema de extracdo é mantido em uma temperatura relativamente alta e constante, o que
pode contribuir para a extragdo dos compostos que se encontram nos poros da matriz
sélida; ndo h& necessidade de filtracdo para separacdo da matéria-prima do solvente ao
término do procedimento, pois ela esté isolada no papel filtro. Outro fator positivo é o baixo
custo do equipamento (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Contudo, existem sérias desvantagens da extragdo em Soxhlet, que s&o: longo
tempo de processo, o qual pode variar de 1 h a 72 h; possiveis degradacbes dos
compostos alvo devido ao aquecimento; a utilizacdo de elevada quantidade de solvente,
necessitando de uma etapa posterior para a eliminacdo do solvente apés a extracdo, o que
exige grande dispéndio de energia, torna-se um problema ambiental pelo descarte
inadequado dos residuos, além de que o extrato pode sofrer transformacfes oxidativas
durante essa etapa, que ocorrem na temperatura de ebulicdo do solvente (DIAZ-REINOSO
et al., 2006; CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010; WANG et al., 2010).

2.6.2 Extracdo assistida por ultrassom

O ultrassom é um dos métodos mais utilizados industrialmente para melhorar as
taxas de transferéncia de massa em varios tipos de processos (CORRALES et al., 2008).
O uso do ultrassom no processamento de alimentos foi revisado por Mason, Paniwnyk e
Lorimer (1996).

O ultrassom (US) é um processo que consiste na aplicacédo de energia na forma de
ondas sonoras que sao transmitidas em frequéncia superior aos limites audiveis pelo
ouvido humano, aproximadamente 20 kHz. Estas ondas provocam ciclos de expanséo e
compressdo no meio (vibracdo mecanica), ou seja, as moléculas do meio se afastam e se
aproximam inumeras vezes causando uma variagdo na pressdo no liquido, gerando
cavitacdo (LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).

O ultrassom melhora a eficiéncia da extracdo através da cavitacdo acustica e

efeitos mecéanicos. A cavitagdo acustica provoca cisalhamento criado pelo colapso de
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bolhas que causam explosdes e perturbam as paredes celulares do extrato, produzindo
sua ruptura, facilitando a penetracdo do solvente na célula e consequentemente
aumentando a liberacdo do produto intracelular (TOMA et al., 2001; LI; PORDESIMO;
WEISS, 2004; PAN et al.,, 2011). Outro efeito mecéanico € causado pela agitacdo do
solvente, o que permite o aumento da superficie de contato entre o solvente e as particulas
sélidas, ocorrendo uma maior penetracdo do solvente na amostra.

O uso do ultrassom tem como vantagens a reducdo do tempo de extracdo quando
comparado com os métodos convencionais, a propor¢do reduzida de solvente:amostra
(WU; LIN; CHAU, 2001) e o uso de baixas temperaturas, o que pode evitar o dano térmico
nos extratos e minimizar as perdas de compostos bioativos (HROMADKOVA;
KOVACIKOVA; EBRINGEROVA, 1999). Além disso, utiliza um equipamento simples para
produzir as ondas sonoras e permite o uso de diferentes solventes. Entretanto, apresenta
algumas desvantagens, como o solvente ndo poder ser renovado durante o processo, O
que limita sua eficiéncia, a necessidade de filtracdo da amostra e evaporagcédo do solvente
apos a extracdo, o0 que pode causar perdas elou contaminacdo do extrato pela
manipulacdo (CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998; LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).

Vérios estudos sugerem que a tecnologia ultrassdnica € uma ferramenta efetiva
para a extracdo de 6leo de sementes de fontes vegetais. Samaram et al. (2014) avaliaram
a viabilidade da extracdo assistida por ultrassom na recuperacdo de 6leo de semente de
mamao papaya e identificaram que o 6leo obtido por essa tecnologia é mais estavel e mais
claro, comparado com o0 06leo obtido por Soxhlet. Da Porto, Porretto e Decorti (2013)
conduziram experimentos com a extracdo assistida por ultrassom a 20 kHz, 150 W por 30
minutos e concluiram que nessas condi¢cdes essa tecnologia foi muito eficiente na extracéao
de 6leo de sementes de uva, pois o rendimento de 14% foi similar ao obtido com a
extracdo em Soxhlet por 6 horas. Goula (2013) obtiveram um rendimento de 60% ao
utilizar a extracao assistida por ultrassom na obtencéo de 6leo de semente de roma.

N&o foram encontrados estudos comparando a eficiéncia da extracao assistida por
ultrassom com outros métodos na recuperacao do 6leo de sementes do maracuja doce e

do maracuja azedo organico.
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2.6.3 Extracdo com fluido supercritico ou subcritico

E crescente o interesse no desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas que
minimizem o impacto ambiental, como a reducdo do consumo de energia, geracdo de
residuos menos téxicos, o melhor uso de subprodutos e melhor qualidade e seguranca do
produto final. O uso de processos de extracdo a alta pressdo vem ganhando espaco tanto
na area académica em pesquisas em escala piloto bem como em processos consolidados
em escala industrial. Algumas industrias utilizam essa tecnologia para a extracdo de
diversos compostos, tais como cafeina do café e de chas, aromas (CAPUZZO; MAFFEI;
OCCHIPINTI, 2013), oOleos essenciais (BRUNNER, 2010), 6leos de sementes, frutas,
folhas e flores, que séo utilizados pelas industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética
(KNEZ et al., 2014).

A tecnologia que utiliza fluidos pressurizados (em condi¢cdo supercritica ou
subcritica) para a obtencdo de extratos a partir de fontes vegetais tem sido reconhecida e
considerada promissora pela possibilidade de obtencdo de novos produtos com
caracteristicas especiais e por apresentar varias vantagens frente as técnicas tradicionais
de extracdo: € um processo flexivel devido a possibilidade de ajuste continuo do poder de
solvatacdo e seletividade do solvente; permite a eliminacdo de poluentes, tais como 0s
solventes organicos; a degradacao térmica e decomposicdo de compostos labeis séo
evitadas, devido a operacdo ser a temperatura reduzida, menores tempos de extracdo e o
processo se da na auséncia de luz e de oxigénio, o que impede que as reacbes de
oxidacdo ocorram (DEL VALLE; AGUILERA, 1999;: KNEZ; HABULIN, 2002; DIAZ-
REINOSO et al., 2006; REVERCHON; DE MARCO, 2006; SAHENA et al., 2009). Além

7

disso, essa tecnologia € considerada limpa, pois ao final do processo de extracdo o
solvente é completamente removido e separado do extrato/6leo por um sistema de
despressurizacdo (SAPKALE et al., 2010), obtendo dessa forma extratos livres de
solventes e com alta pureza (BRUNNER, 1994). Outro aspecto importante é que, além de
ser um processo sustentavel e ecologicamente correto, o gas pode ser recuperado,
reciclado e reutilizado sem a necessidade de etapas de purificagdo (KNEZ et al., 2014). A
principal desvantagem dessa tecnologia é o elevado custo para a estruturagdo do sistema,
que exige equipamentos de qualidade e seguros para suportar 0 processo em alta
pressao.

O fluido supercritico é definido como qualquer substancia que esteja acima de sua

pressdo e temperatura criticas (BRUNNER, 2005). Entretanto, se a temperatura ou a
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pressdo nao estiver acima do seu valor critico, a substancia estara no estado subcritico ou
comprimido (LANCAS, 2002). A temperatura critica (Tc) é a temperatura mais alta, na qual
0 gas pode ser convertido em liquido pelo aumento da presséo. A pressao critica (Pc) é a
pressdo mais elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da
temperatura (STEFFANI, 2003).

O diagrama de fases (Figura 6) mostra a area onde uma substancia pura existe
como um fluido supercritico. Conforme a temperatura e a pressao sdo aumentadas ao
longo da curva de vaporizacao, na qual gas e liquido estdo em equilibrio, o liquido torna-se
menos denso devido a expansao térmica, e o gas torna-se mais denso devido ao aumento
da pressdo. Eventualmente, as densidades das duas fases convergem e tornam-se
idénticas, a distingdo entre o gas e o liquido desaparece, e a curva de vaporizacao chega
ao final no ponto critico. A partir do ponto critico inicia a regido supercritica, regido de uma
Gnica fase que possui as propriedades de liquido (solvatacdo) e de gas (difusividade)
(CARVALHO JUNIOR, 2004).

FIGURA 6 - DIAGRAMA GENERICO DE FASES DE UMA SUBSTANCIA PURA.
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FONTE: BRUNNER (1994).

Fluidos em estado supercritico apresentam propriedades intermediarias entre as
do estado liquido e gasoso. Propriedades como a densidade e a solvatagdo sédo
semelhantes a do estado liquido e propriedades como viscosidade baixa e difusividade alta
se assemelham as dos gases (MAUL, 1999; BRUNNER, 2005). Essa combinacao faz dos
fluidos supercriticos excelentes solventes para varias aplicacoes.

As propriedades fisicas dos solventes supercriticos ou subcriticos (densidade,

difusividade, viscosidade, constante dielétrica) podem ser modificadas com a variacdo da
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pressdo e da temperatura do processo, o que faz com que o poder de solvatacdo e a
seletividade do solvente sejam alterados (LANCAS, 2000; PRONYK; MAZZA, 2009).

O processo de extracdo de componentes de matrizes solidas utilizando fluidos
pressurizados consiste de duas etapas: a extragdo e a separagao do extrato do solvente.
Na primeira etapa o solvente é distribuido uniformemente no interior do leito fixo de
particulas sélidas, que o absorvem, fazendo com que a estrutura das células e os canais
intercelulares dilatem, diminuindo a resisténcia a transferéncia de massa. Os compostos
que podem ser extraidos pelo solvente sdo dissolvidos e transferidos por difusdo de dentro
da matriz sélida e transportados pelo fluido. A transferéncia de massa ocorre até que o
equilibrio seja alcancado (BRUNNER, 1994). Na segunda etapa ocorre a separacao do
extrato do solvente, por um sistema de despressurizacédo na saida do extrator.

O rendimento de um processo de extracdo com fluido pressurizado pode ser
expresso pela razdo entre a massa de 0leo obtida e a massa de matéria-prima utilizada, ou
seja, € a maxima quantidade de material que pode ser extraido a uma determinada
temperatura, pressdo e vazdo. O rendimento ndo depende apenas das caracteristicas da
matéria-prima, mas também da forma como os compostos nela presentes interagem com o
solvente, ou seja, as propriedades do solvente também influenciam no valor do
rendimento. (MARTINEZ, 2005).

O comportamento cinético de uma extracdo supercritica ou subcritica é
representado através da construcdo da curva global de extracdo (OEC — Overall Extraction
Curve), conforme Figura 7. Para a obtencdo da curva plota-se a massa acumulada de 6leo

versus o tempo de extracao.

FIGURA 7 - CURVA TIPICA DE EXTRACAO CONTENDO AS TRES PRINCIPAIS ETAPAS DO PROCESSO.
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As curvas tipicas de extracdo podem ser divididas em trés etapas (Figura 7)
(BRUNNER, 1994).
1. Etapa com taxa de extracdo constante (CER — Constant Extraction Rate), na qual a
superficie externa das particulas estd completamente coberta por uma fina camada de
extrato, formada pela ruptura das células durante o processo de moagem. Nessa etapa a
conveccao € o mecanismo dominante e, portanto, a resisténcia a transferéncia de massa
esta na fase fluida. Esta etapa representa cerca de 50% do rendimento total obtido no

processo.

2. Etapa com taxa decrescente de extracdo (FER — Falling Extraction Rate): nessa etapa a
camada de extrato que recobre a superficie externa das particulas € menor, fazendo com
que a area efetiva de transferéncia de massa diminua e, consequentemente, faz com que a
taxa de transferéncia de massa nao seja mais constante como antes. Dessa forma, uma
vez que o Oleo ndo cobre totalmente as particulas solidas, inicia-se a difusdo do solvente
através dessas. Assim, durante esse periodo a difusdo, bem como a conveccéo,
caracterizam a taxa de transferéncia de massa. Até o final desta etapa o rendimento atinge
70% de seu total.

3. Etapa difusional (DC — Diffusional Controlled): esse periodo é controlado pela difuséo,
pois as particulas ja ndo se encontram recobertas com o extrato, o qual esta no interior das
células ndo quebradas ou no interior do sélido poroso. Assim, a difusdo passa a ser a
Unica fonte de transferéncia de massa disponivel.

O resultado pode ser afetado pelos parametros do processo e pelos fendmenos
qgue ocorrem no leito fixo durante a extracao, tais como a vazao de solvente e o tamanho
da particula. Assim, seu uso para comparacao entre curvas obtidas de matérias-primas
diferentes e de equipamentos distintos é limitado. Contudo, as informagfes que ela pode
fornecer, sé@o (teis para comparar uma série de experimentos com 0 mesmo substrato e o
mesmo equipamento (BRUNNER, 1994).

A escolha do fluido € um fator chave para a eficacia e rentabilidade econdmica do
processo de extracdo via tecnologia supercritica. Fatores como disponibilidade comercial,
custo, seguranca e facilidade de manipulacdo devem ser considerados (DANH et al.,
2009).

A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de substancias que podem ser utilizadas

como fluidos supercriticos e suas respectivas Tc e Pc.
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O solvente mais utilizado € o diéxido de carbono (CO;) devido ao seu carater
atoxico, ndo ser inflamavel nem explosivo, apresentar boa relacdo custo-beneficio, estar
disponivel no mercado, ndo € carcinogénico nem prejudicial & saide humana quando
inalado a baixas concentracdes (KUMAR; MADRAS; MODAK, 2004; BOUTIN; BADENS,
2009; DANH et al., 2009).

TABELA 3 — PROPRIEDADES CRITICAS DE ALGUNS SOLVENTES QUE PODEM SER EMPREGADOS
NA EXTRACAO SUPERCRITICA.

Solvente Tc (°C) Pc (MPa)
Propano 97 4,19
CO, 31 7,29
Agua 374 21,72
Etano 32 4,82
Etanol 241 6,06
Etileno 9 4,97
Metanol 240 7,99
Amonia 374,20 220,48

FONTE: DIEHL (2008).

Apesar de ndo apresentar todas as vantagens do diéxido de carbono, o propano
também tem sido utilizado na extracdo de produtos de origem vegetal. Dentre as
vantagens, o propano nao deixa residuos toxicos, tem alto poder de solvatacao, se dissipa
apo0s a descompressdo, além de permitir o uso de baixas pressées no processo de
extracdo, 0 que € uma importante vantagem em relacdo a outros solventes, como o CO,
(SPARKS et al., 2006; PEDERSSETTI et al., 2011; SANTOS et al., 2015).

Na utilizacao do propano como solvente geralmente sdo empregadas temperaturas
abaixo da sua temperatura critica (97 °C). Nessa condi¢do, o fluido € definido como
subcritico ou comprimido.

