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O acai (Euterpe oleracea) é um dos alimentos funcionais mais populares da
Amazonia, amplamente consumido pelo Brasil e tornou-se conhecido em outros paises,
em especial, devido aos muitos beneficios que possui para uma vasta utilizacdo no
crescente mercado de nutracéuticos. Extratos derivados do acai apresentam uma série de
componentes com propriedades antioxidantes, vasodilatadoras, anti-inflamatérias e
energeticas. Dentre as tecnologias apropriadas nos processos de extracdo, a tecnologia
supercritica tem se tornado vantajosa em obter extratos com maior qualidade, agregando
valores aos produtos e subprodutos do processo. Diante disto, este trabalho apresenta
como objetivo um estudo do processo de extracdo supercritica da polpa de acai para
obtencdo de extratos ricos em compostos bioativos. Uma avaliacdo das variaveis do
processo de extracdo supercritica com CO, (temperatura, pressdo e densidade de
solvente) da polpa do acai mostrou as condi¢cbes que maximizam a quantidade de

extratos (fracdo lipidica) obtidos, assim como possibilitam a concentragdo de

Vi



antocianinas na polpa de acai desengordurada para posterior extracdo supercritica destes
compostos. Os extratos obtidos da extracdo com CO, foram avaliados quanto a
composicdo em acidos graxos e atividade alelopatica. As isotermas de rendimento
global mostraram que a quantidade maxima de extrato obtida no processo foi na
condicdo de 70°C/490 bar seguido da condicéo de 50°C/350 bar.

Palavra chave: extracdo supercritica, rendimento global, atividade alelopatica,

Euterpe oleracea.
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ABSTRACT

Acai is one of the most popular functional foods of the Amazon, widely
consumed in Brazil and became known in other countries, especially due to the many
benefits it has for a wide use in the growing market for nutraceuticals. Agai extracts
derived have a number of components with antioxidant, vasodilatory, anti-inflammatory
and energy. Among the appropriate technologies in the processes, supercritical
technology has become advantageous to obtain extracts with higher quality, adding
value to products and by-products of the process. This work presents as objective a
study of the supercritical extraction process of acai pulp to obtain extracts rich in
bioactive compounds. A evaluation of the variables of the supercritical extraction
process with CO, (temperature, pressure, and solvent density) of Agai pulp showed the
conditions that maximize the amount extracts (lipid fraction) obtained, and enable the

concentration anthocyanins in acai pulp defatted for subsequent extraction of these



compounds. The extracts obtained from extraction with CO, were evaluated for fatty
acid composition and allelopathic activities. The overall yield isotherms showed that the
maximum amount of extract obtained in the process was in the condition of 70°C/490
bar followed by the condition of 50°C/350 bar.

Keyword: supercritical extraction, global yield, allelopathic activities, Euterpe

oleracea.
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INTRODUCAO

MOTIVACAO E OBJETIVO

O desenvolvimento de tecnologias de separacdo com potencial aplicacdo no
processamento para obtencdo de produtos naturais, e com propriedades funcionais e
nutracéuticos tém crescido consideravelmente em razdo da necessidade e procura do
consumo de produtos benéficos & salde humana, bem como a crescente restricdo a
utilizacdo de substancias sintéticas na industria de alimentos e farmacéutica.

Os extratos naturais desempenham um importante papel para diversos fins
industriais, devido as suas aplicacGes multiplas, facilidade de aplicacéo, e caracteristicas
aos produtos finais. A maioria dos extratos naturais possuem mais do que uma ou duas
fungdes podendo ser utilizados como corantes naturais, nutracéuticos, alimentos
funcionais, agentes conservantes, aromatizadores e fragrancias, medicamentos,
suplementos vitaminicos, padrdes quimicos, perfumes, entre outros (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2010).

Entre os diversos métodos de obtencdo de produtos naturais, 0 processo de
extracdo com fluido supercritico vem se tornando uma tecnologia apropriada e de
grande interesse, pois proporciona a obtencdo de produtos isentos de solventes
residuais, possuindo os produtos obtidos qualidade superiores, quando comparadas aos
produtos obtidos por técnicas convencionais. Além disso, 0 processo oferece varias
vantagens adicionais tais como: possibilidade de processamento a temperaturas baixas e
ou moderadas, temperatura e pressao critica moderadas, alta seletividade quanto aos
compostos indesejados, além de preservar as propriedades organolépticas do material.

A extracdo com fluido supercritico € um processo baseado na solubilidade dos
componentes no fluido supercritico. A capacidade de separacdo soluto-solvente através
da variagé@o do poder de solvatagcdo com as condic¢des de estado (temperatura e presséo)
tornam a tecnologia de fluidos supercritica voltada para a aplicagdo nas duas Gltimas
décadas (BRUNNER, 2005).

A disponibilidade de quantidades expressivas de matérias-primas em regides
préximas ao fabrico local contribui para o desenvolvimento de processos de fluido

supercritico e melhora a viabilidade econdmica para aplicag@es industriais. Este ponto
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fundamental esta satisfeito em varias regiées do Brasil. O pais possui um dos maiores
biodiversidades do mundo, o que permite a producdo de baixo custo de matérias-primas
(ZABOT, 2013).

Dentre as varias espécies brasileiras, o acai (Euterpe oleracea), fruto tipico da
regido amazonica, & encontrado espontaneamente nos estados do Para, Amapa,
Amazonas e Maranhdo, e possui diversas propriedades que conferem varios beneficios
potenciais a saude, principalmente devido a sua alta concentracdo de polifendis e altas
concentragOes de antocianinas, além da presenca de quantidades expressivas de acidos
graxos monoinsaturados e poliinsaturados no 6leo de sua polpa. (NOGUEIRA et al.,
1995; BICHARA & ROGEZ, 2011; NASCIMENTO et al., 2008). Estudos recentes
mostraram as inUmeras vantagens das substancias presentes no acai para a saude
humana, principalmente como agente antioxidante que age na inibicdo dos radicais
livres (MERTENS-TALCOTT et al., 2008), efeito anti-inflamatério (XIE et al., 2012;
KANG et al., 2012; FAVANCHO, 2010), efeitos antileucémicos (POZO-INSFRAN et
al., 2006) e efeitos de neuroprotecdo (WONG et al., 2013).

Poucos trabalhos retratam sobre a obtencéo de extratos derivados dos frutos de
acai. Apesar de algumas tecnologias se mostrarem um processo tecnicamente viavel
para obtencdo de extratos de alta qualidade, os métodos ainda se restringem ao meio
académico. A prensagem dos frutos com condi¢cdes adaptadas a partir de outras
matérias-primas de sementes oleaginosas é o método mais utilizado, com rendimentos
inferiores a 50% dos estudos de investigacdo em escala de laboratério (YAMAGUCHI,
2015).

Diante deste contexto, o trabalho apresenta como objetivo geral:

A obtencdo de extratos ricos em compostos bioativos da polpa de agai,
empregando o processo de extracao supercritica com CO; para obtencdo de fracOes ricas
em acidos graxos e, consequentemente, uma polpa enriquecida de compostos fendlicos
e antocianinas.

Os objetivos especificos, que compdem a estrutura da tese sao:

o Caracterizacao fisico-quimica e preparacdo da matéria-prima;

o Determinacdo de isotermas de rendimento globais da extracdo supercritica com
COy;

o Determinacdo da composi¢do em acidos graxos dos extratos obtidos;
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o Determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais e teor de

antocianinas totais da polpa apds a extracéo;

o Avaliacdo da atividade alelopética dos extratos obtidos da extracdo com CO,.

o Determinacéo das curvas cinéticas de extragdo com CO2;

o Modelagem matemética das curvas cinéticas obtidas utilizando modelos da
literatura

o Avaliacdo de cossolvente adequado para extracdo supercritica combinada com

CO, das antocianinas da polpa desengordurada.

SINTESE DO TRABALHO

O Capitulo 1 apresenta uma revisao da literatura, onde sdo abordados aspectos
gerais da matéria prima e do processo utilizado neste trabalho.

O Capitulo 2 apresenta a metodologia de preparacdo e processamento dos frutos
de acai para obtencdo da polpa e caracterizagdo fisico- quimica, a metodologia de
extracdo supercritica com CO, da polpa de acai (Euterpe oleracea) para obtencdo de
fracbes de Oleo, e polpa desengordurada enriquecida em compostos fendlicos e
antocianinas, a metodologia de analises e atividade aleldpatica realizadas nas fracGes e
metodologia de analise na polpa de acai antes e apds 0 processo de extracdo em termos
de determinagdo de compostos fendlicos e antocianinas totais, a metodologia para
obtencdo de curvas globais de extracdo e modelagem matematica, e por fim, a
metodologia empregada na avaliacdo do uso de cossolvente adequado na obtencdo de
extrato rico em antocianinas.

O Capitulo 3 apresenta os resultados e discussdes inerentes ao Capitulo 2.

O Capitulo 4 apresenta as conclusdes gerais e sugestoes.

Por fim, no Capitulo 5 sdo apresentadas as referéncias utilizadas neste trabalho.
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CAPITULO 1- REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo é abordado a revisdo da literatura sobre o0 agai e sua composicao,
uma breve definicdo sobre &cidos graxos, antocianinas e seus métodos de extracéo,
fluidos supercriticos, o processo de extracdo supercritica, isotermas de rendimento

global, curvas globais de extracdo e modelagem matematica.

1.1 O ACAI (Euterpe oleracea)

1.1.2 Aspectos gerais

O género Euterpe possui 49 especies distribuidas na Ameérica do Sul, sendo que
10 dessas espécies ocorrem no Brasil. Das espécies que sdo encontradas no pais, trés
espécies ocorrem com mais frequéncia, a Euterpe edulis, Euterpe oleracea e Euterpe
precatéria, a principal diferenca entre elas é a forma como as palmeiras crescem e a
regido onde sdo encontradas (VILLACHICA, 1996; OLIVEIRA et al., 2002;
YAMAGUCHI et al., 2015).

A Euterpe oleracea é uma espécie encontrada no estuario do Rio Amazonas,
nos estados do Pard, Amapa, Tocantins e Maranhdo, e também pode ser encontrada em
paises proximos da regido amazbnica como Guina, Guiana Francesa, Suriname e
Venezuela. Maiores areas ocupadas da espécie encontram-se na Amazo6nia Oriental
brasileira, considerada como seu centro de origem e onde se encontram densas e
diversificadas populacdes (OLIVEIRA et al., 2000). A espécie encontra condi¢des
satisfatorias de cultivo nas faixas climaticas com regular distribuicdo de chuvas e em
areas que, mesmo com periodo seco definido, disponham de umidade satisfatoria no
solo, como nas varzeas (MULLER, 2006). As palmeiras atingem mais de 25 metros de
comprimento, com troncos de 9 a 16 centimetros de didmetro. As flores e frutos
ocorrem durante todo o ano, mas a maior abundancia dos frutos na estacdo de seca
ocorre entre julho e dezembro (SHANLEY, 2005).

A produgdo anual de cachos frutiferos na palmeira depende da fertilidade e
umidade do solo, e da luminosidade. Cada cacho, frequentemente, contém algumas
centenas de frutos. O fruto, popularmente conhecido como agai, é arredondado e pesa

cerca de 2 gramas, quando maduros tém coloracdo roxo-escura, sendo exce¢do 0 acai
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do tipo branco, com coloragéo verde (VASCONCELOS & ALVES, 2006; OLIVEIRA
et al., 2000). Os frutos das palmeiras do género Euterpe raramente sdo consumidos in
natura, pois eles tém apenas uma pequena proporcdo de polpa (ROGEZ, 2000),
representa 15% e é aproveitada de forma tradicional, no consumo alimentar, sorvetes e
outros produtos derivados. O caroco corresponde a 85% do peso total, do qual a borra é
utilizada na producdo de cosmeéticos; as fibras em moveis, placas acusticas, xaxim,
compensados, industria automobilistica, entre outros (TINOCO, 2005). A Figura 1

ilustra os frutos do agai.

|
¥
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Figura 1. Frutos do agai. Foto: Adrielson Furtado, 2009. Fonte:
http://adrielsonfurtado.blogspot.com.br/2011/05/acai-euterpe-oleracea-mart.html
(Acesso: 19/10/2016).

A partir da maceracdo dos frutos com adicdo de agua, de forma manual ou
mecanica, resultam na polpa de acai ou suco de acai, um produto de consisténcia
variavel e tom violaceo que abastece o mercado consumidor. O suco de agai é produto
mais consumido e de maior aceitacdo na regido amazonica, apresenta varios beneficios
potenciais para a saude dos consumidores, principalmente devido a sua alta

concentracdo de polifendis e altas concentracdes de antocianinas, principalmente
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cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo, que sdo responsaveis pela cor preta-
roxa e do elevado poder antioxidante do fruto (BICHARA & ROGEZ, 2011;
TEIXEIRA & PESSOA, 2012).

O estado do Parad é o principal produtor de acai, seguido da Amapa. Nesses
locais, o grande volume de frutos que abastece os mercados ainda provém das maiores
extensdes de acaizais localizadas no estuario amazonico. Os plantios racionais ainda sdo
raros, mas nos ultimos anos, vém despertando interesse de agricultores e grupos
empresariais, pelas perspectivas altamente promissoras dos mercados internos e
externos, tendo em vista o crescimento das exportacGes para varios estados das Regides
Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil, assim como para os Estados Unidos, Unido Européia
e Japdo, esse fator vém impulsionando a melhoria gradual no funcionamento da cadeia
produtiva do acai, a qual inicialmente comercializava produtos in natura como polpas,
para produtos beneficiados e processados. O surgimento de novas agroindustrias
propicia 0 aumento gradativo do elenco de produtos derivados do acgai (FARIAS NETO
et al., 2005; NOGUEIRA et al., 1995).

1.1.2 Composi¢ao quimica

Quimicamente, os frutos das espécies Euterpe oleracea e Euterpe precatdria sdo
caracterizados pela presenca de substancias bioativas. Cerca de 90 substancias foram
descritas, das quais cerca de 31% é composto de flavondides, em seguida 0s compostos
fendlicos (23%), ligndides (11%) e as antocianinas (9%). Outras classes incluem &cidos
graxos, quinonas, terpenos e norisoprendides (YAMAGUCHI et al, 2015).

Na literatura sdo apresentados diversos dados da composicdo centesimal, maior
parte destes referem-se ao acai obtido da espécie Euterpe oleracea. Segundo Yuyama et
al. (2011) as variacdes nas concentracdes de lipideos, fibra e outros constituintes
nutricionais no suco de acai podem ser decorrentes de varios fatores como, por
exemplo, o desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo morfoldgica e anatémica
destas espécies, em funcéo das caracteristicas ambientais de cada ecossistema.

A composi¢do tanto da porcdo comestivel quanto da polpa comercializada
possuem resultados diferenciados, este fato pode ser explicado pelo teor de agua
utilizada para a extracdo da polpa, pois 0 que se denomina polpa de acai € a agua
adicionada durante o processamento (CAROLINE, 1999, OLIVEIRA et al. , 2000). A
Tabela 1 apresenta a composi¢do centesimal da polpa de acai liofilizada e polpa de acai
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comercial. Reconhecidamente, a polpa do acai apresenta elevado valor energético por

conter alto teor de lipidios, e € rico em carboidratos, fibras, proteinas.

Tabela 1. Composicédo centesimal da polpa de acai liofilizada e polpa de acai comercial

Componentes Polpa de acai Polpa de agai

comercial * liofilizada
Umidade 89,18 4,92
Proteinas 0,17 8,13
Lipidios 4,61 40,75
Carboidratos 5,63 42,23
Cinzas 0,41 3,68

! Menezes et al. (2008) “ Nascimento et al. (2008)

Em dados reportados por Muller (2006), em relacdo as proteinas, o teor
encontrado no acai pode ser até 15% em base a matéria seca, possuindo teor superior ao
do leite (3,5%) e do ovo (12, 49%), enquanto o perfil de aminoacidos é semelhante ao
doovo.

No que se refere ao teor de ferro, a polpa do acai apresenta baixos teores com
concentracOes variando de 289,8 a 1093.5 ug %, demonstrando que o agai como fonte
de ferro é pouco expressivo (YUYAMA et al.,, 2002). O acai também contém
quantidades importantes de fitosterois e fibras alimentares. Dentre os fitosterdis
presentes na sua composicdo quimica, destacam-se o PB-sitosterol, o campesterol e o
estigmasterol (SCHAUSS et al., 2006). Além disso, 0 acai possui quantidades elevadas
(45 mg/100 g em relacdo a matéria seca) de vitamina E, na forma de a-tocoferol
(ROGEZ, 2000).

Segundo Rogez (2000), o acai € um alimento com alto percentual de lipideos, 0s
quais representam em média 52,64% em relacdo a matéria seca. O perfil de acidos
graxos dos lipideos do acai € composto por 59,8% de acidos graxos monoinsaturados,
27,5% de saturados e 12,6% de poli-insaturados, sendo este um perfil interessante do
ponto de vista nutricional.

A tabela 2 apresenta o perfil de acidos graxos da fracdo lipidica da polpa de acai
encontrados em diferentes trabalhos publicados na literatura.
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Tabela 2. Perfil de &cidos graxos da fragdo lipidica publicados na literatura.

Acidos Nascimento et al. (2008) Monteiro
Graxos (2011)
Extracdo Extracdo Extracdo
enzimatica com n- com CO;
hexano supercritico
(50°C/330
bar)
C12:0 0,04 0,07 *
C14:.0 0,11 0,13 *
C16:0 25,93 26,18 22,14
Cl6:1 4,88 4,88 3,64
C18:0 1,86 1,81 1,71
C18:1(trans) * * *
C18:1(cis 9) 52,54 52 58,20
C18:1 (cis 11) 3,39 3,45 *
C18:2 9,72 7,28 10,74
C18:3 0,64 0,55 0,91
C20:0 0,12 0,11 0,66
Total
Acidos 28,06 28,3 24,51
saturados
Acidos 71 68,16 73,49
insaturados

O consumo da polpa de acai, rica em lipideos essenciais e de boa qualidade

nutricional, e em certos minerais como calcio e o potassio podem contribuir para
garantir o crescimento do corpo humano em geral, uma vez que esses nutrientes

participam de vérias reacGes metabolicas importantes para o organismo (MENEZES et

al., 2008).
O fruto do acai contém quantidades significativas de antocianinas, o que atribui

propriedades antioxidantes a esse fruto (BERNAUD et al., 2011). Na literatura, as
quantidades de antocianinas encontradas no acai sdo muito variaveis, em funcdo da

variancia intrinseca entre as amostras, dos métodos de extracdo das andlises

empregadas, e da espécie em questao.
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Amostras de acai frescas e despolpadas momentos antes da analise apresentam
teores de 192,7 mg/ 100g (ROGEZ, 2000). Na polpa de acai liofilizada de diferentes
progénies existem variagdes significativas no teor de antocianinas totais de 75mg/100g
a 228 mg/ 100g (COHEN et al. 2006). Em duas espécies de acai in natura, a Euterpe
edulis e a Euterpe oleracea, 0 acai da primeira espécie apresenta maiores teores de
antocianinas do que a segunda espécie, em termos de mg/g de matéria seca, resultando
em 353% a mais (SHLTZS, 2008), tais trabalhos comprovam o alto valor desses
pimentos no fruto ou polpa de acai.

