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RESUMO

A amora-preta (Rubus spp.) pertence ao grupo de frutos denominados
berries e é reconhecida pela sua composicao rica em compostos benéficos a saude,
como, principalmente seus flavonoides, como antocianinas. Quando processada,
geralmente, gera subprodutos, compostos basicamente de sementes e casca. O
estudo relata a extracdo por Soxhlet, subcritica e supercritica, com diferentes
solventes, dos compostos bioativos da amora-preta orgénica, cultivar Xavante,
presentes na semente. Solventes de diferentes polaridades foram utilizados e o
trabalho foi dividido entre os o6leos obtidos, utilizando os solventes fortemente
apolares e os extratos obtidos com CO2 e etanol como cossolvente. Os 6leos foram
obtidos utilizando hexano, éter de petroleo, CO2 supercritico (scCOz2) e propano
comprimido. O propano apresentou taxa de extracdo, rendimento de extracéao,
conteudo de B-caroteno e estabilidade térmica maiores que as extracdo com scCOz2.
Entretanto, o scCO2 foi mais eficiente na extragdao de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante pelo método ABTS. O conteudo de &acidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) dos O6leos extraidos foi superior a 70 %, composto
essencialmente por acido linoleico. O etanol foi escolhido como cossolvente nas
extracbes com CO2 para aumentar o potencial de extracdo de compostos bioativos
das sementes com caracteristicas polares. A extracdo nas condi¢bes de maior
pressao e temperatura estudas apresentou os melhores resultados para rendimento
de extracdo, conteudo de fendlicos totais e todos os outros ensaios antioxidantes,
ABTS, FRAP e DPPH. Este extrato otimizado apresentou elevado conteudo de
rutina na sua composicéo, alta estabilidade térmica, teor de PUFAs e acido linoleico
semelhante aos obtidos nos o6leos estudados e potencial de protecdo contra a
oxidagdo do o6leo de soja pelo método Rancimant superior aos antioxidantes
sintéticos BHA e BHT. Diante dos resultados, tanto os 6leos como os extratos
obtidos das sementes da amora-preta apresentam elevado potencial de aplicagao
tecnolégica na formulagao de produtos alimenticios, farmacos e cosméticos.

Palavras-chave: Berries. Subproduto. CO2. Acido linoleico. Rutina.



ABSTRACT

The blackberry (Rubus spp.) belongs to the group of fruits known as berries
and is recognized for being rich in compounds beneficial to health, mainly flavonoids,
such as anthocyanins. This study reports the Soxhlet, subcritical and supercritical
extractions, with different solvents, of bioactive compounds of organic blackberry
seeds, Xavante cultivar. Solvents with different polarities were used and the work
was divided between the oils obtained using the strongly apolar solvents and the
extracts obtained with CO2 and ethanol as a cosolvent. The oils were obtained using
hexane, petroleum ether, supercritical CO2 (scCO2) and compressed propane.
Propane showed higher extraction rate, extraction yield, B-carotene content and
thermal stability than extractions with scCO2. However, scCO2 was more efficient in
extracting total phenolic compounds and antioxidant activity by ABTS method. The
polyunsaturated fatty acid content (PUFAS) of the extracted oils was higher than 70
%, composed mainly of linoleic acid. Ethanol was chosen as a cosolventin the CO2
extractions to increase the potential for extraction of bioactive compounds with polar
characteristics from the seeds. The extraction at the highest pressure and
temperature conditions studied showed the best results of extraction yield, total
phenolic content, and all other antioxidant assays, ABTS, FRAP and DPPH. This
optimized extract showed high rutin content in their composition, high thermal
stability, PUFAs and linoleic acid content similar to those obtained in the oils studied,
and protection factor against soybean oil oxidation, by the Rancimant method, was
higher than synthetic antioxidants BHA and BHT. In view of the results, both the oils
and the extracts obtained from the blackberry seeds have a high potential of
technological application in the formulation of food products, pharmaceuticals and
cosmetics.

Keywords: Berries. By-product. COz2. Linoleic acid. Rutin
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1 INTRODUGAO

O cultivo da amora-preta, no Brasil, esta se expandindo desde a introdugao
de cultivares adaptados ao clima brasileiro pela Embrapa na década de 1970,
principalmente nas regides sul e sudeste. Ele representa uma excelente opgao de
cultivo, particularmente em pequenas propriedades rurais, devido a sua facilidade de
plantio e alta producgéao.

A amora-preta faz parte de um grupo de frutas chamado berries, que tém
recebido atengdo mundial, devido aos seus nutrientes e quantidade de bioativos.
Dentre estes compostos, a amora-preta contém vitaminas, minerais, proteinas,
acucares e polifendis. Estudos revelam que essa fruta possui atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e antitumoral, e efeitos positivos nos
lipidios sanguineos e na aterosclerose.

Os efeitos bioldgicos da amora-preta sugerem possiveis aplicagdes na area
da saude humana. Seu consumo, in natura, é dificultado pela sua estrutura fragil e
elevada taxa respiratoria, o que faz com sua vida pds-colheita seja relativamente
curta. Por isso, comercialmente, € vendida na forma congelada, desidratada ou
como produtos derivados, tais como, sucos, geleias e sorvetes.

No entanto, geralmente, quando processada a amora gera residuos solidos,
compostos de sementes e cascas. Esses residuos ainda possuem compostos
importantes, podem ser exitraidos e aplicados em produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosméticos. O 6leo presente na semente, pode ser fonte de acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs) e outros componentes bioativos como o [3-caroteno,
que aumentam suas possiveis propriedades tecnolégicas e beneficios a saude.
Além de outros compostos bioativos polares, como acidos fendlicos e flavonoides
encontrados na semente.

A escolha da tecnologia de extracao de compostos bioativos € de extrema
importancia. Algumas técnicas, chamadas “convencionais”, possuem desvantagens,
como o uso de grande quantidade de solventes toxicos, serem demoradas e de
baixa seletividade. Por isso, surge a demanda pelas chamadas extragbes green,
como é o caso da extracdo usando CO2, no estado supercritico. Esse tipo de
extracdo ja é utilizado para a extragdo de 6leos de sementes de uvas e de outras
berries, de forma que sua aplicacio para as sementes de amora é promissora. Outro

solvente estudado para a extracdo de 6leo de sementes € o propano, mas no estado
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subcritico, pois sua temperatura critica ser considerada alta para a extragcao de
muitos compostos.

A molécula de COz2 é fortemente apolar, entdo para que junto da extragao da
fragao lipossoluvel da semente se consiga a extracdo de compostos bioativos mais
polares, também presentes na semente da amora, uma alternativa € a adigédo de um
cossolvente polar como € o caso do etanol, para a obtencdo de um extrato rico em
compostos com poder antioxidante como acidos fenélicos e a rutina.

Diante destes fatos, a motivacdo para este trabalho é o estudo da extragao
dos compostos com potencial bioativo presentes na semente da amora-preta cultivar
Xavante. O trabalho esta dividido em capitulos. O Capitulo | correspondente a
revisdo da literatura sobre os principais topicos do estudo. O Capitulo Il esta
baseado no conteudo apresentado no artigo “Pressurized extraction of high-quality
blackberry (Rubus spp. Xavante cultivar) seed oils” publicado no The Journal of
Supercritical Fluids”. O Capitulo Ill esta baseado no artigo sob submissao que trata
da Obtencgao de extratos da semente de amora-preta (Rubus spp.) cultivar Xavante

usando dioxido de carbono supercritico e etanol como cossolvente.

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial dos compostos bioativos dos extratos das sementes da
amora-preta cultivar (cv) Xavante.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obter extratos da semente da amora-preta cv Xavante utilizando
diferentes solventes: hexano, éter de petrdleo, etanol, acetato de etila,
dioxido de carbono supercritico com e sem adigdo de etanol como
cossolvente e propano comprimido.

e Avaliaro rendimento de extragcao para os diferentes solventes.

e Determinar a influéncia das condi¢cdes de pressao e temperatura nas
extragbes com fluidos pressurizados sob o rendimento e atividade
antioxidante.

¢ Quantificara atividade antioxidante por diferentes ensaios de todos os
extratos obtidos.
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Determinar o conteudo e caracterizar os acidos graxos nos extratos
obtidos com todos os solventes estudados.

Determinar o conteudo de compostos bioativos como 3-caroteno nos
Oleos e antocianinas monoméricas totais nos extratos obtidos com
solventes polares.

Avaliar a estabilidade térmica dos 6leos por termogravimetria.
Identificar e quantificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia os
compostos fendlicos do extrato obtido com diéxido de carbono e
etanol como cossolvente nas condigdes otimizadas de extragao.
Determinar o comportamento térmico do extrato obtido com didxido
de carbono e etanol como cossolvente na condi¢céo 6tima de extracao
por termogravimetria e calorimetria de varredura diferencial.

Avaliar o fator de protecdo antioxidante do extrato otimizado, obtido
na extragdo com dioxido de carbono e etanol, em diferentes

concentragdes em Oleo de soja utilizando o método Rancimat.
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CAPITULOI: REVISAO DA LITERATURA

1 AMORA-PRETA

A amora-preta é o fruto da amoreira que é uma espécie de planta arbustiva,
de porte ereto ou rasteiro, que produz frutas agregadas com cerca de 4 a 7 gramas,
de coloragao negra e sabor acido a doce-acido. Apresenta espinhos nos principais
cultivares comerciais, 0 que exige uma manipulagdo cuidadosa por parte do
operador da colheita com sua integridade fisica e com a qualidade do fruto. Sdo
plantas produzidas em ramos, que apos a colheita sdo eliminados. Enquanto alguns
ramos estdo produzindo, outras hastes emergem e crescem renovando o material
para a proxima producao. O fruto verdadeiro da amoreira € denominado mini drupa
ou drupete, onde existe uma pequena semente, sendo que sua jungao forma o que
se chama de fruto agregado (ANTUNES, 2002).

A amora-preta pertence a familia Rosacea género, Rubus. Rubus € um
grupo muito diversificado e generalizado de plantas. Estima-se que existem entre
400 e 500 espécies individuais de framboesa e amora nas Américas, Europa, norte
da Africa e Asia (HIDALGO; ALMAJANO, 2017; POLING, 1996)

No Brasil, existem somente cinco espécies de amora nativas: R.
urticaefolius, R. erythrocladors, R. brasiliensis, R. sellowii e R. imperialis. As
cultivares de amoreiras existentes no pais sao resultado de introducdes e
hibridagdes de cultivares norte-americanas. O programa para o melhoramento da
amora-preta foi iniciado no Brasil na década de 70 pela Embrapa Clima Temperado
(ANTUNES; RASSEIRA, 2004).

O cultivar Xavante, FIGURA 1.1, é o primeiro cultivar brasileiro de amoreira
preta de porte ereto, hastes vigorosas e sem espinhos. Esse cultivar tem baixa
necessidade de frio e boa producédo. A floragdo tem inicio em setembro, estendendo-
se até outubro. Sua maturagao é precoce, com a colheita se iniciando em meados
de novembro e prolonga-se até janeiro, com necessidade de colheita dos frutos de
dois em dois dias. Os frutos possuem forma alongada, firmeza média, sabor doce-
acido, onde predomina a acidez, possui um teor de sélidos soluveis em torno de

8 °Brix, com massa média de cada fruto de 6 g. A sua produtividade comparada com
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o cultivar Tupy, mais cultivado do mundo, € muito semelhante (ANTUNES;
RASSEIRA, 2004; BOTELHO et al., 2009).

FIGURA 1.1 — Cultivo de amora-preta cultivar Xavante em Guarapuava - PR

FONTE: A autora (2016)

A area plantada de amoreira preta no mundo e no Brasil tem aumentado nas
ultimas décadas. A produtividade da amoreira preta, no cultivo convencional pode
ser superior a 10 t ha' (ANTUNES, 2002). A producéo relatada do cultivar Xavante,
em Guarapuava, Parand, foi de 3t ha' (BOTELHO et al., 2009).

A amora-preta faz parte da designagao chamada de “pequenos frutos” (small
fruits) que é o termo na literatura internacional para referenciar diversas culturas
como a do morango, framboesa, groselha, mirtilo, entre outras. O cultivo desses
pequenos frutos se caracteriza pela grande necessidade de mao de obra e pela
possibilidade de obtencao de alto retorno econdmico. Os pequenos frutos, também
sao denominados de berries, cujo termo vem sendo utilizado para descrever
qualquer fruta pequena, de cor vermelha, roxa ou negra de sabor adocicado e forma
arredondada (PAREDES-LOPEZ et al., 2010).

A maturagdo da amora-preta pode ser determinada pelos parametros de
coloracao e acidez. A coloragao é o parametro de qualidade que determina de forma
pratica o ponto de colheita (PAGOT, 2006). Durante a etapa de amadurecimento, o

fruto passa por diversas mudancas de coloracdo de verde para vermelho e,
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finalmente, para preto. Os ultimos estadios ocorrem, normalmente, entre um e trés
dias. Do ponto de vista comercial, os frutos podem ser divididos em trés estadios de
maturacéo: “mosqueado”, quando apresentam 50 % da superficie preta, “preto-
brilhante”, quando apresentam 100 % da superficie preta e brilho aparente e “preto-
opaco”, quando apresentam coloragao preta, porém com perda de brilho decorrente
do estadio avangado de maturagdo (PERKINS-VEAZIE; COLLINS; CLARK, 1996).

O estadio de maturacédo “preto-brilhante” pode ser subdividido em dois
outros estadios em fungado da turgidez da mini drupas e da presen¢a de mini drupas
expandidas ou ndo. De acordo com esses estadios a colheita da amora-preta deve
ser realizada quando os frutos atingirem o estadio de maturagcao “preto-brilhante” e
com mini drupas ndo expandidas. Se a fruta for colhida em estadios anteriores a
este, os frutos imaturos tem pouca aceitabilidade pelo mercado consumidor, pois
suas caracteristicas ndao mudam de forma significativa apds a colheita, caso seja
feita a colheita nos estadios de maturacdo mais avancgados (“preto-brilhante” com
mini drupas expandidas ou “preto-opaco”) resulta em uma maior fragilidade dos
frutos e menor tempo de conservacdo poés-colheita (SCHAKER; ANTONIOLLI,
2009).