Alguns estudos sugerem que o propano comprimido pode ser usado de forma
efetiva na extracdo de 6leo de sementes. Em estudos com a extracdo de 6leo da semente
de roma, o propano apresentou altas taxas de extracdo (AHANGARI; SARGOLZAEI, 2012)
devido a alta solubilidade de compostos apolares (triglicerideos) da matriz neste solvente
(NDIAYE et al., 2006; CORSO et al., 2010). Coelho et al. (2015) obtiveram altas taxas de
extracao e rendimento (31,7%) na extragéo de Oleo de semente de kiwi (Actinidia deliciosa)
com propano comprimido. Pederssetti et al. (2011) investigaram a extracdo do Oleo de

semente de canola (Brassica napus) utilizando propano comprimido e diéxido de carbono e
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0s resultados mostraram que a extracdo com propano comprimido permitiu 0 uso de baixas
pressfes e menor tempo de extracdo comparado ao didéxido de carbono. Silva et al. (2016)
estudaram o rendimento e composicdo quimica de sementes de Araucaria angustifolia
utilizando propano comprimido e Soxhlet. Os rendimentos obtidos com o uso do propano
comprimido como solvente a 40 °C e 8 MPa foram proximos aos obtidos com a extracéao
em Soxhlet, mas a qualidade do Oleo foi superior, com maior conteudo de acidos graxos n-
6 e n-3, tocoferol, fitosterol e maior estabilidade oxidativa.

N&o foram encontrados na literatura estudos com relagdo a obtencéo de 6leo de
semente de maracujd doce e azedo organico utlizando propano comprimido como

solvente.

2.7 ESTUDOS SOBRE A OBTENCAO E ANALISES DO OLEO DE SEMENTES DE
MARACUJA

Corréa et al. (1994) realizaram experimentos utilizando CO, supercritico a
temperaturas de 44, 55 e 70 °C e pressfes de 200, 250 e 300 bar na extracdo de Oleo de
sementes de maracuja azedo. O maior rendimento (27,74%) foi obtido utilizando pressao
de 300 bar e temperatura de 55 °C. O menor rendimento (10,98%) foi obtido utilizando
presséo de 200 bar e temperatura de 70 °C.

Liu et al. (2009) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para otimizar 0s
parametros do processo de extracdo do 6leo de sementes de maracuja azedo utilizando
CO; supercritico. Os resultados mostraram que as variaveis temperatura, pressao e tempo
de extracdo influenciaram no rendimento do 6leo. As condicdes O6timas de extracdo
identificadas foram temperatura de 56 °C, pressdo de 26 MPa e 4 horas de extracéo.
Nessas condi¢des obtiveram 25,83% de Oleo, com caracteristicas fisico-quimicas similares
a outros 6leos vegetais e alto teor de acidos graxos insaturados, sendo 72% de acido
linoléico.

Zahedi e Azarpour (2011) investigaram a extracdo do 6leo de sementes de
maracuja azedo utilizando extracdo supercritica com CO, com associacdo de redes
neurais e metodologia de superficie de resposta para predizer o rendimento em 6leo nas
condicdes Otimas de operagdo obtidas a partir destas ferramentas. O rendimento em 6éleo

foi de 26,55% utilizando temperatura de 56,5 °C, pressdo de 23,3 MPa e tempo de



50

extracdo de 3,72 horas (estimado pela rede neural artificial) e 25,76% utilizando
temperatura de 55,9 °C, pressdo de 25,8 MPa e tempo de extracdo de 3,95 horas
(estimado pela metodologia de superficie de resposta).

Oliveira et al. (2013) estudaram a extracdo do Oleo de sementes de maracuja
azedo com CO, supercritico. As condicfes testadas foram 15, 20 e 25 MPa, temperaturas
de 40 e 50 °C e vazdo do solvente de 1,5 e 3,0 mL.min™. Os resultados mostraram que o
rendimento aumentou quando a temperatura, a vazdo de solvente e a pressdo foram
aumentadas. O maior rendimento (18,5%) foi obtido a 50 °C, 25 MPa e vazédo de 3,0
mL.min™.

Oliveira et al. (2014) avaliaram os efeitos das variaveis de processo razdo massa
de semente por volume de solvente, tempo de extragcéo e tipo de solvente sobre a extracao
do dleo de sementes de maracuja azedo por trés técnicas: ultrassom, shaker e Soxhlet. As
variaveis significativas para a extracdo do 6leo de sementes de maracuja foram a razéo
massa de semente por volume de solvente e tipo de solvente para as extracfes
conduzidas com ultrassom e tempo de extracao para as extragdes conduzidas em Soxhlet.
A extracdo em Soxhlet proporcionou o maior rendimento. Na caracterizagéo fisico-quimica
das sementes, o teor de 6leo foi de 24,8%. O perfil de acidos graxos do Oleo apresentou
57,8% de acidos graxos poli-insaturados, sendo o acido linoleico predominante (50,8%).

Oliveira et al. (2016) comparou diferentes métodos de extragdo (supercritica com
CO, a temperaturas de 40 °C e 50 °C e pressoOes variando de 150 a 300 bar; maceracao a
frio e extracdo assistida por ultrassom utilizando diferentes solventes) em relacdo ao
rendimento global, contetdo total de fendlicos e atividade antioxidante e antimicrobiana do
Oleo de sementes de maracuja azedo. O melhor rendimento (27%) foi obtido com a
extragdo supercritica utilizando CO;, a 250 bar e 40 °C. O contetdo de compostos fendlicos
e a atividade antioxidante aumentaram com o aumento da temperatura e da pressao na
extracdo supercritica. O 6leo obtido via tecnologia supercritica ndo inibiu o crescimento de
E. coli, mas inibiu o crescimento de L. innocua, com um CMI de 8 mg.mL™.

Gaydou e Ramanoelina (1983) analisaram o rendimento e a composi¢cdo em acido
graxo do 6leo de sementes de maracuja azedo extraido por Soxhlet utilizando hexano. O
rendimento foi de 24,2% e o perfil de acidos graxos era composto principalmente por acido
linoleico (64,4%), seguido do acido oleico (19,8%), além da presenca do acido graxo
essencial a-linolénico (1%).

Santana et al. (2015) estudaram a composi¢cdo quimica do 6leo de sementes do

maracuja doce e do maracuja azedo obtidos por Soxhlet utilizando éter dietilico como
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solvente e processo de 8 horas de extracdo. Os Oleos apresentaram rica composicdo em
acidos graxos poli-insaturados, tocoferois, carotenoides, fitosteréis, compostos fendlicos e
alta atividade antioxidante.

Malacrida e Jorge (2012) extrairam 6leo de sementes de maracuja azedo utilizando
Soxhlet, éter de petrdleo como solvente, e tempo de extracdo de 6 horas. O rendimento foi
de 30,39%, e o Oleo apresentou alto grau de insaturacéo (87,59%), sendo o acido linoléico
(73,14%) predominante, seguido do &cido oléico (13,83%). O teor total de tocoferol no 6leo
foi de 499,30 mg.kg" e de compostos fendlicos 1.314,13 MQacido gaiico-Kg™. A composicéo
fisico-quimica do 6leo foi similar a de outros Oleos vegetais comestiveis, além de
apresentar significativa atividade antioxidante. As autoras deste trabalho concluiram que o
Oleo de semente de maracuja azedo tem potencial para ser utilizado como matéria prima
na industria de alimentos, quimica e farmacéutica.

Silva e Jorge (2017) extrairam o Oleo de sementes do maracuja azedo de acordo
com o método Bligh e Dyer utilizando como solventes o cloroférmio, o metanol e 4gua na
propor¢do 2:1:0,8 (v/viv). O teor de 6leo foi de aproximadamente 24%. O Oleo obtido
apresentou alto grau de insaturacdo, com predominancia do acido linoleico (66,3%),
seguido do &cido oleico (18,7%). O teor de tocoferol foi de 286,20 mg.kg™, de carotenoides
foi de 6,70 pgﬁ-ca,oteno.g'l e de fitosterdis foi de 2.746,7 mg.kg'l, sendo o [-sitosterol
predominante. Dentre os compostos fendlicos, foram identificados o acido caféico, o acido
p-cumarico e o acido salicilico. Este estudo mostrou que o 6leo contém compostos biativos
de interesse para a industria e para a saude humana.

O presente trabalho pretende contribuir com informacdes a respeito dos efeitos que
diferentes métodos de extracdo, solventes e condicbes de processo podem exercer sobre
a qualidade do 6leo de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo cultivados no
sistema orgéanico de producéo, principalmente em relacdo aos métodos ndo convencionais:

extracao assistida por ultrassom e subcritica utilizando propano como solvente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PREPARO DAS SEMENTES

As amostras de maracujd doce (Passiflora alata Curtis) e de maracuja azedo
organico (Passiflora edulis f. flavicarpa) foram adquiridas de um produtor certificado (Rede
Ecovida de Agroecologia, certificado niumero SC08030/2016) da cidade de Gravatal, regido
litoranea do estado de Santa Catarina, Brasil. O maracuja doce foi colhido em julho de
2015 e o azedo em fevereiro de 2016. Foram utilizados frutos maduros, bem
desenvolvidos, com casca apresentando coloragdo amarelo-intensa (maracuja azedo) e
alaranjado-intensa (maracuja doce) e polpa de cor amarelo-alaranjada.

Os frutos foram lavados, cortados em metades e a polpa contendo as sementes foi
removida. Para extrair 6leo das sementes se faz necessario remover os arilos, que formam
aglomerados com as sementes e promovem sua fermentacédo e a absor¢cdo de umidade.
Visando facilitar a separacéo das sementes da polpa e a remocédo do arilo, um extrato
enzimatico com pectinase e hemicelulase (Rapidase® TF, DSM Food Specialties) de
Aspergillus sp. e Trichoderma longibrachiatum foi utilizado. A polpa adicionada do extrato
enzimatico (750:1 m/m, respectivamente) foi aquecida e mantida a 50 °C por 30 min. Em
seguida, as sementes foram lavadas com agua corrente até completa remocao da polpa e
secas em estufa com circulacdo de ar (Nova Etica) a 50 °C até peso constante. Apos
secagem, as sementes foram embaladas a vacuo em sacos de polietileno e armazenadas
protegidas da luz a temperatura de 4 °C , até o momento da extracdo. A Figura 8
apresenta o aspecto das sementes em cada etapa do processo.

Antes da extracdo, as amostras secas foram moidas com auxilio de um
multiprocessador comercial de alimentos e separadas com peneiras da série de Tyler
(Bertel, Brasil) em um agitador mecanico (Bertel, Brasil).

Para caracterizacdo da amostra, o didametro médio das particulas foi estimado de
acordo com o método de Gomide (1983), considerando a fracdo massica do material
moido nas seguintes séries: 8 mesh (31%), 12 mesh (27%), 20 mesh (16%), 32 mesh
(16%) e 48 mesh (9%).

Para o célculo foi utilizada a equagdo: Dm = Z Xi.Di; onde Dm é o didmetro médio
das particulas (mm), Xi é a fracdo de massa retida na peneira e Di € o didametro de abertura

da peneira (mm).
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FIGURA 8 - PREPARO DAS SEMENTES DE MARACUJA: (A) SEMENTES MISTURADAS A POLPA; (B)
PROCESSO DE REMOCAO DO ARILO; (C) ASPECTO DAS SEMENTES SECAS E (D)
SEMENTES SECAS EMBALADAS A VACUO.

FONTE: O autor (2017).

3.2 ANALISES NAS SEMENTES SECAS

3.2.1 Anélise de umidade

O teor de umidade das sementes secas foi determinado conforme método Ai 2-75
da AOCS (1993). 5 g de sementes trituradas foram colocadas em estufa a 105 °C. A perda
de umidade foi monitorada a cada 2 horas até o material apresentar peso constante. As

analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2 Analise de microscopia eletronica de varredura (MEV)

A fim de compreender melhor o efeito que o processo de extragcdo exerce na
estrutura da semente, as caracteristicas das sementes de maracuja foram analisadas por
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microscopia eletronica de varredura. As imagens de MEV foram obtidas a partir de
amostras de sementes secas antes e ap0s 0 processo de extracdo em um microscopio
eletrbnico de varredura (SEM - Scanning Electron Microscopy; Tescan VEGA3 LMU,
Republica Tcheca). Visando melhorar a condutividade do material, antes da anélise as
sementes foram revestidas com ouro em um revestidor SCD 030 (Oerlikon-Balzers,
Balzers, Principado de Liechtenstein). A andlise das amostras foi conduzida sob vacuo,

utilizando uma tenséo de aceleracdo de 15,0 kV.

3.3 OBTENCAO DOS OLEOS
3.3.1 Extracao por Soxhlet

Para cada extracdo, 10 g de sementes secas previamente trituradas foram
utilizadas. Os 6leos foram extraidos das sementes com n-hexano e etanol (200 mL de
solvente por extragdo) por 4 horas, em um extrator Soxhlet (Nova Etica, Curitiba, Brazil).
Ap6s a extracdo, o excesso de solvente foi removido em um rotaevaporador (IKA®, HB 10,
Alemanha) a 60 °C e 450 mmHg e o material restante foi mantido em estufa com
circulacdo de ar a 65 °C até peso constante. As amostras de 6leo foram armazenadas

protegidas da luz a -5 °C £ 2 °C. As extracdes foram realizadas em triplicata.

3.3.2 Extracdo com Propano Comprimido

Os experimentos de extracdo foram realizados na unidade de extracao supercritica
do Laboratoério de Cinética e Termodinamica Aplicada (LACTA), da Universidade Federal
do Parana.

A obtencdo do Oleo de sementes do maracuja-doce e do maracuja azedo foi
realizada em um extrator batelada (0,08 m* de volume interno, L = 0,16 m, g = 2,52 x 10
m), com controle de temperatura e pressdo. O sistema € composto por um extrator
encamisado para controle de temperatura, um banho ultratermostatizado, uma valvula
agulha para controle de fluxo na saida do extrator, uma bomba tipo seringa de alta pressao
(ISCO, modelo 500D, Lincoln, NE 68504, USA), uma bomba de deslocamento positivo e
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sensores e transdutores de pressao e temperatura. O diagrama esquematico da unidade
de extracdo experimental baseado no procedimento de extracdo realizado por Mesomo

(2013) e Correa (2016) € apresentado na Figura 9.

FIGURA 9 - DIAGRAMA DO APARATO EXPERIMENTAL MONTADO EM ESCALA DE LABORATORIO
PARA A OBTENCAO DE EXTRATOS VEGETAIS UTILIZANDO FLUIDOS PRESSURIZADOS
E SUPERCRITICOS COMO SOLVENTE.

