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RESUMO

A pimenta rosa (Schinus terenbithifolius Raddi) vem chamando atencdo de produtores e
consumidores do nordeste do Brasil por oferecer beneficios a satde devido a seus compostos.
Assim sendo, a atividade antioxidante e cinética de extracdo do 6leo de pimenta rosa (Schinus
terenbithifolius Raddi) foram avaliadas neste trabalho. Foram realizadas extracdes com CO>
supercritico puro (SFE/CO2), CO2 supercritico com isopropanol (SFE/CO, + C3HgO) e por
Soxhlet (ES) utilizando os solventes metanol, etanol e hexano. No processo de extracdo com
fluido supercritico foi utilizado planejamento experimental fatorial 22 com tréplica no ponto
central, sob condicGes do processo, temperaturas de 20, 40 e 60°C, pressdes de 15, 20 e 25 MPa
e vazdo de solvente de 2, 3 e 4 mL min™ para a SFE/CO,, concentrag&o de isopropanol de 2, 4
e 6% e vazdo de solvente fixadaem 4 mL min™ paraa SFE/CO2 + C3HsO. A cinética de extragio
foi avaliada nas condicdes de 20 MPa/40°C/3 mL min para SFE/CO; e 20 MPa/40°C/4% para
SFE/CO; + C3HgO. Foram usados os modelos de Tan e Liou, de Esquivel e de Martinez para
ajuste da curva cinética. O modelo de Martinez foi 0 que melhor se ajustou a curva cinética,
que resultou em menor erro médio relativo (Em). Dentre as formas de extracéo, a que obteve
melhores resultados foi extracdo por Soxhlet utilizando o metanol como solvente, com
rendimento global do 6leo (28,62%). Os melhores resultados da atividade antioxidante foram:
pelo método DPPH (125,82, 452,30 e 408,68 ug mL?), ABTS (68,25, 35,53 € 28,82 uMTEAC
g de 6leo), compostos fendlicos (1424,85, 143,26 e 268,67 mgGAE 100g de 6leo) que foram
obtidas nas amostras de 6leo na extracdo por Soxhlet usando o solvente metanol, CO;
supercritico puro e SFE/CO, + C3HgO. A composicao do 6leo foi avaliada por cromatografia e
foram encontrados alguns compostos fendlicos como: tocoferol, &cido galico, acido p-
cumarico, acido trans-cinamico e guercentina.

PALAVRAS-CHAVE: Pimenta rosa; Extracdo; Extracdo supercritica; Antioxidantes.



ABSTRACT

The rose pepper (Schinus terenbithifolius Raddi) has drawn attention from producers and
consumers in the northeast of Brazil for offering health benefits due to its compounds.
Therefore, the antioxidant and Kinetic activity of rose pepper oil extract (Schinus
terenbithifolius Raddi) were evaluated in this work. Extractions with pure supercritical CO2
(SFE/CO2), supercritical CO2 with isopropanol (SFE/CO2 + C3H80) and Soxhlet (SE) were
carried out using methanol, ethanol and hexane solvents. In the supercritical fluid extraction
process, a factorial 23 experimental design with replica in the central point was used, under
process conditions with temperatures of 20, 40 and 60°C, pressures of 15, 20 and 25 MPa and
solvent flow of 2, 3 and 4 mL min-1 for SFE/CO2, 2, 4 and 6% isopropanol concentration and
solvent flow set at 4 mL min-1 for SFE/CO2 + C3H80. The extraction kinetics were evaluated
at 20 MPa/40°C/3 mL min-1 for SFE/CO2 and 20 MPa/40°C/4% for SFE/CO2 + C3H80. The
models of Tan and Liou, Esquivel and Martinez were used to adjust the kinetic curve. The
Martinez model best fit the kinetic curve, which resulted in a smaller mean relative error (mre).
Among the extraction methods, the Soxhlet extraction using methanol as the solvent achieved
the best results with an overall oil yield (28.62%). The best results of the antioxidant activity
were: by the DPPH method (125.82, 452.30 and 408.68 ug mL-1), ABTS (68.25, 35.53 and
28.82 uUMTEAC g-1 oil), (1424.85, 143.26 and 268.67 mgGAE 100g-1 of oil) which were
obtained in the Soxhlet extraction oil samples using methanol solvent, pure supercritical CO2
and SFE/CO2 + C3H8O. The composition of the oil was evaluated by chromatography and
some phenolic compounds were found: tocopherol, gallic acid, p-coumaric acid, trans-cinnamic
acid and quercentin.

KEYWORDS: Rose pepper; Extraction; Supercritical extraction; Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

As pimentas estdo entre as especiarias mais apreciadas no mundo e movimentam um
mercado em constante crescimento. No Brasil, estima-se que séo cultivados anualmente 2000
ha com pimentas em todas as regides brasileiras, destinadas aos mais diversos fins. De acordo
com Emater (2013) o mercado para as pimentas pode ser dividido em fungdo do objetivo da
producdo: mercado de consumo interno ou para exportacdo, como também pode ser dividido
quanto a forma de apresentacdo do produto: mercado de consumo de produto in natura
(pimentas sem processamento) ou mercado de consumo de produto processado. Praticamente
toda a producéo destinada a exportacao é na forma processada, enquanto para o mercado interno
tanto as formas processadas como in natura sdo importantes.

Segundo Santos (2014), o setor agroindustrial tem se expandido muito nos ultimos
anos, trazendo como consequéncia aumento no volume de residuos agroindustriais. Parte destes
residuos é descartada no meio ambiente sem tratamento adequado, outra parte € utilizada na
alimentacdo animal, destinos que, a priori, ndo geram ganhos econdmicos para a agroindustria,
além de representarem gargalos logisticos e ambientais na sua disposicdo. Assim sendo, varias
pesquisas vém sendo desenvolvidas buscando melhor aproveitamento dos residuos do
agronegocio.

No Brasil, em especial no Nordeste, h& muita diversidade na producéo agricola, assim
é crescente 0 numero de pesquisas envolvendo a producdo de antioxidantes naturais de 6leos
vegetais. Nesse contexto, técnicas de extracdo com solvente a partir de residuos agricolas para
a producdo de éleos com propriedades antioxidantes sdo cada vez mais estudadas na busca de
promover a substituicdo de antioxidantes sintéticos ou fazer associagdes entre agentes naturais
e sintéticos, propiciando o desenvolvimento de técnicas que reduzam os efeitos negativos de
produtos ndo naturais.

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados pela industria de alimentos, como 0 BHA
(butil-hidroxianisol), o BHT (butil-hidroxitolueno), PG (galato de propila) e o TBHQ (terc-
butilhidroquinona), tém despertado preocupacdo quanto as doses de seguranca e toxicidade,
pois podem estar envolvidos em muitos riscos a satde, incluindo cancer. Oleos de frutas,
vegetais, cereais, sementes e seus residuos sao fontes potenciais de antioxidantes naturais, tais
como o acido ascorbico, tocoferois, carotenoides e compostos fendlicos.

Além dos antioxidantes enddgenos (enzimas antioxidantes), o organismo também
utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (vitamina A),

acido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos. Conforme Ambigaipalan (2015) estudos
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epidemioldgicos, clinicos e de intervencdo demonstram, cada vez mais, evidéncias de que 0s
antioxidantes podem prevenir ou diminuir o desenvolvimento de muitas doencas.

Métodos tradicionais de extracdo, incluindo a extracdo com solventes organicos, a
destilacdo a vapor e a hidrodestilagdo, sdo bastante utilizados para a obtencdo de extratos e
6leos essenciais de diversas matrizes vegetais. Conforme Hajimirsadegui (2007), estas técnicas
geralmente envolvem altas temperaturas de processo que podem ocasionar alteragdes quimicas
e destruicdo de compostos termossensiveis, assim como a perda de qualidade do 6leo. A
tecnologia supercritica e liquido pressurizado apresentam-se como técnicas alternativas de
extracOes que buscam o aumento da qualidade, utilizando a exploracdo da seletividade do
processo como uma de suas principais caracteristicas.

Nesse sentido, o objetivo geral deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante e
cinética de extracao do 6leo obtido do residuo da pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)
usando diferentes solventes e técnicas de extracdo. Além disso, os parametros cinéticos foram
estimados usando-se 0s modelos de Tan e Liou, Esquivel e Martinez, visando melhor
compreensdo da extracdo com fluido supercritico. Os objetivos especificos foram: Obter 6leo a
partir do residuo de pimenta rosa usando extracdo com Soxhlet e extracdo supercritica com
didxido de carbono puro e com alcool isopropilico como cossolvente; Obter as curvas cinéticas
de rendimento de extracdo a partir dos sistemas de extracdo supercritica; Obter parametros de
transferéncia de massa e cinéticos através de modelos matematicos nas extracdes com fluidos
supercriticos; Verificar a influéncia da temperatura, presséo e vazdo nos processos de extracdo
supercritica através do planejamento experimental com ponto central e tendo como variavel
resposta o rendimento, concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante;
Identificar e quantificar compostos antioxidantes (fendlicos e vitamina E) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE); Determinar o teor de compostos fendlicos totais dos 6leos
utilizando o método Folin-Ciocalteu; Determinar a atividade antioxidante dos 6leos atraves do
método de inibicdo do radical livre (DPPH e ABTS). O residuo utilizado neste projeto é gerado
no processo de producdo e beneficiamento da pimenta rosa desenvolvido pela ONG

Ecoengenho em Alagoas, municipio de Piacabucu vinculado ao Projeto Aroeira.



17

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pimenta rosa

A Schinus terenbinthifolius Raddi é uma planta pertencente a familia Anacardiaceae
conhecida popularmente por diversos nomes, tais como: aroeira, pimenta rosa, aroeira-
vermelha, aroeira-pimenteira, aroeira-do-brejo, aroeira precoce, cabui, fruto-de-raposa,
coracdo-de-bugre, fruto-de-sdbia, pimenta brasileira, aroeira-da-praia. A aroeira-pimenteira é
uma arvore perene nativa da costa do Brasil e que foi introduzida em outras regides da América
do Sul, América Central, Europa, Asia e Africa (BERGAMASCHI, 2015). E uma arvore
mediana com 5 a 10 metros de altura, perenifdlia, de copa larga e tronco revestido de casca
grossa. Os frutos sdo globdides, arométicos, adocicados e de coloracdo vermelha quando

maduros, como observado na Figura 1.

Figura 1 — Pimenta Rosa

A pimenta rosa ocorre principalmente ao longo da Mata Atlantica, desde o Rio Grande
do Norte até o Rio Grande do Sul, e seu plantio desponta como uma das alternativas para a
diversificagdo agricola. Os frutos de pimenta rosa comercializados in natura sdo amplamente
empregados na culinaria mundial ou utilizados na producdo de dleo essencial. Segundo
Bendaoud et al. (2010), o consumo destes frutos vem sendo estimulado desde a década de 80,
principalmente em funcdo da presenca de compostos fendlicos, tendo sido utilizados nos
altimos anos em substitui¢do a pimenta-do-reino, sendo que ha grande similaridade entre seus
componentes quimicos. Esta espécie apresenta alto poder alelopatico e apresenta atividades

antioxidantes, anti-inflamatdrias, antissépticas, antifingicas, antibacteriana e mutagénica.
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Segundo Bertoldi (2006), a atividade antioxidante da pimenta rosa esta relacionada a
presenca de compostos polares, principalmente os fendlicos. Tais propriedades podem ser
potencializadas através da aplicacdo do extrato fendlico, ou oleorresina e 6leo essencial, em
produtos farmacéuticos, cosméticos e alimentos.

Os estudos desenvolvidos por Bendaoud et al. (2010) mostraram que o0s Oleos
essenciais de pimenta rosa, obtidos de diferentes partes da planta, induziram a atividade
antioxidante in vitro e também apresentaram citotoxicidade contra cancer de mama. O 6éleo
essencial foi obtido por destilacdo a vapor de frutos originarios do sul da Tunisia. Como
resultado o que continha o maior teor de sesquiterpenos apresentou maior atividade bioldgica.
Verificou-se também a acdo antimicrobiana contra patdgenos de origem alimentar e de
humanos.

O trabalho desenvolvido por Martins et al. (2014) verificou que o 6leo essencial das
folhas e frutos de Schinus molle, com composicdo semelhante ao 6leo de Schinus
terebinthifolius, apresentou propriedades antioxidantes e antimicrobianas contra bactérias
Gram positivas e negativas, e fungos deteriorantes de alimentos.

O melanoma maligno é um dos tipos mais agressivos de cancer e sua incidéncia tem
aumentado gradualmente nos ultimos anos, representando aproximadamente 75 % das mortes
por cancer de pele. Matsuo et al. (2011) investigaram o0 mecanismo de morte celular induzida
por a-pineno e sua aplicacdo terapéutica. Os autores relataram que este composto,
frequentemente presente nos 6leos de pimenta rosa, foi muito eficaz no tratamento do
melanoma metastatico e na reducdo do nimero de nédulos tumorais pulmonares.

A pimenta rosa esta entre as espécies vegetais listadas na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), o qual é constituido de
inventario de espécies vegetais com potencial de gerar produtos de interesse ao Sistema Unico
de Saude (SUS). A finalidade da RENISUS ¢ subsidiar o desenvolvimento de toda cadeia
produtiva da planta, bem como orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboragao
da RENAFITO (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos), dando suporte ao

desenvolvimento e a inovacgdo na area de plantas medicinais e fitoterapicos (ANDRADE, 2017).
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2.2 Residuos solidos

Por definicdo da NBR 10004 da ABNT (2004), residuos solidos séo:

Residuos nos estados sélido e semissolido, que resultam de atividades de origem
industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servigos e de varrigdo. Ficam
incluidos nesta defini¢do os lodos provenientes de sistemas de tratamento de agua,
aqueles gerados em equipamentos e instalagdes de controle de poluigdo, bem como
determinados liquidos cujas particularidades tornem inviavel o seu langcamento na
rede publica de esgotos ou corpos de dgua, ou exijam para isso solucdes técnica e
economicamente invidveis em face a melhor tecnologia disponivel.