A amoras-pretas e framboesas sdo produzidas em mais de 30 paises pelo
mundo. Apesar disso os frutos sdo normalmente vendidos e consumidos frescos, e
isso representa menos de 10 % da producéo, devido a sua perecibilidade o que
contribui na deterioragdo microbiolégica e nutricional e diminui sua qualidade e
beneficios a saude (STRUCK et al., 2016). Na industria de alimentos as amoras sé&o
utilizadas frequentemente para a fabricacdo de suplementos dietéticos, sucos,
sorvetes, geleias e outros doces (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). A maior
parte das berries € utilizada na industria de alimentos para a produgao de suco, que
é diretamente consumido ou utilizado como ingrediente em outra formulagéo. A
prensagem das berries, gera um subproduto chamado de “bagacgo”, composto
principalmente por peles (exocarpo), sementes, caules (dependendo do fruto), que
representa de 20-25 % de toda a massa de berries (ALBA; CAMPBELL;
KONTOGIORGOS, 2019; STRUCK et al., 2016). Dependendo do tipo de berrie o
bagaco pode conter até 70 % dos polifendis originais do fruto que podem ser usados
como antioxidantes e corantes, por exemplo (ALBA; CAMPBELL,;
KONTOGIORGOS, 2019).
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1.1 COMPOSTOS DE INTERESSE ENCONTRADOS NO SUBPROTUDODO
PROCESSAMENTO DA AMORA-PRETA

1.1.1 Oleo da semente

Os dleos das sementes de berries e de uvas sao os maiores coprodutos da
industria de processamento desses frutos. Esses 6leos sao considerados especiais,
geralmente usados em produtos alimenticios e cosmeéticos, por causa das altas
concentragbes de componentes lipidicos bioativos como &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAs), fitosterois, tocoferois, tocotriendis, carotenoides e esqualeno
que aumentam suas propriedades tecnoldgicas e possiveis beneficios a saude
(TEMELLI, 2009). Uma grande variagao ocorre no conteudo de sementes nas
berries, na faixa de menos de 1 % a mais de 10 % entre espécies. No entanto a
maior variagdo ocorre no conteudo de oleo. Mesmo para a mesma espeécie, a
variagdo é explicada pela pureza, tamanho das sementes e eficiéncia do
procedimento de extracdo (LAMPI; HEINONEN, 2009) .

A estabilidade oxidativa do 6leo depende principalmente da composigao de
acidos graxos e da presenca de compostos antioxidantes. Embora os oleos de
sementes de berries, sejam altamente insaturados, sua estabilidade oxidativa pode
ser comparada a dos 6leos refinados. Os pigmentos como carotenoides e clorofilas
presentes nos Oleos nao refinados podem diminuir a estabilidade, embora possam
apresentar atributos positivos, promovendo coloragao atrativa aos 6leos e, no caso
dos carotenoides, uma contribuicdo na atividade antioxidante (LAMPI; HEINONEN,
2009).

Os o6leos de berries podem nao ser uma boa fonte de compostos fenélicos
antioxidante hidrossoluveis, mas eles possuem elevados conteudos de tocoferdis e
outros antioxidantes lipossoluveis (LAMPI; HEINONEN, 2009).

1.1.2 Outros bioativos

As amoras sao uma fonte rica de polifendis. O conteudo de fendlicos totais
em amoras-pretas tém estado na faixa de 114 a 1056 mg por 100 g de fruto
(KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). Além da genética, o grau de maturagao

pode influenciar nos niveis de fendlicos totais. Por exemplo, a analise de trés
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diferentes cultivares de amora-preta “Chester Thornless”, “Hull Thornless”, e “Triple
Crown”, demostraram que o conteudo de fendlicos totais, decresce
significativamente com a maturacdo da fruta de verde até o estadio de colheita
(WANG; LIN, 2000). No entanto, em outro estudo envolvendo amoras-pretas de
regides tropicais montanhosas, os niveis de fendlicos totais flutuaram com os
estadios do fruto maduro para o vermelho claro, 580 mg por 100 g de fruto, para o
roxo, 460 mg por 100 g de fruto e para o roxo escuro, 520 mg por 100 g de fruto
(ACOSTA-MONTOYA et al., 2010).

As berries sao ricas em acidos fendlicos e flavonoides, sendo parte destes
as antocianinas responsaveis pela cor dos frutos e pela sua elevada capacidade

antioxidante (UNGUREANU etal., 2020).

1.1.2.1 Acidosfendlicos

Os acidos fenolicos podem ser divididos em duas categorias:
derivados de acido hidroxibenzdico e derivados de acido hidroxicinamico (HIDALGO;
ALMAJANO, 2017).

Os acidos fendlicos em amoras-pretas séo relatados na faixa de
7,00 a 64,00 mg para 100 g do fruto e sdo na sua maioria acidos hidroxibenzaoicos e
hidroxicinamicos (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). Esses acidos ocorrem
na forma conjugada com ésteres e glicosideos, raramente como acidos livres. Os
ésteres compdem 53,1% do total de acidos fendlicos, dos quais 43,6 e 3,3 % sao
glicosideos e acidos livres, respectivamente. Os acidos hidroxibenzoicos da amora-
preta incluem os acidos: p-hidroxibenzdico, protocatecuico, galico, vanilico, salicilico
e gentisico. Os acidos cafeico, m-cumarico, p-cumarico e ferulico sdo acidos
hidroxicindmicos encontrados em amoras-pretas na forma livre, éster e glicosidicas.
As formas éster dos acidos m-cumarico, 3,4-dimetoxicinamico e hidroxicafeico sao
predominantes (ZADERNOWSKI; NACZK; NESTEROWICZ, 2005). Os acidos
derivados do hidroxibenzoéico e hidroxicindmico s&o classificados como: acido
clorogénico, neoclorogénico, e ésteres do acido cafeico, p-cumarico, ferulico e
galico, como também acidos protocatecuico e B-D-glicosideos dos &acidos p-
cumarico e p-hidroxibenzoéico (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012).
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1.1.2.2 Antocianinas

As antocianinas sao os compostos fendlicos responsaveis pela cor dos
pigmentos azuis, vermelhos, roxos e pretos de frutas e vegetais, e sdo reconhecidos
pelos seus potenciais beneficios para a saude (JENSEN et al.,, 2008). Sao
pertencentes ao grupo dos flavonoides, subgrupo antocianidinas
predominantemente encontradas em berries e uvas vermelhas (CHO et al., 2004).

As antocianidinas sdo baseadas no ion flavilio, ou 2-fenilcromenilio. A
variedade de grupos quimicos que podem substituir as diferentes posi¢cdes (R1,
R2...) criam as antocianidinas encontradas na natureza FIGURA 1.2. Existem cerca
de 17 antocianidinas encontradas na natureza, enquanto apenas seis delas, a
cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, pelargonidina, e malvidina, estao
presentes na maioria dos alimentos, (WU et al., 2006). Quando as antocianidinas

sdo conjugadas com agucares, as antocianinas sao formadas.

FIGURA 1.2 — Estrutura das principais antocianidinas

Antocianidina R1 R2
Pelargonidina H H
Peonidina OCHzs H
Cianidina OH H
Malvidina OCHs OCHs
Petunidina OCHzs OH
Delfinidina OH OH

FONTE: Adaptado de Fernandes et al. (2014)

As antocianinas das amoras-pretas sdo na maioria cianidinas com molécula

de glicose, raminose, xilose e arabinose ligada ao carbono 3. As antocianinas
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identificadas incluem cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-arabinosideo, cianidina-3-
galactosideo, malvidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo, cianidina-3-
xilosideo, cianidina-3-rutinosideo, cianidina-3-malonil—-glicosideo, cianidina-3-dioxalil-
glicosideo, peonidina-3-glicosideo e malvidina-acetilglicosideo (NACZK; SHAHIDI,
2004; WU; PRIOR, 2005).

Estudos mostram que o conteudo de antocianinas da amora-preta varia
devido as diferencas entre variedades, condigdes do meio ambiente, locais de
cultivo, estadios de maturagdo e processamento (BEATTIE; CROZIER; DUTHIE,
2005) . O estudo de Cho et al. (2004) mostrou que o conteudo total de antocianinas,
de seis genodtipos de amoras-pretas, variou de 1144 a 241,5 mg para 100 g de
frutos. Em um estudo similar, o conteudo de antocianinas monoméricas em 51
cultivares varios de 70 a 201 mg para 100 g de fruto fresco (FAN-CHIANG;
WROLSTAD, 2005).

1.1.2.3 Rutina

A rutina, quercetina-3-O-rutinosideo, é uma forma glicosilada da quercetina,
flavonoide pertencente a subclasse dos flavonois (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996) é uma molécula fracamente soluvel em agua (SEMWAL et al.,
2021). A rutina foi detectada em varias variedades de amora-preta, com conteudo
variando de 0,73 a 11,83 mg para 100 g de fruto fresco (CHO et al., 2004, 2005;
GUNDOGDU; KAN; CANAN, 2016; RODRIGUES et al., 2020). A rutina € um potente
antioxidante e amplamente utilizado como padrao para avaliagdo de atividade

antioxidante em extratos vegetais (SEMWAL et al., 2021).

1.2 TECNICAS DE EXTRACAO DE OLEO E OUTROS BIOATIVOS EM SEMENTES
DE BERRIES

Diversas técnicas, incluindo prensagem a frio em temperaturas néo
excedendo 45 °C, prensagem em altas temperaturas, extragdo com solvente, ou
extracdo com solventes pressurizados podem ser usadas na extracao de 6leo de
sementes de berries. No entanto, a escolha do solvente é limitada a aprovacéo para
uso em alimentos (LAMPI; HEINONEN, 2009).
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Alguns estudos utilizaram a técnica de prensagem a frio para a extragcao de
oleo de semente de amora-preta, relatando a composigdo de acidos graxos, 6,0 a
8,6 % saturados, 16,1 a 18,3 % de monoinsaturados e 73-78,8 % de poli-insaturados
e conteudo de fendlicos totais, 50,3 a 54,4 mg equivalente de acido galico (EAG) g
de semente (BUSHMAN et al., 2004; VAN HOED et al., 2009, 2011).

Os estudos encontrados utilizando extracdo com solventes organicos como
eter de petrdleo e hexano, avaliaram a composi¢cao de acidos graxos, 5,92 a
10,97 % saturados, 12,5 a 26,67 % de monoinsaturados e 61,86 a 80,95 % de poli-
insaturados e contetildo de carotenoides, 32,30 a 33,92 mg de B-caroteno kg
(DIMIC et al., 2012; FAZIO et al., 2013; MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; KRSTIC; et
al., 2015).

Extragdo com fluido supercritico (EFS), € um método considerado “verde”
para a extracdo de compostos valiosos de sementes de berries (GUSTINELLI;
ELIASSON; SVELANDER; ANDLID; et al., 2018). Uma substancia no estado
supercritico esta em condi¢cbes acima de sua temperatura e pressao criticas, nessa
regiao o fluido possui ambas as propriedades, de gas, difusao, viscosidade e tensao
superficial e do liquido, densidade e poder de solvatagcdo. Essas propriedades sao
favoraveis a extracdo de compostos pois aumentam a taxa de transferéncia de
massa e o rendimento de extragdo (DE MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014). As
vantagens de se utilizar EFS é reducao de uso de solventes, tempo de extragao
menor, ndo gera residuos, reutilizacdo do solvente e uso de baixas temperaturas
quando comparado com extragdo com solventes organicos convencionais e
prensagem a frio. Outra vantagem da extragcdo com SFE, € o ajuste dos parametros
pressdo e temperatura baseado na solubilidade dos componentes alvo
(GUSTINELLI; ELIASSON; SVELANDER; ANDLID; et al., 2018).

Os 6leos de berries comercialmente disponiveis produzidos por extracao
com fluido supercritico incluem blackcurrant, wild blueberry (bilberry), cloudberry,
lingoberry e sea buckthorn (LAMPI1; HEINONEN, 2009).

Os o6leos de sementes podem ser usados apos filtragem, mas em muitos
casos algum tipo de refino é necessario para obtengao de 6leos com boa qualidade.
Quando a extragcdo € feita com solventes organicos, a remogao do solvente é
necessaria. Oleos obtidos por extracdo com hexano ou prensagem precisam ser

degomados para a reducédo de fosfatideos e gomas, em um processo similar ao
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utilizado na industria de 6leo vegetal. Na extragao supercritica, a maior vantagem &
a eliminacgao dessas etapas (KAPOOR; NAIR, 2005).

O uso do dioxido de carbono supercritico vem se mostrando uma alternativa
favoravel ao uso de solventes organicos no processamento de 6leos. O CO2 ndo é
inflamavel, pode ser considerado barato e possui temperatura e pressao criticas
moderadas, 31 °C e 7,4 MPa respectivamente (TEMELLI, 2009). Outros fluidos
supercriticos ou pressurizados, como o etano e o propano também tém sido
considerados como potenciais solventes de extragédo para 6leos e gorduras devido a
alta solubilidade dos lipidios nesses solventes comparados com o CO2 supercritico.
No entanto, a maior dificuldade no uso desses fluidos é a inflamabilidade.

O propano comprimido tem apresentado resultados promissores na extragao
de compostos bioativos. Mesmo nao possuindo todas as vantagens do CO:2
supercritico, em alguns estudos apresentaram melhor desempenho que este, na
extracdo de compostos bioativos, com relagdo ao rendimento, tempo de extragao e
atividade anti-inflamatéria (CORREA et al., 2017, 2016; FREITAS et al., 2008;
HAMDAN et al., 2008). O propano apresenta moderados parametros criticos, (97 °C
e 4,2 MPa), é relativamente barato, facilmente se separa do extrato, possui elevado
poder de solvatagédo, nao produz residuos toxicos, e pode ser operado em pressoes
mais brandas do que as utilizadas nos processos com COz2 (OLIVEIRA et al., 2013;
SPARKS et al., 2006). No entanto, é utilizado no estado subcritico devido a sua alta
temperatura critica, o que pode degradar os compostos termo sensiveis de
interesse.

No entanto, todos os solventes citados anteriormente, hexano, éter de
petréleo, CO2 e propano, possuem moléculas fortemente apolares, o que impede a
extracdo de substancias bioativas polares da amora-preta, antocianinas, flavonaéis e
acidos fendlicos (acidos hidroxicinamicos) que sao soluveis em solventes polares na
forma aquosa ou nao, como metanol, acetato de etila e etanol (IGNAT; VOLF;
POPA, 2011). Como no caso de substancias apolares, pode ser usado sistemas de
extracdo convencionais com aquecimento, ebuli¢cao e refluxo para a extragdo com os
solventes, no entanto possui as mesmas desvantagens de perda de compostos por
termosensibilidade e tempos de extragdo muito longos (IGNAT; VOLF; POPA, 2011).
Assim, dessa forma surge como alternativa, a extragdo com fluido supercritico, mas
como ja citado a molécula de COz2 é fortemente apolar, mas esse obstaculo pode ser

contornado com a adi¢cao de um cossolvente (modificador de polaridade), que é a
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adicdo de um solvente polar, sendo o etanol o mais estudado (MANZOOR et al.,
2021).