J e 1 tha
= V-1 - - 4 V-2

Cc-01

B o - A s S

P01 I ‘

Flud Discharge

=]

CB-01 s CB-02

FONTE: MESOMO (2013); CORREA (2016).

C-01: cilindro contendo propano; CB-01 e CB-02: banhos termostaticos de resfriamento e aquecimento,
respectivamente; PO1l: bomba tipo seringa; V-1: valvula tipo esfera; V-2 e V-3: valvulas tipo agulha; V-4:
vélvula tipo agulha micrométrica; E-01: extrator; S: armadilha para coleta do extrato; linhas pontilhadas: fluido

de troca térmica; linhas continuas: fluido comprimido de extracdo + extrato.

Para a determinacdo da cinética de extracdo subcritica, foi usado o solvente
propano (White Martins S.A., 99,5 % de pureza na fase liquida). As extracBes foram
conduzidas em fluxo constante de 2,0 + 0,2 mL.min* para o fluido testado.

Para cada corrida, o extrator foi carregado com aproximadamente 25 g de semente
seca, previamente triturada e acondicionada em cartucho de papel filtro (0,15 x 0,025 m),
formando um leito fixo. Os experimentos foram realizados nas temperaturas de 30 e 60 °C
e pressao de 2,0 e 8,0 MPa. A matriz ficou em contato com o solvente nas condi¢gOes de
temperatura e pressao requeridas para cada ensaio por um tempo de confinamento de 90
minutos. Apds o confinamento, a vazdo do solvente foi ajustada para 2,0 + 0,2 mL. min™ e
as amostras de Oleo foram coletadas a temperatura ambiente em frascos ambar, em
intervalos de 10 minutos, e pesados em balancga analitica para a construgcédo das curvas de

extragcdo (rendimento x tempo). O tempo total de processo foi de 180 minutos, determinado
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de acordo com a capacidade de volume de solvente presente na bomba seringa. As
amostras de Oleo foram armazenadas protegidas da luza -5 °C £ 2 °C.

3.3.3 Extragcdo com Ultrassom (US)

3.3.3.1 Definicao da razéo 6tima de semente:solvente

A razédo 6tima de semente:solvente (m/v) foi definida a partir de testes preliminares,
fixando-se o volume de etanol (Neon, 99,8 %) em 25 mL e variando a massa de sementes
nas razdes 2%, 5%, 10%, 15% e 20%. As amostras de sementes previamente trituradas
em processador foram adicionadas em vials de 50 mL e misturadas ao solvente, nas
razdes pré-estabelecidas. A extracao assistida por ultrassom foi realizada inserindo os vials
contendo amostra e solvente em um banho ultrassénico (Eco-sonics, Q 5.9/37A) com
poténcia de 165 W e frequéncia de 37 kHz, mantido a 30 °C por 30 minutos. Apos o
periodo de extracdo as amostras foram filtradas (papel filtro Whatman N° 1), o excesso de
solvente foi evaporado em rotaevaporador (IKA®, HB 10, Alemanha) a 70 °C e 450 mmHg
e mantida em estufa com circulagdo de ar a 65 °C até peso constante. O rendimento foi

calculado como a razdo entre a massa extraida de 6leo e a massa de semente utilizada.

3.3.3.2 Avaliacéo da influéncia da temperatura no rendimento da extracéo

Definida a razdo 6tima de massa de semente:volume de solvente, foram realizados
dois experimentos a fim de identificar a influéncia da temperatura no rendimento da
extracao do 6leo. O processo de extracdo foi conduzido conforme descrito no item 3.3.3.1,
utilizando-se a razao 6tima de semente:solvente e alterando-se as condicbes de processo
para 30 °C e 60 °C e as amostras foram retiradas nos tempos 0,5, 1, 5, 15, 30, 45 e 60
minutos para a avaliacdo da extracdo de 0Oleo ao longo do tempo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

3.3.3.3 Parametros utilizados na extracdo do 6leo por US para comparacdo com as outras

técnicas de extragédo

Apoés a avaliagcdo dos resultados obtidos nos testes realizados no item 3.3.3.2,
foram definidos os par@metros de processo (60 °C e 60 min) utilizados para a comparacao

com as outras técnicas de extracdo estudadas neste trabalho. O procedimento descrito no
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item 3.3.3.1 foi repetido nessas condi¢cfes visando a obtencdo de 6leo para as analises. As

amostras foram armazenadas conforme procedimento descrito no item 3.3.1.

3.4 ANALISES DOS OLEOS EXTRAIDOS DAS SEMENTES

3.4.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A densidade dos 6leos foi medida utilizando um densimetro DMA 5000 M (Anton
Paar, Austria) em temperaturas variando de 20 °C a 40 °C com intervalos de 5 °C. O indice
de refracao foi medido a 20 °C e 40 °C em um refratdbmetro de Abbé (Biobrix, modelo
2WAJ). Os indices de acidez, de iodo e acido graxo livre foram determinados de acordo
com o méetodo da Association Official Analytical Chemists - AOCS (1990). O indice de
acidez foi determinado por titulagdo com NaOH 0,1 mol.L™ e fenolftaleina como indicador.
O indice de iodo (V) foi quantificado a partir da composi¢ao de acidos graxos insaturados
obtidos pela andlise por cromatografia gasosa deteccdo por ionizacdo de chama. A
equacao utilizada foi:
indice de iodo (g 1,.100 g*) = (% &cido palmitoléico x 0,950) + (% &cido oléico x 0,860) +
(% acido linoléico x 1,732) + (% acido linolénico x 2,616)

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.4.2 Tocoferadis

Os tocoferdis foram determinados de acordo com a metodologia descrita por
Tasioula-Margari e Okogeri (2001), com algumas modificacdes. Esta metodologia ja havia
sido utilizada em outro trabalho do grupo de pesquisa (COELHO, 2015; COELHO et al.,
2015).

500 mg de d6leo foram adicionados a 10 mL de metanol (Panreac, 99,9% de
pureza) e o vial contendo a mistura foi inserido em um banho ultrassénico (Eco-sonics, Q
5.9/37A) com poténcia de 165 W e frequéncia de 37 kHz por 5 minutos. A fase
sobrenadante foi coletada e a extracdo foi repetida mais duas vezes. As fases

sobrenadantes coletadas foram reunidas e o solvente foi removido em rotaevaporador
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(IKA®, HB 10, Alemanha) a 40 °C e 450 mmHg. O material extraido foi dissolvido em 1 mL
de uma mistura de metanol:isopropanol (80:20, v/v) e sua composicdo em tocoferol foi
analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Foi utilizado um cromatografo marca Agilent modelo 1200 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) equipado com desgaseificador a vacuo, bomba
quaternaria, sistema automatico de injecao liquida e detector de arranjo de diodos (DAD).
A andlise dos dados foi realizada com um software Agilent HPLC EZChrom Elite.

Vinte microlitros da amostra foram injetados em uma coluna Kinetex-C18
(Phenomenex, CA, USA) de 4,6 mm x 150 mm, com particulas de 5 ym. A separacao
cromatografica foi realizada por eluicédo isocratica de fase movel constituida de metanol e
isopropanol (90:10, v/v) com fluxo de 1 mL.min™*. O comprimento de onda utilizado foi de
292 nm. O tempo total de corrida foi de 7 minutos.

Os tocoferois foram identificados por comparacdo com o tempo de retencdo dos
padrdes puros, analisados nas mesmas condicdes das amostras. A quantificacdo de cada
isdbmero foi realizada por padronizagdo externa com base nas areas dos picos, utilizando
padrées de a-, y-, e d-tocoferol (Sigma-Aldrich) com grau de pureza superior a 99 %, em
solugBes padréo de 0,5 - 50 mg.L™. As anélises foram realizadas em triplicata e os teores

de cada tocoferol foram expressos como mg por 100 g de 6leo (mg.100g™).

3.4.3 Acidos graxos

A composicdo em acidos graxos dos 0leos extraidos das sementes foi determinada
a partir da esterificacdo prévia das amostras, de acordo com o método da AOAC 996.06
(AOAC, 1997).

Os ésteres metilicos dos acidos graxos presentes nos 6leos foram identificados de
acordo com o método oficial Ce 2-66 (AOCS, 1998) por cromatografia em fase gasosa,
utilizando um cromatografo a gas marca Varian (Santa Clara, CA 95051, USA), modelo CP
3900, equipado com detector de ionizacdo de chama e amostrador automético. Os
compostos foram separados em coluna capilar de silica fundida (CP-SIL 88 CB) de 100 m
de comprimento, com diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,2 pm.

A programacao de temperatura da coluna foi iniciada em 140 °C por 40 minutos,
aquecida a 2 °C.min? até 240 °C e mantida nesta temperatura para a andlise. As

temperaturas utilizadas no injetor e no detector foram 260 °C e 300 °C, respectivamente.
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As amostras foram injetadas adotando-se a razéo de divisdo de 1:100. O gas de arraste foi
o nitrogénio (White Martins S.A., P.A., grau cromatografico) com velocidade linear de 2.0
mL.min™.

Os acidos graxos foram identificados pela comparacdo dos tempos de retencao de
padrées puros de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco, MIX FAME 37, St. Louis,
MO 63103, USA) com os componentes separados das amostras e a quantificacao foi feita
por normalizacéo de area (%).

As andlises para a determinacdo dos acidos graxos foram realizadas em duplicata

e o0s resultados foram apresentados como a média (+ desvio padrao).

3.4.4 Atividade Antioxidante in vitro

3.4.4.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade de sequestro do radical DPPH dos 6leos foi medida de acordo com o
procedimento descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com minimas
modificacdes.

Uma aliquota de 100 mg de ¢6leo diluida em isopropanol (100 mg.mL™) foi
misturada a 230 pL da solucédo metanélica de DPPH 60 umol.L™ e mantida protegida da luz
por 30 minutos. A absorbéancia (Abs) foi medida a 515 nm em um leitor de microplacas
(Synergy HT-BioTek, Winooski, VT, USA). Metanol foi utilizado como controle negativo
(branco). Os valores de absorbéancia obtidos foram convertidos em porcentagem de
atividade antioxidante (AA), sendo entdo a capacidade de sequestro do radical DPPH

calculada de acordo com a equacao:

AA (%) = [1-(AbSamostra/Acontrole)] X 100

onde AbScontrole € @ absorbancia do controle e AbSamostra € @ absorbancia da mistura amostra
+ DPPH.

Uma curva padréo foi plotada usando diferentes concentracdes de Trolox (2-200
umol.L™) e os resultados foram expressos em pumol de equivalente de Trolox por g de dleo

(umol TE.g ). As determinacées foram realizadas em triplicata.
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3.4.4.2 Método ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

A habilidade dos antioxidantes presentes no 6leo em capturar o radical 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzenotiazolina- 6-sulfénico) (ABTS) foi medida de acordo com a metodologia
descrita por Re et al. (1999), com pequenas modificacdes.

O radical ABTS foi formado pela reacéo da solucdo ABTS 7mM com a solucéo de
persulfato de potassio 2,45 mM. A mistura foi mantida a temperatura ambiente e na
auséncia de luz por 16 horas e no momento do uso, diluido com etanol até a obtencdo do
valor de absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm. Uma aliquota de 100 mg de 6leo diluida em
isopropanol (100 mg.mL™) foi misturada a 230 pL da solucdo ABTS. A absorbancia foi
medida a 734 nm em um leitor de microplacas (Synergy HT-BioTek, Winooski, VT, USA) no
tempo de 6 minutos apos a adicdo da amostra. Uma curva padrdo foi plotada usando
diferentes concentracées de Trolox (2-200 pmol.L™) e os resultados foram expressos em
umol de equivalente de Trolox por g de 6leo (umol TE.g'). As determinacées foram

realizadas em triplicata.

3.4.4.3 Poder Antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

O potencial antioxidante total das amostras de 6leos foi determinado utilizando o
poder de reducao do ferro (FRAP) de acordo com o método proposto por Benzie e Strain
(1996), com pequenas modificacdes.

A medida é baseada no poder de reducdo dos antioxidantes presentes nos 0leos,
no qual um potencial antioxidante reduz o fon férrico (Fe*") para o fon ferroso (Fe®"),
formando um complexo azul (Fe**/TPTZ), no qual aumenta a absorcdo a 593 nm.
Resumidamente, 100 mg de 6leo foi diluida em isopropanol (100 mg.mL™) e 20 L dessa
solucéo foi misturada a 230 uL do reagente de FRAP (mistura do tampéo acetato (300 mM,
pH 3,6), com uma solucdo de 10 mM de tripiridil-s-triazina (TPTZ) em 40 mM HCIl e 20 mM
FeCls.6H,0 na proporcéo de 10:1:1 (v/v/v)). A absorbancia foi medida a 593 nm apos 30
min em um leitor de microplacas (Synergy HT-BioTek, Winooski, VT, USA). Uma mistura
de 230 pL do reagente de FRAP e 20 uL de agua destilada foi utilizada como branco. Uma
curva padréo foi plotada usando diferentes concentracées de Trolox (2-200 pmol.L™) e os
resultados foram expressos em umol de equivalente de Trolox por grama de 6leo (umol

TE.g™"). As determinacdes foram realizadas em triplicata.
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3.4.5 Anélise Termogravimétrica dos 6leos

A estabilidade térmica dos Oleos foi determinada em um analisador
termogravimétrico TGA 4000, Perkin-Elmer — Pyris (Shelton, USA). Amostras de 5,0 + 0,5
mg de Oleo foram colocadas em uma panela de platina, que foi inserida no compartimento
de amostras do equipamento. Esse sistema foi submetido a uma faixa de temperatura de
30 a 650 °C a uma taxa de aquecimento constante de 10 °C.min™, usando ar sintético
como géas de purga (White Martins S.A., 99,9 % pureza e composi¢do de 20 + 0,5 % O e
80 +0,5% N) e fluxo de 50 mL.min™.

3.4.6 Atividade Antimicrobiana in vitro

3.4.6.1 Microrganismos testados

A atividade antimicrobiana dos 6leos de semente de maracuja doce e de maracuja
azedo organico foi testada contra quatro bactérias: duas Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Bacillus cereus ATCC 11778) e duas Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25922 e Salmonella enteritidis ATCC 13076). Os microrganismos foram
fornecidos pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parand, Campus de Curitiba (E. coli e S. aureus), pelo Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Parand (B. cereus) e pelo Laboratério de Enterobactérias do
Instituto Oswaldo Cruz (S. enteritidis). Esses microrganismos patogénicos foram escolhidos
devido a sua ocorréncia comum em varios alimentos. As bactérias foram incubadas em
caldo triptico de soja (TSB) por 24 h a 37 °C e ap6s mantidas em &gar triptico de soja
(TSA) a4 °C.