As atividades agropecuarias e de processamento de produtos agropecuarios
proporcionam diversos problemas ao meio ambiente, tais como: polui¢cdo no solo, em aguas
superficiais e em aguas subterraneas. Esses residuos apresentam concentracdo de material
organico elevada e seu langamento em corpos hidricos podem proporcionar decréscimo na
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio (MATQOS, 2005).

O aumento da preocupacdo a respeito dos residuos sélidos deve-se a expansao da
consciéncia coletiva com o meio ambiente. Com isso, a complexidade das atuais demandas
ambientais, sociais e econémicas induz a um posicionamento dos trés niveis de governo,
sociedade civil e iniciativa privada. Os residuos manejados adequadamente, adquirem valor
comercial e podem ser utilizados na forma de novas matérias-primas ou novos insumos
(BRASIL, 2017).

Os residuos podem conter muitas substancias de alto valor. Caso seja empregada
tecnologia adequada, estes materiais podem ser convertidos em produtos comerciais ou
matérias-primas para processos secundarios. Numerosas substancias relacionadas ao processo
de producéo de alimentos sdo adequadas para separacao e reciclagem (LAUFENBERG et al.,
2003).

A crescente preocupacdo com o meio ambiente leva a viabilizacdo de projetos que
visam & sustentabilidade do sistema de producédo industrial. De acordo com Matos (2005), a
industria de alimentos produz uma série de residuos com alto valor de reutilizacdo, com isso
inUmeras pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de aproveitamento desses
residuos. Isso faz com que minimize os impactos ambientais dessas industrias na regido onde
estéo localizadas e agrega valor aos produtos do mercado.

Estudo realizado por Kobori e Jorge (2005), em que sua finalidade foi caracterizar os
6leos extraidos das sementes de laranja, maracuja, tomate e goiaba, como aproveitamento de

residuos industriais. Os 6leos foram extraidos das sementes em um extrator Soxhlet, utilizando



20

como solvente o éter de petrdleo. As analises realizadas indicaram que esses 6leos possuem
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a 6leos comestiveis, no qual pode ser uma nova
fonte de dleos para o consumo humano.

Reda et al. (2005) pesquisaram a caracterizacdo dos 0leos essenciais de lim&o rosa e
de limdo siciliano, considerados como residuos industriais, e puderam concluir que tém
propriedades semelhantes aos dos 6leos comestiveis com boa perspectiva de utilizagdo na

producdo de alimentos.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica de residuos de pimenta rosa

2.3.1 Acidez titulavel (AT)

De acordo com o Instituto Adolfo Lutz — IAL (2008), a determinacédo de acidez pode
fornecer um dado valioso na apreciacdo do estado de conservacdo de um produto alimenticio.
Um processo de decomposicdo, seja por hidrolise, oxidacdo ou fermentacdo, altera quase
sempre a concentracdo dos ions de hidrogénios. Os altos teores de &cidos revelam uma
caracteristica importante no que diz respeito ao processamento, pois 0s frutos que possuirem
uma elevada acidez ndo precisam de muita adicdo de acidificantes em processos industriais.

Dambros (2014) encontrou resultados na pimenta Capsicum sp, que variam de 0,12 a
0,64 g de &cido citrico 100 g de amostra em base Umida. Régo et al. (2011), obtiveram

resultados semelhantes avaliando diversos tipos de pimentas.

2.3.2 Umidade (V)

Os frutos da aroeira quando recém colhidos apresentam uma alta atividade de agua e
substratos, favorecendo a acdo enzimaética e alterages fisioldgicas, com consequentes perdas
de constituintes volateis e de principios ativos, além de mudancas na textura e na coloracao.
Para garantir sua qualidade sensorial a pimenta rosa deve ser comercializada na forma
dessecada.

A umidade representa o teor de 4gua contida no alimento que quando se encontra fora
das recomendagdes técnicas afeta a qualidade geral e, por consequéncia, afeta a estocagem, o
processamento e a embalagem. De acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008), residuo obtido

apos o aquecimento é chamado de residuo seco.
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Mehta et al. (2017) estudaram o efeito de técnicas de secagem (solar, ar quente e
secagem solar) e tratamento com branqueamento na analise fisico-quimica de améndoa e
pimenta Capsicum spp, sendo que os resultados mostraram que o teor de umidade foi maior em
vegetais frescos, devido aos seus 85-90 g 100 g de teor de 4gua, em comparagdo com vegetais
secos. A maior remocao de umidade foi encontrada em amostras de Capsicum seco por secagem
solar ndo branqueada (2,2 + 0,01 g 100 g}) e amargo (2,4 + 0,10 g 100 g'*) em comparagéo
com um gabinete de ar quente e um capim aberto ao sol (3,4 + 0,20 g 100 g%; 3,8 + 0,20 g 100
gl) e amargo-calabougco, respectivamente (2,3 + 0,10 g 100 g%; 2,6 + 0,02 g 100 g).

Foram apresentados valores de umidade por Dambros (2014) para pimenta Capsicum
spp, apresentando menor teor de umidade sendo 77,23 % e a maior teor encontrada foi de 91,71
%.

Santos (2013) determinou umidade da matéria-prima pimenta malagueta in natura de
61 £ 1 % e ap6s 20 horas de secagem em uma estufa a 70°C, foi encontrada a umidade de
equilibrio de 5,68 + 0,04 %.

De acordo Lannes et al. (2007) deve ser levado em consideracao o teor de umidade
para utilizacao e escolha da pimenta para secagem, pois quanto menor o teor de umidade, menor

sera o custo de secagem.

2.3.3 Lipidios totais (LT)

Os lipidios s@o compostos organicos altamente energéticos, contém &cidos graxos
essenciais ao organismo e atuam como transportadores das vitaminas lipossolUveis. Sao
substancias insollveis em agua, mas sollveis em solventes organicos.

A determinacdo de lipidios em alimentos é feita, na maioria dos casos, pela extracao
com solventes, por exemplo, éter. Quase sempre se torna mais simples fazer extracdo continua
em aparelho do tipo Soxhlet, seguida da remocdo por evaporacdo ou destilacdo do solvente
empregado. O residuo obtido ndo é constituido unicamente por lipidios, mas por todos 0s
compostos que, nas condicdes da determinacdo, possam ser extraidos pelo solvente
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Resultado encontrado por Santos (2013) para o teor de lipidios totais, mostra o
rendimento obtido pela técnica de Soxhlet com hexano de 9,7 + 1 %, ressaltando que valores
préximos foram obtidos por Nogueira et al. (2005).



22

2.3.4 Proteinas

A determinacdo do teor de proteinas baseia-se na determinacdo de nitrogénio nas
amostras, geralmente feita pelo processo de digestdo Kjeldahl. Este método é baseado em trés
etapas: digestdo, destilagéo e titulacdo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Dambros (2014) obteve valores de teor de proteinas presente em pimenta Capsicum

spp, para 10 tipos de diferente locais, variando o menor teor de 0,8 % e 0 maior de 2,32 %.

2.3.5 Cinzas (C)

De acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2008), residuo por incinera¢do ou cinzas é o
nome dado ao residuo obtido por aquecimento de um produto em temperatura proxima a 550-
570 °C. Nem sempre este residuo representa toda a substancia inorganica presente na amostra,
pois alguns sais podem sofrer redugéo ou volatilizacdo durante o aquecimento. Geralmente, as
cinzas sao obtidas por ignicdo de quantidade conhecida da amostra.

Resultados referentes a teor de cinzas foram encontrados por Dambros (2014) para
pimenta Capsicum spp em 10 tipos de regides diferentes, variando o teor de cinzas de 0,83 a
1,54 %.

2.4 Extracao de 6leo

Oleos essenciais s&0 compostos aromaticos, volateis que podem ser extraidos de
raizes, caules, folhas, flores ou de todas as partes de plantas aromaticas. Essas extra¢cdes podem
ocorrer por destilacdo de arraste a vapor, compressao de vegetais ou uso de solventes, sendo a
primeira a mais utilizada. Os 6leos obtidos a partir das técnicas de extracdo podem ser aplicados
em diversas aréas industriais, como alimenticia, cosmética e farmacéutica (LAGO et al., 2014;
SILVA et al., 2014).

Segundo Dagostin (2015), a extracdo de éleos € um processo utilizado para remover
0s componentes do solido, liquido ou gas, podendo ocorrer por diferentes formas: artesanal
(fervura), prensagem mecanica (hidraulica e continua), por solvente e outros processos mais
avancados usando fluidos supercriticos, fluidos pressurizados (estado subcritico) e enzimas.
Antes da extracdo € necessario 0 preparo da amostra, que inclui descascamento, limpeza,

secagem, desintegracao, floculacdo e condicionamento ou aquecimento.
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Em um processo de extracdo solido-liquido, os componentes da fase solida podem ser
separados através da utilizacdo de um solvente apropriado que possa ter afinidade com a sua
parte solUvel. Para esse tipo de extracdo é necessario usar equipamentos especiais a fim de que
ocorra a transferéncia de massa de maneira adequada (FOUST et al., 2012).

De acordo com Gomide (1983), a transferéncia de massa ocorre até o equilibrio ser
atingido, ou seja, até o soluto esta totalmente dissolvido obtendo uma solu¢do com concentracéo
uniforme. Quando o equilibrio é atingido, tem-se 0 6leo, que ¢é a solugédo que foi separada (soluto
+ solvente) e o sélido esgotado, que € o residuo formado pelo solido inerte e a solucdo que ficou
retida nele. As variaveis usadas no balango de massa sao definidas de acordo com a Equacéo 1

e a Equacdo 2, considerando que ndo ha material inerte no 6leo.

ma
Ya = 1
A MA +ms ( )
maAa
Xp=——— 2
A mAa+ms ( )

Sendo Yaé a fracdo massica do soluto no 6leo, Xa é a fragcdo massica do soluto no solido
esgotado, ma € a massa do soluto e ms é a massa do solvente.

A quantidade de um elemento que é transportado no interior de outro elemento é
chamada de difuséo e é uma fungdo do tempo. A velocidade que ocorre o processo de difuséo
na extracdo é dada pela taxa de transferéncia de massa, que matematicamente pode ser
representada pela 12 lei de Fick expressa na Equacdo 3 (CALLISTER e RETHWISSCH, 2013),

I=— (3)

J o fluxo de transferéncia de massa difusional (kg.m?%s?); m é a massa que difunde através e
perpendicularmente a uma éarea unitaria de se¢do reta do sélido por unidade de tempo (kg); A é
a area através da qual a difuso esta ocorrendo (m?) e t é o tempo de difusdo decorrido (s).

O estudo da cinética de extracdo possibilita 0 conhecimento das taxas de transferéncia
e mecanismo de extracdo, representando ferramenta importante para simulacdo e otimizagao do
processo e uma melhor compreensdo do rendimento do processo, tempo de processamento e
reducdo de custo operacional (GOULA, 2013).
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2.4.1 Extragdo com Soxhlet (ES)

Entre os métodos de extracdes tradicionais, a extracdo com Soxhlet (ES) é a referéncia
utilizada para comparar a eficiéncia de outros sistemas de meétodos. No entanto, esta
metodologia requer tempos longos de extracdo e bastante quantidade de solvente
(SUBRAMANIAM et al., 2016).

A extracdo com Soxhlet permite varios ciclos de contato entre a amostra e o solvente,
0 que possibilita maior rendimento do processo, como também nédo é necessario, em regra, a
filtracdo do material apds a extracdo. Em contrapartida, os inconvenientes mais graves da
extracdo com Soxhlet em comparagdo com outras técnicas de extracdo sdo: o longo tempo
necessario para extracdo (até 48 h ou mesmo 72 h para analitos fortemente retidos); a grande
quantidade de solvente utilizado, que nao sé é dispendioso para separa-lo, mas também é fonte
de problemas ambientais adicionais (CASTRO e CAPOTE, 2016)

De acordo com Bertoldi (2006), que analisou os rendimentos da pimenta rosa na
extracdo Soxhlet utilizando etanol (48,6 £ 1,9 %) e hexano (10,6 + 0,4 %) como solventes,
conclui-se que os resultados foram justificados pela polaridade dos solventes empregados,
sugerindo a predominancia de compostos polares nos 6leos de pimenta rosa.

Andrade et al. (2017) realizaram extracdo Soxhlet usando como substrato pimenta rosa
e trés solventes diferentes: hexano, acetato de etila e etanol com suas respectivas polaridades
de 0 para o hexano, 4,4 do acetato de etila e 5,2 para o etanol. Os rendimentos obtidos por média
+ desvio padrdo utilizando o hexano (14,1 £ 0,2 %), acetato de etila (15 + 1 %) e etanol (44 +
1 %), sugerem que o solvente de maior polaridade obteve o maior desempenho pela presenca
de componentes com polaridade média a alta na pimenta rosa, como &cidos fendlicos, e 0s

rendimentos mais baixos foram reflexo de solventes com polaridades mais baixas.
2.4.2 Extracdo Supercritica
Segundo Andrade et al. (2017), a extracdo supercritica € a operacdo unitaria de

transferéncia de massa baseada no uso de fluidos a temperaturas e pressdes acima dos valores

criticos, conforme representado no diagrama de fases da Figura 2.
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Figura 2 — Representacdo genérica do diagrama de fases de um componente puro.