Na literatura foi encontrado um estudo utilizando scCO2 com e sem adigao
de mistura hidroetandlica como cossolvente na obtengéo de extratos do bagaco da
amora-preta cultivar caingangue. Nesse estudo, foram avaliadas as atividades
antioxidantes dos extratos: antocianinas monoméricas totais, 0,13 — 17,54 mg
equivalente de cianidina-3-glicosideo g -'; contetido de fendlicos totais 3,31-49,36 mg
EAG g'; DPPH, 12,25-76,03 umol equivalente de Trolox (TE) g' e ABTS: 21,26-
68,28 umol TE g' (PASQUEL REATEGUI et al., 2014).

1.3 CONSIDERACOES GERAIS

Os principais aspectos da amora-preta, em especial o cultivar Xavante,
utilizado nesse estudo foi abordado nesse capitulo. Cabe salientar que esse cultivar
apresenta caracteristicas promissoras para a ampliagcao do seu cultivo e foi pouco
estudado. O fato de nao possuir espinhos em suas hastes, facilita a colheita que
precisa ser realizada manualmente e a baixa necessidade de frio, aumentaria a
extensao das possiveis regides em que podem ser cultivadas.

O d6leo da semente é um coproduto de grande valor gerado do residuo
processamento da amora-preta. Os métodos classicos de extragao de 6leos utilizam
grandes quantidades de solventes organicos toxicos, sao processos longos e o 6leo
obtido nado é de alta qualidade, sendo necessarios outros processos de purificagao.
Em relacdo a composicdo do oleo os estudos encontrados com extracdo por
prensagem a frio e solventes orgénicos, mostram um elevado teor de acidos graxos
poli-insaturados, principalmente 6mega 3 e 6, o que € interessantissimo do ponto de
vista tanto nutricional quanto econémico. Ja existes aplicagcdo industrial em
cosméticos de oleos de outras sementes com perfil de acidos graxos inferior ao da
semente em estudo. A extragdo com fluido supercritico, CO2, ja é usado
industrialmente para a producdo de 6leo sementes de outras berries e de uvas.
Portanto, ha demanda para o estudo de condi¢cbes do processo especificas para
esta matriz. Para a extragdo com propano comprimido ndo foram encontrados
estudos até o momento para a obtencéo 6leo da amora-preta.

A maioria dos estudos sobre subprodutos do processamento da amora-preta

é focado na recuperacao de antocianinas do bagaco (semente e casca). Apenas um
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estudo foi encontrado sobre o uso de CO2 supercritico com e sem adigao de mistura
hidroetandlica como cossolvente para o bagago de amora-preta do cultivar
caingangue. Nao ha relatos na literatura recente sobre a extracdo de bioativos da
semente da amora-preta cultivar Xavante utilizando CO2 com adicdo de

cossolventes, para a extragao de compostos de natureza polar.

CAPITULOII: EXTRAGAODE OLEOS DE ALTA QUALIDADE DA SEMENTE DA
AMORA-PRETA (RUBUS SPP.) CV XAVANTE UTILIZANDO FLUIDOS
PRESSURIZADOS

Resumo

Este estudo relata a extragdo do 6leo da semente da amora-preta organica
(Rubus spp.) cv Xavante utilizando COz2 supercritico (scCOz2), propano comprimido,
hexano e éter de petréleo. As extragbes com propano comprimido obtiveram maior
rendimento e taxa de extracdo, em comparacao as realizadas com scCO2. Os dleos
obtidos representam uma rica fonte de acidos graxos insaturados, em torno de 93 %,
principalmente composto por acido linoleico. Além disso, a extragdo com scCO2
resultou em um o6leo com o maior conteudo de compostos fendlicos totais,
113,49 mg EAG 100 g, e atividade antioxidante pelo método ABTS, 2701,74 uET
100 g''). No entanto, o propano comprimido mostrou maior eficiéncia na extragéo de
B-caroteno e o 6leo obtido apresentou maior estabilidade térmica, 224,70 °C, em
relacdo ao obtido com scCO2, 198,83 °C. Estes resultados indicam um elevado
potencial do 6leo da semente de amora para aplicagdes na industria de alimentos,
farmacéutica, nutracéutica e cosmética.

Palavras-chave: berries, subproduto, CO2 supercritico, propano comprimido, acido

linoleico.

1 INTRODUGAO

A industria agroalimentar gera uma enorme quantidade de residuos ou
subprodutos, estimulando a pesquisa de novos processos para sua valorizagao e
promovendo ganhos tanto econémicos como ambientais (BHARAT HELKAR;
SAHOO, 2016). Nas industrias de processamento de berries, como a amora, as

sementes sdo normalmente removidas e, portanto, podem ser consideradas como
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um subproduto. Portanto, o desenvolvimento de coprodutos de alto valor agregado a
partir das sementes de amoras poderia aumentar seu cultivo, beneficiando tanto
produtores quanto consumidores (MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; PEZO; et al.,
2015).

Um possivel coproduto a ser obtido de sementes de berries € o seu 0leo,
cujas propriedades tém sido relatadas em estudos recentes. Além de ser um 6leo
comestivel, seu alto teor de acidos graxos poli-insaturados, tocoferois, tocotriendis,
fitoesterois e carotenoides podem trazer beneficios a saude (BUSHMAN et al., 2004;
DIMIC et al., 2012; FAZIO et al., 2013; GUSTINELLI; ELIASSON; SVELANDER;
ANDLID; et al., 2018; HELBIG et al., 2008; LAMPI; HEINONEN, 2009; MICIC;
OSTOJIC; SIMONOVIC; KRSTIC; et al., 2015; MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC;
PEZO; et al., 2015; PARRY; YU, 2004; VAN HOED et al., 2011, 2009; YANG et al.,
2011). Como o uso do oleo de sementes de berries nas industrias de alimentos e
farmacos pode envolver operacgdes térmicas, dados sobre o comportamento térmico
dos 6leos também é essencial para estabelecer parametros de processo (DIMIC et
al., 2012).

Diversas técnicas de extragdo sdo utilizadas para a extracdo de 6leo de
sementes de berries, incluindo tanto a prensagem a frio (a temperaturas inferiores a
45 °C) como a quente (a temperaturas mais elevadas), bem como a extragdo com
solventes (LAMPI; HEINONEN, 2009). Os métodos que utilizam solventes podem
ser considerados demorados e requerem processos posteriores para a separagao
do d6leo do solvente, o que pode gerar um 6leo com residuos de solventes organicos.
Neste sentido, a extragdo com fluido pressurizado € uma opgao para substituir estes
métodos, principalmente pela possibilidade de produzir extratos de alta qualidade,
devido ao uso de baixas temperaturas e a possibilidade de o processo ocorrer na
auséncia de luz e oxigénio, o que pode preservar os compostos almejados. Este tipo
de processo também oferece outras vantagens como, alta seletividade e evitar o
uso de solventes organicos perigosos (CUCO et al., 2019; GUSTINELLI; ELIASSON;
SVELANDER; ANDLID; et al., 2018; NIMET et al., 2011). O diéxido de carbono
supercritico tem sido amplamente proposto como solvente em diversas matrizes
vegetais e o propano subcritico também tem apresentado resultados promissores
para extracdo de oleos vegetais (AHANGARI; SARGOLZAEI, 2012; CUCO et al.,
2019; CUCO; CARDOZO-FILHO; SILVA, 2019; FETZER et al., 2018; FREITAS et
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al.,, 2008; NIMET et al., 2011; PEREIRA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2018;
TUROLA BARBI et al., 2019).

Alguns estudos comparando a extragao com fluidos supercriticos (SFE) e a
extragdo convencional usando solventes organicos frequentemente relatam maiores
rendimentos de extracdo para o método de extragao convencional (GUSTINELLI;
ELIASSON; SVELANDER; ANDLID; et al., 2018; SALGIN; DINC; ULUDA, 2016; XU
et al., 2008). Entretanto, solventes organicos, como hexano, sdo perigosos para 0s
trabalhadores e para o meio ambiente, e procedimentos alternativos de extracéo e
solventes sdo requeridos. Além disso, um maior rendimento de extragdo nao
significa a obtenc¢ao de, por exemplo, um 6leo de alta qualidade. Os 6leos obtidos na
extracdo com hexano sao submetidos a processos de purificagdo, como
dessolvenizagao, degomagem, devido a maior extragdo de fosfatideos, e, as vezes,
branqueamento, para a obtencdo de um d6leo mais translucido. Por outro lado, os
extratos obtidos com SFE nao necessitam destes processos posteriores (LAMPI;
HEINONEN, 2009). Entretanto, existe falta de informacdo na literatura sobre a
comparagao entre técnicas de extragdo de 6leos de sementes de berries, utilizando
diferentes técnicas de extracdo como didxido de carbono supercritico, propano
comprimido e extragao convencional com solventes organicos como hexano e éter
de petroleo.

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar aplicagdes tanto do scCO2
quanto do propano pressurizado como solventes para extrair o 6leo presente nas
sementes da amora-preta organica cultivar Xavante. Foi determinada a influéncia de
duas condigdes principais de operacao, pressao e temperatura de extragao, sobre o
rendimento do o6leo. Além disso, foram determinadas: a composicao de acidos
graxos, conteudo de fendlicos total e outras atividades pelos ensaios antioxidantes
ABTS, FRAP e DPPH. Também foi determinado o teor de [-caroteno e
comportamento térmico dos O6leos obtidos. Todos esses resultados foram
comparados com os 6leos obtidos a partir das sementes do mesmo lote utilizando a

extracdo em aparato Soxhletcom os solventes organicos hexano e éter de petréleo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL
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Os frutos no estadio maduro, preto brilhante, de amora-preta organica CV
Xavante foram coletados na area da fazenda experimental na Universidade Estadual
do Centro-Oeste (Guarapuava, Parana, Brasil) de novembro de 2016 a janeiro de
2017. Os frutos inteiros foram caracterizados quanto a sua massa média (5,10
0,56 g), umidade (87,14 + 0,38 %), teor de sementes (3,27 £ 0,38 %) e teor de
bagacgo e casca (9,59 + 0,38 %). Em seguida, os frutos foram secos em estufa com
circulacdo de ar a 40 °C por aproximadamente 48 h, como descrito na literatura
(GUSTINELLI; ELIASSON; SVELANDER; ALMINGER; et al., 2018). Em seguida, as
sementes de amora foram separadas mecanicamente e secas novamente seguindo
o mesmo procedimento de secagem da fruta inteira, o que resultou em um teor de
umidade de 7,07 £ 0,73 %. As sementes secas foram trituradas em moedor de café
e classificadas de acordo com a distribuicdo granulométrica utilizando um agitador
vibratorio (Produtest, Sdo Paulo, Brasil) com diferentes peneiras da série Tyler, entre
28 e 35 mesh. Portanto, foi estimado o tamanho das particulas pelo método descrito
por Gomide (GOMIDE, 1980). A densidade real das sementes moidas foi medida na
Central Analitica do Instituto de Quimica - Unicamp (Campinas, Séo Paulo, Brasil),
utilizando o método do picndmetro com gas hélio (Quantachrome Utrapyc 1200e) e a
densidade aparente do leito foi calculada pela razdo da massa de alimentagao pelo
volume do vaso de extragdo. Em seguida, a porosidade do leito de particulas (¢) foi

calculado pela Equagao 1:

g:']_& (1)

r

Onde P, € a densidade aparente e P, € a densidade real.

2.2 EXTRACOES COM O APARATO SOXHLET

As extracdes utilizando o aparato de Soxhlet foram realizadas em triplicatas,
foram utilizados os solventes hexano e éter de petréleo. As extracbes foram
realizadas de acordo com o método da AOAC (AOAC, 2000) utilizando 5 g da
amostra, 150 mL de solvente foi refluxado por 6 h em seu ponto de ebulicdo. Apds o
periodo de extragcdo, o solvente foi removido utilizando rotaevaporador (Fisatom,

Modelo 803 — Sao Paulo, Sado Paulo, Brasil) e posteriormente colocado em estufa
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com circulagao de ar a 60 °C para a remog¢ao do solvente residual. O rendimento foi

expresso em % m/m (100*g de extrato/g de amostra seca).

2.3 EXTRAGCOES COM SOLVENTES PRESSURIZADOS

As extragbes foram realizadas utilizando tanto o aparato experimental
quanto o procedimento previamente apresentado (CORREA, et al., 2016; FETZER
et al., 2018). O equipamento € composto por um vaso extrator resistente a pressao
(80 cm® de volume interno, L=0,16 m e g@intemo 2,52.10-2) acoplado a um banho
termostatico com circulacdo, uma valvula micrométrica do tipo agulha para controle
do fluxo dentro do extrator, uma bomba tipo seringa (ISCO, modelo 500D, Lincoln,
NE, EUA) refrigerada por um banho termostatico com circulagdo e sensores de
temperatura e transdutores de pressdo. Para a extracdo, foram utilizados CO2 e
propano como solventes. Um design experimental randomizado 22 com triplicata no
ponto central foi aplicado para cada solvente, com o objetivo de estudar a
combinagao dos dois fatores independentes que afetam o processo de extragao: a
presséo (P), variando de 15,0 a 25,0 MPa para as extragbes com scCO2 e 10,0 a
20,0 MPa para as extragdes com propano comprimido e a temperatura (T) de 40,0 a
70,0 °C para 0 scCOz2 e de 30,0 a 70,0 °C para o propano. Um experimento adicional
foi realizado para o propano comprimido a 5,0 MPa e 50, 0 °C como tentativa de
verificar os efeitos destas condi¢des no rendimento da extragao.