A quantidade de antocianinas na polpa de agai é tdo elevada que amostras
liofilizadas foram usadas para obter padrdes isolados de cianidina-3-O-glicésideo e
cyanidin-3-O-rutinosideo (GOUVEA et al., 2012), as duas sdo encontradas com
predominéncia na polpa. Além dessas majoritarias, também podem ser encontradas as
antocianinas  perlaconidina-3-glucosideo,  ciandina-3-sambiosideo,  peonidina-3-
glucosideo, peonidina-3-rutinosideo. Além disso, grandes quantidades de compostos
fenolicos como é&cidos fenodlicos flavanois e flavonois estdo presentes.  Esses
componentes agem como cofatores no incremento da acdo bioldgica das antocianinas
(PORTINHO et al..2012).

1.2 ESTUDOS NA OBTENCAO DE EXTRATOS DO ACAI

Na literatura estdo publicados diversos estudos relacionados com a obtengéo de
6leo e de antocianinas do fruto ou polpa de acai por diferentes métodos de extracao.

Em trabalho publicado por Nascimento et al.(2008) foi quantificado a
composicgdo de acidos graxos do 6leo de acai obtido por extracdo enzimatica e extracdo
tradicional utilizando hexano como solvente. Ambos 0s métodos apresentaram elevado
teor de &cidos graxos insaturados, 68 a 71% no Gleo de acai, mostrando que a extracdo
enzimatica ndo difere de forma significativa dos resultados obtidos para o 6leo extraido
com solvente.

CONSTANT (2003) realizou extra¢des da antocianina do fruto fresco efetuados
com etanol acidificado a pH 2 em diferentes teores alcoolicos. A extracdo com etanol
70% apresentou-se ligeiramente superior, mas nao estatisticamente diferente para
extracdo com etanol a 90%, assim como tendo a necessidade de ser concentrar 0s

extratos em evaporador a vacuo, a utilizagdo do etanol 90% é recomendado devido a
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facilidade de concentracdo. Além disso, observou-se que solventes com maiores teores
de agua apresentaram menor poder extrator e dependendo do solvente empregado na
extracdo, é possivel alterar tanto o perfil de antocianinas, quanto & estabilidade do
extrato antocianico final.

NOVELO (2011) quantificou o teor de antocianinas dos frutos de acai obtidas
pela extracdo com diferentes solventes extratores, como alcool etilico 95%, alcool
etilico 80%, alcool etilico 70%, alcool etilico 60% e agua destilada, com a utilizacéo de
acido citrico 0,3% como agente acidulante. Estudos comprovaram que o emprego do
etanol 80% e etanol 95% como solvente resultaram em maiores concentragdes do
composto. Embora, os resultados tenham sido semelhantes a extracao utilizando etanol
80% foi considerado o solvente de preferéncia em seu estudo devido a solucéo ser mais
aquosa, portanto mais econémica, além de ter apresentado desvio padrdo menor que 0s
resultados utilizando o etanol 95%..

No Brasil, poucos trabalhos retratam sobre a extracdo envolvendo fluidos
supercriticos para obtencdo de extratos do acgai. Apesar da tecnologia se mostrar um
processo tecnicamente vidvel para obtencdo de extratos de alta qualidade, o método

ainda se restringe ao meio académico.

1.3 ANTOCIANINAS

As antocianinas sdo pigmentos pertencentes ao grupo dos flavonoides, que é o
grupo mais importante de compostos hidrossollveis, responsaveis pelas cores que vao
desde o espectro com tonalidades claras, rosa, vermelho, incluindo tonalidades escuras,
roxa, azul e preta. Estes compostos sdo abundantes na natureza, se encontram em
vegetais (flores, frutos, sementes, folhas, etc), apresentam uma importante alternativa
para a substituicdo gradativa de corantes sintéticos, constituem uma fracdo nao
energética da dieta do ser humano e estdo relacionados com importantes atividades
bioldgicas. Seus efeitos benéficos com relacdo a nutricdo e a salde estdo relacionados
as suas propriedades antioxidantes  (GISTUI et al., 1998; LOPES et al., 2007; VOLP
etal., 2007).

A estrutura quimica das antocianinas é baseada em uma estrutura policiclica de
quinze carbonos, mostrada na figura 2 (LOPES et al., 2000), em funcéo de sua estrutura,
podem estar associadas com compostos flavonodides ndo antocianicos. Apesar de
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possuir a mesma origem biossintética de outros flavondides naturais, as antocianinas
diferem destes por absorver fortemente na regido visivel do espectro.

Quimicamente, as antocianinas sdo glicosideos de derivados polihidroxi e
polimetoxi de 2-fenil benzopirlico ou ion flavilico polimetoxi de 2-fenil benzopirlico ou
ion flavilico. Diferem entre si pelo nimero de grupos hidroxila, nimero e natureza de
acUcares unidos a molécula, posicdo desse acucar e pelo nimero e natureza dos acidos
alifaticos ou aromaticos unidos aos acgucares da molécula. Suas moléculas sdo polares,
em funcdo dos grupos substituintes polares (hidroxilas, hidrogénio e metoxilas) e
glicosilas ligadas aos anéis aromaticos, portanto, sdo sollveis em &gua. Na natureza,
encontram associadas a moléculas de acucares e quando livres destes aclcares sdo
denominadas de antocianidinas ou agliconas, sendo estas encontradas em matéria fresca
de plantas (WU et al., 2006; KONG et al., 2003). Aproximadamente 22 agliconas sdo
conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina) sdo importantes em alimentos
(FRANCIS, 2000). A diferenca na estrutura quimica entre elas se verifica nas posi¢oes
3> e 5 do anel B, e as principais fontes sdo uvas, morango, repolho-roxo, etc

(ARAUJO, 2011).

Figura 2. Estrutura quimica das antocianinas (adaptado de LOPES et al., 2000).

Esses pigmentos quando isolados sdo altamente instaveis e muitos suscetiveis a
degradacdo. A sua estabilidade é afetada por diversos fatores, tais como PH,
temperatura de armazenamento, estrutura quimica, concentracdo, luz, oxigénio,
solventes, presenca de enzimas, ente outros. A estabilizacdo de antocianinas é foco
principal de recentes estudos devido as mais diversas aplicacOes, efeitos benéficos a
salde e sua utilizagdo como alternativa de substituicdo aos corantes artificiais
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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As antocianinas foram utilizadas pela primeira vez na inddstria de alimentos
como corantes naturais. Nos Ultimos anos, as pesquisas comegaram a se concentrar em
possiveis aplicacbes na saude humana como suplementos nutricionais, funcionais,
formulagdes de alimentos, medicamentos e cosméticos (GRIGORAS et al., 2012).
Pesquisas recentes mostraram as inUmeras vantagens destes pigmentos para a saude
humana, principalmente como agente antioxidante que age na inibicdo dos radicais
livres (TSUDA et al., 1994; WANG et al., 1999; NAM et al., 2006; PHILPOTT et al.,
2006); prevenindo doencas degenerativas como o cancer (KAMEI et al., 1995; HYUN
et al., 2004; ZHAO et al., 2004); melhorando a adaptacdo a visdo noturna e prevenindo
a fadiga visual (JAYAPRAKAS et al., 2005); como anti-inflamatério (WANG et al.,
1999); também foram aplicados no tratamento contra a obesidade e hiperglicemia
(TSUDA et al., 2003).

As antocianinas sdao muito sollveis em agua, sendo extraidas com facilidade a
partir do uso de agua, metanol e etanol. Com o intuito de prevenir a oxidacdo destes
pigmentos, a extracdo € realizada em meio acido (LEE & HONG, 1992).
Convencionalmente, os métodos de extracdo desses pigmentos empregam a extracdo
solido-liquido, que sdo realizados considerando pardmetros como temperatura, PH e
solventes contendo pequenas quantidades de um &cido. Esses processos mostram-se
efetivos, porém sdo demorados e utilizam grande quantidade de solventes. Além disso,
esses métodos sdo poucos seletivos e produzem solucBes de pigmentos com grandes
quantidades de subprodutos, como agUcares, acidos organicos e proteinas. Algumas
dessas impurezas podem acelerar o processo de degradacdo das antocianinas.
Consequentemente, os pesquisadores que trabalham com alimentos preferem outras
formas de extracdo (CISSE et al, 2012; CHANDRASEKHAR et al., 2012; TROUNG et
al., 2012; LOPES et al., 2000).

Estudos mais recentes aplicam alternativas tecnolégicas na obtencdo de
antocianinas, com o objetivo de alcancar processos com melhores caracteristicas
econdmicas e ambientais garantindo maior sustentabilidade, seguranca e qualidade aos
produtos obtidos (CORRALES et al., 2008), como extracao assistida por micro-ondas
(LIAZID et al., 2011), extracdo assistida por ultrassom (CARRERA et al., 2012), a
extracdo com liquido pressurizado (TROUNG et al., 2012) e a extracdo com fluido
supercritico (CALVACANTI, 2013; PAULA et al., 2014).

Os extratos de antocianinas obtidos a partir de frutas e flores sdo quase sempre

encontrados como uma mistura de antocianinas, e também podem conter clorofilas e
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pigmentos pertencentes ao grupo dos carotendides. Desta forma, muitas vezes é
necessario purificar, isolar e identificar os pigmentos que contem o extrato bruto
(HARBONE, 1975). Nesse sentido, muitas pesquisas prop6em uma variedade de
técnica de extracdo na fase solida (SPE), liquido-liquido (LLE) seguida da utiliza¢éo de
técnicas cromatogréaficas sofisticadas, como a cromatografia contracorrente (CCC),
cromatografia de média pressao (MPLC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Geralmente, utilizam-se o SPE com cartuchos C18 ou Sephadex, onde as
antocianinas sdo separadas dos outros compostos, através da aplicacdo do extrato
antocianico bruto no cartucho contendo material adsorvente, seguido da elui¢do dos
componentes individuais com solventes apropriados. As antocianinas ficam fortemente
ligadas aos adsorventes por seus grupos hidroxil ndo-substituidos. Desta forma,
primeiramente sdo eluidas as substancias mais polares que as antocianinas, tais como
acucares, acidos e substancias sollveis, e posteriormente sdo eluidos os pigmentos
antocianicos (MARCO et al. 2008). O CCC e a MPLC séo utilizados como métodos de
purificacdo com posterior analise por HPLC para elucidacéo estrutural, com a vantagem
de minimizar o tempo de separacdo e solventes da fase mével. O mais comum metodo
utilizado para separar as antocianinas é por HPLC com UV-Vis ou arranjo de diodos
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

1.4  EXTRACAO COM FLUIDOS SUPERCRITICOS

1.4.1 Fluidos supercriticos

Os fluidos supercriticos foram estudados extensivamente nas tentativas de
adquirir conhecimento preciso e detalhado sobre suas propriedades fundamentais. Este
conhecimento é necessario para a utilizacdo e otimizacdo da tecnologia dos fluidos
supercriticos na obtenc&o de diversos materiais (SUN, 2002).

Os fluidos supercriticos sdo substancias a pressdes e temperaturas acima de seus
valores criticos, Pc e T¢, podem ser removidos facilmente do soluto através da expansdo
a pressdo ambiente (BRUNNER, 2005).Quando uma substancia no estado gasoso €
comprimida ate sua pressdo de saturacdo, esta se torna liquido ou sélido. No entanto, se

este composto é aquecido além de uma temperatura especifica, qualquer que seja a
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compressdo, ele ndo se torna liquido. Esta temperatura é chamada de temperatura critica
(Tc) e a pressdo de vapor correspondente a ela é conhecida como pressdo critica (Pc)
(MUKHOPADHYAY, 2000). A Figura 3 apresenta o diagrama de fases de um
componente puro. A regido critica tem sua origem no ponto critico, e acima desta

temperatura e pressdo criticas, a substancia € considerada fluido supercritico.

Pc 4  Solido Hauido 7// /

Ponto Critico

Ponto Triplo

Gas

»
| »

Te Temperatura

Figura 3. Diagrama de fases de fases de um componente puro. Adaptado de Brunner
(2005).

A medida que o ponto critico de uma substancia é alcancado, sua
compressibilidade térmica tende ao infinito, assim seu volume molar e densidade muda
drasticamente. Na regido supercritica uma substdncia que € um gas em
condi¢cBes normais apresenta uma densidade semelhante ao liquido e uma muito maior
capacidade de solvente que é dependente da pressdo. A capacidade de solvente variavel
de um fluido supercritico é a base sobre a qual processo de separacdo pode ser realizado
(McHUGH & KRUKONIS, 1994). A Tabela 3 lista as temperaturas e pressdes criticas

para uma variedade de solventes.
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Tabela 3. Condicdes criticas para varios solventes (McHUGH & KRUKONIS, 1994)

Solvente Temperatura Critica (°C) Pressdo Critica (bar)
Dioxido de carbono 31.1 73.8
Etano 32.2 48.8
Etileno 9.3 50.4
Propano 96.7 42.5
Propileno 91.9 46.0
Ciclohexano 280.3 40.7
Isoproponol 235.2 47.6
Benzeno 289.0 48.9
Tolueno 318.6 41.1
p-Xileno 343.1 35.2
Clorotriflurometano 28.9 39.2
Tricloflurometano 198.1 44.1
Ambdnia 132.5 112.8
Agua 374.2 220.5

Entre as propriedades, os fluidos supercriticos apresentam viscosidade baixa
como a de um gas, alta densidade como os liquidos e difusdo intermediaria entre gases e
liquidos, variando com a sua densidade (SILVA et al., 1997). Estas propriedades tornam
os fluidos supercriticos interessantes para processos de extracdo ja que a alta densidade
proporciona a eles um poder de solvatagdo semelhante ao apresentado pelos liquidos,
enquanto a alta difusividade e a baixa viscosidade permitem alto poder de penetragdo
em diferentes matrizes, o que favorece a transferéncia de massa no processo de extracdo
(R1ZV1 et al., 1986). Contudo, sdo prontamente adaptaveis a muitas separacdes dificeis,
ndo somente por permitir a separacdo de materiais instaveis termicamente, a baixas
temperaturas, mas também devido a alta compressibilidade e solubilidade exponencial,
e ainda efetuar separacGes com pequenas variacdes de pressao (SILVA et al., 1997).

A capacidade de difusdo dos fluidos supercriticos chega a ser de uma a duas
ordens de magnitude maior que aquela dos liquidos, o que proporciona uma rapida e
eficiente transferéncia de massa. Outra caracteristica remete as de um gas, a baixa
viscosidade e a auséncia de tensdo superficial, facilita a penetracdo dos fluidos
supercriticos na matriz solida (TAYLOR, 1996; LUQUE DE CASTRO et al., 2004). A
Tabela 4 apresenta valores caracteristicos de densidade, difusividade e viscosidade para

0s estados gasoso, liquido e supercritico.
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Tabela 4.Valores caracteristicos do gas, liquido e fluido supercritico. Adaptado
de BRUNNER (1994).

Estado do fluido Densidade (g/cm®) Difusividade Viscosidade
(cm?/s) (g/cm.s)
Gas
P=1 atm, (0.6-2.0)x10° 0.1-0.4 0.6-2.0x10™
T=15-30°C
Liquido
P= 1 atm, T= 15- 0.6-1.6 (0.2-2.0)x10° (0.2-3.0)x1072
30°C
Fluido supercritico
P, T. 0.7x10° 0.7x10° (1.3)x10™
4P, T, 0.2x10°° 0.2x10°° (3.9)x10™

Entre os solventes empregados no processo de extragdo com fluidos
supercriticos (EFSC), o diéxido de carbono (CO,) é o mais comumente utilizado.
Muitas caracteristicas lhe conferem grandes vantagens como solvente no processo de
extracdo, entre elas: a sua baixa temperatura critica, permitindo que extracdes sejam
realizadas a uma temperatura que ndo prejudique as propriedades organolépticas e
quimicas do extrato; sua pressao critica, de facil obtencdo para 0 CO, em um processo
de producdo industrial; 0 CO, € inerte, ndo oferece riscos de rea¢es secundarias, como
oxidacdes, reducdes, hidrdlises e degradacdes quimicas; é seguro, ndo explosivo, nao
poluente e ndo tdxico; possui polaridade maxima a do hexano, solvente apolar
usualmente utilizado nas extracdes tradicionais (REVERCHON et al., 2006; MAUL,
1999).

A polaridade do CO, como fluido extrator limita a extracdo a obtencdo de
compostos organicos apolares e de baixo peso molecular, compostos lipofilicos, como
hidrocarbonetos, éteres, ésteres, cetonas e aldeidos, estes sdo facilmente extraidos com
CO.. Portanto, compostos altamente polares e de maior peso molecular, como agUcares,
taninos, proteinas, fosfatidios, glicosidios e sais organicos, sdo dificilmente sollveis no
solvente (BRUNNER, 2005; MAUL, 1999). Desta maneira, uma extracdo utilizando
solventes organicos junto a extragdo supercritica com CO,, é necessario para aumentar a
polaridade, o poder de solvatacdo do solvente, e consequentemente, o numero de
compostos extraidos, estes solventes sdo denominados de cossolventes ou
modificadores.

A utilizacdo de cossolventes ou modificadores € uma préatica bastante comum em

ESFC quando se deseja extrair compostos de alta polaridade normalmente néo sollveis
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em CO, devido a sua baixa polaridade (CALVACANTI, 2012). Os cossolventes sdo
empregados em baixas concentragcdes, se comparado as extragdes convencionais com
solventes organicos. Na extragdo com fluidos supercriticos o volume de cossolvente
utilizado é aproximadamente 15 vezes inferior ao volume de solvente organico utilizado
na extracdo convencional (CAMPQS, 2005).

Os cossolventes podem ser selecionados de acordo com a forca de interacdo do soluto -
solvente, quanto maior esta interacdo, maior a facilidade de extracdo (FREITAS, 2007).
Os solventes empregados como modificadores sdo o etanol, metanol, &gua,
diclorometano e n-hexano, os quais séo capazes de realizar a interagdo do tipo dipolo-
dipolo e ponte de hidrogénio nas moléculas do soluto contendo grupos funcionais
polares (MELO et al., 2014; ). No entanto, para a maioria das aplica¢fes industriais, a
selecdo de solventes é geralmente limitada a solventes considerados como seguros
(GRAS), e, na pratica, o etanol, ou misturas de etanol com &gua sdo o mais utilizados
(BRUNNER, 1994).

1.4.2 O processo e parametros da extragao

Especificamente, a selecdo dos pardmetros de extracdo depende do composto a
ser extraido, considera-se peso molecular e polaridade, e algumas regras gerais podem
ser aplicadas. A primeira € a escolha da temperatura, esta deve ser fixada entre 35 a
60°C quando se deseja extrair compostos termosensiveis para evitar possiveis
degradacBes. Outro pardmetro relevante € a pressdo que pode ser utilizada para ajustar a
seletividade do processo (REVERCHON & MARCO, 2006). A temperatura e pressao
influenciam diretamente na densidade do solvente, e consequentemente, na sua
capacidade de separacdo através do poder de solubilizacao.