3.4.6.2 Determinagéo da Concentragcado Minima Inibitéria (CMI)

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinacédo da concentracéo
minima inibitoria (CMI), pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo
descrito por Wiegand, Hilpert e Hancock (2008). As culturas de E. coli, S. enteritidis, S.
aureus e B. cereus foram incubadas por 24 h a 37 °C em placa contendo agar. A
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suspensao bacteriana (indculo) foi diluida em solugcéo salina estéril 0,9% (concentracao
inicial de 10® Unidades Formadoras de Coldnia - UFC/mL) e subsequentemente em caldo
Mueller-Hinton (MH) até densidade final de 10° UFC/mL, ajustada por comparacdo com a
escala 0,5 McFarland. As analises foram realizadas utilizando microplacas esterilizadas de
96 pocos. A maior concentracdo testada foi 6leo puro (1000 mg/mL — 100%). Uma solucao
inicial de 6leo foi preparada com 50 uL de caldo MH e 50 pyL da amostra a ser testada (500
mg/mL — 50%) e a partir desta foram feitas diluicdes (1:1) em série até atingir concentracéo
final de 1,95 mg/mL (0,195%). A Ultima etapa consistiu na adigcdo de 50 pyL da suspensao
bacteriana (previamente diluida em caldo MH; suspenséo contendo 1,0 x 10° UFC/mL). A
fim de avaliar se houve contaminacdo do caldo, a ultima coluna da microplaca recebeu
apenas 100 pL de caldo MH e foi considerada como controle de esterilidade. Para
confirmar o crescimento da bactéria, a penultima coluna da microplaca recebeu somente
50 uL de caldo MH e 50 uL da suspensao bacteriana e foi considerada como controle de
crescimento. As microplacas foram incubadas a 37 °C de 18 a 20 horas.

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) foi utilizado para avaliar a mudanca de
coloracdo do meio. Esse corante é incolor na forma oxidada e vermelho quando reduzido
por microrganismos, devido a formacdo de formazano. Os antibidticos utilizados como
referéncia foram a amoxicilina e a cefalexina (concentragéo inicial de 64 mg/L). As analises
foram realizadas em duplicata. A CMI foi definida como a menor concentracdo dos 6leos

que inibiu o crescimento bacteriano, e os resultados foram expressos em (%).

3.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de Tukey (HSD), utilizado para identificar diferencas entre médias e considerando valor de
p menor que 0,05 (p < 0,05) como estatisticamente significativo. As correlagdes entre as
determinacdes analiticas foram realizadas a 5% de significancia. Foi utilizado o software
Statistica (StatSoft TM. Inc.) verséo 10.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS DAS SEMENTES UTILIZADAS NOS PROCESSOS DE
EXTRACAO

As sementes secas de maracujhA doce e de maracujd azedo organicos
apresentaram teor de umidade de 8,00%. O teor de umidade reportado neste estudo é
menor que o valor encontrado por Oliveira et al. (2016) de 8,50% e maior que os valores
encontrados por Jorge et al. (2009) de 6,89% e por Silva et al. (2015) de 7,45% para
sementes secas de maracuja azedo. No entanto, este valor estd dentro do limite
recomendado pela legislacdo para farinhas vegetais, que é de 15% (BRASIL, 2005a), o
que garante maior qualidade, pois quanto mais seca a matriz maior € a sua estabilidade
microbiolégica. Além disso, uma das primeiras etapas do processo de extracdo utilizando
fluidos pressurizados é a reducdo da umidade da matriz biolégica. A agua, muito embora
seja usada como cosolvente em alguns processos, influi negativamente na extracdo de
varias substancias tais como as substancias lipidicas. Em geral, a umidade da matriz
biolégica ndo deve ser superior a 18% para flores, folhas e sementes (MEIRELES, 2006).
O processo de secagem da semente € importante pois o alto conteido de umidade da
semente favorece a acdo das lipases, que sdo enzimas que hidrolisam triglicerideos,
reduzindo dessa forma a qualidade do 6leo.

O diametro médio das particulas utilizadas nos processos de extracao foi de 13,61
x 10" m.

A Figura 10 apresenta as imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
das sementes secas de maracuja doce organico antes dos processos de extracao.

A partir das imagens € possivel observar o panorama geral da superficie externa e
da parte interna da semente. A superficie da semente ndo € homogénea (Figura 10 (a-d)),
0 que pode contribuir como uma barreira, dificultando a penetracdo do solvente. A Figura
10 (e) apresenta a parte interna da semente, onde as células oleosas séo evidenciadas
(Figura 10 (f)).
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FIGURA 10 - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DAS SEMENTES
SECAS DE MARACUJA DOCE ORGANICO ANTES DOS PROCESSOS DE EXTRACAO.
SUPERFICIE DA SEMENTE INTEIRA (a) AUMENTO 46X, (b) AUMENTO 110X, (c) AUMENTO
1000X, (d) AUMENTO 1,00kX E ESTRUTURA INTERNA DA SEMENTE (e) AUMENTO 150X,
(f) AUMENTO 920X.
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FONTE: O autor (2017).
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4.2 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (US)

4.2.1 Definicado da razdo semente:solvente (m/v)

A Figura 11 apresenta os resultados dos testes preliminares para identificar a
melhor razdo massa de semente:volume de solvente (etanol) utilizando a extracao
assistida por ultrassom. O rendimento médio variou de 9,66+0,14% a 14,98+0,64% para o
Oleo extraido de sementes de maracuja doce organico e de 9,33+0,85% a 18,52+0,08%
para o0 Oleo extraido de sementes de maracujd azedo organico, sendo que 0 maior
rendimento para ambas as variedades foi obtido para a razdo massa de semente:volume
de solvente 1:50 (2%) nos 30 minutos de extracdo a 30 °C.

FIGURA 11 - EFEITO DA RAZAO MASSA DE SEMENTE:VOLUME DE SOLVENTE (M/V) NO
RENDIMENTO DO OLEO DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE E DE MARACUJA
AZEDO ORGANICOS UTILIZANDO A EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM.
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FONTE: O autor (2017).

A extragdo conduzida com maior volume de solvente resultou em maior

rendimento. De acordo com Zhang et al. (2008), uma maior proporcao de liquido (solvente)
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em relacdo ao soélido promove uma maior diferenca de concentracdo, que minimiza a
resisténcia a transferéncia de massa.

Dessa forma, a razdo massa de semente:volume de solvente de 2% foi utilizada
para avaliar o efeito da temperatura no rendimento da extracao.

4.2.2 Efeito da temperatura no rendimento da extragéo

Os rendimentos médios obtidos para a extracdo do 6leo de sementes de maracuja
doce e de maracujd azedo orgéanicos utilizando a extracdo assistida por ultrassom nas
condicBes de processo de 30 °C e 60 °C, ambas em 60 minutos de extracdo e razao

amostra:solvente (etanol) 1:50 (2%) estdo apresentados na Figura 12.

FIGURA 12 - EFEITO DA TEMPERATURA NO RENDIMENTO MEDIO (%) DO OLEO DE SEMENTES DE
MARACUJA DOCE (MDO) E DE MARACUJA AZEDO ORGANICOS (MAO) UTILIZANDO A
EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM.
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FONTE: O autor (2017).

Os maiores rendimentos foram obtidos na temperatura de 60 °C em 45 minutos
para o 0leo de sementes de maracuja doce (21,10+0,42%) e em 60 minutos para o 6leo de

sementes de maracuja azedo (22,84+0,21%). Nao houve diferenga significativa (p > 0,05)
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entre o rendimento obtido em 45 minutos (21,10+0,42%) e 60 minutos (20,90+0,15%) de
extracdo do Oleo de sementes de maracuja doce organico. O rendimento aumentou com o
tempo, especialmente nos primeiros 5 minutos de extracdo onde a taxa de extracéo foi
maior, se tornando mais lenta entre 45 e 60 minutos de processo. Isso pode ser atribuido
ao fato de que a extracao ocorre em dois estagios; o primeiro que é caracterizado por uma
rapida taxa, envolve a penetracdo do solvente na estrutura celular seguida da dissolucéo
dos constituintes solUveis no solvente, enquanto que a segunda etapa envolve a difusédo
dos constituintes sollveis através da estrutura porosa da fragdo sélida e sua transferéncia
para a solucdo (GOULA, 2013).

O rendimento do 6leo de sementes de maracuja doce organico variou de 7,85%
para 18,67% durante os 60 minutos de extragao a 30 °C. A 60 °C, o rendimento aumentou
de 9,75% para 20,89%. Para o 6leo de sementes de maracuja azedo organico foi de
11,78% para 22,62% a 30 °C e 12,80% para 22,84% na extracdo com temperatura de 60
°C. Portanto, para as duas variedades a extracdo em temperatura de 60 °C proporcionou
0s maiores rendimentos. O aumento da temperatura favorece um maior rendimento em
6leo, pois aumenta a solubilidade e difusividade massica entre a amostra e o solvente
(ZHANG et al., 2008).

A partir destes resultados, adotou-se a temperatura de 60 °C e o tempo de 60
minutos para a obtencdo de Oleos de ambas as variedades de maracuja utilizando a
extragdo assistida por ultrassom. O rendimento e as caracteristicas dos 6leos obtidos
nessa condicdo de processo foram comparados com os demais métodos de extracéo

estudados neste trabalho.

4.3 RENDIMENTO DAS EXTRACOES

A Tabela 4 apresenta as condi¢gfes experimentais aplicadas na obtengéo dos 6leos
de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo organicos e o rendimento obtido em
cada processo.

O rendimento foi calculado como a massa de Oleo obtida pela massa de material
seco utilizada no inicio da extracdo. Na extracdo com propano comprimido, o rendimento
da extragdo foi calculado no final do tempo de extragdo (180 min) para permitir a

comparacao direta entre os resultados nas diferentes condi¢cdes experimentais.
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TABELA 4 - CONDIGOES EXPERIMENTAIS E RENDIMENTOS DOS OLEOS DE SEMENTES DE
MARACUJA DOCE E DE MARACUJA AZEDO ORGANICOS EXTRAIDOS COM PROPANO
COMPRIMIDO, SOXHLET UTILIZANDO HEXANO E ETANOL COMO SOLVENTES E
EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM COM ETANOL COMO SOLVENTE.

Método  Solvente Parametros Tempo (min) Rendimento” (%) Recuperacdo”
do processo (%)
MDO MAO MDO MAO
®Soxhlet n-Hexano®  Ponto ebuligdo’ 240 28,33+ 1,60 26,12+0,74 100,00 100,00
Etanol’ Ponto ebuligao® 240 22,19 +1,65 20,46+1,36 78,33 78,33
*us Etanol® 60 °C 60 20,96 £ 0,37 21,28 +£0,33 73,99 81,47
PC Propano6 30 °C; 2 MPa 180 23,32 24,63 82,32 94,30
30 °C; 8 MPa 180 23,39 24,68 82,56 94,49
60 °C; 2 MPa 180 23,68 24,35 83,59 93,22
NOTA:

! (Massa de extrato dividida pela massa de material seco) x 100.

2 (Massa de extrato obtida na extracdo com propano no final do tempo total de extragéo dividida pela massa
de extrato obtido com n-hexano) x 100.

¥ Resultados expressos como média + desvio padréao (n = 3).

Raz&o semente:solvente: * 5%, 2% e ® 7% (estimada a partir do volume de propano utilizado nas extrag@es).
Ponto de ebulicso: ' 68 °C e 878,37 °C.

MDO = Maracuja Doce Organico; MAO = Maracuja Azedo Organico; US = Ultrassom; PC = Propano
Comprimido.

Letras diferentes ha mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).
Letras iguais na mesma linha representam resultados estatisticamente iguais entre si (p > 0,05).

A extragdo com n-hexano realizada na temperatura de ebuligcdo do solvente por 4 h
possibilitou os maiores rendimentos (28,33 + 1,60% para o maracuja doce e 26,12 + 0,74%
para 0 maracujd azedo). A extracdo em Soxhlet utilizando etanol como solvente e
conduzido nas mesmas condicfes de tempo e temperatura resultou no menor rendimento
(20,46 = 1,36%), quando comparado com as demais extracdes. Os rendimentos obtidos
utilizando a extracéo assistida por ultrassom e etanol como solvente foi de 20,96 + 0,37% e
21,28 + 0,33% para os Oleos de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo
organicos, respectivamente.

O indice de polaridade do n-hexano € 0,0 e do etanol 5,2 (BYERS, 2003). Os
maiores rendimentos foram obtidos com solvente de indice de polaridade baixa (n-hexano),
e as extracbes com 0 solvente de maior polaridade (etanol) apresentaram 0s menores
rendimentos, sugerindo que as matrizes estudadas apresentam menor concentragcdo de
compostos polares ou que a extragao destes compostos nao foi eficiente nas condi¢des de
processo e solvente utilizados.

Comparando as técnicas de Soxhlet e ultrassom com o mesmo solvente, a primeira

apresentou maiores rendimentos. Na extracdo em Soxhlet a amostra permanece boa parte



69

do tempo imersa no solvente, ocorrendo sifonagens intermitentes que renovam o liquido
constantemente, mantendo cada vez maior o gradiente de concentracdo de Oleo entre
solvente e amostra, que possibilita a solubilizacdo do 6leo (BRUM; ARRUDA; REGITANO-
d’ARCE, 2009). Além disso, na extragdo em Soxhlet, realizada na temperatura de ebuligao
do solvente, a tensdo superficial e a viscosidade do solvente sédo reduzidas quando
comparadas as extracdes realizadas em temperatura inferior (MARKOM et al., 2007), como
€ 0 caso da extracdo com ultrassom. Isso contribui para que o solvente solubilize maior
quantidade de solutos, o que justifica o maior rendimento obtido. Por outro lado, é
importante ressaltar que a extracdo assistida por ultrassom ocorreu em tempo inferior (60
min), comparado a extracdo em Soxhlet (240 min). Na extragcdo com ultrassom a agitacéo
intensa do solvente aumenta o contato e a interagao entre solvente e soluto, aumentando a
transferéncia de massa e a solubilidade, melhorando o rendimento de extragao.

O maior rendimento em 6leo utilizando propano como solvente (24,68%) e terceiro
maior rendimento geral, foi obtido na pressdo de 8 MPa e temperatura de 30 °C, que
corresponde ao maior valor de pressdo e menor valor de temperatura testados. A
densidade do propano a 8 MPa e 30 °C é 504,11 kg.m™ (LINSTROM:; MALLARD, 2016),
maior que a densidade critica do propano (220 kg.m™). Dessa forma, o rendimento de
extracdo foi maior provavelmente devido ao fato de que, nessas condi¢des, a densidade do
propano € maior que as demais combinacdes de pressdo e temperatura aplicadas neste
estudo, resultando em maior solubilidade do extrato e em altas taxas de transferéncia de
massa, além de demonstrar um discreto efeito positivo da pressdo no processo de
extracao.