Para todas as corridas de extragéo, a camara de extragao foi carregada com
aproximada 30 g das sementes de amora-preta moidas. Apds alcancgar as condigdes
desejadas de temperatura e pressdo, a extracado estatica foi realizada. Testes
preliminares (resultados ndo mostrados) foram realizados e o tempo de extragao
estatica (TEE) foi fixado em 60 min para o scCO2 e 30 min para o propano
comprimido. Em seguida a extracao estatica, foi iniciada a extracdo dinamica
utilizando um fluxo constante de solvente em torno de 2,0 mL min-', usado como
padrdo para todas as extragdes. O fluxo de massa do solvente ¢ (g min-'), mostrado
na TABELA 2.1 foi determinado utilizando a densidade do solvente temperatura de
10 °C e pressao da bomba seringa na condigdao de extracdo) (LEMMON;
MCLINDEN; FRIEND, 2020) e o fluxo do solvente de 2 mL min-'. As amostras de
Oleo extraidas das sementes de amora foram coletadas, a pressdao atmosférica e

18 °C) em tubos de ensaio de 10 mL e pesadas a intervalos de tempo de 10 min
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para a extragcdo com scCO2 até o tempo final de 150 min. Para o propano massa
extraida foi determinada em intervalos de 5 min até os 40 min, apds em intervalos de
10 min até o tempo final de 60 min. O rendimento foi expresso em % m/m (100*g de
extrato/g de amostra seca). E a solubilidade aparente do extrato foi calculada a
partir da parte linear das curvas de extragao e expressa em g de extrato por g de

solvente.

2.4 EXTRACOES SEQUENCIAIS COM OS RESIDUOS DA EXTRACAO
PRESSURIZADA

A fim de verificar quanto de 6leo restou no residuo das amostras apos a
extracdo pressurizada, os residuos das extragcbes com maior rendimento tanto para
0 scCO2 quanto para o propano comprimido foram submetidos a uma extracao
convencional sequencial, utilizando o procedimento das extragdes convencionais

descritos noitem 2.2.

2.5 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS E iNDICES DE SAPONIFICACAOE
IODO DOS OLEOS

O perfil de acidos graxos do 6leo da semente da amora-preta foi analisado
utilizando um cromatégrafo a gas Shimadzu (GC 2010 Plus — Kyoto, Japao),
equipado com uma coluna capilar SH-Rtx (Shimadzu, 30 m x 0,32 mm x 0,25 ym —
Kyoto, Japao), acoplado a um detector de ionizagdo de chama e modo de injegéo
split 1:10. A temperatura do injetor e do detector foi de 140 °C e 250 °C,
respectivamente. A temperatura do forno foi programada para iniciar a 100 °C
mantida por 5 min, em seguida aumentada até 240 °C a uma taxa de 4 °C min-' e
mantida por 5 min. O gas de transporte utilizado foi o hélio a 32,5 cm?® min-'. Todas
as amostras foram preparadas de acordo com o método oficial, Ce 2-66 da
Sociedade Americana dos Quimicos de Oleo (AOCS, 1997) para converter tanto os
triacilglicer6is como os acidos graxos livres das amostras em ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs). Cada FAME foi identificado por comparagéo com os tempos
de retencado observados para os FAMEs que compunham a mistura padrdo. A

quantificacdo dos acidos graxos foi feita através do procedimento de normalizagao
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da area. Os resultados foram expressos como a porcentagem de cada acido graxo
presente na amostra.

Os indices de saponificacdo e iodo das amostras de 6leo foram
determinados segundo os métodos Cd 3a-94 e Cd 1c-85, respectivamente (AOCS,
1997).

2.6 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Todas as amostras foram preparadas e analisadas em duplicata. Foram
pesados aproximadamente 50 mg de cada amostra dos 6leos da semente de amora-
preta, e entdo foi adicionado 1 mL da solugdo metanol: agua (9:1 v/v). Esta mistura
foi agitada vigorosamente durante 5 min e centrifugada por 10 min a 3500 xg. A fase
de metanol foi removida e analisada por métodos espectrométricos para determinar
a atividade antioxidante. Todos os ensaios de atividade antioxidante foram
conduzidos em espectrofotdbmetro UV-Vis (Global Analyzer — Monte Alto, Estado de
Séao Paulo, Brasil).

A analise do conteudo de fendlicos totais (CFT) pelo ensaio do reagente de
Folin-Ciocalteu foi realizado pela metodologia de Singleto et al. (1999). Os
resultados quantitativos foram calculados através da curva analitica para o padrao
de acido galico e foram expressos em mg de acido galico equivalente por 100 g de
amostra (mg EAG 100 g").

O método do sequestro do radical ABTS* foi realizado com base no
procedimento descrito por Re et al. (1999). A atividade do sequestro do radical
DPPH* foi realizada com base no método proposto por (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). O ensaio de poder antioxidante pela redugao do ferro,
FRAP, foi realizado de acordo com Benzie e Strain (1996). Para a quantificagao
desses ensaios, foi utilizada curva analitica utilizando como padrao Trolox e os
resultados foram expressos em pmol equivalente de Trolox por 100 g de dleo
(umolTE 100 g™).

2.6.1 Conteudo de B-caroteno

O conteudo de B-caroteno foi determinado de acordo com Cuco et al. (2019).

As amostras de 6leo foram diluidas em hexano e a absorbancia foi medida a 450 nm
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em espectrofotdbmetro UV-Vis (Shimadzu, 1800 — Kyoto, Japao). Os valores obtidos
foram inseridos na Equagdo 2 e os resultados foram expressos em mg de B-

caroteno por 100 g de 6leo (mg 100 g™').
(Absvor-10%)

B-caroteno = —
Eicm'W

(2)

Onde, Abs é a absorbancia do maximo A (450 nm), Vol é o volume da

diluigdo (mL), E}%  é o coeficiente de extingdo do B-caroteno em hexano (2592) e W

€ a massa da amostra de 6leo (g).
2.7 DECOMPOSICAO TERMICA

A decomposicao térmica dos 6leos de semente de amora-preta foi avaliada
por termogravimétrica (TGA). As analises térmicas foram realizadas em
equipamento TGA/DSC 1 STAR Mettler Toledo® e foram baseadas no método
descrito por Micic et al. (2015). As amostras de 6leo foram inseridas em uma panela
de alumina aberta, colocadas no equipamento e submetidas a uma taxa de
aquecimento de 10,0 °C min-', de 30 °C a 600 °C, a pressao atmosférica e em
contato com um fluxo constante de N2 de 50 mL min-'. Como referéncia foi usada

uma panela de alumina aberta e vazia.
2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente usando o software
Statistica 12.0 (TIBCO Software, Palo Alto, EUA), e cada resposta foi avaliada de
forma independente. O teste de Duncan foi utilizado para avaliar as diferencgas entre
as médias considerando um valor de p inferior a 0,05 (p < 0,05) como

estatisticamente significativo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MATERIA-PRIMA
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A matéria-prima deste estudo consistiu em sementes de amora-preta cultivar
Xavante moidas, obtidas conforme descrito anteriormente, com tamanho médio de
particula de 0,56 mm, densidade real de 1370 + 10 kg m-3, densidade aparente de
577,59 kg m e, consequentemente, porosidade do leito de particulas, calculada

pela Equacao 1, de 0,58.

3.2 EXTRACAO POR SOXHLET

A TABELA 2.1 apresenta os resultados da extracdo com Soxhlet usando
hexano e éter de petréleo como solventes. A extragdo com hexano, Ensaio 1,
mostrou o maior rendimento (10,51 £ 0,60 %) em comparagdo com o éter de
petrdleo, Ensaio 2 (2,85 * 0,2 4%). A notavel diferenca observada para os
rendimentos se deve provavelmente a capacidade de cada solvente em acessar e
solubilizar o 6leo dentro da matriz sélida, embora ambos os solventes sejam
apolares e tenham constantes dielétricas préximas, 1,89 e 2,00 para hexano e éter
de petréleo, respectivamente (MOHD-SETAPAR; NIAN-YIAN; MOHD-SHARIF,
2014). O rendimento do oOleo extraido das sementes de amora-preta pelo método
laboratorial padrdo, usando hexano durante 8 h, esta de acordo com Dimic et al
(DIMIC et al., 2012), cujos resultados variaram de 13,97 % a 14,34 % e também com
o estudo de Wajs-Bonikowska et al (WAJS-BONIKOWSKA et al., 2017), que obteve
rendimento de 11,80 % para o bagaco de amora-preta. Quanto as extragdes com

éter de petréleo, ndao foram encontrados dados pertinentes disponiveis na literatura.

3.3 EXTRACOES PRESSURIZADAS

Os resultados da extracdo com scCO2 e propano comprimido estdo
apresentados na TABELA 2.1. Os rendimentos de extragdo dos 6leos da semente
obtidos com scCOz2 variaram entre 0,25 e 1,89 %. O maior rendimento, 1,89 %, foi
obtido a 70 °C e 25 MPa, maiores pontos de pressao e temperatura. Quando se
mantém a temperatura em 70 °C e se reduz a pressao para 15 MPa, o rendimento
da extracao cai drasticamente para 0,25 %. Estes resultados podem ser explicados
pela densidade do COz2, que nas condi¢bes de 70 °C e 15 MPa, apresenta a menor
densidade, 505,88 kg m® entre os ensaios realizados, consequentemente resultando

na menor solubilidade aparente, conforme apresentado na TABELA 2.1. Na
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condigao de maior pressao, 25 MPa, um aumento na temperatura de 40 °C para 70
°C resultou em um ligeiro aumento do rendimento, de 1,81 % para 1,89 %.
Entretanto, para a pressdo mais baixa, 15 MPa, o mesmo aumento na temperatura
de 40 °C para 70 °C, foi prejudicial para o rendimento, que caiu de 1,15 % para 0,25

% (ensaios 3 e 5).
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Considerando o delineamento experimental, apenas a pressao
apresentou um efeito significativo e positivo (p < 0,05), ilustrado no grafico de
Pareto, FIGURA. 2.1a, que pode ser explicado pelo aumento na densidade do
CO:2. Efeitos semelhantes foram relatados por outros autores utilizando scCOz2
para extracdo de oOleo de semente de outras frutos tais como mirtilo
(GUSTINELLI; ELIASSON; SVELANDER; ALMINGER; et al., 2018), espinheiro
marinho (XU et al., 2008) e mirtilo colombiano (LOPEZ-PADILLA et al., 2016).

A Equacgao 3 representa o modelo para o rendimento de dleo de

semente de amora-preta obtido usando scCOz2:

Y = 1,38+ 0,58P (3)

Onde, P é a pressdo em MPa.

A ANOVA para o modelo do rendimento de extracdo do 6leo semente
de amora-preta obtido com scCO2 mostrou que os resultados obtidos
conduziram a um modelo preditivo significativo (r> = 0,94). O Fcalculado de 17,42,
foi maior que o Ftabuiado de 9,28 da tabela de distribuicao de Fischer, com a =

0,05, grau de liberdade para regresséo de 3 e grau de liberdade o residuo de 3.

FIGURA 2.1. — Grafico de Pareto mostrando os efeitos dos parametros dos processos no
rendimento das extragdes usando (a) scCOz2 e (b) propano comprimido (b)

(a) (b)

o ‘ J’Im [‘)Pm“io "

1by2 2,70 (2)Temperatura (°C) 1,04

(2)Temperatura (°C) -2,61 1by2 -0.55

p=0,05 p=0,05
Efeita Esti i (Valar 1] Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

FONTE: A autora (2020).

A FIGURA 2.2a mostra a curva global de extragdo experimental para o

scCO2, na qual é possivel observar que as etapas tipicas de curvas de
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extracdo nao estdo bem definidas. Quanto a solubilidade aparente, FIGURA
22b e TABELA 2.1, quando a temperatura foi mantida constante e se
aumentou a pressao, a solubilidade aparente aumentou cerca de dez vezes.
Isto pode ser atribuido as alteragdes no momento dipolo do COz, ja que esta
propriedade pode ser manipulada de acordo com as condigdes, pressao e
temperatura, aplicadas para as extragdes. Ao aumentar a presséo de extragao
a temperatura constante, o0 momento dipolo do CO2 aumenta, resultando em
um aumento da solubilidade dos compostos mais polares no COz.

Considerando o delineamento experimental para o propano
comprimido, tanto a pressao quanto a temperatura ndo apresentaram efeito
significativo (p < 0,05), como ilustrado no grafico de Pareto, FIGURA 2.1b,
como também observado por outros autores que avaliaram a extragcdo de
oleaginosas (FORNASARI et al., 2017; SILVA, et al., 2016; ZANQUI et al.,
2015). Consequentemente, o modelo de comportamento do rendimento do éleo
de semente de amora-preta obtido com propano comprimido ndo pode ser
representado. Esses resultados indicam que a extragdo com propano
comprimido pode ser operada em condi¢cdes de baixa temperatura e pressao.
Portanto, foi realizado um ensaio adicional, ensaio 13 (50 °C e 5,0 MPa) e o
rendimento obtido 2,20 %, foi mais um indicio de que realmente a pressao e a
temperatura ndo possuem uma influéncia significativa no rendimento da
extracao.

Além disso, as curvas globais de extragdo experimental, FIGURA 2.3a
para a extragdo do o6leo da semente de amora-preta com propano como
solvente em diferentes condicdes de temperatura e pressdo também
mostraram comportamentos similares e consequentemente solubilidades
similares, conforme a FIGURA 2.3b. Para todas as condicbes, FIGURA 2.3a, a
maior parte do 6leo foi extraido nos primeiros 15 min, 76 %, onde ocorreu uma
taxa de extragdo constante a etapa convectiva (CER), seguido de uma
diminuicdo da taxa de extracéo (FER), até 25 min e atingido assim a etapa de

difusao controlada (DC).
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FIGURA 2.2 — (a) Curvas experimentais de extragdo para 6leo da semente de amora-preta
obtidos com scCOz2 (b) Curvas de solubilidade aparente para 6leo da semente de amora-preta
obtidos com scCOz2. Ensaio 3: 40 °C e 15 MPa; Ensaio 4: 40 °C e 25 MPa; Ensaio 5: 70 °C e 15
MPa, Ensaio 6: 70 °C e 25 MPa; e Ensaio 7: 55 °C e 20 MPa (Ponto central). Para o Ensaio 7,

as barras representam o desvio padréo.
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FIGURA 2.3 — (a) Curvas experimentais de extracdo para 6leo da semente de amora-preta
obtidos com propano comprimido (b) Curvas de solubilidade aparente para 6leo da semente de
amora-preta obtidos com propano comprimido. Ensaio 8: 30 °C e 10 MPa; Ensaio 9: 30 °C e 20
MPa; Ensaio 10: 70 °C e 10 MPa, Ensaio 11: 70 °C e 20 MPa; Ensaio 12:50 °C e 15 MPa
(Ponto central) e Ensaio 13: 50 °C e 5,0 Para o Ensaio 12, as barras representam o desvio
padréo.
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Em conclusao, os resultados mostraram que as extragdes com propano
sdo mais rapidas do que as com scCO2 como solvente. Este aspecto pode
estar relacionado ao fato de que a solubilidade dos triacilglicerdis € maior no
propano do que no CO2 (AHANGARI; SARGOLZAEI, 2012; FREITAS et al.,
2008; HAMDAN et al., 2008).

