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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante dos
extratos da semente do tamarindo doce (Tamarindus indica) obtidos com
CO, supercritico, subcritico e com diferentes concentraces de etanol
(10 %, 25 %, 50 %, 75 % e 100 %). As extra¢cdes com CO, puro foram
realizadas no intervalo de 20 a 50 °C e 100 a 250 bar e com etanol nas
condicdes de 50 °C e 250 bar, como também a 40 °C e pressdo
ambiente. Os rendimentos das extracbes com CO, puro de melhor
guantidade e qualidade antioxidante foram obtidos nas condi¢des de 50
°C e 250 bar. Nao houve diferenca significativa, ao nivel de 5 % pelo
teste de Tukey, entre os rendimentos dos extratos obtidos com 75 % e
100 % de etanol, para ambas as condicGes citadas. No entanto, o teor de
compostos fenélicos do extrato da semente do tamarindo doce obtido
com 100 % de etanol a 50 °C e 250 bar foi superior a todos 0s outros,
inclusive, ao antioxidante sintético hidroxitolueno de butila. Portanto, os
extratos etandlicos da semente do tamarindo doce, obtidos pela
tecnologia supercritica com mistura de solventes, sdo potenciais fontes
de antioxidantes naturais para a indudstria de alimentos.

Palavras-chave: Antioxidante. Extracdo. Semente. Supercritica.
Tamarindo.






ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of the
extracts of the seed of sweet tamarind (Tamarindus indica) obtained
with supercritical CO, and subcritical with different concentrations of
ethanol (10 %, 25 %, 50 %, 75 % and 100 %). The extractions were
performed with pure CO, in the range 20 - 50 °C and 100 - 250 bar and
ethanol under the conditions of 50 °C and 250 bar and 40 °C and
ambient pressure. The yields of pure CO, extractions with better quality
and quantity of antioxidant was obtained under the conditions of 50 °C
and 250 bar. There was no significant difference at the 5 % level by the
Tukey test, between the yields of extracts obtained with 75 % and 100 %
ethanol, for both conditions cited. However, the phenolic content of the
extract of tamarind seed obtained with fresh 100 % ethanol at 50 °C and
250 bar was superior to all others, including the synthetic antioxidant
butyl hydroxytoluene. Therefore, the ethanol extracts of the seed of the
tamarind sweet, obtained by supercritical technology with solvent
mixture, are potential sources of natural antioxidants for the food
industry.

Keywords: Antioxidants. Extraction. Seed. Supercritical. Tamarind.
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1 INTRODUCAO

O tamarindo doce, uma variedade do Tamarindus indica, é
raramente encontrado no Brasil. No entanto, no sertdo baiano, na cidade
de Sento Sé, a fazenda Bebedouro possui uma area de 2000 hectares
com plantagcdo de Tamarindo “doce”, nome atribuido ao fruto por ndo
apresentar a acidez marcante do tamarindo comum.

As sementes do tamarindo, tanto a variedade acida como a doce,
sdo descartadas sem nenhum aproveitamento tecnolégico pelas
pequenas indistrias da regido do Submédio do S&o Francisco, que
envolve as cidades de Petrolina/PE e Juazeiro/BA, necessitando de
estudos que demonstrem seu potencial tecnoldgico para as industrias
alimenticias ou farmacéuticas.

O aproveitamento de cascas e sementes surge COmMO uma
alternativa para reduzir os residuos industriais, contribuindo para a
protecdo ao meio ambiente. Além da importancia da reducéo de residuos
organicos, as extracles e identificacdo dos compostos presentes na
semente do tamarindo doce sdo uma inovacdo na area da pesquisa no
Brasil.

As frutas, folhas e sementes sdo fontes naturais de antioxidantes e
diversas pesquisas tém apostado nesta alternativa para a substituicdo dos
antioxidantes sintéticos. Estes tém sido alvo de questionamentos quanto
a sua inocuidade, levando a industria de alimentos a procurar
alternativas para a sua substituicdo. No entanto, até o momento, a
guantidade necessaria para inibir reacGes antioxidantes e sensorialmente
aceita pelo consumidor ainda ndo foi determinada (RAMALHO;
JORGE, 2006).

A utilizagdo de tecnologias limpas nos processos de extracdo de
compostos pode ser considerada um avanco para o0 aproveitamento de
residuos industriais e para a preservacdo do meio ambiente. A extracdo
com fluido subcritico ou supercritico tem como uma de suas vantagens a
obtencdo do extrato livre do solvente, com elevado grau de pureza e,
como desvantagem o alto custo devido a utilizacdo de materiais e
estrutura resistentes a altas pressées (BRUNNER, 1994).

O CO;, é o solvente comumente utilizado nos processos de
extracdo subcritica e supercritica. No entanto, ndo é o solvente mais
apropriado para extracdo de compostos antioxidantes. Sua eficiéncia é
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elevada com a utilizacdo de modificadores, como o etanol, o qual possui
semelhanca quimica com estes compostos (TSAO; DENG, 2004; DIAZ-
REINOSO et al., 2006).

A modelagem matematica é de fundamental importancia para
predizer o comportamento do processo de extracdo em escala industrial,
fornecendo dados necessarios para a construcdo de equipamentos e
projecdo de plantas industriais, contribuindo na avaliagdo da viabilidade
econdmica deste processo.

A identificagdo dos compostos presentes no extrato da semente
do tamarindo doce serve de embasamento para futuros investimentos
nesta matéria-prima tdo comum e adaptada ao Sertdo Nordestino,
agregando valor a mais um residuo descartado pelas industrias de polpa
de frutas do Vale do S&o Francisco.

No Brasil, a extracdo e caracterizagdo dos compostos presentes na
semente do Tamarindo doce sdo inéditos, sendo necessarios estudos
mais aprofundados da variedade doce e da viabilidade econémica deste
residuo.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obtencdo do extrato da semente do Tamarindus indica, variedade
doce do sertdo baiano, em diferentes condigdes de temperatura e presséo
e avaliagdo da sua atividade antioxidante.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Influéncia da umidade da matéria-prima nos rendimentos da
extracdo da semente do tamarindo doce;

b) Caracterizacdo do leito de particulas da semente do
tamarindo doce utilizada como matéria-prima;

¢) Avaliagdo da melhor condigcdo de temperatura e pressao para
o0 rendimento dos extratos obtidos pelos métodos de extragéo
subcritica e supercritica (ESC);

d) Utilizacdo de diferentes concentragbes de etanol + CO, na
melhor condi¢do de pressdo e temperatura determinada pela
ESC para verificar o rendimento e as caracteristicas dos
compostos extraidos;
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€)
f)

9)

h)

Obtencao de extrato pelo método convencional;
Determinacdo da curva global de extracdo do extrato da
semente do tamarindo doce, visando o estudo da cinética de
transferéncia de massa e aplicagdo da modelagem
matematica;

Determinacdo e comparacdo da atividade antioxidante dos
extratos obtidos pelos métodos de extracdo convencional e
extracdo supercritica com CO, puro e CO, + diferentes
concentracdes de etanol;

Comparagdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos
com o hidrotolueno de butila (BHT);

Avaliacéo do perfil de acidos graxos dos extratos da semente
de tamarindo doce.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TAMARINDO DOCE (Tamarindus indica)

O tamarindeiro (Tamarindus indica L.) é uma planta frutifera que
pertence & familia das Leguminosas, nativo da Africa Equatorial, india e
Sudeste Asiatico e que se desenvolve em regiGes tropicais e
subtropicais, com temperatura média ideal de 25 °C. E considerada uma
arvore ideal para regides semiaridas, tolerando de 5 a 6 meses de
condi¢des de seca, mas ndo sobrevive em baixas temperaturas
(PEREIRA et al., 2011).

E uma é&rvore macica, de crescimento lento e de longa vida, sob
condi¢des favoraveis, pode alcancar uma altura de 30 m, um didmetro
de coroa de 12 m e uma circunferéncia de tronco de 7,5 m. As flores s&o
de coloragbes quase brancas ou rosadas, agrupadas em cachos
irregulares nos apices dos ramos (TRZECIA et al., 2007). O fruto do
tamarindeiro é uma vagem alongada, com 5 a 15 cm de comprimento,
com casca pardo-escura, lenhosa e quebradica, contendo 3 a 8 sementes
envolvidas por uma polpa parda e acida (CARVALHO et al., 2009).

Entre as frutiferas tropicais exéticas, o tamarindo (Tamarindus
indica L.) destaca-se por apresentar excelentes qualidades nutricionais.
Pelo seu agradavel aroma e sabor acido-doce, o fruto é muito utilizado
na fabricacdo de refrescos, sorvetes, pastas, doces, licores, geleias e
também como ingrediente em condimentos e molhos (GURJAO, 2006).

Ha diferentes variedades do Tamarindus indica, podendo ser
divididas em 4cidas e doces. As variedades acidas sdo comumente
encontradas na maioria dos paises, pois, desenvolve-se facilmente em
locais quentes e ensolarados. As variedades do tipo doce ndo estdo
facilmente disponiveis. No entanto, no sertdo baiano, na cidade de Sento
Sé, a fazenda Bebedouro possui uma area de 2.000 hectares plantada de
Tamarindo “doce”, nome atribuido ao fruto por ndo apresentar a acidez
marcante do tamarindo comum. Praticamente ndo ha nenhum estudo
relacionado ao aproveitamento tecnolégico da polpa e da semente do
tamarindo doce (PEREIRA et al., 2011).

Luengthanaphol et al. (2004) relatam que as duas espécies do
tamarindo sdo encontradas em abundancia na Tailandia, onde s&o
consumidas na forma de polpa e geleias.



32 Revisdo bibliografica

Carvalho et al. (2009) comparam os parametros fisico-quimicos
da polpa do tamarindo “doce” com o tamarindo comum (Tamarindus
indica L.), conforme Tabela 1. Pode-se destacar a grande quantidade de
ferro (17,05 mg Fe/100 g) do tamarindo doce em comparacdo ao
tamarindo comum diante de parametros fisico-quimicos tao
semelhantes.

Tabela 1 - Medidas fisico-quimicas do fruto do tamarindo “doce” (n=3).

Variaveis* Tamarindo Tamarindo .
“doce” comum (TACO")
Umidade (g/100 g) 16,80 22,00
Sélidos sollveis totais (g/100 g) 69,76 69,80
Cinzas (g/100 g) 3,66 1,90
Cinzas soluveis (g/100 g) 2,72 -
Cinzas insoluveis (g/100 g) 0,94 -
Ferro (mg/100 g) 17,05 0,60
Fibra alimentar (g/100 g) 5,21 6,04

Fibra insoltvel (g/100 g) 3,02 -

Fibra soltvel (g/100 g)** 2,19 -
Gordura (g/100 g) 0,69 0,50
Carboidratos (g/100 g) 91,01 72,50

Acucares redutores (g/100 g) 46,84 -

AcUcares ndo redutores
(9/100 g) 44,17 -

'Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos.
*Valores em massa Umida.
*Fibra solGvel = pectina; - fragdes ndo quantificadas na tabela TACO.
Fonte: CARVALHO, 2009.

Além da riqueza da polpa deste fruto, a semente do tamarindo é
uma fonte de diversos compostos quimicos importantes para a industria
de alimentos, entre eles os compostos antioxidantes que sdo
responsaveis por retardar reacdes de oxidagdo indesejaveis em alimentos
(SOUSA, 2008).

As frutas tropicais tém sido aceitas por consumidores mais
exigentes, principalmente, no que se refere as caracteristicas de sabor e
aroma, existindo uma tendéncia de crescimento no mercado nacional e
internacional (GURJAO, 2006).

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, ficando
atras somente da China e da india. Em 2008, foram produzidas 43
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milhGes de toneladas de frutas, representando 5% da produgdo mundial
(RURALBR, 2009).

A Regido do Desenvolvimento do Submédio do S&o Francisco,
formada pelas cidades de Petrolina, Santa Maria da Boa Vista, Oroco e
Lagoa Grande (Pernambuco), além de Juazeiro, Curaca, Casa Nova e
Sobradinho (Bahia), € a maior produtora de frutas do Brasil, responsavel
por 30 % das exportacGes do setor. Em 2008, Petrolina faturou R$ 570,3
milhGes e aumentou sua producao em 36,9 % (IBGE, 2009).

O destaque nacional das cidades de Petrolina e Juazeiro na
producdo de frutas potencializa investimentos das industrias de
transformacdo de alimentos (agroindistrias), agregando valor aos
produtos agricolas da regido. A exemplo do umbu (Spondias
tuberosa Arruda Camara) na Bahia, fruta exotica é transformado em
doces, geleias e polpa pela Cooperativa Coopercuc, com producgdo de
200 toneladas por ano, atendendo ao mercado interno e externo (Franca,
Italia e Austria), gerando renda para 141 cooperados e 300 familias da
regido (COOPERCUR, 2010).

Enquanto a polpa do tamarindo é utilizada, na regido do
semiarido, para produzir sucos, doces, sorvetes, licores e pastas, suas
sementes podem ser usadas como estabilizantes de sucos (CARVALHO
et al.,, 2009). As sementes (Figura 1), no entanto, sdo consideradas
residuos, descartadas sem nenhum aproveitamento tecnoldgico na
maioria das pequenas propriedades produtoras da regido.

Figura 1 - Sementes do tamarindo doce.

Ea

-

O tamarindo é&cido é recomendado para evitar efeitos
indesejaveis, a exemplo de constipacdo e diarreia. Devido a presenca de
antioxidantes, sdo utilizados pelas indUstrias de cosméticos e
farmacéutica na India (SHANKARCHARYA, 1998). O embrido
extraido da semente é utilizado para a produgdo de goma de tamarindo,
mais conhecido como gelose (FAROOQ; FAROOQ, 2003).
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Também é fonte de proteinas, podendo ser utilizado como
componente de um regime protéico a base de cereais. No entanto, sua
baixa digestibilidade dificulta a sua valorizacdo para ser utilizado na
alimentacdo humana. A matéria seca das sementes de tamarindo contem
4 a 11 % de lipidios e 65 a 70 % de polissacarideos e amilopectina,
também sdo ricos em elementos minerais, sendo 0s principais o0 potassio
e o célcio (TRZECIAK et al., 2007).

A semente do tamarindo ainda ndo € aproveitada de forma
eficiente na Regido do Submédio do Vale do S&o Francisco. As
indUstrias de beneficiamento de frutas destinam seus residuos para a
compostagem, feita de forma artesanal, ndo obtendo resultados
eficientes para as industrias de grande porte.

O aproveitamento dos residuos gerados pelas indistrias de
alimentos contribui significativamente para a reducdo dos impactos
ambientais, bem como agrega valor a matérias-primas descartadas. Em
2010, o Brasil processou 2.149.817, 48 kg de frutas, segundo o IBRAF -
Instituto Brasileiro de Frutas, o que ressalta a importancia de estudos
gue comprovem o potencial que estes residuos possuem, e quanto o
emprego da tecnologia limpa podera contribuir para o desenvolvimento
de regides produtoras, como o P6lo Econdmico Petrolina/Juazeiro.

2.2 ANTIOXIDANTES

De acordo com a Portaria n°. 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de
1997, antioxidantes sdo substdncias que retardam o aparecimento de
alteracdo oxidativa no alimento. Podendo ser definido também como
aditivo capaz de prevenir os efeitos nocivos da oxidacéo, através da
inibicdo da lipoperoxidagdo, sequestro de radicais livres e/ou quelagdo
de fons metalicos.

Os antioxidantes sdo importantes para a salde do ser humano,
pois atacam os radicais livres que geram danos ao nosso organismo. Os
radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, caracteristica esta que lhes confere instabilidade, meia
vida curta e alta reatividade quimica. Essa alta reatividade quimica é a
grande responsavel pela instabilidade da espécie, uma vez que essas
moléculas tendem a reagir com outro composto que esteja presente em
estruturas préximas a sua formacdao, passando a comportarem-se, assim,
como receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons
(PEREIRA; RETTORI, 2008).

Os principais radicais livres sdo: oxigénio singleto, radicais
superdxido, hidroxila e semiquinona, éxido nitrico e peroxinitrito.
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Os antioxidantes inibem as lesbes causadas pelos radicais livres
nas células, agem como mecanismos de defesa e podem se adquiridos
através da dieta ou de forma sintética, hidroxianisol de butila (BHA) e o
hidroxitolueno de butila (BHT) (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Podem ser divididos em duas classes: antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos (Tabela 2). Os enzimaticos sdo compostos capazes de
bloquear a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as
espécies reativas ao oxigénio. Os ndo enzimaticos sdo moléculas que
interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a
reacdo (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2003).

Tabela 2 - Classificagdo dos antioxidantes.