A densidade é uma propriedade responsavel pela capacidade solvente dos
fluidos supercriticos, sendo alterada por mudangas na pressdo e temperatura do sistema,
especialmente na regido proxima ao ponto critico (ROSA et al., 2009). Em geral, a
solubilidade do substrato no fluido supercritico é funcdo da densidade do solvente e da
pressdo de vapor de soluto. Ao se percorrer uma isoterma com o aumento de pressao, a
densidade do solvente aumenta enquanto a pressao de vapor diminui. Por outro lado, se

a temperatura aumenta isobaricamente ocorre diminuicdo da densidade do solvente e
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aumento da pressdo de vapor do soluto. Os efeitos antagbnicos destes parametros
ocasionam uma inversdo da curva de solubilidade, fenémeno conhecido como
retrogradacdo ou condesacao retrograda (McHUNG & KRUKONIS, 1986).

Quanto a vazdo do solvente, geralmente, um aumento na vazdo do solvente
supercritico causa um aumento na capacidade de extracdo. Alguns casos foram
observados que, para valores maiores de vazdo do solvente, o tempo de contato entre o
soluto e 0 solvente, necessario para que houvesse a saturacdo do solvente com o soluto,
foi insuficiente (PEREIRA & MEIRELES, 2010).

A eficdcia do processo de extracdo supercritica, também depende da
caracteristica da matriz solida, tal como tamanho da particula e umidade
(REVERCHON & MARCO, 2006; POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI,
2007).

O tamanho da particula € um parametro que influencia nos processos de EFSC,
de acordo com alguns autores (CASSEL et al., 2008; PEREIRA & MEIRELES, 2010),
a diminuicdo do tamanho de particula da matriz sélida aumenta a taxa de extracao,
uma vez que ocorre um aumento da area disponivel para de transferéncia de
massa.

A umidade é uma propriedade fisica do material que interfere de forma negativa
na capacidade do fluxo da extracdo se difundir pelas estruturas da matriz sélida em
alcancar e solubilizar o material a ser extraido, o excesso prejudica o rendimento da
extracdo de componentes que tem maior afinidade com CO,, que Sd0 0S compostos
apolares e de baixa polaridade. Em alguns casos, a presenca de agua é necesséria para
permitir a interagdo do solvente com o soluto, quando a intencdo é extrair compostos de
maior polaridade (POORMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007; PEREIRA &
MEIRELES, 2010).

O processo de EFSC ocorre em duas etapas: extracdo dos componentes sollveis
da matriz s6lida para o solvente supercritico e separagdo do extrato do solvente. Na
extracdo de matrizes solidas com fluido supercritico, é utilizado um extrator de leito
fixo, onde o leito é formado pelo proprio material vegetal. Durante o processo extrativo,
o0 solvente é alimentado no extrator inicialmente puro e distribuido uniformemente no
interior do leito fixo de particulas solidas, solubilizando os componentes presentes no
material vegetal. Conforme o solvente escoa através do material vegetal, ocorre a
transferéncia de massa do soluto da fase solida para a fase liquida, e em qualquer ponto

dentro do extrator a concentracao de 6leo na fase sélida e fluida varia continuamente até
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que o equilibrio seja alcangado. A mistura soluto/solvente deixa o extrator e passa pelo
separador (BRUNNER, 1994.). Na etapa de separacdo, a pressdo de separacdo €
reduzida, acarretando na vaporizagdo do solvente e na precipitacdo do soluto
(SOVOVA, 2005).

1.5 ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

A determinacdo de isotermas de rendimento global permite visualizar o
comportamento do sistema indicando a condi¢édo de temperatura e pressao a qual ocorre
maiores rendimentos de extratos e composicdo dos compostos desejados,
proporcionando informacgdes necessarias para selecionar a condicdo que maximize o
processo.

O rendimento global (X,) do processo pode ser calculado pela relacdo entre
massa total do extrato (M exrato) € Massa inicial da amostra em base seca (M amostra),

como expressa a equagio 1.0 .

M
Xo(%) = Mexﬂ x100 (1.0)

amostra

Varios comportamentos podem ser verificados no estudo do desempenho do
rendimento global com a temperatura e pressdao, em alguns casos, devido a
complexidade da composicdo quimica dos extratos, pode ser observado o fenbmeno da
inversdo (QUISPE-CONDORI, 2005), como representado na figura 4, para as isotermas
de rendimento global para o sistema alecrim + CO,, onde na pressdo de 177 bar as
isotermas convergem e os dois efeitos (pressdo de vapor e densidade de solvente)
possuem a mesma importancia sobre a solubilidade. Nesse caso, o fenbmeno de
inversdo é verificado quando o aumento da temperatura em uma mesma pressao, para
pressdes maiores que 177 bar, pressdes relativamente baixas, o efeito da densidade do
solvente prevalece sobre o efeito da pressdo do vapor, pois ocorre a diminui¢cdo da
solubilidade do soluto. E em pressdes relativamente altas, pressdes maiores que 177 bar,
causa o0 aumento da solubilidade do soluto, prevalecendo o efeito da pressao de vapor
(CARVALHO JR., 2004).
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Figura 4. Isotermas de rendimento global de extratos do alecrim com CO; supercritico
(CARVALHO JR., 2004)

1.6 CURVAS GLOBAIS DE EXTRACAO

As curvas globais de extragdo (Overall Extraction Curves) expressam o
comportamento cinético de um determinado processo de extracdo, onde a quantidade de
extrato coletada durante o processo é plotada em funcdo do tempo ou da quantidade de
solvente utilizada (MOURA, 2004; QUISPE-CONDORI et al, 2005). O estudo da curva
de extracé@o pode ajudar a definir o volume do extrator, a vazéo requerida dos solventes
para a taxa de extracdo desejada (CABRAL, 1993), aléem determinar pard@metros como:
tempo minimo de extracdo, caracterizacdo das etapas de extracdo, determinacdo da
solubilidade e modelagem da transferéncia de massa do sistema (ALBUQUERQUE &
MEIRELES, 2012), que fornecem informagGes importantes relativas ao
dimensionamento industrial de uma unidade de extragdo com fluido supercritico.

Uma curva tipica de extracdo como representado na figura 5, pode ser dividida

em trés partes:

I Periodo de taxa constante de extracdo (CER - Constant Extraction Rate
Period), onde a superficie externa do solido estd completamente coberta pelo soluto,

representa a extracao de substratos que sdo de facil acesso ao solvente. O solvente retira
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esta camada superficial num processo de transferéncia de massa majoritariamente

influenciada pelo efeito convectivo.

Il. Periodo de taxa decrescente de extracdo (FER - Falling Extraction Rate
Period), onde aparecem falhas nas camadas superficiais de soluto que recobrem o
solido;

Il Periodo de taxa de extracdo controlada pela difusdo (DC - Diffusion

Controlled), onde ocorre difusdo da mistura soluto / solvente no sélido, ou retirada do

soluto que esta na parte interna da particula.

CER

MMassa de extrato

v

Tempo

Figura 5. Curva tipica de extracdo

1.7 MODELAGEM MATEMATICA

A habilidade para predizer as curvas globais de extracdo, conhecendo os
parametros do processo é fundamental importancia tanto no projeto como na otimizacéo
de uma planta industrial. A modelagem matematica € provavelmente a principal
ferramenta de predicdo, que tem por objetivo a estimativa dos parametros envolvidos no
processo (QUISPE-CONDORI, 2005).
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Os modelos matematicos usados para descrever as curvas globais de extracéo
podem ser divididos em trés principais categorias: 0s empiricos, 0s que usam analogias
com transferéncia de calor e os obtidos por balan¢o de massa diferencial (ROSA et al.,
2009). De forma geral, estes modelos consideram que na extragcdo de um soluto a partir
da matriz s6lida, o extrato é formado principalmente por uma substancia, independente
de sua composicdo quimica. Alguns modelos consideram a resisténcia a transferéncia de
massa na fase fluida ou sélida, como um controlador de processo e outros consideram as
duas resisténcias simultaneamente. Os modelos matematicos permitem generalizar os
resultados experimentais, descrevendo os principais fendbmenos de interesse através de
uma equacdo ou um sistema de equacdes, que posteriormente poderdo ser aplicados a
condicdes de trabalho, possibilitando assim obter informacBes necessarias para um

dimensionamento de uma unidade supercritica (MOURA, 2004).

1.7.1 Modelo Tan e Liou (1989)

O modelo Tan e Liou (1989) é um modelo cinético de primeira ordem que
considera a unidade de extracdo como leito cilindro tendo o coeficiente de dessorcao
como Unico parametro ajustavel. Os termos referentes a dispersdo axial a e a difusao sao
desprezadas, pois segundo o0s autores, estes fendmenos ndo influenciam
significativamente no processo. O balango de massa para 0 modelo de Tan e Liou
(1989) pode ser expresso pelas Equacdes 1.1 e 1.2 para a fase fluida e para a fase solida,
respectivamente:

aY aY X

- —=—(1- — 1.1
ep——+up o (1- e)ps ey (L.1)
aX—KX 1.2
5 = Ka (1.2)

Utilizando-se as seguintes condi¢des de contorno pra resolugdes das equagdes
1l1lel.2:

Y(h, t=0) = 0 (1.3)
Y(h=0, 1) =0 (1.4)
X (h, t=0) = X, (1.5)
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Aplicando as condigdes de contorno 1.3, 1.4 e 1.5, obtém-se a equacdo 1.6 a
qual expressa a razdo massica o soluto no solvente em fungéo de tempo e o processo na
saida do extrator.

1— ¢ K;eH
Y(h=H,T) =—X0& exp( d
€ p

> - 1] exp(—K,t) (1.6)

Como a massa de 6leo na saida do extrator é dada pela equacédo 1.7:

t

m(h=H,t) = f Y (h = H,t)Qco, dt (1.7)
0
Substitui-se a equacdo 4 na equacao 3 e integrando-se, obtém-se a equacéo 1.8:
m(h=H,t) = Kid [1—expKyllexp(—Ky t) — 1] (1.8)
Onde:

1—¢ _ pco,

A= —.X 1.9
Qco, —— Ko~ (1.9)
&H &.H.S.pg

— =X (1.10)
u 0 Qco,

1.7.2 Modelo Goto et al. (1993)

No modelo apresentado por Goto et al. (1993), considera-se que a que o leito de
extracao é formado por particulas com geometria de uma placa plana. A particula solida
é tratada como um meio poroso, que tem espessura desprezivel em relagdo as demais
dimensdes, de forma que a transferéncia de massa ocorre apenas entre as duas maiores
superficies da placa. O processo de transferéncia de massa é controlado pelo mecanismo
de dessorcdo (da particula para os poros, seguido de difusdo do soluto nos poros da
particula) com dois pardmetros a serem determinados: o coeficiente global de
transferéncia de massa (¢) ¢ a constante de equilibrio de dessor¢ao ( k).

A equacdo diferencial de massa na fase solida é expressa pelas equacdes 1.11 e

1.12:
9 ac 02C;
Poe * =P 5o = Dee (1D
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ac C
> = K, (Ci ——S) (1.12)

Onde:

/3 é a porosidade da folha;

C; é a razdo maéssica de soluto nos poros da folha;

Cs é a razdo massica de soluto na folha;

h é a coordenada da particula

D. é adifusividade efetiva entra as particulas;

Kg € o Coeficinete de dessor¢éo;

K é a constante de equilibrio de dessorcéo.

Para a fase fluida do sistema, o balangco de massa € representado pela equacao

1.13:
aC C
g5t 7= (1= OKrap(C = Cilp=e) (1.13)

Onde:

T é o tempo de residéncia do solvente no leito;

Kt é o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa;

ap € a area especifica de transferéncia de massa;

e € a meia espessura da folha.

As condicdes iniciais e de contorno para resolucdo das equacdes de balango de

massa sdo representadas pelas seguintes equactes 1.14, 1.15 e 1.16:

C(ht=0)= Cy (1.14)

Co(ht =0) = Ci(ht=0)=0 (1.15)
3¢

D, = ( 3h ) T Kra,(C — Cilp=e) (1.16)

A resolucdo das equacdes de balanco de massa consiste na seguinte equacao

1.17, onde se despreza o efeito da dispersdo axial:

m= ALB /k+0- B)]XopSQCOZ {l [exp (al ;) -1] +ar_2 [1- exp <a2 %)B (1.17)

p a;
Onde:

1
a =§(+b\/b2—4c) (1.18)

1
azzi(—b b2—4c) (1.19)

1 —

A= (1-¢)0 (1.20)

[+ (1= B)K]e(ar — az)
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1.7.3 Modelo Martinez et al. (2003)

Os modelos anteriores tratam o extrato como sendo um pseudocomposto ou uma
substancia pura, no entanto, o extrato obtido da extracdo supercritica apresenta varios
compostos, classificados de acordo com suas caracteristicas quimicas, tais como
terpenos, flavonoides, fenois, entre outros. Portanto, a modelagem de processos de
extracdo, em alguns casos, deve levar em conta a variagdo da composi¢édo do extrato ao
longo da extragdo, de forma que se possa otimizar o processo para a obtencdo dos
compostos de interesse.

Em modelo proposto de Franca e Meireles (2000) considerou-se que o fluxo de
transferéncia de massa, J(X,Y), € funcdo da solubilidade dos componentes no solvente
(Si), expressa pela equacdo 1.24, para um extrato com n componentes.

JX,Y) = ZSi (1.24)
i=1

O modelo Martinez (2003) é um modelo adaptado a partir do modelo proposto
por Franca e Meirelles (2000), o qual implanta uma nova fungao para substituir o termo
Si na equacéo, utilizando a equacéo logistica de Verhust que descreve o comportamento

do crescimento das populagdes, expressa na equagao 1.25:

Aib; exp [b;(tm; —t)]
{1 + exp[b;(tm; — )]}*
Onde:

Si(t) = (1.25)

t € 0 tempo de extragéo;
A, bi, t; s@o parametros ajustaveis do modelo.
O balan¢o de massa para fase fluida é expresso pela equagdo 1.26, onde o
termo J(X, Y) é dado pela equacdo 1.24.
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Y J(X,Y)
“ohT e
Com a condic¢éo inicial Y (h = 0) =0, e integrando, obtém-se a equagdo 1.27 na

(1.26)

saida do extrator:

n
H
YUN=H)=Z§§;$ (127)
i=1
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CAPITULO 2- MATERIAIS E METODOS

O estudo da obtencéo de extratos ricos em compostos bioativos via extragdo com
fluido supercritico a partir da polpa de acai foi realizado conforme diagrama de fluxo de

atividades realizadas descrito na Figura 6.

Matéria prima

r )
Preparagéo da - Despolpamento
matéria prima -Liofilizac&o

Caracterizagéo [-Umidade \
da matéria prima e -Composicao centesimal
leito da extracéo - Teor de compostos
fenolicos e antocianinas

\.

-Densidade aparente,
-Densidade real
-Diametro da particula

\_

Extracdo com fluido

supercritico

extratos

Modelagem

Cinética de extragao -
matematica

[ Caracterizacao dos

Figura 6. Fluxograma de atividades realizadas

45



21  MATERIA PRIMA

A matéria prima empregada neste trabalho consiste nos frutos do agai in natura
coletados no municipio de Abaetetuba (Pard, Brasil), sendo as coordenadas geogréficas
de 1° 43'46"S e 48° 52' 27"W. A palmeira de agai, a qual os frutos foram coletados, foi
identificada a partir de analises de exemplares de frutos, folhas e ramos previamente
secos, sendo que uma amostra foi incorporada ao acervo do Instituto Federal do Para,

no Campus de Abaetetuba (Abaetetuba-Pard, Brasil), com registro HIFPA: 500.

2.2  CARACTERIZACAO E PREPARO DA MATERIA PRIMA

2.2.1 Biometria dos frutos

A Biometria dos frutos foi determinada através da medida dos diametros (¢1),
comprimentos (L) utilizando-se um paquimetro (Vonder 150 mm - 6°’), ¢ das massas
(m;) utilizando-se balanca semi-analitica com precisdo de 0.01 gramas (Logen
Scientific, Modelo: 1087).

Para a realizacdo da biometria os frutos de acai foram distribuidos em bandejas e
divididos em 25 grupos, em cada grupo selecionavam-se 10 amostras para analise

biométrica. No total foram analisados 210 frutos de acai.

2.2.2 Despolpamento

Os frutos de agai foram previamente lavados com &gua corrente para a retirada
das sujidades aderidas aos frutos e, em seguida, imersos em tanques com agua quente a
50°C para o amolecimento do mesocarpo e endocarpo durante 15 (quinze) minutos, com
a finalidade de facilitar o despolpamento. Depois, com a injecdo de agua os frutos foram
despolpados com auxilio da despolpadeira mecéanica de acai. A polpa obtida foi
armazenada em sacos plasticos e congelada em freezer. A figura 7 ilustra o
procedimento de despolpamento.

Segundo COHEN e ALVES (2008), nessa etapa de processo, a temperatura da
agua e o tempo de imersao, sao variaveis conforme a procedéncia dos frutos. A agua

pode estar & temperatura ambiente ou entre 40 e 60°C, ndo devendo exceder a este

46



valor. O tempo de amolecimento dos frutos varia entre 10 a 60 minutos de acordo com
0 grau de maturacdo dos frutos. Esses valores sdo empiricos, pois ndo existem,
pesquisas que comprovam, tecnicamente, a temperatura da dgua e o tempo de imersdo
adequado para amolecimento do epicarpo e mesocarpo que favoregam o despolpamento,

sem degradar as propriedades da matéria-prima.

Figura 7. Amolecimento da polpa e despolpadeira de acai utilizada

2.2.3 Liofilizacdo

A etapa de liofilizacdo foi realizada no Laboratério de Ciéncia, Tecnologia e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Para. Inicialmente, a polpa de acai
foi acondicionada nas bandejas do liofilizador e levadas em freezer vertical
(BRASTEMP) para congelamento na temperatura de -25°C durante 24 horas. Em
seguida a polpa congelada junto as bandejas foi colocada no liofilizador (LIOTOP,
modelo: L101), e submetidas a condicdes de liofilizacdo a uma pressdo de 138 u mmHg
e temperatura do condensador de -51°C durante 72 horas. A polpa de acai liofilizada foi
armazenada em sacos plésticos a vacuo revestidos com folha de aluminio para impedir a
passagem da luz e levados ao freezer. A figura 8 ilustra o equipamento utilizado e polpa
liofilizada obtida.
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Figura 8 Liofilizador utilizado e polpa liofilizada obtida

23  CARACTERIZACAO DA POLPA DE ACAI LIOFILIZADA

2.3.1 Determinacdo da granulometria

A polpa de acai liofilizada foi introduzida num jogo de peneiras de série padrdo

Tyler 8 a 42 meshes. A distribuicdo granulométrica foi realizada através de um agitador

de peneiras tipo magnético (BERTEL, N° 1713) durante 30 minutos. A quantidade de

massa retida em cada peneira foi pesada em balanca semi-analitica (QUIMIS, Q520). O

didmetro médio das particulas foi determinado de acordo com o método da ASAE

(1998), segundo a equacéo 2.1:

n

Z (W; log d;)
Sw

d — i=1

m

Onde:

di=(di. diws) °°

d; = abertura nominal da i-ésima peneira (mm);

di+1= abertura nominal da peneira maior que a i-ésima peneira (mm);

W =massa do material retido na i-ésima peneira.
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2.3.2 Determinacdo da umidade, densidade real das particulas, densidade

aparente do leito e porosidade do leito

A umidade foi determinada segundo 0 método 931.0 da AOAC (1997). Pesaram-
se 5 g de amostra em um cadinho previamente tarado. Posteriormente, o cadinho
juntamente com a amostra foi colocado em estufa de secagem (Modelo TE 395-1,

Tecnal) a 105 °C e teve sua massa mensurada até valor constante.