3.4 EXTRACOES SEQUENCIAIS COM RESIDUOS OBTIDOS A PARTIR DAS
EXTRACOES PRESSURIZADAS

A TABELA 2.2 mostra os resultados dos experimentos adicionas que
foram realizados usando a extracdo com Soxhlet para avaliar o conteudo

lipidico residual apds as extragdes pressurizadas.

TABELA 2.2 - Extragdes sequenciais dos residuos das sementes de amora-preta utilizando
Soxhlet apds as extragdes pressurizadas.

Rendimento

= Rendimento
. extragéo 2 . ~
Ensaio Amostra Solvente sequencial @ (Sr;rejgrljgizj)do + extragéo
(%) q
scCO2
14 Residuo ensaio 6 Hexano 10,58 + 0,01 12,47

(Rendimento = 1,89 %)

scCO2
15 Residuo ensaio 6 Eter de petréleo 1,34 + 0,18 3,23
(Rendimento = 1,89 %)

Propano
16 Residuo ensaio 12 Hexano 7,72 + 0,24 10,02
(Rendimento = 2,30 %)

Propano
17 Residuo ensaio 12 Etel‘ de petréleo 0,32 + 0,13 2,62
(Rendimento = 2,30 %)

aMédia e desvio padrao datriplicata.

Considerando a extragao convencional com hexano, Ensaio 1, como
referéncia para o maior rendimento de extracdo era esperado que a soma dos
rendimentos (10,51 %) obtidos apds a extragdo sequencial, apresentados na

TABELA 2.2, atingissem valores proximos desse rendimento. Entretanto, a
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soma dos rendimentos para a extragcdo sequencial realizada utilizando os
residuos da extracdo com scCOz2, no Ensaio 6 e Soxhlet utilizando hexano no
Ensaio 14, resultou em um rendimento total de 12,47 % maior quando
comparado ao Ensaio 1. Isto pode ser explicado por possiveis fissuras na
estrutura da casca da semente e ruptura de ligagbes quimicas, seja como
resultado do uso de altas pressdes, nesse caso 25 MPa na extragdo com
scCO2 e/ou devido a etapa de despressurizacao realizada, o que poderia
facilitara extragao sequencial comhexano.

Este efeito foi observado em menor escala para a extragao sequencial
realizada com propano comprimido, Ensaio 12, seguido da extracdo com
Soxhlet com hexano, Ensaio 16, que proporcionou um rendimento total de
10,02 %, proximo ao do Ensaio 1. Por outro lado, as extragbes sequenciais
com éter de petréleo resultaram em rendimentos muito baixos. Assim, como ja
citado para os resultados apresentados na TABELA 2.1, apesar de proximas as
constantes dielétricas dos solventes utilizados nas extragdes convencionais,
uma grande diferenga de rendimento foi observada mais uma vez nas

extragdes sequenciais.

3.5 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS E INDICES DE SAPONIFICAGAOE
IODO

O perfil de acidos graxos apresentado na TABELA 2.3, indica que os
Oleos obtidos das sementes da amora-preta sdo muito interessantes do ponto
de vista nutricional. De acordo com os resultados, o principal acido graxo
observado em todas as amostras de dleo foi o acido linoleico, 65,70 a 67,35 %,
independente do solvente utilizado. O teor de acidos graxos insaturados, 92,77
a 93,26 %, € semelhante aos relatados na literatura de 88,52 a 93,55 % para a
extracdo convencional do 6leo de sementes de amora-preta (FAZIO et al.,
2013; MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; PEZO; et al., 2015; VAN HOED et al.,
2009).

Os acidos linoleico e y-linolénico constituem os principais acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs) dos 6leos de semente de amora-preta, entre 75,87 e
77,31 %. Os PUFAs sao precursores de mediadores inflamatérios semelhantes

a horménios, conhecidos como eicosanoides, que servem como moduladores
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de uma ampla gama de fatores de transcricdo. Isto pode ser parte da
explicagao para a ligagdo metabolica entre a ingestdo de PUFAs e beneficios a
saude, o que leva a uma redugao do progresso de doengas crbnicas
(WILLIAMS; BUTTRISS, 2006), tais como doengas cardiovasculares e diabetes
(MARANGONI et al., 2020). Além disso, como o acido y-linolénico € um
constituinte do leite materno, sua presenga no 6leo de semente de amora-
preta, teria potencial para ser utilizado como ingrediente em férmulas infantis
(JURGONSKI et al., 2018).

TABELA 2.3 - Composicao dos acidos graxos presentes nos 6leos das sementes da amora-

preta.

% acido graxo
Acido graxo scCO2 Propano Hexano Eter de petréleo

Ensaio 7 Ensaio 12 Ensaio 1 Ensaio 2
Palmitico (C16:0) 4,92 4,69 4,97 4,99
Estearico (C18:0) 2,02 2,06 2,26 2,14
Oleico (C18:1) 14,73 15,02 15,70 14,59
Linoleico (C18:2) 66,81 66,55 65,70 67,35
y-Linolénico (C18:3 n-6) 10,08 10,05 9,78 9,47
Gadoleico (C20:1) 1,02 1,14 1,20 1,07
Linolénico (C18:3) 0,42 0,50 0,39 0,39
> SFA2 6,94 6,75 7,23 7,13
>~ MUFAP 15,75 16,16 16,90 15,66
> PUFAc° 77,31 77,10 75,87 77,21
> MUFA+PUFA 93,06 93,26 92,77 92,87

O desvio padrao para todos os acidos graxos é menor que 0,006.
aAcidos graxos saturados.
bAcidos graxos monoinsaturados.

cAcidos graxos poli-insaturados.

A TABELA 2.4 apresenta o indice de Saponificacéo (IS) e de lodo (Il
para o 6leo de semente de amora obtido com diferentes solventes. O IS

compreende todos os acidos graxos presentes no 6leo, sejam livres ou em sua
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forma esterificada (BART; PALMERI; CAVALLARO, 2010). Todos os 6leos
apresentaram IS em torno de 215 mg KOH g-', valor superior ao relatado na
literatura para o 6leo de semente de amora-preta cultivar Cadak extraido com
hexano de 192,30 mg KOH g-'(MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; PEZO; et al.,
2015). O alto IS obtido indica que é possivel aplicar este 6leo em formulagbes
de produtos como sabonete liquido, xampus e cremes de barbear. O |l
determina o grau de insaturacdo dos acidos graxos que compdem as
moléculas de triacilglicerol. Para este estudo, a faixa de Il foi de 152,88 a
154,75 mg I2 g', valor inferior ao relatado para o éleo de semente de amora-
preta cultivar Cadak extraido com hexano de 188,39 mg I2 g-!, obtido através do
método de titulagdo (MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; PEZO; et al., 2015). As
diferencas entre IS e |l relatadas neste estudo frente aos relatados no trabalho
realizado por Micic et al. (2015) podem ser devidas tanto as diferengas de
cultivares, condi¢gdes ambientais de cultivo, quanto a diferenca entre os

métodos utilizados para a determinacéo do indice de lodo.

TABELA 2.4 - indices de Saponificacdo e de lodo para os 6leos.

indice de Saponificagéo indice de lodo
Extracao

(mg KOH g™) (mg 2 g7")
scCO2 Ensaio7 215,30 154,75
Propano Ensaio 12 215,38 154,47
Hexano Ensaio 1 215,16 152,88
Eter de petréleo 215,22 153,97

Ensaio 2

3.6 DIFERENTES ENSAIOS PARA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Os resultados do CFT para os 6leos de semente de amora-preta
obtidos apos extragdes realizadas sob diferentes condi¢gdes sdo mostrados na
TABELA 2.5. A faixa de CFT foi de 27,76 a 113,49 mg GAE 100 g-', inferior ao
valor reportado por Wajs-Bonikowska et al (2017) de 189,39 mg GAE 100 g’

para o extrato com CO2 de bagagco de amora, mas que € superior aos valores
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reportados para o 6leo de framboesa preta prensado a frio, 4 a 9 mg GAE 100
g' (PARRY; YU, 2004). Os maiores valores de CFT foram obtidos para a
extracdo de scCO2 e os menores para a extragdo com propano comprimido.
Para o planejamento experimental da extragdo com scCO2 ambos os
parametros, pressao e temperatura ndo apresentaram efeito significativo (p <
0,05) para o CFT. Entretanto, para o planejamento experimental da extracao
com propano, tanto a pressdo quanto a temperatura apresentaram efeitos
significativos e positivos (p < 0,05) no teor de CFT.

A maioria dos compostos fendlicos tem natureza hidrofilica e
provavelmente ndo sao encontrados em grandes quantidades nos oleos de
sementes de berries, jA que sao ricos em constituintes lipofilicos (LAMPI;
HEINONEN, 2009). Por esta razdo, a maioria dos trabalhos publicados
apresenta resultados apenas para compostos fendlicos extraidos com
solventes polares.

A partir da TABELA 2.5, também ¢é possivel inferir que as atividades
antioxidantes obtidas pelos métodos, ABTS, DPPH e FRAP, apresentaram os
maiores resultados para os 6leos obtidos com scCO2 como solvente, indicando
que este solvente tem uma alta seletividade para compostos com potencial
antioxidante. Em particular, para o método ABTS, os valores obtidos para o
scCO:z2 ficaram na faixa de 1236,12 a 2701,74 ymol TE 100 g, valores maiores
que o relatado por Wajs-Bonikowska et al (2017) de 1219 umol TE 100 g-' para
o0 extrato de bagago de amora-preta obtido com CO2. Em relacdo aos
delineamentos experimentais, tanto para o scCO2 quanto para o propano
comprimido, a pressao e a temperatura ndo apresentaram efeito significativo (p
< 0,05). Além disso, na faixa de temperatura estudada neste trabalho,
aparentemente os compostos com capacidade antioxidante nao sofreram

degradagéao térmica.
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A TABELA 2.5 também apresenta o conteudo de [-caroteno, composto
muito desejado na industria de alimentos e farmacos por seus potenciais beneficios
a saude (CATCHPOLE et al., 2018), e cujos valores variaram de 8,50 a 44,77 mg B-
caroteno 100 g' nas condigdes estudadas. Os valores encontrados sdo superiores
aos relatados por Dimic et al (2012) para o 6leo de amora-preta, 0,34 mg B-
caroteno 100 g'. Além disso, a solubilidade do B-caroteno no propano tem sido
relatada como sendo duas ordens de magnitude maior que no scCO2 (CHUANG;
JOHANNSEN, 2011), explicando os maiores valores apresentados pelos 6leos
obtidos com propano comprimido, 29,07 a 44,77 mg B-caroteno 100 g-'. As amostras
de oleo obtidas com scCO2 apresentaram 8,34 a 19,87 mg B-caroteno 100g' e a
pressao teve efeito significativo e positivo (p < 0,05) na extragdo do B-caroteno nas

condigdes estudadas.

3.7 DECOMPOSICAO TERMICA

As FIGURAS 2.4a-d mostram as etapas da decomposigao térmica dos 6leos
de semente de amora-preta. A curva termogravimétrica (TG) mostra a perda de
massa e a curva termogravimétrica derivada (DTG) mostra a taxa de perda de
massa durante a decomposicao térmica, para uma faixa de temperatura de 30 a 600
°C. A faixa de temperatura de cada etapa da decomposigao térmica, os valores de
perda de massa e temperatura de pico sdo apresentados na TABELA 6.

As curvas termogravimétricas TG/DTG, FIGURAS 2.4b-d, mostram que o
comportamento térmico das amostras de 6leo obtidas com éter de petrodleo, scCOz e
propano comprimido sdo semelhantes, como corroborado pelas temperaturas dos
picos (TABELA 2.6). A decomposi¢ao térmica ocorre em uma unica etapa e
provavelmente corresponde a decomposicdo dos acidos graxos (DIMIC et al., 2012;
GAO; BIRCH, 2016; GOUVEIA DE SOUZA et al., 2004; SANTOS et al., 2002). Para
as amostras de o6leo obtidas com scCO2 e propano 100% das amostras foram
decompostas antes de 600 °C e, portanto, ndo restaram residuos de cinza nas
panelas de alumina. Embora os 6leos apresentem composi¢cdo semelhantes de
acidos graxos (TABELA 2.3), as diferengcas entre as faixas de temperatura
apresentadas na TABELA 2.6 podem ser atribuidas ao conteudo de compostos

antioxidantes naturais (TABELA 2.5), co-extraidos com os Oleos, por exemplo,
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polifendis, carotenoides e tocoferois (DWECK; SAMPAIO, 2004; GAO; BIRCH,
2016).

As curvas temogravimétricas TG/DTG para a amostra de 6leo obtida com
hexano (FIGURA 2.4a) ndo apresentaram comportamento térmico semelhante aos
outros solventes. Para essa amostra, a decomposi¢cdo térmica ocorreu em trés
etapas (TABELA 2.6). A primeira etapa tem inicio em 101,87 °C, muito abaixo das
temperaturas das outras amostras de oleo, provavelmente devido a presenca de
produtos de oxidacgao lipidica e moléculas de hidrolise de triacilglicerol, por exemplo,
mono e diacilglicerdis, e acidos graxos livres. Como essas moléculas s&do mais
suscetiveis a degradacao térmica, elas podem ter deslocado a temperatura inicial da
decomposigcdo térmica para uma temperatura mais baixa (MISTRY; MIN, 1988;
VECCHIO et al., 2009). A segunda e terceira etapas, provavelmente correspondem
a decomposigdo dos acidos graxos, primeiro os poli-insaturados de 249,11 a
370,97 °C e depois os acidos graxos monoinsaturados e saturados de 370,97 a
480,61 °C (SANTOS et al., 2002). Além disso, as amostras de 6leo obtidas com éter
de petrdleo e com hexano apresentaram teores de cinzas de 2,98 e 1,78 %,

respectivamente.
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FIGURA 2.4 - Decomposicao térmica dos 6leos das sementes da amora-preta por TGA 30 a 600 °C.
(a) hexano (Ensaio 1), (b) éter de petréleo (Ensaio 2), (c) scCOz2 (Ensaio 6), e (d) propano (Ensaio12).
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TABELA 2.6 - Dados dadecomposicao térmica dos 6leos de semente de amora-preta obtido a partir

das curvas TG/DTG

Extragdo Etapa da decomposicdo Faixa de temperatura Am T
térmica (°C) (%) (°C)

Hexano 12 101,87 - 249,11 32,48 181,93

Ensaio 1 22 249,11 - 370,97 4375 322,48
32 370,97 - 480,61 21,27 407,11

Eter de petroleo 12 238,59 - 480,50 95,48 413,87

Ensaio 2

scCO2 12 198,83 - 536,78 100,00 409,19

Ensaio 6

Propano 12 224,70 - 586,64 100,00 409,96

Ensaio 12

Am, variagdo da perda de massa.