Nao Enzimaticos Enzimaticos
a-tocoferol (vitamina E) Superdxido dismutase
[-caroteno Catalase
Acido ascorbico (vitamina C) NADPH-quinona oxidoretudase
Flavonoides Glutaniona peroxidase
Proteinas do plasma Enzimas de reparo
Selénio
Glutationa
Clorofilina
L-cisteina
Curcumina

Fonte: MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2003.

Os antioxidantes interagem com os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre
os lipideos, os aminodcidos das proteinas, a dupla ligagdo dos &cidos
graxos poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de
lesGes e perda da integridade celular. Os antioxidantes obtidos da dieta,
tais como as vitaminas C, E e A, os flavonoides e carotendides sao
extremamente importantes na intercepcdo dos radicais livres
(BIANCHI; ANTUNES,1999).

Os compostos fendlicos e flavondides sdo frequentemente
encontrados em frutas e vegetais. Melo et al. (2008) encontraram
quantidades significativas de compostos fendlicos em 15 frutas
comercializadas no centro de Recife-PE. Vaérios estudos tém
evidenciado o potencial antioxidante de frutas, vegetais, sementes,
cascas, bebidas e etc.
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Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de
radicais e algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992), agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismo de reacdo da oxidac&o lipidica.

Iniciagcdo RH - R*+H*®
Propagagéo R*®*+ 0, —» ROO*
I,ROO' +RH — ROOH +R*

Término ROO*® + R* — ROOR Produtos
ROO* + ROO®* — ROOR + O, estaveis
R*+R®*— RR

RH= é&cido graxo insaturado; R°= radical livre; ROO®= radical perdxido;
ROOH= radical hidroperoxido.

A industria de alimentos utiliza antioxidantes sintéticos para
inibir os processos oxidativos em alimentos lipidicos. Esses sdo
compostos fenolicos com substituicBes variadas no anel (Figura 3) que
contribuem para inibir alteracdes indesejaveis no alimento. No entanto,
existe uma demanda por estudos sobre a extracdo e viabilidade
comercial de antioxidantes naturais, uma vez que, 0s antioxidantes
sintéticos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Figura 3: Antioxidantes sintéticos.

OH OH
C(CIL,), (CHL).C T~ C(CH,)
/
OCH, CHL,
BH.A BHT
OH OH
HO OH i ~C(CTHL),
COOC, T, O EL

Fonte: RAMALHO; JORGE, 2006.
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Peres et al. (2011) observaram atividade antioxidante, pelo
método difenil-picrilhidrazil (DPPH) nas cascas do tamarindo indica e a
inatividade para a polpa do mesmo. Tsuda et al. (1994) estudaram a
extracdo de antioxidantes do tamarindo indiano e encontraram quatro
antioxidantes na casca da semente: (-)-epicatequina, acetato de 3,4-
diidroxifenila, 3,4-diidroxibenzoato de metila e 2-hidroxi-3,4-
diidroxiacetofenona. Luengthanaphol et al. (2004) observaram a
presenca de (-)-epicatequina na semente do tamarindo doce tailandés.
Siddhuraju (2007) relatou a presenca de atividade antioxidante (64,5 a
71,1 %) na semente do Tamarindus indicas L.

2.3 METODOS DE EXTRACAO
2.3.1 Extragéo com solventes

Os compostos antioxidantes, para serem isolados e identificados,
necessitam ser extraidos de suas fontes naturais. A extragdo com
solventes de polaridades diferentes é muito utilizada na area alimenticia
para a obtencdo de compostos bioativos, como os antioxidantes
(ANDREOQO; JORGE, 2006).

A extracédo sélido-liquido é feita pelo método de Soxhlet, onde o
solido é envolto por um papel filtro e o solvente organico entra em
contato com o s6lido carregando os compostos misciveis ao mesmo. Em
seguida, o solvente é evaporado obtendo-se a substancia de interesse no
aparelho (ROCHA, 2000).

A escolha do solvente depende das caracteristicas quimicas,
guando conhecidas, da substancia a ser extraida. Pode-se utilizar mais de
um solvente para melhorar a eficiéncia do processo. O aumento da
solubilidade diminuiu a seletividade do processo e vice-versa (DIAZ-
REINOSO et al., 2006; FERREIRA et al., 1999; FREITAS, 2007,
GOMEZ; OSSA, 2002; MICHIELIN, 2009).

Né&o existe um Unico solvente que possua a capacidade de extrair
todos ou uma classe especifica de antioxidantes naturais, pois ha uma
grande variedade quimica e diferentes quantidades destes compostos nos
alimentos, além das interacBes dos compostos antioxidantes com os
carboidratos, proteinas, dentre outros compostos. No entanto, os extratos
sempre contém misturas de substancias fendlicas de diferentes classes
que sdo solubilizadas no solvente do sistema escolhido, podendo ser
isolados, posteriormente (SHAIDI; NACZK, 1995).

Etapas preliminares, como a desidratacdo, liofilizacéo,
congelamento ou moagem facilitam o processo de extracdo e
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conservagdo dos compostos antioxidantes, além de permitir uma maior
superficie de contato do solvente com as enzimas lipoxigenase,
tornando-as inativas. Estas enzimas sdo responsaveis pela rancidez
oxidativa enzimética (JUNTACHOTE; BERGHOFER, 2005; GAMEZ-
MEZA et al., 1999).

O tempo de extracdo varia de um minuto a 24 horas, sendo um
ponto de controle. Extragcdes prolongadas demais podem permitir a
oxidacdo de compostos fendlicos, comprometendo a eficiéncia e o
rendimento do processo (ANDREO; JORGE, 2006).

A decomposicdo térmica tem sido a maior causadora da reducédo
de compostos fenolicos que reagem com outros compostos impedindo
sua extracdo. A quantidade de compostos fendlicos diminui com o
aumento da temperatura (CONDE et al., 1998).

Nos dltimos anos surgiram novas técnicas de extragdo, como a
micro-extracdo em fase solida (SPME - Solid Phase Microextraction),
extracdo em fase sélida (SPE - Solid Phase Extraction), extracdo
assistida por microondas (MAE - Microwave Assisted Extraction),
extracdo com fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction)
e extracdo com liquidos pressurizados (PLE - Pressure Liquid
Extraction), conhecida também como extracdo por fluido pressurizado
(PFE - Pressurized Fluid Extraction) ou extracdo acelerada com
solvente (ASE - Accelerated Solvent Extraction). Estas técnicas séo
mais rapidas que a extracdo com Soxhlet, utilizam menos solventes,
diminuem a degradacéo da amostra, podem eliminar a etapa de limpeza
ou clean up da amostra, eliminam etapas de concentragdo antes das
andlises cromatograficas, melhoram a eficiéncia de extracdo,
seletividade e/ou cinética e sdo de facil automacgdo (JACQUES, 2005).

Neste trabalho optou-se pela extracdo com fluido supercritico e
subcritico com CO, puro e extracdo com diferentes concentracdes de
etanol pressurizado.

2.3.2 Extracdo supercritica

Os fluidos supercriticos sdo definidos como qualquer substancia
mantida acima da sua temperatura e pressdo criticas, onde as
propriedades de liquido e de gas se tornam idénticas. A temperatura
critica (Tc) é a temperatura mais alta, na qual o gas pode ser convertido
em liquido pelo aumento da pressdo. A pressdo critica (Pc) é a pressdo
mais elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo
aumento da temperatura do liquido. Caso uma destas propriedades
(pressdo ou temperatura) se encontre abaixo do ponto critico, diz-se que
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a substancia estd no estado subcritico (BRUNNER, 1994; ARAUJO,
1999; BERNARDO-GIL; RIBEIRO; ESQUIVEL, 2002).

O gas carbonico é o fluido mais utilizado porque ndo é caro,
relativamente ndo téxico e ndo inflamavel. Possui temperatura critica de
31,3 °C e presséo critica de 7,4 MPa, podendo ser facilmente removido
apos a extracdo (MAUL, 1999).

Os fluidos supercriticos possuem baixa viscosidade e alta
capacidade de difusdo, apresentando melhores propriedades de
transporte do que os liquidos, difundindo facilmente nos materiais
solidos, obtendo-se melhores resultados de extracdo. Devido a sua baixa
polaridade é pouco efetivo para extragdo de compostos com maior
polaridade em fontes naturais. Por esta razdo, é usado juntamente com
cosolventes (RAVENTOS; DUARTE; ALARCON, 2002).

As propriedades dos fluidos supercriticos com maior importancia
para a extracdo sdo a massa especifica, a viscosidade e o coeficiente de
difusdo que tomam valores que se aproximam dos valores dos liquidos,
no caso da massa especifica e valores préximos das dos gases, no caso
da viscosidade e do coeficiente de difusdo. Estas propriedades,
particularmente a massa especifica, podem ser alteradas com pequenas
variacOes de pressdo e/ou temperatura, permitindo o fracionamento do
extrato. Na zona proxima do ponto critico é onde se produzem, com
pequenas alteragdes de pressdo e temperatura, as maiores variagdes da
massa especifica do fluido supercritico, e por consequéncia do seu poder
solvente (BERNARDO-GIL; RIBEIRO; ESQUIVEL, 2002).

A reducdo do tamanho da particula contribui para aumentar a area
de contato sélido/solvente e diminuir a distancia que o soluto deve
percorrer no interior da particula porosa. Particulas grandes fornecem
espacos para que o solvente escoe entre as diferentes capas de particulas.
Pequenas particulas sdo, aproximadamente, laminas achatadas,
formando capas densas que ndo permitem a formacdo de canais para o
escoamento de fluidos. A reducdo da granulometria do sélido ndao pode
ser realizada indefinidamente, pois particulas muito pequenas podem
formar aglomerados e interromper a passagem do solvente pelo leito,
formando caminhos preferenciais deste na matriz, além de proporcionar
perda de compostos volateis (BRUNNER, 1994; MARTINEZ, 2005). O
tamanho da particula interfere na qualidade do extrato obtido e no
rendimento do processo de extracao.

Compostos polares, como flavonéides e acidos fendlicos, sdo
menos soliveis no CO, supercritico, necessitando a utilizacdo de um
cosolvente para modificar a extracdo destes compostos (TSAO; DENG,
2004; DIAZ-REINOSO et al., 2006). Quando a extracdo ocorre com a



40 Revisdo bibliografica

matéria-prima Umida hd uma competicdo entre a agua e o CO,, pois, a
diferenca de polaridade entre estas moléculas promove uma competicdo
pelo soluto na matriz vegetal, diminuindo o rendimento da extracdo de
compostos semelhantes ao fluido supercritico (POURMORTAZAVI;
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Diversos solventes organicos podem ser utilizados como
modificadores na extracdo supercritica. O etanol é o solvente mais
empregado, pois atende as exigéncias legais para o uso de solventes
organicos em insumos para a indastria de alimentos (MICHIELIN,
2009).

Luengthanaphol et al. (2004) observaram um melhor rendimento
da extracdo de compostos antioxidantes da semente do tamarindo
utilizando o CO, supercritico e modificador etanol a 10 %. Tsuda et al.
(1994) relataram que solventes com menor polaridade, como o acetato
de etila, normalmente extraem compostos com maior atividade
antioxidante que a mistura com etanol ou metanol, ou metanol sozinho
para sementes de tamarindo.

A industria de alimentos tem interesse na extracdo supercritica
porque produz extratos livres de residuos e pode ser conduzida a baixas
temperaturas, preservando a qualidade de compostos termo sensiveis. O
inconveniente deste tipo de extracdo € o uso da alta pressdo, o que torna
0 processo caro devido ao uso de equipamentos mais sofisticados
(ANDREO; JORGE, 2006).

2.3.3 Curvas de extracao

O estudo da cinética da extracdo pode ser realizado empregando-
se modelos matematicos que representam curvas globais de extracdo
(MARTINEZ, 2005) e permitem a predicdo do comportamento do
sistema e, consequentemente, da taxa de extracdo em escala maior,
fornecendo parametros importantes para projetos de unidades
industriais, tais como dimens@es de equipamentos, vazdo de solvente e
tamanho de particula.

As curvas de extracdo obtidas em processos com fluidos
supercriticos sdo determinadas pela massa de extrato obtida em fungédo
do tempo ou da massa de solvente utilizada, conforme demonstrado na
Figura 4 (BRUNNER,1994). S&o caracterizadas por trés periodos: a
etapa 1 - aproximadamente linear; a etapa 2 — ndo linear; e a etapa 3 —
taxa nula (BRUNNER, 1994; SOVOVA, 1994; FERREIRA et al., 1999;
FERREIRA; MEIRELES, 2002; CAMPOS et al., 2005).
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a)

b)

Etapa 1 — periodo de taxa constante (CER) - onde a superficie
externa das particulas estd completamente coberta em 06leo,
devido a transferéncia de massa por conveccdo na fase fluida
(BRUM, 2010).

Etapa 2 — periodo de taxa decrescente (FER) — quando partes
sem Oleo aparecem na superficie da particula. O soluto é
facilmente esgotado na entrada do extrator e inicia o
mecanismo de difusdo (GENEMA, 2005).

Etapa 3 — periodo difusional (DCP) - onde a taxa de
transferéncia de massa é controlada principalmente pelo
fenémeno difusivo no sélido (remocdo do soluto da parte
interna da particula solida) (BRUNNER, 1994; FERREIRA et
al., 1999; FERREIRA; MEIRELES, 2002).

Figura 4 - Curva de extracao.

Massa de extrato

Tempo ou massa do solvente

A representacdo da curva de extracdo pode ser utilizada na

determinacdo de pardmetros de processo, tais como tempo de extracao,
caracterizacdo das etapas de extragdo supercritica e determinacdo da
solubilidade, como também na modelagem da transferéncia de massa do
sistema (SILVA, 2004).

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

Uma das fungBes da modelagem matematica é o auxilio no
processo de ampliacdo da escala laboratorial para piloto ou industrial,
uma vez que o investimento em uma unidade extratora de alta presséo é
muito elevado em comparacdo com a extragdo convencional, ja
existente. Por isto, sdo vérias as propostas de modelagem matematica
para as curvas de extragdo supercritica.

Segundo Martinez et al. (2003), a modelagem matematica de
dados experimentais de ESC consiste numa ferramenta muito util, uma
vez que tem como principal objetivo a determinagdo de pardmetros para
projeto de processo, tais como dimensdes de equipamentos, vazdo de
solvente e tamanho de particula.

Dentre os varios modelos existentes, foram escolhidos modelos
baseados em diferentes maneiras de interpretacdo dos dados colhidos da
extracao supercritica:

a) modelo com particulas rompidas e intactas, baseado na
equacdo diferencial de transferéncia de massa no leito de
extracdo, como o Modelo de Sovové (1994) modificado por
Martinez e Martinez (2008);

b) modelo empirico, baseado na equacdo da cinética de
crescimento  microbiano de  Monod  (ESQUIVEL,
BERNARDO-GIL E KING, 1999); e

¢) modelo difusivo, baseado na transferéncia de massa na
particula como uma analogia a transferéncia difusiva de calor
(Crank, (1975) adaptado por Reverchon (1997)).

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

A explicacdo detalhada de cada modelo matematico utilizado
neste trabalho, estd no Anexo I, onde encontra-se todas as equagdes
detalhadas e as consideragdes necessarias para aplicacdo de cada
modelo.



3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados em trés
instituicdes de ensino: Universidade Tiradentes (UNIT) em Aracaju —
SE, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em Floriandpolis —
SC e no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo
Pernambucano (IF Sertdo-PE), em Petrolina — PE.

A caracterizacdo da matéria-prima e a modelagem matemaética
foram realizadas na UFSC. As extracBes supercritica com CO, e com
etanol foram realizadas na UNIT, assim como as analises
cromatogréaficas dos extratos. A determinacdo de umidade, a extracdo
convencional e a determinacdo dos compostos fendlicos foram
realizadas no IF Sertdo-PE.

3.1 AQUISICAO E PREPARACAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima foi coletada na Fazenda Bebedouro, na cidade de
Sento Sé — BA, nos meses de dezembro de 2011 e janeiro de 2012,
época da safra (Figura 5). As sementes do tamarindo doce (Tamarindus
indica) foram retiradas da polpa de forma manual e armazenadas em
refrigerador a -4 °C.

Figura 5 - a) Fruto do tamarindeiro b) Polpa do tamarindo doce.

a

Uma parte das sementes foi desidratada a 40 °C, por 24 horas,
em estufa (Ilcamo modelo 4, 110V, qualidade famo) para posterior
analises dos testes preliminares. Foram armazenadas em um frasco
transparente revestido de papel aluminio ao abrigo da luz e do calor. As
sementes foram trituradas em um moinho de facas (Figura 6) e
separadas em um agitador de peneiras (Bertel IndUstria Metallrgia
Ltda), com o intuito de fracionar os diferentes tamanhos de particulas,
com peneiras de 20 a 80 Mesh.
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Figura 6 - Moinho de facas.