A densidade real das particulas (p;) foi determinada pela Central Analitica do
Instituto de Quimica da UNICAMP, utilizando um picnémetro de gas hélio conforme
manual de operacdo de equipamento (Picndmetro automatico Quantachrome Ultrapyc
12200e).

A densidade aparente do leito foi calculada dividindo-se a massa da matéria-prima

utilizada para empacotar o leito pelo volume do leito no extrator segundo a Equagéo 2.2.

F
Pa =7 (2.2)

|4
Onde:
pa = densidade aparente do leito (Kg/m®);

F = massa da matéria-prima alimentada (Kg);

V = volume interno do extrator ocupado pela matéria-prima (m?).

A porosidade do leito () foi calculada dividindo-se a densidade aparente do leito

(pa) pela densidade real das particulas (pr) conforme a Equacédo 2.3.

e=1-—— (23)
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2.3.3 Analise da composicao centesimal

2.3.3.1 Proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado seguindo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985), que se baseia na determinacdo do nitrogénio total,
envolvendo duas etapas: digestéo e destilagéo.

2.3.3.2 Cinzas

A determinacdo do residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pela incineracao
em mufla (QUIMIS, modelo Q 310-25) & 550°C.

2.3.3.3 Lipidios Totais

O teor de lipideos foi determinado segundo o método 963.15 da AOAC (1997),
por extracdo da fracdo etérea por fluxo ndo continuo, utilizando aparelho de Soxhlet
(TECNAL, modelo TE-044) e o solvente éter de petroleo sob refluxo.

2.3.3.4 Fibras totais

O teor de fibras foi determinado segundo o método oficial 991.43 da AOAC
(1997). O teor de fibras foi calculado pela Equacdo (2.4).
[(Mr — Mp)] — M

fibras(%) = x100 (2.4)
My

Onde:

M+ é a massa do conjunto (cadinho + residuo + papel de filtro seco) apos lavagem e
secagem (g),

Ma é a massa da amostra (g),

M é a massa do papel filtro (g)

Mc é amassa do conjunto cadinho/cinza estabilizado (g).
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2.3.3.5 Carboidratos

A quantificagdo de carboidratos foi calculada por diferenga entre 100 e a soma

dos teores de umidade, cinzas, lipideos totais, proteinas e fibras.

2.3.4 Determinacgao da concentracdo de compostos fendélicos totais

A determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais (CFT) foi
realizada por espectrometria no visivel utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (FC)
segundo o método descrito por SINGLETON & ROSSI (1965). O método baseia-se na
formacdo de 6xidos de compostos fendlicos, através da mistura de solucdo de FC, que
contem heteropolifosfotunstato-molibdato e sulfato de litio e apresenta coloracdo
amarela, a uma solucdo altamente basica (5%-10% solucdo aquosa de NA,COs3).
Sequéncias de reacOes de transferéncia de elétrons levam a formacdo de uma espécie
azul (PMoW11040)-4, o molibdénio é reduzido a forma Mo (VI). A absorbéncia deste
meio é lida a 750 nm.

Reagentes:

Acido acético glacial PA 99,5% (CRQ, Impex, Isofar, Synth, Tedia); acido cloridrico
PA 95% (CRQ, Impex, Isofar, Synth, Tedia); alcool PA 95% (CRQ, Impex, Isofar,
Synth, Tedia); Acetona PA 99,5% (CRQ, Impex, Isofar, Synth, Tedia); Reagente de
Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich); Carbonoto de sddio (Reagen, Sigma-Aldrich,
Synth).

Procedimento:

Inicialmente pesou-se 1 g da amostra em um tubo de ensaio e adicionou-se 19
mL da solucdo de acetona:agua:acido acético. Homogeneizou-se a solugdo em agitador
magnético por mais ou menos 1 minuto até completa solubilizacdo da amostra. Em
seguida, colocou-se em microtubos para saturacdo com gas inerte N,. Depois,
centrifugou-se por 20 minutos a 4°C e velocidade de agitacdo de 8.000 rpm. Apds a
centrifugacdo, prepararam-se as amostras para andlises nas seguintes ordens e
proporcdes: 500uL de amostra, 1250uL de solucdo de carbonato de sodio e 250uL de
Folin IN. Apds a mistura, homogeneizaram-se as amostras e transferiu-se para a
microplaca. Para a amostra “branco”, seguiu-se 0 mesmo procedimento substituindo a

amostra por agua purificada. Todas as amostras forram feitas em duplicata. As amostras
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foram lidas em um espectrofotdbmetro (Themo Scientific, Evolution 60) a 750 nm. O
conteddo de compostos fendis totais nas amostras foi expresso em equivalente de acido
galico (GAE) utilizando a equacéo da reta resultante da regressao linear da curva padrao
para determinagéo da composigéo.

2.3.5 Determinacao de teor antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado no Laboratério de Fontes
Amiléceas e Produtos Acucarados (LAFAMI) da UFPA, segundo o método adaptado de
por Fuleki e Francis (1968). Utilizou-se 1 grama de amostra e 1 ml para os extratos,
solucdo extratora, preparada com etanol 95%: HCI 1,5N (85:15, v/v), na proporcao de
1:4. Apbs maceracdo e sob refrigeracdo por 16 horas, na auséncia de luz, os extratos
foram filtrados. O residuo lavado repetidamente com o etanol acidificado, até extracéo
completa das antocianinas. A solugdo resultante foi deixada em 40 repouso por 2 horas,
ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, para estabilizacdo das formas antocianicas.
Posteriormente realizou-se a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel da SHIMADZU
modelo 160-A, selecionando o comprimento de onda 535nm. Para o célculo da

concentragéo utilizou-se a Equacdo, proposta por Fuleki e Francis (1968):

Abs. Apaex Fd x 100

1%
Elcm

Antocianinas totais (mg.100 g~lde amostra) = (2.5)

Onde:

Abs. 1,4, = absorbancia no comprimento de onda maximo (535nm).
Fd = Fator de diluicéo

E1% (absortividade molar a 535 nm) = 98,2.

1cm

2.3.6 Determinacao de metais

A determinacdo de metais na polpa de acai liofilizada foi realizada no
Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental (LAQUANAM) da Universidade
Federal do Para.

Inicialmente, 0,4 g da amostra foram dissolvidas em 3 mL HNOj3; concentrado
mais 2 mL HNOgze 1 mL H,0,. Apos o processo de digestdo as amostras foram filtradas

e armazenadas e baldo volumétrico limpo e sem contaminagdo para posterior analise.
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Para identificacdo de elementos Ag, Al, B, Ca, Co, Cr, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni, P, Pb, Si, Sn, Sr, Ti, V e Zn foi utilizado o Espectrofotdmetro de Emissao
Atbmica por Plasma de Argonio Indutivamente Acoplado Vista Pro (Varian) com
configuracdo axial, equipado com bobina de radio frequéncia de 40 MHz e sistema de
introducdo da amostra constituido de nebulizador concéntrico e camara de nebulizacao
ciclonica (Varian, Australia). Para decomposicdo total de amostras foi utilizado sistema
de aquecimento de amostras por radiacdo de microondas DGT 100 da Provecto. Toda
agua utilizada tinha resistividade minima de 18,2 MQ cm™ e foi fornecida pelo sistema
de purificacdo Purelab ultra analytical da Elga, que usou &gua destilada como
alimentacéo.

Primeiramente, foram elaborados programas analiticos para a determinacdo de
todos os elementos de interesse. O equipamento utilizado dispGe de recursos em seu
programa que permitem fazer uma escolha criteriosa das linhas de emisséo a serem
utilizadas para cada elemento. Utilizou-se o método da curva analitica na determinacéo
dos elementos, através do uso de solugdes-padrdo multielementar. Os parametros
operacionais do aparelho sdo mostrados na Tabela 5.

A selecdo dos comprimentos de onda utilizados para cada elemento foi feita de
forma a obter a maior altura dos picos e menor interferéncia espectral com o sinal de

outros elementos

Tabela 5. Parametros operacionais usados no ICP OES.

Parametros

Poténcia da radio-frequéncia (KW) 1,40
Presséo do nebulizador (Kpa) 180
Fluxo de Argbnio do Plasma (L/min.) 15
Fluxo de Argbnio auxiliar (L/min.) 0,75
Tempo de introducdo da amostra (seg) 40
Tempo de Lavagem (seg) 30
Tempo de estabilizacdo (seg) 15
Tempo de Leitura (seg) 1,00
Velocidade da bomba peristéltica (rpm) 15

Fonte: Varian Ind. & Com. Ltda.

53



2.4  EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

O processo de extragdo com fluido supercritico constitui na obtencdo de extratos
da polpa de acai liofilizada (fracdo lipidica) utilizando CO, como solvente e da polpa
desengordurada (fracdo de antocianinas) utilizando CO, e cossolvente. A figura 9

esquematiza o processo de obtencdo dos extratos da polpa de acai.

Polpa de acai
liofilizada
Extracao
supercritica
com CO,
Extratos Polpa de acai
(fracéo lipidica) desengordurada

Extracéo
supercritica com
CO0,/Cossolvente

Extratos
(fracdo de antocianinas)

Figura 9. Fluxograma esquematico da obtencdo de extratos da polpa de acai
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2.4.1 Extracédo supercritica com CO2

2.4.1.1 Unidade de Extracdo Supercritica

Para obtencdo dos extratos ricos em acidos graxos da polpa de acai foi utilizado
a unidade Spe- ed SFE (Applied Separations, Inc., Allentown, PA USA, modelo 7071)
equipada com recirculador (POLYSCIENCE, F08400796), um compressor (SCHULZ,
modelo CSA 7,8), um medidor de vazdo de CO; na saida do sistema ( Alicat Scientific,
M5SLPM) e um cilindro de CO, (Pureza 99,9%, LINDE). A representacdo esquematica

do sistema de extragdo supercritica esté representada na Figura 10.

2.4.1.2 Determinacao de Isotermas de Rendimento Global

Os experimentos para a determinagédo das isotermas de rendimento global foram
realizados na célula de extracdo com 1,4 cm de diametro e 32,5 cm de altura. Foram
realizadas extracGes em trés temperaturas (50, 60 e 70°C) combinadas com densidade de
CO; (pcoz) de 700, 800 e 900 Kg/m® e pressdes que variaram de 150 a 490 bar
totalizando nove ensaios que foram replicados. O tempo de processo de extracdo
estatico (tg) e de dinamico( tp), a massa de matéria-prima alimentada (F) na célula e a
vazdo de CO; (Qcoz) foram mantidos constantes. As condi¢Ges operacionais foram
selecionadas fixando densidade e temperatura, e calculando a pressdo através do
programa TermoDi (CARVALHO Jr. et al, 2004). Os parametros utilizados na

determinacéo das isotermas de rendimento global estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. CondigOes operacionais adotadas para a determinacdo das isotermas de
rendimento global.

Parametros

F(Kg) 0,01

T (°C) 50, 60 e 70

Pcoz (Kg/m®) 700, 800 e 900

P (bar) 150, 190, 220, 270, 320, 350, 420 e 490
Q coz2 (L/min) 3

te (Min) 30

tp (min) 210
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2.4.1. 3 Procedimento operacional

O procedimento experimental na unidade de extracdo supercritica foi padréo
para todos 0s ensaios.

I) Inicialmente ligou-se o banho termostatico (R) e esperou-se até atingir a
temperatura desejada (-10°C).

I1) Ligou-se o compressor (CP).

I11) Na unidade Spe- ed SFE verificou-se as valvulas de entrada (V3) e saida de
CO,(V4) e de ventilagdo estavam fechadas e a valvula micrométrica parcialmente
fechada (V5).

IV) Conectou-se a coluna de extracdo (CE) devidamente preparada com a
amostra, utilizando-se algoddo para evitar a migracdo de particulas da amostra para 0s
capilares do equipamento e para preencher o volume restante da coluna. Em seguida,
observou-se que ndo havia vazamento de CO, no sistema, verificando possiveis
vazamentos nos pontos de conexdo entre coluna e dutos do equipamento por meio da
liberacdo da entrada de CO; no sistema.

V) Ligou-se a unidade Spe-ed SFE, iniciou-se a compressdo do sistema pela
rotagdo manual da valvula de pressdo do ar até atingir o valor da pressdo de operacéo
desejada para o sistema. E apds, o alcance das temperaturas da valvula micrométrica e
do forno programadas, iniciou-se o processo de extracdo com a abertura da valvula de
entrada de CO2(V3) no sistema.

VI) Aguardou-se 30 minutos, tempo de processo de extracdo estatico, periodo
em que CO, solubiliza a substancia e estabiliza-se 0 CO, no leito. Logo apds o periodo
estatico, abriu-se a valvula de saida do CO, (\V4) bem de vagar para coleta do extrato no

frasco, controlando a vazao no painel e fazendo o ajuste na valvula micrométrica.
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Medidor de vazao

V2

Vi LJ Tubo de

A = coleta
Resfriador CE

'g Forno
CO2 V3 i

Bomba Compressor

Figura 10. Fluxograma esquematico da unidade de extracdo Spe-ed

2.4.2 Extracdo supercritica com CO2 e cossolvente

As extracdes utilizando CO, e cossolvente foram realizadas com matriz vegetal
obtida apos extragdo com CO, supercritico (polpa desengordurada). Utilizou-se a
unidade Spe-ed SFE (Applied Separations, Inc., Allentown, PA USA, modelo 7071)
descrita no item 4.4.1.1 equipada com bomba de cossolvente (Series 1500). A
representacdo esquematica do sistema de extracdo esta representada na Figura 11. Os
ensaios de extracdo foram realizados na célula de extracdo de 1,4 cm de didmetro e 32,5
cm de altura, com massa de alimentacdo de 5 gramas. A temperatura utilizada foi de
50°C, e pressdes de 220 bar e 350 bar, estas condi¢fes operacionais foram selecionadas
a partir dos estudos preliminares na extracdo supercritica com CO,, condi¢des
satisfatérias de extracdo da fracdo lipidica e consequentemente conservagdo e
concentracdo das antocianinas na polpa.
Os cossolventes utilizados foram agua, etanol e etanol/agua (1:1), a relacdo de
CO2 e cossolvente foi de 80:20 (v/v). Os solventes foram selecionados de acordo com
estudos prévios de extracdo de antocianinas por extracdo com fluidos supercriticos
(CALVANCANTI, 2012; PAULA et al, 2012; PAES et al., 2012). A vazédo volumétrica

de CO; (3L/min) e cossolvente (0,8 mL/mim) foram mantidos constantes.
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2.4.2.1 Procedimento experimental

O procedimento experimental na unidade de extracdo supercritica foi padréo
para todos os ensaios, como descrito no item 2.4.1.3. Realizou-se a purga na bomba de
cossolvente para evitar bolhas de ar no sistema ApoOs o alcance das temperaturas da
valvula micrométrica e do forno programadas, iniciou-se 0 processo de extracdo ligando
a bomba de cossolvente com a vazdo previamente programada, e com a abertura da

vélvula de entrada de CO, (V3) no sistema.

Medidor de vazdo

V4 V5 @
>t—h< 1

CcO2

V2

Tubode
V1 % coleta
Resfriador
CE
‘g Forno

Misturador

Cco2

Bomba

V3 de cosolvente

Recipiente
de cosolvente

Bomba Compressor

Figura 11. Fluxograma esquematico da unidade de Spde-ed equipada com bomba de
cossolvente.

25 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO

O rendimento da extracéo (X,), em percentual, foi calculado pela relagdo massa
do extrato (M,,;) € massa de alimentacdo da matéria prima (F) em base seca, conforme

aequacao 2.6 :

M
Xo(%) = ;’“ x100 (2.6)
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26  COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS DOS EXTRATOS DA EXTRACAO
SUPERCRITICA COM CO;

A composi¢do em &cidos graxos dos extratos obtidos da polpa de agai liofilizada
a partir da extracdo supercritica com CO, foi determinada pela conversdo em ésteres
metilicos de acidos graxos (EMAGS) de acordo com o método proposto por Rodrigues
et al. (2010), utilizando para analise um Cromatografo a Gas (Varian modelo CP 3380)
acoplado com detector de ionizagdo em chama (DIC) e coluna capilar CPSil 88 de 60 m
de comprimento, didmetro interno de 0.25 mm e espessura do filme de 0.25 pum da
Varian Inc. Foi injetado 1 pl, sendo que gas hélio foi utilizado como fase mdvel com
vazdo de 0,9 ml/min e o DIC e o injetor (splitratio 1:100) a 250°C. A programacao de
temperatura da coluna foi desempenhada de 80 °C por 4 min e entdo elevada para 205°C
com 4°C/min.

A identificacdo dos picos individuais de acidos graxos foi realizada com base em
padrdes (Nu-check-prep Inc, EUA). Assim como, utilizou-se o software Varian Star
3.4.1 para calcular os tempos de retengdo e areas dos picos. Os resultados foram

expressos com percentuais relativos de acidos graxos totais.

2.7  ATIVIDADE ALELOPATICA DOS EXTRATOS OBTIDOS DA EXTRACAO
COM CO,

Os experimentos foram conduzidos no Laborat6rio de Agropecudaria da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) em Belém/PA.

Para conducdo dos experimentos foram utilizadas como espécies receptoras, as
plantas daninhas: Mimosa pudica (malicia) e Senna obtusifolia (Mata-pasto). As
sementes foram coletadas em areas de produtores, no municipio de Terra Alta, Estado
do Parad. As sementes passaram por processo de limpeza, foram acondicionadas em
sacos de papel e tratadas com é&cido sulfirico para superacdo da dorméncia, com
imersdo por 20 minutos para o Mata-pasto e 15 minutos para a Malicia. Ao final de um
periodo de 6 dias de crescimento, mediu-se o comprimento da radicula e do hipocétilo
para determinar a variacdo de desenvolvimento.

Na germinacdo das sementes, o bioensaio foi realizado em camara tipo BOD,
em condicdes controladas de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, com monitoramento por

trés dias, com contagens diarias e eliminacdo das sementes germinadas. Consideraram-
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se sementes germinadas aquelas que apresentavam extensdo radicular de 2.00 mm. Cada
placa de Petri de 9,00 cm de diametro, forrada com uma folha de papel filtro qualitativo
recebeu 20 sementes, conforme proposto por Sousa Filho et al., (2009).

Os bioensaios para o estudo do potencial fitotoxico no alongamento da radicula
e do hipocétilo foram realizados em condicdes de 25 °C de temperatura e fotoperiodo de
24 horas. Foram usadas duas sementes pré-germinadas, com trés dias de germinacao,
adicionadas em placas de Petri (uma espécie em cada placa). Ao final de um periodo de
6 dias de crescimento, mediu-se o comprimento da radicula e do hipocétilo para
determinar a variagdo de desenvolvimento.

Para todos o0s bioensaios, 0s extratos supercriticos foram avaliados na
concentracdo de 1% (m/v), utilizando como veiculo de dispersdo n-Hexano. Foram
adicionados em cada placa de Petri 3,0 mL de solugdo dos extratos supercriticos. Apos a
evaporacao do solvente, adicionou-se 3,0 mL de &gua destilada e, durante o periodo, foi

adicionada agua destilada sempre que necessario.