*T, temperatura de pico.

Deriv. Massa (%/°C)

Deriv. Massa (%/°C)
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4 CONCLUSAO

Este estudo visou avaliaro potencial do diéxido de carbono supercritico e do
propano subcritico para extragdo do 6leo das sementes da amora-preta organica
cultivar Xavante. A extragcdo com propano comprimido foi a mais eficiente quando
comparada ao scCOz, tanto em termos de rendimento de extracdo quanto de tempo
extracao, apresentando maiores taxas de extragao inicial. As condi¢cdes de operacgao
avaliadas, pressdo e temperatura, para o propano comprimido ndo foram
significativas em relagdo ao rendimento de extragdo. Por outro lado, para as
extragcdes com scCOz2, a pressao apresentou um efeito significativo e positivo.

A composicédo de acidos graxos dos 6leos foi semelhante e extremamente
interessante do ponto de vista nutricional devido a elevada propor¢ao de acidos
graxos insaturados, principalmente o acido linoleico. O scCO2 mostrou maior
eficiéncia na extragao de compostos com atividade antioxidante em comparacéo aos
outros solventes. Entretanto, o propano comprimido apresentou melhor solubilidade
para o B-caroteno. Apesar de todos os Oleos apresentarem perfil semelhante de
acidos graxos, eles apresentaram diferentes atividades térmicas, provavelmente
devido a presencga de antioxidantes naturais extraidos. Portanto, as caracteristicas
dos 6leos como boa estabilidade térmica e presenca de altas quantidades, tanto de
acidos graxos insaturados quando de compostos com atividade antioxidante,
indicam um forte potencial de aplicagéo do 6leo de semente da amora-preta cultivar

Xavante como ingrediente paras as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética.
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CAPITULOIIl : OBTENGAO DE EXTRATOS DA SEMENTE DE AMORA-PRETA
(Rubus spp.) CULTIVAR XAVANTE USANDO DIOXIDO DE CARBONO
SUPERCRITICOE ETANOL COMO COSSOLVENTE

RESUMO

A adicdo de um cossolvente polar para extracdo conjunta com dioxido de
carbono supercritico pode viabilizar a extracdo da fracdo lipossoluvel e de
compostos bioativos mais polares de uma matriz. Assim, este estudo relata a
obtencado de extratos de sementes da amora-preta utilizando CO2 supercritico e
etanol como cossolvente. Para isso utilizou-se um delineamento experimental 22,
variando a pressao (P) de 15,0 a 25,0 MPa e a temperatura (T), de 40,0 a 70,0 °C. A
extracdo a 70 °C e 25 MPa apresentou os maiores resultados: 24,05 % de
rendimento, contelido de fendlicos totais de 388,62 mg GAE 100 g-', ABTS de
12948,31 ymol TE 100 g-', DPPH de 12995,83 umol TE 100 g-' e FRAP de 14242,68
umol TE 100 g'. O perfil de acidos graxos apresentou 92 % de acidos graxos
insaturados, principalmente acido linoleico (63 %). Os indices nutricionais lipidicos
foram PUFA/SFA de 9,60, Hipercolesterolémicos/Hipocolesterolémicos de 16,23,
Aterogenecidade de 0,06 e Trombogenecidade de 0,17. Varios acidos fendlicos
foram identificados no 6leo, sendo o flavonol rutina o principal compostos fenélico
determinado. A decomposicao térmica do extrato iniciou a 196,25 °C e seu
comportamento térmico indicou que para o 6leo sofrer a menor agao de enzimas é
recomendado seu armazenamento a -29,52 °C, temperatura em que as moléculas
de triacilglicerol estdo imobilizadas. O extrato na concentragdo de 4000 mg por kg de
Oleo apresentou fator de protecédo contra a oxidagdo do 6leo de soja maior que o
BHA e BHT na analise Rancimat. Estes resultados indicam um grande potencial de
aplicacao deste extrato como antioxidante.

Palavras-chave: cossolvente, Berries, acido linoleico, rutina, Rancimat.

1 INTRODUGAO

A amora-preta € uma fonte de compostos fendlicos que contribuem para sua
elevada capacidade antioxidantes. Os frutos sdo normalmente consumidos frescos
ou congelados, mas podem ser usados como ingrediente na fabricagdo de geleias,
vinho, cha, sorvetes, sobremesas e outros produtos de panificagdo(KAUME;
HOWARD; DEVAREDDY, 2012; SCHULZ et al., 2019). Entretanto, quando
processados os frutos da amora geram uma enorme quantidade de residuos,

coprodutos, em sua maioria compostos de pele e sementes que sao subutilizados
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(GUSTINELLI; ELIASSON; SVELANDER; ANDLID; et al., 2018; PAP et al., 2004).
Em especial, o processo de fabricagédo de suco de berries gera grandes quantidades
de residuos, cerca de 20 a 25 % do fruto inteiro (ALBA; CAMPBELL,;
KONTOGIORGOS, 2019). Estes coprodutos de processamento de frutas e vegetais,
potencialmente contém compostos fendlicos que podem ser extraidos e utilizados
como subproduto para aplicagdo nas industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica (IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

As extragdes de compostos de alto valor dos coprodutos da amora-preta sdo
mais focados no bagaco e na recuperagdo das antocianinas (DA FONSECA
MACHADO et al., 2018; FAN et al., 2019; MACHADO et al., 2018, 2015, 2017,
PASQUEL REATEGUI et al., 2014; SOZZI et al., 2021). Os estudos sobre a semente
sdo voltados para obtengcao do 6leo, seu teor de acidos graxos e outros compostos
bioativos (BUSHMAN et al., 2004; CORREA et al., 2020; DIMIC et al., 2012; FAZIO
et al., 2013; MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; KRSTIC; et al., 2015; MICIC; OSTOJIC;
SIMONOVIC; PEZO; et al., 2015; VAN HOED et al., 2009, 2011; YANG et al., 2011).

Um ponto crucial para a obteng¢ao de extratos de alto valor, € a escolha do
método de extragcdo. Os métodos usuais para a extracao utilizando solventes como
Soxhlet e maceragao, sdo trabalhosos, demorados e requerem uma quantidade
substancial de solventes toxicos como o metanol e o diclorometano. Além disso,
podem nao fornecer um extrato de alta qualidade, devido a baixa seletividade (DA
SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). Como alternativa, a extragao com CO2
supercritico surge como uma técnica de extracdo que opera a temperaturas
moderadas e pressdes muito altas. Isto permite altas taxas de transferéncia de
massa, que sao dificeis de alcangar com solventes liquidos. Portanto, o tempo de
extracdo necessario € menor. Como o CO2 é uma molécula extremamente apolar e
a maioria dos compostos bioativos é formado por moléculas polares, esta questao
pode ser resolvida com a adi¢gao de cossolventes polares, também conhecidos como
modificadores, como o etanol, para aumentar a solubilidade das substancias polares
(MANZOOR et al., 2021).

Estudos sobre o uso de CO2 com cossolventes polares para a extragao de
compostos bioativos das sementes da amora-preta ndao estdo publicados na
literatura recente. Portanto, os objetivos deste estudo foram: (i) encontrar o melhor
cossolvente polar entre etanol e acetato de etila, considerando como resposta o
rendimento da extragdo utilizando Soxhlet, atividade antioxidante e antocianinas
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monomeéricas totais (AMT); (ii) especificar a influéncia de duas condigdes principais
de operacdo, pressdao e temperatura, nas extracbes com CO2 e o cossolvente
selecionado em relagdo ao rendimento de extrato; (iii) determinar as condig¢des
otimizadas de extracdo, melhores resultado de rendimento de extragao e atividade
antioxidante; (iv) determinar a composi¢ao de acidos graxos e a qualidade lipidica
dos principais extratos de sementes de amora; (v) identificar compostos bioativos por
UPLC - Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia e o comportamento térmico do
extrato obtido nas condi¢des 6timas e (vi) avaliar o potencial de protegao do extrato
de semente de amora-preta no 6leo de soja contra a oxidagdo pela analise de

Rancimat.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Os procedimentos de separacdo, secagem e moagem das sementes da
amora-preta e caracterizagdo da matéria-prima foram descritos no item 2.1 do
Capitulo Il. A amostra apresentava teor de umidade de 7,07 + 0,73 %, tamanho
médio das particulas de 0,56 mm, densidade real de 1370 + 10 kg m-3, densidade

aparente de 577,59 kg m=3 e porosidade do leito das particulas de 0,58.

2.2 SELECAODO COSSOLVENTE

O etanol e o acetato de etila foram avaliados, inicialmente, como solventes
para a extracdo de compostos polares bioativos das sementes de amora-preta. As
extragcdbes usando o aparato de Soxhlet foram realizadas de acordo com o
procedimento descrito no item 2.2 do Capitulo Il. O rendimento foi expresso em g de
extrato por g de amostra seca. Para a selegao do melhor solvente para uso como
cossolvente na extracdo com scCOz2, foram avaliadas as respostas: rendimento de
extragcdo, atividade antioxidante (ensaios CFT, ABTS, DPPH e FRAP) e AMT dos

extratos.
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2.3 EXTRACAO UTILIZANDO SCCO2COM ADICAO DE COSSOLVENTE

Os componentes basicos da unidade experimental de extragdo com fluidos
pressurizados foram descritos no item 2.3 do Capitulo Il. A unidade e seu
procedimento de operagao foram apresentados em trabalhos anteriores do grupo de
pesquisa (FETZER et al., 2018; JUCHEN et al., 2019). As extragcdes foram
realizadas empregando um delineamento experimental randomizado 22 com
triplicata no ponto central, com pressdo (P) variando de 15,0 a 25,0 MPa e
temperatura (T) de 40,0 a 70,0 °C.

Em primeiro lugar, o extrator foi carregado com aproximadamente 20 g de
sementes de amora-preta moidas e 20 g de etanol, 1:1 (m/m). Depois, o extrator foi
preenchido com COz2 nas condicdes de pressao e temperatura desejadas, iniciando-
se a extracao estatica por 60 min (definido por testes preliminares, onde para esta
matéria-prima o sistema esta em equilibrio apds este tempo). Entao, apos a extracao
estatica, a extracdo dinamica foi iniciada com fluxo constante de CO2 de 2,0 mL min-
. As amostras de extratos das sementes de amora-preta foram coletadas, a pressdo
atmosférica e 18 °C, em tubos de ensaio de 10 mL em intervalos de tempo de 2,5
min (até 15 min do tempo de extragdo) e 5 min (de 20 a 30 min do tempo de
extracdo). Apds o procedimento de extracdo para a completa remogéo do etanol, os
extratos foram colocados em estufa com circulacdo de ar (Nova Etica, modelo 400)

natemperatura de extragao.

2.4 ENSAIOS ANTIOXIDANTES

O preparo das amostras e as metodologias empregadas na quantificagao do
conteudo de fendlicos totais (CFT) e outros métodos de determinacao de atividade
antioxidante, ABTS, DPPH e FRAP, foram as mesmas descritas anteriormente no

item 2.6 do Capitulolll.

2.5 ANTOCIANINAS MONOMERICA TOTAIS (AMT)
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Para a determinacao do teor de antocianinas monomeéricas totais (AMT) foi
utilizado o método diferencial de pH (GIUSTI, WROLSTAD, 2001). Os extratos
obtidos foram diluidos em duas solugbes tampao de cloreto de potassio pH 1,0
(0,025 mol L") e de acetato de sédio pH 4,5 (0,40 M), em que o a ajuste do pH foi
feito pela adigdo de HCI concentrado. As absorbancias foram medidas a 510 e 700
nm em um espectrofotbmetro UV-Vis (Shimadzu, 1800), utilizando as solugdes
tampao como branco. A concentracao de pigmentos no extrato foi calculada
considerando a absortividade molar () de 26900 L cm-' mol-', massa molar de 449,2
g mol-', que correspondem a cianidina-3-glicosideo, principal antocianina presente
na amora-preta (SIRIWOHARN; WROLSTAD, 2004). Os resultados foram expressos
como mg equivalente de cianidina-3-glicosideo (EC3G) por 100 g' de extrato

utilizando a Equacéo 4.

A.MW .DF.1000.V

AMT = T 4)
Onde:
AMT = Contelido de antocianinas monoméricas totais (mg EC3G 100 g-'de
extrato);

A = (Abss1 pm — AbSygg nm)le.O — (AbSs10 pm — AbS;gg nm)pH4.5;

MW = 449,2— Massa molar da cianidina-3-glicosideo (g mol-");

DF = fator de dilui¢ao;

V' = volume (L);

e = 26900 L cm ' mol-' absortividade molar da cianidina-3-glicosideo;
L = fator de correcdo do caminho 6pticode 1 cm;

M = massa de extrato (Q).

2.6 COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS E QUALIDADE NUTRICIONAL
LIPIDICA DOS EXTRATOS DE SEMENTES AMORA-PRETA

A determinacgao do perfil dos acidos graxos dos extratos de sementes de
amora-preta, esta descrito conforme o item 2.5 do Capitulo Il.

Utilizando o perfil de acidos graxos dos extratos das sementes de amora-
preta, foi possivel calcular quatro indices de qualidade nutricional lipidica: a razao

entre acidos graxos poli-insaturados e saturados (PUFA/SFA); a razdo entre os
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acidos graxos hipercolesterolémicos/hipocolesterolémicos (H/H) utilizando a
Equacao 5 (CHEN; LIU, 2020; SANTOS-SILVA; BESSA; SANTOS-SILVA, 2002), o
indice de Aterogenecidade (IA) e o indice Trombogenecidade (IT) utilizando as
Equagbes 6 e 7, respectivamente (CHEN; LIU, 2020; CUNHA et al., 2019;
ULBRICHT; SOUTHGATE, 1992).