3.1.1 Determinacdo do teor de umidade e substancias volateis da
matéria-prima in natura e seca

O teor de umidade foi determinado pelo método da secagem
direta em estuda a 105 °C - descrito pelo Instituto Adolfo Lutz,
(BRASIL, 2005), no Laboratério de Pesquisa do IF Sertdo-PE.

Procedimento: Mediu-se de 2,5 gramas da amostra em capsula de
porcelana, previamente tarada. A amostra foi aquecida durante 3 horas, a
105 °C. Resfriou em dessecador até a temperatura ambiente e mediu-se.
A operacdo de aquecimento e resfriamento foi repetida até massa
constante.

O teor de umidade ou substancias volateis a 105 °C foi calculado
de acordo com a Equacéo 1:

(mi-mf)x 100

Teor de umidade e volateis (%) = y

1)

Sendo, mi é a massa inicial da amostra (g) e ms € a massa final da
amostra (g). O experimento foi realizado em triplicata e o resultado
expresso como média + desvio padrdo. O teor de umidade e substancias
volateis foi calculado para a semente triturada in natura e seca, conforme
item 3.1.

3.2 TESTES PRELIMINARES

Foram realizadas extracdes preliminares com o objetivo de
determinar as condi¢bes adequadas de extracdo, onde foram avaliados 0s
rendimentos dos extratos obtidos das amostras Umida e seca, o tamanho
do didmetro médio da particula, massas especificas real e aparente,
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porosidade do leito, massa de solido para a formacdo do leito fixo e
tempo, determinado através da curva cinética da semente do tamarindo
doce.

3.2.1 Extracdo supercritica preliminar

Foram realizados ensaios prévios de extracdo com o objetivo de
definir condi¢Bes operacionais adequadas com o fluido supercritico,
como a umidade das amostras e tempo de extragdo para as curvas de
rendimento.

3.2.1.1 Equipamento de extragdo supercritica

O equipamento de extracdo supercritica é composto por um
cilindro de CO, com 99,9 % de pureza (White Martins, Brasil), uma fita
de aguecimento, uma bomba seringa Teledyne Isco, modelo 500D
syringe pump, uma bomba de liquido HPLC Lab Alliance Series Ill, o
extrator de ago inox e dois banhos termostaticos. O primeiro da marca
Julabo, modelo F32, utilizado para resfriar o solvente antes de entrar na
bomba seringa e o segundo da marca Quimis aparelhos cientificos Ltda.,
modelo Q214-M2, 220V, 2100W, para manter o extrator aquecido nas
temperaturas desejadas, conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Extrator supercritico.

| -——

3.2.1.2 Avaliacdo da influéncia da umidade nos rendimentos das
extracfes ESC

As curvas das ESC das amostras Umida e seca foram obtidas em
extrator com coluna de 18 cm de altura e didmetro de 2,1 cm, 0 mesmo
utilizado para todos os experimentos. Mediu-se 25 + 0,01 g de semente
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de tamarindo doce, com diametro médio de 397,6 um, conforme
descrito no item 3.2.2.1. Os frascos coletores foram previamente
pesados em balanga analitica e a coleta do soluto ocorreu em intervalos
de tempo de 5 a 30 minutos, durante 4 horas. Apés a coleta, os frascos
foram novamente pesados para se obter a massa de extrato em fun¢do do
tempo de extracdo.

As extracdes preliminares com as amostras Umida e seca foram
realizadas nas condicdes intermediarias de temperatura e pressdo, 35 °C
e 175 bar, utilizadas posteriormente nos ensaios de rendimento.

Os rendimentos dos extratos obtidos com a utilizacdo das
amostras Umida e seca determinaram a escolha da amostra para 0s
ensaios posteriores. Estes foram calculados de acordo com a Equagao 2:

Rendimento (%) = (mf—mix 100

)

mi
3.2.2 Caracterizacédo do leito de particulas

A caracterizacdo das particulas que formam o leito da extracdo
supercritica é necessaria para compreender a cinética de extracdo e os
fendmenos de transferéncia de massa do processo, através da analise dos
pardmetros como temperatura, pressdo, tempo e rendimento de extragéo.

A massa de sélido para a formacdo do leito fixo foi estabelecida
levando-se em consideragdo o rendimento de extragio e a relacdo altura
x didmetro da coluna ocupada pela amostra, que deve ser, de pelo ao
menos, o dobro do didmetro do extrator, condicdo necessaria para
aplicacdo do Modelo Matemético de Sovova (1994) modificado por
Martinez e Martinez (2008).

3.2.2.1 Determinacéao do didmetro médio de particulas (ds)

A semente do tamarindo doce foi triturada em um moedor de
facas na Universidade Federal de Sergipe (UFS) e separadas em um
agitador de peneiras (Bertel Industria Metallrgia Ltda.), de 20 a 80
Mesh, no Nucleo de Estudos em Sistemas Coloidais na UNIT. Mediu-se
em torno de 100 g de sementes trituradas em balanca semi-analitica,
com precisdo de duas casas decimais. As peneiras foram agitadas
durante 30 minutos. Em seguida, mediram-se as massas retidas em cada
peneira para o calculo do didmetro médio de particula, conforme
Equacbes 3 e 4:
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®)

Ali = E y (4)

Onde ds é o diametro médio superficial das particulas (mm), mi é a massa de
amostra retida na peneira i (g), M é a massa total de amostra (g), di é o diametro
da peneira i (mm) e n é o nimero total de fragdes.

O experimento foi realizado em duplicata e o resultado expresso
como média.

3.2.2.2 Determinacéo da massa especifica aparente (pa)

A massa especifica do leito de particulas do tamarindo doce foi
obtida através da relacdo da massa de amostra utilizada no extrator e o
volume ocupado pelo leito (Equacdo 5) incluindo, assim, os poros do
leito e ndo os poros do interior das particulas.

massa da amostra em gramas (5)

pa = volume do leito em cm3

A massa da amostra foi medida em balanca analitica e o volume
medido através do diametro e altura do leito com o uso de um
paquimetro.

3.2.2.3 Determinacdo da massa especifica real (pr)

A massa especifica real foi determinada em picnémetro de gas
He, Figura 8, (AccuPyc Il 1340, Micrometrics), no Laboratorio de
Termodinamica e Extra¢do Supercritica na UFSC, em duplicata.

O resultado foi expresso como média.

3.2.2.4 Porosidae do leito (¢)
A porosidade do leito foi determinada pela massa especifica real e

aparente da amostra da semente do tamarindo doce, incluindo os poros
do leito e do interior das particulas, através da Equacao 6:
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1-pa
pr

eE=

(6)

pa = massa especifica aparente
pr = massa especifica real

Figura 8 - Picndbmetro de gas He.

3.3 EXPERIMENTO CINETICO - CURVA DE EXTRAGAO
PRELIMINAR E PARAMETROS CINETICOS

A curva cinética da ESC foi obtida em extrator descrito no item
3.2.1.1. Utilizou-se a amostra seca por apresentar um melhor rendimento
na extracéo, conforme descrito no item 3.2.1.2. Mediu-se 25 + 0,01 g da
semente do tamarindo doce, com as carateristicas determinadas no item
3.2.2. Os frascos coletores foram previamente medidos em balanga
analitica e a coleta do soluto ocorreu em intervalos de tempo de 15 a 30
minutos, durante aproximadamente 7 horas, com vazdo de 1,2 + 0,2
g/mL, atingindo a etapa DCP da curva de extracdo. Apos a coleta, os
frascos foram novamente medidos para obtengdo da massa de extrato em
fungéo do tempo de extracao.

A cinética de extracdo foi realizada a 250 bar e 50 °C, condices
maximas utilizadas posteriormente no planejamento experimental. As
curvas de extracdo podem ser construidas através da massa de extrato
acumulada em funcdo do tempo de extracdo ou da massa de CO,
consumido, ou ainda pelo rendimento de extracdo versus a razdo massa
de solvente por massa de amostra (MICHIELIN et al.,, 2005;
KITZBERGER et al., 2009; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA,
2009; BENELLI et al., 2010).



Materiais e métodos 49

O grafico da cinética de extracdo deste experimento foi
construido a partir da massa de extrato acumulada em fun¢do do tempo
de extracdo, conforme Figura 11 no item 4.3. A partir da analise da
curva cinética, determinou-se 0 tempo de extracdo para as curvas de
rendimento.

Os parametros cinéticos (taxa de transferéncia de massa da etapa
CER e o0s tempos tcer € trer) foram calculados de acordo com
Mezzomo, Martinez, Ferreira (2009) e Benelli et al. (2010). A taxa de
transferéncia de massa na etapa CER (Mcgr) foi obtida a partir de
regressdo linear da curva de extracdo no periodo CER, realizada com
auxilio do software Microsoft Excel, enquanto a concentracdo de soluto
na fase solvente na etapa CER (Ycgr) foi determinada pela razdo entre
Mcer € Qcoz. Os tempos tcer € trer representam o final das etapas
constante e decrescente de extracdo, respectivamente.

3.3.1 Determinacdo da solubilidade preliminar

A solubilidade é um pardmetro para aplicacdo do Modelo
Matematico de Sovova (1994) modificado por Martinez e Martinez
(2008). Esta foi chamada de preliminar pelo fato de nédo ser o objetivo
do trabalho. A solubilidade preliminar foi obtida pelo método dinamico
de extracdo, onde a solubilidade é representada pela inclinacdo das
curvas de extracdo na etapa de taxa constante (CER) porgue nesta etapa
garantisse um tempo de contato suficiente entre as fases, onde o
solvente deixa o extrator saturado com o soluto (BRUNNER, 1994;
FERREIRA et al., 1999; JOCHMANN, 2000).

Segundo Danielski (2002), o tempo de contato entre as fases,
necessario para alcancgar o equilibrio, é de 0,9 g/min a 1,4 g/min para a
solubilidade de oleoresinas em CO, supercritico. Por isto, a vazdo
determinada para este experimento foi de 1,1 £+ 0,2 g/min, promovendo a
saturacdo do solvente com o dleo na saida do extrator.

A curva da cinética de extracdo foi utilizada para a determinacéo
da solubilidade preliminar (Y*) deste experimento.

3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE LIPIDEOS (EXTRATOS)

A quantidade de lipideos foi determinada pelo método da
extracdo direta em Soxhlet (convencional), descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz (BRASIL, 2005) e pelo método da extracdo supercritica e
subcritica com CO, puro e combinado com alcool etilico.
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Luengthanaphol et al. (2004) e Tsuda et al. (1994) realizaram
extracdo supercritica de antioxidantes da semente do Tamarindo &cido
(Tamarindus indica L.) com diversos cosolventes, obtendo os melhores
rendimentos para o alcool etilico. Por isto, este solvente foi escolhido,
em diferentes concentracdes, para a extracdo na melhor condicdo de
pressdo e temperatura.

3.4.1 Determinacdo da massa especifica do solvente supercritico

(pCO2)

A determinacdo da massa especifica do solvente supercritico foi
realizada nas condi¢bes de operacOes através da equagdo de Angus,
Armstrong e De Reuck (1976). A massa especifica do solvente é
utilizada para avaliar a influéncia da pressdo e da temperatura na
variagdo da massa especifica do solvente e, consequentemente, na
solubilizacdo do soluto, parametro aplicado no modelo matematico de
Sovova (1994) modificado por Martinez e Martinez (2008).

3.4.2 Extracao direta em Soxhlet (convencional)

A extragdo direta em Soxhlet foi realizada de acordo com o
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005) no Laborat6rio de
Pesquisa do IF Sertdo-PE.

Procedimento: mediu-se 3 g da amostra em cartucho de Soxhlet.
Transferiu-se o cartucho para o aparelho extrator tipo Soxhlet. Acoplar o
extrato ao baldo de fundo chato previamente tarado a 40 °C. Adicionar o
solvente (etanol) em quantidade suficiente para um Soxhlet e meio.
Adaptar a um refrigerador de bolas. Manter, sob aquecimento em chapa
elétrica, a extracdo continua por 5 horas (duas a trés gotas por segundo).
Retirar o cartucho, destilar o solvente e transferir o baldo com o residuo
extraido para uma estufa a 40 °C. Manter por cerca de uma hora.
Resfriar em dessecador até a temperatura ambiente. Pesar e repetir as
operacdes de aquecimento por 30 minutos na estufa e resfriamento até
massa constante (BRASIL, 2005). O célculo foi realizado de acordo
com a Equagéo 7:

Lipideos ou extrato etéreo (%) = (100+N) )

N = gramas de lipideos
P = gramas da amostra
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O experimento foi realizado em triplicata e o resultado expresso
como média.

3.4.3 Delineamento experimental e rendimento das extra¢Ges com
CO, puro e CO; + diferentes concentracdes de etanol

As extracdes ESC com CO, puro e combinado com alcool etilico
foram realizadas no Nucleo de Estudos em Sistemas Coloidais na
Universidade Tiradentes, Aracaju-SE.

Determinou-se um delineamento experimental 22 + 3 repeticdes
no ponto central, com pardmetros controlados, com duas varidveis de
entrada, a temperatura e a pressdo, em trés niveis (-1, 0 e +1), e 0
rendimento como varidvel de saida para as extraces com CO,,
conforme Tabelas 3 e 4. As temperaturas utilizadas foram: 20, 35 e 50
°C e as pressBes: 100, 175 e 240 bar. Estes parametros foram
selecionados de forma que abrangessem uma ampla faixa de
temperatura, pressdo e massa especifica do solvente CO,.

Tabela 3 - Variaveis e niveis do delineamento experimental.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Temperatura 20°C 35°C 50°C
Presséo 100 bar 175 bar 250 bar

Os parametros controlados (didmetro da particula, massa de
solido para formacao do leito fixo, tempo, vazdo e umidade da amostra)
foram selecionados com os dados obtidos dos testes preliminares.

Tabela 4 - Matriz de planejamento fatorial 2° + 3 pontos centrais

Experimentos Temperatura Pressdo
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Com os dados obtidos dos rendimentos das extracdes ESC e
através da Andlise de variancia (ANOVA), construiram-se o Grafico de
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Pareto e a Superficie de Resposta, descrito no item 3.6, para avaliar a
influéncia da temperatura e da presséo sobre os rendimentos obtidos das
extracbes com CO, puro com 0 objetivo de determinar a melhor
condicdo de temperatura e pressdo para otimizacdo do processo de
extracdo com CO, e etanol, sendo considerados 0s mesmos parametros
controlados.

Conforme resultados obtidos no item 4.4, a melhor condicéo foi
250 bar e 50 °C. A partir dai, construiu-se a matriz de planeamento,
conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Matriz de planejamento da extragdo com CO, + lcool
etilico.
Experimentos Concentracdo de etanol

10%

25%

50%

5%

100%

g wNDBE

Os rendimentos das extracdes supercritica com CO, e com alcool
etilico foram calculados de acordo com a Equacéo 2.

3.4.4 Curvas de extracdo

As curvas de extracdo foram construidas através do software
Microsoft Excel para avaliagdo de rendimento, avaliacdo estatistica
Analise de Variancia (ANOVA), da influéncia da temperatura e da
pressdo sobre o rendimento (massa do extrato obtido na extracéo
supercritica), com nivel de significancia 5 %, através do software
Statistica versdo 7.0 e para a modelagem matematica.

Para a modelagem matematica das curvas de extracdo utilizou-se
0s modelos de Martinez et al. (2003), Esquivel, Bernardo-Gil e King.
(1999), Crank (1975) e Sovova (1994) modificado por Martinez e
Martinez (2008). Estes modelos foram escolhidos por apresentarem
diferentes maneiras de interpretagdo dos dados.

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

Para aplicacdo dos modelos sdo necessarios parametros que
foram determinados experimentalmente ou calculados a partir dos dados
experimentais. O te, foi calculado através de um método de otimizacédo
global (MARTINEZ; MARTINEZ, 2008), enquanto o Mcer e 0s
rendimentos da extracdo na etapa CER (Xcer) foram determinados a
partir do te, € do ajuste de tendéncia das curvas de extracdo na etapa
CER (MEZZOMO, 2008). A partir do valor de Mcer pode-se obter o
valor de Ycer através da Equacéo 8:

Mcer
Qcoy

Ycer =

(8)

O Ycer representa a concentracdo de soluto na fase solvente na
etapa CER. A solubilidade preliminar (Y*) é determinada em condigdes
gue garantem a maxima concentracdo de soluto na fase solvente, em
equilibrio com a concentracdo do extrato presente na fase solida
(REVERCHON, 1997).