E possivel observar que em condi¢&o isotérmica (Tabela 4) o rendimento aumenta
sutilmente com o aumento da pressao. De acordo com Brunner (1994), a massa especifica
do solvente é o fator predominante no rendimento da extracdo, ou seja, o rendimento
aumenta devido ao aumento no poder de solvatacéo do fluido com a pressdo. Em condicao
isobéarica (Tabela 4) observou-se um efeito antagonico do aumento da temperatura no
rendimento dos 6leos dos diferentes maracujas: o rendimento aumentou com o aumento
da temperatura na extragdo do Oleo de sementes de maracuja doce e diminuiu para o
maracuja azedo. De acordo com Queiroz (1993), a influéncia da temperatura na
solubilidade é determinada pela combinacéo de dois efeitos: a densidade do solvente e a
pressdo de vapor do soluto. Um aumento na temperatura provoca uma elevacdo na
pressao de vapor do soluto, 0 que aumenta sua solubilidade no solvente. Por outro lado,

provoca também a reducdo da densidade do solvente, e consequentemente a diminui¢do
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da solubilidade. O efeito dominante dependera da predominancia de um efeito sobre o
outro. Como estes efeitos sobre a solubilidade do soluto no fluido sdo antagbnicos, a
influéncia da temperatura é considerada complexa (JAHN, 2004).

O experimento conduzido a 2 MPa e 30 °C (densidade 487,53 kg.m™) também
possibilitou alto rendimento na extracéo do 6leo de sementes de maracuja azedo organico
(24,63%). O mesmo nédo foi observado na extracdo do Oleo de sementes de maracuja
doce, onde nesta condicdo obteve-se o menor rendimento (23,32%) dentre as extragdes
com propano comprimido.

Assumindo que a extragdo em Soxhlet com n-hexano recuperou todo o 6leo das
sementes, a melhor condicdo do processo de extracdo com propano comprimido em
termos de rendimento global (23,68% - 60 °C; 2 MPa para o maracuja doce e 24,68% - 30
°C; 8 MPa para o maracuja azedo) atingiram uma recuperacdo de 83,59% e 94,49%,
respectivamente (Tabela 4).

O aspecto dos 6leos obtidos na extracdo com propano comprimido € apresentado

na Figura 13.

FIGURA 13 - ASPECTO DO OLEO OBTIDO NA EXTRACAO COM PROPANO COMPRIMIDO: (A) MDO
2MPa-30 °C; (B) MAO 2MPa-30 °C; (C) MAO 8MPa-30 °C e (D) MAO 2MPa-60 °C.
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FONTE: O autor (2017).

As curvas da cinética de extracdo do Oleo de sementes de maracuja doce e de
maracuja azedo utilizando as condicdes descritas na Tabela 4 com propano como solvente
sao apresentadas nas Figuras 14 e 15, respectivamente.

A partir das curvas (Figura 14) pode-se notar que na condicdo de 60 °C e 2 MPa a
taxa de extracdo inicial foi maior quando comparada as demais condi¢des testadas, assim

permanecendo até o final do processo.
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FIGURA 15 - CURVAS DE EXTRACAO DO OLEO DE SEMENTES DE MARACUJA AZEDO ORGANICO
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O contréario foi observado na extracdo do 6leo de sementes de maracuja azedo
organico, nesta mesma condicdo (60 °C e 2 MPa) (Figura 15). Ainda na figura 15, as
curvas utilizando propano a 30 °C e pressbes de 2 MPa e 8 MPa apresentaram
comportamento similar, com dados sobrepostos a partir de 40 minutos de extracao e
rendimentos superiores em relacéo ao experimento em 60 °C e 2 MPa.

De uma forma geral, a temperatura e a pressado nao afetaram de forma expressiva
o rendimento de extracdo. A extracdo do 6leo de sementes de maracuja doce e de
maracuja azedo organicos foi praticamente concluida durante os primeiros 30 minutos do
processo, devido a transferéncia de massa ser facilitada pelo extrato presente na
superficie das particulas (SPARKS et al., 2006). Entre 30 e 70 minutos ndo houve aumento
significativo no rendimento de extracdo, e apds esse periodo a quantidade de 6leo extraida
aumentou lentamente e assim se manteve até o final do processo. As curvas obtidas
mostram o0 comportamento tipico das curvas de extracdo que utilizam um fluido
supercritico; entretanto, para todos os experimentos o periodo de taxa decrescente de
extragdo (FER) foi mais curto, pois a maior parte do 6leo foi extraido durante o periodo de
taxa de extracdo constante (CER) (primeiros 30 minutos), e o tempo de extracao restante
foi basicamente controlado pelo processo de difuséo.

A analise das curvas reforca o potencial da extracdo ndo convencional utilizando
propano comprimido na obtencao de alto rendimento em 6leo, uma vez que em 70 minutos
o rendimento estava em torno de 23% (Figura 14) e 24% (Figura 15), valores estes
maiores que 0s obtidos na extracdo assistida por ultrassom em 60 minutos, de

aproximadamente 21% (Tabela 4).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As Figuras 16 e 17 apresentam as imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) das sementes de maracuja azedo organico antes e ap0s 0s processos de extracao.

As células oleosas que caracterizam a parte interna da semente séo evidenciadas
(Figuras 16 e 17 (A)). Essa imagem apresenta um contraste carregado em relagdo as
demais imagens devido a maior quantidade de Oleo presente na semente antes da
extracdo. A presenca de compostos oleosos na amostra dificulta a conducéo dos elétrons
primarios provenientes da fonte de elétrons do microscopio, bem como dos elétrons

secundérios que atingem o detector e formam as imagens. A ma conducéo dos elétrons
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resulta em algumas regiées muito claras e outras mais escuras sobre a amostra, além de
diminuir a definicdo da superficie (BARRALES, 2015).

FIGURA 16 - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DAS SEMENTES DE
MARACUJA AZEDO ORGANICO: (A) ANTES DA EXTRACAO, (B) APOS A EXTRACAO
ASSISTIDA POR ULTRASSOM E APOS A EXTRAGAO EM SOXHLET (C) COM N-HEXANO E
(D) COM ETANOL. AUMENTO DE 1200X.

W o . .
SEM HV: 150 kV WOD: 12.13 mm 1| 111 SEM HY: 15.0kV WD: 11.67 mm
SEM MAG: 1.20 xx Det SE SEM MAG: 1.20 kx Det: SE

SEM HV: 150 kV WOD: 12.09 mm | SEM HV. 150 kV WO 1242 me
SEM MAG: 1.20 kx Det SE SEM MAG: 1.20 kx Oet SE

FONTE: O autor (2017).
Apbs os processos de extracdo as amostras possuem aspecto distinto da semente

antes da extracdo, pois as células oleosas ndo estdo mais tdo evidentes e sim a presenca
de material particulado.
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FIGURA 17 - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DAS SEMENTES DE
MARACUJA AZEDO ORGANICO: (A) ANTES DA EXTRACAO E APOS A EXTRACAO COM
PROPANO COMPRIMIDO A (E) 8 MPa E 30 °C, (F) 2 MPa E 30 °C E (G) 2 MPa E 60 °C.
AUMENTO DE 1200X.

SEM HV: 15.0 kV
SEM MAG: 1.20 kx

»

SEM HV: 15.0 kV WD: 12.29 mm
SEM MAG: 1.20 kx Det: SE

FONTE: O autor (2017).

E possivel observar nas imagens das sementes apds o processo de extracio
(Figuras 16 e 17 (B-G)) a presenca de um material particulado de diferentes tamanhos,
com aspecto caracteristico de material moido/quebrado. Tal fato pode ser explicado pelo

processo de trituracdo das amostras que gera fragmentos bem como pelos processos de
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extracdo que retiram parte do material que constitui a semente (tecido superficial que
recobre as sementes trituradas), e se desprendem de sua posicéo original.

Quando imagens de maior tamanho (barra de escala 20 ym) foram obtidas (Figura
18), observou-se que a reducdo na quantidade e no tamanho das células oleosas foi mais
proeminente nos processos de extracdo em Soxhlet com n-hexano e na extragdo com
propano comprimido a 8 MPa e 30 °C (Figura 18 (A-B)), 0s processos que geraram
maiores rendimentos de extracdo do 6leo (Tabela 4), sendo o contrario observado na
amostra apdés o processo de extracdo com ultrassom (Figura 18 (C)), que proporcionou o

menor rendimento em o6leo (Tabela 4).

FIGURA 18 - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETR@NICA DE VARREDURA (MEV) DAS SEMENTES DE
MARACUJA AZEDO APOS A EXTRACAO: (A) COM N-HEXANO, (B) COM PROPANO
COMPRIMIDO A 8 MPa E 30 °C E (C) ASSISTIDA POR ULTRASSOM. AUMENTO DE 3000X.

SEM HY: 15.0 kv
SEM MAG: 3.00 kx

e 4 . ' :
SEM MV, 150 kv WO 12.40 = {1 ! | 3 SEMHV: 150V WO: 12.00 mm
SEM MAG: 3.00 ka SEM MAG: 3.00 b Det SE

: O autor (2017).
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As imagens demonstraram o intenso efeito que a extracdo ndo convencional com
propano comprimido exerceu sobre as células oleosas, permitindo maior liberacdo de Oleo

dessas estruturas, o que resultou em alto rendimento de extracao.

4.5 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS OLEOS

As caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos extraidos de sementes dos maracujas
doce e azedo organicos sdo apresentadas na Tabela 5.

O indice de refracdo de Oleos esta relacionado com o grau de saturacdo dos
acidos graxos e é uma variavel que pode ser influenciada por processos oxidativos e pelo
tratamento térmico (IAL, 1985). Nos 6leos analisados o indice de refracdo a 20 °C variou
de 1,4698 a 1,4750 e a 40 °C variou de 1,4637 a 1,4680. Estes valores estdo de acordo
com os estabelecidos na legislacdo (40 °C) para 6leos convencionais como soja (1,466-
1,470), milho (1,465-1,468), algodao (1,458-1,466) e girassol (1,461-1,468) (BRASIL, 2006;
CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2008).

O indice de iodo é um método utilizado para quantificar a insaturacao presente nos
6leos. Neste trabalho o indice de iodo variou de 130,97 g 1,.100g™ a 137,91 g 1,.100g™%,
indicando que os 6leos contém um alto grau de insaturacdo. Estes resultados estdo de
acordo com os valores estabelecidos pelo Codex Alimentarius (2008) para o 6leo de soja
(124 a 139 g 1,.100g™"). Os 6leos obtidos de sementes de maracuja doce organico
apresentaram os maiores indices de iodo, quando comparados aos resultados obtidos para
os 6leos de sementes de maracuja azedo organico.

A densidade dos 6leos estudados em 20 °C variou de 0,90406 g.cm™ a 0,92128
g.cm™. O maior valor (0,92128 g.cm™) e o menor valor (0,90406 g.cm™) de densidade
foram obtidos na extragdo em Soxhlet utilizando n-hexano etanol e como solventes,
respectivamente. Os valores médios de densidade a 40 °C variaram de 0,89453 (extracdo
com n-hexano) a 0,90676 g.cm™ (para o 6leo obtido por Soxhlet e etanol como solvente). A
densidade diminuiu com o aumento da temperatura.

O indice de acidez e a porcentagem de acidos graxos livres sdo importantes
parametros de controle de qualidade de 6leos, pois indicam a degradacdo causada por
reagOes hidroliticas. A extracdo com propano comprimido (30 °C e 8 MPa) apresentou o

menor indice de acidez (1,44 = 0,05 mg KOH/g). O maior indice de acidez (2,93 £ 0,17 mg
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KOH/g) foi obtido com a extracdo em Soxhlet utilizando etanol como solvente. Esse
meétodo foi mais agressivo ao 0Oleo, pois além da elevada temperatura o tempo do processo
de extracao foi maior, o que favoreceu as rea¢fes de hidrolise e, como consequéncia, 0
aumento do indice de acidez do 6leo. O Codex Alimentarius Commission (2008) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2005b) determinam como
parametro de qualidade para 6leos brutos uma acidez méaxima de 4,0 mg KOH.g™. Todos
os Oleos analisados neste estudo apresentaram indice de acidez inferior ao estabelecido
na legislacédo, indicando a boa qualidade dos 6leos.

Os resultados da porcentagem de acidos graxos livres sdo apresentados na Tabela
5. As porcentagens de acidos graxos livres variaram de 0,72 £ 0,03% (extragdo com
propano comprimido a 30 °C e 8 MPa) a 1,47 + 0,09% (extracdo em Soxhlet com etanol), o
que pode ser explicado pelo uso de baixas temperaturas e pelo menor tempo de processo
com propano comprimido, o que preservou o Oleo, pois baixas porcentagens de acidos
graxos livres indicam baixo desenvolvimento de hidrdlise no 6leo.

Malacrida e Jorge (2012) estudaram a composicdo do Oleo de sementes de
maracujid azedo obtida por Soxhlet e éter de petréleo como solvente, e encontraram
valores de indice de acidez de 2,35 mg KOH.g™" e de &cidos graxos livres de 1,18%,
valores estes maiores do que os obtidos neste trabalho para os 6leos de sementes de
maracuja azedo organico. Al-Khalifa (1996) avaliou as propriedades de 6leos de sementes
de melancia de diferentes variedades extraidas com cloroférmio:metanol (2:1), e encontrou
alto indice de acidez (14,9 mg KOH.g?) e &cidos graxos livres (7,50%) na variedade
Citrullus lanatus, o que indica alto grau de lipélise devido a atividade enzimatica.