A temperatura critica (Tc) é a temperatura mais alta na qual o gas pode ser convertido
em liquido pelo aumento da pressdo. A presséo critica (Pc) é a pressdao mais elevada na qual o
liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura do liquido (ANDRADE et al.,
2017).

Um dos fluidos supercriticos mais usado na industria e na pesquisa é o didxido de
carbono (COz), que possui temperatura e pressdo criticas de 304,2 K e 7,38 Mpa,
respectivamente. Uma vez no estado supercritico o fluido, em geral, apresenta propriedades
intermediarias entre gas e liquido. O didxido de carbono ndo é téxico, quimicamente estavel,
ndo inflamavel e facilmente removido do material extraido (KRAUJALIS et al, 2016).

A extracdo supercritica consiste basicamente em duas etapas: solubilizacdo dos
compostos presentes na matriz solida e separacdo desses do solvente supercritico. Durante a
extracdo, o solvente flui através do leito de particulas, solubilizando os compostos presentes na
matriz vegetal. O solvente sai do extrator carregando as substéncias solubilizadas, e por meio
da reducéo da pressao, o 6leo é liberado do solvente (PEREIRA e MEIRELES, 2010).

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através do leito fixo formado por
particulas solidas, solubilizando os componentes presentes no sélido. A medida que o solvente
escoa através do material vegetal, ocorre a transferéncia de massa do soluto da fase sdlida para
a fase fluida e, em qualquer ponto dentro do extrator, a concentracdo de 6leo a ser extraido varia
continuamente em cada fase até que o equilibrio seja alcancado. A forca motriz para a
transferéncia de massa no processo é o equilibrio da concentracdo de solutos entre as fases
solida e fluida (MICHIELIN, 2009).

Bagheri et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante dos éleos supercriticos de

pimenta-do-reino obtidos em condicdes de pressao e temperatura que variaram de 15 a 34,7
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MPa, e 35 a 55°C, respectivamente. O menor valor de 1Cso (correspondente ao melhor potencial
antioxidante), 364,72 ug mL™?, foi obtido na condigdo de 15 MPa e 50°C, na extracdo com 80
min de duracao.

A avaliacdo de rendimento de extracdo com CO; supercritico na pimenta rosa foi
realizada por Andrade et al. (2017), o estudo foi conduzido a temperaturas de 40, 50 e 60°C e
pressdes de 15, 20 e 30 MPa, em fluxo de solvente constante de 8 + 2 g mint. O maior
rendimento encontrado foi de 5,9 = 0,3 % nas condi¢bes de 60°C e 30 MPa, com massa
especifica de solvente igual a 830 kg de CO2 m=. O menor rendimento avaliado foi de 2,6 + 0,2
% na temperatura de 60°C e pressdo de 15 MPa com massa especifica de solvente com o valor
de 606 kg de CO, m™,

Andrade et al. (2017) executaram extracdo com CO> supercritico na pimenta-do-reino,
nas mesmas condicdes de temperatura e pressdo da extracdo feita na pimenta rosa. O melhor
rendimento foi encontrado nas condices de 60°C e 30 MPa, com massa especifica de 830 kg
de CO2, m?3, sendo de 3,2 + 0,3 %. O menor rendimento na temperatura de 60°C e pressdo de
15 MPa com massa especifica de solvente com o valor de 606 kg de CO, m™ foi de 1,4 + 0,3
%. Portanto, ambas as amostras apresentaram os melhores rendimentos nas mais altas condi¢des
de pressdo e temperatura.

Mantendo a temperatura constante e variando a pressdo, nota-se o aumento do
rendimento, tanto para pimenta rosa quanto para a pimenta-do-reino. De acordo com Brunner,
(1994) este aumento no rendimento acontece, pois com 0 aumento da pressao ocorre 0 aumento
da densidade do solvente, influenciando no poder de solvatagdo do CO..

Acrescenta-se que com 0 aumento da pressdo pode ocorrer 0 aumento no ndmero de

compostos solubilizaveis por conta das rupturas da matriz vegetal (CAMPOS et al., 2005).

2.5 Antioxidantes

Os antioxidantes séo substancias capazes de inibir ou retardar a oxidagao de substratos
oxidaveis. O efeito do antioxidante consiste na inativacao dos radicais livres, na complexacdo
de ions metéalicos ou na reducédo dos hidroperoxidos.

De acordo com Fennema (2010), radicais livres sdo moléculas ou fragmentos
moleculares que possuem um ou mais elétrons desemparelhados, o que as tornam extremamente
reativas quimicamente. Quando ha uma producdo excessiva de radicais de oxigénio no
organismo humano € possivel que ocorram danos muito profundos as suas células e aos seus

tecidos pela falta de antioxidantes disponiveis in vivo.
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O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre os radicais livres e 0s
agentes antioxidantes presentes no organismo. Os sistemas bioldgicos sdo capazes de produzir
inimeras formas de se proteger da oxidacdo. Geralmente, os tecidos biologicos de onde os
alimentos sdo obtidos contém muitos sistemas antioxidantes enddgenos, porém, durante o
processamento desses alimentos pode haver remoc¢do dos antioxidantes ou pode causar um
estresse oxidativo que possa superar 0s sistemas antioxidantes do proprio alimento. Por isso a
incorporacdo da protecdo antioxidante adicional a alimentos processados € tdo importante e
buscada. Entre 0s mecanismos antioxidantes usados para aumentar a estabilidade oxidativa dos
alimentos estdo: controle de radicais livres, pré-oxidantes e intermediarios da oxidacdo
(FENNEMA, 2010).

Segundo Shahidi Zhong (2015), existem duas classificacdes de antioxidantes: 0s
primarios, que sao capazes de interromper a cadeia de radicais, cedendo hidrogénio a um radical
lipidico livre, assumindo, assim, a forma de radical estavel; e os secundéarios, que reduzem o
processo de iniciagdo utilizando agentes quelantes de metais.

De acordo com Souza (2015), nos vegetais, assim como todos os alimentos e bebidas
derivadas deles, sdo ricos em varios tipos de antioxidantes, como: vitamina C, a-tocoferol, -
caroteno e compostos fenolicos, 0os quais estdo presentes na maioria dos compostos com
atividade antioxidante. A eficacia da acdo antioxidante depende da estrutura quimica e da

concentracdo destes fitoquimicos no alimento.

2.5.1 Atividade antioxidante

Devido aos diferentes tipos de radicais livres gerados e as diferentes formas de atuagéo
nos organismos Vivos, € necessario que existam diversos métodos que avaliem de forma
satisfatoria a atividade antioxidante, por isso inumeros testes vém sido desenvolvidos, desde 0s
mais basicos, como ensaios quimicos com substratos lipidicos, aos mais complexos envolvendo
diversas técnicas instrumentais. Através desses testes é possivel escolher os pardmetros
necessarios para que a atividade antioxidante seja de fato aceitavel, além de comprovar a

presenca de substancias antioxidantes em bebidas e comidas (SANTIAGO, 2015).

a) Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel aromatico

com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo grupos funcionais. A estrutura quimica
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determina sua capacidade de atuar como sequestrador de radicais livres. O tipo de composto, 0
grau de metoxilacdo e o nimero de hidroxilas sdo alguns dos parametros que determinam esta
atividade antioxidante, possibilitando atuarem como agentes redutores, exercendo assim
prote¢do ao organismo contra o estresse oxidativo. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e na quelacdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacio do processo oxidativo (GOMEZ-RUIZ
et al., 2007).

Conforme descrito por Shaghaghi (2008), a quantificacdo de compostos fenolicos
totais pode ser determinada pelo o método que leva o nome do principal reagente empregado,
Folin-Ciocalteau. Esse método envolve a reducdo do reagente Folin-Ciocalteau, que apresenta
uma coloracdo amarela, pelos compostos fenoélicos das amostras concomitantes a formacéo de
um complexo azul, cuja intensidade é proporcional ao numero de hidroxilas nos compostos
fendlicos, de acordo com Figura 3. O desenvolvimento da reacdo pode ser acompanhado em

espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 760 nm.

+ 2MIcrt + 2T

Figura 3 — Reagdo entre um composto fendlico redutor e a espécie oxidante presente no reagente de
Folin.

Os antioxidantes fenolicos interagem, preferencialmente, com o radical peroxil por
este ser mais prevalente na etapa da autoxidacdo e por possuir menor energia do que outros
radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio. O radical fenoxil resultante, embora
relativamente estavel, pode interferir na reagdo de propagacao ao reagir com um radical peroxil.
O composto formado, por acdo da luz ultravioleta e temperaturas elevadas, podera originar
novos radicais, comprometendo a eficiéncia do antioxidante, que é determinada pelos grupos
funcionais presentes e pela posi¢do que ocupam no anel aromatico, bem como, pelo tamanho
da cadeia desses grupos.

Andrade (2015) encontrou resultados para extracdo Soxhlet com acetato de etila na
determinacdo de compostos fendlicos totais para pimenta-do-reino e pimenta rosa, sendo 55 +

6 mg EAG g de 6leo para pimenta-do-reino, e 65 + 1 mg EAG g de dleo para pimenta rosa.



29

No método de extracao assistida por ultrassom, utilizando o etanol como solvente, os
resultados foram menores sendo de 27 + 0,4 mg EAG g de 6leo para pimenta-do-reino e 14 +
1 mg EAG g de 6leo para pimenta rosa (ANDRADE, 2015).

Apesar da ampla faixa de polaridade dos compostos fendlicos, podendo ser
solubilizados por solventes de baixa polaridade, esses compostos séo classificados como
polares, sendo solubilizados com solventes com maior polaridade (ZIANKOVA e
BRANDSTETEROVA, 2002).

b) 2,2-Difenil-1-PICRILHIDRAZILA (DPPH)

O principio de ensaio do DPPH é a reducdo do radical livre estavel organico de
nitrogénio (2,2-difenil-1-picrilizadril). A molécula de DPPH é caracterizada como radical livre
estavel em virtude do elétron desemparelhado na molécula. Ao abstrair um radical de
hidrogénio do antioxidante observa-se a diminui¢do da absorbancia e a colora¢do passa do
violeta para o0 amarelo, com absorcao de 517 nm, cuja reacao esta apresentada na Figura 4.

RH
(Antioxidante)

" = \ - H
OzN N—N \ 0N N—N
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Figura 4 — Estrutura quimica do radical DPPH e reacdo de estabilizagdo com um antioxidante.

Os resultados do DPPH podem ser expressos em porcentagem de atividade
antioxidante, micromols de equivalentes de um padrédo (Trolox), ou ainda como ICso que
representa a quantidade de antioxidante necesséria para diminuir a concentracdo inicial de
DPPH em 50 %. Esse método foi introduzido como sendo um método facil e preciso para uso
em frutas e 6leos vegetais

Dourado (2012) apresentou trés oleos de pimenta rosa madura: 0 aquoso, etandlico e
cetdnico, com os respectivos 1Cso de 0,0170, 0,0206 e 0,0241 grama de pimenta por grama de
DPPH. O éleo aquoso € o que tem uma atividade antioxidante maior, pois apresentou 0 menor
valor de 1Cso comparado aos outros 0leos.

Oliveira e Sawaya (2008), através do DPPH, encontraram ICso de 0,040 mg de DPPH
em mL &gua, e 0,114 mg de DPPH em mL etanol, para folhas de pitanga, apresentando também

uma alta atividade antioxidante em solugéo aquosa.
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Dourado (2012) sugere que as substancias com atividade antioxidante presente na
pimenta rosa sdo soluveis em agua, etanol e acetona. De maneira que no 6leo o teor de polifendis
esteja presente com maior concentracdo, neutralizando os radicais livres do oxigénio, e

reduzindo o estresse oxidativo.

c) Método ABTS [2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]

Além do método do sequestro do radical DPPH, outro que também é muito utilizado,
para a determinacdo da atividade antioxidante, é o método do ABTS™ [2,2-azino-bis- (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)]. Ambos apresentam excelente estabilidade em certas
condicdes de analises, mas também mostram diferencas importantes frente aos antioxidantes e
a manipulacdo (SARAVANAN et al., 2014).

O método, segundo Boroski et al. (2015), baseia-se na geracao do radical ABTS, de cor
azul esverdeado, formado pela reacdo do persulfato de potassio com 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico), produzindo a oxidacdo do ABTS. A atividade
antioxidante das amostras € determinada pela descoloracdo do ABTS, medindo-se a reducéo do
radical em absorbancia de 734 nm (vide Figura 4). A absorbancia da reacdo da mistura de ABTS
e antioxidante é comparada com a atividade do antioxidante sintético Trolox (padrdo), e os
resultados expressos em umol de Trolox TEAC g* (atividade antioxidante equivalente ao

Trolox).

d) Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC)

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) representa a mais popular
e confidvel técnica para analises de compostos fendlicos, possibilitando a analise simultanea de
todos os componentes de interesse junto com seus possiveis derivados ou produtos de
degradacéo (OLIVEIRA, 2014).

O processo cromatografico consiste em um processo de separagdo com duas fases: a
movel e a estacionaria. Na cromatografia liquida, a fase estacionaria é compreendida por
particulas solidas empacotadas em uma coluna, que é percorrida pela fase mével. Devido as
forcas fisica e quimicas que atuam sobre o soluto, ambas as fases sdo responsaveis pela retencao
do mesmo sobre a coluna cromatogréafica, porém, € a diferenca na magnitude delas que vai

determinar a separagdo de cada soluto (SILVA, 2012).
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2.6 Estimacéo de parametros cinéticos e de transferéncia de massa

Varios modelos para o estudo cinético de extracao de 6leos usando fluido supercritico
sdo propostos na literatura. Alguns destes modelos sdo apresentados a seguir, sendo estes
baseados em equagfes empiricas ou no balango diferencial de massa aplicado na coluna de
extracdo (CAVALCANTI, 2013).