35 CARACTERIZACAONDOS EXTRATOS OBTIDOS PELOS
METODOS DE EXTRACAO COM SOLVENTES (METODO DE
SOXHLET) E PELA EXTRAGCAO SUPERCRITICA

3.5.1 Determinacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método indireto
de determinacdo de compostos fendlicos (Folin-Ciocalteu) e pelo
método direto de sequestro de radicais livres (DPPH - 2,2 difenil-1-
picrilhidrazil), no IF Sertdo-PE, em Petrolina.

3.5.1.1 Determinagéao do Teor de Compostos Fendlicos Total (TFT)

A reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteu baseia-se no
principio que, em meio alcalino, os compostos fendlicos presentes na
amostra reduzem a mistura dos acidos fosfotungsticos e fosfomolibdicos
do reagente Follin em o6xidos de tungsténio e molibdénio de cor azul,
tornando possivel realizar leituras de absorbancia na faixa visivel do
espectro em 765 nm (SINGLETON; ROSSI, 1965; PESCHEL et al.,
2006).
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A determinacdo dos compostos fendlicos foi feita pelo método
Folin-Ciocalteu. Os extratos foram diluidos em etanol PA (Hexis S. A
Brasil) até uma concentragdo de 1,6667 g/L. Preparou-se trés reagentes:

- Reagente de Folin-Ciocalteu: adquirido pronto para uso.

- Reagente carbonato de sodio: solugdo de 20 % de carbonato de
sodio anidro em agua.

- Padrdo de acido galico: solucdo de 5000 mg de acido gélico
puro diluido em 1 L de agua ( 5000 ppm de &cido galico)

As amostras foram diluidas em ultrassom, seguindo o
procedimento: pipetar 100 uL da amostra em baldo volumétrico de 10
mL, adicionar 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteu e misturar bem. Esperar 30 segundos e, antes de 8 minutos,
acrescentar 1,5 mL da solucdo de carbonato de sodio a 20 %. Esperar
por duas horas em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Fazer a
leitura da absorb&ncia 765 nm. Por meio da correlagdo com a curva
padrdo de acido galico, determinou-se 0s compostos fendlicos em mg
equivalente de acido galico por g de extrato, através da Equagdo 9 . O
branco devera ser preparado seguindo o mesmo procedimento,
substituindo apenas a amostra por agua destilada. Construir a curva
absorbancia X quantidade de substancias fendlicas.

)

TFT (mg EAG) _ [EAG 1000]

9EXT Dgxt

Onde EAG: Equivalente em acido galico obtido através da curva padrao
(mg EAG/L), D: diluigdo das amostras (mgext/L).

3.5.1.2 Determinago da atividade antioxidante pelo método DPPH

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

RXH + DPPH — RX + DPPHH (processo direto)
Parpura amarela '
RXH + DPPH — DPPH + RXH "
— RX + DPPHH (transferéncia de elétron)
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A absorcdo maxima ocorre em 517 nm. A solucdo estoque da
amostra 1 mg/mL foi diluida em concentra¢@es de 500, 250, 125, 50, 25,
10 e 5 pg/mL em uma solucdo de DPPH na concentracdo 0,3mM,
incubadas por 30 minutos a 25 °C. O calculo da porcentagem de
atividade antioxidante foi realizado de acordo com a Equacdo 10
(MENSOR et al., 2001).

AA % =100 - [(AbS amostra — AbS branco)*:l-(:)o/Abs controle] (10)

A concentracdo das amostras necessarias para captar 50 % do
radical livre DPPH (ECs, - Effective concentration) é calculada por
analise de regressdo exponencial e linear (MENSOR et al., 2001). Os
valores de atividade antioxidante calculados (ECsp) sdo referentes a
concentracdo de extrato testado entre 50 e 5 mg/mL, para a extracdo
supercritica com CO, puro, e entre 25 e 5 mg/mL para a extragdo com
com etanol, porque é 0 momento em que a curva que representa a
concentragdo da amostra x absorbancia apresenta comportamento linear.
Os resultados encontrados de concentragdo efetiva (ECsp) € atividade
antioxidante (AA %) para os extratos analisados foram expressos como
média.

3.5.2 Analise cromatografica acoplacada com espectrometria de
massa

O perfil de &cidos graxos dos extratos do tamarindo doce foi
realizada no Laboratério de Cromatografia Gasosa da Universidade
Tiradentes.

O cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massas
(GC/MS Varian Saturn 2100D) possui tecnologia “Ion Trap” e sistema
de amostragem “Purge and Trap”, equipado com uma coluna capilar Rtx
5MS (30 m x 0,25 mm — filme 0,25 um), Split a uma taxa de 1:30. O gés
de arraste é o hélio (He), com fluxo constante de 1,2 mL/min). A coluna
foi aquecida a 60 °C por 3 minutos, programada a 5 °C por min. até 220
°C e mantida a 220 °C por 5 minutos. Os extratos diluidos em acetato de
etila foram injetados a 250 °C.

A identificacdo dos compostos quimicos foi baseada na
comparagao do espectro de massa da substancia com banco de dados do
sistema GC-MS (Data Analysis and Technical Graphics — Origin®) e
tempo de retencdo. A quantificacdo da composi¢cdo quimica dos extratos
obtidos foi feita pela proporcdo relativa as areas obtidas para cada
composto nos devidos cromatogramas.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das extragdes ESC com CO, puro foram avaliados
através da analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de
significancia (p<0,05), com o auxilio do software Statistica 7.0 (Statsoft
Inc., USA). Caso exista diferenca significativa ao nivel de 5 % de
significancia, pode-se dar continuidade aplicando o teste de Tukey o
qual avalia as diferencas entre os pares de tratamentos.

O Grafico de Pareto e a Superficie de Resposta foram construidos
pelo software Statistica 7.0 para analise da influéncia da temperatura e
pressdo sobre os rendimentos da extracdo e determinacdo do ponto
6timo do processo de extracdo com CO,. O delineamento experimental
foi determinado conforme item 3.4.3.

Foi realizado também a ANOVA para os rendimentos obtidos
através da extragdo com CO, em diferentes concentracdes de etanol,
considerando estes como experimentos de fator Unico, seguido pelo teste
de Tukey avaliando-se as diferencas entre os tratamentos.

Para os resultados da atividade antioxidante, aplicou-se a ANOVA
para todas as técnicas de extracdo. Se, segundo a ANOVA existe
diferenca significativa ao nivel de 5 % de significancia (p<0,05) entre as
médias dos tratamentos pode-se dar continuidade a analise aplicando o
teste de Tukey.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS VOLATEIS DA
MATERIA PRIMA IN NATURA E SECA

Os teores de umidade e substancias volateis da matéria prima in
natura e seca, Figura 9, estdo apresentados na Tabela 6, como média.

Tabela 6 - Teor de umidade e substancias volateis.

Tamarindo doce Umidade (%0)
In natura 10,38
Seco 5,00

Alguns autores tém discutido a interferéncia da agua encontrada
em alimentos na extragdo supercritica quando o solvente é o dioxido de
carbono, uma vez que, a diferenca de polaridade entre estas moléculas
promove uma competicdo pelo soluto na matriz vegetal, diminuindo o
rendimento da extracdo de compostos semelhantes ao fluido supercritico
(POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Figura 9 - P6 da semente do tamarindo doce seca.

P
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4.2 TESTES PRELIMINARES

4.2.1 Extracao supercritica preliminar

Os rendimentos obtidos para as extragOes realizadas com as
amostras Umida e seca foram 2,47 % e 2,77 %, respectivamente. Com a
semente de tamarindo seca a 40 °C, por 24 horas, obteve-se um
rendimento, aproximadamente, 12 % maior em compara¢do com 0
rendimento obtido para semente Umida, conforme Figura 10.

Figura 10 - Rendimento das extra¢fes das amostras Umida e seca.
3 -

N
(52
1

—O—amostra Umida

Rendimento (%)
=
w

0,5 ——amostra seca
O T T T 1
0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

Com base nos resultados obtidos, a umidade presente na amostra
apresentou influéncia no rendimento da extracdo. Por esta razdo, nos
experimentos posteriores a matéria-prima utilizada foi desidratada em
estufa, conforme item 3.1.1.

4.2.2 Caracterizacgdo do leito de particulas

Foram realizados ensaios prévios para a determinagdo das
condicdes operacionais de extracdo da semente do tamarindo doce. As
analises realizadas foram: didmetro meédio das particulas, massa
especifica real, massa especifica aparente, porosidade do leito e massa
de sélido para a formacéo do leito fixo. Os resultados encontrados séo
apresentados na Tabela 7 abaixo:
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Tabela 7 - Caracterizacdo do leito de particulas.
ds® (um)  pr® (glem’)  pa® (glem’) £ m®(g)
397,6 1,45 + 0,004 0,40 0,72 25,00

Wds= diametro médio das particulas; “)pr= massa especifica real; ~pa= massa
especifica aparente; “e= porosidade do leito; ®m= massa de sélido p/ formago
leito fixo.

A matriz sélida, ap6s a extracdo preliminar com fluido
supercritico, foi avaliada visualmente, onde observou-se a compactacdo
adequada e coloragdo homogénea tanto na dire¢do radial quanto na
direcdo longitudinal, ndo indicando a formacdo de caminhos
preferenciais de extracéo.

O diametro médio da particula foi definido pelas peneiras de 24 a
48 mesh, uma vez que estas contiveram a maior quantidade de
particulas, resultando em aproximadamente 88 % do rendimento da
moagem do tamarindo doce.

Luengthanaphol et al. (2004) utilizaram a pelicula da semente do
tamarindo doce para extracdo de antioxidantes com amostra retida em
peneiras de 40 a 70 mesh. No entanto, a pelicula da semente é muito
facilmente triturada a pequenos didmetros. Reverchon e Marrone (2001)
afirmam que em leitos com particulas muito pequenas, hd a
possibilidade de formacgdo de caminhos preferenciais para o solvente,
gue ndo entra em contato com todo o soluto disponivel, reduzindo o
rendimento do processo.

O volume ocupado pela amostra no leito fixo, necessario para o
célculo da massa especifica aparente, foi de 62,34 cm®, sendo 18,0 cm
de altura e 2,1 cm de diametro e a massa da amostra utilizada nos testes
preliminares foi de 25 g¢. Estas medidas garantem quantidades
suficientes de extratos para quantificacdo e analises posteriores, além de
atender a relacdo necesséria entre a altura e o didmetro do leito fixo para
desprezar a transferéncia de massa nas direcdes radial e tangencial,
facilitando o escoamento do solvente com velocidade na direcéo axial,
condicdo para aplicacdo do modelo de Sovova (1994) modificado por
Martinez e Martinez (2008).

A massa especifica real e a porosidade do leito sdo utilizadas para
explicar o comportamento da amostra durante a transferéncia de massa
para o fluido supercritico, através da aplicacdo dos modelos
matematicos.
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Estas caracteristicas também sdo importantes para a padronizacao
da amostra de tamarindo doce utilizada durante o experimento,
facilitando a discussdo dos parametros e resultados obtidos da extracéo
supercritica.

4.3 CURVA NCINETICA E PARAMETROS CINETICOS DE
EXTRACAO

Para avaliacdo dos rendimentos das curvas de extracdo e da
influéncia de pardmetros, como temperatura e pressdo, é necessario a
fixacdo de um tempo de extracdo. Este tempo é fixado através das fases
da curva cinética que sao divididas em trés etapas, conforme descrito no
item 2.3.3.

Na etapa de taxa constante de extracdo (CER), o soluto presente
na superficie das particulas é transferido por convecgdo para o solvente,
de acordo com a Figura 11. Esta etapa ocorre entre 0 e 105 minutos. Na
etapa decrescente (FER), ocorre uma exaustdo do soluto na superficie da
particula e da-se inicio a transferéncia de massa por difusdo, onde o
solvente penetra na matriz sélida através dos espacos livres
(porosidade), solubilizando o soluto e retornando a superficie da
particula, que ocorre entre 105 e 202 minutos. A Ultima etapa possui
taxa de extracdo quase nula ou difusional (DCP), onde a curva se
aproxima do valor que representa o conteldo tedrico de soluto extraivel
(Xo) e ocorre a partir de 202 minutos. A cinética de extracdo deste
experimento foi realizada a 250 bar e 50 °C e 1,2 + 0,2 g/min, conforme
mostrada na Figura 11.

Figura 11 - Curva cinética da semente do tamarindo doce a 250 bar e 50 °C.
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De acordo com a anéalise da Figura 11, o tempo para alcancar a
etapa difusiva é de aproximadamente 3,4 horas. Sendo assim,
padronizou-se um tempo de 4 horas para as extragcGes de analise de
rendimento (Xo), garantindo o alcance da etapa difusiva.

Os parametros cinéticos de extracdo sdo apresentados na Tabela
8, conforme descrito no item 3.3.

Tabela 8 - Pardmetros cinéticos de extracdo do tamarindo doce, a 250
bar e 50 °C.

Periodos de extracéo

Parametros CER® FER" DCP®
™ (min) 0-105 105 — 202 > 202
m® (g) 0,4097 0,2136 0,0482
X0 (%) 1,64 0,85 0,19
M“ (g/min) 0,0039 0,0022 0,0002
Y® (kg/kg) 3,8945 x 10 - -

®t: duragdo da etapa de extragdo; ““m: massa de soluto extraido; Xo:
rendimento da extracio; “’M: taxa de extracdo; ®Y: concentragio de soluto na
fase solvente; ®CER: etapa de taxa constante; FER: etapa de taxa decrescente;
®DCP: etapa de taxa difusional.

Para aplicacdo do modelo mateméatico de Sovovd (1994)
modificado por Martinez e Martinez (2008) é necessario também a
solubilidade preliminar, que foi adotada neste trabalho como 3,8945 x
10 kg/kg, conforme descrito no item 3.3.1.

4.4 RENDIMENTO DAS CURVAS DE EXTRAGAO (Xo)

Os rendimentos das extracbes pelo método de extragdo
supercritica e subcritica sdo apresentados na Tabela 9. O rendimento
global é determinado como a fracdo de compostos presentes na matriz
solida passivel de ser extraida pelo solvente em condi¢des de extracdo
pré-estabelecidas (SILVA, 2004).

De acordo com os resultados apresentados, 0 maior rendimento
obtido para a ESC da semente do tamarindo doce foi de 2,62 % para a
condicdo de 250 bar e 20 °C, estatisticamente igual aos demais
rendimentos obtidos na mesma pressdo e temperatura de 50 °C, 2,58 %,
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como também no ponto central, 175 bar e 35 °C, ao nivel de 5 % de
significancia.

Tabela 9 - Rendimento global das extragdes.

Experimentos T (°C) P (bar) (gl/)c?m?)z(” Solvente Xo (%)?

20 100 0,85653 co,  162®
50 100 0,38535 CO, 0,00
20 250 0,96350 CO, 2,62°
50 250 0,83497 CO, 2,58%
35 175 0,84394 co, 2,35®
35 175 0,84394 CO,  249®

35 175 0,8439%4 CO, 2,57%

WANGUS; ARMSTRONG e DE REUCK, 1976;
@ etras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05).

~N o oA W N -

N&o houve extrato para a extracdo supercritica nas condicdes de
50 °C e 100 bar, com CO,, devido a baixa massa especifica do solvente,
0,38535 g/lcm®, o que diminui o poder de solvatacio do mesmo. No
entanto, na temperatura subcritica, 20 °C, e pressdo supercritica, 100
bar, com CO,, foram extraidos 1,62 % de um 6leo amarelo (Figura 12)
confirmando a influéncia da massa especifica, a qual aumentou para
0,85653 glcm®.

Figura 12 - Extratos da semente do tamarindo doce.
N




Resultados e discussao 63

De acordo com a ANOVA (Tabela 10), o efeito da temperatura, da
pressdo, como também da interacdo temperatura + pressdo €
significativo no rendimento global da ESC, ao nivel de 5 % de
significancia. Em outras palavras, o efeito da pressdo depende da
temperatura e vice versa.

Tabela 10 - ANOVA para avaliagdo dos efeitos da temperatura (T) e
pressdo (P) sobre o rendimento da ESC da semente do tamarindo doce.

Efeito sQ® F@ p®
Presso (bar) 3,203026 290,0941  0,003429
Temperatura (°C) 0,692390 62,7089  0,0155575
Interacio P x T 0,624416 56,5526 0,017227
Erro 0,022083 - -
SQ® total 5,547170 - -

SQ™ = soma dos quadrados; F*“ = estatistica de teste; p® = probabilidade.

O Grafico de Pareto (Figura 13) confirma os efeitos que 0s
pardmetros citados e sua interacdo tém sobre o rendimento da extrag&o.