2.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
E TEOR DE ANTOCIANINAS NA POLPA DE ACAI DESENGORDURADA

A determinacdo de concentracdo de compostos fenolicos e teor de antocianinas
totais na polpa de acai desengordurada foram determinados segundo metodologias
descritas no item 2.3.4 e 2.3.5, respectivamente.

29  MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DA POLPA DE ACAI
DESENGORDURADA

A caracteriza¢do micrografica foi realizada usando um microscopio eletrénico
de varredura TM 3000 tabletop microscope. O microscopio eletrdnico de varredura
(MEV) é um equipamento capaz de produzir imagens de alta ampliacdo. Esta técnica é
aplicada diretamente sobre a amostra, baseia na luz, monocromatica e de determinada
frequéncia, espalhada ao incidir sobre o material a ser estudado. A amostra analisada foi

a polpa obtida apds extracdo supercritica a 50°C/350 bar.
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2.10 DETERMINACAO DAS CURVAS GLOBAIS DE EXTRACAO

A determinacdo das curvas globais de extracéo foi realizada na célula de 1,4 cm
de didmetro e 32,5 cm de altura a unidade de extracdo Spe- ed SFE descrita no item
2.4.1.1, nas condigOes de extracdo de 220 e 350 bar para temperatura de 50°C, no
visando que menores valores de pressao e temperatura proporcionam menores custos de
manufatura, além do fato de que uma menor temperatura implica em menor degradacao
térmica dos compostos. O tempo estatico e dinamico foi mantido, coletando-se amostras
em trés intervalos de 10 min, trés intervalos de 20 min e cinco intervalos de 30 min. A
vazao volumétrica foi de CO, foi de 3L/min.

Durante os experimentos, os frascos de coleta de extratos foram substituidos por
frascos limpos e previamente tarados para a determinagdo da massa de extrato coletada
por tempo até o fim da extracdo. Por fim, as curvas de extragdo foram construidas

relacionando rendimento acumulado de extrato em fungdo do tempo.

2.10.1 Célculo de parametros cinéticos

Os parametros cinéticos do periodo de taxa de extracdo constante (CER): taxa de
transferéncia de massa do periodo CER (Mcgr), @ duracdo do periodo CER (t cer) €
periodo de taxa decrescente de extracdo (t rgr) foram calculados através do aplicativo
computacional desenvolvido por Santos (2007) e validado por Santana (2013).

O aplicativo consiste em uma planilha de calculo em Excel com uso da funcéo
PROJ.LIN para a determinacdo do ponto de encontro das retas associado a um algoritmo
implementado em Visual Basic para AplicacGes no Excel (VBA) para a busca exaustiva
(entre o tempo de extracdo zero até o tempo final) dos melhores t cer e t Fer (para trés retas),
obedecendo ao critério do algoritmo de encontrar o0 melhor coeficiente de correlagdo obtido
pela funcdo PROJ. LIN.

O aplicativo de trés retas ajusta em um spline de trés retas as curvas de extracdo
onde a interseccao entre as duas primeiras retas determina o término do periodo CER (t cer)
e a interseccdo entre a segunda e a terceira reta determina o final do periodo FER (t Fer),
onde a partir deste ponto se inicia a etapa difusional. Para a utilizacdo do aplicativo é

necessario fornecer informacbes experimentais como a vazdo de solvente, massa de
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alimentac&o, os intervalos de tempo de coleta do produto e as massas acumuladas em cada
tempo (SANTANA, 2013).

211 MODELAGEM MATEMATICA

Os modelos matematicos de Tan e Liou (1989), Goto et al. (1993) e Martinez et
al. (2003) foram aplicados aos dados experimentais da extragdo supercritica com CO,
da polpa de acai . O ajuste do modelo foi realizado com auxilio do aplicativo
computacional desenvolvido em Excel por Santos (2007) e validado por Santana (2013)
para a determinacdo dos parametros dos modelos de transferéncia de massa. O
aplicativo utiliza a funcdo SOLVER, que usa o cddigo de otimizacdo nédo linear de
gradiente reduzido genérico (GRG2).

Foram utilizados os seguintes parametros estatisticos para analise da modelagem
matematica: erro relativo (e), erro médio relativo (Ey,), desvio padrdo (R) e faixa de erro

(S), representados pelas equacgdes 2.7 a 2.10

_ Mceal—Mexp
€= Mext total (27)
Em= yLie (28)
R = emax — emin (2.9)
1 1/2
S = |y Zie — En)? (2.10)
Onde:

e : Erro relativo;

m.q;: Massa calculada;

M ¢xp- Massa medida experimentalmente;
Moyt torqr. Massa extraida total,

E,,: Erro maximo;

N: Numero de pontos;

€max. EFF0O Maximo;

emin- Erro minimo.

Para a sua aplicacdo a curvas experimentais, cada modelo exige uma série de

parametros de processo que devem ser obtidos experimentalmente ou estimados.
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Na modelagem do modelo Tan e Liou (1989), os parametros necessarios sao:
porosidade do leito (g), rendimento global (Xg), densidade do sélido (p;), densidade do
solvente (p so1), Vazado de solvente (Q), altura do leito (Hg) e area superficial (S). No
modelo Goto et al. (1993) séo: porosidade do leito , rendimento global, densidade do
solido, densidade do solvente, vazdo de solvente, area superficial, volume do leito, e
massa de matéria-prima (F). Para Martinez et al. (2003), considerando o extrato como
um Unico pseudocomposto, sdo necessarios 0s seguintes parametros: rendimento global
e massa de matéria-prima usada. Os parametros ajustaveis para cada modelo foram os
seguintes:

e Modelo de Tan e Liou (1989): Kd que é o coeficiente de dessorc¢éo.

e Modelo de Goto et al. (1993): o coeficiente global de transferéncia de massa

(9) e a constante de equilibrio de dessor¢ao (k).
e Modelo de Martinez et al. (2003), b; e ty, sdo parametros ajustaveis do

modelo.
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CAPITULO 3 -RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.1 Biometria dos frutos

A tabela 6 apresenta os resultados da biometria dos frutos de acai onde se
observa as médias e o0s respectivos desvios padrfes das medidas de massa (m), didametro
(¢) e comprimento (L). A média dos resultados obtidos neste trabalho estdo préximos
aos parametros biométricos encontrados por Almeida et al. (2011) para frutos de
acaizeiro (Euterpe Oleracea Mart.) cultivados no municipio de Areia (Paraiba-Brasil), e
acima de valores encontrados por Moraes et al. (2015) para frutos de um plantio em
Porto Velho (Rondonia-Brasil) .

Tabela 6. Caracterizacdo fisica dos frutos de agai

Caracteristica Neste trabalho Almeida et al., Moraes et al.,
(2011) (2014)
m (g) 1,96+ 0,49 2,14 1,29
¢ (cm) 1,52 40,11 1,51 1,30
L (cm) 1,37+0,12 1,32 1.46

3.4.2 Composicdo centesimal, o teor de umidade, compostos fenolicos e

antocianinas totais

A composicdo centesimal, o teor de umidade, compostos fendlicos e
antocianinas totais da polpa de acai liofilizada encontram-se dispostos na Tabela 7. Os
resultados indicam que a polpa de acai possui elevado valor nutricional contendo altos
teores de lipidios, carboidratos e proteinas.

Os teores de proteinas, lipideos e cinzas obtidos da polpa de acai liofilizada sdo
similares aos reportados por Rogez (2000) e Menezes et al. (2008). Para o teor de

umidade, este é inferior ao relatado por Menezes (2008). Contudo, 0 baixo teor de agua
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na matéria-prima facilita a extracdo supercritica de compostos apolares utilizando CO,
como solvente. Segundo MEIRELES (2006), a &gua, apesar de ser muito utilizada
como cossolvente em alguns processos para a extracdo de alcaldides e glicosideos,
interfere de forma negativa na extracdo de substancias lipidicas. Portanto, quando se
opta pela extracdo supercritica, umas das primeiras etapas do processo € a redugdo da
umidade da matriz biologica, em geral, a umidade da matriz bioldgica ndo deve ser

superior a 18%.

Tabela 7. Composicao, teor de umidade, compostos fendlicos e antocianinas totais na
polpa de acai liofilizada.

Composicao Neste trabalho* Rogez Menezes et Cohen et
(2000) al.(2008)* al. (2009)*
Umidade (%) 2,8 +£0,02 4,92+0,12
Proteinas (%) 8,93 +0,38 13 8,13+0,63 19,69+0,23
Lipidios (%) 45,37+0,71 52,64 40,75£2,75  40,92+0,42
Cinzas (%) 3,20+0,03 3,09 3,68+0,63 0,19+0,01
Fibras totais (%) 10,05+ 0,22 25,22
Carboidratos (%) 30,1+0,16
Compostos 5520+ 1,03
fendlicos (mg/100g)
Antocianinas totais 96,58+0,11 1020 45,31+0,82

(mg/100 g)

*resultados expressos em média +desvio padrdo (em base seca)

3.4.3 Determinacdo de metais

O resultado da determinacdo de metais na polpa de agai liofilizada pode ser
observado na Tabela 8. O metal presente em maior quantidade foi o potassio com
concentracdo de 22,69 = 0,71ug/g, em seguida, 0 manganés, magnesio e calcio, com
concentracOes de 7,69 £ 0,24; 6,49 = 0,21 e 6,13 + 0,19 pg/g, respectivamente. O teor
de metais contaminantes em alimentos, como Cobre, Chumbo e Estanho, estdo abaixo

dos limites maximos recomendados pela legislacéo brasileira.
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Tabela 8. Determinacao de metais na polpa de acai liofilizada

Macroelementos Meédia (ug/g)
Potassio 22,69+ 0,71
Calcio 6,13+0,19
Magnésio 6,49 £ 0,21
Manganés 7,69 0,24
Fosforo 4,14 +0,23
Saédio 1,47 £0,15
Microelementos Media (ug/g)
Aluminio 0,23+ 0,13
Boro 0,01+£0,01
Cobre 0,0276 + 0,002
Niquel 0,008 + 0,006
Chumbo 0,02 £0,01
Silicio 0,38 + 0,09
Estanho 0,11 +£0,08
Estronio 0,02 £ 0,004
Titanio 0,01 + 0,001
Vanédio 0,007 + 0,001
Zinco 0,15 + 0,008

3.4.4 Diametro médio das particulas, Densidade real, Densidade aparente e

Porosidade do leito

A determinacdo de pardmetros caracteristicos da matéria prima, como diametro
médio das particulas, densidade e porosidade do leito, € importante para auxiliar no
desenvolvimento da pesquisa, e em especial, no entendimento do comportamento do
fluido supercritico junto a matriz vegetal. A tabela 9 apresenta os parametros
caracteristicos do processo de extragdo com fluido supercritico da polpa de acai

liofilizada.
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Tabela 9. Pardmetros caracteristicos do processo de extracdo com fluido supercritico da
polpa de acai liofilizada

Parametro

Diametro da particula (m) 8,66 x 10™
Densidade real da particula (Kg/m®) 1230 £0.01
Densidade aparente do leito (Kg/m®) 246
Porosidade do leito (-) 0,8

A representacdo grafica da distribuicdo granulométrica da polpa de acai

liofilizada é apresentada na Figura 12.
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Figura 12. Distribuicdo de tamanho de particulas da polpa de acai liofilizada

O valor médio do diametro da particula, densidade real da particula, densidade
aparente do leito e porosidade do leito de extracdo estdo apresentados na Tabela 9. O
diametro de particula da polpa de acaf liofilizada foi 8,66 x 10 m (aproximadamente
0,87 mm). De acordo com REVERCHON & MARCO (2006), em regra, utilizam-se as
particulas com diametros médios variando de aproximadamente entre 0,25 e 2,0 mm. O

tamanho médio de particulas tem um papel importante nos processos de extracdo
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controlada pelas resisténcias internas a transferéncia de massa, uma vez que o tamanho

médio de particula relativamente pequeno reduz o comprimento de difusdo do solvente.

3.5 ISOTERMAS DE RENDIMENTO GLOBAL

Na Figura 13 estdo apresentados os resultados obtidos experimentalmente das
Isotermas de rendimentos globais para as temperaturas de 50, 60 e 70°C, com seus
respectivos desvios pontuais. Pode-se observar que o maior rendimento foi obtido na
condicéo experimental de 70 °C e 490 bar, enquanto que o menor rendimento foi obtido
na condicdo de 60°C e 190 bar, que correspondem a 45,4+0,58% e 9,07+£0,6 %,

respectivamente.
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Figura 13. Isotermas de rendimento global. Isotermas: (m) 50 °C, (m) 60 °C e
(m)70 °C

A isoterma de 70°C foi a que apresentou maior rendimento para todas as

pressdes aplicadas enquanto a isoterma de 60°C foi a que apresentou menor rendimento.
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A influéncia da temperatura no rendimento das extragdes apresentou um efeito
complexo, pois o rendimento da extragdo diminui com ou aumento da temperatura de
50 a 60°C, e amentou com aumento da temperatura para 70°C.

A pressio constante e com aumento da temperatura a volatilidade dos
componentes aumenta e a densidade do solvente diminui. Enquanto que a temperatura
constante e com o0 aumento da pressao a densidade do solvente aumenta. A tendéncia
predominante de um destes efeitos (densidade e pressdo de vapor) caracteriza o
fendmeno de retrogradacdo que pode ser visualizado nas isotermas de extracédo
supercritica. Com intuito de verificar a ocorréncia do fendmeno de retrogradacdo na

extracdo supercritica de componentes da polpa de acai, plotou-se o grafico pressdo
versus rendimento, Figura 14.
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Figura 14. Pressdo versus rendimento para isotermas

Nas faixas de temperatura avaliadas foi possivel observar o fendmeno de

inversdo entre 220 bar até 350 bar, para as isotermas de 50 e 70 °C, onde ocorreu uma
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diminuicdo no rendimento da extragdo com o aumento da temperatura e o efeito da
densidade do solvente tem maior relevancia que o efeito da pressdo de vapor.

O efeito da temperatura e pressdo influéncia diretamente na densidade e,
consequentemente, no poder de solubilizagdo do solvente. Os resultados indicam que 0
aumento na densidade do didxido de carbono acarreta um aumento no rendimento
global de extrato em todas as condi¢fes experimentais estudadas. Portanto, analisando
os efeitos dos parametros da extracdo, temperatura, pressdo, a densidade de CO; sobre
os rendimentos de extracdo, observou-se que a densidade foi o efeito que mais

prevaleceu.

3.6 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS DOS EXTRATOS OBTIDOS DA
EXTRACAO COM CO2

O perfil de acidos graxos dos extratos de polpa de acai liofilizada obtidos através
de extracdo com didxido de carbono no estado supercritico em diferentes condicdes
operacionais esta apresentado na Tabela 11. O desvio padrdo para todos os acidos
graxos foi menor que 1.8%. A quantidade total de acidos graxos nos extratos de acai
variou de 0.02 a 65.81%.

Na tabela 11 observou-se a presenca de &cido caprilico (C8:0) em todas as
condigdes experimentais utilizadas para obter o extrato de acgai. A condi¢cdo 320
bar/70°C apresentou maior concentracdo de &cido caprilico enquanto a menor
concentracdo foi encontrada na condicdo de 490 bar/70°C. Tracos de acido céprico
(C10:0) foi obtido nas condi¢bes de 150 bar/50°C, 220 bar/70°C, 320 bar/70°C e 490
bar/70°C. Para o acido tridecanoico (C13:0), acido pentadecanoico (C15:0) e acido
linolénico (C18:3) apenas tracos foram encontrados em todas as condicbes

experimentais.
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Tabela 10. Composicdo em acidos graxos

Concentracio de Acidos Graxos em % g/100mg

Acidos 50°C, 150 50°C, 220 50°C, 350 60°C, 190 60°C, 270 60°C, 420 70°C, 220 70°C, 320 70°C, 490

Graxos bar bar bar bar bar bar bar bar bar
C8:0 0.69 1.26 0.83 0.77 1.58 0.40 0.33 2.27 0.02
c10.0 - 0.03 0.02 0.02 0.04 0.03 e e e
C12:.0 0.07 0.17 0.17 0.13 0.19 0.25 0.07 0.33 0.14
Cl13:0 - e e e e e 0.02 021 -
C14:.0 0.13 0.24 0.16 0.19 0.21 0.30 0.13 0.42 0.18
C150 W seeeem e mmmeeen e s e e e e
C16:0 28.15 30.91 23.47 26.29 29.20 28.58 25.41 90.86 27.81
Cl6:1 4.95 0.03 5.49 6.14 7.08 6.83 4.16 0.08 5.81
ci7o0 - 0.04 0.14 0.03 - e 0.05 0.19 0.03
C18:0 1.05 1.25 1.02 0.80 1.14 1.16 1.43 5.35 1.33
Ci18:1 64.86 65.81 52.73 50.78 60.42 62.41 55.71 0.23 64.65
Cl182 W - e 15.54 1480 - - 1259 e e
C18:3 W - eemeeem e e e e e e e
C20:0 0.08 - e s 010 e e e s
c220 - 0.22 038 e e e 0.04 e e
SFA 30.18 34.15 26.22 28.25 32.48 30.74 27.53 99.67 29.53
MUFA 69.81 65.84 58.23 56.93 67.51 69.25 59.87 0.32 70.46
PUFA - 15.54 1480 - - 1259 - e

C8:0 (4cido caprilico); C10:0 (&cido caprico); C12:0 (&cido laurico); C13:0 (4cido tridecanoico); C14:0 (&cido miristico); C15:0 (&cido pentadecanoico);
C16:0 (acido palmitico); C16:1 (4cido palmitoleico); C17:0 (acido margéarico); C18:0 (&cido esteérico); C18:1 ( &cido oleico); C18:2 ('&cido linoleico); C18:3
(4cido linolénico); C20:0 (4cido arachidico); C22:0 (4cido behénico);SFA (Acidos Graxos Saturados); MUFA (Acidos Graxos Monoinsaturados); PUFA
(Acidos Graxos Poliinsaturados).
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O principal acido graxo saturado (SFA) em todas as condi¢cbes de extracdo foi o
acido palmitico (C16:0), seguido pelo &cido estearico (C18:0). Em relacdo aos acidos
graxos insaturados, o &cido oleico (C18:1) apresentou maior concentracdo 65.81%
sequido pelo linoleico (C18:2) e o acido palmitoleico (C16:1). Analises do perfil de
acidos graxos de extrato de acai indicam uma razdo de saturado/insaturado baixo e a
quantidade de MUFA é maior que a de PUFA.

Os resultados encontrados neste trabalho para o acido oleico sdo proximos aos
encontrados por Nascimento et al., (2008) e Monteiro (2011) que obtiveram 52% e
58.2%, respectivamente, com excecao do extrato obtido nas condi¢des de 320 bar/70°C,
no qual o percentual desse acido foi de 0.23%, sendo que nessas condi¢des operacionais
observou-se maior concentracdo de acido palmitico (90.86%), onde possivelmente pode
ter ocorrido erro experimental.

Considerando os resultados reportados na literatura, € possivel gque para esta
condicgdo, a amostra tenha sofrido processo de degradacao provavelmente relacionada as
condicBes de armazenamento, pois 0s acidos graxos que apresentam polinsaturacdes sao
mais propensos a processos oxidativos, principalmente aqueles com proporcoes
variaveis dos acidos oleico, linoleico e linolénico. Em dados reportados por Santos
(2014), onde analisa a composicdo de acidos graxos da torta de acai por extracbes por
solvente, fluido supercritico e bligh dyer, tambem obteve maior concentracdo de acido
palmitico em suas amostras e a média dos valores de compostos saturados obtidos nos
trés processos de extracdo foi maior que 90%, e comparando seus resultados com de
outros autores o autor atribui o fato ao processo de degradacdo do material durante o
armazenamento.

