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RESUMO

O amendoim (Arachis hypogea L.) ¢ uma leguminosa nativa da América do Sul
amplamente consumida devido a sua abundancia em nutrientes e o alto valor energético,
com alto teor de gorduras insaturadas (6mega 9 e dmega 6). O seu consumo vai desde
graos integrais a doces, pasta de amendoim e produtos de confeitaria. O seu
processamento industrial gera trés subprodutos, dentre eles a casca, a pele e a torta
(oriunda da produgdo de 6leo). Dentre os subprodutos do processamento do amendoim a
pele (camada rosa avermelhada que circunda o grao) se destaca, devido a sua rica
composicdo quimica (12% de proteinas, 16% de lipideos e 72% de carboidrato e uma
quantidade consideravel de polifenois). Alguns estudos destacam os flavonoides (como
proantociadina, e seus derivados) como os principais compostos fenolicos presente na
pele, compostos que estdo diretamente ligados a potentes atividades biologicas (como
antioxidantes ¢ com atividade de inibigdo enzimatica, por exemplo, a-amilases e
acetilcolinesterase). Assim, o presente trabalho teve como objetivo obter extratos a partir
do subproduto do processamento do amendoim (constituido prioritariamente pela pele)
por meio do emprego de extracdes convencionais (Soxhlet) e extracdes verdes, extracao
supercriticas (SFE), com liquido pressurizado (PLE) e com agua subcritica (SWE), sendo
com aplicagdes isoladas e integradas, estimulando uma economia circular, ¢ o
esgotamento parcial/total da matéria prima, num conceito de biorrefinaria. Os extratos
obtidos foram avaliados quanto ao contetido fenolico total (pelo método de Folin-
Ciocalteu), atividade antioxidante (pelos métodos de DPPH, ABTS, FRAP e
descoloragdao do sistema B-caroteno/acido linoleico), atividade de inibi¢do enzimatica
(frente as enzimas o-amilase, precursoras do distirbio de Diabetes Mellitus e
acetilcolinesterase, associada ao Alzheimer) e por fim foram realizadas analises de
identificacdo e quantificacdo de acidos graxos dos extratos apolares, obtidos por SFE e
com Soxhlet (utilizando o hexano como solvente). Os extratos que apresentaram maior
rendimento foram os obtidos por extracdes Soxhlet com hexano (37,65%) e etanol
(35,30%), sendo esses extratos com rendimentos estaticamente iguais ao obtido por
extracdo com agua subcritica (37,63%). Os extratos obtidos com os solventes etanol/agua
(70:30 v/v) com liquido pressurizado e também com o mesmo solvente e método de
extracdo pelo processo integrado foram os que apresentaram maior composicao fendlica,
109,52 e 230,79 mg GAE g'! extrato, respectivamente. A maior capacidade antioxidante
nos extratos foi observada para a amostra obtida por PLE com etanol/agua (70:30 v/v) no
processo integrado, com excec¢do do método de descoloragdo do sistema 3-caroteno/acido
linoleico, cujo melhor resultado foi para o extrato obtido da amostra integral (sem o pré-
tratamento SFE), mas também pelo mesmo procedimento anterior. Para os ensaios de
inibi¢do da enzima o-amilase os menores valores de ICso foram observados para os
extratos obtidos por PLE com etanol/agua (70:30 v/v) e por extragdo Soxhlet (com
etanol), ambos obtidos com a matéria prima integral, para as enzimas a-amilase
pancreatica suina (1,52 mg mL™") e salivar humana (0,74 mg mL"), respectivamente. O
unico extrato que apresentou atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi o
extrato obtido por PLE com etanol/dgua (70:30 v/v) com valor de ICso de 3,54 mg mL"'.
Os ensaios de cromatografia gasosa identificaram 8 acidos graxos nos extratos apolares,
com maiores concentragdes de dmega 9 e o dmega 6. Por fim, o processo integrado se
mostrou eficaz na recuperagao de diferentes fragcdes do subproduto do processamento do
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amendoim, com maiores rendimentos de processo e atividade antioxidante dos extratos,
contribuindo assim para aumentar o esgotamento da matéria prima, sendo uma alternativa
viavel a obten¢do de compostos naturais com diversos usos em industrias farmacéuticas
e alimentares.

Palavras-chave: Arachis hypogea L.; pele de amendoim; extragdes verdes; extragao
supercritica; extragdo com liquido pressurizado; extragdo com agua subcritica; processos
integrados.



ABSTRACT

Peanut (4rachis hypogea L.) is an important legume native from South America widely
consumed due its abundance in nutrients and high energy values, with high content of
unsaturated fatty acids (omega 9 and omega 6). Peanut consumption ranges from whole
grains to sweets, peanut butter and confectionery. Its industrial processing generates three
underused by-products including shell, skin and peanut meal (from oil production).
Among them, the peanut skin (reddish pink layer that surrounds the grain) stands out due
to its rich chemical composition (12% of proteins, 16% of lipids and 72% of
carbohydrates and a considerable fraction of polyphenols). Some studies highlight
flavonoids (such as proanthocyanidin, and their derivates) and the main phenolic
compounds present in the skins, compounds that is directly linked to potential biological
activities (as antioxidant and enzyme inhibition activity, such as a-amylase and
acetylcholinesterase enzymes). Thus, the present work aimed to obtain extracts from the
by-products of peanut processing (composed primarily by the skins) through the use of
conventional extractions (Soxhlet) and green extractions, such as supercritical extraction
(SFE), with pressurized liquid (PLE) and subcritical water (SWE) in isolated and
integrated process, simulating a circular economy, and partial/total depletion of raw
material, in a biorefinery concept. The different extracts obtained were evaluated for
phenolic content (by the Folin-Ciocalteu method), antioxidant activity (by the methods
DPPH, ABTS, FRAP and [-carotene/linoleic acid system discoloration), enzyme
inhibition activity (against a-amylase enzymes, precursors of Diabetes Myelitis and
acetylcholinesterase enzyme, Alzheimer precursors), finally, analysis of identification
and quantification of fatty acids from nonpolar extracts, obtained by SFE and with
Soxhlet (using hexane as solvent) were carried out. The highest yield was observed for
Soxhlet extractions with hexane (37,65%) and ethanol (35,30%), which were statistically
the same as those obtained by subcritical water (37,63%). The extracts obtained by
ethanol/water (70:30 v/v) with pressurized liquid with the hole raw material and also by
integrated process (with the same solvent and extraction process) presented the greatest
phenolic composition, 109,52 and 230,79 mg GAE g’ extract, respectively. The highest
antioxidant capacity by all the evaluated methods was observed for ethanol/water (70:30
v/v) extract obtained by PLE in the integrated process (with SFE pretreatment of the raw
material), except for the B-carotene/linoleic acid system discoloration, whose best result
was observed for the same technique and solvent, but with the integral raw material
(without SFE pretreatment). Regarding to enzyme inhibition assays, the lowest ICso value
were observed for PLE with ethanol/water (70:30 v/v) as solvent and by Soxhlet
extraction (with ethanol), both obtained with integral raw material (without SFE
pretreatment) for porcine pancreatic (1,52 mg mL™') and human salivary (0,74 mg mL)
a-amylase enzyme, respectively. The only extract that showed inhibition of activity
against acetylcholinesterase was the one obtained by PLE with ethanol/water (70:30 v/v)
as solvent, with ICsp of 3,54 mg mL!. Gas chromatography tests identified eight fatty
acids in nonpolar extracts, being omega 9 and omega 6 the majoritarian fatty acids.
Finally, the integrated process proved to be an effective system to recover different
fractions of peanut processing by-product, improving the yield of the process and
antioxidant activity, and also, contributed to partial/total depletion of raw material and a
circular economy as a renewable source, being a viable alternative to obtaining natural
compounds with different uses in the pharmaceutical and food industries.
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Keywords: Arachis hypogea L; peanut skin; green extraction; supercritical extraction;
pressurized liquid extraction, subcritical water extraction; integrated process.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

O amendoim (A4rachis hypogea L.) é uma leguminosa de origem sul americana,
cultivado em paises tropicais e subtropicais, com significativa producdo mundial.
Atualmente, paises como China, india, Africa, América do Sul e Estados Unidos, se
destacam com o cultivo de mais de 300 variedades, sendo a China o pais de maior
producdo mundial (JAYAPRAKASH et al., 2019). O amendoim ¢ apreciado
mundialmente devido a sua rica composi¢do nutricional, sendo constituido por 24% de
proteinas facilmente digestivas, 44-56% de lipideos (composto majoritariamente por
omega 9), 35% de minerais essenciais, além de fibras, vitaminas (ZAABOUL et al.,
2019). A grande producdo e alta disponibilidade mundial, aliado com os desejaveis
atributos nutricionais do amendoim resultaram na producao de diversos derivados, como
6leo e a manteiga de amendoim, produtos com coberturas doces, salgadas, picantes entre
outros. A crescente aceitacdo da semente e de seus variados produtos, além do
aprimoramento tecnoldgico para seu processamento, tém contribuido para o crescimento
do seu mercado global. Este aquecimento do mercado amplia a geracdo de subprodutos,
especificamente, casca, pele e torta (oriunda da produgao do 6leo), o que inspira novos
estudos para o aproveitamento dessas biomassas, que tem potencial para fornecer diversos
produtos de alto valor agregado.

A pele de amendoim (3% em massa do grao) ¢ caracterizada como uma camada
rosa avermelhada ndo toxica que circunda o grao. Esse subproduto de rica composi¢ao
nutricional, € obtido no terceiro estagio de processamento, apds colheita, secagem ao sol
e debulha (primeiro estagio), e limpeza (segundo estagio). Estimativas indicam que
aproximadamente 0,94 milhdes de tonelada de pele de amendoim sdo produzidos no
mundo todo ano. Sua composicao varia de acordo com o clima e o solo, sendo constituido
majoritariamente por 41% de carboidratos, 10-20% de lipideos, 19% de proteinas e 18%
de fibras. Além disso, a pele de amendoim € composta por uma variedade de compostos
fendlicos, como resveratrol e flavonoides (tendo como composto majoritario
proantocianidinas e seus derivados) com alta capacidade antioxidante e de inibicdo de

enzima precursoras de disturbios e doencas (LORENZO et al., 2018).

Com isso, devido ao elevado volume de residuos gerados com o processamento
do amendoim, ¢ valida a aplicacdo de processos de extracdo com baixo impacto ambiental
capazes de recuperar compostos que apresentem as atividades relatadas (compostos

fendlicos com atividades bioldgicas), além de outros compostos que agreguem valor ao



processamento do amendoim (como lipideos, carboidratos, proteinas e fibras). A
qualidade dos produtos (nomeadamente extratos) estd relacionada com as técnicas de
extracdo aplicadas e a polaridade do solvente utilizado. Para um eficiente processo de
extracdo, esses parametros devem ser cuidadosamente selecionados, objetivando altos

rendimentos de extragdo e seletividade de processo.

Muitos métodos tradicionais de extragdo apresentam inconvenientes como alto
consumo energético e de solvente, emprego de solventes toxicos e uso de altas
temperaturas. Com isso, tem crescido o interesse por processos de extragao alternativos
como os métodos a altas pressdes. O interesse por essas técnicas ndo convencionais de
extragdo para compostos bioativos ¢ em virtude do apelo ambiental, alta eficiéncia e
seletividade. Os pardmetros destes processos, como pressao e temperatura podem afetar
significativamente a composicdo do extrato recuperado. Dentre as técnicas ndo
convencionais estdo as extragoes com fluido supercritico (SFE), com liquido pressurizado
(PLE) e com agua subcritica (SWE), que minimizam o uso ou nao utilizam solventes
toxicos. Além disso, a integracdo desses processos também vem sendo estudada para a
recuperagdo de diferentes extratos, como uma abordagem de biorrefinaria que visa a
exaustdo parcial ou total da matéria prima, contribuindo para a agregacao de valor dos

subprodutos do amendoim.

Diante do exposto, o intuito do presente trabalho foi utilizar técnicas ndo
convencionais de extragdo, de forma isolada e integrada, para valorizar as biomassas do
processamento de amendoim por meio da recuperagdo de fragcdes com alto valor

agregado, para uso nas industrias alimentares e farmaceéuticas.

O presente documento estd dividido em cinco capitulos. Sendo este Capitulo I,
com introdugdo, objetivos (geral e especificos) e diagrama conceitual do trabalho. No
Capitulo II ¢ apresentada uma revisao bibliografica sobre o subproduto do processamento
do amendoim, as técnicas de extracdo e as atividades bioldgicas associadas, juntamente
com seus métodos de determinagao, sendo que parte desta revisao foi publicada em 2020

no periddico “Trends in Food Science and Technology”.

O Capitulo III trata da avaliag@o dos parametros dos processos de extragdo (tempo,
temperatura e tipo de solvente), e a comparagdo entre as técnicas convencionais (Soxhlet)

e ndo convencionais (SFE, PLE e SWE) em termos de rendimento e qualidade dos



extratos (composi¢ao fenolica, atividade antioxidante e enzimatica e composi¢ao de
acidos graxos). Os melhores resultados obtidos no Capitulo III possibilitaram o estudo
dos métodos integrados de extracdo, seguindo uma proposta de biorrefinaria, como

apresentado no Capitulo I'V.

Finalmente, no Capitulo V estdo descritas as conclusdes obtidas no trabalho e as

perspectivas para trabalhos futuros.



2

2.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de extratos do subproduto do

processamento do amendoim (Arachis hypogea L.) por meio do emprego de extragdes

convencionais, extracdes verdes e com aplicagdes integradas, visando a aplicagdo do

conceito de biorrefinaria.

2.2

b)

d)

g)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter extratos do subproduto oriundo do processamento do amendoim (Arachis
hypogea L.) pelo emprego da extragdo Soxhlet (a baixa pressdo) com diferentes
solventes, avaliando-os em termos de rendimento global;

Obter extratos do subproduto oriundo do processamento do amendoim (Arachis
hypogea L.) pelo emprego extragdo supercritica utilizando CO, como solvente e
identificar a melhor condi¢do de pressdo e temperatura, em termos de rendimento
global, selecionando-a para testes posteriores;

Obter extratos do subproduto oriundo do processamento do amendoim (Arachis
hypogea L.) pelo emprego de extracdo com liquido pressurizado com diferentes
solventes, selecionando-a para testes posteriores;

Obter extratos do subproduto oriundo do processamento do amendoim (Arachis
hypogea L.) pelo emprego de extracdo com agua subcritica e avalid-los em termos
de rendimento global,

Avaliar um processo de biorrefino da matéria prima, integrando os processos a
altas pressdes, com o intuito de maximizar a recuperagdo de diferentes compostos
e o esgotamento total da matéria prima;

Avaliar o teor de fenolicos totais, atividade antioxidante e enzimatica dos extratos
do subproduto do amendoim (4Arachis hypogea L.) por meio de diferentes técnicas
in vitro;

Avaliar a composicdo de 4cidos graxos dos extratos do subproduto do
processamento do amendoim (Arachis hypogea L.) obtidos por Soxhlet (hexano)

e extragdo supercritica por cromatografia gasosa (CG-MS).



3 DIAGRAMA CONCEITUAL

Biorrefino do subproduto do processamento do amendoim (Arachis hypogea 1.) para a recuperagio de
compostos de alto valor agregado

A produgdo de amendoim (Arachis hypogea L.) vem aumentando continuamente;

A geragdo de subprodutos industriais, provenientes do processamento dos alimentos tem
aumentando, muitas vezes esses residuos apresentam compostos de alto valor agregado e sdo
benéficos a satide humana;

e O subproduto do processamento do amendoim ¢ um material de descarte e apresenta compostos com
potenciais biologicos;

e A busca pelo reaproveitamento de subprodutos industrias deve estar atrelada aos requisitos do
consumidor ¢ a processos de extracdo, tecnologias verdes integradas (as quais nao agridem o meio
ambiente), permitem a recuperagdo de diferentes composto e a exaustio da matéria prima;

e Os compostos bioativos oriundos do subproduto do processamento do amendoim podem ser
reintroduzidos na cadeia alimentar, contribuindo para o enriquecimento de matrizes alimentares ¢ a
sustentabilidade ambiental.

O que consta na Literatura?

e Constam na literatura trabalhos relacionados a extracdo de compostos bioativos da pele e da casca
do amendoim empregando técnicas de extracdo convencionais e fazendo o uso de solventes
organicos toxicos;

e Poucos trabalhos foram encontrados na literatura que usam técnicas a altas pressdes para obtencdo
de compostos de alto valor agregado;

o Entretanto, nenhum trabalho faz referéncia a integragdo de técnicas a altas pressdes com o uso de
diferentes solventes “verdes” para obtengdo de compostos de diferentes polaridades;

e Nenhum trabalho foi encontrado utilizando 4gua subcritica para obten¢ao de compostos de alto valor
agregado do subproduto do processamento do amendoim;

e O estudo “in vitro” da inibigdo enzimatica desses compostos muitas vezes ndo ¢ avaliado.

Hipéteses
e E possivel recuperar diferentes compostos com alto valor agregado empregando diferentes técnicas
de extra¢des ndo convencionais?
e A integracdo dos processos a altas pressdes ¢ eficiente para melhorar o aproveitamento a exaustao
da matéria prima?
¢ Existe potencial bioldgico nesse residuo? Se sim, quais?
e E possivel a utilizagdo desses compostos para a inibigdo enzimatica?

Desenvolvimento
e Realizar o pré tratamento e a caracterizagdo da matéria prima;
e Estudar e selecionar os melhores parametros para processos de extragdo ndao convencionais a fim de

se obter uma maior qualidade dos extratos e comparar com a qualidade dos extratos obtidos nos
processos de extragdes convencionais

e Avaliar a aplicagdo de processos “verdes” combinados para a obtencao de diferentes compostos;
e Avaliar a capacidade antioxidante e de inibicdo enzimadtica dos extratos obtidos e estudar o perfil
quimico dos extratos.
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1 FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae, que tem suas espécies comumente conhecida como
leguminosas, ¢ uma das familias mais importante no reino vegetal, em termos economicos
e medicinais. E a terceira maior familia de angiospermas ap6s Orchidaceae e Asteraceae,
com 630 géneros e mais de 18.860 espécies, sendo encontrada em varios climas do
planeta, compreendendo climas tropicais e subtropicais. Dentre os membros da familia
Fabaceae podemos citar Glycine max (soja), Phaseolus (feijao), Pisumsativum (ervilha),
Cicer arietinum (grao de bico) and Medicago sativa (alfalfa) e Arachis hypogea L.,
também conhecido como amendoim (AMINFAR ¢ TOHIDFAR, 2018). No Brasil, um
numero de 2.870 espécies distribuidos em 225 géneros estdo distribuidos em todo o

territorio nacional, sendo 1.546 espécies endémicas (BOTTAMEDI et al., 2020).

1.1 AMENDOIM (A4rachis hypogea L.)

O amendoim, do género Arachis, nativo da América do Sul, inclui 80 espécies das
quais a Arachis hypogea L. se destaca pelos aspectos econdmicos. Esta leguminosa ¢
abundante em nutrientes e contém uma grande variedade de constituintes como proteinas,
carboidratos, fibras, gorduras, niacina, folato, tiamina, acido araquidico, flavonoides
(composto  majoritariamente  por  proantocianidinas), magnésio e fosforo

(LIMMONGKON et al., 2017).

Os frutos (Figura 1) sdo vagens indeiscentes (que permanecem fechadas apods
atingir a maturagdo), de cor caracteristica amarelo palha (25 a 35% da massa das
sementes) contendo de 1 a 5 sementes, dependendo do grupo vegetativo. As sementes
possuem o tegumento seminal (pelicula branca, roxa, rosada, vermelho, negro ou
variegado que envolve os cotilédones) que representa 3% em massa (g/g) das sementes.
As plantas apresentam costume indeterminado de crescimento, ocorrendo
concomitantemente o desenvolvimento vegetativo e o reprodutivo. Devido a esse fato,
durante a fase do florescimento, a demanda por nutrientes € por condigdes ambientais
adequadas ¢ alta, pois os eventos de producdo de folhas, flores, raizes e gindforos ocorrem
simultanecamente (KOPPELMAN et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2018; ZOU et al.,
2019).



Figura 1 - Amendoim (Arachis hypogea L.): Partes caracteristica da planta.

Fonte: Amaze Vege Garden (2020)

1.1.1 AMENDOIM: ASPECTOS ECONOMICOS

A producdo mundial de amendoim, em 2019 foi de 46 milhdes de toneladas, a
contribuicdo dos 18 paises com maior produ¢do mundial ¢ ilustrado na Figura 2
(FAOSTAT, 2020). China é o principal produtor, seguido pela India, Nigéria e Estados
Unidos.

A producao de amendoim na China ¢ desenvolvida em quatro regides produtoras,
que abastecem o mercado interno e externo com 16,5 milhdes de toneladas,
correspondente a 40% da produgdo mundial (WU et al., 2016). A India produziu no ano
de 2019 um total de 4,6 milhdes de toneladas de amendoim, se destacam os estados de
Andhra Pradesh e Gujarat. A produgdo de 75% do amendoim cultivado na india se d4 na
estacdo chuvosa, porém ha selecdes genéticas que possibilitam a adaptacdo em outras
estagdes do ano (DATARKAR et al., 2015). O cultivo do amendoim na Africa est4
concentrado no Oeste. A Nigéria ¢ o Senegal sdo os maiores produtores da Africa
Ocidental. Segundo Koppelman et al. (2016) e Lorenzo et al. (2018), os Estados Unidos
também se destacam na produgdo, sendo os maiores produtores da América, maior parte
da safra (80%) ¢ destinada para a producao de manteiga de amendoim (MA et al., 2013).
O Brasil ocupa a 18° posi¢cdo na producdo mundial, com uma producido de 400 mil
toneladas por ano. No continente americano o Brasil ocupa a 3° posicao, perdendo apena
para Estados Unidos e Argentina (MARTINS et al., 2017). A produgdo brasileira se
concentra no Sudeste, especialmente no estado de Sao Paulo, sendo 80% da producdo

exportadas para paises europeus, como Holanda, Reino Unido e Russia, e para a Argélia,



na Africa (MARTINS et al., 2017). E perceptivel o aumento na producio brasileira com

os avangos tecnoldgicos em ascensao nos diferentes sistemas de cultivos no pais.

Figura 2 - Produc¢ao mundial de amendoim (Arachis hypogea L.) no ano de 2018.
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Fonte: Autor, baseado nos dados presentes em FAOSTAT (2020)

1.1.2 PRODUCAO E PROCESSAMENTO DO AMENDOIM: GERACAO DE

SUBPRODUTOS

O amendoim (Arachis hypogea L.) ¢ uma fonte alimentar de baixo custo e
nutricionalmente valiosa, por apresentar uma rica composi¢ao nutricional, como
proteinas, minerais e acidos graxos essenciais, 0s quais proporcionam beneficios a saude.
Alguns estudos estimam que o grao de amendoim ¢ composto por 22 a 30% de proteinas
e 44 a 56% de 6leo, sendo 41 a 67% acido oleico (18:1) (PEREZ-ARAUZ et al., 2019;
ZAABOUL et al., 2019). A valorizacao do amendoim se da pela sua fracdo lipidica rica
em triacilglicer6is, como acido palmitico (16:0), acido estedrico (18:0), acido oleico
(18:1), &cido linolénico (18:2), acido araquidico (20:0), acido eicosendico (20:1), 4acido
behénico (22:0) e acido lignocérico (24:0). Os principais acidos graxos insaturados
presentes na composi¢do do amendoim sdo o C18:1 (dmega 9), C18:2 (dmega 6). Dentre
os acidos graxos saturados, o C16:0 (acido palmitico) se destaca, se apresentando em
maior concentragdo. A concentracdo desses dcidos graxos pode variar com o local de
cultivo, época da colheita, maturidade e a sua variedade. Seu consumo diversificado inclui

os grios in natura integrais, doces, salgados, manteiga de amendoim, produtos de
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confeitaria, entre outros (AYYILDIZ et al., 2015; CAMPBELL et al., 2017; HUANG et
al., 2020; KONUSKAN et al., 2019; QINZHU et al., 2018). Zaaboul et al. (2019)
relataram que o alto teor de acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados pode
auxiliar no tempo de armazenamento, também conhecido como “shelf-life” dessa cultura.