Figura 13 - Gréfico de Pareto.
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De acordo com a Superficie de Resposta (Figura 14) séo
considerados pontos 6timos do processo a pressdo alta e as temperaturas
subcritica ou supercritica.
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Figura 14 - Superficie de Resposta da influéncia da temperatura e pressdo no

rendimento global da extragdo subcritica e supercritica da semente do tamarindo
doce.
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Observando a Figura 15 das extragdes com didxido de carbono,
confirma-se 0 aumento do rendimento global com o aumento da massa
especifica e da pressédo do solvente.

Figura 15 - Rendimento global da extragdo com CO, puro.
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Observou-se pela Superficie de resposta que a otimizagdo do
processo do rendimento da extragcdo com CO, supercritico e subcritico
da semente do tamarindo doce encontra-se em regides de altas pressdes
e diferentes temperaturas. Por isto, as extracfes com CO, combinado
com etanol foram realizadas a 250 bar e 50 °C.

4.4.1 Influéncia da temperatura no rendimento global

Segundo Carvalho-Junior et al. (2003), ha dois principais efeitos
da temperatura sobre a solubilidade e rendimento, a massa especifica do
solvente e a pressdo de vapor do soluto. Percebe-se neste experimento
gue o aumento da massa especifica influenciou positivamente no
rendimento do extrato. Na pressdo de 250 bar, onde as extracdes
ocorreram a 20 °C (subcritico) e 50 °C (supercritica), sendo, as massas
especificas 0,9635 g/cm? e 0,8349 g/cm®, respectivamente, o rendimento
da extracdo aumentou com o0 aumento da massa especifica. Este
comportamento pode ser explicado pelo maior poder de solvatacdo do
solvente, caracteristica dos liquidos com altas massas especificas,
segundo Tsao e Deng (2004).

A pressdo de vapor do soluto aumenta com o aumento da
temperatura. No entanto, neste experimento, a massa especifica do
solvente teve efeito dominante no processo de extracao.

Este comportamento esta de acordo com Geankoplis (1993),
gue diz que altas massas especificas do fluido aumentam o poder do
solvente, o que geralmente é conseguido com a diminuicdo da
temperatura do processo de extracao.

Estes resultados concordam com Benelli et al. (2010), que
encontrou resultados semelhantes utilizando CO, supercritico para
extracdo de antioxidantes e compostos bioativos do bagaco de laranja.
Na condig¢do de 100 bar, o rendimento diminui de 1,16 £ 0,06 % (m/m)
para 0,84 + 0,06 % (m/m) com a elevagdo da temperatura de 40 °C para
50 °C, devido a reducdo na massa especifica do CO, supercritico.

Andrade (2011) também relatou uma diminuicdo do rendimento
obtido por extragdo supercritica da casca de café, na condi¢cdo de 100
bar, com o aumento da temperatura de 40 °C para 60 °C, de 1,24 +
0,02% para 0,55 + 0,02 %.
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4.4.2 Influéncia da pressdo no rendimento global

Analisando a Tabela 9, os resultados demonstram um aumento do
rendimento da extragdo com a elevacdo da pressdo a temperatura
constante. Na temperatura de 20°C, o rendimento aumenta de 1,62 %
para 2,62 %, em torno de 60 % a mais, quando a pressdo é elevada de
100 bar para 250 bar, conforme Figura 16. Isto pode ser explicado pelo
aumento da massa especifica do solvente com a pressdo, ou seja, ocorre
um aumento do poder de solvatacdo do CO, (solubilidade) com a massa
especifica (BRUNNER, 1994).

Campos et al. (2005) explicam que um aumento na presséo de
operacdo pode provocar a ruptura de algumas células da matriz vegetal,
expondo parte do soluto que antes ndo estava disponivel e,
consequentemente, aumentar a transferéncia de massa.

Figura 16 - Comportamento do Xo em condices isotérmicas (20°C).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Nimed (2009) em
sementes de girassol, onde o rendimento aumentou de 31,7 % para 87,8
% quando a pressao aumentou de 190 bar para 250 bar, na temperatura
de 60 °C. Este comportamento ¢ comumente publicado em diversos
trabalhos com extracdo supercritica com dioxido de carbono puro
(BENELLI et al., 2010; OLIVEIRA, 2010; ANDRADE, 2011).

4.4.3 Emprego do solvente etanol no processo de extragdo

O alcool etilico € um solvente considerado muito polar e tem sido
utilizado como cosolvente em varios trabalhos de extragdo supercritica
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de antioxidantes, em concentracdes pequenas. Segundo Benelli et al.
(2010), os compostos fendlicos possuem maior afinidade por solventes
de polaridade entre intermediaria e alta (3,1 a 5,2). Por isto, neste
trabalho, optou-se em realizar extragbes combinando o diéxido de
carbono com crescentes concentragfes de etanol subcritico, de 10 % a
100 % em fragdo molar, para avaliar o rendimento e quantidade de
compostos polares extraidos da semente do tamarindo doce. O resultado
dos rendimentos obtidos com CO, combinado com etanol estdo na
Tabela 11.

Tabela 11 - Resultado da extracdo com CO, + etanol na condicdo de
250 bar e 50 °C.

Experimentos T (°C) P (bar) (geccr:wg)z(” Solvente  Xo (%)@

0,
8 50 250 0,83497 CO,+10% 3,47°
etanol
0,
9 50 250 0,83497 CO+25% 3,44°
etanol
0,
10 50 250 083497 CO2%30% g0
etanol
0,
11 50 250 0,83497 CO.+75% 20,272
etanol
12 50 250 0,83497 100 % etanol 21,442

“ANGUS; ARMSTRONG e DE REUCK, 1976;
@Letras iguais nao diferem significativamente (p<0,05).

Os maiores rendimentos das extragcbes com etanol foram obtidos
guando utilizou-se apenas etanol ou este combinado a CO,, na
proporgdo, respectivamente de 3:1, uma vez que ndo h4 diferenca
significativa ao nivel de 5 % pelo Teste de Tukey. Com a utilizacdo do
etanol foram extraidos um dleo amarelo misturado a um liquido de cor
marrom avermelhado (Figura 17).

Figura 17 - Extrato obtido a 250 bar/50 °C com CO,+ 75 % etanol.
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De acordo com a Figura 18, houve um aumento significativo nos
rendimentos dos extratos de semente do tamarindo doce com o aumento
da concentracdo de etanol subcritico de aproximadamente 2,50 % para
21,44 %, (aproximadamente 860 % a mais). Isto pode ser explicado pelo
aumento da solubilidade de compostos polares na mistura CO, + etanol
na matriz sélida do tamarindo doce. No entanto, 0 aumento da
solubilidade diminuiu a seletividade do processo e vice versa.

Figura 18 - Rendimento dos extratos obtidos em diversas concentragdes de
etanol, a 250 bar e 50 °C.
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Percebe-se que ndo houve diferenga significativa no rendimento
da extracdo da mistura de CO, + etanol em concentracfes de 10 % e 25
%. Isto pode ter ocorrido porque a fracdo molar do etanol aumentou e
prejudicou a extracdo de compostos apolares, visto que o etanol é polar
e extrai preferencialmente compostos polares (OLIVEIRA, 2010).

As caracteristicas do solvente empregado podem predizer
informag0es sobre a qualidade e a composicao dos extratos (FERREIRA
et al., 1999; REVERCHON; DE MARCO, 2006; POURMORTAZAVI;
HAJIMIRSADEGHI, 2007). Como neste caso, a intencdo é a extracdo
de compostos antioxidantes, representados em sua maioria por
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compostos fendlicos, o alcool etilico é um solvente adequado para
extracdo destes componentes, atingindo um dos objetivos deste trabalho.

Comparando os maiores rendimentos obtidos na extracdo de CO,
combinado com etanol ou 100 % etanol com a extracdo direta em
Soxhlet, Tabela 12, ndo ha diferenca significativa ao nivel de 5 % de
acordo com o teste de Tukey.

Tabela 12 - Comparacdo dos rendimentos das extra¢cbes com CO,
combinado com etanol e extracdo direta em Soxhlet.

Experimentos T (°C) P (bar)p CO, (g/cm*)®  Solvente Xo (%6)®

11 50 250 083497 CO2t79% 5450
etanol

12 50 250 0,83497 100 % etanol  21,44%

13 Soxhlet etanol 20,69

WANGUS; ARMSTRONG e DE REUCK, 1976;
@ etras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05).

Isto pode ser explicado pela polaridade do etanol, tornando-o
capaz de extrair compostos semelhantes facilmente e pelo fato da
condicdo escolhida ndo ser regido supercritica do etanol, ndo havendo
influéncia na quantidade do extrato e, sim, na qualidade do mesmo com
relacdo aos compostos antioxidantes perdidos durante a extracao direta.

Palma e Taylor (1999a; 1999b) realizaram extracdo supercritica
de semente de uva em duas etapas usando CO, puro e modificado por
metanol, obtendo uma fracdo oleosa na primeira fase e compostos
fendlicos (catequina, epicatequina e acido galico) na segunda.

A massa especifica do etanol, temperatura e pressdo ndo foram
variadas pois, o objetivo deste experimento foi avaliar a influéncia da
concentracgao do &lcool etilico no processo de extracdo, realizada durante
2,5 horas (150 minutos).

De acordo com Recasens et al. (1999), a solubilidade é
dependente da temperatura, pressdo, composicao e natureza do solvente.
Quanto maior for a solubilidade do soluto no solvente extrator, a
quantidade de produto extraido serd maior em um tempo menor.



70 Resultados e discussao

4.4.4 Modelagem matematica

As curvas de extracdo apresentadas no item 4.3 podem ser
utilizadas para realizacdo da modelagem matematica. A curva de
rendimento da extracdo supercritica com diéxido de carbono puro, na
condicdo de 250 bar e 50 °C, foi escolhida para representar a
modelagem dos dados experimentais, visto que, também foi utilizada
para a extracdo com etanol. Os modelos matematicos empregados estdo
representados na Figura 19.

Figura 19 - Curva ESC da semente do tamarindo doce modelada a 250 bar/50
°C, com vazdo de 3,85 £ 0,5 g/min.
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Para aplicacdo destes modelos matematicos é necessario o
conhecimento de algumas varidveis do processo. No modelo de Sovova
(1994) modificado por Martinez e Martinez (2008), as variaveis
necessarias sdo: massa especifica do solvente e solubilidade do extrato
no solvente empregado, dados especificos da matéria-prima e do leito de
particulas, como massa especifica do sélido e porosidade do leito
(Tabela 7) e, ainda,dados da curva de extracdo a ser modelada, como
X0, tcer, Mcer € Ycer, além de outros, como a massa de inerte e a vazao
do solvente.

No modelo logistico de Martinez et al. (2003) e no modelo de
Crank (1975), apenas a massa de soluto inicial e o raio da particula
solida sdo necessarios, enquanto que no modelo de Esquivel, Bernardo-
Gil e King (1999) necessita-se do valor de Xo e da massa de inerte, ou
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seja, a massa de matéria-prima isenta de Oleo utilizada na extracdo
(Tabela 13).

De acordo com a Figura 19 e os valores do MSE da Tabela 13, o
modelo que melhor se adaptou aos dados experimentais foi de Martinez
et al. (2003), seguido pelo de Sovova (1994) modificado por Martinez e
Martinez (2008). O parametro tm significa o tempo em que a taxa de
extracdo é maxima. Neste caso, em aproximadamente 42,57 min, sendo
a taxa de extracdo crescente para a semente do tamarindo doce
(MARTINEZ et al., 2003).

Tabela 13 - Variaveis e parametros dos modelos matematicos.

Modelo Matematico Variaveis e Parametros do Processo

m(soluto) = 016450 g
b =0,03091 min™
tm = 42,5699 min

MSE = 1,7245E-5
Misoluto inicial) = 0,02579 Qsleo/Isslido

Esquivel et al. (1999) N = 24,3561 g
b=37,1214

MSE = 0,0087
Msoluto) = 0,6450 g
I (particula) = 0,0003976 m

Martinez et al. (2003)

Crank (1975) Dt S08E-1 mefmin
MSE = 0,0075
N = 24,3561 g
Sovova (1994) modificado 3. 58504 g/min
, , Xk = 0,0059
por Martinez e Martinez A

(2008) Kxa = 0,00486
Kya = 0,03515
MSE = 0,0006

M (soluto): Massa do soluto; b, tm = pardmetro ajustavel; MSE = erro médio
quadratico; N: massa de inerte; r anicuia: raio da particula; D = coeficiente de
difusdo; Q: vazdo; Xk =razdo massica de soluto de dificil acesso; Kxa:
coeficiente de transferéncia de massa para a fase solida; Kya: coeficiente de
transferéncia de massa para a fase fluida.

No modelo de Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999), o Unico
parametro (b) descreve os efeitos termodindmicos e de transferéncia de
massa, ndo sendo possivel avaliar a influéncia dos diferentes
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mecanismos de transferéncia de masssa. A curva modelada tem a forma
de hipérbole, ndo assemelhando-se aos dados experimentais,
caracteristicas de sistemas onde o soluto tem um facil contato com o
solvente e, assim, é extraido facilmente (SOUSA et al., 2005).

O modelo de Crank (1975) gerou um valor de erro médio
quadratico baixo, 0,0075. No entanto, sua curva ndo se assemelha aos
dados experimentais. Isto pode ser explicado pelos desvios em relagédo
aos pontos experimentais, positivos na etapa CER e negativos na etapa
FER, levando a uma falsa impressdo de um bom ajuste do modelo. Isto
também foi observado na curva de extragdo da casca do café arabica,
por Andrade (2011).

O modelo de Sovova (1994) modificado por Martinez e Martinez
(2008) apresenta bons ajustes a curva experimental nos periodos de taxa
constante, descrevendo o fendmeno de transferéncia de massa que
ocorre no processo de extragdo supercritica, apresentando significado
fisico consistente aos parametros ajustaveis. Sua aplicacdo é limitada a
sistemas onde a solubilidade é conhecida na pressdo e temperatura
empregadas na extracdo (SOUSA et al., 2005). No caso deste trabalho, a
determinacdo da solubilidade preliminar descrita no item 3.3.1, foi
adequada (GUPTA,; SHIM, 2007).

O valor encontrado para o coeficiente de transferéncia de massa
na fase fluida (Kya) foi maior (0,03515) do que o encontrado para o
coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida (Kxa = 0,00486).
Isto significa que o soluto localizado internamente nas particulas tem
mais dificuldade de ser dissolvido, levando mais tempo para vencer a
interface solido-fluido que o soluto localizado na superficie das
particulas, indicando que a transferéncia de massa por convec¢do na
ESC da semente do tamarindo doce é mais intensa do que o mecanismo
da difusdo (MARTINEZ et al., 2003; WEINHOLD et al., 2008;
BENELLI et al., 2010; ANDRADE, 2011).

4.5 CARACTERIZAQAO DOS EXTRATOS
4.5.1 — Determinacao do Teor de Compostos Fendlicos Total (TFT)

A quantidade de compostos fendlicos da semente do tamarindo
doce foi avaliada pelo método Folin Ciocaltou, sendo representada pela
guantidade de gramas equivalentes de acido galico pela quantidade de
gramas da amostra. Os resultados foram obtidos dos extratos obtidos
pelas técnicas de extracdo empregadas, de acordo com a Tabela 14.
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A maior quantidade de compostos antioxidantes encontrada a 250
bar e 50°C com CO, puro, foi de 25,19 mg EAG/Q exyate, SENDO
considerada igual estatisticamente a quantidade encontrada para a
condicdo de 250 bar e 20 °C, de acordo com o teste de Tukey ao nivel de
5 % de significancia. Tanto a pressdo como a temperatura influenciaram
significativamente na extracdo destes compostos. Isto confirma a
escolha da condicéo citada para as extracbes com etanol.

Tabela 14 - Teor de compostos fenolicos total (TFT), expressos em
equivalentes de acido galico para os extratos da semente do tamarindo
doce.

Teor de Compostos Fenolicos

Extratos Total® (Mg EAG/Y extrato)
ESC - 100 bar e 20 °C 6,13"
ESC - 100 bar e 50 °C N&o houve extrato
ESC - 250 bar e 20 °C 21,92¢
ESC - 250 bar e 50 °C 25,19¢
ESC-175bare 35 °C 9,26h
ESC - 175 bar e 35 °C 6,0"
ESC - 175 bar e 35 °C 4,76
250 bar/50 °C e 10 % etanol 25,6°
250 bar/50 °C e 25 % etanol 307,36°
250 bar/50 °C e 50 % etanol 361,42°
250 bar/50 °C e 75 % etanol 420,8"
250 bar/50 °C e 100 % etanol 471,05°
Soxhlet 387,43°
BHT* 268"

DL etras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05).
*Valores determinados por BENELLI et al., (2010).