2.6.1 Modelos para Extracdo Supercritica

a) Modelo de Martinez

Os extratos obtidos pela técnica supercritica sdo formados pela mistura de varios
compostos ou de grupos especificos de compostos presentes na planta. Neste caso, a
modelagem de processos de extragao deve levar em conta a variagdo da composicao do extrato
ao longo da extracdo. O modelo de Martinez et al. (2003) usa a Equacédo 4, para modelar a

extracao de cada grupo de composto do extrato.

B XM, 1+exp(bt,)
mext(h-H’t)‘exp(btm)Lexp(b(tm-t)) } ’

Em que h é a coordenada axial, H é o comprimento total do leito, mex € @ massa de
extrato (g), Xo € a fracdo de soluto total disponivel, m; é a massa total de sélido na coluna de
extracdo (g), t € o tempo de extragdo (s), b (min™t) e tm (min) sdo pardmetros ajustaveis do

modelo.
b) Modelo de Esquivel (modelo empirico de Langmuir)

A cinética de extracdo pode ser representada por equagdo similar a isoterma de
Langmuir. Esquivel et al. (1999) usaram um modelo empirico baseado na equacgdo da cinética
de crescimento microbiano de Monod, cuja a curva de extracdo pode ser descrita com a Equacgéo
5.
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t
Meyt () = xom(mj (5)

Sendo mex (t) € a massa de extrato (kg) em fungdo do tempo, t é o tempo de extracao
(s), m é a massa de matéria-prima (kg), Xo € a razdo maéssica de extrato na matéria-prima (kg

kg™) e b é um parametro ajustavel (s).

c) Tane Liou (1989)

A modelagem é representada por um modelo de cinética de primeira ordem através da
transferéncia de massa interfacial. A curva de extracao a ser obtida pelo modelo deve apresentar
a massa de 6leo na saida do extrator em funcao do tempo de extracdo, conforme a Equacéo 6,
0 Unico parametro que deve ser ajustavel é o coeficiente de dessor¢do, kg, para adequacdo do
mesmo aos dados experimentais e os termos referentes a dispersdo axial e a difusdo séo

desprezados, pois nédo influenciam significativamente no processo.

m(m=H,t)= kﬁ[l-exp(kdB)][exp(-kdt)-1} (6)
d
Sendo:
A= Mel=e)Xops @
€Pr
B = eHSp, ®)
m

F

Em que H é o comprimento total do leito (cm), kq é o coeficiente de dessorcdo  (min
1), m é a massa de matéria-prima no extrator (g), S ¢ a area transversal do extrator (cm?), mr é
a vazdo massica do solvente (g/min), ps é a densidade do sélido (g cm™), pg é a densidade do
solvente (g cm3), X, é a concentracio inicial do 6leo na matriz solida (geieo Gsslico™) € € € @

porosidade.



3 MATERIAIS E METODOS

O estudo desenvolvido no referente trabalho pode ser resumido de acordo com a

Figura 5.
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Figura 5 — Diagrama de fluxo das atividades realizadas no presente trabalho.
Fonte: Elaborado pela autora.
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3.1 Material de partida

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Quimica Industrial da
Universidade Federal de Sergipe (UFS) e na Universidade Estadual de Maringd (UEM). O
residuo da pimenta rosa foi obtido pela Organizacdo Nao-Governamental ECOENGENHO,
situada na cidade de Piagabugu no estado de Alagoas.

Apos ser transportado para o Laboratorio de Quimica Industrial (LQI), o residuo foi
triturado em um moinho (BERMAR; Poténcia 60Hz) e armazenado em saco plastico a

temperatura ambiente para analises posteriores.
3.2 Caracterizacao fisico—quimica do residuo da pimenta rosa
Foram realizadas as analises de umidade, cinzas, acidez titulavel, lipideos totais e

proteinas para caracterizacdo fisico-quimica do residuo. Todas as analises foram realizadas de
acordo com o Instituto Adolf Lutz (2008) com ensaios realizados em triplicata.
3.2.1 Determinacéo de umidade

Foi pesado em balanga analitica (Shimadzu; AUY220), 5 g da pimenta em cépsula de
porcelana previamente tarada, levou-a para a estufa (Sterilifer; SX 1.0) a 105°C até que a massa

atingisse valor constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ - 1AL, 2008). O valor da umidade ¢

dado através da Equacgdo 9, sendo mpa massa seca (g) € m a massa de matéria-prima (g).

m, *100

Umidade (%) = ©)

3.2.2 Determinacdo de cinzas

A determinacdo do residuo mineral fixo (cinzas) foi realizada pela incineracdo em mufla
(Cientifica; GP-2000G) a 550°C, conforme a metodologia do IAL (2008). O resultado do teor

de cinzas na amostra foi obtido a partir do céalculo da Equacéo 10.
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N *100
m

Cinzas (%) = (10)

Em que: N é o nimero de cinzas (g) e m é a massa de matéria-prima (g).
3.2.3 Determinacéo de acidez

A acidez de pimenta rosa foi determinada através do método titulométrico, de acordo
com a metodologia do IAL (2008). Os valores obtidos apoés a titulagdo com hidroxido de sodio

0,1 M, foram calculados conforme a Equacao 11.

. V*f*100
Acidez (%) = ——— (11)
m*c

Em que: V representa o volume gasto de hidroxido de sédio na titulacdo (mL); f é o fator de
correcdo da solucdo de hidréxido de s6dio; m é a massa da amostra usada na titulagdo (g); e ¢

é a correcdo para solugdo de hidroxido de sédio.
3.2.4 Lipidios totais

Os lipidios totais foram determinados utilizando hexano (Vetec PA) como solvente, sob-
refluxo em aparelho Soxhlet por 6 h. Os balGes volumétricos de 500 mL com o 6leo e o solvente
foram colocados em rotaevaporador (Logen Scietific; LSRE-5299) a vacuo (Prismatec; 131)
até a evaporacao total do solvente. Em seguida, as amostras foram colocadas em estufa a 105°C
durante duas horas. O extrato etéreo foi pesado em balanca analitica e o teor de dleo foi
calculado pela relagdo entre meieo, massa do 6leo (g), e m, massa da amostra (g), conforme
Equacdo 12 (1AL, 2008).

m.,.,*100
Lipidios totais (%) = °'6°T (12)
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3.2.5 Determinacdo do teor de Proteina

A determinacao do teor de proteina consiste em trés etapas de acordo com a metodologia
abordada por Cecchi (2003): digestdo, destilacdo e titulacdo. Na digestdo pesou-se 0,2 g da
amostra em tubo de Kjeldalh e adicionou-se 1,5 g da mistura catalitica (CuSO4/K2S0.) e 3 mL
de &cido sulfarico. O tubo foi colocado num bloco digestor, com temperatura inicial de 100 °C
e foi-se aumentando gradativamente a sua temperatura até atingir 400 °C. A amostra
permaneceu no bloco digestor por 20 min, seguida de esfriamento em capela. A destilacao foi
realizada com 40 mL de &gua destilada e 3 gotas de fenolftaleina em cada tubo. A amostra foi
transferida para o destilador (Logen; L50361), no qual adicionou-se 15 mL de hidréxido de
sodio. Em erlenmeyer foram colocados 10 mL de acido borico e 4 gotas alaranjado de metila e
6 gotas de bromocresol. A destilacdo se procedeu até que se atingisse 50 mL no erlenmeyer.
Apds, titulou-se o destilado com &cido cloridrico 0,1 M. O resultado do teor de proteina é

representado de acordo com a Equacdo 13.

Proteina (%) =

V*014*f
A (13)

Sendo: V o valor de &cido cloridrico gasto na titulagdo (mL); m a massa da amostra (g); f o

fator de conversédo que é dado pelo valor de 6,25 para esse tipo de amostra.
3.3 Caracterizacgdo das particulas de pimenta rosa e do leito da extragdo supercritica
3.3.1 Determinacéo do diametro médio de particulas de pimenta rosa

A andlise foi realizada usando peneiras de Taylor. Pesou-se individualmente as
peneiras, monta o0 conjunto de peneiras, sobrepondo-as em ordem decrescente de abertura das
malhas. Pesou-se aproximadamente 30 g da amostra e transferiu para o topo do conjunto de
peneiras. Colocou-se a tampa e realizou-se o peneiramento manualmente pelo periodo de 10
min. Pesou-se individualmente as peneiras com as respectivas fracoes retidas.

O resultado do didmetro da particula foi determinado de acordo com o sistema de
classificagdo de peneiras da ABNT. A curva granulométrica € obtida relacionando o didmetro
médio de cada par de peneiras com a fragdo massica retida em cada peneira. O didmetro médio

de Sauter é obtido através da Equacao 14.
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1
Dps = -~ (14)

5 Di

Em que: Dps é o diametro da particula de Saulter (mm), X; é a fracdo massica retida e

Di é o diametro meédio de cada particula (mm).
3.3.2 Densidade real das particulas de pimenta rosa

A densidade real (pr) foi determinada pela técnica de picnometria em gas hélio, cerca
de 3 g de amostra foram dispostas em uma capsula que € inserida em equipamento Acc Pyc Il
1340 e o resultado foi a média das triplicatas + o desvio padréo.

3.3.3 Densidade aparente das particulas no leito

A densidade aparente (pa) foi realizado a partir da razdo entre a massa da matéria-

prima utilizada no leito de extracdo e o volume total do mesmo conforme Equacao 15.

3

Pa =", (15)

Onde pa € a densidade aparente do leito (g cm™®), ms é a massa de que alimentada na
célula de extracéo (g), e V é o volume interno do extrator ocupado pela matéria-prima (cm?®). A
determinacdo da densidade aparente foi obtida através da média de 3 replicatas.

O volume utilizado no extrator para o aparelho de extracdo supercritica foi de 55,54

cme.
3.3.4 Porosidade do leito

A porosidade do leito com as particulas (¢) foi determinada através da densidade

aparente e da densidade real das particulas segundo Equacéo 16.

g=1-P2 (16)
pr
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3.4 Obtengao do 6leo

A obtencdo do dleo de pimenta rosa ocorreu a partir de diferentes técnicas de extracdo
(Soxhlet e fluido supercritico). As extracdes por Soxhlet foi realizada no LQI/UFS com etanol
(Anidrol, 99.5% P.A), metanol (Neon, P.A) e hexano (Neon, P.A) como solventes extratores,
0s quais sdo os solventes mais utilizados em processos de extragcdo da matriz vegetal. As
extragdes com CO; supercritico puro e COz supercritico com isopropanol (Anidrol, PA) foram
realizadas no Laboratério de Nanotecnologia e Tecnologia Supercritica (LNTS) da
Universidade Estadual de Maringd (UEM) na cidade de Maringa, Parana, Brasil.

3.4.1 Extragcdo com Soxhlet

A técnica de extragdo com Soxhlet foi realizada utilizando como solvente de extragao
o etanol (Anidrol, 99.5% P.A), metanol (Neon, P.A) e hexano (Neon, P.A), segundo
metodologia usada por Barrales et al. (2015) com algumas adaptacdes em relacdo ao tempo de
extracéo.

Pesou-se em papel de filtro, 10 g da amostra triturada e acondiciona-se dentro do
aparelho Soxhlet, o qual é acoplado ao baldo de fundo chato. Adicionou 250 mL do solvente
extrator. Ao extrator Soxhlet foi encaixado o condensador de bolas para o resfriamento do
solvente. Manteve sob aquecimento em chapa elétrica (Lucadema Cientifica; 1000), sob
temperatura controlada para ndo exceder a temperatura de ebulicdo do solvente, a extracao
continua por cerca de 2 h. Ap6s esse periodo o solvente é rotaevaporado sob metade da
temperatura do ponto de ebulicdo de cada solvente, sob vacuo, até ocorrer a condensacao total
do solvente e ficar no baldo somente o dleo extraido. Posteriormente o0 6leo extraido é pesado

e acondicionado em frasco ambar.

3.4.2 Extracdo com fluido supercritico (EFS)

As extracOes com fluido supercritico aconteceram em aparelho montado no LNTS/UEM
conforme esquematizado na Figura 6. A unidade de extracdo em escala laboratorial foi
composta por extrator encamisado com volume interno de aproximadamente 55,54 cm3 (19,6
cm de altura e 1,9 cm de diametro interno), ligado a dois banhos termostaticos (marca Itherm,

modelo Vivo RT4), a valvula agulha com regulagem micrométrica para controle da vazao no
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interior do extrator, a duas bombas de seringa de alta pressdo (marca TELEDYNE ISCO,

modelo 500D), sensores e transdutores de pressdo e temperatura.
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Figura 6 — Aparelho experimental: (1) Reservatdrio do Co-solvente, (2) Bomba tipo seringa (Teledyne
Isco), (3) Controlador da bomba seringa (Teledyne Isco — Model 500D), (4) Cilindro CO-, (5) indicador
de pressdo (Smar, LD301), (6) Recipiente extrator (7) Controlador de temperatura (Novus —~N1100),
(8) Valvula agulha (HIP — 15-12AF2), (9) Recipiente de coleta do material extraido, (10) Suporte do
equipamento.