H/ _ C18:1w9+C18:2w6+C18:3w3+C18:3w6 (5)
H €16:0
C16:0
A = —¢160 (6)
> MUFA+PUFA
C16:0+C18:0
IT (7

T 0.5(X MUFA)+0.5(% 06)+3 (2 03)+ (% w3 /w6)

2.7 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR UPLC NO EXTRATO
OBTIDO NA CONDICAO OTIMIZADA

A analise dos compostos fendlicos presentes no extrato otimizado, foi
realizado em Acquity UPLC H-Class (Waters, Miliford, MA, EUA), equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD) e coluna Acquity BEH C18 (Waters, Miliford,
MA, EUA) de 2,1 mm x 50,0 mm, x 17,0 ym, a 30 °C. O extrato foi filtrado em filtro
seringa de nylon 0,22 ym (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). As fases moveis foram
constituidas de A (0,1 % de acido férmico em agua ultrapura) e B (0,1 acido férmico
em metanol). A vazdo foi de 0,35 mL min-! e as condigbes de gradiente de eluigdo
foram 0 min — 0 % B; 8 min — 20 % B; 15 min — 100 % B; 18 min — 0 % B e eluicao
isocratica com 0 % de B até 20 min. As corridas foram monitoradas em 260, 270,
280 e 370 nm. A quantificacao foi realizada utilizando as curvas de calibragao para
os padrbes acido galico, acido protocatecuico, acido gentisico, acido clorogénico,
acido p-cumarico, acido m-cumarico, acido ferulico, acido o-cumarico, acido

sinapico, acido elagico, rutina, hesperidina e genisteina.
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2.8 ANALISE TERMICA DO EXTRATO OBTIDO NAS CONDIGOES OTIMAS

A decomposicao térmica do extrato de sementes de amora-preta obtidos nas
condi¢cdes otimizadas (Ensaio 6, TABELA 3.1) foi avaliada por termogravimetria
(TGA). A analise térmica foi realizada em equipamento TGA (TGA 4000,
Thermogravimetric Analyzer, Perkin-Elmer — Pyris, - Shelton, EUA) e procedimento
baseado no método proposto por Micic et al (2015). O extrato 5,20 + 0,50 mg, foi
colocado em uma panelinha de alumina aberta, inserido no equipamento e
submetido a uma taxa de aquecimento de 10 °C min ' de 30 a 700 °C, a pressao
atmosférica sob atmosfera de N2 a 20 mL min-'. Foi utilizada como referéncia uma
panelinha de alumina vazia.

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) foi realizada em equipamento
DSC (DSC 850 Perkin Elmer Inc. - Waltham, EUA) usando N2 como gas de purga.
Cerca de 8 mg do extrato foram colocados em uma panelinha de aluminio e
hermeticamente selados. Um teste de resfriamento e aquecimento foi realizado
seguindo o método proposto por Micic et al (2015). Primeiro a amostra foi mantida a
20 °C durante 5 min, depois aquecida a 40 °C a 2 °C min-!, mantida durante 5 min,
depois resfriada a -90 °C a -2 °C min-!, mantida nesta temperatura durante 5 min e
entdo aquecida de -90 °C a 40 °C a 2 °C min-'. A curva DSC foi registrada e as
temperaturas de pico e inicio foram calculadas utilizando o software PyrisTM
(Shelton, EUA).

2.9 ANALISE DE RANCIMAT

O extrato obtido nas condigbes otimizadas foi adicionado em 6leo de soja
refinado (sem adicdo de antioxidantes) fornecido pela Cocamar Cooperativa
Agroindustrial, em concentragdes de 500, 1000, 2000 e 4000 mg de extrato por kg
de o6leo. Os resultados foram comparados com 6leo de soja adicionado com os
antioxidantes sintéticos BHT e BHA, na concentragdo de 100 mg kg-!. Uma amostra
controle (6leo de soja sem antioxidante) também foi oxidada sob as mesmas
condigdes. A estabilidade oxidativa e o comportamento das amostras foram
avaliados com base no método proposto por Abbedou et al (2013). Os ensaios

foram realizados no equipamento Rancimat (Metrohm Model 873 — Herisau, Suica),
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na Biotec (Universidade Estadual do Centro-Oeste), sob as condig¢des: 3,0 g de dleo,
fluxo de arde 10 L h-' e temperatura de 110 °C e agua ultrapura (cuja condutividade
¢ inferior a 5 uS cm™'). A condutividade desta agua é medida de forma continua. A

condutividade da agua aumenta quando os produtos de oxidagdo emergem.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Descrito noitem 2.8 Capitulo Il.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SELECAODO COSSOLVENTE

A molécula de diéxido de carbono é fortemente apolar, enquanto os
compostos fendlicos em sua maioria possuem mais moléculas polares. Assim, para
a extragao destas moléculas é indicado o uso de cossolventes polares (HIDALGO;
ALMAJANO, 2017; IGNAT; VOLF; POPA, 2011). Neste estudo, devido ao perfil de
compostos fendlicos encontrados em amora-pretas, a literatura sugere o uso de
cossolventes (HIDALGO; ALMAJANO, 2017; IGNAT; VOLF; POPA, 2011) o etanol é
mais utilizado, pois € considerado seguro para o ser humano e o meio ambiente (DE
MELO; SILVESTRE; SILVA, 2014), e acetato de etila € utilizado nas industriais
farmacéuticas, de aromas e alimenticia (FALCO; KIRAN, 2012).

Os rendimentos de extracdo, TABELA 3.1, a atividade antioxidante e AMT
dos extratos, TABELA 3.2, foram avaliados para a determinacdo do cossolvente.
Para o rendimento de extracdo, o etanol foi quase seis vezes mais eficiente que o
acetato de etila 36,07 % e 6,60 %, respectivamente (TABELA 3.1). Em relagédo a
atividade antioxidante, para todos os diferentes ensaios e AMT também, TABELA
3.2, os resultados obtidos com etanol foram todos superiores aos dos obtidos com
acetato de etila (p < 0,05). Portanto, o etanol foi selecionado como cossolvente na

extracdao com COz2.

3.2 EXTRAGCAO UTILIZANDO SCCO2 MAIS COSSOLVENTE
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Os resultados da extracdo das sementes de amora-preta com CO2 e etanol
(CO2 + EtOH) sao apresentados na TABELA 3.1. Os rendimentos de extragao
variaram entre 6,74 e 24,05 %. O maior rendimento de 24,05 %, foi obtido no ensaio
6 que corresponde as condi¢des de temperatura e pressdo mais altas estudadas, 70
°C e 25 MPa. Quando se mantem a pressao a 25 MPa e reduz a temperatura para
40 °C, o rendimento da extragédo cai drasticamente para 6,74 %.

A performance da extracdo usando scCOz2 e etanol a pressao constante é
afetada principalmente pela temperatura através de dois mecanismos. O aumento
da temperatura aumenta a pressao de vapor dos materiais soluveis e a solubilidade
do etanol (cossolvente), ambos aumentam a taxa de extragdo. Por outro lado, um
aumento da temperatura reduz a densidade e solubilidade do scCOz2, o que leva a
uma diminuicdo da taxa de extracdo (GOYENECHE et al.,, 2020). A 25 MPa
(TABELA 3.1) quando a temperatura aumenta de 40 °C para 70 °C o rendimento da
extracdo aumenta em quase seis vezes. Um aumento também é verificado para as
condicdes a pressao de 15 MPa onde o aumento da temperatura de 40 °C para 70
°C quase duplicou o rendimento da extracdo. O efeito positivo e significativo (p <
0,05) da variavel temperatura nas condi¢des estudas é corroborado pelo grafico de
Pareto apresentado na FIGURA 3.1. A pressao nao apresentou efeito significativo
nas condi¢cdes estudadas. Esses resultados indicam que o etanol teve sua
solubilidade aumentada com o aumento da temperatura, ja que os experimentos
utilizando somente o CO2 puro mostrados no CAPITULO Ill a influéncia da pressao
foi predominante e significativa (p < 0,05).

As curvas globais de extracdo FIGURA 3.2 para as extra¢cdes de sementes
de amora em diferentes condi¢cdes de temperatura e pressédo. Para as condi¢des de
maior temperatura de extragcao ensaios 5 e 6 e 7 a primeira etapa de extragao, onde
a transferéncia de massa por convecgao € alta nos primeiros 15 min, apos segue
para a etapa de transferéncia de massa por difusdo com o esgotamento do etanol na
camara de extracdo e a predominancia do scCO2 como solvente. Isto pode indicar
que, nestas condigbes, como observado por Juchen (2019) o scCO2 atuou mais a
como transportador de extrato, ou seja, o CO2 auxiliou no transporte da mistura de
extrato e cossolvente, enquanto o etanol cossolvente atuou extraindo os compostos.
Para os ensaios em condi¢gdes de menor temperatura 3 e 4, a taxa de extracao é
bastante lenta com a transferéncia de massa por convecgao baixa, sendo
predominante a etapa de difusao.
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FIGURA 3. 1 — Grafico de Pareto mostrando os efeitos dos paramentos dos processos no rendimento
das extragdes usando CO2 + EtOH

(2)Temperatura (°C) | 8,23

1by2 | 2,29

(1)Presséo (MPa) | -0.57

p=0,05
Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

FONTE: A autora (2021)

FIGURA 3.2 - Curvas experimentais de extragdo para os 6leos da semente de amora-preta obtidos
com CO2 + EtOH
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Comparando os rendimentos de extragdo, com o maior rendimento relatado
por Reategui et al (2014) para o bagaco de amora-preta, que foi de 18,25 %,
(condi¢des de CO2 + EtOH 90 %, 60 °C, 15 MPa e assistido por ultrassom, 200 W) o

rendimento obtido foi menor que os ensaios 5 e 6 e préximo do ensaio 7.

3.3 ENSAIOS ANTIOXIDANTES E DO TEOR DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS
TOTAIS (AMT)

Os resultados do CFT para os extratos de sementes de amora-preta
extraidos em diferentes condi¢cbes sao mostrados na TABELA 3.2. A faixa de CFT
variou de 133,54 a 3855,62 mg EAG 100 g-'. O ensaio 6 foi o mais eficiente para a
extragcdo de antioxidante utilizando o ensaio CFT de 3855,62 mg EAG 100 g'.
Considerando o delineamento experimental, para as extragbes com CO2 + EtOH, a
temperatura apresentou efeito significativo e positivo (p < 0,05) para o CFT. Além
disso, os resultados de CFT em todos as condi¢des de extracdo para o CO2 + EtOH
foram superiores ao relatado para o bagago de amora-preta (condigdes de CO2 +
EtOH90 %, 60 °C, 15 MPa e assistido por ultrassom, 200 W) (PASQUEL REATEGUI
et al., 2014).

A TABELA 3.2 também apresenta as atividades antioxidantes obtidas por
outros trés ensaios diferentes. Para todos esses métodos, assim como o TPC, o
ensaio 6 apresentou os melhores resultados (p < 0,05) ABTS de 12948,31 ymol TE
100 g', DPPH de 12995,83 umol TE 100 g-' e FRAP de 14242,68 umol TE 100 g-'.
Considerando o delineamento experimental para o CO2 + EtOH, a presséo e a
temperatura nao apresentaram efeito significativo (p < 0,05) nos resultados dos
métodos ABTS, DPPH e FRAP.

As extracbes com CO2 + EtOH, TABELA 3.2, ndo se mostraram eficientes
para recuperagao de antocianinas, a faixa de AMT foi de 33,10 a 79 mg EC3G 100
g, valor bem inferior ao obtido para o extrato de etanol 317,89 mg EC3G 100 g-' A
expectativa de uma recuperagédo eficiente de antocianinas era baixa devido a
semente nao possuir este composto, apenas residuos de pele impregnados na
parede da semente.

Portanto, as condigdes do ensaio 6, 70 °C e 25 MPa foram as que

resultaram nos melhores resultados em relagaéo ao rendimento de extrato e atividade
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antioxidante, podendo ser considerada a condi¢c&do 6tima para este estudo tendo sido

escolhida para ser utilizada nas préximas analises.

3.4 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS E QUALIDADE NUTRICIONAL LIPIDICA
DOS EXTRATOS DE SEMENTES DE AMORA-PRETA.

A TABELA 3.3 mostra o perfil de acidos graxos para os extratos das
sementes de amora-preta. O teor de acidos graxos insaturados, variou de 91,46 a
92,92 %, independente do solvente utilizado, muito semelhante ao encontrado nos
6leos obtidos no CAPITULO Il (TABELA 2.3) utilizando solventes apolares, que
variou de 92,77 a 93,77 %. Os resultados dos indices da qualidade nutricional
lipidica dos acidos graxos do extrato de amora-preta também estdo apresentados na
TABELA 3.3. O indice de PUFA/SFA é atualmente utilizado para medir o seu efeito
em relagdo a saude cardiovascular. Um dieta baseada no consumo de PUFAs pode
diminuir o colesterol lipoproteico de baixa densidade (LDL) e diminuir os niveis de
colesterol sérico e os SFAs aumentam os niveis de colesterol sérico (CHEN; LIU,
2020). Consequentemente, quanto maior essa proporgdo, melhor o efeito, para os
extratos de amora-preta os indices de PUFA/SFA variariam de 8,88 a 10,70, essa
faixa € melhor que a encontrada para o 6leo de girassol que variou de 4,75 a 4,94
(FARAJZADEH ALAN et al., 2019; FILIP; HRIBAR; VIDRIH, 2011). Para a relagao
H/H, valores altos significam beneficios para o metabolismo do colesterol, com o
aumento da formagao de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (CUNHA et al.,
2019). Os extratos de amora-preta tiveram o H/H variando entre 15,54 e 18,43,
valores superiores aos relatados pela literatura para o 6leo de semente de groselha-
negra (13,87),0 6leo de abacate (2,06) e o 6leo de semente de macadamia (4,91)
(YING et al., 2018). Em relac&o ao IA e IT, valores mais baixos significam maior teor
de acidos graxos antiaterogénicos, aumentando consequentemente o potencial de
prevencao de doencgas coronarianas (CUNHA et al., 2019), neste estudo os valores
de IA e IT variaram de 0,05 e 0,06 e 0,15 a 0,18, respectivamente, valores inferiores
aos encontrados na literatura para o azeite de oliva, 0,14 e 0,32, dleo de girassol
0,07 e 0,28 (ULBRICHT; SOUTHGATE, 1992) e 6leo de semente de groselha negra,
0,10 € 0,23 (YING et al., 2018).
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TABELA 3.3 — Perfil de acidos graxos e indices de qualidade nutricional lipidica dos extratos de
semente de amora-preta.

acido graxo (%)

Acido graxo COz + EtOH  Etanol Acetato de Etila
Ensaio 6 Ensaio 1 Ensaio 2

Palmitico (C16:0) 5,60 5,82 4,97
Estearico (C18:0) 2,31 2,72 2,21
Oleico (C18:1w9) 14,98 14,52 14,78
Linoleico (C18:2w6) 65,03 65,07 66,32
y-Linolénico (C18:3w6) 10,41 10,35 9,95
Gadoleico (C20:1) 1,20 1,09 1,22
Linolénico (C18:3w3) 0,46 0,43 0,55

> SFA2 7,91 8,54 7,18

>~ MUFAP 16,18 15,61 16,00

> PUFAc 75,90 75,85 76,82

> MUFA+PUFA 92,08 91,46 92,82
w3/w6 0,01 0,01 0,01
PUFA/SFAd 9,60 8,88 10,70
H/He 16,23 15,54 18,43
IAf 0,06 0,06 0,05

IT9 0,17 0,18 0,15

O desvio padrao para todos os acidos graxos foi menor que 0,01.
aAcidos graxos saturados.

bAcidos graxos monoinsaturados.

cAcidos graxos poli-insaturados.

dRaz&o entre poli-insaturados/saturados acidos graxos.