A extracdo realizada a 250 bar e 50 °C com diferentes
concentragbes de CO, e etanol também apresentou quantidades de
compostos fendlicos muito diferentes. A medida que a quantidade de
etanol aumentou, a quantidade de compostos fendlicos também
aumentou significativamente.
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Na presenca dos dois solventes, a maior quantidade encontrada
foi na condicdo de 75 % de etanol e 25 % de CO,, 420,8 + 2,5 mg
EAG/Qextrato-  ESte  comportamento pode ser explicado pela alta
polaridade do etanol, que contribui para a extracdo de compostos
fendlicos, visto que possuem caracteristicas quimicas semelhantes ao
alcool, facilitando sua extracao.

Apesar do rendimento da extragdo com 75 % de etanol + 25 % de
CO, ser muito semelhante a extracdo em Soxhlet, a qualidade do extrato
¢ diferente, sendo encontrados 420,8 mg EAG/Q exao € 387,43 mg
EAG/Q extrato respectivamente. Provavelmente, a porcentagem de CO; e
as condigdes de temperatura e pressdo favoreceram a extracao, visto que
o0 etanol estd em pressao supercritica e temperatura subcritica, 60,6 bar e
241 °C (NIMED, 2009).

Além disto, a quantidade de solvente utilizada e o tempo de
extracdo do método Soxhlet sdo maiores quando comparados ao método
ESC. Os extratos obtidos pelo Soxhlet necessitam ser separados de uma
quantidade significativa de solvente, aumentando ainda mais o tempo
necessario para a extragdo de compostos pelo método convencional.

A maior quantidade de compostos fenolicos extraidos ocorreu a
250 bar e 50 °C com apenas o etanol, 471,05 * 3,2 mg EAG/Q extrator
sendo, aproximadamente, 22 % a mais do que o extraido pelo método de
Soxhlet, 387,43 + 1,4 mg EAG/Q exrato- ISt0 significa que as condicbes
de pressdo e temperatura influenciaram de forma positiva na obtencéo
destes compostos, sendo necessario realizar um estudo sobre a
viabilidade econdmica dos investimentos necessarios para a utilizacéo
destas condigcbes, uma vez que, o funcionamento de uma planta
industrial de alta pressdo e temperatura ainda é muito cara quando
comparada a extragdo convencional.

Luzia e Jorge (2010), encontraram 49,30 mg EAG/Qextrato d€
compostos fenélicos em solucdo etandlica da semente de Tamarindus
indica L., enquanto que Simas et al. (2011) encontraram 183,28 ug
EAG/mg de extrato em cascas do referido fruto.

Comparando a atividade antioxidante do hidroxitolueno de butila
(BHT), um composto sintético de conhecida atividade antioxidante,
identificado por Benelli et al. (2010), com a dos extratos da semente do
tamarindo doce, conforme Tabela 14, observa-se uma quantidade de
compostos fendlicos significativamente maior nos extratos obtidos com
25 9%, 50 %, 75 % e 100 % de etanol, tanto na extragdo supercritica
como pelo método de Soxhlet, demonstrando o potencial da semente do
tamarindo doce para futuros testes na inddstria de alimentos como



Resultados e discussao 75

antioxidante natural, levando em consideragdo, evidentemente, as
caracteristicas sensoriais do produto.

Percebe-se que o aumento da pressdo, temperatura e massa
especifica, juntamente com a caracteristica polar do etanol, contribuiram
de forma significativa para a solubilidade de compostos fendlicos
presentes na semente do tamarindo doce.

4.5.2 Determinacédo da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos da semente do tamarindo
doce foi avaliada também pelo reagente DPPH. Segundo Mensor et al.
(2001), o uso deste reagente promove um caminho facil e rapido para
avaliar antioxidantes como possiveis sequestradores de radicais livres.

A Tabela 15 apresenta os valores da atividade antioxidante
referente @ maior concentracdo testada (500 pg/mL), em AA % e ECsg.

Tabela 15 - Atividade antioxidante e ECsy pelo método DPPH.

Extratos (50(;/‘)“3}?1” ECso (Mg/mL)
ESC - 100 bar e 20 °C 31,45' 159,45%
ESC - 100 bar e 50 °C N&o houve extrato N&o houve extrato
ESC - 250 bar e 20 °C 28,21° 307,63%®
ESC - 250 bar e 50 °C 31,15 97,72%
ESC - 175 bar e 35 °C 53,91° 100,55%
ESC - 175 bar e 35 °C 45,24° 190,47°
ESC - 175 bar e 35 °C 41,90° 213,14
250 bar/50 °C e 10 % 25,13" 370,82°
250 bar/50 °C e 25 % 97,18° 12,34°
250 bar/50 °C e 50 % 97,77° 8,92°
250 bar/50 °C e 75 % 97,61°
250 bar/50 °C e 100 % 96,70
Soxhlet 97,00
BHT* 89,70° 261,00

*Valores determinados por BENELLI et al., (2010).

Segundo Jesus (2010), o valor de ECsq representa a concentracao
efetiva para que se atinja 50 % de atividade antioxidante. Portanto,
quanto menor o valor de ECs,, menor a concentragcdo necessaria para
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que se tenha 50 % de atividade antioxidante (AA) de acordo com o
método do DPPH, e maior a atividade antioxidante do sistema em
estudo. Em outras palavras, baixos valores para ECs, estdo associados a
elevada AA e vice-versa. O BHT foi utilizado como referéncia para
comparacdo dos resultados.

De acordo com os resultados, as amostras que apresentaram as
maiores atividades antioxidantes foram as extraidas com etanol com
concentracdo de 25 %, 50 %, 75 % e 100 %, a 250 bar e 50 °C e pelo
método direto de Soxhlet, visto que ndo ha diferenga significativa ao
nivel de 5 %, pelo teste de Tukey. Isto pode ser atribuido a polaridade do
etanol que solubilizou compostos tdo polares quanto, entre eles, 0s
compostos fendlicos. Sendo esta atividade antioxidante maior do que a
do antioxidante sintético BHT (89,7 £ 0,5 pg/mL), torna o extrato da
semente do tamarindo doce um potencial antioxidante para ser testado
em alimentos.

Quanto maior a atividade antioxidante menor o ECsg e devido a
alta atividade antioxidante das amostras extraidas com 75 % e 100 % de
etanol, como também o Soxhlet, ndo foi possivel calcular o ECsy. Dentre
as amostras extraidas com CO, supercritico puro, a melhor atividade
antioxidante foi encontrada na amostra com condi¢do de 250 bar e 50
°C. Ainda assim, trés vezes menor quando comparada aos extratos com
alcool.

O valor de ECx, foi calculado na faixa de concentracdo de 5 a 50
pg/mL, a qual pertence & concentracdo de 50 % de atividade
antioxidante (AA), por regressao linear, que a curva de concentracdo de
extrato (ug/mL) versus AA (%) assemelha-se a uma linha reta nessa
faixa, como pode ser visto na Figura 20 para a condigéo de 250 bar e 50
°C.

Figura 20 - Concentracgdo de extrato versus AA % para 250 bar e 50 °C.
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Em temperatura subcritica, 20 °C, a atividade antioxidante foi
muito semelhante a encontrada na mesma pressdo, 250 bar, em
temperatura supercritica. No entanto, 0 ECg, da temperatura subcritica
foi muito maior do que o encontrado para temperatura de 50 °C, isto
indica que o aumento da temperatura ndo degradou compostos
responsaveis pela atividade antioxidante, tornando a condicdo de 250
bar e 50 °C muito promissora para extracdo destes compostos (HU; HU;
XU, 2005).

Foram encontrados 75,93 % de AA (500ug/mL), em extrato
etandlico da semente de tamarindo, variedade acida, e 204,72 de ECx
(ug/mL) (LUZIA; JORGE, 2011). Estes resultados estdo entre os
valores encontrados por este trabalho, visto que, hd uma diferenca na
variedade dos tamarindos utilizados e nas condi¢cBes de extracdo
adotadas.

4.5.3 Perfil de acidos graxos encontrados nos extratos da semente de
tamarindo doce

O perfil dos acidos graxos dos extratos da semente do
tamarindo doce foi obtida por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), conforme descrito no item 3.5.2. Os
compostos quimicos foram identificados baseando-se na comparagéo do
espectro de massa da substancia com um sistema de banco de dados para
CG-EM. Os critérios adotados para a escolha dos compostos
majoritarios foram o percentual de area e os tempos de retengéo.

A Tabela 16 apresenta 0s compostos majoritarios encontrados,
sendo identificados trinta e cinco compostos quimicos nos extratos da
semente do tamarindo doce. Observa-se uma semelhanca nos compostos
identificados nos extratos da ESC, sendo formados por cadeias
carbonicas com, no minimo, cinco carbonos, saturados, insaturados e/ou
ligados as fungdes: acido carboxilico e alcool.

Os principais acidos graxos encontrados nos extratos da ESC
foram o éacido 9,12-octadecadiendico (acido linoléico), &cido cis-10-
heptadecendico e 4&cido n-hexadecandico (&cido  palmitico).
Curiosamente, o &cido cis 9-octadecenoico, acido oléico, foi apenas
identificado nas extracfes em temperatura subcritica (20 °C) e Soxhlet.
Outros compostos importantes também foram identificados nas
amostras, como etil benzeno, o-xileno, decano, acido octadecandico
(esteérico) e tetratriacontano.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Luzia e
Jorge (2011), em semente de tamarindo &cido, que relatam o acido
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linoléico como principal componente, além do é&cido palmitico,
estedrico, oléico, compostos saturados, mono saturados e poli-
insaturados, atribuindo aos compostos citados a acdo de favorecer a
remocdo do colesterol ruim (LDL), promovida pelo tamarindo.

A crescente concentracdo de etanol favoreceu a extracdo de
alguns compostos polares, alcool e acidos carboxilicos, que ndo foram
extraidos com o CO,, como trifluoracetato do alcool oleilico, acido cis
vacénico, acido 3-metil decandico, 9,12-octadecdien-1-ol, 17-cloro
heptadecino, etil 9-hexadecenoato e &cido 1,2 benzenodicarboxilico. No
entanto, baseando-se na percentagem da area relativa, ndo influenciou
de forma significativa na extracdo de compostos majoritarios, como o
acido linoléico, conforme Tabela 16.
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Tabela 16 - Compostos quimicos identificados na semente do tamarindo doce por cromatografia gasosa por
espectrometria de massa (CG-EM).

Extrages com CO, puro

Extragdes com CO; e etanol

Tempo de
Compostos quimicos retencio  100bar 175bar 175bar 250bar 250bar 10% 25% 50% 75% 100% Soxhlet
(min) e20°C! e35°C! e35°C' e20°C' e50°C' etanol' etanol® etanol* etanol* etanol etanol
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Acido 3-metil il 6,236 289 345 399 583 429 277 58 7,78 3,68
butanéico
Etil benzeno 6,596 3,98 4,67 5,32 7,69 5,52 3,78 7,69 10,29 4,49
o-Xileno 6,890 3,42 4,02 4,57 6,57 4,56 3,00 6,56 8,92 3,83
3-metil 1-butanol 7,139 2,34 2,78 3,32 4,78 3,45 2,21 4,76 6,41 2,98
Dodecano 8,082 1,64 1,88 2,15 3,06 2,21 3,17 443 2,01
1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 1,53 1,70 2,00 2,82 2,08 1,37 2,83 3,86
Decano 13,057 3,14 3,45 4,09 5,84 4,18 2,81 5,87 8,04 3,66
Acido 2-etilhexil 13802 080 1,10 163 114 076 160 246
oxalico
1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 0,65 1,52 1,40 1,79 1,42 0,82 1,96 2,80
Acido n-
hexadecandico 29,133 9,73 8,88 9,05 7,12 8,93 10,22 6,77 3,14 8,25
(palmitico)
Acido 14-metil
pentadecandico 31,789 26,85
Acido hexadecantico 2321
Acido 9,12-
octadecadiendico 34,824 28,60 24,07 23,30 17,47 23,88 28,57 14,88 5,72 23,24 38,27 34,50

(linoléico)
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Extragdes com CO, puro

Extragbes com CO; e etanol

Tempo de
Compostos quimicos retencdo 100 bar 175bar 175bar 250bar 250bar 10% 25% 50% 75% 100 % Soxhlet
(min) e20°C! e35°C' e35°C'! e20°C' e50°C' etanol' etanol' etanol' etanol' etanol etanol
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Acidocis9— 34895 0,96 13,06 24,31
octadecendico (oléico)
Acido cis vacénico 34,949 11,24 17,52
Acido cis-10- 34983 2226 1941 1841 1831 2243
heptadecenoico
Trans amdp_ 13- 35.105 25,87
octadecendico
Acido 16-metil
heptadecandico 35616 9,00 9,33
Acido octadecandico 35724 286 312 327 2,76
(estearico)
17-Cloro 7-heptadecino 35,819 2,18
Etil 9-hexadecenoato 35,957 0,92 1,05 1,21 1,21
Oleato de etila 35,994 2,94
Acido 3-me,t_|l butil 38.382 8,66
pentadecandico
gr?(')l'B'C'C'O tridec-1- 43734 148 160 157 137 123 126 1,15
Tetratriacontano 47,925 2,49 2,09 2,35 2,17 2,27 2,63 2,00 1,84

TPercentagem da area relativa
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Os compostos majoritarios encontrados nos extratos com CO, +
etanol ndo apresentaram tanta semelhanca. Para a condi¢do com 10 % de
etanol, os compostos predominantes foram &cido 9,12-octadecadiendico
(linoléico) e &cido n-hexadecandico (palmitico). Na condicédo de 25 % e
75 % de etanol, acido 9,12-octadecadiendico (linoléico) e &cido cis
vacénico. Em 50 % de etanol, etilbenzeno e decano. No entanto, para
todos os extratos o acido linoléico esta presente em percentagem de area
significativa.

A guantidade de compostos extraidos em cada extrato variou de
dezesseis, na condicdo de CO, + 75 % de etanol, até vinte e trés, nas
condi¢des de 175 bar e 35 °C com CO; puro e CO; + 25 % de etanol.

Nos extratos oriundos da extragdo com 100 % etanol através
dos métodos supercritico e Soxhlet foi encontrado como composto
majoritario o acido linoleico.

A extracdo de uma grande quantidade de acidos graxos pode ser
justificada pelas caracteristicas quimicas destas moléculas, uma parte
polar e outra apolar, que em caso de moléculas grandes podem expressar
atratividade diferentes, pelo CO, ou etanol, por exemplo. Isto explica a
semelhanca de compostos extraidos com CO, puro ou combinado com
etanol.

A area relativa ao acido linoléico (6mega 6) é semelhante para
todas as extracdes ESC com CO, puro e com 10 % e 100 % de &lcool
etilico. E o composto predominante nos extratos da semente do
tamarindo doce, segundo a porcentagem da area relativa. E formado por
18 carbonos com duas duplas ligac6es, poli-insaturado, tendo afinidade
por solventes apolares. As variacdes da pressdo e da temperatura nédo
influenciaram de forma significativa no rendimento das extracbes com
relagdo ao 4cido linoléico.

O Omega 6, como também é conhecido, é considerado acido
graxo essencial, visto que, ndo pode ser produzido pelo organismo,
sendo necessario sua ingestdo através da dieta (TURATTI, 2000). Tem
importancia na preservacdo e desenvolvimento do sistema nervoso,
capaz de reduzir os niveis do colesterol LDL e do colesterol total
(FAGUNDES, 2002).

O écido palmitico também foi encontrado em todos 0s extratos
da semente do tamarindo doce, sendo mais expressivo nas ESC com
CO, puro e com 10 % de etanol. E formado por uma cadeia apolar de 16
carbonos com ligagBes simples, o que confere maior polaridade a sua
molécula quando comparado com outros acidos graxos, principalmente
0s insaturados. Esta afirmacdo justifica a maior extragdo deste quando é
utilizado o 10 % de etanol. No entanto, com 0 aumento da concentragéo
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de etanol, sua extragdo diminui, indicando sua afinidade por solventes
de polaridade intermediaria (BENELLI et al., 2010).

O acido oléico foi detectado apenas nas extragdes subcritica
com CO, puro (100 bar/20 °C e 100 bar/50 °C) e Soxhlet, sendo o
segundo composto mais expressivo na condi¢cdo de 250 bar e 20 °C,
também chamado de 6mega 3. O oleato de etila, formado pela
condensacdo do &cido oléico e etanol, foi encontrado no extrato com
CO, + 75 % de etanol.