Os resultados fisico-quimicos obtidos neste estudo confirmam a qualidade dos
Oleos extraidos de sementes de maracuja doce e de maracujid azedo organicos por

diferentes processos e solventes.
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Propriedade Métodos de Extracéo e Solvente
Soxhlet us PC
n-Hexano Etanol Etanol 30°C/2 MPa 30°C/8MPa 60°C/2MPa
indice de | (ny”) 20 °C (MDO) | 1,4698° 1,4743° 1,4743° 1,4742° 1,4742° 1,4730°
Refracéo" 20 °C (MAO) | 1,4725° 1,4745% 1,4750° 1,4745% 1,4740° 1,4745%
(np™) 40 °C (MDO) | 1,4637° 1,4675% 1,4678% 1,4673% 1,4670° 1,4677%°
40 °C (MAO) | 1,4660° 1,4680° 1,4680° 1,4680° 1,4677% 1,4675%
indice de | (g1,.100g™) MDO 136,90+ 0,17° | 136,85+ 0,11° | 137,49 +0,01® | 137,13+0,38™ | 137,90 +0,06° | 137,83 + 0,05°
iodo? MAO 130,98+ 0,03' | 135,28 +0,03" | 135,15+ 0,02% | 135,31 +0,02° | 135,28 +0,01° | 134,79 + 0,36°
Densidade’ (g.cm™) 20 °C (MDO) | 0,90406' 0,92128% 0,92105% 0,91847% 0,91808° 0,91727
20 °C (MAO) | 0,90836" 0,92040" 0,91997° 0,91634° 0,91885" 0,91829%
25 °C (MDO) | 0,90071" 0,91805% 0,91764° 0,91507% 0,91467° 0,91383°
25 °C (MAO) | 0,90489° 0,91699" 0,91656" 0,91283' 0,91544° 0,91483
30 °C (MDO) | 0,89732" 0,91480° 0,91424° 0,91170° 0,91132° 0,91045°
30 °C (MAO) | 0,90144° 0,91358° 0,91317° 0,90945' 0,91181° 0,91142°
35 °C (MDO) | 0,89390 0,91151° 0,91084" 0,90840% 0,90801° 0,90706'
35 °C (MAO) | 0,89800" 0,91018° 0,90978° 0,90628° 0,90867° 0,90805°
40 °C (MDO) | 0,89048° 0,90822° 0,90745" 0,90511° 0,90471° 0,90388°
40 °C (MDO) | 0,89453' 0,90676° 0,90641° 0,90328° 0,90530" 0,90474°
indice de | (mg KOH/g 6leo) | MDO 1,99+0,18” |293+0,17° 2,62 +0,05% 1,51+ 0,22% 1,70 + 0,14>" | 1,93 + 0,18
Acidez’ MAO 1,50 £ 0,09* | 2,06 +0,16" 1,52 + 0,05% 1,48 £ 0,22¢ 1,44 + 0,05° 1,51 + 0,29%
Acidos graxos | (%) MDO 1,00+ 0,09 | 1,48+ 0,09° 1,32 + 0,02° 0,76 + 0,11 0,86 +0,07°° | 0,97 + 0,09°
livres® MAO 0,75+ 0,04* | 1,03 +0,08" 0,77 +0,02% 0,74 +0,11¢ 0,73+ 0,02° 0,76 + 0,15

NOTA: MDO = Maracuja Doce Orgéanico; MAO = Maracuja Azedo Orgéanico; US = Extracdo assistida por Ultrassom; PC = Propano Comprimido

! Resultados expressos como média (n = 3). > Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3).

Letras diferentes na mesma coluna e na mesma linha para uma mesma andlise representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).
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4.6 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O perfil de acidos graxos dos Oleos de sementes de maracuja doce e de maracuja
azedo orgéanicos obtidos por diferentes métodos e condi¢des é apresentado na Tabela 6.

A anadlise do perfil de &cidos graxos revelou uma composicdo rica em &cidos
graxos insaturados para todos os 6leos analisados, com médias de 86,04%; 86,01%;
86,16%; 86,31%:; 86,35% e 86,36% para os 6leos de sementes de maracuja doce organico
e médias de 84,07%; 86,63%; 86,58%; 86,65%; 86,65% e 86,19% para os Oleos de
sementes de maracuja azedo organico, obtidos por Soxhlet com n-hexano e etanol,
ultrassom e propano comprimido a 30 °C-2MPa, 30 °C-8MPa e 60 °C-2MPa,
respectivamente (Tabela 6).

A composicdo meédia geral de acidos graxos saturados foi de 13,88%, sendo a
maior contribuicdo (10,86%) do acido palmitico (C16:0), seguida do &cido esteérico (C18:0)
(2,71%). Acido palmitico é o acido graxo saturado mais abundante em Oleos vegetais
(JENSEN, 1996).

Foram identificados 9 &cidos graxos, dentre os quais o &cido linoleico (C18:2 n-6),
acido oleico (C18:1 n-9), 4cido palmitico (C16:0) e acido estearico (C18:0), detectados em
todos os Oleos analisados e com participacdo relevante na composicao do perfil de cada
Oleo (Tabela 6).

Em relacdo ao &cido linoleico, componente majoritario em todos os Oleos, as
concentracbes obtidas para os Oleos de sementes de maracujd doce organico foram
significativamente maiores (p < 0,05) do que as obtidas para os 6leos de sementes de
maracuja azedo organico, e variaram de 72,00% a 72,89%, sendo o maior percentual
obtido na extracdo com propano comprimido a 30 °C e 8 MPa. Ferreira et al. (2011)
encontraram resultados similares na composicdo de &cido linoleico (72,6%) em 6leo de
sementes de maracuja azedo extraido com Soxhlet e éter de petréleo por 4 horas. O
percentual de acido linoleico nos 6leos obtidos de sementes de maracuja azedo organico
variou de 66,64% (Soxhlet utilizando n-hexano) a 68,99% (propano comprimido a 30 °C e 2
MPa). O resultado obtido com a extracdo em Soxhlet utilizando n-hexano como solvente
diferiu significativamente (p < 0,05) das demais extragdes para este maracuja.

Os oOleos de sementes de maracuja azedo organico apresentaram concentracdes
significativamente maiores (p < 0,05) de acido oléico em relacdo aos 6leos de sementes de

maracuja doce organico, com valores meédios variando de 17,00% (propano comprimido a



80

60 °C e 2 MPa) a 17,33%, sendo o maior percentual obtido nas extracbes com ultrassom e
propano comprimido a 30 °C e 8 MPa. Estes resultados foram maiores do que os
encontrados no supracitado estudo de Ferreira et al. (2011), de 10,7% de acido oleico em
Oleo de sementes de maracuja azedo extraido com Soxhlet e éter de petréleo por 4 horas.

Barrales et al. (2015) estudaram o residuo industrial contendo uma mistura de
sementes e fibra de polpa de maracuja azedo, e encontraram menor quantidade de acido
linoleico (67% e 66,34%) e composi¢ao similar em 4cido oleico (16,5% e 17,04%), obtidos
com a extracdo em Soxhlet utilizando n-hexano como solvente e CO, supercritico com e
sem ultrassom, respectivamente.

O &cido graxo linolénico (C18:3 n-3) foi identificado somente nos Oleos de
sementes de maracuja azedo organico. Os 6leos extraidos em Soxhlet com etanol (0,36%),
ultrassom (0,35%) e com propano comprimido (0,35-0,36%) apresentaram maiores
porcentagens. A extracdo em Soxhlet com n-hexano resultou em 6leo com menor
conteudo de acido graxo linolénico (0,32%), resultado este significativamente diferente (p <
0,05) dos demais. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com a
porcentagem desse acido estabelecida pelo Codex Alimentarius Commission (2008) para o
Oleo de girassol, que é de 0,3%. O acido linolénico € um &cido graxo poli-insaturado w-3
gue desempenha um papel importante na regulacdo de fun¢Bes bioldgicas, prevencédo e
tratamento de um grande nimero de doencas em humanos, como doencas no coragao e
inflamatérias (SHAPIRO, 2003). Outro aspecto importante é que acidos graxos poli-
insaturados sdo mais susceptiveis a oxidacdo quando aquecidos. Dessa forma, € fator
positivo para 6leos submetidos a altas temperaturas conterem pequena gquantidade de
acido linolénico.

O acido behénico (C22:0) foi encontrado somente no 6leo de sementes de
maracuja azedo organico (0,91%) obtido com propano comprimido a 60 °C e 2 MPa. O
acido behénico € pobremente absorvido e aumenta o colesterol total e LDL em seres
humanos (CATER; DENKE, 2001). Os acidos caproico (C6:0) e caprilico (C8:0) foram
encontrados em pequenas quantidades e somente no 6leo de sementes de maracuja
azedo organico obtido por Soxhlet e n-hexano como solvente. Nos 6leos de sementes de
maracuja doce organico, o destaque € para a presenca do acido palmitoleico (C16:1) que
nao foi identificado nos dleos de sementes de maracuja azedo organico.

A relacdo entre os acidos graxos oleico e linoleico dos 6leos de sementes de
maracuja doce e de maracuja azedo organicos obtidos por diferentes processos de

extracao é apresentada na Tabela 7.
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Quanto maior a quantidade de acido linoleico em relacdo ao oleico, melhor é a
qualidade do 6leo no sentido de evitar a formacao do colesterol ruim (EL-ADAWY; TAHA,
2001). Os maiores valores de acido linoleico comparados ao oleico foram obtidos nos éleos
de sementes de maracuja doce organico. A relacdo acido oleico/linoleico foi maior (1/5,81)
no 6leo obtido da extracdo com propano comprimido a 30 °C e 8 MPa. Malacrida e Jorge
(2012) obtiveram relacdo acido oleico/linoleico de 1/5,29 para 6leo de sementes de
maracuja azedo obtido por extragdo em Soxhlet e éter de petréleo como solvente.

A relacdo entre o total de acidos graxos saturados e poli-insaturados € expressa
como indice P/S e é um importante parametro para a determinacao do valor nutricional de
certos Oleos. Oleos com indice P/S maior que 1 sdo considerados como tendo valor
nutricional (KOSTIK; MEMETI; BAUER, 2013). Além disso, estudos indicam que quanto
maior o indice P/S, menor a deposicao de gordura no corpo (LAWTON et al., 2000). Os
indices P/S dos Oleos avaliados neste estudo sdo apresentados na Tabela 4. Os indices
P/S variaram de 5,14 a 5,34 para os 0leos de sementes de maracuja doce organico e de
4,20 a 5,20 para os 6leos de sementes de maracuja azedo organico. Os maiores indices
P/S foram obtidos nas extracbes com propano comprimido a 30 °C e 8 MPa e 30 °C e 2
MPa, respectivamente. Esses resultados foram similares aos obtidos por Zambiazi et al.
(2007) para 6leo de girassol.

A qualidade de Oleos vegetais € determinada pela composicdo e quantidade de
acidos graxos insaturados, especialmente pelo conteido de &cidos graxos essenciais. Os
Oleos estudados neste trabalho apresentaram na sua composicdo 0s acidos graxos
essenciais: linoleico e a-linolénico, com predominancia do primeiro. Os resultados de
indice P/S reforcam o potencial de uso dos 6leos estudados. Estes 6leos podem ser
considerados “premium” devido a composi¢do em acidos graxos insaturados e podem ser
utilizados como matéria prima para a producdo de margarinas, uma vez que o contetdo de
acido graxo linoleico é maior que 60%.

De uma forma geral, a composicdo em acidos graxos nao foi expressivamente
afetada pelo método de extracdo e houve diferencas significativas no perfil de acidos

graxos entre as variedades de maracuja estudadas.
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TABELA 6 - PERFIL DE ACIDOS GRAXOS (%)° DO OLEO DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE E DE MARACUJA AZEDO ORGANICOS, OBTIDOS
POR DIFERENTES METODOS DE EXTRAGAO.

Acido Graxo Métodos de Extracdo
Soxhlet us PC
Nome Nome Cx;y1 n-Hexano Etanol Etanol 30°C/2MPa 30°C/8MPa 60°C/2MPa
Comum Sistematico
Capréico Hexanoico C6:0 (MAO) 1,38+ 0,00 - - - - -
Caprilico Octandico C8:0 (MAO) 1,45+ 0,01 - - - - -
Palmitico Hexadecandico C16:0 (MDO)  11,46+0,03* 11,50+0,00° 11,29+0,00° 11,17+0,04° 11,17+ 0,01° 11,18+ 0,02°
C16:0 (MAO)  10,22+0,000  10,49+0,00° 10,49 +0,00° 10,41+0,01° 10,43+0,01° 10,46 + 0,04%
Palmitoleico  cis-9-Hexadecandico C16:1 (MDO) 1,07 + 0,02° 1,10 + 0,00% 0,96+0,01°  1,02+0,01° 0,93+ 0,00 0,99 + 0,00™
Estearico Octadecanoico C18:0 (MDO)  2,51+0,02" 2,50+ 0,01° 2,57+0,01° 2,54+0,05 2,48+ 0,03° 2,47+0,01°
C18:0 (MAO) 2,88 + 0,00 2,87 + 0,007 2,93+ 0,00 2,93+0,00° 2,92+ 0,00 2,89 + 0,04°
Oleico cis-9-Octadecendico  C18:1 (MDO)  12,93+0,07°° 12,91+0,11° 1259+0,01° 13,25+0,39° 12,54+0,00° 12,58+ 0,00°
C18:1 (MAO)  17,11+0,02° 17,30+0,05* 17,33+0,02° 17,31+0,00® 17,33+0,01* 17,00+ 0,33°
Linoleico cis-9, cis-12- C18:2 (MDO)  72,04+0,15° 72,00+£0,12° 72,61+0,00° 72,04+0,42° 7289+0,03° 72,79+0,03
Octadecadiendico C18:2 (MAO) 66,64 +0,04° 68,97+0,05° 6890+0,02° 6899+001° 6897+0,00° 68,83+0,03°
a-Linolénico  Octadecatriendico C18:3 (MAO) 0,32 +0,00° 0,36 £ 0,01*® 0,35+ 0,00 0,35+ 0,00 0,35+0,00 0,36 +0,00°
Behénico Docosandico C22:0 (MAO) - - - - - 0,91 £ 0,00
NOTA:

L Cx:y, x = nimero de carbonos e y = ntiimero de duplas ligacdes.
- = ndo detectado
MDO = Maracuja Doce Organico; MAO = Maracuja Azedo Organico; US = Ultrassom; PC = Propano Comprimido.
C6:0, C8:0, C18:3 e C22:0 nao foram detectados nos Oleos de sementes de maracuja doce organico. C16:1 ndo foi detectado nos 6leos de sementes de
maracuji azedo orgéanico.
%Resultados expressos como média + desvio padrao.

Letras diferentes na mesma linha e coluna para um mesmo &acido graxo representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).
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TABELA 7 - QUANTIDADE TOTAL (%) DE ACIDOS GRAXOS SATURADOS, INSATURADOS, MONOINSATURADOS E POLI-INSATURADOS, INDICE
P/S" E PROPORCAO DO TOTAL DE ACIDO OLEICO/LINOLEICO DOS OLEOS DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE E DE MARACUJA
AZEDO ORGANICOS, OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRAGAO.

Métodos de extracao

Acidos Graxos Soxhlet Ultrassom Propano Comprimido
(Total) n-Hexano Etanol Etanol 30 °C/2MPa 30°C/8 MPa 60 °C / 2 MPa
Saturados (MDO) 13,97 14,00 13,86 13,71 13,65 13,65
Saturados (MAO) 15,93 13,36 13,42 13,34 13,35 14,26
Monoinsaturados (MDO) 14,00 14,01 13,55 14,27 13,47 13,57
Monoinsaturados (MAO) 17,11 17,3 17,33 17,31 17,33 17,00
Poli-insaturados (MDO) 72,04 72,00 72,61 72,04 72,88 72,79
Poli-insaturados (MAO) 66,96 69,33 69,25 69,34 69,32 69,19
indice P/S* (MDO) 5,16 5,14 5,24 5,25 5,34 5,33
(MAO) 4,20 5,19 5,16 5,20 5,19 4,85
Oléico/Linoléico® (MDO) 1/5,57 1/5,58 1/5,77 1/5,44 1/5,81 1/5,79
(MAO) 1/3,89 1/3,99 1/3,98 1/3,99 1/3,98 1/4,05
NOTA:

MDO = Maracuja Doce Organico; MAO = Maracuja Azedo Organico.
!indice Poli-insaturados/Saturados.
% Proporcao entre o total de acidos oléico e linoléico.
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4.7 COMPOSICAO DE TOCOFEROIS

O mais importante grupo de antioxidantes naturais presentes em 0leos vegetais
comestiveis sdo os tocoferdis (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996). Na Tabela 8 sao
apresentadas as composi¢cfes de tocoferGis dos Oleos extraidos das sementes dos
maracujas doce e azedo organico por diferentes métodos de extracao.