Fonte: Autor

A metodologia utilizada para a extracdo supercritica foi realizada de acordo com a
descrita por Garcia et al. (2012). Nas extragdes foram utilizados os solventes CO2 em seu estado
supercritico e isopropanol (Anidrol, PA) como cossolvente. Os experimentos foram realizados
em temperaturas distintas (20, 40 e 60 °C), pressfes (15, 20 e 25 MPa), vazdo de CO> (2, 3,
4 mL.min 1) e quando adicionado isopraponol manteve-se a vazdo de CO; fixa em 4 mL min
e acrescentou-se a condicdo operacional, a concentracdo de isopropanol (2, 4 e 6%). As
extracdes ocorreram conforme citado abaixo:

a) Antes da extracdo verificou-se o fechamento de todas as valvulas e ligou-se o banho
termostatico a -10 °C;
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b) Aproximadamente 15 g da amostra foi inserido no leito de extragdo (LE); para prevenir
0 entupimento das linhas de entrada do solvente e de saida do extrato, foi colocado algod&o nas
extremidades da célula, antecedendo os filtros;

c) Abriram-se as valvulas do cilindro de CO; e leu-se a pressdo no manémetro PT;

d) Em PC-1, abriu-se as valvulas para a pressurizacdo do sistema com CO2; no caso em
que se trabalhou com o cossolvente, abriu-se as valvulas em PC-1 e PC-2 para a pressurizagcao
do sistema com CO: e isopropanol.

e) Quando se atingiu a pressdo de trabalho a mesma foi monitorada através do manémetro
PT,;

f) O leito de extracdo (LE) encamisado foi aquecido através de banho termostético até a
temperatura de trabalho, a qual foi monitorada pelo termopar TT;

g) Apos periodo pré-estabelecido de modo estatico (30 min), abriram-se as valvulas de
saida V1 e V2 para que tivesse inicio 0 modo dindamico de extracao;

h) O extrato foi recolhido em frasco de vidro (FC);

i) Apds o fim da extracdo, fecharam-se as valvulas em PC-1 e PC- 2, e desligaram-se as
bombas;

J) Fecharam-se as valvulas do cilindro;

k) Aguardou-se a despressurizagéo do sistema;

I) Desligaram-se 0s banhos termostaticos;

m) Abriu-se o extrator LE retirando a célula;

O tempo total de extracdo foi de 90 min. As amostras de 6leo foram armazenadas a -18
°C até a realizacdo das analises. Os valores das densidades de CO; supercritico em funcédo da
temperatura e pressdo foram obtidos de Angus et al. (1976).

3.4.3 Determinacdo do Rendimento de Extracdo

O percentual do rendimento obtido foi calculado relacionando a massa total do extrato

(Mextrato) € @ massa da matéria-prima (F), de acordo com a equagéo 17.

X, = (%’)xloo (17)
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3.5 Andlises de antioxidantes

O ¢6leo do residuo de pimenta rosa obtido apos a extracdo e mantido sob congelamento
a -18 °C, foi submetido as analises para avaliar a capacidade antioxidante em frente a diferentes

solventes. Esses ensaios foram realizados em triplicata.

3.5.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais

A quantidade total de fendis foi determinada através do reagente Folin-Ciocalteau
conforme descrito por Shaghaghi et al. (2008). Os extratos de 6leo foram diluidos em etanol
com concentracdo final de 2,5 mg/mL. A mistura reacional foi composta por 0,5 mL de 6leo,
2,5 mL de solucé@o 10% de Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich). A solucdo ficou em repouso e em
seguida foram adicionados 2,0 mL de uma solugdo 7,5% carbonato de sodio (Vetec PA). Os
frascos foram agitados e colocados para descansar por 30 min. Em seguida, a absorbancia

medida a 760 nm em um espectrofotdmetro (Biospectro, modelo SP-220).

O contetdo de fenois totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras, frente a curva de calibragao construida com o padréo de acido galico (Sigma- Aldrich)
(concentragdes entre 10 a 100 pg mL™), e expresso em miligramas equivalentes de acido galico

por cem grama de 6leo (MgEAG 100 g™ de dleo).

3.5.2 Determinagdo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do 6leo de pimenta rosa foi avaliada através do método 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e [2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)]
(ABTS).

a) Meétodo de inibicdo do radical DPPH

A atividade antioxidante pelo o método DPPH (ICso) foi realizada de acordo com Pereira
etal. (2010). Foram preparados extratos de 6leo nas concentrages entre 0,222 a 0,850 mg mL"
! usando etanol (Anidrol, 99.5% P.A) como solvente. Aliquotas de extrato entre 0,25 a 1,5 mL

foram acrescentadas a 2,0 mL de uma solucdo metanoica de DPPH de concentragdo 0,046 mg
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mL*. A mistura da reagdo foi mantida na auséncia de luz durante 30 min e a absorbancia medida
a 517 nm em espectrofotometro (Biospectro, modelo SP-220), contra um branco de metanol
(Neon, P.A). Os resultados obtidos foram expressos através do calculo do ICsg (concentracédo
de bleo necesséria para reduzir o radical DPPH em 50%), sendo que, inicialmente foi calculada
a inibicdo do DPPH (% inibicdo DPPH) expressa pela Equacdo 18. Foi construida uma curva
dos valores da porcentagem de inibigdo em fungédo da concentrac¢ao do 6leo. O valor de I1Cso foi

encontrado por meio de regressao linear.

bS ey - AbS

N A
Inibicdo DPPH (%) =
AbSDPPH

g0 %100 (18)

Em que: Abspppr € a absorbancia da solucdo de DPPH; Abseieo € a absorbancia da amostra apds

30 min de reacdo com o radical DPPH.

b) Meétodo de inibicao do radical ABTS

O ensaio de captura de radicais ABTS™" foi realizado para a amostra de 6leo de pimenta
rosa de acordo com o método descrito por Boroski et al. (2015). A vitamina E sintética (Trolox)
(&4cido 6-hidroxi-2,5,7,8 e tetrametilcroman-2-carboxilico, Sigma-Aldrich), foi usada como
referéncia antioxidante. Foi pesado aproximadamente 0,025g de cada amostra de 6leo obtida
nas extragdes, posteriormente, o 6leo concentrado foi diluido com etanol em bal&o volumétrico
de 25 mL. O ABTS (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em agua até concentragdo de 7,0 mmol L*
e submetido a reacio com 140 mmol L de persulfato de potassio (Sigma-Aldrich) para a
formacao do radical ABTS. A solucdo de ABTS foi diluida em etanol para absorbancia de 0,700
+ 0,050 a 734 nm. As solucdes foram preparadas com 30 pL da mistura etanol/6leo nas
concentragdes de 250, 1200 e 2000 mg mL™, em triplicata. Em seguida, foram adicionados
3 mL de solucdo ABTS™ aos tubos de ensaio e apds 6 min a absorbancia foi medida. Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente por grama de Oleo
(LUMTEAC g?de 6leo). Para encontrar os valores de ABTS, foi preparada a curva de resposta

da concentracédo da solugdo padrdo de Trolox.
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3.6 Analise dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC (High

Performance Liquid Chromatogafhy)

As amostras de 6leo foram avaliadas através da quantificacdo de compostos fendlicos
por CLAE, a-tocoferol e identificacdo de constituintes volateis, conforme as metodologias

descritas a seguir:

3.6.1. Quantificacdo de compostos fenolicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

A metodologia utilizada foi estabelecida por Santos et al. (2017). As amostras de 6leo
foram preparadas na faixa de concentragdo entre 100 a 200 mg mL™. Foi utilizado cromatégrafo
liquido (Shimadzu) equipado com bomba de gradiente (Shimadzu — DGU-20A) e detector de
UV/Vis (Shimadzu — DGU-20A) equipados com coluna Phenomenex Kinetex C18 (4,6 mm x
250 mm x 5 pm). O modo de elui¢do para separagdo dos compostos fendlicos no CLAE foi 0
gradiente, conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1. Modo gradiente utilizado para eluicdo dos compostos fenolicos no CLAE.
SOLUCAO DE ACIDO ACETICO 0,05

TEMPO (min) mL/mL (%) METANOL (%)
1 80 20
10 80 20
65 40 60
70 20 80
75 20 80
78 80 20
80 80 20

A fase movel foi composta por solucdo de acido acético 5% (Grau HPLC, Sigma
Aldrich) em agua e metanol (Grau HPLC, Sigma Aldrich), o fluxo da fase moével foi de 1,0 mL
min™ Os fendlicos utilizados como padrdo (Grau HPLC, Sigma Aldrich) foram &cido trans-
cindmico (277 nm), &cido trans-feralico (322 nm), acido clorogénico (325 nm), &cido cafeico
(320 nm), acido p-cumarico (309 nm), acido abscinico (260 nm), acido galico (271 nm), e os
flavonoides: rutina (244 e 357 nm), isoliquintigenina (371 nm), naringenina (289 nm),
biochanina (260 nm) e formononetina (302 nm). A quantificacéo dos fendlicos foi realizada por
meio de curvas de calibracdo obtidas para cada padrdo especifico e determinada através da

Equacdo 19 por absorbancia registrada em cromatograma nos padrdes externos relativos.
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. (19)

Sendo: Ci a concentracdo dos composta na amostra; Ai é a area de pico do composto nos
cromatogramas de amostra; Cst a concentracdao do padrao na solucgdo de referéncia; e Ast a area

do pico de padrdo nos cromatogramas de referéncia (SARAVANAN et al., 2014).

3.6.2 Vitamina E (a-tocoferol)

A metodologia utilizada foi estabelecida por Freitas et al. (2008). As amostras de 6leo
foram inicialmente pesadas numa faixa de 0,1 g a 0,2 g e diluidas em 1 mL de alcool (2-
propanol) grau HPLC (Panreac), logo apés armazenadas em vidros ambar e armazenadas a
—18°C até a realizacdo das analises. A coluna utilizada foi de fase reversa Phenomenex, fase
estacionaria C18 (2) 100 A (150 mm x 4,6 mm x 5um), a 30°C. As amostras foram injetadas
com volume de 10 puL do 6leo. Com fase mdvel metanol:dgua na proporcdo 96:4 e fluxo de
1,5 mL. O comprimento de onda de absor¢do do a-tocoferol (Sigma-Aldrich) foi de 292 nm e
0 tempo de corrida foi de 8 min. O espectro de absor¢édo e o tempo de retencdo do padréo de
a- tocoferol foram utilizados para identificacdo do a-tocoferol nas amostras. Os resultados

foram expressdo em mg 100 g de 6leo.

3.6.3 Analise e identificacdo dos constituintes volateis

A analise de identificagdo da composicdo quimica do 6leo foi feita de acordo com o
procedimento inicial realizado na secdo 3.6.1. A analise foi realizada em cromatografo a gas
acoplado a espectrémetro de massas CG-EM (Shimadzu, modelo QP 5050A), utilizando coluna
capilar de silica fundida DB-5 de 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de filme, com He como géas de
arraste com fluxo de 1,0 mL.min™. A temperatura foi programada mantendo 50 °C por 1,5 min,
seguido do aumento de 4 °C.min*? até atingir 200 °C, depois a 10 °C até atingir 250 °C
mantendo constante esta temperatura por 5 min.; a temperatura do injetor de 250 °C e
temperatura do detector (ou interface) de 280 °C; foi injetado volume de 0,5 uL em acetato de
etila (Vetec); taxa de particdo do volume injetado de 1:87 e pressdo na coluna de 64,20 kPa. As

condic¢Bes do EM foram detector de ions do tipo quadrupolo operando por iMPacto eletrénico
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e energia de iMPacto de 70 eV; velocidade de varredura 1,000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos.s™ e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da.

A identificacdo dos constituintes volateis foi realizada com base na comparagdo dos
indices de retencdo (ADAMS, 2007). Para o calculo do indice de retencdo (IR) foi utilizado a
equacdo de Van den Doll e Kratz (1963) em relacdo a série homdloga de n-alcanos (nC9- nC18).
Também foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS8, NIST107 E NIST21 que
permite a comparacdo dos dados dos espectros com aqueles constantes das bibliotecas

utilizando indice de similaridade de 80%.

3.7 Planejamento experimental fatorial da extracdo fluido supercritico (SFE) e andlise

estatistica

De maneira a analisar a influéncia das variaveis de processo nas extrac@es por fluido
supercritico de pimenta rosa, foram aplicados planejamento experimental fatorial com dois
niveis e trés fatores (variaveis de entrada) com tréplicas no ponto central. Foram avaliadas as
variaveis de entrada: pressdo (P), temperatura (T), vazéo do solvente (Qco2) e concentracdo de
isopropanol (Cl); e as variaveis de saida (respostas): rendimento (Xo), compostos fenélicos (FT)
e atividade antioxidante (DPPH e ABTS).

As Tabelas 2 e 3 apresentam as condic¢des experimentais do planejamento experimental

fatorial aplicado com as respectivas variaveis de entrada e niveis normalizados.

Tabela 2. Varidveis de entrada (P, T e Qco2) € respectivos niveis para a SFE/CO..