O processamento do amendoim pode ser dividido em trés etapas, como ilustra a
Figura 3. A primeira etapa inclui o pos-colheita, como retirada da terra, secagem ao sol e
despencamento. Os amendoins sao colhidos por inversdo mecanizada, escavagao seguida
da colheita propriamente dita. Na escavacdo, os amendoins possuem de 35 a 50% de
umidade. As plantas s3o removidas do solo e dispostas sob formas de leiras, que sdo secas
ao ar livre, na sequéncia os amendoins passam por um processo de limpeza, no qual as
sujidades, pedras, material vegetal e outros detritos sdo removidos através de telas e
sopradores. Na segunda etapa, os amendoins colhidos sdo dispostos em instalagdes com
ventiladores, onde sdo secos a 35 °C até 10% de umidade. Os amendoins sado
amadurecidos conforme a cor da pele se aproxime da cor de uma amostra representativa
e depois sdo debulhados, classificados e torrados (podendo ser a seco ou a 6leo). Os lotes
podem ser armazenados em temperaturas abaixo de 10 °C, em umidade relativa abaixo
de 10%. Amendoins sem cascas podem ser armazenados por até 18 meses, enquanto
amendoins com cascas suportam até 24 meses de armazenamento. Um dos pontos criticos
de controle no processamento do amendoim € a torrefacdo, a seco ou a 6leo. Na torra a
seco, os fornos podem atingir temperatura de 400 °C, porém a temperatura usual de torra
do amendoim ¢ de 160 °C por aproximadamente de 25 a 60 minutos (tempo de torra varia
com as propriedades do lote e as caracteristicas do produto final). Na torra a 6leo, o
amendoim ¢ escaldado e depois frito na temperatura de 140 °C por 3 a 10 minutos. O
amendoim torrado tem umidade de aproximadamente 1,25%. Na terceira etapa o
processamento varia de acordo com o produto final e pode compreender mistura,
moagem, prensagem, cobertura, aquecimento (at¢ 100 °C), resfriamento e envase
(CHANG et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018). O aumento no processamento de
amendoim amplia a geracdo de subprodutos como casca, pele e a torta (oriunda da
producdo do 6leo) de amendoim. Com isso, politicas de sustentabilidade industriais

devem ser desenvolvidas a fim do reaproveitamento desses residuos.
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Figura 3 - Cadeia produtiva do amendoim, composta pelos processos primarios,
secundarios e terciarios.
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Fonte: Autor

1.1.2.1 CASCA DE AMENDOIM

A casca, que compreende cerca de um ter¢co da massa da vagem, ¢ obtida apds a
remogdo da semente (juntamente com a pele) (PANDEY et al., 2018). Na Africa do Sul,
aproximadamente 22.000 toneladas de casca de amendoim sdo geradas anualmente
durante o processamento de amendoim (ARUMUGAM et al., 2018). Esse residuo, com
taxa de degradacao muito lenta sob condi¢des naturais (DUC et al., 2019), usualmente ¢
descartado em aterros sanitarios, ou comercializado para alimentagdo animal, utilizados
como fertilizantes ou como suporte de biofiltros. Como a quantidade desse subproduto ¢
grande, parte das cascas ¢ queimada, resultando em polui¢do ambiental (ADHIKARI et

al., 2018; DUC et al., 2019).
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Por apresentar quantidades significativas de proteina, gordura, carboidrato e
minerais, novas tecnologias foram desenvolvidas visando o reaproveitamento da casca de
amendoim, possibilitando seu uso na produgdo de ragdes e de papel, e para a geracao de
bioenergia (ADHIKARI et al., 2018). Na area alimentar, estudos realizados por Yu et al.
(2014) detectaram a presenca de polifenois, flavonoides, luteina, caroteno e iso-
saponaretina na casca do amendoim, e essa rica composi¢ao sugere que estudos devem
ser desenvolvidos para recuperacao e utilizagao desses compostos, contribuindo para a

economia circular.

Na area farmacéutica, Lee et al. (2019) demonstraram que extratos da casca de
amendoim aliviaram significativamente os sintomas de doencas inflamatorias intestinais
em ratos. Com isso, estudos devem ser realizados para possibilitar a utilizagdo desses

extratos como um agente anti-inflamatdrio para a prevencao da colite em humanos.

Garg et al. (2019) utilizaram carvao ativado a base de cascas de amendoim para
remocdo de corante Amarelo Metanil — 36 (AY-36), utilizados em sabonetes, verniz,
corantes para couro e para fabricagdo de pigmentos na industrial téxtil, de aguas residuais,
0 mesmo se mostrou um potencial adsorvente, permitindo seu uso comercial no

tratamento de aguas residuais contendo o corante Amarelo Metanil -36 (AY-36).

1.1.2.2 PELE DE AMENDOIM

A pele do amendoim, camada ndo téxica rosa avermelhada que circunda grao,
representa 3% da massa total, também ¢ caracterizada como um subproduto agroindustrial
oriundo do processamento do amendoim, cerca de 0,93 milhdes de pele de amendoim sdo
produzidas anualmente em todo mundo (LORENZO et al., 2018). Esse subproduto tem
aplicacdes limitadas na industria devido ao seu baixo valor comercial, sendo destinada a
alimenta¢cdo animal ou até mesmo utilizadas na produ¢do de energia, mas a maioria do

seu volume é descartado em aterros sanitarios.

De acordo com Yu et al., (2006) a pele de amendoim contém 12% de proteinas,
16% de lipideos e 72% de carboidrato e uma por¢ao consideravel de polifenois, com
quantidades entre 140 a 150 mg g”! de matéria prima. Dois dos compostos fendlicos
predominantes encontrados na pele de amendoim sao a catequina e proantocianidinas (e
seus derivados), ambos com alta atividade antioxidante e que atuam na prote¢ao da

semente aos danos mecanicos, sendo que o segundo alcanca contetido de até¢ 17% em
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peso (TOOMER et al., 2019). Os compostos bioativos encontrados na pele de amendoim

estdo apresentados, juntamente com as técnicas de identificagdo, na Tabela 1.

Em relacdo a aplicagdo dos extratos da pele de amendoim em matrizes
alimentares, Munekata et al. (2016) produziram e avaliaram hamburgueres de ovelha
incorporados com extratos de pele de amendoim, que apresentaram alto potencial
antimicrobiano durante o tempo de estocagem, além de inibir efetivamente a oxidagao de

lipideos e proteinas.

Estudos realizados por Sarnoski et al. (2012) tiveram como objetivo examinar o
uso de proantocianidinas extraidas da pele de amendoim na inibicdo de leveduras
comumente implicadas na deterioracdo de sucos de frutas. Esse estudo demonstrou que
os extratos da pele de amendoim retardaram o crescimento de trés linhagens de leveduras

Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii € Zygosaccharomyces bisporus.

Calomeni et al. (2017) e Yu et al. (2010) avaliaram extratos fenolicos obtidos da
pele de amendoim como agente antimicrobiano. Em seus estudos o extrato reduziu o
crescimento de Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Streptococcus faecalis,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Tendo em vista a gama de propriedades presentes nesse subproduto, processos
verdes de extracdo devem ser aplicados na extracao desses compostos, uma vez que essas

tecnologias se apresentam seletivas e de alto rendimento.
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Tabela 1 - Compostos bioativos encontrados na literatura para a pele de amendoim.

Propésito do trabalho

Técnica de Identificacido

Compostos bioativos identificados

Referéncia

Extracdo e fracionamento de antocianinas
monoméricas da pele de amendoim visando
aplicacdes industriais

HPLC-DAD

antocianinas, procianidinas e quercetina

Zhao et al. (2017)

Avaliagdo dos extratos obtidos por fluidos
subcriticos de subproduto de gergelim, amendoim e
pistache na producdo de ergosterol e fumonisina por

Fusarium verticillioides.

HPLC-ESI-MS/MS

acido quinico, catequina, dimeros de proantocianidinas (3
isomeros), dimeros de procianidinas tipo A (10 isomeros),
acido caféico, dihidroxicumarina, luteolina, quercetina, éter
metilico de luteolina, crisina, geniteina, éter metilico de
isorarmentina

Bodoira et al. (2019)

Comparagdo dos perfis quimicos entre amendoins
vermelhos e pretos cultivados na China

HPLC

procianidinas

Kuang et al. (2017)

Avaliar a biodisponibilidade das procianidinas e
seus derivados da pele do amendoim no plasma de
ratos (perfil de lipideos e acidos graxos

UPLC-TOF MS

apigenina, catequina, cis-resveratrol, antocianinas,
epicatequina, fisetina, genisteina, hesperetina, kaempferol,
miricetina, procianidinas (A2, Bl e B2), quercetina e rutina

Bansode et al. (2014)

Determinar os efeitos do método de remogéo da pele
de amendoim na composigdo fendlica

LC/MS

monomeros de procianidinas, dimeros de procianidinas
(tipo A e B), trimeros de procianidinas (tipo B), tetrdmeros
de procianidinas (Tipo A e B)

Yu et al. (2006)

Avaliar a atividade antiproliferativa das
procianidinas extraidas da pele de amendoim no
cancer de prostata humano

UPLC-MS/MS

procianidinas (B1, B2 e B3)

Chen et al. (2018)

Avaliar o perfil fenélico e antioxidante em extratos
etanoicos oriundos da pele de amendoim e seus
efeitos quando adicionados em hamburguer de

ovelha

HPLC-ESI-MS

proantocianidinas e acidos fenolicos

Munekata et al. (2016)

Comparar o perfil de proantocianidinas extraidas da
casca de amendoim e cranberry

HPLC e MALD-TOF MS

proantocianidinas (Tipo A e B)

Ye e Neilson (2016)

Determinar as composi¢des em aminoacidos,
minerais, perfil de acidos graxos e proantocianidinas
de trés variedades de pele amendoim

CG-FID

acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido
oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), acido araquidico
(C20:0), acido eicosenoico (C20:1), acido behénico (C22:0)
e acido lignocérico (C24:0)

Mufoz-Arrieta et al. (2021)

Desenvolver abordagens para o uso da pele de
amendoim

CG-FID

acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1), acido
estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), 4cido linoleico
(C18:2), acido araquidico (C20:0), acido eicosenodico
(C20:1), 4cido behénico (C22:0) e acido lignocérico
(C24:0)

Sobolev e Cole (2004)

15



aminoacidos essenciais: histidina, isoleucina, leucina,

Determinar as composi¢cdes em aminoacidos, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina;
minerais, perfil de acidos graxos e proantocianidinas LC-MS/MS aminoacidos ndo essenciais: alanina, arginina, acido Muiioz-Arrieta et al. (2021)
de trés variedades de pele de amendoim aspartico, asparagina, cisteina, glicina, acido glutamico,

glutamina, prolina, serina e tirosina

Fonte: Adaptado de Bansode et al. (2014); Bodoira et al. (2019); Chen et al. (2018); Kuang et al. (2017); Munekata et al. (2016); Muiioz-Arrieta et al. (2021); Sobolev e Cole
(2004); Ye e Neilson (2016); Yu et al. (2006) e Zhao et al. (2017)
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2 RECUPERACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A extragdo ¢ uma das operacdes unitarias mais importantes para a separacao de
compostos de interesse de uma variedade de matrizes vegetais, sendo elas sélidas ou
liquidas, por meio de processos fisicos, quimicos ou mecanicos (CHEMAT et al., 2019;
OJHA et al., 2020; ESSIEN et al., 2020). O processo de extracdo é composto pelo pré-
tratamento da matéria prima, no qual varias operagdes unitarias podem ser aplicadas,
como secagem, trituracdo, padronizagdo do tamanho de particulas, entre outras, seguido
da extracdo propriamente dita. Por fim, ¢ realizada a remocao do solvente do composto
de interesse (geralmente compostos bioativos), o pds-tratamento do extrato também ¢

uma alternativa, como filtragdo, concentragao, filtracao, entre outros.

E valido ressaltar que a técnica de extragio escolhida para a obtencdo de
compostos bioativos desempenha um papel significativo na qualidade do produto final,
assim como a escolha do solvente utilizado. Nesse contexto, um estudo detalhado da
afinidade quimica, polaridade, solubilidade de cada solvente e/ou cossolvente adquire
extrema relevancia nesse processo (ESSIEN et al., 2020). Li et al. (2019) afirmam que
outro aspecto que deve ser levado em consideracao sao as preocupagdes ambientais e
econdmicas. Em outras palavras, o método de extragdo e o solvente utilizado estdo

diretamente relacionados ao rendimento e a composi¢ao dos extratos.

Apesar dos métodos de extragdo serem diversos, todos buscam atingir os mesmos
objetivos, extrair compostos de uma matriz complexa e multicomponente, aumentar a
concentracdo dos compostos de interesse, converter o composto bioativo em uma forma
mais adequada (facilitando sua deteccao e separacao) e por fim fornecer um método forte

e reprodutivel para varias matrizes vegetais (AZMIR et al., 2013).

2.1  PRE-TRATAMENTO DA MATERIA PRIMA

O estagio inicial do processo de extracao € a preparagdo das amostras. As matrizes
vegetais, seus residuos ou subprodutos, podem ser obtidos secos ou umidos e em diversos
tamanhos, o que requer uma etapa de padronizacao para melhorar a eficiéncia de extracao
(Figura 4). Muitas vezes a amostra seca ¢ mais adequada, pois a dgua pode favorecer
reagoes que levam a deterioragdo do produto. Entretanto ¢ necessario considerar o tempo
de secagem para avaliar a viabilidade do processo. Além disso, a 4gua pode atuar como
uma barreira a transferéncia de massa, dificultando a extragdo do composto de interesse.

A reducdo do tamanho de particula também ¢ um importante pré-tratamento que aumenta
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a area superficial entre a amostra e o solvente de extracdo, favorecendo o processo de

extragdo (AZWANIDA, 2015; CHEMAT et al., 2019).

Figura 4 - Fluxograma de processos de extracao de compostos de alto valor agregado.
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2.2 METODOS DE EXTRACAO

Os métodos de extragdo de compostos bioativos podem ser classificados em
métodos convencionais € ndo convencionais, como mostra a Figura 4. Os métodos
convencionais sdo descritos como técnicas classicas baseadas na aplicacdo de solventes
organicos (muitas vezes toxicos), aplicacdes de calor ou agitacdo, como extragdo assistida
por ultrassom, extracdo Soxhlet e percolacdo. As principais vantagens destas sdo a
simplicidade e o baixo custo. Entretanto, essas técnicas possuem alguns inconvenientes,
como grande tempo de extracdo, uso de grandes quantidades de solventes, baixa
seletividade, além da necessidade de uma técnica de separagao do solvente. Muitas vezes
com o emprego de altas temperaturas ocorre a decomposi¢cao dos compostos de interesse
(VIGANO ¢ MARTINEZ, 2015).

A crescente necessidade do desenvolvimento de processos de recuperagdo mais
eficientes levou a um interesse mais profundo do aprimoramento de métodos nao

convencionais. Esses métodos sao caracterizados por ser uma alternativa mais econdmica,
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menos agressiva ambientalmente, que utilizam menor quantidade de solvente, diminuem
a degradagdo da amostra, melhoram a eficiéncia de extracdo e a seletividade. Muitos
métodos nao convencionais utilizam fluidos/liquidos pressurizados, ultrassom, enzimas,
pulso elétrico ou micro-ondas. Essas tecnologias ndo convencionais estdo em crescente
desenvolvimento sendo utilizadas para a recupera¢do de compostos nutricionalmente
valiosos de residuos e subprodutos industriais gerados durante o processamento de
alimentos. Em alguns casos, a seletividade e a velocidade do processo sdo consequéncias
das propriedades quimicas do solvente, sendo elas controladas com a altera¢ao de alguns
parametros de extracdo. Nos processos ideais, o analito deve ter solubilidade maxima no
solvente empregado, para que os outros componentes da matriz sejam solubilizados. Em
processos reais esse fendmeno nao ¢ alcangado. Por esse motivo, diversos estudos
procuram otimizar relagdes entre diferentes solventes e a vazao de alimentagdo, tamanho
de particula, temperatura, pressdo e o tempo de extragdo (KOUBAA et al., 2015; LI et
al., 2019; ROSELLO-SOTO et al., 2015; VIGANO e MARTINEZ, 2015).

Chemat et al. (2019) chamam a atencao para a importancia das “extracoes verdes”,
listando seus principios: (1) inovagdo no uso de recursos vegetais renovaveis, com a
aplicagdo de sucessivas extragdes, por diferentes técnicas, a partir da mesma matéria-
prima; (2) uso de solventes alternativos, sendo preferivel a d4gua ou solventes verdes,
embora os solventes organicos apresentarem muitas vantagens, sua substitui¢do reduz
danos ao meio ambiente; (3) reducdo do consumo de energia e uso de tecnologias
inovadoras, para isso € preciso otimizar o processo de extracao e/ou adequar os processos

Jé& existentes a outras matérias primas.

2.2.1 EXTRACAO SOXHLET

O extrator Soxhlet foi desenvolvido em 1879 por Von Soxhlet, técnica a qual vem
sendo considerada como um método padrao por mais de um século. Nessa técnica, a
seletividade ¢ unicamente influenciada pela escolha do solvente (CASTRO e PRIEGO-
CAPOTE, 2010).

Nesse método, a amostra pré-tratada (secagem, moagem, entre outros) ¢ inserida
em um recipiente poroso feito de papel filtro resistente ou de celulose, o qual ¢ colocado
em uma camara no extrator (Figura 5). O solvente ¢ aquecido no baldo inferior, onde
vaporiza e percorre um duto externo, qual o leva até uma camara, localizada proxima ao

condensador. Entdo, o vapor condensa e goteja sobre a amostra, até alcangar a altura
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limite do sifao (Figura 5), mantendo a amostra mergulhada no solvente até o momento
em que escoa pelo sifdo, e entdo o contetido liquido ¢ esvaziado no baldo inferior,

repetindo-se continuamente (AZWANIDA, 2015; GARAVAND et al., 2019).

A extra¢ao por Soxhlet ¢ um método continuo, com recirculagdo de solvente, o
que facilita o equilibrio da transferéncia e aumenta a eficiéncia da extragdo. Além disso,
possibilita a realizagdo de varias extracdes simultaneas, por conta do baixo custo do

equipamento (CASTRO e PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Figura 5 - Extrator Soxhlet tradicional

Condensador

Camara de Extracio
Vapor T
Sifao

Amostra

Solvente de
Extracdo

Fonte: Adaptado de Hirondart et al. (2020)

A extragdo Soxhlet apresenta diversas vantagens: a amostra esta sempre em
contato com o solvente de extragdo; recirculacao do solvente, que aumenta o coeficiente
de particdo e a eficiéncia da extragdo; ndo hé necessidade de filtragdo para separacao da
matéria-prima do solvente ao término da extracdo; a metodologia ¢ simples; e o
equipamento apresenta baixo custo (CASTRO e PRIEGO-CAPOTE, 2010; HELENO et
al., 2016).
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Em contrapartida, o solvente utilizado ¢ inflamavel e perigoso, com potenciais
emissoes toxicas durante a extracdao. Os solventes utilizados na extragdo Soxhlet devem
conter um alto grau de pureza, o qual requer um maior custo. O processo de extracao ¢
considerado nao amigavel ambientalmente, podendo contribuir com a poluigdo ambiental
(AZWANIDA, 2015). Além disso, outras desvantagens devem ser consideradas, como o
longo tempo de processo, que pode variar de 1 a 72 horas; a elevada quantidade de
solvente empregada, necessitando de uma etapa posterior de eliminacao do solvente apos
a extragdao, o que exige grande dispéndio de energia, e ainda torna-se um problema
ambiental pelo descarte inadequado dos residuos; além do risco da decomposicao térmica
dos compostos extraidos, ja que, durante a extragdo, o baldo que contém o solvente e os

compostos ja solubilizados ¢ mantido na temperatura de ebulicdo do solvente (CASTRO

e PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Extracdes Soxhlet com n-hexano foram utilizadas por Larrauri et al. (2016) para
avaliacdo da atividade antioxidante de extratos obtidos através da pele de amendoim
oriundas de processos de branqueamento e torra. Os extratos obtidos apresentaram alta
capacidade antioxidante, sugerindo sua aplicacdo em matrizes alimentares visando a
diminui¢ao da oxidacao lipidica e consequentemente aumentando a vida de prateleira de

produtos alimentares.

2.2.2 METODOS NAO CONVENCIONAIS DE EXTRACAO
2.2.2.1 EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO (SFE)

A extragdo supercritica (do inglés, Supercritical Fluid Extraction) ¢ uma operagao
unitaria que emprega fluidos em condi¢des acima de temperatura e pressdo criticas como
solventes de extracdo (ANDRADE et al., 2012; ESSIEN et al., 2020; MATOS et al.,
2019; MENDONCA et al., 2019; ROSELLO-SOTO et al., 2015; SALDANA et al., 2015;
YOUSEFI et al., 2019). Nestas condigdes, a separacao entre liquido e gas desaparece,
surgindo assim o fluido supercritico. As variacdes das propriedades acima do ponto
critico causam diferentes efeitos em solutos e solventes (Figura 6). Propriedades como a
viscosidade e difusividade sdao modificadas permitindo que o fluido supercritico se
difunda facilmente através de um material vegetal, auxiliando a dissolugao de compostos
(ESSIEN et al., 2020; MATOS et al., 2019; MENDONCA et al., 2019; YOUSEFI et al.,
2019).
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A extragdo com fluido supercritico, em escala industrial, teve seu inicio na
Alemanha, no ano de 1979, com o processo de remocao de cafeina do café. O processo
se destacou devido a utilizagdo de uma tecnologia limpa, sem residuos, uso de solventes
nao-toxicos, extracdo de produtos de alta qualidade e manutengdo das propriedades
organolépticas do produto (NEVES e MOHAMED, 1997). Atualmente extragdes com
fluidos supercriticos ja sdo aplicadas nas industrias farmacéutica, alimenticia e téxtil. A
literatura mostra que os fluidos supercriticos ja possuem uma vasta aplicabilidade, no
campo de reagdes quimicas ¢ bioquimicas (YANG et al., 2019), para sintese de novos
matérias e novos suportes de catalisadores, como aerogéis (NE§ICA etal., 2018), técnicas
especiais de separagdo, como cromatografia supercritica (VOROBEI et al., 2019),
processos de extragdo (CRUZ et al., 2017), formagado de particulas (DONG et al., 2019;
KAVITAKE et al., 2019), inativagao microbiana (GONZALEZ—ALONSO et al., 2019),
impregnacdo de polimeros (VILLEGAS et al., 2019) e no desenvolvimento de

membranas liquidas ionicas (LIU et al., 2018).

Figura 6 - Diagrama esquematico de Pressdo-Temperatura de uma substancia pura.
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Fonte: Adaptado de Herrero et al. (2006)

O didxido de carbono (CO») € o solvente supercritico mais empregado devido a

trés razdes principais, primeiramente o COz € indcuo para a sade humana e para o meio
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ambiente, respeitando os critérios de sustentabilidade que regem cada vez mais a
adequagdo dos processos quimicos. Segundo, seu ponto critico € encontrado a uma
temperatura proéxima a temperatura ambiente (31,2 °C) e uma pressao relativamente
moderada (7,3 MPa) sendo fundamental para a preservagdo dos compostos bioativos
presentes nos extratos. Como o CO> ¢ um gas a temperatura ambiente, quando a extragao
¢ concluida e o sistema descomprimido, o CO> ¢ eliminado do extrato, ndo precisando de
processos complementares de eliminagdo do solvente (SILVA et al., 2016). Em escalas
industriais, quando o consumo de didxido de carbono ¢ alto, a operacdo pode ser

controlada para um reciclo, reutilizando-o em diversos processos.

O COz ¢ ndo polar, podendo substituir um dos solventes toxicos mais utilizado,
o hexano. A solubilidade de compostos em dioxido de carbono supercritico (SC-CO»)
depende da polaridade, peso molecular e da estrutura do composto. Componentes com
baixa massa molecular ¢ baixa polaridade podem ser extraidos facilmente a baixas
pressoes. Compostos com polaridade de moderada a alta s3o quase insoluveis em SC-
COz. Para superar esse problema, utilizam-se modificadores, também conhecidos como
cossolvente (MIEKUS et al., 2019).

Os cossolventes, adicionados ao solvente normalmente em pequenas
quantidades, podem induzir mudancas substanciais nas propriedades do CO> puro
(SILVA et al., 2016). A adicao de cossolvente visa aumentar o rendimento de extragao,
ajustando a afinidade do CO; a substancias com baixa solubilidade, compostos polares
(ESSIEN et al., 2020). Entretanto, Lima et al. (2019) verificaram que a adicao de 5% de
metanol aumentou 40% o rendimento de extragdo de pipercalosidina das folhas de

pimenta, em comparagao ao SC-CO> puro.