Nascimento et al. (2008) avaliou a composicdo em &cidos graxos da fracdo
lipidica da polpa de acai pelo processo enzimatico e por extragdo com n-hexano. Em
ambos 0s casos houve predominancia de acidos graxos monoinsaturados e acidos
graxos poliinsaturados, e na composicdo em acidos graxos ndo houve diferenca
significativa. Diferentemente dos resultados obtidos pelo autor, neste trabalho, em
alguns casos, verifica-se uma variancia significativa na composicao dos &cidos graxos, 0
que € comum na extracdo supercritica avaliando diferentes condi¢fes de operacdo, uma
Vez que 0 processo extrair seletivamente na ordem de solubilidade de acidos graxos.

No intuito de verificar o efeito da densidade de CO, da extracdo supercritica na
concentracdo dos acidos graxos majoritarios dos extratos, o &cido oleico, &cido
palmitico e &cido palmitoleico, plotou-se grafico de composicdo de acidos graxos versus

densidade de CO, para cada temperatura.
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Figura 15. Variacdo na porcentagem de 4acido oleico, &cido palmitico e acido
palmitoleico com aumento da densidade de CO, para temperatura de 50°C
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Figura 16. Variagdo na porcentagem de acido oleico, acido palmitico e é&cido
palmitoleico com aumento da densidade de CO, para temperatura de 60°C.

Considerando as diferentes densidades de CO, utilizadas na extracdo supercritica
a 50°C da polpa de acai liofilizada, é possivel observar, através da Figura 15, que
aumento da densidade de 700 Kg/m® para 800 Kg/m® acarreta acréscimo na
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porcentagem de acido oleico e palmitico, no entanto, o0 aumento da densidade de 800
Kg/m?® para 900 Kg/m® na temperatura de 50°C ocorre uma diminuigo na concentracéo
desses &cidos. Com a concentracdo do &cido palmitoleico para esta temperatura, o efeito
é inverso.

Diferentemente como ocorre na temperatura a 50°C, observando a Figura 16,
para a temperatura de 60°C, é possivel afirmar que ocorre um aumento nas

porcentagens dos acidos majoritarios com ou aumento da densidade de CO,.

3.7 ATIVIDADE ALELOPATICA DOS EXTRATOS

Observou-se que todas as condicBes supercriticas estabelecidas para obtencdo do
Oleo de E. oleracea apresentaram potencial para inibir a germinacao de sementes de M.
pudica, sendo aquela com menor potencial fitotoxico a que envolveu a combinacgéo de
presséo de 220 bar e temperatura de 50°C, a qual proporcionou inibi¢cdo da ordem de
25,33% e os com maior potencial foram aqueles obtidos a pressdo e temperaturas de
190 bar/60°C e °C que evidenciaram 57,78% e 60% de inibicdo respectivamente como
se pode observar na Figura 17. Esses resultados indicam que a variagdo na pressao foi
mais determinante para os efeitos observados do que a variagdo da temperatura, embora
0 aumento da pressdo, em alguns casos, ndo tenha correspondido a aumentos na

intensidade de inibicao.
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Figura 17. Efeitos fitotoxicos de extratos supercriticos de acai sobre a germinagéo de
sementes de Mimosa pudica (malicia). Dados expressos em percentual de inibicdo em
relacdo ao tratamento testemunha. Efeito Inibitorio: (m)

Os efeitos promovidos pelos extratos sobre a germinacdo de S. obtusifolia foram
diferentes daqueles verificados para M. pudica (Figura 18). Os resultados demonstraram
que apenas 0s extratos obtidos nas condi¢des supercriticas de temperatura e pressdo de
50°C/220 bar e 50°C/350 bar revelaram atividade inibitoria da germinacéo sendo essas
de 11,53% e 5, 76% respectivamente, 0s demais extratos promoveram efeito
estimulatorio para a germinacédo de S. obtusifolia sendo o extrato obtido em 50°C e 150
bar o que teve o maior efeito estimulatorio com 13,46%. Os efeitos podem assumir
caracteristicas distintas, como efeito estimulatorio e efeito fitotdxico em algumas
espécies de vegetais, sendo que a manifestacdo de tais efeitos pode esta relacionada a
concentracéo de teste (RICE, 1984; AN & LOVETT, 1993; BATISH, 2008).
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Figura 18. Efeitos fitotoxicos de extratos supercriticos de acai sobre a germinacdo de
sementes de Senna obtusifolia (mata-pasto). Dados expressos em percentual de inibicdo

em relacdo ao tratamento testemunha. (m) Efeito Estimulatério e (m) Efeito Inibitdrio.

As andlises cromatograficas realizadas nos diferentes extratos demonstraram que
ha semelhanca na composigao de &cidos graxos, no entanto existem outros metabdlitos
secundarios que nao foram identificados que também podem estar associados a
fitotoxicidade dos extratos e ao efeito estimulatorio para as diferentes sementes
analisadas.

Para Gonzélez et al. (2002), o processo de germinacdo é desencadeado apos as
sementes serem saturadas em agua. Algumas substancias sdo capazes de inibir ou
retardar a proliferacdo ou crescimento das células. Ao analisar o alongamento radicular
para as espécies S. obtusifolia e M. pudica, nos diferentes extratos, observou-se menor
efeito inibitdrio para os extratos obtidos nas condi¢Ges de temperatura e pressao de
50°C a 150 bar e 60°C a 270 bar respectivamente, demonstrando a baixa sensibilidade
dessas espécies quando expostas as moléculas bioativas presentes nos extratos, no
entanto, ambas as espécies estudadas tiveram maior sensibilidade para o extrato obtido
na condicdo de temperatura e pressao de 50°C a 350 bar, com valores de 0,48 cm e 0,98
cm de alongamento radicular de M. pudica e S. obtusifolia respectivamente como pode

ser observado na Figura 19. Entretanto, as inibi¢des maximas foram extremamente
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baixas 0 que denota que 0s compostos quimicos presentes nos extratos supercriticos
apresenta baixa capacidade fitotoxica, especificamente para inibir o alongamento da
radicula. Comparativamente, a tendéncia foi de o alongamento da radicula de S.

obtusifolia ser inibido com mais intensidade do que M. pudica.
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Figura 19. Efeitos fitotdxicos de extratos supercriticos de acai sobre o alongamento da
radicula de S. obtusifolia (m) e M. pudica (m). Os dados expostos sd0 expressos em

centimetros.

Os extratos evidenciaram baixo potencial para inibicdo do alongamento do
hipocotilo, embora diferenca entre as espécies receptoras tenham sido observadas, sendo
M. pudica mais sensivel aos efeitos fitotoxicos. Os resultados mais expressivos sobre 0
alongamento do hipocétilo foi para o extrato obtido na temperatura de 60°C e pressao
de 190 bar para a M. pudica e temperatura de 50°C e presséo de 150 bar para a S.
obtusifolia. (Figura 20).
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Figura 20. Efeitos fitotdxicos de extratos supercriticos de acai sobre o alongamento do

hipocotilo de S. obtusifolia (m) e M. pudica (m). Os dados expostos sao expressos em
centimetros.

As varias combinacdes entre pressao e temperatura utilizadas para obtencdo dos
extratos brutos de E. oleracea, obtidos neste trabalho, envolvem basicamente compostos
apolares, sendo formados em sua totalidade por acidos graxos. Dessa forma, pode-se
inferir que os efeitos inibitdrios e estimulatorios verificados sobre e germinacdo de
sementes e alongamento da radicola e do hipocétilo pode ser atribuido & presenca de
compostos tais como &cidos graxos livres, incluindo linolénico, linoleico, oleico e acido
palmitico, a estes tém sido atribuido efeitos fitotoxico o numero de instauracfes e a
concentracdo também sdo fatores preponderantes para a fitotoxidade de &cidos graxos
(IN-ZEet al., 2004; JIUNN-TZONG et al., 2006). No computo geral, verifica-se que os
extratos sdo mais efetivos sobre a germinacdo de sementes, com maior especificidade

para a espécie M. pudica.
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39 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E ANTOCIANINAS
TOTAIS NA POLPA DE ACAI DESENGORDURADA

O teor de compostos fendlicos totais nas polpas de acai desengorduradas em
diferentes condigdes operacionais variou de 5457 a 7565 mg/100g da amostra. A Figura
21 apresenta os valores, os resultados mostraram aumento significativo na concentragao

de compostos fendlicos totais em sete das nove amostras.
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Figura 21. Concentracdo de compostos fenolicos na polpa de acai liofilizada e nas
polpas apds extracdo com CO, supercritico. Isotermas: () 50 °C, (m) 60 °C ¢ (m) 70°C
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Na polpa de agai desengordurada a 50°C/350 bar com densidade de solvente a
900 Kg/m® obteve-se maior concentragio de compostos fenolicos totais. Apenas na
amostra obtida por extragdo a 60°C/190 bar e 700 Kg/m® o valor foi aproximadamente
igual ao encontrado na polpa de acai liofilizada antes da extragao.

De acordo com a Figura 21, verifica-se que as melhores concentragdes de
compostos fendlicos foram obtidas na ordem crescente de extragdo com o aumento

densidade de CO,.
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O teor de antocianinas totais nas polpas de acai desengorduradas em diferentes
condigOes operacionais variou de 96,1 a 137,5 mg/100g da amostra. A Figura 22
apresenta os valores obtidos, pode ser observado que a concentracdo de antocianinas na
polpa apds extracdo com CO, aumenta em virtude da reducdo da quantidade de fracdo
lipidica extraida no processo. Nas amostras desengorduradas a 50°C/220 bar e 50°C/350
foram possiveis obter teores significativos de antocianinas. Em alguns casos, nas
condicBes de 70°C/320 bar e 70°C/490 bar, pode ter ocorrido houve possiveis perdas de
antocianinas em decorréncia de sua baixa estabilidade a temperaturas mais elevadas, a

presenca de luz e oxigénio, além de outros fatores nao avaliados.
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Figura 22. Teor de antocianinas na polpa de acai liofilizada (PAL) e nas polpas ap6s
extragcdo com CO2. Isotermas: (m) 50 °C, (m) 60 °C e (m) 70 °C

Os resultados de concentracdo de compostos fendlicos e antocianinas reportadas
na literatura variam de acordo com os métodos de extracdo, condi¢cOes operacionais e
solventes adotados, assim como decorrem da variedade da planta, da época da colheita
dos frutos, do processamento industrial ou das condi¢Ges de condicionamento e
armazenamento.

Monteiro (2011) realizou extracfes supercriticas com CO; na pressdo de 200 a

300 bar a 50°C com a polpa de acai desidrata, observou-se que 0 processo nao
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favoreceu a perda destes pigmentos gerando um po6 desengordurado com alta
concentracdo de antocianina, além disso verificou que as extracdes feitas a pressdo de
300 bar resultaram em rendimento acima de 95 % e em menor tempo de extracgdo, fato
este que segundo o autor era esperado em virtude do aumento do poder de solvatacdo do
CO, com o0 aumento da pressao.

O processo de extracdo supercritica é capaz de extrair os compostos lipofilicos e
de baixa polaridade, o que resulta na concentracdo de compostos fenolicos e outras
substancias polares na matriz vegetal, como as antocianinas, para uma subsequente

extracéo.

3.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DA POLPA DE ACAI
DESENGORDURADA

|Como observado nas Figuras 23, 24 e 25, através da andlise de microscopia
eletrénica de varredura (MEV), foi possivel determinar a morfologia da polpa de agai
liofilizada e desengordurada. Pelas imagens obtidas pelo MEV, pode-se observar que as
particulas apresentam forma e tamanho irregular, e demostram a porosidade das
particulas desidratadas por liofilizacdo. De acordo com Ezhilarasi et al., 2013, as
imagens sdo coerentes com que se espera do processo de liofilizacao, considerando que
na retirada de &gua sdo formados poros microscopicos criados pela sublimagdo dos
cristais de gelo.

O EDS (Energy Dispersive System) permitiu determinar a composi¢ao
semiquantitativa dos minerais, presentes na amostra (Figura 26). Através do EDS foi
verificado que o potassio estd em maior porcentual de metal dentre os outros metais,

com 3,88 % em peso.
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TM3000_6838 2016/11/08 17:47 F D85 x20 4 mm

D8.5 x40 2 mm

TM3000_6839 2016/11/08 17:50 F

Figura 23. Analise de MEV que mostra a morfologia da polpa de acai desengordurada.
(B): Ampliacéo de (A)
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2016/11/08 17:55 D8.1 x200 500 um

TM3000_6841 2016/11/08 17.53 F D8.2 x12 500 um

Figura 24. Analise de MEV que mostra a morfologia da polpa de acai desengordurada.
(C): Ampliacao de (B), (D): Ampliacgéo de (C)
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1767 F D83 x400 200 um

TM3000_6843 2016/11/08

18:01 F D84 x600

TM3000_6844 2016/11/08 100 um

Figura 25. Andlise de MEV que mostra a morfologia da polpa de acai desengordurada.
(E): Ampliacéo de (D), (F): Ampliacgéo de (E)
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Summary results
Element ~ Weight% Weight% o Atomic %

Oxygen 84070 0576 91.732
Magnesium  2.443 0.313 1.758
Silicon 0.965 0177 0.600
Phosphorus  0.873 0.185 0.492
Sulfur 2.000 0.185 1.089
Chlorine ~ 2.567 0.197 1.259
Potassium  3.862 0.208 1733
Calcium 2713 0.191 1.182
Manganese  0.492 0.169 0.156
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Figura 26. Imagem projetada pelo MEV e a analise grafica realizada pelo EDS da
polpa de acai desengordurada

3.11 AVALIACAO DE ETANOL, AGUA E ETANOL/AGUA COMO
COSSOLVENTE NA EXTRACAO SUPERCRITICA COM CO2 PARA
OBTENCAO DE EXTRATOS DE ANTOCIANINAS DA POLPA DE ACAI
DESENGORDURADA

A Tabela 11 apresenta os resultados do teor de antocianinas nos extratos obtidos
da extracdo supercritica com cossolvente da polpa desengordurada. Pode-se observar
que os melhores resultados foram obtidos na presenga de dgua na mistura de solventes,
e 0 aumento da pressdo acarretou no aumento do teor de antocianinas. O emprego de
etanol com CO, ndo mostrou eficiéncia, no entanto quando se adicionou &gua,
formando mistura de solvente terndria (agua, etanol e CO;) foi possivel obter

antocianinas nos extratos. Na condicdo de extracdo supercritica de 50°C/350°C na
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presenca de agua como cossolvente obteve-se maior concentracdo de antocianinas nos
extratos.

Diferentemente de métodos convencionais onde se faz necessério acidificar a
agua ou outros solventes para extracdo de antocianinas, na extracdo supercritica com
CO,-cossolvente, a agua ou etanol utilizados no processo nao precisam estar
acidificados, pois de acordo com Seabra et. al (2008), ha uma possivel formacdo de
acido carb6nico, acarretando na diminuicdo do pH, o que influencia na estabilidade
desses pigmentos, uma vez que sdo estaveis em pH ente 1 e 3, assim o CO,
desempenha um papel semelhante como os dos sulfitos e acidos fracos nos processos

de extragdo convencionais.

Tabela 11. Teor de antocianinas nos extratos obtidos da extragdo supercritica CO; e
cossolvente.

Extrato Condicao Cossolvente Teor de
de extracao utilizado antocianinas
supercritica no extrato

(mg/100 g)
El T=50°C, P AGUA 101,6 +1,2
=220 bar
E2 T=50°C, AGUA 136,2+1,8
P=350 bar
E4 T=50°C, ETANOL *
P=220 bar
E5 T =50°C, P ETANOL *
=350 bar
E6 T=50°C,P ETANOL/AGUA  105,2+1,1
=220 bar (1:1)
E7 T=50°C,P ETANOL/AGUA  110,5+1,4
=350 bar (1:1)

Em trabalhos que envolvem extracdo supercritica CO, com cossolvente para
obtencdo de extratos de antocianinas, o efeito de dgua e etanol como modificadores nas
extragcdes com CO, apresentam resultados diferenciados, variam de acordo com matriz
vegetal empregada, e condi¢Bes operacionais aplicadas.

Na obtencdo de extratos de antocianinas do jamboldo (Syzygium cumini Lamark)
a partir da extragdo supercritica, Santos (2015) realizou testes prévios com etanol e,
também verificou que o cossolvente ndo apresentou resultados satisfatorios, optando por

utilizar a &gua nos processos.
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Seabra et al. (2008) avaliou a extracdo de fracGes ricas em antocianinas do
bagago do sabugueiro (Sambucus nigra L.) em uma extracdo sequencial realizada com
CO, supercritico seguido da extracdo reforcada com misturas de solventes
(COy/agual/etanol) em diferentes proporcdes para avaliar os efeitos. Maiores valores de
rendimento de extrato e conteldo de antocianinas ocorreram pela presenca de dgua na
mistura de solventes, e também, pela presenca de dgua na matriz vegetal.

De acordo com Cavalcanti (2012), na extracdo supercritica de antocianinas do
residuo da jabuticaba (Myrciaria cauliflora), observou que os melhores rendimentos de
antocianinas para 0s processos de extracdo supercritica foram obtidos em ordem
decrescente utilizando etanol, isopropanol, e agua. Os rendimentos obtidos utilizando agua
como cossolvente apresentaram maximizagdo continua com o aumento da pressao.

De acordo com Paula et al. (2013), o processo de extracdo supercritica, usando
dioxido de carbono supercritico, num primeiro passo, seguido por uma mistura (CO,/
etanol /agua), num segundo passo, cuja polaridade pode ser manipulada fazendo variar a
proporcao do solvente, pode permitir o fraccionamento dos componentes em grupos de
polaridade para obter extratos com rendimento e composicdo interessante. Na obtencéo
de extratos de folhas Arrabidaea chica, o processo de extracdo de forma sequencial
mostrou ser viavel como uma técnica de fracionamento. Neste caso, em particular,
observaram que a extracao supercritica com CO, pode extrair as antocianinas de menor
polaridade com baixa extracdo rendimentos e presenca de agua na mistura solvente
(CO, [/ etanol / agua) foi essencial combinar elevado rendimento de extracdo e altos

teores de compostos de interesse.

3.12 CURVAS GLOBAIS DE EXTRACAO E PARAMETROS CINETICOS

As Figuras 27 e 28 apresentam as curvas globais de extracdo (OECs) obtidos no

decorrer do tempo de extracdo para os ensaios cinéticos realizados.
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Figura 27. Curva global de extracdo obtida para cinética a 220 bar e 50°C em funcéo do
tempo.
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Figura 28. Curva global de extracdo obtida para cinética a 350 bar e 50°C em
fungéo do tempo.
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Os pardmetros t cgr (Min.), t ger (MIN), Mcer (g/min) e Ycer (g extrato/g CO,)
calculados pelo modelo obtido através do ajuste ao spline de trés retas, estdo
apresentados na Tabela 12. O rendimento na cinética para etapa CER de extracdo (Rcer)
foi calculado multiplicando-se a razdo massica de extrato na saida do leito (Ycgr) pela
razdo S/Fcer (g CO2/ g alimentacdo). Da tabela 11 pode se observar que a vazdo de
obtencdo de extrato (Mcer) e rendimento (Rcer) na etapa CER aumentou com o

aumento da pressao de 220 bar para 350 bar.