Todos os 6leos apresentaram os isbmeros a-, y- e &-tocoferol na sua composicao.
Os isbmeros em maior concentragdo nos 6leos das duas variedades de maracuja foram o
0- e o y-tocoferol, respectivamente. O a-tocoferol apresenta maior atividade biolégica como
vitamina E, afeta a nutricdo humana e aspectos relacionados a saude, enquanto o 6- e 0 y-
tocoferol mostram forte atividade antioxidante na semente protegendo componentes como
os acidos graxos (SCHMIDT, POKORNY, 2005; TUBEROSO, 2007).

Todos os 6leos extraidos de sementes de maracuja azedo organico apresentaram
concentracOes totais de tocoferol significativamente (p < 0,05) inferiores aquelas obtidas
para os 6leos de sementes de maracuja doce organico.

As concentracBes de tocoferdis totais variaram de 2,98 a 11,14 mg.100g™. Os
Oleos de sementes de maracuja doce organico obtidos por extracdo em Soxhlet utilizando
n-hexano como solvente e por propano comprimido a 60 °C e 2 MPa apresentaram as
maiores concentracdes de tocoferdis (11,14 mg.100g™) , representando em torno de 73,7%
do total de tocoferdis nestes 6leos. O &-tocoferol foi o principal tocoferol encontrado nos
0leos de sementes de maracuja doce organico, com concentracbes de 8,27 e 8,16
mg.100g™ para a extracdo em Soxhlet com n-hexano e propano comprimido a 60 °C e 2
MPa, concentracdes estas significativamente (p < 0,05) maiores que as demais.

Os Oleos de sementes de maracujd azedo organico obtidos por extracdo em
Soxhlet com n-hexano e por propano comprimido a 60 °C e 2 MPa apresentaram as
maiores concentracdes de tocoferol (8,22 e 5,98 mg.100g™, respectivamente), sendo que o
O-tocoferol foi o principal tocoferol encontrado nestes 6leos obtidos, representando 59,97%
e 58,70% do total de tocoferdis. Piombo et al. (2006) obtiveram 52,4% de &-tocoferol para
0 Oleo extraido de sementes de maracuja azedo (Passiflora edulis) convencional pela
técnica de extracdo acelerada por solvente (ASE) utilizando éter de petréleo.

A literatura estabelece que pequena quantidade de &-tocoferol é encontrada em
Oleos vegetais (0 a 6% do total). Neste estudo, &-tocoferol representou até 76,25% do

conteudo total, para o 6leo de sementes de maracuja azedo organico obtido utilizando
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propano comprimido a 30 °C e 8 MPa. Tocoferéis tém a habilidade de inibir a oxidacéo
lipidica em alimentos e em sistemas biologicos. O &-tocoferol em particular retarda
atividades inflamatorias e sdo potencialmente Gteis contra muitas doengas, como o cancer,
artrite, psoriase e doencas cardiovasculares (WELLS et al., 2010).

O coeficiente de correlacdo de Pearson é usado para expressar a forca entre duas
variaveis continuas que séo relacionadas uma com a outra (ZIELINSKI et al., 2014).

Segundo Tuberoso et al. (2007), altas quantidades de tocoferdis totais estao
associadas com o teor de acidos graxos poli-insaturados. Neste estudo obteve-se uma
forte e significativa correlacdo positiva (r=0,87; p<0,01) entre as quantidades de acido
linoléico e tocoferdis totais, 0 que indica que conforme aumenta a composi¢cdo de poli-
insaturados aumenta a quantidade de tocoferadis totais.

Frutas exoticas como 0 maracuja sdo ricas em compostos bioativos, como 0s
tocoferdis, que podem ser encontrados nos subprodutos (sementes, cascas), na maioria
das vezes, na mesma quantidade ou em quantidade maior que na polpa (MIRABELLA,
CASTELLANI, SALA, 2014). Pertuzatti et al. (2015) estudaram a polpa do maracuja azedo
organico e convencional e encontraram valores de tocoferois totais de 0,061 e 0,052
mg.100g™, respectivamente. O menor resultado para os tocoferdis totais encontrado neste
trabalho (2,98 mg.100g™), nos 6leos obtidos de sementes de maracuja doce e de maracuja
azedo organicos é aproximadamente 57 vezes maior do que o encontrado por Pertuzatti et
al. (2015) na polpa.

O conteudo de tocoferol nas sementes de maracuja pode ter sido afetado pela
variedade. A composicao quimica do 6leo vegetal é influenciada pelo gendétipo, fatores
climaticos, ambientais, local da producédo, condicbes de crescimento e variedade, fatores
ambientais durante a colheita e a estocagem pos-colheita, além dos métodos agronémicos
utilizados (JING et al., 2012; LIU et al., 2008). Velasco et al. (2002) estudaram a variacao
no conteudo de tocoferol de 33 hibridos comerciais de semente de girassol, e concluiram
que o conteudo total de tocoferol foi significativamente afetado pelas condi¢gbes do meio
ambiente e do genotipo. Além disso, as diferengas nos resultados podem ser devido ao
método de extragdo e de analise utilizados (HUSSAIN et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que existem diferencas
significativas (p < 0,05) na concentragédo de tocoferdis entre os Oleos obtidos das sementes
das variedades de maracuja estudadas. E que os métodos de extracdo e 0s solventes

utilizados afetaram a concentracao de tocoferoéis dos o6leos.



TABELA 8 - CONTEUDO DE TOCOFEROL (a, y E 8) DO OLEO DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE E DE MARACUJA AZEDO ORGANICOS,
OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRAGAO.

Métodos de Extracdo

Concentracdo de Tocoferol (mg.100 ggieo )

Método Solvente e pardmetros do processo a-Tocoferol y-Tocoferol O-Tocoferol Total
Soxhlet n-Hexano Ponto de ebulicdo - (MDO) 0,56 + 0,03 2,31 +0,02% 8,27 +0,02% 11,14 +0,02°
(MAO) 1,68 + 0,003% 1,62 + 0,002° 4,93 +0,01 8,22 +0,01°
Etanol Ponto de ebulicio - (MDO) 1,39 + 0,01° 1,82 + 0,02° 5,37 £ 0,13° 8,58 + 0,16"
(MAO) 0,50 + 0,01" 1,23 + 0,002° 1,24 + 0,02 2,98 + 0,03
us Etanol 60 °C - (MDO) 0,74 + 0,017 2,24 +0,02° 7,11+ 0,03° 10,10 + 0,06°
(MAO) 0,43 + 0,004° 1,25 + 0,003° 1,59 + 0,00 3,27 + 0,00
PC Propano 30°C 2 MPa (MDO) 0,74 +0,19% 2,28 + 0,02 6,85 + 0,02° 9,87 +0,22°
(MAO) 0,40 + 0,003° 1,23 + 0,003¢ 1,47 + 0,07 3,10 + 0,07"
30°C 8 MPa (MDO) 0,68 +0,03% 2,35+ 0,01° 7,76 £ 0,02° 10,80 + 0,04"
(MAO) 0,22 + 0,005" 0,68 + 0,003" 2,89 + 0,003" 3,79 + 0,01°
60 °C 2MPa (MDO) 0,65+ 0,02% 2,33+0,03° 8,16 + 0,08° 11,14 + 0,05%
(MAO) 1,04 + 0,01° 1,43 + 0,003’ 3,51 +0,03° 5,98 + 0,02"
NOTA:

MDO = Maracuja Doce Orgéanico; MAO = Maracuja Azedo Orgéanico; US = Extracdo assistida por Ultrassom; PC = Propano Comprimido

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3).

Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).
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4.8 ESTABILIDADE TERMICA DOS OLEOS

As curvas termogravimétricas (TG) dos 6leos de sementes de maracuja doce e de
maracuja azedo organicos obtidos por diferentes processos e submetidos a analise térmica
sob atmosfera de ar sintético estdo apresentadas nas Figuras 19 e 20. As curvas
termogravimétricas indicam que o perfil de decomposicdo dos 6leos é similar e estes

apresentaram alta estabilidade térmica até 300 °C (Figuras 19 e 20).

FIGURA 19 - CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS DOS OLEOS DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE
ORGANICO.
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FIGURA 20 - CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS DOS OLEOS DE SEMENTES DE MARACUJA AZEDO
ORGANICO.
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O processo de decomposicdo térmica ocorreu principalmente na faixa de
temperatura de 300 a 475 °C e durante esse estagio a perda de massa foi de
aproximadamente 80% para o 6leo obtido com propano comprimido a 60 °C/2 MPa e
aproximadamente 92% para os demais Oleos (Figura 19). Em relacdo aos Oleos de
sementes de maracuja azedo organico, a perda de massa foi de aproximadamente 95%
para todos os 6leos (Figura 20).

De acordo com Diniz et al. (2008), esse estagio de decomposi¢cdo térmica € o mais
importante, uma vez que ele representa a fase inicial da degradacéo de triglicerideos e
onde ocorre a decomposicdo dos acidos graxos insaturados presentes no 6leo (SANTOS
et al., 2002). Os produtos resultantes do processo de oxidacdo, como o0s peroxidos e
hidroperoxidos, sédo formados devido a reacdo das duplas ligagcbes com o oxigénio e tais
compostos instaveis resultam em aldeidos, cetonas, acidos e é&lcoois (POLITI; MATOS;
SALES, 2013).

Acidos graxos monoinsaturados s&o mais resistentes a oxidacdo e deterioracio
comparados com os acidos graxos insaturados (MOSER, 2012). Apesar de ser altamente
insaturado (Tabela 6), a alta estabilidade dos 6leos de sementes de maracuja doce e de
maracuja azedo organicos pode ser atribuida a presenca de antioxidantes naturais, como
os tocoferdis. Os tocoferbis sdo o0s mais importantes antioxidantes lipossolluveis
encontrados em Oleos e devido a sua atividade antioxidante, eles desempenham um
importante papel na protecdo dos acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados,
contribuindo para aumentar a protecdo do 6leo contra processos de oxidacdo (SHAHIDI;
CAMARGO, 2016).

4.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados referentes a atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e
FRAP dos 6leos de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo organicos obtidos
por diferentes métodos de extracdo sao apresentados na Tabela 9.

O método DPPH €& um dos mais utilizados na determinacdo da atividade
antioxidante de varios compostos, como extratos de plantas, alimentos (OLIVEIRA, 2015) e
Oleos vegetais (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011; VALANTINA; NEELAMEGAM,

2015). Todos os 6leos demonstraram atividade sequestradora do radical DPPH". No
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entanto, os Oleos obtidos pela extragdo em Soxhlet utilizando n-hexano como solvente
foram os que apresentaram menor porcentagem de reducéo do radical.

Ainda assim, todos os Oleos apresentaram atividade antioxidante superior a 50%,
atingindo os valores méaximos de 83,90% e 83,60% para os 6leos de sementes de
maracuja doce organico e 82,81% e 80,68% para os Oleos de sementes de maracuja
azedo organico que utlizaram etanol como solvente (Soxhlet e ultrassom,
respectivamente). A presenga predominante de ©&-tocoferol nestes Oleos pode ter
contribuido para este resultado, uma vez que estudos indicam que a atividade antioxidante
dos tocoferdis em 6leos e gorduras (in vitro) apresenta a seguinte ordem: & > y = 3 > q.
Contudo, essa ordem pode ser alterada por diversos fatores, tais como a temperatura,
disponibilidade de oxigénio, exposi¢cao a luz, entre outros (CHAIYASIT et al., 2007). Outros
estudos indicam que o y-tocoferol pode ser mais ativo como antioxidante (SEPPANEN;
SONG; CSALLANY, 2010).

Em relacdo as extra¢gBes utilizando propano comprimido, o 6leo de sementes de
maracuja doce organico obtido a 30 °C e 2 MPa apresentou a maior atividade antioxidante
(78,78%), resultado significativamente diferente (p < 0,05) dos demais que utilizaram o
mesmo método de extragao.

Para os 6leos obtidos de sementes de ambas as variedades de maracuja, o
aumento da pressdo e da temperatura nas extracbes com propano comprimido
proporcionou efeito negativo na atividade antioxidante total.

Os resultados obtidos neste trabalho foram maiores que os apresentados por
Malacrida e Jorge (2012), que utilizaram o método DPPH para avaliar a atividade
antioxidante do 6leo de sementes de maracuja azedo produzido no sistema convencional.
O Oleo extraido por Soxhlet utilizando éter de petréleo como solvente apresentou 48% de
atividade antioxidante.

A qualidade dos extratos naturais e sua performance antioxidante dependem néo
somente da qualidade da planta de origem, das condi¢cdes geograficas, climaticas, da
colheita e estocagem, mas também dos fatores ambientais e tecnoldgicos, que afetam a
atividade antioxidante de fontes residuais (CUVELIER, RICHARD, BERSET, 1996).
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TABELA 9 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO PELOS METODOS DPPH, FRAP E ABTS DOS OLEOS DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE E DE
MARACUJA AZEDO ORGANICOS OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE EXTRAGAO.