Os solventes mais utilizados como modificadores em processos SFE sdo o
metanol e etanol, que sdo capazes de realizar interagdes do tipo dipolo-dipolo e ligagdes
de hidrogénio com moléculas polares do material vegetal. O etanol, assim como o CO»,
apresenta baixa toxicidade, comparado com outros solventes, além de apresentar baixa
miscibilidade no CO; e facilidade de separagdo do produto final, por meio de destilacao

e evaporacao (ESSIEN et al., 2020).

A extracdo com SC-CO; ¢ considerada uma tecnologia limpa, sendo este um
solvente GRAS (Generally Recognized as Safe), seus extratos sao naturais e aceitos para
aplicacdo em alimentos. Além disso, o alto gradiente de pressao entre a coluna de extragao

e a saida do extrator pode produzir extratos livres de micro-organismos e esporos, com
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maior vida util quando comparados aos extratos obtidos por processos a baixa pressao
(POREBSKA et al., 2017).

Os parametros de processo como temperatura, pressao, vazao de solvente,
tamanho de particula e uso de cossolvente sdao os principais fatores que afetam a eficiéncia
do processo SFE. A combinagdo correta desses parametros tem um impacto significativo
no rendimento da extracdo, reduzindo perdas de amostras, levando a uma redugdo no
tempo de extracdo e consequentemente diminuindo gastos energéticos (ESSIEN et al.,
2020; YOUSEFI et al., 2019). O tamanho das particulas afeta a area de contato entre as
fases, menores particulas aumentam a drea interfacial especifica e reduzem o caminho a
ser percorrido pelo soluto na difusdo. Particulas pequenas também podem trazer
desvantagem ao processo pois se aglomeradas podem gerar caminhos preferenciais,
causando reduc¢do significativa na eficiéncia de extracdo (DIAS et al., 2019; YOUSEFI
etal., 2019).

Pressdo e temperatura sdo os parametros mais relevantes da SFE pois definem a
densidade do solvente e consequentemente o poder de solvatacdo deste, controlando
assim a solubilizagdo do soluto presente na matriz sélida. Para qualquer dada temperatura,
um aumento na pressao leva a um aumento da densidade do fluido supercritico, a qual ¢
diretamente proporcional a solubilidade do soluto, aumentando assim o rendimento da
extracdo. Uma maior recuperacdo de fragdes volateis € obtida a altas pressdes, sendo
assim a composi¢do do extrato ¢ controlada alterando os valores de pressdo (ESSIEN et

al., 2020; KNEZ et al., 2019; L1 e XU, 2019; YOUSEFI et al., 2019).

O efeito da temperatura do fluido supercritico também ¢ relevante, uma vez que
um aumento da temperatura em processo isobarico, reduz o poder de solvatagado do fluido,
reduzindo assim as taxas de extracdo. A temperatura exerce um efeito duplo em extragdes
supercriticas, aumentando a temperatura de extracdo a pressdo de vapor do soluto
aumenta, que contribui para aumentar a solubilizagdo do soluto. Esses efeitos contrarios
da temperatura na solubilidade do soluto representam o fenomeno de retrogradacdo. A
temperatura adequada para se obter um alto rendimento de extragdo exigira uma analise

mais robusta dos dois efeitos (ESSIEN et al., 2020; YOUSEFI et al., 2019).

Os mecanismos de transferéncia de massa, convec¢dao e difusdo na SFE de
matrizes naturais podem ser descritos por modelos empiricos, que permitem a
representacdo das curvas globais de extracdo (FERREIRA et al., 1999). Sovova (1994),

propos um modelo geral de SFE de 6leos a partir de matrizes vegetais, no qual foram
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estabelecidas trés etapas para o processo de extragcdo, representando os diferentes

mecanismos de transferéncia de massa:

1. Periodo de Taxa de Extracao Constante - Constant Extraction Rate (CER):
nesta etapa ocorre a remog¢ao do soluto de facil acesso (aquele que recobre a superficie
externa das particulas ou daqueles liberados pelo rompimento das paredes celulares no
pré-tratamento, ex. moagem) a uma velocidade aproximadamente constante, nessa fase

ha o predominio da transferéncia de massa por conveccao na fase fluida.

2. Periodo de Taxa de Extracao Decrescente — Falling Extraction Rate (FER): ja
nesta etapa advém a resisténcia a transferéncia de massa na interface solido-fluido, devido
a falhas na camada superficial de soluto que recobre as particulas, nesta etapa tanto o
soluto exposto como uma por¢do contida nas células se transferem. Os efeitos
convectivos na fase fluida quanto os difusionais na fase solida determinam a velocidade

de extragao.

3. Periodo Difusional — Diffusion Controlled (DC): nesta etapa ¢ evidente o
esgotamento do soluto que recobre a superficie das particulas, e ocorre apenas a
transferéncia do soluto do interior das particulas para o seio do fluido. Assim, o processo
de extragcdo ¢ controlado pela difusdo do solvente para o interior das particulas e da
difusdo do conjunto soluto-solvente para a superficie das particulas, predominando nesta

fase o fendmeno difusivo no soélido.

O detalhamento das etapa e equacionamento do modelo propostos por Sovova (1994)

pode ser visto no Anexo 1.

2.2.2.2 EXTRACAO POR LiQUIDO PRESSURIZADO (PLE)

A Extracdo por Liquido Pressurizado (do inglés Pressurized Liquid Extraction),
uma alternativa as técnicas de extracdo com solvente a baixa pressao, ¢ considerado mais
ecologico (greener process) quando comparado aos métodos convencionais por ser um
processo mais rapido e demandar menor uso de solvente, além de serem normalmente
empregados solventes ndo toxicos (RUDKE et al., 2019).

A primeira apresentacdo do PLE se deu em 1995 para a extracdo de contaminantes
de solos e lodos de esgotos. Atualmente seu uso possui uma vasta aplicabilidade,
incluindo polimeros, plasticos produtos farmacéuticos, tecidos animais e vegetais

(WIANOWSKA e GIL, 2019).
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Esta técnica envolve solventes liquidos a altas temperaturas (25 a 200 °C) e
pressoes (3 a 200 bar), mas garantindo o solvente em seu estado liquido, o que aumenta
o desempenho de extragao em comparacao as extragoes a baixa pressao. (MUSTAFA e
TURNER, 2011). As condi¢des empregadas no PLE garantem maior solubilidade do
soluto no solvente, diminuicdo da densidade do solvente e a sua tensdo superficial,
aumentando assim as taxas de transferéncia de massa (HERRERO et al., 2015;

HERRERO et al. 2013; MUSTAFA e TURNER, 2011).

A técnica PLE ¢ relativamente simples e pode ser aplicada no modo estatico,
Figura 7 (a) e no modo dinamico, Figura 7 (b). O modo estatico envolve trés etapas
consecutivas. Primeiramente a amostra é carregada no recipiente extrator, entdo, a
amostra ¢ extraida por um solvente pré-selecionado em condi¢des de temperatura e
pressao pré-definidas por tempo definido. Na sequéncia um solvente ¢ bombeado através
do recipiente extrator para remover o extrato obtido e remover a amostra com uma por¢ao
nova do solvente, essa etapa ¢ denominada estagio de descarga. Por fim, o recipiente
extrator ¢ purgado por um gas inerte (geralmente o gas hélio) para garantir a expulsdo
completa do solvente, etapa denominada como estagio de purga (WIANOWSKA e GIL,
2019). No modo dindmico o solvente ¢ bombeado continuamente através do extrator que

contém o soluto.

A literatura demonstra que extragdes realizadas com etanol pressurizado como
solvente vém sendo utilizadas na recuperacdo de compostos polares, com sucesso na
obtencdo de polifenois, alcaloides e proantocianidinas (OKIYAMA et al., 2018),
compostos encontrados em subprodutos do processamento do amendoim (ADHIKARI et
al., 2018; BANSODE et al., 2014; LORENZO et al., 2018; MA et al., 2017, PANDEY
etal., 2018; PIZZOLITTO et al., 2013).

Panja (2018) afirma que a temperatura maxima no PLE depende do solvente e dos
compostos a serem recuperados da matriz, pois altas temperaturas podem degradar
componentes ativos ou dissolver compostos indesejaveis. Altas temperaturas favorecem
a ruptura das ligagdes soluto-matriz, melhorando a penetracdo do solvente na matriz
solida (CARDENAS-TORO et al., 2015) e a difusdo do soluto até a superficie da matriz.
A selecao do solvente, no PLE deve ser baseada na afinidade com o soluto, valorizando,
quando possivel o uso de “GRAS” (Generally Recognized as Safe) como agua, etanol e

suas misturas (RUDKE et al., 2019).
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Como um exemplo de aplicagdo dessa técnica, pode-se citar o trabalho
desenvolvido por Mazzutti et al. (2018) para a obtengdo de extratos da casca de cacau
(previamente tratados com ESC) ricos em compostos fenolicos com potente atividade

antioxidante por PLE a 10 MPa e 70 °C, utilizando etanol como solvente.

Figura 7 - Estagios da extracdo estatica (a) e dinamica (b) por liquido pressurizado.
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Fonte: Adaptado de Wianowska e Gil (2019)

2.2.2.3 EXTRACAO COM AGUA SUBCRITICA (SWE)

Além das extracdoes com fluidos supercriticos e com liquidos pressurizados, a
extragdo com dgua subcritica (do inglés, Subcritical Water Extraction) também se
apresenta como um método de extracdo ndo convencional capaz de extrair compostos
polares, moderadamente polares e apolares. Caracterizada como uma técnica
ecologicamente amigével, por utilizar 4gua como solvente “verde”, de baixo custo e

prontamente disponivel, essa técnica utiliza as propriedades da &gua subcritica, com

temperaturas na faixa de 100 a 250 °C e pressdes de 1 a 10 MPa, condig¢des ligeiramente
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abaixo do ponto critico da dgua (374 °C e 220 bar) (ESSIEN et al., 2020). A melhora no
poder de solubilizagdo da 4gua aumenta a transferéncia de massa e a eficiéncia de
extracdo. O aumento da temperatura, assim como na extracao com liquido pressurizado,
faz com que as interagdes (ligagdes de hidrogénio, forcas de van de Waals e atragdes
dipolo-dipolo) soluto-matriz (interagdes adesivas) se rompam, liberando o soluto para ser
“carregado” pela dgua no seu estado subcritico (ZHANG et al., 2020). No entanto, em
altas temperaturas, os compostos termicamente instaveis sao degradados. Esse fenomeno
inconveniente ¢ superado pelo aumento da pressao e reduzido tempo de extracdo. A
presenca de altas pressdes pode facilitar a quebra da estrutura vegetal e o arraste da agua
em poros de dificil acesso, aumentando assim o rendimento de extragdo (TEO et al.,

2010).

Como desvantagens da SWE citamos a possibilidade de degradagdo térmica de
compostos termolabeis e a dificuldade da remocdo da d4gua da amostra, que requer etapas

adicionais de evaporagdo, desidratagdo quimica ou precipitacdo (ZHANG et al., 2020).

As extracdes com dgua subcritica podem ser do tipo estaticas e dinamicas. O modo
estatico ¢ considerado o mais simples, entretanto o tempo de residéncia da amostra na
coluna ¢ muito longo, comparado com o modo dindmico, podendo causar degradagdo do
soluto e a saturacdo do solvente (BODOIRA et al., 2019; GALLEGO et al., 2019;
HERRERO et al., 2013; ZHANG et al., 2020). O modo dindmico ¢ caracterizado pelo
fluxo constante do solvente. Nesse caso, o tempo de residéncia do analito em contato com
a agua em altas temperaturas € curto, evitando a degrada¢do do soluto. Como
desvantagem do uso da agua subcritica no modo dindmico pode se citar o alto custo do
equipamento e a possibilidade do entupimento da tubulagido durante a extracdo (CARR et

al., 2011; ESSIEN et al., 2020; RODRIGUES et al., 2019; XU et al., 2020).

Na temperatura ambiente e pressdo atmosférica a 4gua ¢ altamente polar devido a
sua alta constante dielétrica, explicada pelo alto numeros de ligagdes hidrogénios (TEO
etal., 2010). Diferente dos solventes polares, a dgua ¢ leve no estado gasoso € muito mais
densa no estado liquido. Muitos dos seus atributos Unicos se devem ao fato de existir duas
ligacdes de hidrogénio, com o aumento da pressdo e temperatura essas ligagdes se

rompem, mudando suas propriedades (ZHANG et al.; 2020).
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A Tabela 2 lista algumas propriedades quimicas e fisicas da dgua importantes
quando tomamos a agua como solvente de extragdo (PLAZA e TURNER, 2015). Muitas

dessas propriedades mudam drasticamente com a variagdo da temperatura.

Como observado na Tabela 2, uma das mudangas mais drasticas causada pelo
aumento da temperatura ¢ a permissibilidade relativa, indo de 78,5 a 25 °C para 14,1 a
350 °C. Além da recuperagdo de compostos com caracteristicas polares, a dgua em
temperatura proxima do ponto critico tem capacidade de dissolver compostos
hidrofobicos, devido ao aumento da temperatura e a redugdo das interacdes eletrostaticas,
entre agua-dgua e agua-soluto (causada pelo movimento de rotagdo das moléculas de
agua). Compostos menos polares também podem ser extraidos, devido ao
enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio, o qual favorece as ligacdo dipolo-dipolo.
Comparativamente a outros solutos, dgua subcritica a uma faixa de temperatura de 200-
275°C possui a mesma permissibilidade relativa que o etanol e metanol a pressdo e

temperatura ambientais (CARR et al., 2011).

Tabela 2 - Propriedades quimicas e fisicas da dgua liquida em diferentes temperaturas e
pressoes de saturacio.

Propriedade 25°C 100 °C 200 °C 350 °C
0,1 MPa 0,1 MPa 1,5 MPa 17 MPa
Constante de ioniza¢iio, Kw 1,0x104 5,6x10713 4,9x10°'2 1,2x10"2
pKw 13,99 12,25 11,31 11,92
Permissibilidade relativa, & 78,5 55,4 34,8 14,1
Momento dipolo 1,85 1,85 1,85 1,85
Calor especifico a pressdo constante,
Co (J g K 4,18 4,22 4,51 10,1
Entalpia de vaporizaciao, Hy (KJ/mol) 44,0 40,7 35,0 15,6
Densidade (g cm™) 0,997 0,958 0,865 0,579
Viscosidade dinimica, n (mPa s) 0,891 0,282 0,134 0,067
Tensio superficial (dyn cm™) 72,0 58,9 37,6 3,7
Coeficiente de difusiao, D (m?s™) 2,3x107° 8,6x10° 23,8x10° -

Fonte: Adaptado de Plaza e Turner (2015)

Como observado na Tabela 2, uma das mudangas mais drésticas causada pelo
aumento da temperatura € a permissibilidade relativa, indo de 78,5 a 25 °C para 14,1 a
350 °C. Além da recuperacdo de compostos com caracteristicas polares, a dgua em
temperatura proxima do ponto critico tem capacidade de solubilizar compostos
hidrofobicos, devido ao aumento da temperatura e a redugdo das interacdes eletrostaticas,
entre dgua-dgua e agua-soluto (causada pelo movimento de rotacdo das moléculas de
agua). Compostos menos polares também podem ser extraidos, devido ao

enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio, o qual favorece as ligacdo dipolo-dipolo.
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Comparativamente a outros solutos, dgua subcritica a uma faixa de temperatura de 200-
275 °C possui a mesma permissibilidade relativa que o etanol e metanol a pressdo e
temperatura ambientais (CARR et al., 2011).

A temperatura ¢ o principal fator que deve ser levado em consideracdo em
processos SWE, sendo que o seu aumento leva a um aumento da difusividade, diminui¢do
da viscosidade e por sua vez uma diminuicdo da tensdo superficial. Além disso, a
mudanga da polaridade da agua, permitindo a extracao de compostos de polaridade média.
No entanto, altas temperaturas podem degradar compostos termolabeis, formar
compostos indesejaveis por meio de reagdes de Maillard, reagdes de oxidacao e hidrélises

(KHUWUITJARU et al., 2014).

Como observado na Tabela 2, a constante de ionizagdo da dgua (Ky) aumenta
drasticamente com o aumento da temperatura (de 1x107'* a 25 °C para 4,9x107'? a 200
°C). Em outras palavras, em altas temperaturas, a 4gua ¢ uma fonte de ions, como hidronio
(H30") e hidroxilas, os quais catalisam reagdes, incluindo hidrolises de polissacarideos e
proteinas em moléculas de menor tamanho (por exemplo, oligossacarideos,
monossacarideos, peptideos e aminoacidos) (SEREEWATTHANAWUT et al., 2008).
Essas moléculas (de menor tamanho) sdo mais susceptiveis a essas reacdes. Além disso,
com o aumento da temperatura pode estar diretamente relacionado com o aumento da
seletividade, levando a extragdo de compostos indesejaveis e a necessidade da sua

separacdo apds o processo de extracdo (JENTZER et al., 2015).

A pressao tem um efeito insignificante na SWE. Mudangas na pressao levam a
mudangas de fases da agua, e pressdes moderadas, como 15 bar (a 200 °C) e 85 bar (a

300 °C) sao requeridas para manter a d4gua no estado liquido (CARR et al., 2011).

Outro fator de extrema importadncia na otimizagdo de extragdes com agua
subcritica € o fluxo do solvente. O seu aumento diminui o tempo de residéncia do soluto
na coluna, diminuindo a degradacao dos compostos termolébeis, levando ao aumento da
eficiéncia de extracdo (PLAZA e TURNER, 2015). Entretanto, vazao do solvente em
excesso pode levar a uma dilui¢do do extrato, requerendo assim uma etapa adicional de
concentragdo apds a extracdo. Outros fatores, como tempo de extragdo, qualidade do
extrato e fatores econdmicos, devem ser levados em consideracdo para determinar a

propor¢ao ideal do solvente (ZHANG et al.; 2020).
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O tamanho de particula também deve ser levado em consideracdo em SWE. De
acordo com Munir et al. (2018) a diminuicdo do tamanho de particula aumenta a
superficie de contato entre o solvente e a amostra, reduzindo o tempo de extragao e

levando a um aumento da eficiéncia de extracao.

Diferente de outras técnicas de extracdo, alguns trabalhos afirmam que amostras
com alto teor umidade apresentaram um maior rendimento na extragdo de polifendis,
quando comparados com amostras previamente secas (MONRAD etal., 2012; MONRAD
et al., 2014; RAJHA et al., 2014).

Apesar das variaveis descritas acima, a adi¢do de modificadores organicos e
inorganicos, surfactantes e aditivos podem auxiliar a solubilidade do composto de

interesse na agua (TEO et al., 2010).

3 BIORREFINARIAS APLICADAS A SUBPRODUTOS INDUSTRIAIS

Impulsionada pelo crescimento do consumo de recursos naturais, a economia
circular tem recebido muita atengdo nos ultimos anos, atuando como uma solug¢ao para
superar as atuais demandas de consumo. A economia circular pode ser definida como um
conceito de sustentabilidade, a qual visa limitar ou impedir o consumo de recursos
naturais inexplorados, aumentando a recupera¢dao e¢ o ciclo de vida dos produtos ja
explorados (GHISELLINI et al., 2016). Para maximizar o aproveitamento da biomassa e
minimizar os residuos oriundos do seu processamento, o conceito de biorrefinaria foi
proposto por Cherubini (2010), o qual objetiva-se em produzir de forma eficiente
produtos de alto valor agregado a partir de diferentes materias primas, como biomassa
celuldsica (SAWATDEENARUNAT et al., 2018), algas (BHOWMICK et al., 2019) e
residuos alimentares (BASTIDAS-OYANEDEL e SCHMIDT, 2018).

Atualmente, o processamento alimentar contribui significativamente para
problemas como mudangas climaticas, geracdo de residuos, degradacdo ambiental e
desigualdade econdmica e ¢ altamente ineficiente, pois uma quantidade significante de
alimentos ¢ desperdi¢ada ao longo da cadeia de abastecimento alimentar. Como incentivo
a solucionar tal problema, as Nacdes Unidas adotaram uma meta especifica nos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel, com o objetivo de reduzir pela metade o desperdicio
alimentar global e reduzir também as perdas de alimentos ao longo das cadeias de
producdo e abastecimento até 2030 (CALDEIRA et al., 2020). De acordo com Caldeira

etal. (2019), cerca de 30 Mt de residuos ndo comestiveis sdo gerados na fase de fabricacdo
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de alimentos na Unido Europeia. Levando em conta um crescimento anual da populagdo
a uma taxa de 4,3% de 2019 a 2024 ¢ uma projecdo de U$ 4,1 para o mercado de
processamento de alimentos, espera-se que esse numero aumente drasticamente.

Como exposto na sec¢ao 1.1.2, a produgao e o processamento do amendoim geram
subprodutos inutilizdveis, como a pele a casca e a torta (oriundo da producao do 6leo), os
quais sdo subestimados pelas industrias. Por outro lado, esses produtos possuem
compostos com alto valor agregado, como compostos fenodlicos, oligoproteinas e
polissacarideos, podendo ser reutilizados nas industrias alimenticias.

Atualmente, diversos autores tem implementado em seus estudos de extracdo o
conceito de biorrefinaria. Por exemplo, Tamkuté et al. (2020) integraram processos de
extracdo sequencial a altas pressdes para recuperacdo de compostos de alto valor
agregado de bagaco de cranberry. Primeiramente os autores utilizaram CO> supercritico
(42,4 MPa, 53 °C por 158 min, extragdo 1) para recuperagdo de fragdes lipidicas
(triacilglicerol, acidos graxos, tocoferol, carotenoides, fitosterdis entre outros), seguido
de extragdao com etanol pressurizado (10,3 MPa, 83 °C, 3 ciclos de 15 min, extragdo 2),
obtendo extratos ricos em compostos fendlicos com alto potencial antioxidante, como
proantocianidinas e antocianinas. E valido ressaltar que os autores realizaram uma
primeira extragdo (SFE) a uma temperatura inferior a segunda (PLE). Essa sequéncia deve
ser adotada quando o objetivo se refere a uma abordagem de biorrefino da matéria prima.
Altas temperaturas podem acarretar a degradacdo de compostos termo sensiveis e
acarretando uma diminui¢do no rendimento de extracdo. Sendo assim, extragdes
realizadas a baixas temperaturas devem ser priorizadas. Extracdes SFE sdo as primeiras
a serem realizadas, uma vez que a temperatura critica do CO; ¢ relativamente baixa, como
citado na se¢do 2.2.2.1. Na sequéncia, e com incremento da temperatura (temperaturas
moderadas), sdo realizadas extragdes PLE, no geral nessas extragdes sdo recuperados
compostos fendlicos, com alta capacidade antioxidante. Por fim, deve-se escolher as
extracoes SWE (ultimas do processo), essas por sua vez sdo realizadas a altas
temperaturas e podem degradar inimeros compostos de interesse. Usualmente, as ultimas
extragdes do processo visam a recuperagdo de carboidratos, proteinas, minerais e fibras.

Até o momento, nenhum trabalho evidenciou a recuperacdo de diferentes
compostos do subproduto do processamento do amendoim por meio de técnicas
combinadas de extragdo. Esse tema foi abordado na recente publicacdo do grupo,

representado por uma revisao da literatura evidenciando o uso do conceito de biorrefinaria
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para valorizar subprodutos do processamento do amendoim, com foco principal na
integracdo de processos a altas pressdes (SORITA et al., 2020).

Diante das vantagens dos processos de extragao a altas pressoes (se¢do 2.2.2) e
dos compostos de alta qualidade identificados nos subprodutos do processamento do
amendoim (secdo 1.2.1), considerando também a sua importancia mundial (se¢do 1.1.1)
e a geragcdo de grandes volumes de subprodutos no seu processamento (se¢do 1.1.2), a
integragdo de processos (extragdes sequenciais) a altas pressdes como extragao
supercritica, com liquido pressurizado € com agua subcritica, utilizando solventes de
diferentes polaridades podem auxiliar na recuperagao de diferentes compostos da mesma
matéria prima (como por exemplo, fracdo lipidica, compostos fendlicos e carboidratos),

enriquecendo o conceito de biorrefinaria desta.

4 COMPOSTOS FENOLICOS

Agroindustrias geram uma quantidade significativa de subprodutos, os quais
apresentam compostos com alto valor agregado (peptideos, carotenoides e compostos
fenodlicos) com relevantes funcdes e/ou propriedades bioativas. A industria de
processamento do amendoim tem como subprodutos a casca, a pele e a torta (oriunda da
fabricacdo do 6leo). Esses subprodutos, em especial a pele de amendoim, sdo ricos em
compostos fenolicos.