Tabela 11. Parametros cinéticos dos extratos obtidos ao spline de trés retas

Condicbes de Mcegr tcer trer Ycer SIF cer R cer
extracao (@/min) (min) (min) (gextrato/ (g CO2/ g (g extrato/ g
cinética gde CO2) alimentacao) de

(Pressao/ alimentacao)
Temperatura)

220 bar, 50°C  0,1048 13 73 0,0499 2,73 0,1362

350 bar, 50°C  0,1229 15 106 0,0585 3,15 0,1842

Mcer: vazdo de obtengdo de extrato na etapa CER; tcer: tempo da etapa CER; t rgr: tempo da

etapa FER:; Ycer: solubilidade de extrato em solvente na etapa CER;; Rcer: rendimento da etapa CER

3.13 MODELAGEM MATEMATICA

Os valores dos parametros dos modelos ajustados as curvas cinéticas de extragdo
da fracdo lipidica da polpa de acai liofilizada estdo apresentados na Tabela 12. Nas
Tabelas 13 a 15 estdo apresentados os parametros estatisticos determinados a partir dos
valores calculados das curvas de cinética de extragdo com CO, supercritico,
empregando os parametros ajustaveis dos modelos de transferéncia de massa de Tan e
Liou (1989), Goto et al. (1993) e Martinez et al. (2003).

De acordo com os valores estatisticos os modelos Tan e Liou (1989) e Goto et
al. (1993) e Martinez et al. (2003) reproduziram os dados experimentais. O modelo de
Martinez et al. (2003) foi o que apresentou melhor ajuste aos dados experimentais para
todas as pressdes estudadas, assim foi 0 modelo que apresentou menores erros e desvios
padrdes paras curvas de extracdo seguido em ordem descrente pelos modelos Tan e
Liou (1989) e Goto et al. (1993).
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O menor erro e desvio padrdo foram observados no ponto da condicdo 220 bar a
50°C, onde o aplicativo em Excel descreveu melhor a cinética para 0 modelo de
Martinez et al. (2003).

Nas duas cinéticas estudadas, o parametro ty;, que corresponde ao instante em
que a taxa de extracdo € maxima, apresentou valor negativo, perdendo seu significado
fisico. De acordo com Martinez (2002), neste caso, a taxa de extracdo € decrescente e,
portanto o seu valor méximo € atingido no instante inicial, ou seja, no tempo igual a
zero.

Para Santana (2013), os modelos Tan e Liou (1989) e Goto et al. (1993)
puderam ajustar as curvas cinéticas de acai medidas experimentalmente por Sousa
(2006), os menores valores de erro médio, faixa de erro e desvio-padrdo forma
observados, e de acordo com a autora, para alguns experimentos foi observado que apds
atingir a etapa CER as curvas apresentaram pequenos desvios em relacdo aos dados
experimentais.

As figuras 29 e 30 representam graficamente os dados cinéticos de extracdo e 0s

ajustes ao modelo matematicos.

Tabela 12. Parametros dos modelos de transferéncia de massa

Pardmetros ajustaveis

Tan e Liou (1989) Goto et al. (1993) Martinez et al.(2003)

Pressdo (bar) Kdx107(s™) K ) ti/60(s)  bx60 (s7)
220 0,0265 0,0014 61124,29 -9,691 1,8127
350 0,0244 0,0012 61124,29 -9,669 1,4239

Tabela 13. Parametros estatisticos para 0 modelo Tan e Liou (1989)

Parametros estatisticos

Pressao (bar) Erro médio Faixa de erro Desvio padrao
220 0,0124 0,1174 0,0436
350 0,0092 0,1029 0,0504

Tabela 14. Parametros estatisticos para 0 modelo Goto et al. (1993)

Parametros estatisticos

Pressao (bar) Erro médio Faixa de erro Desvio padrao
220 0,0261 0,1717 0,0722
350 0,0402 0,2144 0,0916
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Tabela 15. Pardmetros estatisticos para 0 modelo Martinez et al. (2003)

Parametros estatisticos

Pressdo (bar) Erro médio Faixa de erro Desvio padrao
220 0,0051 0,0748 0,0366
350 0,0054 0,0768 0,0517
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Figura 29. Modelagem da cinética de extracdo da fracdo lipidica do acai a 220 bar.
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Figura 30. Modelagem da cinética de extracdo da fracdo lipidica do acgai a 350 bar.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

CONCLUSAO

O método de extracdo com didxido de carbono no estado supercritico foi
eficiente na obtencdo de extratos da polpa de acai liofilizada, principalmente na
condigdo operacional de 70 °C e pressdo de 490 bar onde se obteve maior rendimento
em extrato. Todas as condi¢Oes experimentais utilizadas, neste trabalho, foram eficazes
na obtencdo de acido graxos saturados e insaturados principalmente na obtencdo de
acidos graxos monoinsaturados onde se obteve extratos com concentracdo de 70,46%. A
presenca de &cidos graxos poli-insaturados representado pelo acido oleico (C18:1),
acido palmitoleico (C16:1) e &cido linoleico (C18:2) foi significante no extrato.

Os extratos obtidos da extracdo supercritica com CO, estudados tiveram
resultados distintos para as sementes analisadas, todos o0s extratos tiverem efeito
fitotoxico para a espécie M. pudica e alguns extratos tiveram efeitos estimulatérios para
a germinacéo de S. obtusifolia.

O desenvolvimento da radicula no ambito geral foi menos acentuado para a
espécie M. pudica em relacéo a S. obtusifolia, o desenvolvimento do hipocétilo também
foi menor para Mimosa pudica em relacdo a S. obtusifolia. Estes resultados evidenciam
a maior sensibilidade para o desenvolvimento da radicola e do hipocétilo de M. pudica
diante dos compostos bioativos presentes nos extratos.

Comparando os resultados obtidos dos compostos fendlicos para a polpa de acai
liofilizada antes e depois da extracdo com CO; supercritico, a melhor condicédo foi a
50°C / 350 bar, enquanto que para o contetdo de antocinaninas a melhor condicao foi a
50°C / 220 bar. As amostras da polpa de acai obtidas ap6s extracdo com CO,
supercritico tornaram-se ricas em compostos fendlicos e antocianinas, evidenciando
suas potenciais aplicacGes em fins de nutracéuticos. Contudo, o processo de extragdo
supercritica foi capaz de extrair os compostos lipofilicos e de baixa polaridade, o que
resultou na concentracdo de compostos fenolicos e antocianinas, para uma subsequente

extracéo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar outros métodos de processamento para obtencdo da polpa do acai
(Euterpe oleracea) seca e desengordurada para avaliar o rendimento e contetdo total de
antocianinas na extragdo das antocianinas com didxido de carbono.

- Caracterizar os extratos da polpa do acai (Euterpe oleracea) obtido da extracéo
supercritica com CO, (indice de Acidez, indice de Saponificacdo, Estabilidade
Oxidativa, Densidade, Viscosidade, Umidade, entre outros.);

- Avaliar as varidveis do processo (temperatura, pressdo, concentracGes de
solventes) no rendimento da extracdo supercritica com CO, e cossolventes para

obtencdo de compostos bioativos da polpa de acai seca e desengordurada.
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Acai (Euterpe oleracea) is a very popular fruit in the Brazilian Amazon consumed as a nourishing and
tasty food. Studies suggest that E. oleracea has therapeutic effects on problems like cancer, hypocholes-
terolemia, fatty liver, malaria, and neurodegeneration. The supercritical fluid extractions were performed
with supercritical CO2 at densities of 700, 800, and 900 kg/m? while varying three and eight nominal val-
ues of temperature and pressure, respectively. The extracts were analyzed for total fatty acid contents and
allelopathic effects. In addition, lyophilized acai berry pulp was analyzed before and after supercritical
CO2 extraction to determine phenolic compounds and anthocyanin contents. The acai extract isotherm of
70 °C showed the highest yields at the pressures applied while the isotherm of 60 °C showed the lowest
yields. Thus, the fatty acids profile analysis of acai extract indicates a low saturated/unsaturated ratio
and the amount of MUFA is greater than of PUFA. The extracts had phytotoxic effect for the species
Mimosa pudica and some extracts had stimulatory effects on Senna obtusifolia germination. Radicle and
hypocotyl growths were shorter for the species M. pudica than for S. obtusifolia. The phenoliccompounds
and anthocyanin contents in the lyophilized acai berry pulp after CO2-SE shows potential applications
for nutraceutical purposes.
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1. Introduction as in inflammatory, autoimmune, and neonatal growth processes

[7]. Mulabagal et al. [8] observed the presence of p-linolenic acid,

The acai (Euterpe oleracea) berry comes from the acai palm, a
native tree of the Amazon, and this fruit is consumed on a large
scale in this region. Besides the folk medicinal use, studies sug-
gest that substances present in acai have therapeutic properties
such as antiproliferative effects of HT-29 colon cancer cells [1],
hypocholesterolemic effect [2], hepatic protection against steato-
sis [3], antiplasmodium effect [4], neuroprotection effects [5], and
antileukemic effects [6].

Fatty acids arerelated to therapeutic effects of interest in serious
problems such as coronary heart disease, hypertension, restenosis,
Zellweger syndrome, adrenoleukodystrophy, depression, as well

*  Corresponding author.

E-mail address: raulncj@ufpa.br (R.N. Carvalho Junior).

http:/ /dx.doi.org/10.1016 /j.supflu.2015.10.006
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linoleicacid, palmiticacid, and oleicacid in organicand non-organic
acai powder sample. In addition to these, other fatty acids have
been observed such as oleic, linolenic, eicosanoic, trans-elaidic, and
cis-11-vaccenic [9-11].

Phenolic compounds are secondary metabolites generated in
pentose phosphate, shikimate, and phenylpropanoid pathways
[12]. Studies suggest that phenolic compounds possess ther-
apeutic effects such as against cardiovascular disease [13,14], anti-
microbial properties [15], and antioxidant effects [16]. Stud- ies
show that acai is a source of significant amounts of phenolic
compounds and that these may be related to positive effects of acai
extracts regarding pathogenic microbial activity [17] and neuro-
protective action [18,19].

Another group of compounds with significant presence in acai is
anthocyanins [20-22]. Anthocyaninsareplant-derived compounds
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belonging to the flavonoids subgroup of phenolic compounds group
[23]. Besides antioxidative properties [24], anthocyanins are the
focus of studies for application on humans against diseases such as
cancer [25] and Alzheimer’s[26,27].

Allelopathy is related to growth inhibition or stimulation that a
vegetable organism can cause on another vegetable organism. This
is fundamental to the development of crops because weeds can
compromise cultivation. Therefore, plant extracts have the poten-
tial for posing alternatives for weed control [28].

In this study, the extracts of lyophilized acai berry pulp (LABP)
obtained by COgz supercritical extraction (CO2-SE) were studied
in terms of global yield isotherms, fatty acids compositions, and
allelopathic effects. Moreover, the total phenolic compounds and
anthocyanin contents were studied in lyophilized acai berry pulp
(LABP) obtained by CO»-SE.

1. Materials and methods
1.1. Acai berry samples

The acai berries were purchased from the local market in
Abaetetuba (Para, Brazil). The fruits were immersed in drinking
water at 50 °C for 900 s, then the pulp was extracted with drink-
ing water in an electric depulper. This pulp was lyophilized (Liotop,
model L101, Sao Paulo, Brazil) and stored at —25 °C. Particle size was
analyzed using Tyler sieves (WS Tyler, USA) —8 + 42 mesh and the
average particle diameter was determined according to the method
by the ASAE [29]. The sample’s true density was determined using a
helium pycnometer (Quantachrome, model Ultrapyc 1200e, USA).
Protein content was determined according to analytical methods
in Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz [30], ash content was
determined by incineration in a muffle furnace (Quimis, model Q
310-25) at 550 °C, lipids were determined according to method
963.15 of the AOAC [31], and moisture was determined by infrared
moisturebalance (Gehaka, modelIV 2500, Sao Paulo, Brazil). These
analyses were done in triplicate.

1.2. Extraction procedures: COz supercritical extraction (COz-SE)

The assays were carried out in an SPE-ED SFE system from
Applied Separations model 7071 (Allentown, PA, USA). For CO,-SE,
the extractor vessel used had height of 0.3248 m and inside diam-
eter of 0.014 m. The global yield isotherms were determined using
10g of LABP. CO> densities of 700, 800, and 900kg/ m3 were used.
These densities were relative to temperatures of 50, 60, and 70°C
and pressures of 150, 190, 220, 270, 320, 350, 420, and 490 bar.
TheCO2(99.9% purity, LindeGases, Par4, Brazil) flow rateused was
8.85x 10~%kg/s. Extraction was performed in two stages: a static
period (supercritical COz and acai berry pulp were in closed oper-
ation conditions in the extraction vessel) of 1800 s and a dynamic
period (system was opened and just CO2 and extract werereleased
continuously from the vessel to the collector flask) of 10,800s. The
experiments were performed in duplicate. The global yield was cal-
culated as the ratio between extract mass and acai berry pulp mass
on dry basis (d.b.). The densities of supercritical CO2 were calcu-
lated using the software TermoDi, developed by the Laboratory of
Physical Separations (LASEFI) of the State University of Campinas
(UNICAMP).

1.3. Determination of fatty acids in COz-SE extracts

The fatty acid composition was determined using a gas chro-
matograph (Varian model CP 3380) equipped with a flame
ionization detector and with a CP-Sil 88 capillary column (length
60 m, internal diameter 0.25 mm, film thickness 0.25 pum; Varian,
Inc., USA). This method considers the conversion of fatty acid into
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fatty acid methyl esters (FAMEs). The gaschromatograph, used FID
detector and injector (split ratio 1:100) temperatures of 250 °C, an
injection volume of 1 puL, and helium as carrier gas at a flow rate
of 0.9mL/min. The column temperature was set to 80 °C for 4 min
and increased to 205°C at a rate of 4 °C/min. The software Varian
Star 3.4.1 was used for the chromatograms and known mixtures
of standard fatty acids (Nu-check-prep, Inc., USA) were used to
quantify the fatty acids. The fatty acid contents were expressed
asrelative percentages of total fatty acids. These experiments were
performedinduplicate.

1.4. Allelopathic activity

Based on contents of linoleic, oleic, and palmitic acids, the
extracts used in the allelopathic assays were obtained in condi-
tions of 50°C/150bar, 50 °C/220bar, 50°C/350bar, 60°C/190bar,
and 60°C/270bar. The extracts were evaluated at a concentration
of 1% (w/v) using n-hexane as the dispersion vehicle. 3mL of the
extract solutions formed were added to each petri dish. After evap-
oration of the solvent, 3 mL of distilled water were added. The
bioassay was conducted ina BOD chamber under controlled condi-
tions of 25 °C and photoperiod of 12 h, with monitoring for 3 days,
with daily counts and elimination of germinated seeds, i.e., those
with 2 mm roots or more. Each petri dish was 9 cm in diameter and
was lined with qualitative filter paper and received 20 seeds, as
proposed by Souza Filho et al. [32].

The bioassays of the study of phytotoxic potential elongation of
theradicleand hypocotylwerecarried outunderconditions of 25°C
and photoperiod of 24 h. Two pre-germinated seeds - whose ger-
mination occurred in3 days - were used. After 6 days of growth, the
lengths of the radicle and hypocotyl were measured to determine
the variation in growth.

The weeds Mimosa pudica (malice) and Senna obtusifolia (sickle-
pod) were used as receptor species. The seeds were collected in the
city of Terra Alta in the state of Par4, Brazil. The seeds were cleaned
and placed in paper bags, then treated with sulfuric acid to break
dormancy, with immersion for 20 min for sicklepod and 15 min for
malice.

1.5. Determination of phenolic compounds and anthocyanins in
LABP before and after CO2-SE

The LABP samples before and after CO»>-SE were analyzed to
determine total phenolic compounds and anthocyanin contents.
Total phenolics compounds (TPC) content was determined by vis-
ible spectrometry using Folin-Ciocalteu reagent according to the
method described by Singleton and Rossi [33]. Samples were
processed inaspectrophotometer (Thermo Scientific, Evolution 60)
at 750nm. The TPC in samples was expressed as gallic acid equiv-
alent (GAE) using the equation derived from the standard curve’s
linear regression to determine the composition. These experiments
were done in duplicate.

The total content of anthocyanins was determined by the
method adapted by Francis [34] using a spectrophotometer
(Thermo Scientific, Evolution 60). These experiments were done
in duplicate.

2. Results and discussion
2.1. Acaf berry samples
The samples’ true density was 1230 + 10 kg/m3. The average

particle diameter was 8.659 X 10~% m while the mean mois-
ture of the samples was 2.3 £ 0.02% (d.b.), protein content was
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Fig. 1. Supercritical CO; extraction isotherms yield on dry basis versus density of
lyophilized acai berry pulp. (ll ) 50°C, (M) 60°C and (l)70°C isotherms.

8.93 £ 0.38%, lipids were 4537 = 0.71%, and ash content was
3.20 +0.03%.

1.1. SFE globalyield isotherms

Fig. 1 shows the experimental results of the 50, 60, and 70 °C
isotherms on dry basis and their standard deviations. The high-
est global yield was obtained in the experimental condition of
70 °C/490 bar, while the lowest global yield was obtained under

the condition of 60 °C/190 bar, corresponding to 45.4 + 0.58% and
9.07 = 0.6%, respectively. The effect of temperature and pressure
directly influence the density and, consequently, the solvent’s sol-
ubility power. An analysis of the isotherms of at 50, 60, and 70°C
separately shows that, as carbon dioxide density increased, the
overall extract yield increased in all the experimental conditions
studied; therefore, the effect of carbon dioxide density was the most
prevalent. However, the analysis of the isochoric at 700, 800, and
900kg/m3 in the different experimental conditions of temperature
and pressure used clearly shows the influence of these properties
onglobal extract yield. In general, the isotherm of 70 °C showed the
highestyields for the pressures applied while the isotherm of 60 °C
showed the lowest yields.

1.2. Fatty acids extracts

The fatty acid profiles of LABP extracts obtained by CO»-SE
under different operating conditions are presented in Table 1. The
standard deviations for all fatty acids were lower than 1.8%. The
total amount of fatty acids in acai extracts ranged from 0.02 to
65.81%. Caprylic acid (C8:0) was present in all extracts. The extract
obtained at 70 °C/320 bar showed higher caprylic acid concentra-
tion, while the lowest concentration was found at 70 °C/490 bar.
Traces of capric acid (C10:0) were obtained under 50 °C/150 bar,
70 °C/220 bar, 70 °C/320 bar, and 70 °C/490 bar. Only traces of tride-
canoic acid (C13:0), pentadecanoic acid (C15:0), and linolenic acid
(C18:3) were found in all experimental conditions. The main satu-
rated fatty acid (SFA) in all extraction conditions was palmitic acid
(C16:0) with a concentration of 90.86% at 70 °C/320 bar followed
by stearic acid (C18:0). As for polyunsaturated fatty acids (PUFA),
oleic acid (C18:1) showed higher concentration at 65.81% followed
by linoleic (C18:2) and palmitoleic acids (C16:1). The fatty acid pro-
file analysis of a¢ai extract indicates a low saturated/unsaturated
ratio and the amount of monounsaturated fatty acids (MUFA) is
greater than of PUFA. Considering oleic acid, Nascimento et al.
[35], Schauss et al. [11], and Rogez [10] found similar results of
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Fig. 2. Phytotoxic effects of acai supercritical extracts of acai on the germination of
malice (M. pudica) seeds. Data expressed in percentage of inhibition compared to
the control treatment. B ) Inhibitory effect.