Atividade Antioxidante

Método  Solvente e Parametros do Processo DPPH ABTS FRAP
(%) (Mol TE.gereo ) (umol TE.geieo ) (umol TE goreo )
Soxhlet n-Hexano Ponto de ebuligdo (MDO) 55,90 + 0,10’ 898,14 + 24,67' 1256,34 + 25,56' 59 + 16,67
(MAO) 53,57 + 0,30' 787,66 + 14,26' 1272,11 +10,92' 57 +14,30'
Etanol Ponto de ebuligdo  (MDO) 83,90 +0,01° 2228,55 + 13,78% 1705,12 + 14,55° 330 + 16,67°
(MAO) 82,81 + 0,49% 2177,20 + 23,34% 1701,48 + 25,47° 274 +26,21°
us Etanol 60 °C; 60 min (MDO) 83,60 + 0,10™ 2214,55 + 14,32® 1581,40 + 36,39 288 + 11,907
(MAO) 80,68 + 0,57 2076,06 + 26,95™ 1559,57 + 21,83 195 + 19,06°
PC Propano 30 °C; 2 MPa (MDO) 78,78 + 0,00° 1985,81 + 17,25° 1692,99 + 18,31° 157 + 19,05%
(MAO) 75,12 + 0,23° 1811,53 + 10,78"° 1632,34 + 21,83 119 + 9,55%
30 °C; 8 MPa (MDO) 68,66 + 3,63° 1504,99 + 72,38° 1486,79 + 65,50° 104 + 19,05%
(MAO) 75,05 + 0,20° 1808,42 + 9,34¢ 1312,13 + 36,39 100 + 4,77%
60 °C; 2 MPa (MDO) 70,04 + 0,10° 1570,35 + 10,23° 1525,60 + 11,12% 92 + 7,14
(MAO) 68,37 + 0,20° 1490,99 + 9,34° 1825,19 + 18,19° 95 + 9,53
NOTA:

MDO = Maracuja Doce Organico; MAO = Maracuja Azedo Organico; US = Extragéo assistida por Ultrassom; PC = Propano Comprimido.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de confianga (p < 0,05).
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Os resultados obtidos para a atividade antioxidante determinada pelo método
DPPH variaram de 787,66 a 2228,55 umol TE.g™. Os 6leos obtidos pelas extracdes que
utilizaram etanol como solvente (Soxhlet e ultrassom) apresentaram as maiores atividades
antioxidantes (Tabela 9). Os Oleos obtidos pela extracdo em Soxhlet com n-hexano
apresentaram menor atividade antioxidante (787,66 pmol TE.g™ para o 6leo de sementes
de maracuja azedo organico e 898,14 umol TE.g™ para o 6leo de sementes de maracuja
doce orgéanico).

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante determinada pelo método
ABTS variaram de 1256,34 a 1825,19 umol TE.g™. O 6leo de sementes de maracuja azedo
organico obtido pela extracdo com propano comprimido a 60 °C e 2 MPa foi o que
apresentou a maior atividade antioxidante (Tabela 9), diferindo significativamente (p < 0,05)
dos demais. Na sequéncia, os Oleos obtidos pela extragdo em Soxhlet com etanol
apresentaram valores de 1705,12 e 1701,48 umol TE.g™. Os 6leos obtidos por Soxhlet
com n-hexano também apresentaram expressiva atividade antioxidante por este método.
De acordo com Re et al. (1999), o método ABTS é aplicavel para sistemas contendo
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos. Dessa forma, é possivel que os 6leos obtidos pelo
método Soxhlet utilizando n-hexano como solvente contenham substancias antioxidantes
apolares.

A variacdo nos resultados da atividade antioxidante pelo método FRAP foi de 57 a
330 pymol TE.g™" de 6leo. Os dleos obtidos utilizando etanol como solvente apresentaram
as maiores atividades antioxidantes, 330 e 288 umol TE.g" de 6leo, diferindo
significativamente (p < 0,05) dos demais. Os maiores resultados podem ser associados a
capacidade dos antioxidantes presentes no 6leo em reduzir o ion férrico a ferroso. O
resultado obtido para o 6leo de sementes de maracuja doce orgéanico utilizando propano
comprimido a 30 °C e 2 MPa néo diferiu significamente (p > 0,05) do resultado obtido para
o 6leo de sementes de maracujd azedo organico obtido pela extracdo assistida por
ultrassom. Assim como para 0s demais metodos testados, os 6leos obtidos pela extracao
em Soxhlet com n-hexano apresentaram as menores atividades antioxidantes (Tabela 9).

A variacéo dos resultados obtidos pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP pode estar
relacionada ao fato de que os compostos com atividade antioxidante extraidos em cada
método e condicdo experimental testada ndo necessariamente sdo 0s mesmos. A
atividade antioxidante é fortemente influenciada pelo método de determinagéo e pela

composicdo qualitativa e quantitativa dos sistemas em teste. Além disso, a variacdo entre
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os resultados encontrados para a atividade antioxidante in vitro também é devido aos
diferentes mecanismos que estao envolvidos na determinacao.

Dessa forma, a comparacao de resultados obtidos neste estudo com os reportados
na literatura € imprecisa, pois as condi¢bes experimentais sdo diferentes. Diferentes
solventes e parametros de processo podem causar diferencas no padrao antioxidante, uma
vez que foi demonstrado que o solvente pode afetar a capacidade de doacao de hidrogénio
pelo antioxidante (RAMADAN; MOERSEL, 2006). No entanto, os resultados obtidos neste
estudo sugerem que os Oleos de sementes de maracuja doce e de maracuja azedo
organicos mostraram-se eficientes na remocao de radicais DPPH, ABTS e no ensaio do
poder antioxidante de reducéo do ferro.

Antioxidantes sdo moléculas capazes de inativar os radicais livres e sua acao
(DEVASAGAYAM et al.,, 2004), atuando de forma importante no sistema de defesa do
corpo contra as espécies reativas ao oxigénio (NOIPA et al.,, 2011). Dessa forma, os
residuos estudados neste trabalho podem ter uma contribuicdo relevante como fonte de

antioxidante natural para a dieta humana.

4.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados da investigacao sobre a atividade antimicrobiana sdo apresentados
na Tabela 10. A atividade antimicrobiana dos 6leos de sementes de maracuja doce e de
maracuja azedo organicos foi testada contra quatro bactérias: duas Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e duas Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella enteritidis). A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi definida como a menor
concentracdo dos 6leos que inibiu o crescimento bacteriano.

Todos os oleos inibiram o crescimento de todos os microrganismos testados. Os
Oleos obtidos na extragdo com Soxhlet utilizando n-hexano como solvente apresentaram a
maior atividade antimicrobiana, principalmente contra E. coli e S. enteritidis. De acordo com
Palma et al. (1999), a fracéo lipidica facilmente extraida pelo n-hexano € mais efetiva
contra alguns microrganismos devido a presenca de esterais.

Os Oleos obtidos a partir das extragdes com propano comprimido apresentaram o0s
maiores valores de concentragdo minima inibitéria, sendo mais efetivos na condi¢éo pura

(100% de Oleo). Dentre os 0Oleos obtidos com essa tecnologia, observa-se que os 6leos de
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sementes de maracuja azedo organico apresentaram maior atividade frente a E. coli.
Nenhuma tendéncia foi observada para a atividade antimicrobiana em relacdo a pressao
ou a temperatura. Entretanto, a temperatura apresentou efeito positivo na atividade
antimicrobiana dos oleos contra E. coli.

De uma forma geral, a alta atividade antimicrobiana dos 0leos de sementes de
maracuja doce organico extraidos por Soxhlet e pela extracdo assistida por ultrassom pode
estar associada a sua rica composicdo em acidos graxos poli-insaturados (Tabelas 6 e 7).
De acordo com Silveira et al. (2005), a composicdo em &cidos graxos também pode
apresentar atividade antimicrobiana, adicionando funcionalidades ainda maiores as
matrizes que contém esses compostos. Segundo Zheng et al. (2005), a performance
antimicrobiana atribuida a produtos naturais pode estar associada a presenca de varias
substancias, como os acidos graxos linoleico e oleico.

Ferreira et al. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana de trés tipos de 6leos de
sementes de maracuja azedo (refinado, extraidos por pressao a frio e em Soxhlet) contra
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e E. coli,
utilizando a técnica de difusdo em meio solido, e ndo observou atividade antimicrobiana.

Saravanan e Parimelazhagan (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana de 6leos
obtidos de sementes de Passiflora subpeltata obtidos por Soxhlet e utilizando diferentes
solventes (éter de petréleo, cloroférmio, acetona e metanol). Os 6leos apresentaram efetiva
propriedade antibacteriana e antifungica. Segundo esses autores, a forte atividade
antimicrobiana esté relacionada com a presenca de compostos fenélicos nos 6leos.

A maior atividade antimicrobiana dos 6leos avaliados neste estudo foi em relacéo
as bactérias Gram-negativas. Essas bactérias sdo mais resistentes, sendo sua alta
resisténcia relacionada ao sofisticado sistema de barreira a permeabilidade, comparado
com a membrana celular mais simples das bactérias Gram-positivas (SMITH-PALMER,;
STEWART; FYFE, 1998). A membrana celular das bactérias Gram-negativas apresenta
uma barreira lipopolissacaridica externa adicional que restringe a penetracdo de muitas
moléculas, enquanto sdo permeaveis aos nutrientes (DENYER; MAILLARD, 2002). Essa
eficiente barreira a permeabilidade tem sido largamente responsavel pela inabilidade da
industria farmacéutica em produzir novas classes de compostos de amplo espectro que
sejam igualmente ativos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (LEWIS;
AUSUBEL, 2006).

Considerando o pequeno numero de estudos em relacdo ao uso do 6leo de

sementes de maracuja como agente antimicrobiano, esse estudo pretendeu reduzir a
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lacuna de informacdes na literatura, a partir da investigacao de diferentes tipos de matéria
prima (variedades), preparo das amostras, métodos aplicados na extracdo do 6leo para
determinar a atividade antioxidante. Outros estudos sdo necessérios, a fim de investigar os
componentes que exerceram alta atividade contra as bactérias Gram-negativas, bem como

avaliar se existe atividade antimicrobiana em relacéo a outros microrganismos.
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TABELA 10 - CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CMI) (%) DOS OLEOS DE SEMENTES DE MARACUJA DOCE E DE MARACUJA AZEDO

ORGANICOS DETERMINADA PELO METODO DA MICRODILUICAO.

Método de Solvente e condi¢cBes de CMI (%)

processo

Extracéo Escherichia coli Salmonella enteritidis ~ Staphylococcus aureus  Bacillus cereus

MDO MAO MDO MAO MDO MAO MDO MAO
Soxhlet Hexano Ponto de ebulicdo - 1,5625 1,5625 15625 3,125 3,125 6,25 12,5 6,25
Etanol Ponto de ebulicdo - 6,25 6,25 3,125 6,25 12,5 25 12,5 25

us Etanol 60 °C - 25 50 6,25 100 25 50 25 100

PC Propano  30°C 2MPa 100 50 100 100 50 100 50 100
30°C 8 MPa 100 100 100 100 100 100 100 100
60 °C 2MPa 100 50 50 100 100 100 100 100

NOTA: MDO = Maracuja Doce Orgéanico; MAO = Maracuja Azedo Organico; US = Ultrassom; PC = Propano Comprimido.
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5 CONCLUSOES

Os resultados desse estudo mostraram que alto rendimento pode ser
obtido utilizando a extragdo em Soxhlet com n-hexano e com propano
comprimido como solvente. Os maiores rendimentos (28,33% e 26,12% para
0s Oleos de sementes de maracujd doce e de maracuja azedo orgéanicos,
respectivamente) foram obtidos pela extracdo em Soxhlet com n-hexano,
seguido de 24,68% (Oleo de sementes de maracuja azedo organico) e 23,68%
(6leo de sementes de maracuja doce organico) obtidos com propano
comprimido a 30 °C e 8 MPa e a 60 °C e 2 MPa, respectivamente. As imagens
de MEV demonstraram o intenso efeito das extracdes utilizando Soxhlet com n-
hexano e com propano comprimido sobre as células oleosas das sementes, 0
que permitiu maior liberacdo de Oleo dessas estruturas, resultando em alto
rendimento de extracéo.

Os Oleos obtidos utilizando etanol como solvente (por Soxhlet e
extracdo assistida por ultrassom) e propano comprimido apresentaram
resultados similares em relacéo as propriedades fisico-quimicas, exceto para o
indice de acidez e &acidos graxos livres, que foram maiores para a extracdo em
Soxhlet (2,93 mg KOH/g de 6leo e 1,47%, respectivamente) e menores para as
extracBes com propano comprimido a 30 °C e 8 MPa (1,44 mg KOH/g de éleo e
0,72%), o que reforca a alta qualidade do 6leo obtido utilizando propano
comprimido. Todos os O6leos apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com as de outros 6leos vegetais e os resultados estdo de acordo
com a legislacao internacional.

Os 0Oleos obtidos utilizando propano comprimido apresentaram maior
composicdo em &acidos graxos insaturados: 86,35% (a 30 °C e 8 MPa) e
86,36% (a 60 °C e 2 MPa) para os 6leos de sementes de maracuja doce
organico e 86,65% para os Oleos de sementes de maracuja azedo organico
obtidos a 30 °C e 8 MPa e 30 °C e 2 MPa. Os 06leos extraidos com propano
comprimido também apresentaram maior conteldo do acido graxo essencial
linoleico, sendo 72,89% de acido linoleico no 6leo de sementes de maracuja
doce orgéanico obtido a 30 °C e 8 MPa e 68,99% no Oleo de sementes de

maracuja azedo organico obtido a 30 °C e 2 MPa.
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Os oleos obtidos sao ricos em acidos graxos essenciais, sendo o acido
linoleico (n-6) o acido graxo essencial predominante. O acido a-linolénico (n-3)
foi identificado nos 6leos de sementes de maracuja azedo organico. O indice
P/S de todos os oOleos foi alto, o que reforca sua qualidade e os aspectos
benéficos da sua composicéao.

Todos os 6leos apresentaram a-, y- e &-tocoferol na sua composicao,
com predominancia do ultimo. Os 6leos de sementes de maracuja doce
organico apresentaram concentracdes maiores do que o0s 6leos de sementes
de maracuja azedo organico, sendo que o 6leo obtido utilizando propano
comprimido apresentou a mesma concentracdo em tocoferol (11,14 mg.100
Jsieo ) dO que a extracdo em Soxhlet com n-hexano.

Outro aspecto benéfico em relacdo as caracteristicas dos 6leos foi a
alta estabilidade térmica, se mantendo estaveis em 300 °C. A forte atividade
antioxidante e o efeito antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas (S.
aureus e B. cereus) e Gram-negativas (E. coli e S. enteritidis) indicam que os
Oleos estudados podem ter, no futuro, aplicacdes interessantes na area da
saude.

Os resultados demonstram que a extracdo nao convencional
principalmente com propano comprimido é uma tecnologia promissora na
obtencéo de Oleos de sementes de frutas com alta qualidade, agregando valor
a este residuo.

O conhecimento sobre a composicdo quimica de diferentes cultivares é
indispensavel para sua correta aplicacdo e para a identificacdo de
peculiaridades para seu uso como matéria prima em alimentos ou outras
industrias. A caracterizacdo do 6leo de sementes de maracuja doce organico
obtido por extracdo assistida por ultrassom e utilizando propano comprido nao
havia sido reportada. O conhecimento adquirido a partir deste estudo ajudara a
determinar os beneficios destes Oleos para a saude e suas aplicacbes em
alimentos e em outras areas. O maracuja doce e o maracuja azedo cultivados
sob o sistema organico de produgcdo apresentam potencial de impactar

positivamente os pequenos produtores que se dedicam ao cultivo destes frutos.
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