De acordo com Canadas et al. (2020), os compostos fenolicos sdo definidos
como um grupo de grandes moléculas caracterizadas pelas suas estruturas complexas,
baseadas em seus anéis aromaticos. Usualmente sdo classificados como flavonoides
(isoflavonodides, antocianidinas, flavonois, flavanonas e flavonas) e nao flavonoides

(4cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, estilbenoides, lignoides e cumarinas).

Diversos estudos tém identificado em extratos etandlico/aquosos do subproduto
do processamento do amendoim, (matéria prima composta majoritariamente pela pele)
uma rica composicao de compostos fenolicos, incluindo acidos fenoélicos, flavonoides,
estilbenos e proantocianidinas, com diferentes graus de polimerizagdo. A possibilidade
de extragdo desses compostos, sugere a possibilidade da producdo de ingredientes
funcionais, aos quais possam ser introduzidos em diversas matrizes alimentares e/ou
utilizados na industria farmacéutica (LARRAURI et al., 2016; OLDONI et al., 2016;
PIZZOLITTO et al., 2013; ROSSI et al., 2020).
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Na literatura existem diversos métodos analiticos para quantificar e qualificar o
teor de fenolicos totais (métodos espectrofotométricos e cromatograficos), entretanto, as
técnicas espectrofotométricas sao as mais empregadas. Dentre as vantagens da utilizagao
desses métodos podem ser citadas, 1) os reagentes possuem baixos custos e sdo de facil
acesso; i1) sdo consideradas andlises rapidas; iii) baixas necessidades de padrdes
analiticos individuais (teor de flavonoides e fenolicos totais); iv) apresentam alta
repetibilidade e reprodubilidade; v) ndo requerem equipamentos sofisticados € mao de
obra altamente treinada; e por fim vi) podem ser aplicadas em diferentes matrizes, tanto
nas fases solidas e liquidas (GRANATO et al., 2016). Contudo, essas técnicas permitem
apenas quantificar os valores de compostos fenolicos totais presentes na amostra, sem

identifica-los e quantifica-los separadamente.

O método espectrofotométrico mais utilizado para a quantificagdo de compostos
fenolicos totais presentes em uma amostra foi proposto por Singleton e Rossi (1965).
Nesse método, um reagente de fenol de Folin-Ciocalteu (coloragdo amarela) formado por
sais de molibdato de sodio e tungstato de sodio € usado juntamente com uma solugdo de
carbonato de sédio (com o objetivo de basificar o meio pH~10-12) gerando o anion
fenolato. Na sequéncia, uma reacdo de 6xido-redugdo ocorre entre anion fenolato e o
reagente Folin-Ciocalteu, mudando a coloracdo da solugdo de amarelo para azul
(complexos de molibdénio-tungsténio), cuja intensidade é proporcional ao numero de
hidroxilas ou grupos potencialmente oxidaveis dos compostos fendlicos, em um periodo
aproximado de 60 min a temperatura ambiente (em um ambiente isento de luminosidade).
Por fim, uma leitura espectrofotométrica ¢ realizada no comprimento de onda de 765 nm

(absor¢ao méaxima do complexo azul).

4.1  CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo moléculas oxidantes com alta instabilidade por possuirem
numero impar de elétrons externamente a sua Orbita, os quais tendem a reagir de maneira
rapida a outras moléculas contra as quais colidem retirando elétrons destas substancias e
modificando suas estruturas moleculares. Os radicais livres sdo produzidos naturalmente
através das células do organismo animal por meio de situagdes como o metabolismo do
oxigénio (nomeadamente espécies reativas do oxigénio), o oxigénio sofre redugdo
tetravalente, com adi¢do de quatro elétrons dando origem a H>O, neste processo sdo

formados superoxido, hidroperoxila, hidroxila e o peréxido de hidrogénio, que sdo
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intermediarios reativos e/ou por meio de agdes cataliticas de enzimas. As espécies reativas
de oxigénio sdo continuamente produzidas durante os processos fisioldogicos normais e,
com isso, podem iniciar a oxidacdo de membranas lipidicas. As espécies reativas de
oxigénio sdo capazes de danificar biomoléculas cruciais como acidos nucléicos, lipidios,
proteinas e carboidratos e, se ndo forem inativadas por algum agente antioxidante, tendem
a resultar em problemas de saide (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; ROSSI et al., 2020;
YE et al.; 2008).

Nos alimentos, predominantemente, ocorrem reacgdes de auto-oxidagao em cadeia.
O processo de oxidagdo lipidica é um sério problema em alimentos, pois sua ocorréncia
produz odores e sabores desagradaveis, diminui o tempo de prateleira do produto, resulta
em alteracdes de coloracdo e textura, além de diminuir o valor nutricional do produto
(BOROSKI et al., 2015).

No que diz respeito a avaliacao da capacidade antioxidante de extratos vegetais,
pode-se citar os métodos de captura do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazina), do
radical ABTS", acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico), de captura do ion
férrico (FRAP) e pela descoloragao do sistema B-caroteno/acido linoleico, sendo esses,
também utilizados para avaliacdo de extratos oriundos do subproduto do processamento

do amendoim.

4.1.1 METODO DE CAPTURA DO RADICAL DPPH

A metodologia DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazina) tem sido amplamente utilizada
em uma gama diversa de extratos oriundos de diferentes fontes, tais como, frutas, chas,
ervas aromaticas, plantas medicinais, leguminosas, cogumelos, algas, temperos, entre
outros. Tem vantagens como alta sensibilidade (sendo utilizado para identificar
antioxidantes de carater hidrofobico e hidrofilico) e facilidade de aplicacao, o que justifica
seu amplo uso (BOROSKI et al., 2015). O radical DPPH apresenta uma coloracao roxa
intensa e sua reacao com outros radicais, elétrons ou atomos de hidrogénio levam a perda
da sua coloracdo. Sua estrutura ¢ formada por dois anéis aromaticos de seis membros
ligado a trés grupos NO2 e uma hidrazina, em que o 4tomo de nitrogénio estd ligado
diretamente ao anel, este por sua vez possui um elétron desemparelhado, o que caracteriza
a espécie como um radical livre, conforme observado na Figura 8, sua capacidade de
reducdo ¢ geralmente avaliada por espectroscopia, usualmente mensurada a uma

absorbancia de 515 nm (BOROSKI et al., 2015).
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Figura 8 - Mecanismo de estabiliza¢ao do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazina).
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Fonte: Autor

Resumidamente, o método DPPH se baseia na mistura do reagente com a amostra
durante duas horas de reagdo, seguidas de andlise de absorbancia. De acordo com
Pyrzynska e Pekal (2013), os resultados podem ser expressos em diferentes modos, sendo
em fung¢do do ECso (a quantidade necessaria de antioxidantes na amostra para diminuir a
concentragdo inicial do radical DPPH em 50%), da mudanga de absorbancia do DPPH
comparada a alteragdo induzida por um composto de referéncia, incluindo, trolox, acido
ascorbico, a-tocoferol, acido galico e butilhidroxitolueno (BHT).

O método do radical DPPH tem sido utilizado por diversos autores para avaliar a
atividade antioxidante de extratos oriundos do subproduto do processamento do
amendoim, como a casca, a pele e a torta, oriundo da producdo do 6leo (BRAGA et al.,

2016; CAMARGO et al., 2015; MONAGAS et al., 2009; OLDONI et al., 2016).

4.1.2 METODO DE CAPTURA DO RADICAL ABTS*

O método indireto do sequestro do radical ABTS' também ¢é muito utilizado para
a avaliacdo do potencial antioxidante de extratos de subprodutos vegetais. Assim como
no método de redug¢ao do radical DPPH, o método ABTS ¢ relativamente barato,
experimentalmente e instrumentalmente de facil aplicagdo, sendo possivel obter
resultados de maneira rapida e simples. Entretanto, estes radicais apresentam diferencas
importantes. O radical DPPH j& vem pronto para o uso e € soluvel em solventes organicos,
enquanto o ABTS necessita ser gerado por reagdes quimicas (como com o persulfato de
potassio) ou enzimadticas, e € soluvel em 4gua e também em solventes organicos,
permitindo a anélise de tanto de amostras hidrofilicas, como lipofilicas. Adicionalmente,
o reagente ndo ¢ afetado por forga idnica, assim pode ser usado para determinar a

capacidade antioxidante de extratos e fluidos corpdreos, hidrofilicos e lipofilicos.
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Anélogo ao método de reducao do radical DPPH, o método ABTS se baseia na interagao
entre 0os compostos potencialmente antioxidantes e o radical ABTS" (previamente
formado com a adi¢ao de persulfato de potassio, como ilustra a Figura 9. Essa reagdo ¢
facilmente detectada em absorbancias entre 414 — 815 nanOmetros. Na presenga de
antioxidantes, o dtomo de nitrogénio se liga a um 4tomo de hidrogénio (reacdo de

oxida¢do), produzindo a descoloragdo da solucao (XIAO et al., 2020).

Figura 9 - Formagdo do radical ABTS" com a adi¢do do persulfato de potassio.
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E importante ressaltar que a absorbancia maxima varia de acordo com o solvente
utilizado devido ao efeito solvato cromico, por exemplo, ao utilizar o metanol como
solvente ¢ preferivel a leitura de absorbancia no comprimento de onda a 744 ou 745 nm,
j& com o uso do etanol é preferivel a leitura no comprimento de onda de 753 nm. Além
disso, o método pode ser usado para solucdes com diferentes valores de pH, bem como

para o estudo da influéncia do pH nos mecanismos antioxidantes (ILYASOV et al., 2020).

Diversos autores avaliaram a atividade antioxidante de extratos oriundos da pele
do amendoim, dentre eles, Ozer (2017) obtiveram extratos da pele de amendoim ricos em
compostos fendlico com um potencial de inibigdo (obtido pelo método ABTS) de 91,1%.
Adicionalmente, Chang et al. (2020), Meng et al. (2020) e Yu et al., (2006) também
avaliaram extratos oriundos do subproduto do processamento do amendoim e
encontraram resultados promissores (7,29 mmol TE g! extrato, inibi¢do de 55,36% e 66,4

%, respectivamente) com essa técnica.
4.1.3 METODO DE REDUCAO DO ION FERRICO - FRAP

Os compostos antioxidantes podem ser divididos em duas classes de acordo com

a sua aplicagdo, primarios ou de quebra de cadeia, e secundarios ou antioxidantes
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preventivos. Os antioxidantes secundarios possuem a capacidade de retardar a taxa de
autoxidacdo lipidica (XIAO et al., 2020).

Dentre os mecanismos de acdo de antioxidantes secundarios destacam-se a
complexacdo de metais, o sequestro de oxigénio, a decomposi¢ao de hidroperoxidos para
formar espécie ndo-radicalar, absor¢do de radiagdo UV ou desativacdo do oxigé€nio
singleto. Existem vdarias metodologias para a determinacdo do poder de redugdo de
antioxidantes, sendo que as mais empregadas se baseiam na redugio do ion Fe*" para Fe**
(LEWOYEHU et al., 2019; BENZIE e STRAIN, 1996; NILSSON et al., 2005).

O método FRAP (do inglés Ferric Reducing Ability Power) foi desenvolvido por
Benzie e Strain (1996) com o objetivo de medir o poder redutor no plasma. O principio
desse método ¢ baseado na redugao de um complexo férrico 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina
(Fe** - TPTZ) por agdo de um antioxidante em meio acidificado, formando o radical Fe**
- TPTZ, de coloragdo azul intenso, sendo essa reacdo monitorada em absorbancia de 593
nm (LEWOYEHU et al., 2019), conforme ilustra a

Figura 10. Este ¢ um método simples, barato e reprodutivel. Além disso, € robusto,

rapido e ndo requer equipamentos exclusivo (BENZIE e STRAIN, 1996).

Figura 10 - Conversdo do complexo Fe*" - TPTZ em FezJr -TPTZ
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Alguns estudos tém avaliado a capacidade antioxidante pelo método FRAP em
matrizes alimentares incorporadas com extratos ricos em polifendis obtidos a partir de
extragdes da pele de amendoim, como hamburgueres de ovelhas (MUNEKATA et al.,
2016) e de frango (MUNEKATA et al., 2015). Os extratos proporcionaram redugdes na
oxidagdo lipidica, instigando uma delicada investigagao (quanto aos compostos presentes
nos extratos, estudos in vivo, toxicidade entre outros) desses compostos, possibilitando a

sua utilizacdo como antioxidantes naturais na induastria alimenticia.
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4.14 DESCOLORACAO DO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

O método da descoloracdo (autoxidagdo) do sistema B-Caroteno/acido linoleico
utiliza o 4cido linoleico, o0 monopalmitato de polioxietileno sorbitano (Tween 40). O
acido linoleico em presenca do oxigénio forma o radical peroxil, esse radical reage com
0 P-caroteno, resultando na perda da coloragdo da solugdo passando da cor amarela
intenso para amarelo claro. O Tween ¢ utilizado como emulsificante e auxilia na
dissolu¢dao completa da mistura -caroteno/acido linoleico em cloroférmio que, apos a
sua total remocdo (solvente) em rotaecvaporador, ¢ dissolvida em agua previamente
saturada em oxigénio atmosférico (MATTHAUS, 2002).

Amostras de extratos vegetais, ricos em antioxidantes, podem reagir
competitivamente com o radical peroxil (Figura 11), contribuindo para retardar a queda
de absorbancia do B-caroteno (SIDDEEG et al., 2020). Esse método é amplamente
utilizado para avaliar a atividade antioxidante de matrizes alimentares e permite
determinar o poder antioxidante de compostos antioxidantes resistentes a temperatura ¢ a
avaliacdo qualitativa da eficacia de extratos antioxidantes. Uma vez que o sistema
utilizado na analise é constituido por uma emulsdo (sistema aquoso-lipidico), a atividade
antioxidante ¢ medida pela capacidade do extrato em inibir o processo de oxidagdao do
sistema, usualmente durante 120 minutos. A habilidade de inibir a oxidacao de substratos
lipidicos ¢ resultado da combinacao de varios fatores, como a temperatura, presenca de
oxigénio em condicdes que aceleram a reacdo de oxidagdo. A atividade antioxidante por
este método ¢ muito Util especialmente na investigacdo de antioxidantes lipofilicos.

(BRAGA et al., 2016; MATTHAUS, 2002).
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Figura 11 - Reagdo de oxidacao do B-Caroteno com radicais peroxil.

| 0,+rRO0

Fonte: Autor

De acordo com Moyo et al. (2010), o potencial antioxidante determinado por este
método pode ser util especialmente na investigagdo de antioxidantes lipofilicos, como
oOleos essenciais. Por outro lado, se compostos polares forem testados pode-se subestimar
a capacidade antioxidante desses compostos. Dessa forma, € necessario o uso de outros
métodos (por exemplo o método de captura do radical DPPH, que independe da

polaridade do substrato).

4.2 INIBICAO ENZIMATICA
4.2.1 o-AMILASE

O diabetes Mellitus ¢ uma das doengas cronicas que mais afetam a populagao
mundial, tendo acometido aproximadamente meio bilhdo de pessoas (463 milhdes) em
todo mundo em 2019 (SAEEDI et al., 2019). Estimativas estipulam que até 2030 essa
doenca deve afetar 438 milhdes de pessoas no mundo, sendo 70% dos casos em paises
pobres (VIEIRA et al., 2020). Esta doenga metabolica cronica ¢ causada por alteragdes
ou deficiéncias na producao de insulina e ¢ definida como uma sindrome heterogénea,
pois pode existir em varias formas clinicas, das quais as mais importantes sdo a do tipo 1
ou também conhecida como insulinodependente, causada pela destruicdo de células do
tipo B e a do tipo 2 ou independente de insulina, caracterizada por uma deficiéncia parcial
de insulina (CARRIZZO et al., 2018).

Cerca de 90% dos pacientes diagnosticados apresentam diabetes do tipo 2, sendo
esta ocasionada pela insuficiéncia ou deficiéncia na secre¢do da insulina pelas células -
pancreaticas ou, entdo, pela falta ou diminuicdo da sensibilidade dos receptores de

insulina, gerando elevados niveis de glicose no sangue A ingestdo excessiva de
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carboidratos, a obesidade e o estilo de vida tornam-se agravantes para o desenvolvimento
desse tipo da doenca. Apesar da disponibilidade de inimeros farmacos para a regulacio
da hiperglicemia, cientistas estdo buscando cada vez mais farmacos naturais para atuar
no seu tratamento. Uma das possiveis maneiras de controlar esse estado patologico ¢
inibir a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e na regulagio
da liberagdo da insulina, por exemplo, aldoses, redutase, fosfatases, a-amilase e a-

glicosidase (SZABO et al., 2020).

Uma das principais fontes de glicose presentes no sangue sao os carboidratos da
dieta, sendo amido a fonte de carboidrato mais consumida na dieta humana. Esse
carboidrato ¢ composto de amilose, um polimero predominantemente linear, onde suas
unidades de glicose sdo unidas por meio de ligacdes a (1,4) e pela amilopectina, que ¢
altamente ramificada, devido a presenca das ligagdes a (1,6). O amido ingerido na dieta
¢ hidrolisado por duas principais enzimas digestivas, a-amilase (degradando o amido em
maltose) e em seguida pela a-glicosidase (formando em unidades de glicose). A a-
glicosidase situa-se na membrana ciliada do intestino delgado e promove a conversdo do
amido e da sacarose (clivagem das ligagdes a-1,4 e a-1,6) em moléculas de glicose. A a-
amilase esta presente na saliva e no suco pancreatico e ¢ responsavel por clivar as ligagdes

a (1,4) da amilose, liberando dextrina, maltose e maltotriose (JIANG et al., 2021).

De acordo com Dai et al. (2018) o controle dos niveis de glicose ainda continua sendo
o principal mecanismo no tratamento de pacientes diagnosticados com diabetes tipo 2,
que pode ser alcancgado pela inibi¢ao das enzimas hidrolisantes. A inibi¢ao destas enzimas
retarda o tempo de digestdo dos carboidratos, reduzindo a propor¢do de glicose absorvida

e, consequentemente, 0 aumento brusco de glicose pds-prandial no plasma.

Alguns medicamentos sintéticos sdo amplamente utilizados na inibigdo dessas
enzimas, como acarbose, voglibose e miglitol, podendo ser utilizados de maneira isolada
ou em combinag¢do com secretagogos de insulina. Contudo, a ingestdo desses compostos
pode causar varios efeitos colaterais, como distirbios hepaticos, flatuléncias e célicas
abdominais. Adicionalmente, alguns deles podem aumentar a incidéncia de tumores
renais, lesdo hepatica e hepatite aguda (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016; SILVA
etal., 2014).

Sendo assim, ¢ de extrema importincia a investigagdo de compostos naturais

objetivando a substituicdo dos farmacos sintéticos ja existentes. Na literatura, diversos
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estudos tém investigado fontes alternativas para essas substancias, sendo o principal foco,
os compostos oriundos de subprodutos vegetais e agricolas, como compostos fendlicos e
glicoproteinas, sem os efeitos colaterais negativos associados aos inibidores sintéticos.
Dentre as matérias primas encontradas na literatura com foco na inibigdo das enzimas
hidrolisantes por compostos bioativos, pode-se citar, cacau, roma, cranberry € uvas
(BARRETT et al., 2013), araga (PEREIRA et al., 2020), cevada (RAMAKRISHNA et
al., 2017), sementes de myrica (WANG et al., 2020), camomila, jamboldo, melao de sao
cactano (FRANCO et al., 2018), orégano, salvia, tomilho, alecrim, manjericao
(AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2020), soja (ADEMILUYI e OBOH, 2013) e folha de
graviola (JUSTINO et al., 2018). Além disso, esses compostos bioativos também
possuem forte potencial antioxidante, atuando na elimina¢ao de radicais livres,
consequéncia de sua alta capacidade antioxidante e potencialmente podem ajudar a
mitigar os efeitos do estresse oxidativo cronico induzido pela hiperglicemia

(WICKRAMARATNE et al., 2016).

Estudos desenvolvidos por Fu et al. (2015) comprovaram a eficacia da extratos do
pericarpo oriundos do Logan, uma fruta cultivada em paises tropicais e subtropicais,
também conhecido como “olho de dragdo” ou “lichia branca” ricos em proantocianidinas
na inibi¢io de o-amilase (ICso de 0,075 mg mL™'). Adicionalmente, alguns estudos
evidenciaram a presenca desses flavonoides em extratos oriundos da pele de amendoim,
0 que possibilita a investigacdo desses extratos frente a inibi¢ao dessas enzimas (DONG
et al.,, 2013; HO et al., 2019; OLDONI et al., 2016). At¢ o momento, poucos estudos
foram encontrados na literatura referente a avaliagdo de extratos do subproduto do

processamento do amendoim frente a inibi¢do dessas enzimas.

4.2.2 ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Caracterizada como uma doenca neurodegenerativa grave, cronica e progressiva,
a doenga de Alzheimer esta associada ao comprometimento da memoria e da cognicao,
podendo levar o individuo a morte, sendo o motivo mais comum de deméncia em
populagdes idosas (afetando principalmente apds os 65 anos de idade) (DEY et al., 2017).

A patogenicidade da doenga de Alzheimer ainda ndo foi completamente
elucidada, entretanto a hipotese colinérgica ¢ a teoria mais antiga e bem aceita entre os
pesquisadores. A hipotese colinérgica ¢ baseada no déficit do neurotransmissor, chamado

acetilcolina, o qual representa o substrato para a enzima acetilcolinesterase. Essa enzima
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¢ encontrada nas areas sinapticas do sistema nervoso central e periférico e nas membranas
dos globulos vermelhos e catalisam a hidrolise da acetilcolina em acetato e colina. A
abordagem terapéutica para a interrupcdo da hidrolise da acetilcolina pelas enzimas
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase se da pelo impedimento do ligamento do
substrato (acetilcolina) com as enzimas. A enzima acetilcolina ¢ responsavel por 80% da
hidrolise da acetilcolina em segundos ou milésimos de segundos, apos a sua liberagdo de
um neurdnio colinérgico pré-sindptico, enquanto a enzima butirilcolinesterase ¢
responsavel por 20%, geralmente atuando como co-reguladora da hidrélise da acetilcolina
(JING et al. 2019; KHAN et al. 2018). Ambas enzimas se diferem pela sua estrutura,
funcdo e localizagdo nos tecidos, atividade e sensibilidade a substancias quimicas, sendo
altamente evolutivas (PEREIRA et al., 2019). Segundo Belyaev et al. (2010) a falta de
acetilcolina no cérebro causa deposi¢ao de placas amiloides, levando a perda das fungdes
intelectuais, como problemas de comunicagdo e desorientagdo de tempo e espago, como

deméncia (geralmente em pessoas com idades mais avangadas).

Atualmente, o uso de farmacos, como fisostigmina, tacrina e donepezil (inibidores
sintéticos) sao altamente utilizados para a inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase. Todavia, a ingestdo desses medicamentos estdo diretamente
associados com diversos efeitos adversos, como toxicidade hepatica e complicagdes
gastrointestinais (KHAN et al., 2018). Com o proposito de eliminar os efeitos colaterais
causados por inibidores sintéticos, diversos extratos oriundos de fontes naturais estdo
sendo testados para avaliar seu potencial quanto a inibi¢ao das enzimas acetilcolinesterase
e butirilcolinesterase. Alguns estudos estdo sintetizados na Tabela 3, os quais
identificaram a presenca de compostos com atividade de inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase. Esses compostos também foram identificados em extratos oriundos
da pele de amendoim, como visto anteriormente, indicando uma possivel atividade de

inativacao dessa enzima (acetilcolinesterase).

Na Tabela 3 ¢ possivel observar a matéria prima utilizada para a extracdo, a
identificacdo dos compostos avaliados frente as atividades inibitdrias de acetilcolina.
Nenhum estudo relacionado a avaliagao da atividade inibitdria das enzimas acetilcolina
frente a extratos da pele de amendoim foi encontrado na literatura. E de extrema
importancia avaliar o potencial (in vitro e posteriormente in vivo) desses compostos, em
vista da diversa gama de compostos encontrados em diferentes extracdes dessa matéria

prima, disponibilizando novas fontes de extragdo desses compostos inibitorio e
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consequentemente levando a uma reutilizagdo de residuos e o contexto de uma economia

circular.

Tabela 3 - Matérias primas avaliadas frente a inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase.

Matéria
Prima

Composto

Concentracio
do extrato
avaliado

Resultados

Referencia

Alchemilla
vulgaris
(manto de
senhora)

Filipendula

ulmaria
(verme doce)

Proantocianidina’

3 mg mL"!