O écido estearico tem se mostrado um substrato pobre para a
sintese de triglicerideos, quando comparado com outros &cidos graxos
saturados, como o palmitico, por exemplo. Estudos com humanos tém
mostrado que ingestdo atual de &cido estearico tem efeito neutro nos
lipideos plasmaticos e nas lipoproteinas plasmaticas (triglicerideos,
colesterol total, colesterol LDL ou HDL) (YU; DERR e KRIS-
ETHERTON, 1995; KRIS-ETHERTON et al., 2005). Uma das teorias
para explicar este efeito neutro, alega sua menor absorcdo intestinal e
sua conversdo endogena em &cido oléico (LOUHERANTA et al, 1998).

O écido cis-10-heptadecendico foi detectado nos extratos da
ESC (com excec¢do para a condigdo de 250 bar e 20 °C) e na condicdo de
CO, + 10 % etanol. Possui 17 atomos de carbono com uma dupla
ligacdo, classificado como monoinsaturado. Estudos atualizados
mostram que, quando se substitui os acidos graxos saturados por
monoinsaturados, 0s niveis de LDL diminuem enquanto o HDL
permanece inalterado (NOVELLO; FRANCESCHINI e
QUINTILIANO, 2008).

O 4cido vacénico é um composto intermediario da
biohidrogenacdo dos &cidos graxos poli-insaturados, a exemplo do
linoléico (BAUMAN; BAUMGARD E CORL, 1999). Sendo substrato
para formacdo do acido estearico (FERNANDES, 2004). Encontrado
nos extratos da semente do tamarindo doce obtidos com CO, e 25 % e
75 % de etanol.

Os acidos graxos saturados mais abundantes sdo o palmitico e
estearico, enquanto os insaturados que mais ocorrem na natureza sio o
linoléico, oléico e linolénico (ARAUJO, 1999). Os &cidos palmitico,
oléico e linoléico também sdo encontrados nos 6leos de améndoa,
gergelim, girassol e oliva (MEZZOMO, 2008).

Terpenos também foram encontrados em alguns extratos, como
o0 10,1-biciclo trideceno. Algumas destas substancias apresentam
atividades farmacoldgicas (DUKE, 1985; BRUNETON, 1993;
VALLILO; BUSTILLOS e AGUIAR, 2006).
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A conhecida acdo laxante do tamarindo é proveniente da
combinagdo de substancias &cidas, como é&cido 2-etil hexiloxalico,
encontrado nos extratos obtidos da semente do tamarindo doce, com
excecdo para a condi¢cdo com CO; + 75 % e 100 % de etanol.

A composicdo quimica da semente do tamarindo doce enriquece
e agrega valor a este residuo tdo abundante da regido do Semiarido
Nordestino, sendo necessario, um estudo sobre a viabilidade econdémico
da extracdo destes compostos.






5. CONCLUSAO

A umidade presente na semente do tamarindo doce néo contribuiu
para o rendimento em massa da extragdo com CO, puro, sendo
desidratadas até 5,0 %, 0 que representa uma diminuicdo de 50 % da sua
agua livre inicial. A amostra seca obteve 12 % a mais de extrato em
comparacdo com a Umida, resultando num rendimento de 2,77 % de
6leo.

O maior rendimento em massa obtido para a ESC da semente do
tamarindo doce com CO; puro foi de 2,62 % para a condi¢do de 250 bar
e 20 °C, estatisticamente igual ao rendimento obtido na mesma pressao
a 50°C de 2,58 %. A influéncia da temperatura foi observada através da
massa especifico do solvente que teve efeito dominante neste
experimento, sendo que, quanto maior a massa especifica maior o
rendimento do extrato.

O aumento da pressdo também influenciou positivamente no
rendimento do extrato, obtendo um aumento de 60 % a mais quando a
pressdo ¢ elevada de 100 bar para 250 bar, na temperatura de 20 °C,
resultando em 2,62 % de extrato da semente do tamarindo doce.

A utilizacdo do etanol no processo de extracdo influenciou
significativamente no rendimento em massa e na qualidade antioxidante
dos extratos, sendo os rendimentos em massa das extra¢cdes com 10 % e
25 % de etanol muito semelhantes, 3,47 % e 3,44 %, respectivamente.
No entanto, a qualidade antioxidante destes extratos apresentaram-se
bastante diferentes, de acordo com os resultados do TFT como também
pelo DPPH.

O extrato obtido com 100 % de etanol pressurizado (250 bar/50
°C) apresentou o melhor rendimento e atividade antioxidante,
respectivamente, 21,44 % e 471,05 mg EAG/Q (extrao) N&0 houve
diferenca significativa em relacdo ao rendimento dos extratos obtidos
com Soxhlet e com 75 % de etanol + 25 % de CO,. No entanto, percebe-
se uma qualidade na atividade antioxidante em condicdo de alta presséo,
sendo o teor de compostos fendlicos dos extratos obtido a 250 bar, com
75 % e 100 % de etanol, superiores aos extratos em Soxhlet e ao
antioxidante artificial, butil hidroxitolueno.
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Existem diversos trabalhos que utilizam uma pequena
guantidade de etanol para extracdo de antioxidantes, ndo obtendo
resultados tdo promissores quando comparado a extragdo em Soxhlet.
Por isto, neste trabalho, optou-se em utilizar uma concentracdo crescente
de etanol em pressdo supercritica e temperatura subcritica e observou-se
que, a partir de 75 % de etanol + 25 % de CO,, tem-se 0 mesmo
rendimento da extragdo em Soxhlet, mas, com qualidade antioxidante
muito superior, confirmada pelo TFT.

Os rendimentos e teor de fendlicos totais dos extratos obtidos em
alta pressdo com CO, puro foram inferiores quando comparados aos
extratos etandlicos pressurizado e em baixa pressdo (Soxhlet). As
condi¢cdes de pressdo e temperatura influenciaram significativamente
nos rendimentos e quantidade de fendlicos das amostras, sendo, a
condi¢do de 250 bar e 50 °C o ponto de otimizagdo do processo.

Os extratos etandlicos obtidos em alta pressdo, a partir de 25 %
de etanol, apresentaram atividade antioxidante, pelo método DPPH,
igual ao extrato obtido em Soxhlet e superior ao butil hidroxitolueno,
antioxidante artificial, demonstrando o potencial antioxidante natural da
semente de tamarindo doce.

Os resultados encontrados para 0 ECs, € semelhante a % AA,
sendo encontrados 8,9 pg/mL para o extrato etandlico com 50 % de
etanol + 50 % CO,, ndo sendo possivel determinar o valor de ECsx, para
0s extratos obtidos com 75 % e 100 % de etanol devido a alta atividade
antioxidante. Estes resultados sdo muito promissores para a semente do
tamarindo doce quando comparados com o ECsq do hidroxitolueno de
butila, sendo necessario uma avaliacdo econdmica e sensorial do uso
destes compostos antioxidantes naturais em produtos alimenticios,
levando em consideracdo também a maior qualidade que sera agregada
ao mesmo.

O estudo da cinética de extracdo da semente do tamarindo doce
indicou que o principal mecanismo de transferéncia de massa € a
convecgdo, sendo o processo limitado pela difusdo. O modelo
matematico que melhor se adaptou aos dados experimentais da semente
do tamarindo doce foi o de Martinez et al. (2003), com MSE de 1,7245
x 10°. Portanto, o mais indicado para estudos de ampliac&o de escala de
processo.

Os principais acidos graxos encontrados nos extratos da ESC
foram o &cido 9,12-octadecadiendico (acido linoléico), &cido cis-10-
heptadecendico e 4&cido n-hexadecandico (&cido palmitico).
Curiosamente, o 4&cido cis 9-octadecendico (oleico) foi apenas
identificado nas extragdes em temperatura subcritica (20 °C). Outros
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compostos importantes também foram identificados com polaridades
semelhantes aos solventes utilizados. E necessario outras avaliacdes
para a quantificagdo de compostos com atividade antioxidante.

Portanto, os extratos etandlicos da semente do tamarindo doce,
obtidos pela tecnologia supercritica com mistura de solventes, sdo
potenciais fontes de antioxidantes naturais para a indUstria de alimentos.






6. SUGESTAOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliacdo do rendimento e atividade antioxidante de extratos obtidos
pela tecnologia supercritica utilizando concentracbes diferentes de
etanol e agua;

- Estudo da influéncia de pardmetros de processo como quantidade de
massa, tamanho do didmetro médio e vazdo do solvente;

- Determinacgdo da solubilidade experimental da semente do tamarindo
doce;

- Determinacdo dos compostos antioxidantes presentes nos extratos da
semente do tamarindo doce;

- Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos da pelicula da
semente do tamarindo doce;

- Analise da eficiéncia da atividade antioxidante dos extratos da semente
do tamarindo doce em alimentos e sua aceitagéo sensorial;

- Viabilidade econ6mica da extracdo supercritica da semente do
tamarindo doce.
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APENDICE A: MODELOS MATEMATICOS

A1.MODELO DE MARTINEZ et al. (2003)

O modelo de Martinez et al. (2003) é uma proposta para sistemas
multicomponentes e pode ser aplicado considerando o extrato como um
pseudocomponente ou uma mistura de substancias ou grupos de
componentes com estrutura quimica similar. O modelo negligencia o
acimulo e a dispersdo na fase fluida devido a este fendbmeno néo
apresentar influéncia significativa no processo quando comparado com o
efeito de convec¢do (ANDRADE, 2011).

Para um Unico grupo de componentes, a curva de extracdo obtida
pelo modelo de Martinez et al. (2003) pode ser representada pela
Equacdo Al.

_ mo 1+ exp(bitmi) _
Mext = exp(bitml-){1+exp([bi(tmi—t)]) 1} Al

onde:

t = tempo (s);

mext = massa de extrato (kg);

mO0 = massa de soluto inicial (kg);

bi e tmi sdo pardmetros ajustiveis do modelo (min™ e min,
respectivamente).

A.2 Modelo de Esquivel, Bernardo-Gil e King. (1999)

Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999) realizaram simulacfes
das curvas de extragdo de cascas de azeitonas e se basearam na equagdo
da cinética do crescimento de microrganismos de Monod para descrever
as curvas globais de extracdo (OLIVEIRA, 2010).

A curva de extracao é representada pela equagao empirica A2:

Mexe(r) = XOM (L) A2

b+t
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Onde:

Meyiry = Massa de extrato em fungéo do tempo (kg);

t = tempo de extracdo em minutos;

M = massa de matéria prima (kg);

Xo = razdo massica de extrato na matéria prima (kg/kg);
b = parametro ajustavel (min).

A3. MODELO DIFUSIONAL DE CRANK (1975)

O modelo de Crank (1975), apresentado por Reverchon (1997),
considera a transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia
de calor. Assim, supde que as substancias a serem extraidas estdo
uniformemente distribuidas em particulas solidas esféricas, que liberam
0 soluto no solvente supercritico com 0 tempo, como um corpo quente
perde calor para o meio. Este modelo é chamado difusional, pois
considera que a transferéncia de massa se da unicamente devido a
difusdo do soluto, contido no interior das particulas sélidas, para a fase
supercritica (REVERCHON, 1997; CAMPOS, 2005; MEZZOMO,
2008; MICHIELIN, 2009; BENELLI et al., 2010; OLIVEIRA, 2010).

Baseado na segunda Lei de Fick para difusdo, e resolvendo
analiticamente o balanco de massa na parte interna da particula, a
Equagdo Al representa a massa de uma substancia que se difunde
através de uma particula (MEZZOMO, 2008; MICHIELIN, 2009;
BENELLI et al., 2010; OLIVEIRA, 2010).

_ 6 voo 1 —-Dtn?n?
Mese = mo |1~ 53 sz e ()|

A3
onde:

mext = massa de extrato (kg);

mO0 = massa inicial de soluto (kg);

t = tempo (min);

D = coeficiente de difusdo, um parametro ajustavel do modelo (m2?/min)
r = raio da particula sélida (m);

n = ndmero inteiro.
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Ad4. MODELO DE'SOVOVA (1994) MODIFICADO POR
MARTINEZ E MARTINEZ (2008)

O modelo proposto por Sovova (1994) baseia-se em balancos
de massa que consideram o0 escoamento axial do solvente com
velocidade superficial através de um leito fixo de secdo transversal
cilindrica. Considera-se que na entrada do extrator o solvente esta livre
de soluto e a temperatura e a pressdo sao mantidas constantes. O
tamanho das particulas e a distribuicdo do soluto no interior do sélido
sdo considerados homogéneos e o soluto encontra-se nas células do
solido, protegido pela parede celular. Como resultado da moagem, as
células localizadas na superficie das particulas sdo rompidas, tornando
parte do soluto exposto ao solvente (MEZZOMO, 2008; BENELLI et.
al., 2010; OLIVEIRA, 2010; ANDRADE, 2011).

Neste modelo a transferéncia de massa interfacial ocorre de
formas diferentes, dependendo da disponibilidade do soluto de facil
acesso ao solvente. Esta diferenga se reflete no termo J(X, Y) do balango
de massa, que representa o fluxo de transferéncia de massa interfacial
(ANDRADE, 2011).

O modelo de Sovova (1994) emprega o coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida para descrever o periodo de taxa de
extracdo constante (CER), e o coeficiente de transferéncia de massa na
fase solida para descrever a etapa na qual a resisténcia a transferéncia de
massa é controlada pela difusdo (BENELLI et al., 2010; ANDRADE,
2011). Neste modelo, o perfil de concentracdo do soluto na fase fluida é
dividido em trés etapas:

a) a primeira etapa considera que o soluto de facil acesso (Xp)
disponivel na superficie das particulas sélidas vai se esgotando ao longo
do leito, chamada etapa CER, onde tCER é o final da etapa de taxa de
extracao constante;

b) na segunda etapa o soluto de facil acesso se esgota ao longo
do leito, e inicia-se a extracdo do soluto de dificil acesso, chamada de
etapa FER, na qual tFER é o final da etapa de taxa de extracdo
decrescente;

C) nesta etapa sdo retirados os solutos de dificil acesso (XK)
presentes no interior das particulas solidas — denominada etapa
difusional — sendo controlada pela resisténcia interna a transferéncia de
massa.
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A curva de extracdo obtida pelo modelo de Sovova (1994) é
representada pelas Equacgdes A4, A5 e A6, com a massa total de extrato
obtida na saida do extrator, em funcéo do tempo:

Parat <t

Moyt = Qcoz ¥ * [1- exp(—Z)]t
A4

Para tee, <t < tge:

Mexe = QcozY * [t — teer exp(Zw(t) — Z)]
A5

Parat > g,

Meyr = Mg, [Xo - YW*ln {1 + [exp (W ) - 1] exp[ Ceoz (p

) AS

Onde:
v Xo exp[%gloz(t—tcer)]—xk
Zw = WXo Xo—Xk AT
— MgKyqp A8
Qco2(1-€)ps
MgK
W — SI8xa A9
Qco2(1-¢)
M1 Xp
cer QcoaZY"
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Mst_1n X + Xpexp(vz')’fo)

trer = tcgr + All
FER = LCER T 5 W

Xo

t = tempo (s);

MSI = massa de sélido inerte (kg);

X0 = razdo massica de extrato na matéria-prima (kg/kg);
Xk = razdo massica de soluto de dificil acesso (kg/kg);
Xp = razdo massica de soluto de facil acesso (kg/kg);

Y = solubilidade do soluto no solvente (kg/kg);

QCO2 = vazdo de solvente (CO2) (kg/h);

p = massa especifica do solvente (kg/m3);

ps = massa especifica da particula solida (kg/m3);

¢ = porosidade do leito.

Nas equacbes do modelo de Sovova (1994) pode-se dizer que a
quantidade Z, apresentada na Equacdo A6, é um parametro para a etapa
CER porque essa quantidade (Z) é diretamente proporcional ao
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (kya) e este
coeficiente controla a taxa de extracdo no periodo CER (ANDRADE,
2011).

Para a resolucdo do modelo de Sovova (1994), é necessario
conhecer alguns parametros: MCER, taxa de extracdo na etapa CER
(kg/min); YCER, razdo massica do soluto na fase supercritica na saida
da coluna na etapa CER (kgextrato/kgCO2); tCER, duracdo da etapa
CER (min) (CAMPOS, 2005; ANDRADE, 2011).

O parametro MCER é o valor da tangente ao periodo CER e, a
partir dele, obtém-se o valor de YCER através da Equacdo A10.

YCER = Mcer A12

Qcoz

Os pardmetros kxa e kya séo, respectivamente, os coeficientes
de transferéncia de massa na fase sélida e na fase fluida (min-1), e séo
definidos pelas Equagfes All a A15:

McER
K,,= —— Al3
Y& pco2SHAY
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Kyq = 22400020 Al4
AX = ("”;"") Al5
Xp = Xo + X Al6
AY = —YeER Al7

o
ln(Y*-YCER)

onde:

AY: média logaritmica para a razdo massica de soluto na fase fluida

(kg/kg);

AX: média aritmética para a razdo massica de soluto na fase so6lida
(kg/kg).