< VARIAVEIS
EXPERIMENTO VARIAVEIS DE ENTRADA NORMALIZADAS

T (OC) P (M Pa) Qcoz (mL min'l) T P Qco2
01 20 15 2 -1 -1 -1
02 60 15 2 +1 -1 -1
03 20 25 2 -1 +1 -1
04 60 25 2 +1 +1 -1
05 20 15 4 -1 -1 +1
06 60 15 4 +1 -1 +1
07 20 25 4 -1 +1 +1
08 60 25 4 +1 +1 +1
09 40 20 3 0 0 0
10 40 20 3 0 0 0
11 40 20 3 0 0 0
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Tabela 3. Varidveis de entrada (P, T e CI) e respectivos niveis para a SFE/CO, + C3sHsO

< VARIAVEIS
EXPERIMENTO VARIAVEIS DE ENTRADA NORMALIZADAS
T (°C) P (MPa) Cl (%) T P Cl
01 20 15 2 -1 -1 -1
02 60 15 2 +1 -1 -1
03 20 25 2 -1 +1 -1
04 60 25 2 +1 +1 -1
05 20 15 6 -1 -1 +1
06 60 15 6 +1 -1 +1
07 20 25 6 -1 +1 +1
08 60 25 6 +1 +1 +1
09 40 20 4 0 0 0
10 40 20 4 0 0 0
11 40 20 4 0 0 0

Foram empregadas trés condicdes distintas durante a extracdo com CO2 supercritico
puro: temperatura, presséo e vazdo do solvente. Para a extragdo com CO; + C3HgO foi fixada a
vazdo do solvente em 4 mL min? e avaliadas as influéncias da temperatura, pressio e
concentracdo de isopropanol. Com os resultados obtidos nas condi¢Ges experimentais, foi
verificado como cada varidvel de entrada estudada (P, T, Qcoz e Cl) influenciaram as variaveis
de saida (Xo, FT, DPPH e ABTS).

Os parametros foram estimados pelo software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., USA), através

de modelo ndo linear com trés interagdes.

3.8 Estudo da cinética de extracdo

Depois de selecionadas as condi¢BGes operacionais da SFE segundo os critérios pré-
estabelecidos: presséo, temperatura, vazdo do solvente e concentragdo de isopropanol, o
experimento cinético foi realizado no ponto central do planejamento experimental fatorial. No
decorrer do processo de extracdo, a massa de 0leo foi coletada no frasco coletor e pesada em
balanca analitica de forma acumulativa nos intervalos de tempo pré-determinados (10, 20, 30
,40, 50, 60, 70, 80, 90 min). Ao final do processo de extracdo, as curvas globais de extracao
(OEC) foram construidas com a finalidade de determinar a quantidade de material soltvel

extraido (rendimento) em funcéo do tempo.
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3.8.1 Modelos matematicos

Os modelos matematicos de Tan e Liou (1989), Esquivel (1999) e Martinez et al. (2003)
foram aplicados aos dados experimentais da SFE. Os ajustes dos modelos foram feitos atraves
dos softwares Statistica 8.0 (Statsoft Inc., USA) e GAMS (General Algebraic Modelling
System) versdao 145x86/MS Windows, utilizando o solver CONOPT (Continuous Optimizer).

A aplicacdo das curvas experimentais exige algumas séries de parametros de processo
que devem ser obtidos experimentalmente ou estimados. Os dados necessarios para a estimacao
do modelo de Martinez et al. (2003) sdo: o rendimento global (Xo) e a massa de matéria-prima
usada (m). Para 0 modelo de Tan e Liou (1989), sdo necessarios 0s parametros: porosidade do
leito (g), rendimento global (Xo), densidade do solido (ps), densidade do solvente (p), area
transversal do extrator (S), vazdo massica do solvente (mg) e comprimento total do leito (H).
Enguanto que para o modelo de Esquivel (1999), é necessario apenas o rendimento global (Xo)
como parametro. Os parametros ajustados para cada modelo foram os seguintes:

a) Modelo de Tan e Liou (1989): kg € a constante da taxa de dessorgéo (s™2);
b) Modelo de Esquivel (1999): b € o parametro ajustavel do modelo (s);
¢) Modelo de Martinez et al. (2003), bi (min™) e tm (min), sdo pardmetros ajustaveis do

modelo.
3.8.2 Funcéo objetivo

Os parametros de cada modelo matemaético foram ajustados mediante o valor do erro
da soma quadratica (ERRSQ) e erro médio relativo (Em). A fungdo objetivo utilizada na

estimacdo dos parametros, Equacéo 20, representa o erro da soma quadratica.

2
n
_ calc _..exp
ERRSQ= ; [méleo. Msleo; j
= i i (20)

Em que: mgfg’oi é a massa de 6leo extraida (g) em determinado tempo t (min); mg?;gi éa

massa de 6leo calculada pelo modelo cinético; e n é nimero de dados experimentais. A validade
do ajuste dos modelos cinéticos utilizados foi avaliada a partir do erro médio relativo (Em)

calculados pela Equacéo 20.
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_ 1 [ MG, MG,
By = 23| = (21)

m exp
m;
Oleo;

Os parametros cinéticos foram analisados estatisticamente através dos softwares
Statistica 8.0 (Statsoft Inc., USA) e GAMS (General Algebraic Modelling System) versédo
145x86/MS Windows, utilizando o solver CONOPT (Continuous Optimizer).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica do residuo da pimenta rosa, em

composicdo centesimal, s&o mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Composicao centesimal do residuo da pimenta rosa.

Analises Resultados”
Umidade (%) 3,50 £ 0,07
Acidez (%) 0,34 £ 0,03
Cinzas (%) 1,01 +£0,02
Matéria Organica (%) 98,9+0,01
Lipideos (%) 4,10 £ 0,02
Proteinas (%) 4,72 £0,01

*Dados expressos como médias + desvio padrdo, de trés repeticdes.

Segundo Dourado (2012), o teor de umidade de frutos verdes de pimenta rosa foi de
70,40 % e da pimenta rosa madura de 34,05 %, sendo que neste estudo o valor foi de 3,5 %. E
importante destacar que esta perda de umidade se deve ao fato do residuo ter passado por
secagem solar. Ja para o teor de cinzas foi de 1,01 %, proximo ao valor encontrado por Dourado
(2012) para frutos verdes que foi de 1,22 %. Ressaltando que nem sempre este residuo
representa toda a substancia inorganica presente na amostra, que segundo as Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz (2008), alguns sais podem sofrer reducdo ou volatilizacdo no

aquecimento a esta temperatura (600°C), alterando o valor de cinzas.
4.1 Determinagéo do rendimento global
Os extratos obtidos a partir do residuo da pimenta rosa usando o método de extracéo

com Soxhlet apresentou coloragdo amarela e odor agradavel, sendo que o maior rendimento

obtido foi utilizando o metanol. Este resultado pode ser observado na Tabela 5.
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Tabela 5. Rendimento do 6leo do residuo da pimenta rosa via extracdo por Soxhlet (ES) e extragdo com
fluido supercritico (SFE).

METODO SOLVENTE P T QCO;, Cl Densidade X (%)
(MPa) (°C) (mLmin?) (%) de CO;
(g cm?)

ES Metanol 0,1 25 - - - 28,62
Etanol 0,1 25 - - - 16,13
Hexano 0,1 25 - - - 6,61
15 20 2 - 0,9044 1,73
15 60 2 - 0,6054 1,25
25 20 2 - 0,9588 2,49
25 60 2 - 0,7531 3,13
SFE CO; 20 40 3 - 0,8406 2,98*
25 20 4 - 0,9588 3,51
25 60 4 - 0,7531 4,25
15 20 4 - 0,9044 5,26
15 60 4 - 0,6054 1,61
15 20 - 2 0,9044 5,37
15 60 - 2 0,6054 3,07
25 20 - 2 0,9588 6,08
25 60 - 2 0,7531 16,97
SFE CO, + C3H3gO 20 40 - 4 0,8406 7,48*
25 20 - 6 0,9588 5,78
25 60 - 6 0,7531 10,3
15 20 - 6 0,9044 4,76
15 60 - 6 0,6054 5,67

“Valor expresso em média

A extragdo com Soxhlet apresentou rendimento superior ao obtido no processo com
fluido supercritico, pois a temperatura de operacao no reciclo do solvente e nas interacdes entre
o solvente e matriz vegetal, caracteristicos da extracao, pode contribuir para maior solubilizacdo
de compostos, de diferentes classes, elevando assim o rendimento da extragdo (ANDRADE et
al., 2014).

A diferenca observada entre os resultados dos trés solventes (metanol, etanol e hexano)
é justificada pela polaridade dos solventes empregados, sugerindo a predominancia de
compostos polares nos extratos de pimenta rosa, mais facilmente solubilizados pelo metanol,
comparado com o etanol.

Os resultados da extracdo supercritica, apresentados da Tabela 5 indicam o valor
méaximo de rendimento de 5,26 % foi obtido a temperatura de 20°C, pressao de 15 MPa e vazao
de 4 mL min? com massa especifica de solvente de 0,9044 g cm?, enquanto 0 menor
rendimento foi de 1,25 % a temperatura de 60°C, pressdo de 15 MPa e vaz&o de 2,0 mL min,
com massa especifica de solvente de 0,6054 g cm™. De acordo com Andrade et al. (2014), o
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aumento da massa especifica do solvente com a pressdo, aumenta o poder de solvatagdo do
CO2, com isso pode-se gerar rupturas na matriz vegetal e facilitar a liberacdo de compostos que
ndo estavam disponiveis em pressdes mais baixas, aumentando desta forma os compostos
solubilizaveis e, consequentemente, o rendimento.

Em alguns casos, pode-se observar que mesmo com a diminuigdo na massa especifica
do CO-, hd aumento do rendimento, nota-se, neste caso, que 0 aumento da temperatura favorece
mais a influéncia da pressdo de vapor do soluto na solubilidade dos compostos em relacdo a
densidade do CO2 (ARAUCO, 2013).

Comparando os rendimentos obtidos pelo CO2 supercritico com os resultados obtidos
por extracdo convencional (Soxhlet), observa-se que as extragGes usando metanol como
solvente produziram valores de rendimento superiores aos alcancado pela extracao supercritica.
Esses resultados podem ser explicados pela extracdo de compostos mais polares, ndo soliveis
em COz. Além disso, ndo s6 a solubilidade de certos componentes aumenta com 0 uso de
metanol, mas também o nimero de componentes solubilizados por este solvente, o que reduz a
seletividade do processo e aumenta o rendimento (PEREIRA E MEIRELES, 2010).

Visando melhorar os resultados da extracdo supercritica com COz puro e avaliar a
qualidade do oleo, empregou-se isopropanol como cossolvente no processo de extracdo
supercritica. A adigdo de um cossolvente ao processo de extracdo supercritica elevou o
rendimento nos experimentos. Este comportamento se da pelo aumento do nimero de
compostos soltveis na mistura, ocasionando reducéo da seletividade e aumento do rendimento
do processo. Tais resultados indicaram a influéncia da polaridade dos solventes utilizados no
rendimento do 6leo extraido, devido & matriz vegetal em questdo ser rica em compostos polares
como é&cidos fendlicos. Segundo Barwick (1997), a polaridade pode ser definida como a
habilidade da molécula em participar de intera¢Ges de todas espécies (por pontes de hidrogénio,
interacOes do tipo dipolo e forgas de dispersdo) com outras moléculas polares. A temperatura
de operagéo, o reciclo do solvente e as interacGes entre solvente e soluto contribuem para a
dissolugédo do material vegetal.

Como pode ser observado na Tabela 5, o aumento do rendimento da extracdo foi
verificado para todas as razGes massicas de isopropanol utilizadas. Este comportamento deve-
se a maior solubilizacdo de compostos polares na mistura isopropanol/CO3, 0 que ndo ocorre
quando se utiliza o CO2 puro, reduzindo assim a seletividade do processo, aumentando o
rendimento. A adicdo de modificadores a extragdo supercritica tem sido utilizada por diversos

autores, seja buscando o aumento do rendimento da extracdo, a melhora no potencial
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antioxidante dos extratos, ou ambos os efeitos (MAZZUTTI et al, 2012; ANDRADE et al,
2012; OLIVEIRA et al, 2013; BENELLI et al, 2014).

4.2 Compostos fendlicos
As concentracdes de compostos fendlicos totais (FT) nas amostras de 6leo obtidos de

residuo de pimenta rosa através das extracoes por Soxhlet e SFE estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6. Concentracgdo de fendis totais (FT) no éleo de residuo de pimenta rosa via extracdo por Soxhlet
(ES) e extracdo com fluido supercritico (SFE).

METODO SOLVENTE P T QCO; Cl  Densidade FT (mgEAG
(MPa (°C) (mL mint) (%) de CO; 100 g*'de 6leo)
) (g cm?)
ES Metanol 0,1 25 - - - 1424,85 + 0,57
Etanol 0,1 25 - - - 616,64 + 0,32
Hexano 0,1 25 - - - 174,74 £ 0,26
15 20 2 - 0,9044 51,67 £ 0,06
15 60 2 - 0,6054 30,37 £0,02
25 20 2 - 0,9588 78,53 £ 0,05
25 60 2 - 0,7531 101,54 + 0,06
SFE CO2 20 40 3 - 0,8406 68,72 + 0,49
15 20 4 - 0,9044 143,26 £ 0,18
15 60 4 - 0,6054 40,42 + 0,06
25 20 4 - 0,9588 74,90 £ 0,49
25 60 4 - 0,7531 78,13 +£0,30
15 20 - 2 0,9044 238,98 +0,11
15 60 - 2 0,6054 79,19 £ 0,06
25 20 - 2 0,9588 194,83 £ 0,12
CO, + 25 60 - 2 0,7531 225,92 +0,14
SFE Csljso 20 40 - 4 0,8406 164,07 + 0,40
15 20 - 6 0,9044 238,43 £ 0,09
15 60 - 6 0,6054 145,27 £ 0,39
25 20 - 6 0,9588 186,47 + 0,11
25 60 - 6 0,7531 268,67 + 0,20

Valores expressos em média e * desvio padréo

Embora os compostos fenolicos sejam os principais responsaveis pela atividade
antioxidante de produtos naturais, a determinacdo destes pelo método de Folin-Ciocalteu,
expressa em termos de teor de acido galico presente na amostra ndo caracteriza completamente
a atividade antioxidante, representando apenas estimativa desta propriedade (ANDRADE et al.,
2017).