96,50%

98,30%

Neagu et al.
(2015)

Harpephyllum

"Folha: 0,12 mg mL"!
"Caule: 0,02 mg mL"!

caffrum

(ameixa sul-
africana) Moyo et al.

(2010)

Proantocianidina’ 0,5 mg mL"!
"Folha: 4,14 mg mL™!
"Caule: 0,47 mg mL"!

"Opérculo: 2,38 mg mL"!

Sclerocarya
birrea
(marula)

Buddleja
salviifolia
(artemisia)

Quercetina®|

"Folha: 66,80 pg mL"!

Pendota et al.
(2013)

Salvia
leriifolia

Terpeno®

1-0,25 mg mL™!

70,59 mg mL!

Loizzo et al.

(slvia) (2010)

Allium cepa
(casca de
cebola)

170% Etanol; 2100% Acetato de etila; 350% Metanol; * 20% Metanol; °100% n-hexano; °80% metanol;
"Valores expressos em ICso,
Fonte: Adaptado de Loizzo et al. (2010); Moyo et al. (2010); Neagu et al. (2015); Nile et al. (2018) e
Pendota et al. (2013)

70,5 - 82,3 pg mL"! Nile et al.

-1
5 mg mL (2018)

Quercetina®

Um crescente nimero de estudos mostraram que proantociadinas (extraidas de
semente de uvas) podem agir com um grande potencial terapéutico em doengas neuro
inflamatérias (doenga de Alzheimer) (UNUSAN, 2020). Esses compostos sao
comumente encontrados em extratos oriundos da pele de amendoim (APPELDOORN et
al., 2009; CAMARGQO et al., 2017; OLDONI et al., 2016; SARNOSKI et al., 2012),

tornando os extratos dessa matéria prima promissores para a inativagdo dessas enzimas.

Atualmente, alguns estudos de docking molecular estdo sendo utilizados para
avaliar, justificar e visualizar as possiveis ligacdes e interagdes de compostos com essa e
outras enzimas (por exemplo, a-amilase). Um estudo conduzido por Katalini¢ et al.
(2010) avaliaram a inibi¢ao das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase frente a

alguns flavonoides (galangina, kaempferol, quercetina, miricetina, fisetina, apigenina,
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luteolina e rutina). Todos os flavonoides avaliados apresentaram atividade in vitro de
inibicdo de ambas enzimas. Adicionalmente, estudos de docking foram realizados para
determinar e avaliar as interagdes entre os flavonoides selecionados e a enzima
butirilcolinesterase. Como resultado desse estudo, dez possiveis complexos
butirilcolinesterase-flavonoides com diferentes ligacdes entre o sitio ativo da enzima e o
composto foram apresentados. Esses estudos auxiliam a observacdo da ligagdo enzima-
substrato e facilitam a compreensao dos seus mecanismos. Bodoira et al. (2017)
identificou por UHPLC-MS a presenga de flavonoides, como quercetina e
proantocianidinas, compostos também com atividade enzimatica inibitdria, (Tabela 3) em
extratos obtidos da pele de amendoim, evidenciando a possibilidade desses extratos

atuarem na inibi¢cdo da enzima acetilcolina.

5 ESTADO DA ARTE

Como visto anteriormente, até o presente momento poucos héd estudos
relacionados com a extragdo de compostos de alto valor agregado do subproduto do
processamento do amendoim por meio de técnicas verdes de extragdo, sendo elas isoladas
ou integradas. Geralmente, esse subproduto ¢ descartado em aterros sanitarios ou
destinados para a alimentacdo animal. Entretanto, essa matéria prima é rica em compostos
que apresentam inimeros beneficios, com uma vasta aplicabilidade nas industrias
farmacéuticas e alimenticias.

Com relagdo a extragdo de compostos de alto valor agregado da pele de amendoim
por extragao supercritica (SFE) foram encontrados na literatura apenas trés trabalhos, com
os seguintes temas: (1) otimizar os efeitos dos pardmetros de extracdo (pressdo,
temperatura e vazao de etanol com cossolvente) visando a obtenc¢ao de extratos com altas
capacidades antioxidantes (PUTRA et al., 2018); (2) estudar e comparar o efeito do
tamanho de particula em extragdes com dioxido de carbono (com etanol como
cossolvente) e extracdo Soxhlet em termos de rendimento e atividade antioxidante
(PUTRA et al., 2018) e (3) comparar extragdes realizadas com dioxido de carbono (0 e
5% de etanol) supercritico e Soxhlet em termos de rendimento de fragdes lipidicas e

catequina (PUTRA et al., 2018).

Adicionalmente, Bodoira et al. (2017) avaliaram a viabilidade de processos a altas
pressoes, utilizando etanol e 4gua e suas misturas, para a obten¢do de extratos ricos em

compostos fenodlicos com capacidade antioxidante.
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Entretanto, os autores citados anteriormente ndo avaliaram a composi¢do de
acidos graxos (dos extratos apolares) e o potencial de inibi¢do enzimatica frente a enzimas
relacionadas a obesidade e Alzheimer. Além disso, nenhum trabalho foi encontrado no
levantamento realizado na literatura frente a um processo de biorrefino da matéria-prima.
Objeto de estudo muito selecionado atualmente, uma vez que com a aplicacdo desses
processos possibilita a obtencdo de diferentes produtos com alto valor agregado e

consequentemente, um esgotamento parcial/total da matéria prima.

Desta maneira, o presente trabalho utilizou diferentes técnicas de extragdo
(convencionais, ndo convencionais e com aplicagcdes integradas), com diferentes
solventes e temperaturas para a obtencao de extratos do subproduto do processamento do
amendoim (Arachis hypogea L.). Adicionalmente, o presente trabalho visou desenvolver
um processo de biorrefino da matéria prima (com o objetivo do esgotamento parcial/total)
e também verificar suas atividades antioxidantes e de inibi¢do enzimadtica para possiveis

aplicagdes nas industrias farmacéutica e alimentar.
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CAPITULO III

AVALIACAO DA INFLUENCIA DA TECNICA DE EXTRACAO NA
QUALIDADE DOS EXTRATOS DO SUBPRODUTO DO PROCESSAMENTO
AMENDOIM
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1 INTRODUCAO

As industrias de processamento de alimentos geram uma vasta quantidade de
residuos e subprodutos, os quais provocam impactos ambientais, muitas vezes
irreversiveis. Entretanto, esses residuos ou subprodutos podem se apresentar como uma
excelente fonte de compostos bioativos com relevantes potenciais de aplicacdo como para
na conservagdo de alimentos, como corantes, enriquecimento alimentar, além de
potencial para emprego em medicamentos € cosméticos, entre outros. Aliado com a
crescente demanda do consumidor por produtos naturais, industrias alimenticias e
farmacéuticas estdo cada vez estimulando a investigando de novas tecnologias para a
recuperagdo ¢ aplicacdo desses compostos ativos oriundos das mais diversas fontes de
produtos naturais.

Dentre os métodos de extracdao alternativos destacam-se as “extragdes verdes”,
dentre elas, extracdo supercritica (SFE), extracdo com liquidos pressurizados (PLE) e
com agua subcritica (SWE). Essas tecnologias sdo atraentes para a recuperagdo de
compostos bioativos por apresentarem um apelo favoravel ao meio ambiente.
Usualmente, essas tecnologias utilizam CO;, etanol, 4gua ou a misturas destes para a
recuperagdo de compostos bioativos oriundos de matérias primas vegetais com alto valor
agregado, sendo considerados uma boa alternativa para assegurar a obtencao de extratos

de alta qualidade.

Quando se trata de extrag¢do ¢ importante levar em conta os compostos de interesse
a serem extraidos, assim como a matéria-prima a ser tratada, para melhor explorar as
caracteristicas, as vantagens e as limitagdes de cada método. Fatores como, custos
envolvidos no processo de extracdo, tipo de aplicacdo do extrato, substancia alvo,
conteudo residual do solvente empregado, entre outros, podem ser levados em
consideracdo para a escolha de um método mais adequado. Desta forma, ¢ extremamente
importante ressaltar que a técnica empregada na extragdo de compostos de alto valor
agregado a partir de diferentes produtos naturais ¢ fundamental para definicdo da
qualidade do produto. A extracdo de bioativos por métodos convencionais como extragao
com solvente organico pode normalmente ser responsavel por degradacdo térmica, pela
contaminagdo com residuos de solvente do extrato final recuperado, ou ambos
(WIANOWSKA e GIL, 2019). Ainda, a grande competitividade na area de fitoterapicos

destaca a importancia do emprego de técnicas modernas de extracao.
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Tendo em vista o exposto, no presente capitulo objetivou-se avaliar a influéncia
de diferentes técnicas de extracdo, convencionais e nao-convencionais, ¢ de seus
parametros de processo (polaridade do solvente e temperatura de extragdo) com relagao
ao rendimento de extragdo e a qualidade dos extratos, particularmente com relagao ao teor
de compostos fendlicos, potencial antioxidante e de inibi¢do enzimatica, além da
composi¢ao quimica de extratos oriundos do subproduto do processamento do amendoim

(Arachis hypogea L.).

2 MATERIAL E METODOS

Nesta se¢do serdo relatados os materiais ¢ métodos utilizados para a extragdo de
compostos do subproduto do processamento do amendoim, sendo empregadas técnicas
em baixa e altas pressdes. Além disso, os métodos aplicados para a avaliacdo da
capacidade antioxidante e de inibicdo enzimatica dos extratos. Os ensaios de extragdo e
de avaliacdo da capacidade antioxidante foram realizados no Laboratorio de
Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC). As leituras de absorbancia dos
ensaios de compostos fenolicos e atividade antioxidante foram realizados no Laboratério
Multiusuario em Ensino de Biologia (LAMEB) do Departamento de Biologia. Ambos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os ensaios de avalia¢ao do potencial de
inibicdo enzimatica dos extratos foram realizados no Laboratorio de Pos-Graduagao em
Tecnologia de Alimentos (PPGTA) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR).

2.1  OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

O residuo oriundo do processamento do amendoim, composto majoritariamente
pela pele do amendoim, foi gentilmente cedido pela empresa Many — Industria e
Comercio de Doces Ltda — EPP localizada na cidade de Itajai — Santa Catarina. O residuo
cedido ¢ proveniente de amendoins do cultivar Runner, produzido no estado de Sao Paulo.
A matéria prima foi separada em pequenas porcdes (2 kg) e acondicionada em sacos de
polietileno e armazenada em congelador doméstico a -18 °C no LATESC/UFSC. A

Figura 12 ilustra a matéria prima utilizada no presente estudo.
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Figura 12 - Residuos do processamento do amendoim tipo Runner.

Fonte: Autor

2.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA
2.2.1 DETERMINACAO DO TAMANHO MEDIO DE PARTICULA

O didmetro médio de particula foi determinado mediante a separagdo com
agitacdo mecanica de 50 g de amostra da matéria prima, devidamente pesada em balanca
de 0,0001 g de precisdo (AY220, Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil) em peneiras padronizadas
da série Tyler de 16, 20, 25, 32 48 mesh (0,85; 0,71; 0,5; 0,3 ¢ 0,001 mm, respectivamente)
por 30 minutos. Com as fracdes retidas em cada peneira, calculou-se o didmetro médio

das particulas, conforme as Equagdes 1 e 2, propostas por Pessoa et al. (2015).

Equacao 1

Al = — Equacao 2

Sendo d o didmetro médio das particulas (mm), m; a massa de amostra retida na
peneira i (g), m, a massa total de amostra (g), d; o didmetro da peneira i (mm) e n, o
nimero de fragdes. As fragdes da matéria prima retidas em cada peneira sdo ilustradas no

Anexo I
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2.2.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade do residuo oriundo do processamento do amendoim foi
determinado conforme o método descrito pela AOAC (2012). Em uma balanca analitica
com 0,0001 g de precisdao (AY220, Shimadzu, Sao Paulo, Brasil) pesou-se cercade 3 g
de amostra em cadinho previamente tarado, seguido de aquecimento em estufa (E.L. 003,
Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil) a 105 °C por 6 horas. Apos esse periodo, os cadinhos
foram alocados em dessecador para o resfriamento e por fim, pesados. O percentual de
umidade foi determinado conforme a Equacdao 3. Repetiu-se as etapas descritas
anteriormente até a observacao do peso constante. O procedimento descrito anteriormente

foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

m .
% Umidade = —=2 x 100 Equagdo 3

Mjpjcial

Sendo, mg, 4 representa a massa final da amostra (g) € mjpjcia) @ massa inicial da amostra.

2.2.3 DETERMINACAO DA DENSIDADE ESPECIFICA REAL

A densidade especifica real (p,) foi determinada no Laboratorio de
Termodinamica e Extragdo Supercritica (LATESC) utilizando um picndmetro a gas hélio
(Micrometrics, AccuPyc II 1340, Sao Paulo/SP — Brasil), o qual segue o principio de
Arquimedes de deslocamento de fluidos. Essa técnica ¢ muito Util, juntamente com a
densidade aparente para o calculo do volume total dos poros e a porosidade de amostras
utilizadas em técnicas de extragdes. O picndometro ¢ composto por duas camaras. Uma ¢
utilizada para a inser¢do da amostra (de volume V.) e uma cdmara de referéncia (de
volume V;) conectada a um transdutor de pressdo. O uso do gés hélio ¢ preferivel pelo
fato do seu comportamento ideal. Devido a estrutura da sua molécula, os 4tomos de hélio
sdo capazes de penetrar nos pequenos poros do analito. Outro fato a ser considerado ¢ o
seu comportamento inerte, supondo-se que o gas ndo reaja com o analito, evitando assim
reacOes indesejaveis no decorrer da analise. Inicialmente, a amostra colocada na
respectiva camara € sujeita a um processo de limpeza que consiste em repetidas purgas
com hélio, para remog¢ao de impurezas e umidade que eventualmente possa conter. Depois
que todo o sistema ¢ levado a pressdo atmosférica, a camara de expansdo ¢ isolada pelo
fechamento da valvula de expansdao (operacdo realizada automaticamente pelo
equipamento). A camara da amostra ¢ preenchida com gas hélio até uma dada pressao

(P.), essa pressdo ¢ salva e a valvula que conecta as duas camaras ¢ aberta, permitindo
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obter uma pressdo de equilibrio entre as duas camaras (P.), essa pressao também ¢
registrada. A densidade aparente real da amostra e eventualmente a sua porosidade ¢ entao
determinada aplicando-se a lei dos gases ideais e aplicando a diferenca de volumes. A
relagdo entre o volume da amostra e o volume de referéncia ¢ dado pela Equacdo 4. E
valido ressaltar que a analise deve ser realizada a uma temperatura constante.
Ve
P

=5

Vamostra = Ve + Equacao 4

Uma vez determinado o volume da amostra (Vypmestra), O Software calcula a
densidade aparente real (p,) por meio da Equacao 5, a qual relaciona a massa da amostra
com seu volume médio (Vy). Para uma melhor precisao do resultado, o volume ¢

determinado 10 vezes, sendo o volume médio (V) a média das 10 repeticoes (MARKL

et al., 2018).

m

= W Equacao 5

Pr

A principal vantagem deste método estd na sua capacidade para medir apenas o

volume da amostra descontando o volume de todos os poros.

2.3 EXTRACAO SOXHLET

A extragdo Soxhlet (SOX) do residuo do processamento de amendoim foi
utilizada como representante dos métodos convencionais a baixa pressdo. Foi utilizado o
procedimento de acordo com o método 920.39 da AOAC (2005), utilizando hexano
(Neon, Brasil, 99% pureza), etanol (Dinamica, Brasil, 99,5% pureza), etanol/agua (70:30
v/v) e dgua como solventes. A Tabela 4 lista os valores de polaridade dos solventes

empregados.

Tabela 4 — indice de polaridade dos solventes utilizados na extragdo Soxhlet.

Solvente tindice de polaridade
Agua 9
Etanol 5,2

Hexano 0,0

'"Medida da capacidade de um determinado solvente interagir com solutos padrdes (solutos teste) de
caracteristicas polares, definido por Snyder (1974)
Fonte: Autor

Para cada extragdo foram utilizados 5 g de amostra, a qual foi acondicionada em

um cartucho de papel filtro. Na sequéncia adicionou-se 150 mL de solvente ao baldo e
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aqueceu-se até a temperatura de ebuli¢do, por meio de uma manta de aquecimento. Em
todas as extracdes manteve-se a razao de amostra e solvente 1:30 (m/v). O processo de
extracdo ocorreu de forma continua com velocidade de gotejamento de aproximadamente
4 a 5 gotas de solvente por segundo, durante 6 horas. Os extratos obtidos apds a extracao
Soxhlet passaram por um processo de elimina¢do de solvente, em um rotaecvaporador
(Fisatom, Mod. 801 e 802, S3ao Paulo/SP, Brasil) com aquecimento por banho
termostatico na temperatura de 45 °C (Mod. MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e
Repr. Ltda., Palhoga/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica,
Piracicaba/SP, Brasil). As temperaturas de evaporagdo foram ajustadas para valores
inferiores aos pontos de ebuli¢do dos solventes utilizados, a fim de evitar alteragdes do
extrato devido a aplicacdo de calor, € o vacuo ajustado em 650 mmHg. Apds a eliminagdo
do solvente, as amostras foram acondicionadas em frascos ambar e armazenadas em
freezer (Brastemp, Freezer 250, Modelo BVS25ABBNA) a -18 °C. As extracdes foram
conduzidas em triplicata e os resultados dos rendimentos foram expressos como média +
desvio padrao, conforme a Equagao 6.

m
Xo(%) = m—ex 100 Equacio 6

a

Sendo, mea massa de extrato (g) e m, a massa da amostra (base imida).

24  EXTRACOES NAO CONVENCIONAIS
2.4.1 EXTRACAO SUPERCRITICA (SFE)

No presente trabalho os ensaios foram conduzidos com CO: supercritico em
regime dindmico de extragdo supercritica, o qual caracteriza-se pela passagem continua
do CO: supercritico através da matriz solida. Esse regime foi empregado nos ensaios
cinéticos e na determinagdo do rendimento global de extragdo. Os ensaios foram
conduzidos em uma unidade de extracdo, disponivel no LATESC/UFSC, que opera em
pressdes de até 30 MPa e vazdo de solvente de até 2,2 kg h™'. Mazzutti et al. (2012)
detalham os principios de elaboragdo e da constru¢do do equipamento utilizado. A
estrutura da unidade de extracdo ¢ formada por um cilindro de CO, (White Martins,
Brasil, 99,9% de pureza), um banho termostitico de resfriamento (Microquimica,
MQBTZ99-20, SC, Brasil), programado para manter a temperatura inferior a 0°C,
garantindo que o CO» siga no estado liquido para a bomba de compressao (Maximator

MO111, Nordhausen, Alemanha) impedindo o efeito de cavitacdo. Além disso, possui
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também uma coluna de extragdo de 138,2 mL (20 mm de didmetro interno e 440 mm de
altura) de aco inoxidavel AISI 316, e encamisada para controle de temperatura pela
circulacdo de 4gua proveniente de um banho de aquecimento (Microquimica,
MQBMPO1, Palhoga — Brasil ou Microquimica, MQBTC99-20, SC, Brasil). A vazao de
CO2 ¢ controlada por valvulas do tipo agulha (HIP, modelo 10-11 NFA e modelo 10-11
NFA-REG, EUA). As valvulas sdo mantidas a uma temperatura superior a 60°C por um
banho termostatico (Fisatom, modelo 572, Sao Paulo/SP — Brasil). Por fim, a vazao de
CO; ¢ monitorada por um rotametro (Swagelok, modelo VAF-G4-1933-1-0, EUA). A
Figura 13 ilustra o diagrama da unidade, contemplando os equipamentos que a compdem,

bem como o fluxo de extracao.

Figura 13 - Diagrama ilustrativo da unidade de extracao supercritica

[ |

1 — Reservatoério de CO;; 2 — Mandémetro de entrada do CO»; 3 — Valvula de entrada do CO,; 4 — Banho de
resfriamento do CO,; 5 — Valvula reguladora de ar comprimido; 6 — Filtro; 7 — Bomba de CO»; 8 —
Mandmetro de entrada da coluna; 9 — Coluna de extragdo; 10 — Man6metro de saida da coluna; 11 — Valvula
macrométrica de saida de COz da coluna de extragdo; 12 — Valvula micrométrica de saida de CO» da coluna
de extracdo; 13 — Banho de aquecimento; 14 — Reservatdrio coletor de extrato; 15 — Rotametro.
Fonte: Autor

O processo de extragdo se inicia com o fechamento das valvulas 11 e 12, na
sequéncia o cilindro de CO> (Figura 13, 1) é aberto e aguarda-se a equalizacdo dos
mandmetros. A bomba (Figura 13, 7) entdo ¢ acionada e estabelece-se a pressdo de
operacdo desejada pela regulagem do ar comprimido que entra na bomba. Apos
estabelecida a pressdo desejada, as valvulas 11 e 12 (Figura 13) s@o abertas para
despressurizacdo do solvente e controle da vazdo de solvente, sendo essas condi¢des
mantidas até o final do experimento. O fluido supercritico passa pela coluna de extracao
(Figura 13, 9) sendo coletado em frasco ambar (Figura 13, 14). Os frascos foram

armazenados em freezer (Brastemp, Freezer 250, Modelo BVS25ABBNA) a -18°C.
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2.4.1.1 EXPERIMENTOS CINETICOS DE SFE

Estudos cinéticos da SFE foram desenvolvidos com o intuito de determinar o
tempo total de extragdo, necessario para estabelecer as condi¢cdes de processo para os
ensaios de determinagdo de rendimento da SFE. No presente estudo, aproximadamente
15 g de amostra, determinados em balanga analitica (AY220, Shimadzu, Sao Paulo,
Brasil) foram inseridos na coluna de extracdo (Figura 13, 9), o que permitiu a formagao
de um leito de particulas com altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator, essa
relagdo (altura/diametro) permite que a dispersao axial seja desprezada. Os extratos foram
coletados em frascos ambar, os quais foram pesados em balanga analitica (AY220,
Shimadzu, Sao Paulo, Brasil). Inicialmente os extratos foram coletados em um intervalo
de 5 minutos. Apos atingir 30 minutos, as coletas foram realizadas em intervalos de 10
minutos, até atingir 100 minutos. Na sequéncia, as amostras passaram a ser coletadas em
intervalos de 20 minutos, decorridos 210 minutos, quando o intervalo passou para 30
minutos, finalizado a extragdo em 360 minutos. A condicdo de operagdo utilizada para a
realizacdo dos ensaios cinéticos, 20 MPa, 40 °C e vazio de 1 kg de CO,h™! foi selecionada
de acordo com Ferro et al. (2019), considerando as limitagdes do equipamento ¢ as

condi¢des de temperatura e pressdo empregadas nos ensaios de rendimento (item 2.4.1.2).

O tempo de extragdo foi determinado a partir da curva global de extragao,
mediante a aplica¢do de regressdo linear em trés etapas (software Origin Pro 2019). Os
dados experimentais foram ajustados a trés retas, a partir de dois pontos de quebra,
propostos pelo modelo. As trés retas ajustadas representam as trés etapas da curva global

de extracdo, seus ajustes estdo representados nas Equacdes 7, 8 € 9.

Etapa constante de extragdo (CER), sendo t < t¢gg, representada pela primeira linha:
y=a;+ Kkt Equagio 7

Etapa decrescente de extracdo (FER), sendo tcgr <t < tggr, representada pelo

segundo segmento de reta:
y = a; + Ky tegr + Ky (t— tpgr) Equacdo 8

Etapa difusional (DC), sendo t > tggg , representada pelo terceiro e Gltimo segmento de

reta:
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y = a; + Ky tcgr + ky (tpgr — tcer) + K3 (t — tggr) Equagdo 9

sendo y (g) a massa acumulada em gramas; t (min) o tempo; a;(g) o coeficiente linear da
reta na etapa CER; ky, k, and k5 (g min™'), s3o os coeficientes angulares das retas das
etapas CER, FER e DC, respectivamente; tcgg (min) € o ponto relativo a primeira quebra
do modelo, em outras palavras, o tempo em que se encerra a etapa CER e se inicia a etapa
FER e tpgr (min) o ponto relativo a segunda quebra, ou seja, o tempo em que se encerra

a etapa FER e se inicia a etapa DC.

Com o modelo também foi possivel determinar a velocidade de transferéncia de
massa na etapa CER (Mcgr) e a concentragdo de soluto na fase solvente na etapa CER
(Ycer), determinada pela razao entre Mcgr € Qcoz. Os valores experimentais de massa de

extrato recolhidas em cada ponto do experimento estdo apresentados no Anexo III.