®Razao entre hipercolesterolémicos/hipocolesterolémicos.
findice de Aterogenecidade.

gindice de Trombogenecidade.
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3.5 COMPOSTOS FENOLICOS DETERMINADOS POR UPLC DO EXTRATO
OBTIDO NAS CONDIGCOES OTIMAS

O conteudo dos acidos fendlicos e flavonoides no extrato otimizado, Ensaio
6, das sementes da amora-preta foram determinados por UPLC. A TABELA 34
mostra que, para o extrato otimizado, dez acidos fenadlicos foram identificados: acido
galico, acido protocatecuico, acido gentisico, acido clorogénico, acido p-cumarico,
acido m-cumarico, acido ferulico, acido o-cumarico, acido sinapico e acido elagico.
Estes acidos correspondem a um conteudo total em torno de 45,13 mg de acidos
fendlicos por 100 de extrato. Este € um valor bastante interessante, quando
comparado com o extrato de semente de uva, conhecido como ingrediente em
formulagbes cosméticas. O extrato obtido com 75 % de etanol apresentou um teor
de 58 mg de acidos fendlicos por 100 de extrato (ALRUGAIBAH et al., 2021).

O acido fendlico predominante do extrato de amora-preta foi o acido
protocatecuico, 19,34 mg 100 g-', valor superior aos obtidos para os cultivares de
amora-preta da Anatélia Oriental que variaram de 0,394 a 1,179 mg 100 g’
(GUNDOGDU; KAN; CANAN, 2016) e para o 6leo cru de semente de amora que foi
de 7,03 mg 100 g' (VAN HOED et al., 2011). Estudos apontam diversas
propriedades farmacoldgicas para este acido como antioxidante, antibacteriano,
anticancerigeno, antihiperlipidémico, antidiabético e anti-inflamatério (KAKKAR,;
BAIS, 2014). Alguns acidos, como o acido sinapico esta presente na polpa do fruto
de amora-preta (ZIA-UL-HAQ et al., 2014). Assim nao é esperado que este
composto seja encontrado no oleo da semente, mas ndo foi detectado no dleo de
amora-preta prensado a frio, provavelmente pela natureza polar do composto (VAN
HOED et al., 2011). Neste trabalho o uso do etanol como cossolvente pode ser uma
possivel explicagdo para a presenca de 1,33 mg 100 g-' deste composto no extrato
da semente.

A TABELA 34 também mostra os flavonoides identificados, rutina,
hesperidina e genisteina, assim como seu conteudo. O principal composto
identificado no extrato da semente foi a rutina, 411,13 mg 100 g -', apontada em
varios estudos como um dos principais flavondis no fruto da amora-preta
(GUNDOGDU; KAN; CANAN, 2016; HUANG et al., 2012; JAKOBEK et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2020; SCHULZ et al., 2019). A hesperidina nao foi detectada no
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amadurecimento do fruto da amora-preta no estadio de plena maturidade e a

genisteina (SCHULZ et al., 2019) ndo foi encontrada em estudos com amora-preta.

TABELA 3.4 — Perfil de Acidos fendlicos e flavonoides do extrato, Ensaio 6, da semente de amora-

preta
Composto Concentragdo mg 100 g-*
Acido galico 3,97 + 0,03
Acido protocatecuico 10,34 + 0,05
Acido gentisico 4,90 + 0,04
Acido clorogénico 3,27 + 0,01
Acido p-cumarico 4,41 +0,43
Acido m-cumarico 4,42 +0,10
Acido ferulico 2,20 + 0,02
Acido o-cumarico 1,78 £ 0,01
Acido-sinépico 1,33 £ 0,08
Acido elagico 8,51 £ 0,55
Rutina 411,13 £1,67
Hesperidina 8,53 £ 0,12
Genisteina 2,43 £ 0,04

FONTE: A autora (2021)

3.6 ANALISES TERMICAS DO EXTRATO EM CONDIGOES OTIMAS

As curvas

termogravimétricas TG/DTG, FIGURA 3.3, mostram o

comportamento térmico do extrato obtido em condigbes otimas (ensaio 6). A

decomposigcao térmica ocorreu em uma unica etapa, na faixa de temperatura de

196,25 a 502,82

°C, corresponde a decomposicdo dos acidos graxos e

polissacarideos (MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; PEZO; et al., 2015) e finalmente a

502,82 °C toda a amostra do extrato foi decomposta.
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FIGURA 3.3 - Curvas TG/DTG para o extrato de sementes de amora-preta obtidos com CO2 + EtOH
ensaio 6
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FONTE: A autora (2021)

A curva DSC, FIGURA 3.4, mostra as transicdes térmicas do extrato obtido
em condicbes otimas, ensaio 6. Estas transi¢cdes foram identificadas na etapa de
aquecimento de -90 a 40 °C, especificamente na faixa de temperatura de -50 a -10
°C, dois picos endotérmicos em -44,75 e -23,50 °C, e um pico exotérmico a -38,18
°C. Uma curva DSC similar foi relatada por (MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC; PEZO;
et al., 2015) para a farinha de semente de amora-preta , dois picos endotérmicos a -
41,36 € -19,94 °C, e um pico exotérmico a -38,55 °C. O primeiro pico endotérmico a
-44.75 °C e o pico exotérmico a -38,18 °C correspondem ao fenébmeno conhecido
como poliformismo dos oOleos vegetais, onde os cristais de triacilglicerdis tém mais
do que uma forma. O segundo pico endotérmico corresponde a fusdo das formas
cristalinas dos 6leos. Os lipideos presentes no extrato de semente de amora-preta
comegam a fundir a -29,52 °C e se transformam totalmente para o estado liquido a
-20,06 °C. Quando os 6leos estdao na forma cristalina a propagagéo da reagao
oxidativa e a hidrdlise do triacilglicerol pela enzima lipase pode ser limitada, pois as
moléculas de triacilglicerol estdo imobilizadas (MICIC; OSTOJIC; SIMONOVIC;

PEZO; et al., 2015). Com base nestes dados, o extrato de amora-preta deve ser
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armazenado a uma temperatura inferior a -29,52 °C, para melhor preservar o 6leo

presente.

FIGURA 3.4 - Curva DSC para o extrato de sementes de amora-preta obtidos com CO2 + EtOH
Ensaio 6
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FONTE: A autora (2021)

3.7 ANALISE RANCIMAT

O objetivo da analise de Rancimat é determinar o periodo de inducgéao
através da deteccdo de acidos volateis formados durante a oxidagdo do oleo
(MATTHAUS, 1996). O fator de protec¢éo (FP) para 6leo de soja contendo extrato de
semente de amora-preta (ESA) obtido em condigdes 6timas (ensaio 6) em diferentes
concentragdes 500 (ESA500); 1000 (ESA1000); 2000 (ESA2000); e 4000 (ESA4000)
mg kg', e os antioxidantes sintéticos BHA e BHT na concentragdo de 100 mg kg-',
sdo apresentados na FIGURA 3.5. Na concentragdo de 4000 mg kg™' (ESA4000) o
FP encontrado foi o maior em relagdo a todas as outras concentragdes de extrato
testadas e também aos obtidos para o BHA e BHT (p < 0,05) . Os valores de FP
obtidos utilizando ESA, podem ser atribuidos a estabilidade térmica, 196,25 °C, e

pelo seu perfil e conteudo de compostos fendlicos, TABELA 3.4 do extrato. De
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acordo com a literatura, o flavonol rutina, apresentou a mais forte capacidade
antioxidante e desoxidacdo dos radicais livres entre cerca de uma centena de
compostos fendlicos (CAl et al., 2004; CHUN; KIM; LEE, 2003; HUANG et al., 2012;
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Para os acidos fendlicos, a ordem da
capacidade antioxidante diminui a partir do acido protocatecuico > acido clorogénico
> acido gentistico > acido ferulico > acido p-cumarico (HUANG et al., 2012; Ll et al.,
2009; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Alguns estudos que utilizaram
extratos vegetais como antioxidantes obtiveram resultados similares a este trabalho,
extratos de casca de batata com alto teor de acido clorogénico, apresentaram alta
estabilidade oxidativa em 6leo de soja (FRANCO et al., 2016), extrato de goji berry,
rico em rutina, mostrou maior estabilidade oxidativa em 6leo de soja do que o BHA e
BHT (PEDRO et al., 2017).

FIGURA 3.5 - Fator de protegdo (FP) para diferentes concentragcbes de extrato de sementes de
amora-preta (ESA) ensaio 6 e antioxidantes sintéticos BHA e BHT adicionados no éleo de soja
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Concentragdes no 6leo de soja: 500 (ESA500), 1000 (ESA1000), 2000 (ESA2000), e 4000 (ESA4000)
mg kg e, BHA e BHT na concentragdo de 100 mg kg-'.

FONTE: A autora (2021).
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4 CONCLUSAO

O etanol apresentou maior rendimento de extracao e atividade antioxidante
em todos os ensaios sendo, por este motivo, escolhido como cossolvente para o
planejamento experimental de extracdo com CO2. Nas condi¢gdes de operagao
avaliadas, a temperatura apresentou um efeito positivo e significativo no rendimento
da extracdo. O extrato obtido a 70 °C e 25 MPa foi o extrato considerado otimizado
nas condicdes estudadas, pois apresentou o maior rendimento de extracdo e
atividade antioxidante em todos os ensaios avaliados. O perfil de acidos graxos
apresentou um teor de PUFAs acima de 70 %, composto principalmente por acido
linoleico. Consequentemente todos os indices de qualidade nutricional lipidica
calculados apresentaram excelentes resultados em comparagdao a outras fontes
vegetais. Os principais compostos fendlicos identificados por UPLC foram a rutinae
0 acido protocatecuico. As analises térmicas dos extratos mostraram que o extrato
inicia a sua decomposi¢ao termo oxidativa a partir de 196 °C e que, para preservar
os lipideos presentes no extrato da agdo enzimatica oxidativa a temperatura ideal de
armazenamento deve ser abaixo de -29,52 °C. A analise Rancimat revelou que o
fator de protecéo contra oxidagao do 6leo de soja utilizando o extrato da semente na
concentragcdo de 4000 mg por kg de 6leo de soja é maior que do BHA e BHT.
Portanto, estas caracteristicas indicam um alto potencial de uso dos extratos das
sementes de amora-preta cultivar Xavante na formulacao de produtos nas industrias

de alimentos e farmacos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo permite considerar que as sementes de amora-preta do
cultivar Xavante possuem uma gama de compostos com possiveis potenciais
bioativos e com alta aplicabilidade industrial. Os solventes considerados tradicionais
na extragdo como € o caso do hexano continuam obtendo altos rendimentos de
extracdo de 6leos. No entanto, altos rendimentos nao significam extratos de alta
qualidade, como se pode observar para a maioria dos resultados dos ensaios de
atividade antioxidante, conteudo de [(-caroteno e estabilidade térmica do extrato
obtido com o hexano. As extragcdes com fluidos pressurizados mostram resultados
promissores, tanto para o scCO2 como para o propano, tudo depende dos
compostos alvo de extragdo. O perfil de acidos graxos do 6leo das sementes é
realmente excelente tanto do ponto de vista nutricional como tecnoldgico, pois o teor
de PUFAs pode ser considerado maior entre a maioria dos oleos de semente de
berries, uvas e outras oleaginosas aplicadas em cosmeéticos, por exemplo. Também
foi observada alta estabilidade térmica nos 6leos extraidos seja com scCOz2 ou
propano, importantes quanto a utilizacdo em processos industriais.

No entanto, para se extrair ao maximo os compostos com potencial bioativo
das sementes da amora, foi necessario tornar a extragao supercritica com CO2 mais
soluvel aos compostos polares. Assim houve a necessidade da escolha de um
cossolvente polar e o etanol se mostrou eficiente. Amostras de sementes de amora-
preta e etanol (1:1 m/m) foram carregadas em sistema extrator supercritico
iniciando-se com extragcdo estatica seguida de extragdo dinamica com CO2 (2,0 mL
min-') em condi¢gdes de pressdo e temperatura controladas. Utilizando-se um
delineamento experimental 22, variando a pressao (P) de 15,0 a 25,0 MPa e a
temperatura (T), de 40,0 a 70,0 °C foi possivel definir um extrato otimizado nas
condigdes estudadas. Este extrato foi avaliado, e apresentou um alto potencial
antioxidante nos ensaios colorimétricos e com a cromatografia liquida foi possivel
identificar varios acidos fendlicos com capacidade antioxidante, mas a alta
quantidade de rutina pode ser a principal responsavel por essa capacidade. O perfil
de acidos graxos da fracao lipossoluvel do extrato foi semelhante aos obtidos com
os outros solventes apolares, porém calculados alguns indices de qualidade
nutricional lipidica, os resultados foram melhores que os encontrados para 6leos

considerados boas fontes de acidos graxos insaturados, como o de girassol. A
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estabilidade térmica do extrato foi alta, entdo o extrato foi testado como antioxidante
natural em éleo de soja pelo método Rancimat e apresentou potencial de protecao

contra a oxidagao semelhante aos antioxidantes sintéticos BHA e BHT.

RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a obtencao de extratos com scCO2 em pressdes mais altas;

e Determinar os demais compostos dos 6leos e extratos com bioatividade como os
tocoferais;

e Avaliarde atividade antioxidante “in vivo” dos extratos e 6leos.

e Definira citotoxicidade dos o6leos e extratos;
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