A concentracdo de compostos fenolicos totais dos extratos foi 1424,85 + 0,57 para
metanol, 616,64 + 0,32 para etanol e 174,74 + 0,26 para hexano (mg de EAG/100 g da amostra).
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De acordo com os valores encontrados, o extrato metanolico foi o que apresentou maior teor de
compostos fendlicos para 0 método de extracdo com Soxhlet. Isso possivelmente deve-se a sua
afinidade do solvente (metanol) com os compostos fenolicos, pois estes possuem alta
polaridade. Em geral, os extratos lipidicos obtidos com solventes ndo polares, como o hexano,
apresentam baixos valores de compostos fendlicos, principalmente devido a alta polaridade
desses compostos (BENDAOUD, 2010).

Os valores de fenois totais encontrados através dos 6leos, por SFE com CO2 puro e com
cossolvente, mostraram que, as condi¢des onde foram aplicados os valores de menor pressao e
maior temperatura (15 MPa e 60°C), resultaram em menor concentracao de compostos fendlicos
totais. Em contrapartida, na extragdo por SFE com CO2 na condi¢do de menor presséo e
temperatura (15 MPa/20°C), a concentracdo desses compostos foi maior. Para a extragao por
SFE com CO2 + C3HsO o melhor resultado foi na condi¢do (25 MPa e 60°C). Considera-se que
a elevacdo da pressdo desempenhou papel importante na extracdo de compostos fendlicos, este
efeito deve-se ao aumento da densidade e ao poder de solvatagdo do solvente, o que,
consequentemente, aumenta a solubilidade da amostra no CO..

Andrade et al., (2017), estudaram a extracdo de 6leo de pimenta rosa por SFE com CO-
e utilizaram etanol como cossolvente, observaram que a maioria dos 0Oleos supercriticos
apresentou resultados semelhantes e a adi¢do do cossolvente favoreceu a extracdo de compostos
fenolicos. O maior valor do teor de compostos fendlicos totais entre os extratos obtidos na
extracdo com adicdo de cossolvente (15 MPa e 50°C) foi de 46 + 3 mg EAG g de extrato,

obtido na condicdo de 15 MPa, 50°C e concentracao de 5% de etanol.

4.3 Atividade antioxidante do 6leo

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelo método de DPPH que avalia
a capacidade de capturar o radical livre. Os resultados obtidos estdo expressos como
concentracédo final do extrato necessario para inibir a oxidacao do radical DPPH em 50% (ug

mL1), como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS do 6leo de residuo de

pimenta rosa obtida via ES e SFE.

METODO SOLVENTE P T QCO, ClI ICso ¥ ABTS
(MPa) (°C) (mL. (%) (ngmL?)* (uMTEAC g*
min™) de dleo)*

ES Metanol 0,1 25 - - 125,82 +0,06 68,25 + 0,003
Etanol 0,1 25 - . 52495+193  44.25+0002
Hexano 0,1 25 - - 741,70 £1,70 27,69 = 0,003
15 20 2 - 470,63 £ 0,58 35,53 £ 0,004
15 60 2 - 498,53 £ 0,10 30,95 + 0,006
25 20 2 - 473,99 £ 0,31 31,22 + 0,006
25 60 2 - 452,50 £ 0,16 33,72 £0,001
SFE CO; 20 40 3 - 458,22 + 1,93 32,90 £ 0,004
15 20 4 - 458,35+ 0,12 32,35 + 0,005
15 60 4 - 899,23 £0,05 32,770,005
25 20 4 - 556,20 £ 0,63 33,02 £ 0,002
25 60 4 - 532,92 £0,13 33,98 + 0,005
15 20 - 2 463,07 £ 0,21 28,05 + 0,005
15 60 - 2 438,06 + 0,14 28,32 + 0,005
25 20 - 2 463,62 £0,47 28,79 + 0,005
cOo, + 25 60 - 2 440,17+ 0,33 28,54 £ 0,003
SFE C3|'2|80 20 40 - 4 432,70 £ 0,06 28,62 £ 0,005
15 20 - 6 449,15 +0,14 28,43 £ 0,002
15 60 - 6 408,68+ 0,18 28,15 + 0,004
25 20 - 6 471,41+0,35 28,23 + 0,004
25 60 - 6 468,02 + 0,03 28,82+ 0,002

M1Csp pelo 0 método DPPH
“Média da triplicata + desvio padrao.

Entre os extratos avaliados, o obtido através da extracdo com Soxhlet com metanol
apresentou maior atividade antioxidante, superior ao valor determinado para o fluido
supercritico. Neste caso, o valor de ICso foi de 125,82 pg mL?, o que caracteriza o forte
potencial antioxidante da amostra. Segundo Campos et al. (2008), valores de 1Csg abaixo de
250 pg mL* sdo considerados de alto potencial antioxidante.

Com base nos resultados da Tabela 7, pode-se observar o incremento da atividade
antioxidante com o aumento da polaridade dos solventes utilizados. Este resultado esta
compativel quando comparado a Andrade et al. (2017) que encontraram valores de ICso para o
método de Soxhlet utilizando etanol como solvente acima de 1000 ug mL™. Normalmente os
maiores percentuais de atividade antioxidante séo relacionados a maior polaridade do solvente
empregado na extracao.

Os resultados para atividade antioxidante das amostras obtidas por extracéo
supercritica mostram que houve pequena variagdo com as mudancas na densidade do solvente.

Em geral, os extratos oleosos obtidos por solventes ndao polares como o CO; apresentaram baixa



55

atividade antioxidante e compostos fenolicos, principalmente devido & polaridade desses
compostos (MAZZUTTI et al., 2017).

Observando a Tabela 7, 0 extrato de pimenta rosa que apresentou o maior valor de 1Csg
foi na condicdo de temperatura de 60°C, pressdo de 25 MPa e vazdo de 2,0 mL min?. Os
resultados encontrados para a inibigdo de 50 % dos radicais livres (ICso) é inversamente
proporcional a concentracdo de compostos fenolicos totais. Estando equiparados com 0s
resultados obtidos por Andrade et al., (2017), que encontraram valores de 1Cso superior a 1000
ug mL2,

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante das amostras de 6leo de pimenta
rosa, utilizando o método ABTS, sdo apresentados na Tabela 7. Nesse método, foi observado
que as extracBes por Soxhlet utilizando o metanol como solvente 68,25 + 0,003 uyMTEAC g*
de dleo, proporcionou o melhor valor de atividade antioxidante. Este resultado mostra a
afinidade do solvente de alta polaridade com os compostos antioxidantes presentes nas pimentas
rosas. Embora o hexano seja apolar, esse apresentou atividade antioxidante em ambas as
técnicas de extracdo. De acordo com Pereira et al. (2017), o método do ABTS permite ser
aplicado em sistemas contendo compostos antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos. Desta forma,
é possivel que as amostras de 0leo obtidas por solventes ndo polares, como hexano e 0 CO,
contenham substancias antioxidantes.

O 6leo obtido pela extragdo SFE/CO2, a 15 MPa, 20°C e 2 mL min™* forneceu o maior
valor de ABTS (35,53 + 0,004 uMTEAC g de 6leo). Andrade et al. (2017) obtiveram 342,00
UMTEAC g na extracio de 6leo de pimenta rosa usando a extragao supercritica com CO; na
condigéo de 15 MPa e 60 °C.

A condicdo mais extrema de pressdo, temperatura e concentracdo de isopropanol
(25 MPa/60°C/6%) na SFE/CO2 + C3HgO, correspondeu a maior atividade antioxidante 28,82
+ 0,002 pMTEAC g de 6leo. Essa condicdo gerou melhor solubilizagio dos compostos
antioxidantes pelo método ABTS em relagdo as outras condicdes.

Em relagdo & extragdo supercritica, ndo foi observada tendéncia de reducdo ou
aumento da atividade antioxidante em funcdo da temperatura no método ABTS. Uma hipoétese
que justifique esse comportamento é a de que em funcdo de cada condicdo experimental,
diferentes compostos sejam extraidos, tendo como consequéncia a variacdo no potencial
antioxidante do extrato. Como ndo foi observada a reducgéo da atividade antioxidante com o
aumento da temperatura acredita-se que 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante
ndo sofrem degradacdo térmica a 60°C (HU; HU; XU, 2005).
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4.4 Composicao quimica do 6leo

4.4.1 Quantificacdo dos compostos fenolicos por CLAE

A identificacdo e a composicao dos compostos fenolicos obtidos no éleo das extracdes
por Soxhlet e extracdo com fluido supercritico, foram realizadas mediante utilizacdo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Somente algumas amostras foram selecionadas,
levando em consideracdo os maiores rendimentos globais (sec¢éo 4.2). Assim, o 6leo extraido
por ES utilizando o solvente metanol e o 6leo da SFE/CO; e SFE/CO> + C3HgO na condicéo 15
MPa/20°C/4 mL min*e 25 MPa/60°C/6%, respectivamente, foram selecionados.

Neste trabalho, 5 compostos fendlicos, incluindo 1 tocoferol (o — Tocoferol), 3 cidos
fenolicos (acido trans cinamico, acido galico e acido p-cumarico) e 1 flavonoide (quercetina),

foram simultaneamente identificados no 6leo de pimenta rosa, conforme mostra a Tabela 8.

Tabela 8. Contetido de fendlicos totais identificados pela anélise de CLAE no dleo obtido por ES,
SFE/CO, e SFE/CO; + C3HsO.

COMPOSTOS (mg 100 g de EXTRACAO

6leo) ES SFE/CO, SFE/CO; + C3HgO
a — Tocoferol 1,8306 1,487 NI

Ac. Trans cindmino 0,8743 NI NI

Ac. P-cumarico 0,3828 0,6421 0,1640
Ac. Galico 1,2241 NI NI
Quercetina NI NI 0,1841

NI — Nao Identificado

O 6leo extraido por Soxhlet apresentou maior diversidade de compostos fenélicos em
relacdo ao extraido da SFE/CO; e SFE/CO; + CsHsO. Isto ocorre, pois, a presenca do metanol
afeta positivamente na quantificacdo de fenolicos, devido ao fato de que a polaridade do
solvente utilizado esta relacionada com as intera¢fes covalentes (ligacdo de hidrogénio) e
dipolo-dipolo que aumentam a solubilidade de compostos fendlicos. No entanto, o elevado teor
de tocoferol encontrado no 6leo da SFE/CO, aumentou a concentragdo de fenodis totais
determinados através do reagente Folin-Ciocalteau e atividade antioxidante, isso deve-se ao
fato do CO- ser o solvente supercritico apropriado para a extragdo de compostos bioativos como
tocoferois, terpenoides e sitosterais.

O a-tocoferol, também conhecido como vitamina E, foi encontrado no 6leo extraido nas
condicOes estudadas de ES e SFE/CO,. Esse antioxidante auxilia na reducdo do estresse

oxidativo e tem aumentado a reducdo a resisténcia & oxidacdo do LDL. Outros estudos
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identificaram em espécies de Schinus terenbinthiflius Raddi compostos fendlicos diferentes aos
encontrados nesse trabalho (GOMES et al. 2017; MEDINA et al. 2017).

Li et al. (2011) relataram que o acido galico apresenta beneficios como: atividade
antimicrobiana, antioxidante, propriedades anti-inflamatdria, antialérgicas, anticancerigenas e
antiviral. Perante os beneficios relatados acima, o contetido alcangcado neste trabalho faz com

que a residuo da pimenta rosa seja fonte promissora destes compostos.

4.4.2 ldentificacdo dos constituintes volateis

A composicdo do 6leo de pimenta rosa obtida por cromatografia gasosa é apresentada
na Tabela 9. Para a andlise, foram selecionados os 6leos extraidos com fluido supercritico.
Somente algumas amostras foram selecionadas, levando em consideracdo 0s maiores
rendimentos globais. Assim, foram selecionadas as amostras de 6leo da SFE/CO; e SFE/CO> +
C3HsO nas condicdes 15 MPa/20°C/4 mL min™e 25 MPa/60°C/2%, respectivamente.
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Tabela 9. Composi¢do do 6leo de pimenta rosa obtidos por SFE/CO, e SFE/CO; + CsHsO.

SFE/CO; SFE/CO; + C3HsO
Composto % GC-MS % GC-MS

a-pineno 4.72 2.26
B-pineno 9.96 5.20
6-3-careno 4.47 141
Limoneno 10.23 2.67
Pinocarvona 1.08 1.33
m-cimen-8-ol NI 1.35
p-cimen-8-ol 1.53 1.05
Mirtenal NI 1.09
Verbenona 0.97 0.80
Acetato de isobornila 2.71 2.09
p-vinil guaiacol 0.90 0.92
&-elemeno 1.63 1.46
B-iangleno 2.47 2.65
[B-copaeno 1.67 1.73
germacreno-D 14.42 14.16
&-cadineno 1.02 1.04
Elemol 19.48 20.74
Oxido decariofileno NI 2.22
Alo aromadrendeno epoxido 4.27 5.50
Ac. Hexadecandico NI 1.60
Ac. Linoleico 3.58 3.96
Cis-6xido de limoneno 1.04 NI
Mirtenol 1.42 NI
10-epi-y-eudesmol 1.30 NI
B-eudesmol 5.13 NI

NI — N&o Identificado

Na anéalise cromatografica do Oleo essencial dos 6leos de pimenta rosa foram
identificados 25 compostos, sendo 0 componente majoritario o elemol e germacreno-D para as
extragOes por SFE/CO, e SFE/CO; + C3HgO, conforme Tabela 9. Isso permitiu verificar que
esse Oleo apresenta teor de alcoois, fendis e aldeidos, além de terpenos (o €  pinenos e
limonenos), o que infere o potencial antimicrobiano e antioxidante. Estes mesmos elementos
foram encontrados em trabalhos realizados por (Novacosk e Torres, 2006; Souza et al., 2005;
Bertoldi, 2006), os quais citam que devido a riqueza quimica em fenois, aldeidos e alcoois, 0s
6leos essenciais apresentam propriedades antissépticas.