2.4.1.2 RENDIMENTO DE EXTRACAO (Xo)

O rendimento global de extracdo (Xo) ¢ definido como a quantidade de o6leo
extraivel presente em uma matriz sélida, referente a uma dada condic¢ao de extragdo. Nos
experimentos foram utilizados a mesma massa de matéria prima empregadas nos ensaios
de cinética de extracdo. A coluna de extragdo foi empacotada com 15 g de amostra
(matéria-prima), sendo que nas extremidades foram incluidas uma camada de 30 mL de
esferas de vidro e outra de algodao.

As extragdes foram realizadas em duplicata e o rendimento global (Xo) foi calculado
pela razdo da massa de extrato (m,) ¢ a massa de amostra (base umida) (m,) utilizada
para a formacao do leito, conforme e Equagao 10.

m
X0 (%) = m—ex 100 Equagcio 10

a

A massa de extrato obtida nos frascos foi medida em balang¢a analitica (AY220,
Shimadzu, Sao Paulo, Brasil) e armazenada a -18 °C (Brastemp, Freezer 250, Modelo

BVS25ABBNA) até a realizagdo dos ensaios posteriores.
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2.42 EXTRACAO COM FLUIDOS PRESSURIZADOS (PLE E SWE)

Os ensaios de extracdo com liquido pressurizado (PLE) e com 4gua subcritica
(SWE) foram realizados no método dinamico e tiveram por objetivo avaliar a qualidade
dos extratos obtidos em diferentes temperaturas e concentracdes de solventes, etanol
(Dindmica, Brasil, 99,5% pureza), 4gua e sua mistura na propor¢ao de 70:30 v/v. Também

foram realizados estudos cinéticos objetivando a determinacdo do tempo de extracao.

Os ensaios de PLE ¢ de SWE foram realizados em uma unidade de estacao

homemade (LATESC/UFSC), conforme ilustrado na Figura 14.

Figura 14 - Diagrama ilustrativo da unidade de extragdo com liquido pressurizado e
agua subcritica.

1 — Reservatorio de solvente; 2 — Bomba HPLC para solvente; 3 — Valvula de bloqueio, 4 — Mandmetro; 5
— Coluna de extrag@o; 6 — Banho de aquecimento; 7 — Valvula de bloqueio; 8 — Valvula back pressure; 9 —
Recipiente de coleta do extrato

Fonte: o Autor

2.4.2.1 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO:

As extragdes foram realizadas de acordo com Lasta et al. (2019) e Rodrigues et
al. (2019) com algumas modificagdes. Inicialmente a amostra foi empacotada no interior
da célula de extracao (ago inoxidavel AISI 316), na seguinte ordem de camadas: algodao,
esferas de vidro (~30 mL), algoddo, amostra (5 g) e por fim algoddo. As esferas de vidro
foram utilizadas a fim de evitar a formacdo de caminhos preferenciais. Em seguida, as
valvulas de bloqueio, Figura 14 (7 e 8), foram mantidas fechadas e o solvente bombeado
para a c€lula de extragdo encamisada, Figura 14 (5), a qual foi mantida na temperatura de
extragcdo por um banho termostatico, Figura 14 (6) (Microquimica, modelo MQBTZ 99-
20, Palhoca/SC - Brasil), operando com dgua. O solvente entdo foi bombeado através de
uma bomba de alta eficiéncia, Figura 14 (2) (Waters 515 HPLC, UK), até a pressao
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almejada. Ao atingir a pressdo de operacdo, procedeu-se a abertura das valvulas, Figura
14 (7 e 8), iniciando assim a contagem do tempo de extragdo, caracterizando-se o modo
dinamico, pela passagem continua do solvente pela célula de extracdo, solubilizando os
compostos ¢ os carregando através do sistema e coletados em frascos ambar. Por fim, os

extratos recolhidos passaram por etapas de separacdo do solvente.

2.4.2.2 EXPERIMENTOS CINETICOS

Previamente, um estudo cinético foi realizado com subproduto do processamento
do amendoim para determinar o tempo de extracdo. Anédlogo a cinética da SFE, foram
empregadas 5 g de amostra para empacotar a coluna de extracdo, conforme descrito na
secdo 2.4.2. Para PLE, a cinética foi determinada em 10 MPa, 80 °C e vazao de 3 mL de
etanol por minuto. Para SWE, a cinética de extragdo foi realizada em 10 MPa, 160 °C e
vazdo de 3 mL de dgua por minuto. Para PLE a coleta do soluto extraido foi realizada em
tempos pré-determinados, sendo, os 10 primeiros minutos, coletados em intervalos de 2
minutos, apos esse periodo, os frascos foram coletados de 3 em 3 minutos até¢ 61 minutos.
No caso da SWE os intervalos de coleta foram de 2 minutos, para os primeiros 10

minutos, depois de 3 minutos até¢ 31 minutos, € 5 minutos até 96 minutos de extragao.

Entdo, as amostras coletadas foram submetidas a remocao do solvente: para PLE,
por rotaevaporacdo (Fisaton Modelo 802, Sao Paulo/SP - Brasil) para a remog¢ado do
etanol, enquanto para SWE os extratos foram submetidos a liofilizagao (L101, Liotop,
Sao Carlos, Brasil). Os extratos foram entdo pesados e os valores foram utilizados
posteriormente para o calculo do rendimento.

O tempo de extragdo, para PLE e SWE foram determinados a partir das curvas
globais de extracdo, os resultados também foram submetidos a uma regressao linear por
partes, conforme descrito na secao 2.4.1.1. Os valores experimentais de massa de extrato

recolhidas em cada ponto do experimento também estdo apresentados no Anexo III.

2.4.2.3 RENDIMENTO DE EXTRACAO: PLE E SWE

Ensaios de PLE foram realizados em pressao constante de (10 MPa), temperatura
constante de (80 °C) e vazio de solvente (3 mL min™'), cujos pardmetros foram definidos
baseado em Lasta et al. (2019). A varidvel de processo considerada neste estudo foi o tipo
de solvente utilizado: etanol P.A, representando ensaio PLE1 e a mistura de etanol/agua

(70:30 v/v), ensaio PLE2. O emprego de dgua pressurizada como solvente (PLE com agua
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subcritica ou SWE) foi realizado na pressao de 10 MPa, 160 °C e 4gua destilada (100%),
previamente submetida a ultrassom por 15 minutos e filtrada, esse ensaio foi nomeado
como SWEI e cuja condigdo de processo foi definida baseado em Rodrigues et al. (2019).
Os extratos obtidos passaram por processo de eliminacao do solvente, o extrato PLE1
passou por evaporador rotativo (Fitason Modelo 802, Sdo Paulo/SP — Brasil); PLE2 foi
submetido ao evaporador rotativo (Fitason Modelo 802, Sao Paulo/SP - Brasil), seguido
de liofilizagao (L101, Liotop, Sao Carlos, Brasil). A amostra SWE1 foi submetida a
congelamento, seguido de liofilizagao (L101, Liotop, Sao Carlos, Brasil).

O rendimento dos ensaios PLE e SWE foram determinados de maneira andloga a
secdo 2.4.1.2. As extragdes foram realizadas em duplicata e os resultados expressos como

média + desvio padrao.

2.5  COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os extratos de casca de amendoim obtidos pelas diferentes técnicas e solventes de
extracdo foram avaliados em termos do teor de compostos fendlicos totais, capacidade
antioxidante (captura do radical DPPH, poder de redugdo do ion férrico -FRAP, método

do radical ABTS" e descoloragio do sistema B-caroteno/acido linoleico).

2.5.1 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

O teor de compostos fendlicos totais das amostras de extrato foi realizado por
meio do método Folin-Ciocalteu (SINGLETON e ROSSI, 1965; SINGLETON et al.,
1999).

Com o objetivo de construir uma curva analitica de acido galico P.A., preparou-
se uma solugdo padrdo de 4cido galico com concentragdo de 2 mg mL™! (10 mg de 4cido
gélico em 5 mL de 4gua). Em eppendorf de 1,5 mL foram diluidas aliquotas da solugdo
de 4cido gélico (2 mg mL™") para a obtencio de fragdes finais entre 1,8 — 0,031 mg mL™".
Em seguida preparou-se uma solucao padrao 20% (m/v) de carbonato de sodio (Dinamica,
Brasil, 99% pureza), 20 g de carbonato de sddio em 100 mL de dgua. Na sequéncia, as
amostras foram diluidas em 1 mL dos seus respectivos solventes, formando assim a
solug¢do mae do extrato. A reacdo de oxidacao foi realizada em eppendorfs de 1,5 mL (um
para cada amostra e um para o branco), nos quais foram adicionados 10 pL da solugdo de
extrato ou das solugdes de acido galico (para construgdo da curva analitica), para o branco
foi adicionado 10 puL do respectivo solvente utilizado em cada extragdo, 50 puL do

reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, USA, 99% pureza). Apos a agitacdo e
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repouso por 1 min, 150 uL da solugdo de carbonato de sddio (20% m/v) foi adicionado
ao eppendorf. Por fim, adicionou-se 190 puL de dgua em cada eppendorf, completando o
volume final de 1 mL. Apo6s nova agitacao, os eppendorfs foram colocados em repouso
por 2 horas, a temperatura ambiente ¢ ao abrigo da luz. Decorrido as 2 horas, 30 puL de
cada amostras foram pipetadas em microplacas (em triplicata) e submetidas a leitura em
espectrofotometro (Multileitora Infinite M2000 TECAN), localizado no Laboratério
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) no comprimento de 760 nm. A curva
analitica de acido galico foi representada por um grafico de absorbancia versus

concentragio de 4cido galico (mg mL™!) e est4 apresentada no Anexo IV.

Os valores de absorbancia média para cada tipo de extrato foram correlacionados
com uma curva analitica padrao através da substituicao dos valores de absorbancia média
obtidos para cada amostra na equacao da curva analitica e o teor de compostos fenolicos
totais (CFT) foram expressos em mg GAE g de extrato e mg GAE g de sélido seco

conforme a Equacao 11.

mgGAE GAE .
CFT ( ) = x 100 Equacgdo 11

8Extrato Extrato

Sendo, GAE representa o equivalente em acido galico, obtido pela curva analitica (mg
GAE L"), Cgytrato Tepresenta a concentracdo do extrato (mg xirato mL ) € X 0

rendimento de extracao (%).

2.5.2 METODO DE CAPTURA DO RADICAL DPPH

A capacidade antioxidante pelo método do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazina
(DPPH) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al.
(1995). Primeiramente os extratos do subproduto do processamento do amendoim foram
diluidos em eppendorfs nos seus respectivos solventes de extragdo (com concentragoes
finais entre 0,00125 a 0,02 mg mL™"). Na sequéncia, uma solugio estoque de DPPH (125
umol L) foi preparada adicionando-se 4,929 mg de DPPH (Sigma Aldrich, USA, 99,5%
pureza) em 100 mL de etanol e armazenada em frasco ambar. O meio reacional se deu
pela adi¢do de 50 pL de cada extrato com 250 uL da solu¢io de DPPH (125 pmol L)
em microplacas. Preparou-se para cada solvente utilizado um branco, adicionando-se 50
uL do solvente e 250 uL da solugdo de DPPH (125 pmol L). Decorridos 30 minutos de
reacdo ao abrigo da luz, as absorbancias foram medidas em espectrofotometro

(Multileitora Infinite M2000 TECAN), localizado no Laboratério Multiusuério de
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Estudos em Biologia (LAMEB) no comprimento de 517 nm. Os valores de absorbancia
encontrados foram correlacionados com a curva padrao de Trolox (Sigma Aldrich, USA,

97% pureza) de concentragdes entre 12,5 — 250 umol L', a qual se encontra no Anexo

IV.

O percentual de redugdo do radical DPPH foi obtido pela Equacdo 12 para cada
extrato (em triplicata), os resultados foram expressos em pmol TE g extrato e umol TE
g’ sélido seco.

Abs
% redugao = [1 — (M)] * 100 Equacado 12
AbSbramco

Sendo, Abs;mostra representa a absorbancia da amostra, Absyanco @ absorbancia do

branco.

2.5.3 METODO DE CAPTURA DO RADICAL ABTS

Para a determinagao da capacidade antioxidante pelo método de captura do radical
ABTS utilizou-se a metodologia descrita por Re et al. (1999). A solugdo ABTS" foi
preparada reagindo 7 mmol L' de uma solugio estoque de ABTS (Sigma Aldrich, USA,
>99% pureza) com 2,45 mmol L de uma solugdo de K2SOs, (Dinidmica, Brasil, 99%
pureza) ambos preparados com agua) por 16 horas ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente, para a estabilizacao do radical. Decorrido 16 horas, a solugdo ABTS foi diluida

em agua destilada até uma absorbancia de 0,75 (= 0,05) a 734 nm.

O Trolox (Sigma Aldrich, USA, 97% pureza) foi utilizado para a construgdo de
uma curva padrio (25 a 400 pmol L ') em etanol. A reacdo se deu pela adicdo de 20 pL
do extrato (previamente diluido em seu respectivo solvente) e 280 uL de ABTS" (em
triplicata), seguido da incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente e leitura em
espectrofotometro (Multileitora Infinite M2000 TECAN), localizado no Laboratério
Multiusuério de Estudos em Biologia (LAMEB) no comprimento de 734 nm. os
resultados foram expressos em pmol TE g! extrato e pmol TE g! s6lido seco. Os valores
de absorbancia encontrados foram correlacionados com a curva padrao de Trolox, a qual

se encontra no Anexo IV.
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2.5.4 METODO DE REDUCAO DO {ON FERRICO — FRAP

A identificagdo de compostos antioxidantes de ions férrico foi determinada através
da metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) e Herald et al. (2012). A metodologia
se deu inicialmente pelo preparo de 4 solucdes: (1) Solucao tampao de acetato de sodio
0,3 mol L™ (pH 3,6): formada por 1,87 g de acetato de sédio anidro (Exodo, Brasil, 99,8%
pureza), 16 mL de 4cido acético glacial (Sigma Aldrich, USA, 99,7% pureza) e agua; (2)
solugdio de 4cido cloridrico P.A.-A.C.S. (Synth , Brasil)(40 mmol L!): 3,31 mL de HCI
em 1 L de agua; (3) solugdo de cloreto férrico P.A (Synth, Brasil) (FeCl3.6H>O, 20 mmol
L1): 0,135 g de FeCl3.6H20 em 25 mL de 4gua e (4) solugdo TPTZ (Sigma Aldrich, USA,
99% pureza)- 2,4,6 — trifidril-s-tiazina 10 mmol L': 0,01927 g de TPTZ e 6 mL da

solugdo 2 (4cido cloridrico — 40 mmol L™).

Por fim, a solugao FRAP foi formada adicionando 60 mL da solugdo tampao de
acetato de sodio (solucdo 1) com 6 mL da solugdo de TPTZ (solugdo 4) e 6 ml da solugao

de cloreto férrico - FeCl3.6H20, 20 mmol L™ (solugio 3).

O meio reacional constituiu da adi¢do de 10 pL de cada amostra (previamente
diluida em seu respectivo solvente) e 290 uL da solugao FRAP. Para cada solvente foi
feito um branco (10 uL de cada solvente + 290 pL da solugdo FRAP). A reagdo se deu
em 30 minutos, ao abrigo da luz. Decorridos 30 minutos de rea¢cdo as microplacas foram
lidas em espectrofotdmetro (Multileitora Infinite M2000, TECAN) no comprimento de
onda de 593 nm. O Trolox (Sigma Aldrich, USA, 97% pureza) foi utilizado como
referéncia para a construcdo de uma curva padrao (Anexo IV). Os resultados foram

expressos os resultados em pmol TE g™! extrato e pmol TE g! sélido seco.

2.5.5 METODO DE DESCOLORACAO DO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO
LINOLEICO

O método da descoloracao do sistema P-caroteno/acido linoleico, aplicado para a
determinagdo da capacidade antioxidante dos extratos do subproduto do processamento

amendoim foram realizado de acordo com a metodologia descrita por Kang et al. (2006)

e Matthdus (2002).

A andlise se deu incialmente pela preparagdao da solucdo de extrato e pelas
emulsdes do B-caroteno/acido linoleico e do branco, conforme descritas a seguir: (1)
preparacdo da solugdo de extratos: 0,005 g de cada extrato dissolvidas em 3 mL do

respectivo solvente utilizado na extracdo (16,67 mg mL!), em tubos de ensaios; (2)
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emulsdo do B-caroteno: 0,0034 g de B-caroteno (Sigma Aldrich, USA, 95% pureza), 0,4g
de Tween 20 (Sigma Aldrich, USA), 44 uL de 4cido linoleico (Sigma Aldrich, USA, 99%
pureza), dissolvidos com 5 mL de cloroférmio em frasco ambar. Apds a solubilizagdo da
emulsdo o cloroformio P.A. (Synth, Brasil) foi evaporado em rotaevaporador (Fisatom,
Mod. 801, Sao Paulo/SP, Brasil). Por fim, 100 mL de dgua destilada foi adicionado ¢ a
solugdo homogeneizada; (3) emulsdo do branco: 0,4 g de Tween 20, 44 pL de éacido

linoleico e 100 mL de dgua destilada, em frasco ambar.

ApOs a preparacao das solugdes e em eppendorfs, adicionou-se 40 puL da solugdo
do extrato e 1 mL da emulsdo de B-caroteno e eppendorfs e em triplicata. Fez-se o mesmo
procedimento para o branco, adicionando-se 40 puL da solugdo do extrato e 1 mL da
emulsdo do branco (sem B-caroteno). Para o controle, adicionou-se 40 pL do respectivo
solvente e 1 mL da emulsdo do B-caroteno. Apos esse procedimento, realizou-se a leitura
em 470 nm (tempo 0) e alocou-se os eppendorfs em banho termostatico ao abrigo da luz
e a uma temperatura de 50°C por 2 horas. Decorridos 2 horas realizou-se novamente a
leitura em absorbancia de 470 nm (tempo 2). O percentual de atividade antioxidante foi

calculado pela Equagdo 13 e os resultados foram expressos como

Abs,_, — Abs,.
=2 =0 ) x 100] Equacdo 13

WAA=1— [(
Abscontrole t=2 " AbScontrole t=0

Onde: % AA: atividade antioxidante; Abs,_,: valor de absorbancia da amostra lido apds
2 horas de reac¢do; Abs;_,: absorbancia da amostra lida no tempo 0; AbScontrole t=2:
absorbancia do controle lida apoés decorrido 2 horas de reag¢do; AbScontrole t=0:

absorbancia do controle lido no tempo 0.

2.6. INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
A avaliagdo in vitro da inibicdo das enzimas o-amilase (salivar humana e
pancredtica suina), atividade da acetilcolinesterase dos extratos obtidos foram realizadas

na Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), campus Campo Mourdo.

2.6.1 AVALIACAO DA INIBICAO DA o-AMILASE

A determinagdo da inibigdo da a-amilase em termos de ICso (concentragdo de
extrato necessaria para causar inibicdo de 50% na atividade enzimatica) foi realizada
conforme metodologia descrita por Silva et al. (2014), com algumas modificagdes. A a-
amilase pancredtica suina (Tipo VI-B, >10 unidades mg™' de sélido, Sigma Aldrich) e a

63



o-amilase salivar humana (Tipo IXA, 87,5 unidades mg™! de s6lido, Sigma Aldrich) foram
solubilizadas em tampao fosfato (40 mmol L™}, Vetec, 99% pureza) e NaCl (13,4 mmol
L', Proquimicos, 99% pureza), pH 6,9. O amido de batata (Sigma Aldrich, USA) foi
utilizado como substrato (1% em agua). Os extratos do subproduto do processamento do
amendoim foram avaliados como inibidores nas concentragdes finais de 6000, 3000,
1500, 750 e 150 pg mL™! (solubilizados inicialmente em etanol P.A, com exce¢do da
amostra SWEI solubilizada em 4gua), sendo a reacgao iniciada pela adi¢ao da enzima.

A concentracio de enzima adicionada a cada sistema de reacdo foi de 74 U mL"!
para ambas as enzimas. A reacdo foi mantida por 15 minutos em um banho com
temperatura controlada a 37 °C. Os agticares redutores produzidos pela hidrolise de amido
foram mensurados pelo método do 4cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS, Inlab) em

comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959).

Para analise dos resultados foi utilizado o método de interpolacdo numérica com
a equacao de Stineman Wagon (1999) para calcular as concentragdes dos extratos que
foram capazes de inibir a atividade enzimatica em 50% (ICso). O software utilizado foi o

programa Scientist da MicroMath Scientific Software (Salt Lake City, UT, USA).

2.6.2 INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7 de enguia, Sigma Aldrich)
foi realizada conforme modificagcdes no método de Ellman et al. (1961). Em placa de 96
pocos, os seguintes reagentes foram pré-incubados durante 10 min a 25 °C: TFK (90 uL;
50 mmol L), 4gua destilada (45 ou 55 uL) e AChE (15 pL; 0.09 U mL""). Além disso,
foi adicionado ESC1, ESC2, PLE1, SOX1, SOX2, SOX3 e SOX4 (10 uL; 5 mg mL! em
etanol), PLE2 (10 pL; 0,5, 1, 2 ¢ 5 mg mL"! em etanol) e SWE1 (10 uL; 5 mg mL"! em
agua destilada). O controle foi incubado com etanol P.A. (10 uL) ou agua destilada (10
nL). Apds a incubagdo, foi adicionado DTNB (Sigma Aldrich, USA, 98% pureza) (20
uL; 0,2 mmol L) e iodeto de acetiltiocolina (Sigma Aldrich, USA, 99% pureza) (ASCh;
20 uL; 800 umol L). A absorbancia foi quantificada a 412 nm durante 4 minutos a cada
60 segundos utilizando espectrofotdmetro (Thermoplate TP-Reader). A concentragao que
inibiu 50% da atividade da AChE (ICsp) quando comparado com o controle foi

determinada por meio de regressdo nao-linear.
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2.7  PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Os extratos obtidos por extracao Soxhlet com hexano (SOX1) e os extratos obtidos
por extracao supercritica (SFE1 e SFE2) foram avaliados em termo de perfil de acidos
graxos por cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massa (CG-MS) de

acordo com a metodologia proposta por Shin et al. (2010), com modificacdes.

Inicialmente os extratos foram submetidos a um processo de metilagdao direta
proposta por O’Fallon et al., (2007). Em tubos falcon foram adicionados 0,5 g de cada
extrato, 0,7 mL de KOH (Sigma Aldrich, USA, 98% pureza) 10 N, 5,3 mL de metanol
P.A. e na sequéncia agitados. Os tubos foram incubados a 55 °C em banho maria ¢ em
estufa por 1,5 h (com agitacdo a cada 20 minutos). Em seguida, foram adicionados 0,58
mL de H>SO4 24 N (Sigma Aldrich, USA, 95% pureza) e os tubos foram novamente
incubados a 55 °C, com agitagdo a cada 20 minutos. Os tubos foram resfriados e
adicionou-se 3 mL de hexano P.A e sendo agitados em voértex por mais 5 minutos. Por
fim os tubos foram centrifugados por 5 minutos e os sobrenadantes recolhidos e

submetidos a analise de CG-MS

A identificagdo dos acidos graxos se deu em um cromatografo gasoso Agilent
7890A GC System, usando uma coluna Agilent 19091S-433HP-5MS (30 m x 250 pm x
0,25 pm). A coluna foi aquecida a 130 °C e mantida a essa temperatura, com rampa de 4

°C min™! até 240 °C, e mantida a essa temperatura por 15 min.

A identificacdo dos componentes dos Oleos essenciais foi realizada pela
comparacao dos tempos de retengdo dos picos observados nas amostras em relacao aos
padrdes disponiveis na biblioteca NIST 11 (National Institute of Standards and
Technology, USA). Os Acidos Graxos foram quantificados através do método da

normalizacdo das areas dos picos e os resultados foram expressos em percentual.

2.8  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento, teor de fenolicos, atividade antioxidante e atividade
enzimadtica foram reportados como média + desvio padrao. O teste de Tukey foi aplicado
a fim de identificar as diferengas significativas entre as médias. Adicionalmente, foi
realizada a anélise de correlacao de Pearson, com o intuito de compreender a inter-relacao

da atividade antioxidante dos extratos e o teor de compostos fenolicos (CFT) presente nos
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mesmos. As analises foram realizadas com uso do software Statistica 13, admitindo nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

Os valores de umidade, o didmetro médio de particulas e a massa especifica real
que caracterizam a matéria prima sao apresentados na Tabela 5. A imagem recuperada no
ensaio de tamanho de particula pode ser vista na Figura 22 do Anexo II. Estes parametros
sdao importantes para a padronizacdo e caracterizagdao do leito de extracdo e posterior

avaliagcdo dos mecanismos de transferéncia de massa envolvidos no sistema.