52%, 56.2%, and 54.9%, respectively, except for the extract obtained
under the conditions of 70 °C/320 bar, in which the oleic acid per-
centage was 0.23%, although these operational conditions showed
higher selectivity for palmitic acid (90.86%). In terms of monoun-
saturated fatty acids, the present research found values similar to
those obtained by Nascimento et al. [9] when using enzymatic and
hexane extraction, while, in terms of polyunsaturated fatty acids,
extracts obtained via CO2-SE are free from solvent toxicity.

1.3. Allelopathic activity

Fig. 2 shows that all acai extracts obtained showed potential to
inhibit the germination of M. pudica seeds, therewith the extracts
with the lowest and highest phytotoxic potentials were obtained at
50 °C/220 bar with 25.33 + 2.04% of inhibition, 60 °C/190 bar with
57.78 = 2.34% of inhibition, and 60 °C/350 bar with 60 = 1.67% of
inhibition. These results indicate that, in some cases, the variation
in pressure is more determining of the observed effects than the
variation in temperature, although pressure increases.

For S. obtusifolia germination, Fig. 3 shows that only the
extract obtained in conditions of 50 °C/220bar and 50 °C/350bar
showed inhibitory activity - 11.53 + 2.23% and 5.76 = 1.14%,
respectively. The other extracts showed stimulatory effect and the
one obtained at 50 °C/150 bar had the greatest stimulatory effect

with 13.46 = 1.56%. The stimulatory and phytotoxic effects can be
related to extract concentration [36-38].

Stimulatory and Inhibitory Effect (%)

15 -

50°C 50°C 50°C 60°C 60°C
150 bar 220 bar 350 bar 190 bar 270 bar

Fig. 3. Phytotoxic effects of acai supercritical extracts in the germination of forest
pasture (S. obtusifolia) seeds. Data expressed in percentage of inhibition compared
to the control treatment. B ) Stimulatory effect and M ) inhibitory effect.
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Table 1
Total fatty acids contents of acai (Euterpe oleracea) extracts.

Concentration of fatty acids in % g/100 g

Fatty acids 50 °C 50 °C 50 °C 60 °C 60 °C 60 °C 70 °C 70°C 70 °C
150 bar 220 bar 350 bar 190 bar 270 bar 420 bar 220 bar 320 bar 490 bar
C8:0 0.69 1.26 0.83 0.77 1.58 0.40 0.33 2.27 0.02
C10:0 - 0.03 0.02 0.02 0.04 0.03 - - -
C12:0 0.07 0.17 0.17 0.13 0.19 0.25 0.07 0.33 0.14
C13:0 - - - - - - 0.02 0.21 -
C14:0 0.13 0.24 0.16 0.19 0.21 0.30 0.13 0.42 0.18
C15:0 - - - - - - - - -
C16:0 28.15 30.91 23.47 26.29 29.20 28.58 25.41 90.86 27.81
Cl6:1 4.95 0.03 5.49 6.14 7.08 6.83 4.16 0.08 5.81
C17:0 - 0.04 0.14 0.03 - - 0.05 0.19 0.03
C18:0 1.05 1.25 1.02 0.80 1.14 1.16 1.43 5.35 1.33
C18:1 64.86 65.81 52.73 50.78 60.42 62.41 55.71 0.23 64.65
C18:2 - - 15.54 14.80 - - 12.59 - -
C18:3 - - - - - - - - -
C20:0 0.08 - - - 0.10 - - - -
C22:0 - 0.22 0.38 - - - 0.04 - -
SFA 30.18 34.15 26.22 28.25 32.48 30.74 27.53 99.67 29.53
MUFA 69.81 65.84 58.23 56.93 67.51 69.25 59.87 0.31 70.46
PUFA - - 15.54 14.80 - - 12.59 - -
S/U 0.43 0.52 0.35 0.39 0.48 0.44 0.38 321.52 0.42

C8:0 (caprylic acid); C10:0 (capric acid); C12:0 (lauric acid); C13:0 (tridecanoic acid); C14:0 (myristic acid); C15:0 (pentadecanoic acid); C16:0 (palmitic acid); C16:1
(palmitoleic acid); C17:0 (margaric acid); C18:0 (stearic acid); C18:1 (oleic acid); C18:2 (linoleic acid); C18:3 (linolenic acid); C20:0 (arachidic acid); C22:0 (behenic acid);
SFA (saturated fatty acids); MUFA (monounsaturated fatty acids); PUFA (polyunsaturated fatty acids); S/ U (ratio between saturated /unsaturated fatty acids %/ %).
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Fig. 4. Phytotoxic effects of supercritical extracts of acai on stretching of the primary
root of S. obtusifolia M ) and M. pudica M ). The data presented are expressed in
centimeters.

For Gonzélez et al. [39], the germination process is triggered
after the seeds are saturated in water. Regarding the root elonga-
tion of S. obtusifolia and M. pudica, the allelopathic assaysshowed
thelongestrootelongation for the extract obtained at 50 °C/150bar
for M. pudica and 60°C/270bar for S. obtusifolia. These results show
the low sensitivity of these species when exposed to bioactive
molecules presentin the extracts, however, both species weremore
sensitive to the extract obtained at 50 °C/350 bar, with values of
4.8 x 1073 and 9.8 x 1073 m of root elongation for M. pudica and
S. obtusifolia, respectively, as shown in Fig. 4. However, maximum
inhibition was very low, which indicates that the chemical com-
pounds present in the supercritical extracts have low phytotoxic
capacity, specifically toinhibit theelongation of theradicle. By com-
parison, the primary root elongation of S. obtusifolia was inhibited
more than of M. pudica. Regarding hypocotyl elongation, M. pudica
was more sensitive to the phytotoxic effects (Fig. 5) and the best
results were observed under the conditions of 60°C/190bar for M.
pudica and 50 °C/150 bar for S. obtusifolia.

The stimulatory and inhibitory effects recorded for seed ger-
mination and radicle and hypocotyl elongation can be attributed
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Fig. 5. Phytotoxic effects of supercritical extracts of acai on stretching of hypocotyl S.
obtusifolia M ) and M. pudica @ ). The data presented are expressed in centimeters.

to the presence of compounds such as free fatty acids, including
linolenic, linoleic, oleic, and palmitic acids, since they have proven
phytotoxic effects, and the concentration and number of unsat-
urations are also important factors for the phytotoxicity of fatty
acids [40,41]. Nonetheless, the fatty acid profiles of the extracts are
similar, however, there are other secondary metabolites that have
not been identified and may be associated with the phytotoxicity
and the stimulatory effect on the different seeds analyzed. Overall,
the extracts are more effective on seed germination, mainly for the
species M. pudica.

1.1. Contents of phenolic compounds and anthocyanins in LABP
before and after COz-SE

The content of phenolic compounds in the LABP samples before
CO»-SE was 5520 + 1.03 mg/100 g of sample. After CO2-SE, this
content in different operating conditions ranged from 5457 to
7565 mg/100 g of sample. The results showed an increase in the
concentration of phenolic compounds in eight of nine samples,
and the standard deviations were lower than 0.18% (Fig. 6). The
highest concentration of phenolic compounds obtained was in
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Fig. 7. Anthocyanins content in lyophilized acai berry pulp before (LABP) and after
CO»-SE. )50 °C, )60 °C and M) 70 °C isotherms.

conditions of 70°C/350bar and solvent density of 900kg/m3. The
phenoliccompound contentin LABP after CO2-SE sample obtained
at 60 °C/190 bar and 700kg/m?3 was approximately equal to that
found in pulp before CO»-SE, i.e., 5457mg/100g of sample.

In the LABP before CO>-SE, the total anthocyanin content was
96.58 = 0.11mg/100 g of sample. The total anthocyanin content in
LABP samples after CO»-SE in different operating conditions ranged
from 96.1 to 137.5 mg/100 g of sample. Fig. 7 shows the values
obtained and their specific deviation; thestandard deviationfor the
samples was lower than 0.15% and the results showed an increase
in the concentration of total anthocyanin content in eight of the
nine samples. The sample obtained at 50 °C/220 bar and solvent
density of 700kg/m?3 exhibited the highest concentration of antho-
cyanins. The sample obtained at 50 °C/150bar and solvent density
of 700 kg/m3 showed anthocyanin content of 96.58 mg/100 g of
sample, which was approximately the same total anthocyanin con-
tent found in pulp before CO»-SE.

The extracts obtained by CO>-SE favor an increase in contents
of phenolic compounds and anthocyanins in LABP, thus the
lyophilized acai berry pulp after CO2-SE has great potential in
nutraceutical applications [12-27].

1. Conclusions

The highest global yield on dry basis of the acai extracts was
obtained at 70 °C isotherms, while the lowest global yields were
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obtained at 60 °C isotherms. The fatty acid profile analysis of acai
extracts indicates a low saturated/unsaturated ratio except for
70 °C/320 bar. The amount of MUFA is greater than of PUFA and
the SFA content varied from 26.22 to 99.67% at experimental con-
ditions of 50 °C/200 bar and 70 °C/320 bar, respectively. Moreover,
the extracts had phytotoxic effect for the species M. pudica and
some extracts had stimulatory effects on S. obtusifolia germina-
tion. Radicle and hypocotyl growth were lower for the species
M. pudica than S. obtusifolia. Comparing the phenolic compounds
results obtained for LABP before and after CO»>-SE, the best con-
dition was 50 °C/350bar, while for anthocyanin contents the best
conditionwas50°C/220bar. The LABPsamplesobtained after CO»-
SE were rich in phenolic compounds and anthocyanins, which
shows its potential applications in nutraceutical purposes.
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Tabela Al- Dados experimentais da biometria dos frutos de acai

ANEXOS

Amostra Peso Diametro Comprimento
(9) (cm) (cm)
1 2,5789 1,7 15
2 2,9218 1,7 1,5
3 2,7285 1,6 15
4 2,1539 15 1,4
5 2,691 1,7 15
6 2,5907 1,6 14
7 2,3898 1,6 15
8 2,7167 1,7 15
9 2,4621 1,6 1,4
10 2,5993 1,6 1,3
11 2,3675 1,6 1,4
12 2,9767 1,8 1,5
13 2,5234 1,7 1,4
14 2,4886 1,6 1,5
15 2,6999 1,6 15
16 2,5267 1,6 14
17 2,5492 1,6 1,3
18 2,394 1,6 1,4
19 2,7565 1,6 15
20 2,4109 1,7 14
21 1,8803 1,5 1,3
22 2,3976 1,6 1,4
23 2,7455 1,7 15
24 2,4096 1,6 1,4
25 2,5347 1,6 1,4
26 2,5516 1,6 1,4
27 2,6632 1,6 1,5
28 2,5205 1,7 15
29 2,6464 1,6 1,3
30 2,6363 1,6 1,4
31 2,9349 18 1,5
32 2,7745 1,7 15
33 2,7001 1,6 1,4
34 2,6052 1,6 1,4
35 2,6604 1,6 1,4
36 2,9913 1,8 1,6
37 1,7125 15 1,2
38 2,3779 1,6 1,4
39 2,6882 1,7 1,5
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

2,5332
2,7381
2,0955
2,5577
2,3422
2,8088
2,3229
2,7944
2,0365
2,7811
1,7214
2,6516
2,8915
1,532
1,8638
2,5204
2,5758
2,5364
2,5002
1,4666
2,6485
2,1291
1,5457
2,6586
1,8062
2,5013
2,5013
2,5078
2,5274
2,6143
2,4914
1,9334
2,89
2,8998
2,431
1,578
2,3792
1,9719
1,6598
1,5615
1,611
2,2852
2,187
2,6246
1,8382
1,5188

1,6
1,7
15
1,7
1,6
1,7
1,6
1,7
15
1,7
15
1,6
1,7
1,4
1,5
1,7
1,6
1,6
1,6
1,4
1,7
1,7
1,4
1,6
1,6
1,6
1,6
1,7
1,7
1,7
1,6
1,6
1,8
1,6
1,4
1,5
1,5
15
1,5
1,4
1,6
1,6
1,6
1,7
1,7
1,4

1,4
1,5
1,2
1,5
1,4
1,5
1,4
1,5
1,3
1,5
1,3
1,4
1,5
1,2
1,3
1,5
1,4
1,4
1,4
1,2
1,5
1,5
1,2
1,4
1,4
1,4
1,4
1,5
1,5
1,5
1,4
1,4
1,6
1,4
1,3
1,2
1,3
1,3
1,2
1,1
1,2
1,3
1,3
1,3
1,4
1,1

112



86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131

1,2731
1,66272
1,8828
1,7805
1,5244
1,6932
1,6448
1,6904
1,7117
1,4125
2,3535
2,222
1,5844
1,2947
1,69
1,7346
1,6458
1,6157
1,609
1,4245
1,8465
1,2456
1,463
1,1432
1,4051
1,3127
2,5843
1,5399
1,5377
1,4538
1,4545
1,7399
1,4978
1,3905
1,2791
1,6788
1,6967
1,2944
2,2823
1,8424
1,69
1,3222
1,5049
1,1845
1,7901
1,3538

1,4
1,4
1,7
1,5
1,4
1,5
15
1,5
15
1,4
1,6
1,6
1,4
1,3
1,4
1,5
1,5
1,5
1,5
1,4
1,5
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,7
1,4
1,5
1,4
1,4
1,6
1,4
1,4
1,3
1,4
1,4
1,4
1,6
15
1,5
1,4
1,4
1,4
1,6
1,4

1,2
1,1
1,3
1,1
1,2
1,3
1,3
1,3
1,3
1,4
1,1
1,2
1,1
1,3
1,1
1,2
1,3
1,3
1,5
1,3
1,4
1,5
1,2
1,3
1,5
1,4
1,4
1,4
1,2
1,5
1,5
1,2
1,4
1,4
1,4
1,4
1,5
1,5
1,3
1,2
1,3
1,2
1,2
1,2
1,5
1,5

113



132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177

1,5546
2,504
1,5749
1,5987
1,6967
1,4725
1,6363
1,5941
1,686
1,4451
1,6635
2,4775
1,6963
1,7244
1,8704
1,5799
1,5518
1,6472
1,8008
1,722
1,7174
1,4019
1,425
1,7623
1,3036
1,7739
1,6012
1,4381
1,4847
1,8276
1,5786
1,8428
1,7021
1,2501
1,4842
1,3535
1,7297
1,4187
1,5838
1,3097
1,9444
1,8513
1,6092
1,6832
1,7528
1,572

1,4
1,6
15
1,4
15
1,4
15
1,4
15
1,4
15
1,6
15
1,5
1,5
1,4
1,4
1,4
1,5
1,5
1,5
1,4
1,4
1,5
1,4
1,6
1,5
1,3
1,4
1,5
1,4
1,5
1,4
1,3
1,4
1,4
1,5
1,4
1,5
1,3
1,5
1,4
1,5
15
1,5
1,4

1,6
1,4
1,5
1,4
1,5
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,7
1,4
1,5
1,4
1,4
1,6
1,4
1,4
1,3
1,4
1,4
1,4
1,3
1,4
1,5
1,4
1,3
1,1
1,2
1,2
1,2
1,5
1,3
1,4
1,2
1,2
1,3
1,1
1,2
1,1
1,2
1,1
1,3
1,3
1,4
1,3
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178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210

1,6205
2,0343
1,3943
1,8349
1,418
1,7472
1,975
1,6463
1,8274
1,5351
1,6753
1,684
1,8509
1,6758
1,6182
1,775
1,682
1,8089
1,5765
1,6726
1,5917
1,4835
1,3013
2,3589
2,4504
1,6912
1,7614
1,8
1,688
2,2694
1,4276
2,6563
2,6239

1,4
1,6
1,4
1,5
1,4
1,5
1,6
1,4
15
1,4
15
1,4
15
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,4
1,4
1,4
1,6
1,6
1,5
1,5
1,5
1,5
1,6
1,3
1,7
1,7

1,4
1,5
1,2
1,4
1,4
1,5
1,4
1,5
1,4
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,4
1,5
1,5
1,5
1,5
1,3
1,4
1,3
1,3
1,4
1,5
1,4
1,3
1,2
1,3
1,4

Tabela A2- Dados experimentais da granulometria da polpa de agai liofilizada

# Diametro di+1 (di.di+1)° Wi (g) logd wi.logdi %
Tyler da malha
(mm)
8 2,36 21,79 0,372912 8,125753 9,478446
14 1,2 2,36 1,6828547 34,09 0,079181 2,699289 14,82883
20 0,84 1,2 1,003992 64,97 -0,07572 -4,91957 28,26134
28 0,54 0,84 0,6734983 8,79  -0,26761 -2,35226 3,823568
42 0,35 0,54 0,4347413 88,71 -0,45593 -40,4457 38,58802
48 0,3 0,35 0,324037 10,22 -0,52288 -5,34382 4,445604
Fundo 0,15 0,3 0,212132 1,32 -0,82391 -1,08756 0,574188
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Tabela A3- Dados experimentais das isotermas de rendimento global

Temperatura Pressdo, Densidade, Rendimento, Desvio

(bar)  (Kg/m’) (%0)

50 °C 150 700 19,15 1,63
220 800 35,72 0,23
350 900 43,72 3,28

60 °C 190 700 9,07 0,60
270 800 33,81 0,34
420 900 40,78 0,19

70°C 220 700 39,98 1,69
320 800 40,07 0,08
490 900 45,40 0,58

Tabela A4. Dados do ensaio cinético obtido via extracdo com fluido supercritico com
CO2 a partir da polpa de acai liofilizada a 50 °C, 220 bar e vazdo de CO2 de 3 L/min.

Coleta Tempo Massa de Massa Rendimento
(min)  dleo acumulada (%)
extraida (g) de 6leo (g)
1 10 1,0538 1,0538 10,48
2 20 0,418 1,4718 14,64
3 30 0,3063 1,7781 17,69
4 50 0,4466 2,2247 22,14
5 70 0,3775 2,6022 25,90
6 90 0,1247 2,7269 27,14
7 120 0,0845 2,8114 27,98
8 150 0,067 2,8784 28,65
9 180 0,058 2,9364 29,22
10 210 0,057 2,9934 29,79
11 240 0,0577 3,0511 30,36

116



Tabela A5 - Dados do ensaio cinético obtido via extragdo com fluido
supercritico com CO2 a partir da polpa de acai liofilizada a 50 °C, 350 bar e vazao de
CO2 de 3 L/min.

Coleta Tempo Massa de Massa Rendimento
(min)  Oleoextraida acumulada (%)
@) de dleo (9)
1 10 1,2537 1,2537 12,50
2 20 0,5421 1,7958 17,90
3 30 0,4684 2,2642 22,57
4 50 0,3326 2,5969 25,89
5 70 0,3668 2,9638 29,55
6 90 0,3414 3,3052 32,95
7 120 0,3470 3,6523 36,41
8 150 0,2042 3,8565 38,45
9 180 0,1562 4,0128 40,00
10 210 0,0346 4,0474 40,35
11 240 0,0457 4,0932 40,81
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