Estudo realizado por Andrade (2017) identificou B-pineno, 6-cadineno, epi-a-muurolol
e a-cadinol como compostos majoritarios presentes no 6leo essencial obtido dos frutos verdes

de Schinus terebinthifolius. Observa-se que a composic¢do quimica de 6leo essencial extraido
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com SFE/CO; e SFE/CO2 + C3HgO podem variar significativamente. De modo geral, a
frequente variacdo quimica de 6leos essenciais, € devido a alta complexidade quimica dos 6leos,
que sofrem influéncia de varios fatores, tanto geogréaficos e ecoldgicos (habitat), quanto pelo
solvente utilizado na extracdo variabilidade, que esta diretamente ligada com a qualidade dos
6leos essenciais (ROVEDA et al., 2010).

O acido linoleico é o acido graxo presente no fruto de pimenta rosa o qual € conhecido
como 6mega-6, desempenha importantes fungbes na manutencdo das membranas celulares,
funcdes cerebrais e da transmissdo de impulsos nervosos. Este dleo pode ser empregado, por
exemplo, na producéo de margarinas, que sdo consumidas sem tratamento térmico e, por isso,
menos suscetiveis a oxidagdo, além disso, podera ser avaliado como base para a producdo de

cosméticos e medicamentos.

4.5 Modelos cinéticos matematico

As cinéticas das extracbes por SFE, utilizando CO2 puro e isopropanol como
cossolvente, puderam ser caracterizadas pela quantidade correspondente a massa de 6leo em
relacdo ao tempo, Figura 7 e Figura 8. As estimacfes de parametros dos modelos cinéticos de
Martinez (2003), Ezquivel (1999) e Tan e Liou (1989) foram implantadas na curva cinética na

condicéo central do experimento.
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Figura 7 - Curva global da massa de 6leo (g) por tempo de extracdo (min) via SFE a 20 MPa, 40°C e 3
mL min utilizando CO2 puro.
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Figura 8 - Curva global da massa de 6leo (g) por tempo de extracdo (min) via SFE a 20 MPa, 40 °C e
49% utilizando CO, + C3H3gO.

O conjunto de dados para o modelo Martinez et al. (2003), Tan e Liou (1989) e
Ezquivel (1999) estdo listados na Tabela 10, e os parametros ajustaveis para 0os modelos de
Martinez et al. (2003), Tan e Liou (1989) e Ezquivel (1999) estdo listados na Tabela 11.

Tabela 10. Dados utilizados para estimagdo dos parametros dos modelos de Martinez et al. (2003), Tan
e Liou (1989) e Ezquivel (1999) — Extracéo supercritica.

Parametros Valores
Altura (cm) 19,4
Diametro (cm) 1,95
Area (cm?) 2,98
Porosidade () 0,8034
Densidade do solvente (g/cm3) 0,9044
Densidade do sélido (g/cm?) 1,4094
Vaz&o méssica do solvente (ml/min) 3,6177
Concentracdo inicial do 6leo (Xo) 0,0493

Tabela 11. Pardmetros determinados dos modelos Martinez et al. (2003), Tan e Liou (1989) e Ezquivel
(1999).

MODELO ey SFE/CO, SFE /CO; + CsHgO
Martinez et al. (2003) bi (mint) 0,0415 0,0564
tm (Min) -19,0985 21,4413
r? 0,9996 0,9996
Em -0,0102 -0,0146
Esquivel (1999) b (s) 14,4769 19,5577
r? 0,8849 0,8732
Em -0,3011 -0,3029
Tan e Liou (1989) Kd 0,0013 0,0203
r? 0,8910 0,8998

Em 0,0810 0,0081
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Quanto menor o valor de En e maior o valor de r?, melhor o modelo representa os dados
experimentais. Diante disso, 0 modelo de Martinez et al. (2003) foi o que apresentou melhor
ajuste aos dados experimentais (Exp) para as condi¢Ges operacionais utilizadas, com menor
erro médio relativo (Em = -0,0102 e -0,0146 para SFE/CO, e SFE/CO, + Cs3HsO,
respectivamente. Os modelos de Tan e Liou (1989) e Esquivel (1999) ndo se ajustaram ao
comportamento cinético.

As curvas cinéticas experimentais usadas para estimar os modelos cinéticos
apresentaram tempos diferentes na fase CER, sendo observado que, para a SFE utilizando o
CO2 puro e SFE utilizando CO, com isopropanol, a taxa de extragdo foi maior nos primeiros 50
min, depois ambas sofreram reducdo até atingir o equilibrio. Para 0 modelo de Martinez et al.
(2003), esse comportamento esta associado a concentracdo dos componentes no extrato ao
longo da extracdo, alguns componentes presentes na pimenta rosa sdo esgotados com o decorrer
do tempo, enquanto outros iniciam o seu processo de extracdo. O parametro tm foi negativo.
Segundo Pessoa et al. (2015) este parametro indica o0 tempo em que a taxa de extracao esta no
seu maximo, os valores negativos indicam que a taxa de extracdo esta diminuindo desde o inicio
(t=0).

O rendimento da extracdo em funcao do tempo no modelo de Esquivel (1999) mostrou
que o coeficiente b exibiu tempos diferentes nas extracdes dos compostos de interesse (34,40 e
18,40 s para a SFE/CO. + C3HgO e SFE/COy, respectivamente). O parametro estimado (b),
depende da temperatura e pressdo, como as pressdes de ambas cinéticas de extragdes foram as
mesmas, o fator que provavelmente contribuiu para maior taxa de extracdo na SFE/CO; +
C3HgO foi a temperatura, pois, 0 aumento da temperatura favorece no aumento da solubilidade
do soluto extraido, ocasionando maiores rendimentos.

O modelo de Tan e Liou (1989) ndo obteve bom comportamento cinético. P6de-se
observar o maior valor do erro médio relativo, em contrapartida, 0 segundo maior valor do
coeficiente de determinacéo foi encontrado para este modelo. Durante o processo de extracao,
este € controlado unicamente pela difusdo, a qual depende da distribuicdo do soluto na matriz
solida e das condicdes operacionais do processo. A constante de dessorcdo (kqg) apresentou
praticamente 0 mesmo resultado para ambas extracdes, isto é resultante das condicdes

operacionais utilizadas para a estimacéo deste modelo serem semelhantes em ambas extraces.
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4.6 Analise Estatistica

Apos a realizacdo dos experimentos, com base na técnica de planejamento utilizada, foi
possivel perceber como as varidveis de entrada (fatores) influenciaram nas respostas. Os
resultados estatisticos foram gerados com intervalos de confianca de 95% para cada variavel
resposta.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) para o rendimento global (Xo) mostram
que, a nivel de 95% de confianca a variavel Qco (p-valor < 0,030) e as interagdes entre elas
foram significativas (p-valor < 0,05) com r?> =0,979 para a SFE/CO2. Enquanto que, na SFE/CO>
+ C3HgO a influéncia das variaveis normalizadas (P, T e ClI) e suas respectivas intera¢fes foram
estatisticamente significantes a nivel de 95% de confianca (p-valor < 0,05), com r? =0,995.

A anélise de variancia (ANOVA), para a atividade antioxidante pelo método DPPH na
SFE/CO;, indicou contribuicdo significativa das variaveis de entrada (P, T, Qco2) e suas
respectivas interagdes sobre o DPPH (p-valor < 0,05; r? =0,999). Enquanto que, SFE/CO- +
CsHsO mostra que as variaveis normalizadas (P, T) foram estatisticamente significantes a
nivel de 95% de confianca (p-valor < 0,05; r? =0,994).

Os resultados da analise de variancia (ANOVA), para a atividade antioxidante pelo
método ABTS apresentou r? = 0,999 da variagio experimental na SFE/CO,. Enquanto que, 0
modelo da SFE/CO, + C3HsO apresentou r> = 0,995. Em ambas extracBes as variaveis
normalizadas (P, T, Qco2 e Cl) e suas respectivas interacbes, ndo foram estatisticamente
significantes a nivel de 95% de confianca (p-valor > 0,05).

Os resultados de andlise da variancia (ANOVA) para o teor de compostos fenolicos na
SFE/CO2 mostra que as variaveis normalizadas (P, T e Qco2) e suas respectivas interagcdes, ndo
foram estatisticamente significantes a nivel de 95% de confianca (p-valor > 0,05; r? =0,980).
Enquanto que na SFE/CO; + C3HsgO, a pressdo e a concentragdo do alcool isopropilico foram
os fatores significativos sobre os compostos fendlicos (p-valor < 0,05; r? =0,995). Considera-
se que a elevacdo da pressdo desempenhou papel importante na extracdo de compostos

fenélicos.
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5 CONCLUSAO

A utilizacao do residuo de pimenta rosa como insumo para a producao de 6leos naturais
implica em aumento do valor agregado devido a capacidade antioxidante do 6leo obtido e sua
possivel utilizacdo em diferentes segmentos industriais. Além disso, o aproveitamento dessa
matéria-prima, aparentemente sem utilizacdo, constitui boa alternativa econémica e ecologica
para a producdo de Oleos naturais uma vez que tal residuo normalmente é descartado e
reintegrado ao solo.

O dleo extraido através da técnica por Soxhlet, mostrou que o solvente de maior
polaridade (metanol) gerou maior rendimento global de Oleo 28,62%, por outro lado, a
seletividade deste, associado ao seu alto grau de toxicidade, sdo fatores que limitam o uso do
mesmo. Para as SFEs, a introdugdo do cossolvente mostrou-se eficaz no aumento do
rendimento, cujo valor foi de 16,97%.

O modelo de Martinez teve sucesso se ajustando aos dados experimentais da cinética de
extracdo, apresentando menor erro médio relativo. A SFE/CO2 mostrou que o tempo de
extracdo na fase CER é menor que na SFE/CO, + C3HgO. O parametro tm do modelo de
Martinez mostrou relagcdo em torno de 26,76 min para a SFE utilizando o CO2 puro e 37,30 min
quando utilizou o cossolvente, tornando indicativo da concentragdo dos componentes presentes
no 6leo ao longo da extragéo,

Na determinacdo de compostos fendlicos no o6leo obtido com solventes organicos,
notou-se a relagéo direta entre o aumento da polaridade do solvente extrator com o aumento da
concentracgdo desses compostos, sendo que o metanol (1424,85 mgGAE 100 g * de 6leo) e 0
etanol (497,58 mgGAE 100 g de 6leo) geraram os maiores teores de fendlicos para a extragio
por Soxhlet. Nas SFEs, o uso do cossolvente ndo inferiu em maiores concentracées de fendlicos
totais. Entretanto, a extracdo utilizando CO, puro na condi¢do 15 MPa/20°C/4 mL min™
apresentou a maior concentracio desses compostos no dleo (143,26 mgGAE 100 g de 6leo),
provavelmente ocasionada pela baixa pressao e temperatura.

Em relacdo a atividade antioxidante do 6leo, determinada por DPPH e ABTS, para a
extracao por Soxhlet, foi possivel destacar, mais uma vez, a relagédo direta entre a polaridade do
solvente e a atividade antioxidante, sendo observado que o 6leo extraido no solvente de maior
polaridade apresentou maior potencial antioxidante. Com relacéo as SFE, os resultados obtidos
com as extracdes utilizando o CO- puro apresentaram maior atividade antioxidante pelo método
DPPH, sendo encontrado na condicdo 25 MPa/60°C/2 mL min™* o menor valor de ICso (452,30
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ng mLY). Enquanto que as extraces utilizando o CO, com o isopropanol apresentaram maior
atividade antioxidante pelo método ABTS, encontrado na condi¢do 25 MPa/60°C/6% 0 maior
valor de ABTS (28,82 utMTEAC g de 6leo). De modo geral, os compostos bioativos presentes
no 6leo podem agir como sequestrantes de radicais livres devido a sua capacidade de atuar
como doador de hidrogénio.

Na quantificacao de fendlicos no 6leo, obtido nas condi¢des de maior rendimento, foram
identificados diversos tipos sendo os principais: a- tocoferol, &cido p-cumarico, acido galico e
quercentina. O teor de &cidos encontrado nesse 6leo, constitui boa fonte alimenticia o que
possibilita sua aplicacdo na inddstria de alimentos.

Diante das técnicas de extrages utilizadas nesse trabalho, fica evidente que a extracéo
por Soxhlet utilizando o metanol como solvente obteve melhores resultados, porém é um
solvente toxico e que precisa de estudo mais detalhado para aplicacdo do 6leo em processos
industriais. Por outro lado, a extracdo com fluido supercritico € uma técnica mais limpa e com
custo elevado, elimina com facilidade o solvente do 6leo por utilizar o diéxido de carbono
(CO2), podendo ser empregado na inddstria alimenticia, farmacéutica entre outras. J& que de
acordo com o perfil quimico dos Oleos, tem-se a presenca de compostos com importantes

atividades biologicas, tais como anti-inflamatdria e antimicrobiana.
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