Tabela 5 - Parametros de caracterizacdo da matéria prima e do leito fixo de particulas.

Pariametro Resultados*
Umidade (% b. u.) 7,99 + 0,07
Didmetro médio de particula (mm) 0,39+0,11
Massa especifica real (g cm™) 1,29 £ 0,01

*Valores expressos por média = desvio padréo.
Fonte: Autor

De acordo com Arias et al. (2020), o tamanho de particula, € consequentemente a
massa especifica do solido, sdo parametros importante para a descricdo dos mecanismos
de transferéncia de massa do processo de extracdo. Os resultados encontrados para a
matéria prima utilizada no presente trabalho em relacdo ao didmetro médio de particula e

massa especifica real foram de 0,39 mm e 1,29 g cm™, respectivamente.

Putra et al. (2018) avaliaram o efeito do diametro de particula (300, 355, 425 e
500 um) no rendimento de extracdo e atividade antioxidante em pele de amendoim
utilizando extracdo ndo convencional (fluido supercritico com 5% de etanol como
cossolvente, 10 MPa e 40 °C) e convencional (Soxhlet, com hexano como solvente).
Particulas com diametro de 425 pm (valor proximo ao didmetro de particula encontrada
no presente trabalho) apresentaram um maior rendimento de extracdo, 15,53% e 36,28%
para extracdo com fluido supercritico e extragdo Soxhlet, respectivamente e também
apresentaram maior maiores atividades antioxidantes (determinado pelo método DPPH),

sendo 93,43% para fluido supercritico e 62,21% para extracdo Soxhlet.

De acordo com os dados da Tabela 5 observa-se a umidade final da matéria prima
de 7,99%, valor que se encontra na faixa recomendavel por Alves et al. (2019), de 3-10%,

ndo necessitando de uma etapa prévia de secagem. A umidade da matéria prima ¢ uma
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caracteristica importante, uma vez que o teor de dgua tem influéncia direta na extracdo da
fracdo lipidica presente na matéria prima, baixo teor de umidade facilita a extragdo da
fracdo lipidica por SFE, uma vez que a dgua presente na matéria prima pode atuar como
uma barreira, afetando diretamente a difusividade do solvente na matriz vegetal (LOPES

et al., 2020).

3.2  CINETICA DE EXTRACAO (SFE, PLE e SWE)

Estudos cinéticos foram realizados para definir o tempo de extracdo, mediante a
detecgdo das etapas CER, FER e DC. Para SFE a cinética foi determinada em 20 MPa,
40 °C e 1 kg COz h'l; para PLE e SWE foram empregadas as condi¢des de 10 MPa, 80
°C e etanol (100%) a 3 mL min™ e 10 MPa, 160 °C e 4gua (100%) a 3 mL min’!,

respectivamente.

Os parametros do modelo de regressao linear foram obtidos com o software Origin
Pro 2019. Os tempos de extracdo para os diferentes métodos estdo apresentados nas
Tabela 6 e 7 e as curvas cinéticas sdo apresentadas na Figura 15. De acordo com Ferro et
al. (2020), a determinagao do tempo de extragdao € importante para avaliar os viabilidade

econdmica do processo.

Tabela 6 - Parametros do modelo de regressdo linear por partes das extragdes a altas
pressoes: SFE, PLE e SWE.

Parimetros ESC PLE SWE

a1(g) -1,556 0,008 0,185

k1 (g/min) 0,029 0,103 0,059
tcer (min) 128 11 13

k2 (g/min) 0,006 0,015 0,016
trER (Min) 190 28 48

k3 (g/min) 0,001 0,003 0,060

R? 0,999 0,998 0,996

Fonte: Autor

Sovova (1994) apresentou uma abordagem para classificar as etapas cinéticas de
SFE, podendo ser adaptada para outras técnicas, como PLE e SWE. A cinética de extragao
a altas pressdes, segundo Sovova (1994), pode ser dividida em trés etapas, CER, FER e
DC. A etapa CER, relativa a etapa de velocidade constante de extragao foi estimada para
os intervalos (Tabela 7): de 0 — 128 min. para SFE; de 0 - 11 min para PLE e de 0 - 13
min para SWE. Como esperado, o rendimento da etapa CER 23,53%; 23,00% e 19,06%
para SFE, PLE e SWE, respectivamente. Estes valores equivalem a 86,3 %; 75,4% e 53%
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do total extraido em cada método, SFE, PLE e SWE, respectivamente. Esse fato ¢
justificado pela prevaléncia do fendomeno de convecgdo nesta etapa, ocorrendo a
recuperagdo do soluto de facil acesso (superficial). E possivel observar na Figura 15 (b)
uma coloragdo vermelha intensa para a cinética referente ao PLE e uma coloragao marrom
escura para a SWE na Figura 15 (c), isso ocorre porque ha soluto de facil acesso na
superficie da particula e o soluto facilmente recuperavel € extraido em até 11 e 13 minutos
para PLE e SWE, respectivamente (SOVOVA, 1994).

Na sequéncia etapa FER o processo combina mecanismos de convecgao (a matéria
prima ainda possui uma parte do soluto livre na superficie), com difusdo (pela exaustdo
de parte do soluto “livre” na area superficial da particula, permitindo que o solvente
penetre na particula para solubilizar o soluto de seu interior). Na etapa final (DC),
controlada pela difusdo, assume-se que todo o soluto superficial esgotou e apenas a
difusdo controla os mecanismos de transferéncia de massa. Particulas maiores, intactas
ao processo de pré-tratamento matéria prima (moagem), ainda apresentam seus
compostos de interesse em seu interior, dificultando a extracao destes e diminuindo a taxa
de extracao. Esse fenomeno pode ser observado pela diminui¢ao da inclinagao da reta que
representa a etapa FER na Figura 15 e também pelo decaimento das coloragdes vermelha,
Figura 15 (b) e marrom, Figura 15 (c). Essa etapa no presente trabalho foi estimada nos
intervalos de tempo 128-190, 11-28 e 13-48 min para SFE, PLE e SWE, respectivamente.
Nessa etapa hd uma diminui¢do consideravel do rendimento de extracdo, sendo 2,40%
(SFE), 5,40% (PLE) e 0,57% (SWE). Por fim, acontece a etapa difusional (DC), ao
término da extragdo do soluto de facil acesso, a extracdo ¢ dominada pelo fendmeno
difusivo. E evidente que ao término da etapa CER a coloragio do extrato recolhido
apresenta-se nitidamente com uma colora¢do bem clara para a PLE, como visto na Figura

15 (b) e uma coloracdo marrom clara para SWE, Figura 15 (c).

Com base nos rendimentos observados, o tempo de extragao foi determinado no
tempo correspondente ao segundo ponto da etapa DC, garantindo assim que a extragao
esteja na fase decrescente. Para SFE, o tempo foi definido como 270 min, para alcangar
97,90% do rendimento total. Para PLE com etanol o tempo foi definido em 40 minutos,
relativo a 97,10% do rendimento total. Para SWE o tempo de 80 minutos foi definido

para alcangar 95,73% do rendimento total.

Bodoira et al. (2017) otimizaram por meio de um planejamento experimental Box-

Behnken a extracdo de compostos fenolicos da pele de amendoim utilizando como
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solvente uma mistura de etanol/agua (60,5:39,5 v/v) a 200 °C e uma vazao de 7 g/min,
estudos cinéticos do ponto 6timo mostraram uma alta taxa de extracdo de compostos
fenolicos (94,42%) nos primeiros 30 minutos de extragdo, corroborando com o resultado

do presente trabalho.
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Tabela 7 - ParAmetros cinéticos de extra¢io do residuo do processamento do amendoim com SFE a 20 MPa, 40 °C e 1 kg de CO> h'!, PLE a 10
MPa, 80 °C e 1 mL de etanol min"' e SWE a 10 MPa, 160 °C e 1 mL de 4gua min™..

Parametros

Extracao

Extracao com

Extracio com agua

supercritica (SFE) pressul:?zl:ll((li: (PLE) subcritica (SWE)
CER® FER! DCe CER® FER' DCs CER® FERf DCs
t (min)* 0-128 128-190 190-360 0-11 11-28 28-61 0-13 13-48 48-96
m (g)° 3,53 0,36 0,20 1,15 0,27 0,11 0,95 0,57 0,28
Xo (%)¢ 23,53 2,40 1,33 23,00 5,40 2,16 19,06 11,30 5,50
Y (g 6leo/g CO2)¢ 1,74.1073 3,60.10% 6,00.10° 6,18.1073 9,00.10+ 1,80.10* 3,54.1073 9,60.10 4,20.10*
Tempo de extracio 270 min 40 min 80 min

*Duragio da etapa ®Massa de extrato ¢ Rendimento ¢ Concentrag¢io do soluto no solvente ¢ Etapa de extragdo constante f Etapa de extracdo decrescente ¢ Etapa difusional

Fonte: Autor

Figura 15 - Curva cinética para as extracdes ndo convencionais (a) SFE 4 20 MPa, 40 °C e 1 kg de CO2h™ e (b) PLE a 10 MPa, 80 °C e 1 mL de
etanol min''; (¢) SWE a 10 MPa, 160 °C e 1 mL de 4gua min™' com o decaimento da coloracdo do extrato no decorrer do tempo.
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3.3  RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO (Xo)
Os resultados referentes ao rendimento global de extragao obtidos pelos diferentes
métodos para o residuo do processamento do amendoim (Arachis hypogea L.), bem como

os parametro empregados em cada técnica, sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Rendimento global (Xo) obtidos por extragdes Soxhlet e ndo convencionais
(SFE, PLE e SWE) obtidos por diferentes solventes e em diferentes condi¢des de pressio,
temperatura.

Extrato Parametros de extraciao iﬁRerz:)i/il)nento
SOX1 "Hex 37,65*+ 0,04
SOX2 2EtOH 35,30°+ 0,38
SOX3 2EtOH/*H,0 (70:30 v/v) 19,6254+ 0,50
SOX4 *H,O 12,944+ 1,19
SFE1 4C0O,,20 MPa, 40 °C 26,115 + 0,74
SFE2 4C0O,, 20 MPa, 50 °C 20,94%4 + 1,30
PLE1 2EtOH, 10 MPa, 80 °C 29,75%0 + 4,82
PLE2 2EtOH:*H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 16,974+ 0,34
SWE1 SH>0, 10 MPa, 160 °C 37,632+ 3,18

'Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; SH,O: Agua; “CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrio ‘Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey.

Fonte: Autor

Dentre os métodos convencionais a baixa pressdo, a extra¢do Soxhlet € o método
mais comumente empregado (HELENO et al., 2016). E evidente pela analise da Tabela
8 que o maior rendimento verificado na extragdo Soxhlet foi com a utilizagdo com o
hexano como solvente (37,65%), seguido do etanol (35,30%), etanol/dgua (70:30 v/v)
(19,62%) e por fim da agua (12,940%).

Em geral, extragdes Soxhlet apresentam maiores rendimentos devido a
caracteristicas como, as altas temperaturas, reciclagem do solvente, interacdes
soluto/solvente e o maior intervalo de tempo de processo, no método Soxhlet, contribuem
para a maior solubilizacdo de componentes da matéria prima. Além disso, como o
processo ¢ realizado a temperatura de ebuli¢ao do solvente, altas temperaturas de ebuli¢do
reduzem a tensdo superficial e a viscosidade do solvente, aumentando a solubiliza¢dao do
soluto, aliado com a solubilidade de diferentes compostos na matéria, sendo, por essa
razao, conhecido como um método de extracdo semi-seletivo (DIAS et al., 2019; FERRO

et al.; 2019).
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Também ¢ evidente, pela anélise da Tabela 8, que o método SFE apresentou altos
rendimentos, apresentando valores de 26,11% e 20,94%, para SFE1 e SFE2
respectivamente. Os rendimentos obtidos com Soxhlet (com hexano) e com extragao
supercritica ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Com isso, ¢ valido
lembrar que enquanto a extragdo Soxhlet ocorre durante 6 horas com posterior separagao
do solvente, a extracdo supercritica fornece extratos com rendimentos estatisticamente
iguais em 270 minutos de extra¢dao, nao necessita etapas subsequentes de eliminacao do

solvente.

O curto de tempo de extracdo estd diretamente interligado com a reducdo do
consumo de energia e consequentemente um menor custo de processo. Entretanto
diversos parametros devem ser levados em consideracao na avaliacdo da viabilidade
econdmica do processo de extragdo supercritica. Dentre os mais relevantes, pode-se citar
os investimentos iniciais, tempo de operagdo, custo com a mao de obra, umidade da
matéria prima e consequentemente os custos referentes a secagem da matéria prima,
pressdes e temperaturas de processo, custo com solvente entre outros (COMIM et al.,

2010).

Outra vantagem se diz respeito a utilizagdo de um solvente verde (CO2) nas
extragdes supercritica, enquanto que na extracdo Soxhlet utiliza-se um solvente toxico
(hexano). Adicionalmente, a temperatura critica do CO2 (31,1 °C) ¢ menor em relagdo a
temperatura de ebuli¢do do hexano (69 °C), evitando assim a decomposi¢cdo de compostos

termossensiveis (HERRERO et al., 2013).

Os altos rendimentos obtidos nas técnicas Soxhlet com hexano e SFE pode ser
justificado pelo fato de que a matéria-prima do presente trabalho apresenta, além da pele
do amendoim, pequenas partes quebradas da semente, pois representa um residuo de
processamento industrial, com pequenos fragmentos e pé de amendoim (Figura 22,
Anexo III), com alto teor de matéria lipidica (acidos graxos) sendo facilmente
solubilizaveis em hexano e CO> supercritico, o que conferiu para estes ensaios, os altos

rendimentos.

Os resultados PLE com etanol e etanol/dgua, a 10 MPa e 80 °C possibilitaram
rendimentos de 29,746% e de 16,974%, respectivamente (Tabela 8). Apesar de alcoois,
como etanol, serem comumente utilizados para extragdo de compostos fenolicos, o etanol

¢ considerado um solvente ndo seletivo, recuperando uma vasta gama de compostos
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(muitas vezes indesejaveis), dificultando as etapas adjacentes, como quantificacio e
purificacdo, quando o objetivo é recuperar compostos polares, como compostos fendlicos
(MARTINS etal., 2014). Além disso, extragao Soxhlet e extracao PLE (etanol/agua 70:30
v/v) ndo apresentaram diferengas significativas quanto ao rendimento, sendo PLE uma
alternativa de extracdo mais ecologica e ambientalmente amigdvel, uma vez que o tempo
de processo ¢ significativamente menor (40 minutos) quando comparado a extragdo

Soxhlet (6 horas).

Em relagao as técnicas de extracao realizadas com dgua como solvente, a realizada
com agua subcritica (37,63%) apresentou rendimento superior a realizada com a extragao
Soxhlet (12,94%). Extragdes com adgua pura podem prover extratos com alto conteudo de
acidos organicos, agtcares hidrossoliveis (como, pectinas, mucilagens, gomas e
hemicelulose) e proteinas, além de compostos fen6licos (MOKRANI e MADANI, 2016).
E importante ressaltar que as extragdes com agua subcritica foram realizadas em um
intervalo de tempo de 80 minutos, enquanto extragdes Soxhlet levaram 6 horas. O curto
de tempo de extragcdo, bem como os altos rendimentos e a seletividade desse método sao
fatores que afetam positivamente a viabilidade economica do processo (VEGGI et al.,

2014) .

Putra et al. (2018) realizaram um estudo comparativo entre métodos de extragdes
convencionais (Soxhlet) e ndo convencional (SFE) em termos de rendimento de matéria
lipidica e catequina. Os extratos obtidos com SFE a 30 MPa, 70 °C e vazdo de CO> de 3
mL min! e 5% de etanol como cossolvente apresentaram um maior rendimento de
15,53% com um teor de catequina de 139,92 pg de catequina g'! de amostra.
Comparativamente, extragdo Soxhlet com n-hexano apresentaram um maior rendimento
(36,28% com etanol, 32,81% com 4gua e 16,25% com n-hexano), entretanto,
apresentaram um baixo contetdos de catequina, sendo 31,79, 42,47 pg de catequina g!
de amostra para as extracoes com etanol e agua. Extracdes com n-hexano ndo

apresentaram conteudo significativo de catequina.

Além de fatores relacionados a extragdo (como solvente, temperatura, pressao,
tempo de extracdo entre outros) outros fatores podem influenciar no rendimento de
extracdo. Van Ha et al. (2007) avaliaram a composi¢do de extratos obtidos de trés
diferentes amostras de pele de amendoim do tipo Virginia cultivados na China. Os
extratos foram obtidos sequencialmente por maceracdo (24 h para cada solvente), com os

seguintes solventes, hexano, acetato de etila e metanol. Os extratos obtidos por metanol
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apresentaram maiores rendimentos (25,06 a 30,42%), seguido dos extratos lipidicos,
obtidos com hexano (7,00 a 11,09%) e por fim os extratos oriundos da extracdo com
acetato de etila (4,08 a 5,77%). Resultado distinto aos resultados obtidos no presente
trabalho, o qual pode ser justificado pelos diferentes solos dos cultivares de amendoim, a
variedade (tipo Runner analisado no presente trabalho e Virginia avaliado pelo autor) e
também pela etapa de retirada da fragdo lipidica, como uma etapa antecessora da extragao

de compostos fenolicos, com solventes polares (como metanol e acetato de etila).

Assim como a utilizagdo do etanol como solvente de extracao facilita a extragcao
de compostos fenodlicos, alguns estudos também evidenciam a sua capacidade de
recuperar compostos apolares, aumentando assim o rendimento de extracdo. Ribeiro et
al. (2020) utilizaram etanol pressurizado (15 MPa, 35 °C e 1 mL min™') para a obtengio
de extragdo ricos em compostos fenolicos (8,54 mg acido galico g™! extrato) da polpa do
suco de maracuja com alta capacidade antioxidante. Dentre os compostos fenolicos
encontrados, os que se apresentaram em maior quantidade foram, quercetina, naringenina
e acido gélico. Por outro lado, estudos desenvolvido por Okiyama et al. (2019)
evidenciaram a eficiéncia da utilizagdo do etanol na recuperagdo de compostos lipidicos,
como acido linolénico, com alto valor agregado, em subprodutos do processamento do

cacau (casca) utilizando liquido pressurizado (60, 75 € 90 °C e 10 MPa).

Por fim, ¢é possivel a utilizacdo de diferentes solventes (puros ou em misturas) para
a recuperacao de diferentes compostos, tal fato estd diretamente ligado ao aumento da
polaridade do solvente. Na extragdo com hexano e CO; supercritico ¢ possivel a
recuperacdao de compostos apolares (como gorduras), com o aumento da polaridade do
solvente, etanol ou misturas etanol/agua ¢ possivel a recuperagdo de compostos de
polaridade média, como gorduras e compostos polares e por fim extracdes com agua,

levam a recuperagdo de agtcares hidrossoluveis, proteinas e até compostos fenolicos.

3.4  AVALIACAO DA QUALIDADE DOS EXTRATOS
3.4.1 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificagdo dos compostos fenolicos totais dos extratos obtidos a partir do
subproduto do processamento do amendoim foi avaliada de acordo com o método de
Folin-Ciocalteu, para as extragdes Soxhlet, SFE, PLE e SWE, conforme descrito no item
2.5.1. Os resultados estao presentes na Tabela 9 e a curva analitica de acido gélico,

utilizada para o calculo dos compostos fendlicos totais encontra-se no Anexo III.
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Tabela 9 - Compostos fenodlicos totais (CFT) dos extratos do subproduto do
processamento do amendoim por métodos a baixa e alta pressoes.

Extratos Parametros de extracio (mg éﬁAC]f ;;_1 ext) (mg 5(}61511;21 5)
SOX1 'Hex 1,097+ 0,01 0,455+ 0,01
SOX2 2EtOH 58,804+ 0,54 22,56+ 0,21
SOX3 2EtOH/*H;0 (70:30 v/v) 77,17+ 0,67 16,459+ 0,14
SOX4 *H,O 86,000 + 2,05 12,09°+ 0,29
SFE1 4C0,, 20 MPa, 40 °C 1,61f+ 0,10 0,468+ 0,03
SFE2 4C0O,, 20 MPa, 50 °C 1,945+ 0,03 0,448+ 0,01
PLE1 2EtOH, 10 MPa, 80 °C 24,61°+ 0,04 7,96 0,01
PLE2 2EtOH:3H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 109,52% +£ 2,37 20,20¢ + 0,44
SWEI 3H,0, 10 MPa, 160 °C 84,47°+ 2,83 34,54+ 1,16

"Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,0: Agua; *CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrio SLetras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey; ext: extrato; ss: sélido seco.

Fonte: Autor

Os valores de CFT dos extratos do subproduto do processamento do amendoim
variaram entre 0,45 a 34,54 mg GAE g ss. Os extratos obtidos a altas pressdes que
apresentaram os melhores resultados foram os obtidos por SWE na condi¢ao de 10 MPa
e 160 °C (SWE1), com 34,54 mg GAE g ss e PLE na condi¢do de 10 MPa, 80 °C e
etanol/agua (70:30 v/v) como solvente (PLE2), com 20,20 mg GAE g ss.

Compostos fenolicos sdo constituidos por um diversificado grupo de metabolitos
secundarios encontrados em diversas plantas. De modo geral, compostos fenolicos sdo
caracterizados como polares, sendo constituidos por um ou mais anéis aromaticos,
conjugados a uma ou mais hidroxilas (JIMENEZ-LOPEZ et al., 2021), e por isso sao mais
facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade. Tal fato pode ser confirmado
pelo maior teor de compostos fenodlicos em extragdes que utilizaram solventes de média
e alta polaridade (SOX2, SOX3, PLE2 e SWE1), como etanol, etanol/dgua (70:30 v/v) e
agua. Os extratos obtidos na extracdo Soxhlet com hexano e extracdo supercritica
apresentaram baixos teores de compostos fenolicos, sendo a extragdo supercritica
realizada a 20 MPa e 40 °C (SFE1) a que obteve o maior teor de compostos fendlicos
(0,46 mg GAE g! ss.). A baixa concentracdio de compostos fendlicos e os alto
rendimentos de extracdo ao utilizar solventes apolares (hexano e CO2) comprovam a alta
concentracao de lipideos, provavelmente com alta concentragdao de gorduras insaturados

(6leo de amendoim) presentes na matéria prima. A recuperagdo dessa fracao ¢ de extrema
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importancia para futuras reincorporagdes em produtos alimentares (como fontes de 4cidos
graxos), enriquecendo-os, e auxiliando assim uma economia circular em industrias de

processamento do amendoim.

Em geral, extragdes a altas pressdes apresentaram valores de CFT maiores em
relacdo as extracdes Soxhlet para o subproduto do processamento do amendoim, com
excecdo das extragOes realizadas com etanol como solvente, onde a extragdao Soxhlet
apresentou valor significativamente maior que o PLE. O etanol ¢ um dos solventes mais
utilizados na extra¢ao de compostos fendlicos com capacidade antioxidante, devido a sua
polaridade média (MEKAM et al., 2019). Embora a extragcdo Soxhlet ocorra em
temperaturas elevadas por um longo tempo, que podem degradar os compostos fenolicos,
¢ possivel que altas temperaturas aliadas ao reciclo do solvente tenha possibilitado a

extracdo de uma quantidade maior de compostos fenolicos.

A maior concentracdo de compostos fendlicos se deu ao utilizar 4gua subcritica a
10 MPa e 160 °C, obtendo 34,54 mg GAE g! ss. Bodoira et al. (2017) otimizaram através
de um planejamento experimental Box-Benhken a influéncia dos parametros de processo
(temperatura, vazdo e a concentracdo do cossolvente etanol) na concentracao de
compostos fendlicos e outras variaveis respostas em extragdes com liquido pressurizado
da pele do amendoim previamente desengordurada com hexano. Ao utilizar 180 °C, 3 mL
de 4gua min™! e 7 MPa, os autores obtiveram uma concentra¢io de 57,49 mg GAE g! de
pele de amendoim desengordurada. Valor préximo ao encontrado no presente trabalho
sem a etapa prévia de retirada das fracOes oleosas, para extragdo com agua subcritica
(34,54 mg GAE g''ss). Adicionalmente, a concentragdo maxima de compostos fendlicos
(136,09 mg GAE g! de pele de amendoim desengordurada) encontradas pelos autores foi

obtida a 220 °C, 7 mL min™' e 7 MPa e utilizando etanol/agua (60,5%) como solvente.