APENDIC~E B: DADOS EXPERIMENTAIS DAS CURVAS DE
EXTRACAO

Tabela 17 - Dados experimentais das extragdes dos testes preliminares.

Volume  Condig¢es 175 bar/35 °C Condicdes 175 bar/35 °C

CO, (amostra umida) (amostra seca)

(mL) massa (g) Xo (%) massa (g) Xo (%)
0 0 0 0 0
30 0,0269 0,1072 0,0379 0,1516
60 0,0830 0,3308 0,0956 0,3823
90 0,1379 0,5496 0,1535 0,6139

120 0,1884 0,7508 0,2053 0,8211
180 0,2918 1,1629 0,3104 1,2414
240 0,3893 1,5515 0,4097 1,6385
300 0,4688 1,8683 0,5002 2,0004
360 0,5331 2,1246 0,5796 2,3180
420 0,5794 2,3091 0,6422 2,5683
480 0,6206 2,4733 0,6919 2,7671
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Tabela 18 - Dados da curva cinética de extragao.
Condicéo 250 bar/50 °C vazdo: 1,2 + 0,2 g/min tempo: 400 min.

Volume CO, massa extraida (g) Xo (%)
(mL)

0 0,0000 0,0000
17 0,0588 0,0588
33 0,1194 0,1782
50 0,1856 0,3638
66 0,2508 0,6146
83 0,3089 0,9235
99 0,3611 1,2846
116 0,4097 1,6943
132 0,4579 2,1522
165 0,5340 2,6862
198 0,5855 3,2717
231 0,6158 3,8875
264 0,6347 4,5222
297 0,6514 5,1736
330 0,6604 5,8340
363 0,6662 6,5002

440 0,6715 17,1717
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Tabela 19 - Dados das curvas de extragdo com CO, puro.

Condicao 175 bar/35 °C Condigéo 250 bar/50 °C Condigéo 250 bar/20 °C
massa (g) Xo (%) massa (g) Xo (%) massa (g) Xo (%)
0 0 0,0000 0,0000 0 0

0,0379 0,1516 0,0680 0,2720 0,0420 0,1678
0,0956 0,3823 0,1628 0,6512 0,1349 0,5391
0,1535 0,6139 0,2539 1,0156 0,2315 0,9251
0,1953 0,7811 0,3436 1,3743 0,3179 1,2703
0,3004 1,2014 0,4858 1,9431 0,4585 1,8322
0,3997 1,5985 0,5708 2,2831 0,5856 2,3401
0,4802 1,9205 0,6250 2,4999 0,6235 2,4915
0,5597 2,2384 0,6335 2,5339 0,6315 2,5235
0,6122 2,4484 0,6403 2,5611 0,6453 2,5786
0,6419 2,5671 0,6450 2,5799 0,6561 2,6218

Condicéo 175 bar/35 °C Condicéo 100 bar/20 °C Condicéo 175 bar/35 °C
massa (g) Xo (%) massa (g) Xo (%) massa (g) Xo (%)

0 0 0 0,0000 0,0000 0,0000
0,0261 0,1044 0,0011 0,0044 0,0216 0,0864
0,0783 0,3131 0,0133 0,0532 0,0842 0,3367
0,1308 0,5230 0,0325 0,1299 0,1386 0,5543
0,1856 0,7421 0,0745 0,2978 0,1901 0,7602
0,2762 1,1044 0,1430 0,5717 0,2810 1,1238
0,3596 1,4379 0,1974 0,7892 0,3707 1,4825
0,4368 1,7465 0,2309 0,9231 0,4556 1,8220
0,5051 2,0196 0,2887 1,1542 0,5237 2,0944
0,5516 2,2056 0,3487 1,3940 0,5805 2,3215
0,5900 2,3591 0,4058 1,6223 0,6224 2,4891




Apéndices 113
Tabela 20 - Dados das curvas de extragdo com CO, + etanol.

CO, + 10% etanol CO, + 25% etanol CO, + 50% etanol
massa (g) Xo (%) massa (g) Xo (%) massa(g) Xo (%)
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0
0,2069 0,8276 0,4890 1,9558 1,3550 5,42
0,3727 1,4907 0,6377 2,5506 1,4378 5,75
0,5535 2,2139 0,6956 2,7822 1,5185 6,07
0,7268 2,9071 0,7554 3,0214 1,6031 6,41
0,8276 3,3103 0,7987 3,1945 1,7415 6,97
0,8542 3,4167 0,8327 3,3305 1,8476 7,39
0,8690 3,4759 0,8595 3,4377 1,9055 7,62

CO, + 75% etanol 100% etanol
massa (g) Xo (%) Massa (g) Xo (%)
0,0000 0,0000 0 0,0000
1,4096 5,6383 2,7034 10,8117
1,8960 7,5838 3,9051 15,6177
2,8878 11,5509 4,5395 18,1549
3,4362 13,7445 4,8092 19,2335
3,9063 15,6248 5,0951 20,3769
4,9640 19,8555 5,3591 21,4327
5,0675 20,2695 5,3603 21,4375




APENDICE C: CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

Figura 21 - Curva padrdo de acido galico utilizada para determinagéao do teor
de fendlicos totais (TFT), 765 nm.
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APENDICE D: CROMATOGRAMAS E COMPOSTOS
IDENTIFICADOS DOS EXTRATOS DA SEMENTE DE
TAMARINDO DOCE

C1.CG/MS ESC 100 bar e 20 °C

Figura 22 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido a 100 bar
e 20 °C.

00,000

Tabela 21 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retencdo e porcentagem da area do extrato da semente do
tamarindo doce a 100 bar e 20 °C.

Picos Compostos quimicos Tempo(trjneirll’;a tengao Area (%)
2 Acido _3—met|I,et|I 6,236 2.89
butanoico
3 Etil benzeno 6,596 3,98
4 o-Xileno 6,890 3,42
5 3-metil 1-butanol 7,139 2,34
7 Dodecano 8,082 1,64
10  Decano 13,057 3,14
11  Acido 2-etilhexil oxalico 13,802 0,80
12 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 0,65
20 AC|do,n_-hexadecan0|co 29133 9,73
(palmitico)
22  Acido9,12-
octadecadiendico 34,824 28,60
(linoléico)
Acidocis9- 34,895 0,96
octadecendico (ol€ico)
23 Acido cis-10- 34,083 2226

heptadecendico
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24 Acido octadecandico

- 35,724 2,86
(estedrico)

25 10,1-Biciclo tridec-1-eno 43,734 1,48

28  Tetratriacontano 47,925 2,49

C2.CG/MS ESC 175 bare 35 °C

Figura 23 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido a 175 bar
e 35°C.
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Tabela 22 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retencdo e porcentagem da area do extrato da semente do
tamarindo doce a 175 bar e 35 °C.

Picos Compostos quimicos Tempo((ro:air:;z tencao Area (%)
2 ﬁmdo,:_%-metll,etll 6.236 3,45
utandico
3 Etil benzeno 6,596 4,67
4 0-Xileno 6,890 4,02
5 3-metil 1-butanol 7,139 2,78
7 Dodecano 8,082 1,88
11 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 1,70
12 I?ecano 13,057 3,45
13 Aqd_o 2-etilhexil 13.802 1.10
oxalico
14 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 1,52
22 Acido n-
hexadecandico 29,133 8,88
(palmitico)
23 Acido 9,12-
octadecadiendico 34,824 24,07

(linoléico)
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“ ﬁ\ggggdcelgeﬁ%ico B 34,983 19,41
25 égiggr;(g?deczfmomo 35,724 312
26 ir(])(,)l-Blmclo tridec-1- 43734 160
28 Tetratriacontano 47,925 2,09

C3.CG/MS ESC 175 bare 35 °C

Figura 24 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido a 175 bar

e 35 °C.
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Tabela 23 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retencdo e porcentagem da area do extrato da semente do
tamarindo doce a 175 bar e 35 °C.

Picos Compostos quimicos Tempo((rjr:eir:)e tencao Area (%)
2 AC|do,_3-met|I,et|I 6.236 3,99
butandico
3 Etil benzeno 6,596 5,32
4 o-Xileno 6,890 4,57
5  3-metil 1-butanol 7,139 3,32
7  Dodecano 8,082 2,15
10 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 2,00
11 Decano 13,057 4,09
12 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 1,12
21 AC|do,n_-hexadecan0|co 29133 9,05
(palmitico)
22  Acido 9,12- 34,824 23,30
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octadecadiendico
(linoléico)
23 Acido cis-10-

. 34,983 18,41
heptadecendico
24  Acido octadecan6ico
(estedrico) 35,724 3,27
26  10,1-Biciclo tridec-1-eno 43,734 1,57
28  Tetratriacontano 47,925 2,35

C4. CG/MS ESC 250 bar e 20 °C

Figura 25 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido a 250 bar
e 20 °C.
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Tabela 24 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo e porcentagem da &rea do extrato da semente do
tamarindo doce a 250 bar e 20 °C.

Picos Compostos quimicos Tempo(crifir:)e tenao Area (%)
2 Acido 3-metil,etil 6.236 5 83
butanoico ' '
3 Etil benzeno 6,596 7,69
4 o-Xileno 6,890 6,57
5 3-metil 1-butanol 7,139 4,78
8 Dodecano 8,051 3,06

10 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 2,82
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11 Decano 13,057 5,84
12 Acido 2-etilhexil oxalico 13,802 1,63
13 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 1,79
23 AC|do,n_-hexadecan0|co 29133 712

(palmitico)
24  Acido9,12-
octadecadiendico 34,824 17,47
(linoléico)
25  Acido cis 9-
octadecendico (oléico) 34,895 13,06
26 10,1-Biciclo tridec-1-eno 43,734 1,37
28 Tetratriacontano 47,925 2,17

C5. CG/MS ESC 250 bar e 50 °C

Figura 26 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido a 250 bar

e 50 °C.
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Tabela 25 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo e porcentagem da &rea do extrato da semente do

tamarindo doce a 250 bar e 50 °C.

i 5 A 0
Picos Compostos quimicos Tempo((rjne} r:;aten(;ao Area (%)
2 AC|do,$-met|I,et|I 6.236 4,29

butandico
3 Etil benzeno 6,596 5,52
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o-Xileno 6,890 4,56

3-metil 1-butanol 7,139 3,45

Dodecano 8,082 2,21
11 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 2,08
12 Decano 13,057 4,18
14 Acido 2-etilhexil oxalico 13,802 1,14
15 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 1,42
22 AC|do,n_—hexadecan0|co 29133 8,93

(palmltlco)
23 Acido 9,12-

octadecadiendico 34,824 23,88

(linoléico)

24  Acido cis-10-

heptadecendico 34,983 18,31
25  Acido octadecandico 35794 276
(estearico) ' '
26 10,1-Biciclo tridec-1-eno 43,734 1,23
28  Tetratriacontano 47,925 2,27

C6. CG/MS ESC COM CO; + 10 % ETANOL, 250 bar e 50 °C

Figura 27 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido com CO,
+ 10% etanol, a 250 bar e 50 °C
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Tabela 26 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo e porcentagem da &rea do extrato da semente do
tamarindo doce obtido com CO, + 10 % etanol, a 250 bar e 50 °C.

Tempo de retengdo

Picos Compostos quimicos (min) Area (%)
2 AC|do,_3-met|I,et|I 6,236 277
butandico
3  Etil benzeno 6,596 3,78
4 o-Xileno 6,890 3,00
5  3-metil 1-butanol 7,139 2,21
11 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 1,37
12 Decano 13,057 2,81
13 Acido 2-etilhexil oxalico 13,802 0,76
14 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 0,82
19 AC|do,n.—hexadecan0|co 29133 10.22
(palmitico)
22 Acido9,12-
octadecadiendico 34,824 28,57
(linoléico)
23 Acido cis-10- 34,983 2243
heptadecendico
26  10,1-Biciclo tridec-1-eno 43,734 1,26
28 Tetratriacontano 47,925 2,63

C7. CG/MS ESC COM CO; + 25 % ETANOL, 250 bar e 50 °C

Figura 28 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido com CO,
+ 25 % etanol, a 250 bar e 50 °C.
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Tabela 27 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo e porcentagem da &rea do extrato da semente do
tamarindo doce obtido com CO, + 25 % etanol, a 250 bar e 50 °C.

i 5 A 0,
Picos Compostos quimicos Tempo(cr::ai r:;zten(;ao Area (%)
2 AC|do,3—met|I,et|I 6,236 5,86

butandico
3 Etil benzeno 6,596 7,69
4 o-Xileno 6,890 6,56
S 3-metil 1-butanol 7,139 4,76
7 Dodecano 8,082 3,17
10 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 2,83
11 Decano 13,057 5,87
12 Acido 2-etilhexil oxalico 13,802 1,60
13 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 1,96
19 AC|do,n_-hexadecan0|co 29133 6,77
(palmltlco)
20 Acido9,12-
octadecadiendico 34,824 14,88
(linoléico)
21 Acido cis vacénico 34,949 11,24
28  Tetratriacontano 47,925 2,00

C8. CG/MS ESC COM CO, + 50 % ETANOL, 250 bar e 50 °C

Figura 29 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido com CO,
+ 50 % etanol, a 250 bar e 50 °C.

(100030

e

i 1}““ ""/ M

1H

bl

M@WLL SN - LJ‘V\ — Ii.llll!



Apéndices 123

Tabela 28 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo e porcentagem da &rea do extrato da semente do
tamarindo doce obtido com CO, + 50 % etanol, a 250 bar e 50 °C.

Tempo de retengdo Area (%)

Picos  Compostos quimicos

] (min)
2 Amdof%-metll, etil 6,236 778
butandico
3 Etil benzeno 6,596 10,29
4  0-Xileno 6,890 8,92
5 3-metil 1-butanol 7,139 6,41
g  Dodecano 8,082 4,43
11 1,2,4-Trimetil benzeno 12,877 3,86
12  Decano 13,057 8,04
13 Acido 2-etilhexil oxalico 13,802 2.46
14 1,2,3-Trimetil benzeno 13,850 2,80
21 AC|do,r}-hexadecan0|co 29133 3.14
(palmitico)
Acido 9,12-
22  octadecadiendico 34,824 5,72
(linoléico)

C9. CG/MS ESC COM CO; + 75 % ETANOL, 250 bar e 50 °C

Figura 30 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido com CO,
+ 75 % etanol, a 250 bar e 50 °C.
(00
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Tabela 29 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo e porcentagem da &rea do extrato da semente do
tamarindo doce obtido com CO, + 75 % etanol, a 250 bar e 50°.

Tempo de retengdo Area (%)

Picos  Compostos quimicos

(min)
2 AC|do,$—met|I,et|I 6,236 3,68
butandico
3 Etil benzeno 6,596 4,49
4  o-Xileno 6,890 3,83
5  3-metil 1-butanol 7,139 2,98
8 Dodecano 8,082 2,01
12 I?ecano 13,057 3,66
19 AC|do,n_-hexadecan0|co 20,133 8,25
(palmitico)
21  Acido 9,12-
octadecadiendico 34,824 23,24
(linoléico)
22  Acido cis vacénico 34,949 17,52
24 Oleato de etila 35,994 2,94
25 10,1-Biciclo tridec-1-eno 43,734 1,15
27  Tetratriacontano 47,925 1,84

C10. CG/MS ESC COM 100 % ETANOL, 250 bar e 50 °C

Figura 31 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido com 100
% etanol, a 250 bar e 50 °C.
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Tabela 30 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retengdo do extrato da semente do tamarindo doce obtido com
100 % etanol, a 250 bar e 50°.

3 A 0
Picos  Compostos quimicos Tempo de retengdo  Area (%)

) (min)
1 Acido 14-metil 31,789 26,85
pentadecandico
Acido 9,12- 34,987 38,27
octadecadiendico
3 Tran§ 13-octadecendico 35,105 25,87
Acido 16-metil
heptadecanoico 35,616 9,00

C10. CG/MS ESC COM 100 % ETANOL, 250 bar e 50 °C

Figura 32 - CG/MS do extrato da semente do tamarindo doce obtido com 100
% etanol, método Soxhlet.
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Tabela 31 - Principais compostos quimicos identificados a partir do
tempo de retencdo do extrato da semente do tamarindo doce obtido com
100 % etanol, método Soxhlet.

3 A 0
Picos  Compostos quimicos Tempo de retengdo Area (%)

(min)

1 Acido hexadecanéico 31,789 23,21

2 Acido 9,12- 35,017 34,50
) octadecadiendico

3 Acidp 9-octadecendico 35,136 24,31

4 Acido 16-rr]e_t|I 35,616 9,33
_heptadecanoico

5 Acido 3-metil buti 38.382 8,66

pentadecandico