Wang et al. (2007) avaliaram o teor de compostos fenolicos em extratos oriundos
da pele de amendoim, as quais foram desengorduradas com n-hexano e na sequéncia
submetidas a duas extragdes por maceracao dindmica com uma mistura de etanol/agua
(50:50 v/v) como solvente por 2 x 12 horas (duas extragdes consecutivas) em temperatura
ambiente e na auséncia de luz. Os autores encontraram valor de 97 mg GAE g™! de pele
de amendoim desengordurada, valor superior ao encontrado no presente trabalho para
extragdes com etanol/agua (70:30 v/v). O pré-tratamento da matéria prima (extragdo da
gordura com n-hexano) e a auséncia de temperatura elevada podem justificar a

discrepancia dos resultados obtidos pelos autores com o encontrado no presente trabalho.
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A matéria gordurosa (37,646 %) presente na matéria prima pode atuar como uma barreira
ao contato do solvente com os compostos fenolicos, diminuindo assim a sua recuperagao.
Além disso, a degradagao dos compostos fenolicos termossensiveis, pela exposi¢ao a
altas temperaturas, podem ter sido um fator coadjuvante para o baixo teor de compostos

fenodlico presentes nos extratos.

3.4.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
3.4.2.1 METODO DE CAPTURA DO RADICAL DPPH

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos do subproduto do
processamento do amendoim determinados pelo método de captura do 1,1-difenil-2-
picrilidrazina (DPPH) e expressos em pmolTE g extrato e pmolTE g™! sélido seco sdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Potencial antioxidante dos extratos do subproduto do amendoim (Arachis
hypogea L.) avaliada pelo método DPPH.

Extratos Parametros de extracio 5’6DPPEI 5’6DPPI__II
(umolTE g ext) (umolTE g’ ss)
SOX1 'Hex 2,32¢+0,17 0,957+ 0,07
SOX2 2EtOH 152,17°+ 0,93 58,38+ 0,36
SOX3 2EtOH/*H;0 (70:30 v/v) 280,70° + 0,83 59,85*+ 0,18
SOX4 *H>O 133,45+ 0,67 18,774+ 0,09
SFE1 4C0,, 20 MPa, 40 °C 1,958+ 0,11 0,557+ 0,03
SFE2 4CO3, 20 MPa, 50 °C 2,848 £ 0,35 0,51+ 0,06
PLEI 2EtOH, 10 MPa, 80 °C 23,197+ 0,75 7,50°+ 0,24
PLE2 2EtOH:*H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 319,122 44,62 58,87*0 + 0,85
SWEI *H,0, 10 MPa, 160 °C 138,324+ 0,87 56,57°+ 0,36

"Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,0: Agua; *CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrio ®Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey; ext: extrato; ss: s6lido seco.

Fonte: Autor

Fenois e polifenodis sdo excelentes antioxidantes, os quais reagem com DPPH,
doando atomos de hidrogénio e estabilizando o radical. A atividade antioxidante ¢
diretamente proporcional ao conteudo de fenolicos totais (CHEN et al., 2020). Sendo
possivel observar que as maiores atividades antioxidantes, extratos SOX3 (59,85 umolTE
gl ss) e PLE2 (58,87 umolTE g™! ss), também apresentaram altos contetidos de fendlicos
totais (Tabela 10), SOX3 (16,45 mg GAE g ss) e PLE2 (20,20 mg GAE g'! ss), estas por

sua vez obtidas com o mesmo solvente (etanol/agua 70:30 v/v). O extrato obtido com
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PLE com etanol/agua (70:30 v/v) ndo apresentou diferenga significativa comparado com
os extratos Soxhlet com o mesmo solvente. Adicionalmente, menores potenciais
antioxidante foram apresentadas pelos extratos apolares, SFE2 (0,51 umolTE g ss) e
SFE1 (0,55 umolTE g ss) ambos com baixas concentragdes de compostos fendlicos
(0,44 e 0,46 mg GAE g’ ss, respectivamente), e também pela amostra SOX1, obtida com

o solvente apolar hexano.

A eficacia antioxidante dos compostos fenolicos pode ser explicada por dois
fatores: (1) nimero de atomos de hidroxilas livres; (2) a posicdo desses atomos na
molécula. Em geral, polifen6is com estruturas orto e para apresentam uma maior
atividade antioxidante, devido a sua maior habilidade de doar os atomos de hidrogénio ¢
formar estruturas do tipo quinona que sdo estabilizadas por ressonincia (BODOIRA et

al., 2017).

Este fato pode ser observado no estudo conduzido por Bansode et al. (2014), os
quais identificaram por UHPLC—qTOF MS compostos fendlicos, com pelo menos duas
hidroxilas na posi¢cdo orto, em extratos da pele de amendoim. Dentre os compostos
encontrados pode-se citar, catequina, cianidina, cianidina3-O-glucosideo, Cianidina 3-
soforosideo, epi catequina, fisetina, genisteina, hesperetina, procianidinas A2, B1, B2,
quercetina e rutina, justificando assim, a alta atividade antioxidante em extratos polares

do subproduto do amendoim.

Franco et al. (2018) avaliaram a influéncia de parametros de extracdo (tempo,
temperatura ¢ % de etanol) na recuperagdao de compostos antioxidantes da pele de
amendoim visando a substituicdo de antioxidantes sintéticos em 6leos de soja. Os autores
alcangaram uma redu¢do do radical DPPH de 96,14%, para amostras obtidas por
macera¢do dindmica, (com posterior filtracao e liofilizagdo) realizado em 38,2 °C, com
83,8% etanol e 120 minutos de extragdo. Vale ressaltar que a matéria prima dos autores
ndo era um subproduto industrial. Os amendoins foram descascados manualmente, ndo
obtendo resquicios de amendoim, como a matéria utilizada no presente trabalho. O extrato
da pele de amendoim (em diferentes concentragdes) promoveu um retardo na oxidagao
lipidica em 6leo de soja, sendo uma sendo uma alternativa natural e viavel (de mesma

qualidade) a conservantes sintéticos.

Fatores como, temperatura de extracdo, tempo e purificagdo podem influenciar

positivamente nos resultados de atividade antioxidante. Usualmente, as altas pressoes e
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temperaturas, acarretam na extracao de outros compostos (como proteinas e carboidratos)
aos quais, os compostos fenolicos podem se ligar, diminuindo assim, sua capacidade
antioxidante. Neste caso, a purificagdo dos extratos pode aumentar a capacidade
antioxidante dos mesmos. Como exemplo, Chang et al. (2020) obtiveram extratos da pele
do amendoim, previamente desengordurados com éter de petroleo, por maceragao (30°C
por 5 horas) utilizando como solvente uma mistura de etanol/dgua (70:30 v/v). Em
seguida, os extratos foram purificados em uma resina AB-8 com etanol nas concentragdes
20 e 40% (v/v). Os extratos apresentaram atividade antioxidantes de 7,29 mmol TE g™ de
extrato (7.290 pmol TE g!' de extrato), resultado superior ao encontrado no presente

trabalho.

3.4.2.2 METODO DE REDUCAO DO RADICAL ABTS
Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados da atividade antioxidante para o
método ABTS, dos extratos do subproduto do processamento do amendoim, expressos

em equivalente ao Trolox, pmolTE g™! extrato e pmolTE g! solido seco.

Tabela 11 - Potencial antioxidante dos extratos do subproduto do amendoim (Arachis
hypogea L.) avaliada pelo método ABTS.

Extratos Parametros de extracio S’GABT_SI MABTS_]
(nmol TE g™ ext) (nmol TE g™ ss)

SOX1 'Hex 3,774+ 0,16 1,54+ 0,067
SOX2 2EtOH 58,08°+ 1,15 22,289+ 0,44
SOX3 2EtOH/*H;0 (70:30 v/v) 695,62* £ 19,67 148,312+ 4,19
SOX4 *H>O 286,434 +2,66 40,28°+0,37

SFE1 4C0O,,20 MPa, 40 °C 1,768+ 0,16 0,50t £ 0,046
SFE2 4CO3, 20 MPa, 50 °C 2,098 £ 0,03 0,487+ 0,01

PLEI 2EtOH, 10 MPa, 80°C 35,737+ 0,82 11,55+ 0,27
PLE2 2EtOH:*H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 542,43° 49,09 100,06° + 1,68
SWEI *H,0, 10 MPa, 160 °C 360,17+ 7,13 147,294 +2,92

"Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,0: Agua; *CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrio ®Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey; ext: extrato; ss: solido seco.
Fonte: Autor
O método do radical ABTS ¢ comumente utilizado para avaliar o poder
antioxidante de compostos de diferentes carateres, como compostos hidrofilicos e
lipofilicos. Os extratos obtidos por Soxhlet (SOX3) com etanol/agua (70:30 v/v) e com

agua subcritica (SWE1) apresentaram os melhores resultados de atividade antioxidante

79



pelo método do radical ABTS, 148,31 e 147,29 umol TE g'! ss, respectivamente, e nio
diferiram significativamente entre si. Estes resultados demonstram claramente a afinidade
de compostos com atividade antioxidante presentes no subproduto do processamento do
amendoim com solventes de polaridade intermediaria a alta. Comportamento similar foi
observado por Sun et al. (2015) ao avaliar o efeito da concentragdo de etanol em extragdes
por ultrassom de propolis (por Apis mellifera L.). Extratos obtidos com 75% de etanol
apresentaram um menor ICso (520 pg mL™") para o método de captura do radical ABTS.
Tal fato pode estar diretamente relacionado com a recuperagao de compostos de
diferentes polaridades com alta capacidade antioxidante, devido a polaridade da mistura
de solventes.

Camargo et al. (2015) encontraram atividade antioxidante de 483,4 pmol TE g’!
ss para a pele de amendoim pelo método de captura do radical ABTS, valor superior ao
encontrados no presente trabalho (méximo de 148,31 pmol TE g ss). E valido ressaltar
os diferentes parametros adotados pelo autor influenciaram significativamente aos
valores de atividade antioxidante. Para a obtencao dos extratos, os autores realizaram uma
etapa previa de retirada das fragdes lipofilicas (com hexano 1:5, p/v) da matéria prima,
na sequencia realizaram uma extragdo com uma mistura de acetona/agua (70:30 v/v) &
30°C por 20 minutos, seguidos por cinco extragdes com éter etilico/acetato de etila (1:1

v/V).

O extrato obtido através da extracdo com agua subcritica apresentou capacidade
antioxidante superior (147,29 umol TE g'! ss) a extracdo Soxhlet (40,28 pmol TE g! ss)
com o mesmo solvente (dgua). Nile et al. (2019) observaram um comportamento similar
ao comparar extragdes com agua subcritica e extragdes a baixas pressdes para a obtengdo
de extratos com alta capacidade antioxidante de Withania somnifera L. (ou cereja de
inverno). Extragdes com maceracdo (36,84%), Soxhlet (40,33%) e extragdo assistida por
micro-ondas (55,67%) apresentaram atividade antioxidante determinada pelo método do
radical ABTS (%) relativamente menores a extragdo com agua subcritica a 160°C e 10

MPa por 20 min (78,98%).

Usualmente, altas temperaturas aliadas a altas pressdes causam um impacto
positivo na atividade antioxidante, devido a mudancas nas propriedades da agua
(decréscimo da constante dielétrica, diminuicdo da viscosidade e tensdo superficial),
aumentando assim a transferéncia de massa na fase solida da matéria prima (VLADIC et

al., 2017). Adicionalmente, o aumento da atividade antioxidante de extratos aquosos
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obtidos a altas temperaturas podem estar relacionados, em partes, a reagdo de oxirredugao
de compostos presentes na matéria prima, como a formagao de melanoidinas, pela reagdo

de maillard entre aminodacidos e agucares redutores (VERGARA-SALINAS et al., 2012).

3.4.2.3 METODO DE REDUCAO DO {ON FERRICO - FRAP

Além dos métodos de redugdo do radical DPPH e ABTS, também foi utilizado o
método de redugao do ion férrico (FRAP). Os resultados referentes ao método FRAP
estdo apresentados na Tabela 12 e seus resultados expressos em pmol TE g extrato e

umol TE g! sélido seco.

Tabela 12 - Potencial antioxidante dos extratos do subproduto do amendoim (Arachis
hypogea L.) avaliada pelo método de reducdo do ion férrico - FRAP.

Extratos Parametros de extracio S’GFRAE 5’6FRA1:
(umol TE g ext) (umol TE g ss)
SOX1 'Hex 4,43°£ 0,05 1,81+ 0,02
SOX2 2EtOH 108,24°+ 4,11 41,52+ 1,58
SOX3 2EtOH/*H0 (70:30 v/v) 97,36°+ 0,92 20,764+ 0,20
SOX4 *H,O 300,05% + 9,64 42,20°+ 1,36
SFE1 4C0O,, 20 MPa, 40 °C 1,39+ 0,17 0,40t £ 0,05
SFE2 4CO3, 20 MPa, 50 °C 1,10°+ 0,03 0,25+ 0,01
PLEI 2EtOH, 10 MPa, 80 °C 44,179+ 2,65 14,28°+ 0,86
PLE2 2EtOH:*H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 185,16° = 2,58 34,16°+ 0,48
SWELI ’H,0, 10 MPa, 160 °C 305,53+ 14,05 124,942+ 5,75

'Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,O: Agua; “CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrio ®Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey; ext: extrato; ss: s6lido seco.

Fonte: Autor

Pela analise dos resultados obtidos para a atividade antioxidante referente a
redugdo do ion férrico (FRAP) pela Tabela 12 ¢é possivel observar uma tendéncia entre
todos os métodos antioxidantes, em que os extratos obtidos com etanol/agua (70:30 v/v)
e dgua, como solventes, apresentaram resultados promissores para atividade antioxidante
dos extratos do subproduto do processamento do amendoim. Particularmente nas analises
antioxidantes do método FRAP, o extrato SOX2 (41,52 umol TE g™! ss) apresentou maior
atividade antioxidante em relagdo aos extratos SOX3 (20,76 umol TE g ss) e PLE2
(34,16 pmol TE g™! ss). Em contrapartida, os extratos SOX1, SFE1 e SFE2 apresentaram
as menores atividades antioxidantes, 1,81, 0,40 e 0,25 pmol TE g'1 ss, respectivamente,

estando em consonancia ao observado nos métodos ja abordados (DPPH e ABTS).
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Munekata, et al. (2016) avaliaram o poder antioxidante de extratos da pele de
amendoim obtidos por ultrassom (15 minutos) seguido de centrifugagdo, filtragcdo e
remogao do solvente com uma mistura de etanol/agua (80:20 v/v) a 60 °C pelo método
FRAP para possiveis incorporagdo em hamburgueres de ovelha visando o prolongamento
da vida de prateleira dos mesmos. Os autores obtiveram um resultado de 26,6 pumol TE
gl ss, resultado préximo ao encontrado com extragdo Soxhlet e inferior ao obtido por
extracdo com liquido pressurizado. A incorporacao desses extratos em hamburgueres de
ovelha se mostrou promissor, com propriedades superiores ao antioxidante sintético BHT,
apresentando atividades antimicrobianas e antioxidantes (oxidagdo lipidica e proteica),

tendo como consequéncia o aumento da vida de prateleira do produto.

Nitidamente, extragdes realizadas com 4gua subcritica apresentaram valores
discrepantes, quando comparados com os outros extratos. Como ja citado, os maiores
valores de capacidade antioxidante da extragdo da agua subcritica podem ser justificados
devido a ocorréncia de reagdes (reagdes de maillard, caramelizagdo e termoxidacgdo) a alta
temperatura de extracdo (160 °C) e a formag¢do de novos compostos antioxidantes

(NKURUNZIZA et al., 2019).

Shem-Tov et al. (2012) avaliaram a relacdo entre a atividade antioxidante pelo
método de reducdo do radical FRAP e a cor da pele do amendoim de 22 linhagens. Os
extratos foram obtidos por maceracgao (3 dias) com acetona/agua (50:50 v/v) e os valores
variaram de 1,3 a 52 pmol TE g'! de pele de amendoim. Extratos do cultivar tipo Runner
(o mesmo avaliado no presente trabalho) apresentaram valores de 32 pmol TE g de
matéria prima, valor superior ao obtido no presente trabalho para SOX3 (20,757 pmol TE
gl ss) e inferior ao PLE2 (34,157 umol TE g'! ss). Os autores concluiram que a atividade
antioxidante estd diretamente relaciona ao teor de compostos fenolicos e flavonoides,

esses por sua vez correlacionados com a composigao do solo de cultivo.

3.4.2.4 METODO DE DESCOLORACAO DO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO
LINOLEICO

Os valores de atividade antioxidante (AA%) dos extratos obtidos do subproduto
do processamento do amendoim pelo método de descoloracio do sistema J3-
caroteno/acido linoleico (ap6s 120 minutos de reagdo) estao apresentados na Tabela 13.

O composto sintético BHT foi utilizado para comparagdo dos resultados.
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Tabela 13 - Potencial antioxidante dos extratos do subproduto do amendoim (Arachis
hypogea L.) avaliada pelo método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido linoleico.

Extratos Parametros de extra¢io LSAA (%)
SOX1 '"Hex 25,187+ 5,72
SOX2 2EtOH 59,200 £ 235
SOX3 2E{OH/*H,0 (70:30 v/v) 39,95¢ + 0,99
SOX4 *H,O 66,98%° + 0,01
SFE1 *C0O3,20 MPa, 40 °C 15,758+ 1,02
SFE2 4C0O,, 20 MPa, 50 °C 20,265%¢ + 0,86
PLE1 2EtOH, 10 MPa, 80 °C 44.,49%¢ + 1,02
PLE2 2EtOH:*H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 66,7120+ 1,52
SWE1 *H,0, 10 MPa, 160 °C 52,50%4 + 3,25
BHT - 76,032+ 0,77

'Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,O: Agua; “CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrdo ®Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey; ext: extrato; ss: s6lido seco.

Fonte: Autor

A atividade antioxidante dos extratos variou entre valores de 15,75 a 66,98%,
sendo o maior valor obtido por extracdo Soxhlet com agua como solvente, valor
estatisticamente igual ao obtido com liquido pressurizado utilizando a mistura etanol/agua
(70:30 v/v) como solvente (66,71 %). Braga et al. (2016) encontraram valores proximos
(55,12%) ao presente trabalho ao extrair compostos fenolicos da pele de amendoim por
ultrassom com uma mistura de etanol/agua (80:20 v/v). Através da Tabela 13 € possivel
observar que as atividades antioxidantes dos extratos SOX4 e PLE2 sdo estatisticamente
iguais ao antioxidante sintético BHT (composto lipofilico). Esse fato sugere que os
extratos do subproduto do processamento do amendoim podem atuar como composto
antioxidante em emulsdes (4gua-0leo), substituindo outros antioxidantes sintéticos.

Comparativamente as extracdes Soxhlet apresentaram maiores valores de
atividade antioxidante em relacdo aos métodos a alta pressdes para o presente método,
com exceg¢ao do extrato PLE2 (66,71%), o qual se apresentou estatisticamente maior ao
extrato SOX3 (39,95%), ambos obtidos com uma mistura de etanol/agua (70:30 v/v)

como solvente.

Em geral, os extratos obtidos por extragdo Soxhlet (com hexano, SOX1) e
extracdo supercritica (SFE1 e SFE2) apresentaram baixa atividade antioxidante, tal fato
pode ser explicado pela caracteristica apolar do solvente, ao qual ndo favorece a

solubilizagdo de compostos fendlicos (polaridade intermediaria a alta), sendo seus
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extratos pobres nesses compostos, o que pode explicar o baixo potencial antioxidante
desses extratos. Comportamento similar foi averiguado por Mazzutti et al. (2018) ao
avaliar o potencial antioxidante pelo método de descoloragdo do sistema -caroteno/acido
linoleico de extratos oriundos da casca graos de cacau, onde os extratos obtidos por
extragdes supercritica (variando parametros de pressao e temperatura) apresentaram baixa
capacidade antioxidante (variando de 15 a 26%) em comparagdo aos extratos obtidos por

extragcdo com etanol pressurizado (49%).

Christman et al. (2018) avaliaram uma rota para incorporagdo de extratos da pele
do amendoim encapsulados pela técnica de spray dryer (com maltodextrina, 10,5% p/p)
em revestimentos doces para cobertura de amendoim (50/35/15 sucrose, mel e agua
destilada p/p/p). Os extratos foram obtidos por maceragao dindmica com uma mistura de
etanol/agua (70:30 v/v). Ensaios de capacidade antioxidante pelo método de descoloragdo
do sistema B-caroteno/acido linoleico evidenciaram que os extratos puros de pele de
amendoim apresentaram potencial de capacidade antioxidante de 68,65%, valor proximo
ao encontrado no presente trabalho para o método PLE com etanol/agua 70:30 (v/v).
Adicionalmente os amendoins revestidos pelos extratos encapsulados resultaram em um
aumento significativo de atividade antioxidante (de 2,57 para 35,62%) comparado ao
controle (amendoins revestidos com a cobertura sem o extrato). Por fim, ensaios
sensoriais comprovaram que a adigdo dos extratos encapsulados na concentracdo de
12,8% (p/p) ndo influenciaram as caracteristicas sensoriais do produto, sendo assim,
extratos da pele de amendoim (um subproduto subestimado), surge como uma alternativa
vidvel a outros compostos antioxidantes sintéticos, enriquecendo o conceito de
biorrefinaria e a incorporagdo do mesmo em uma economia circular na industria de

processamento do amendoim.

3.43 COEFICIENTE DE CORRELACAO DE PEARSON (r)

O coeficiente de correlagdo de Pearson ¢ usado para expressar a forga entre duas
variaveis continuas que sao relacionadas umas com a outra. Nesse sentido, o coeficiente
de correlacao de Pearson (1) foi aplicado como forma de identificagdo de correlagdo entre
a quantificacio do teor de compostos fendlicos totais (mg GAE g™ ss) e os valores de
capacidade antioxidante para os métodos DPPH, ABTS, FRAP (umol TE g! ss) e p-
caroteno (%AA). Os valores de correlacdo entre o CFT e os métodos de capacidade

antioxidante sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Coeficientes de correlagdo de Pearson entre os pardmetros de capacidade
antioxidante e o teor de fendlicos totais.

TPC (mg GAE g''ss)
r

DPPH (umol TE g! ss) 0,897
ABTS (umol TE g ss) 0,830
FRAP (umol TE g! ss) 0,838

p-caroteno (%) 0,879

Todas as correlagdes foram estaticamente significativas a 5%.
Fonte: Autor

De acordo com a Tabela 14, verificou-se altos valores de coeficiente de correlagcao
de Pearson entre os valores de capacidade antioxidante para todos os métodos, sendo o
método de captura do radical DPPH o método com maior correlacao (0,897). A magnitude
desses valores indica uma forte correlagdo entre essas variaveis. Resultados semelhantes
foram observados por More (2021) ao encontrar correlagdes positivas entre o teor de
compostos fenodlicos totais e capacidade antioxidante, determinada pelo método de

captura do radical ABTS (0,788) em extratos obtidos por ultrassom da casca de roma.

Forte correlagdo também foi encontrado entre o teor de fendlicos totais e
capacidade antioxidante pelo método de descoloracdo do sistema P-caroteno/acido
linoleico (0,879), esse resultado corrobora com o encontrado por Dias et al. (2019) para
extratos obtidos por extracao supercritica e por ultrassom da semente de umbu (Spondias

tuberosa) ao relacionar os mesmos ensaios (0,967).

Em relagdo a extratos obtidos através da pele de amendoim (Arachis hypogea L.),
Nepote et al. (2005) otimizaram a extragdo de compostos fendlicos alterando parametros
como, a % etanol, tamanho de particula, diferente razdes de solvente/pele de amendoim
(v/p) e tempo de extragdo e métodos de extracdes convencionais (maceragao € maceragao
dindmica). Os ensaios apresentaram uma forte correlacao (0,78) entre a capacidade

antioxidante (% de inibi¢do), a quantidade de compostos fendlicos.

De fato, alguns extratos obtidos por métodos ndo convencionais de extragdo
também mostraram forte correlagdo entre a capacidade antioxidante e o teor de compostos
fendlicos totais, dentre eles pode-se citar, extratos de flores de Tilia L., obtidos por
extragdo com CO; supercritico com 10% de etanol como cossolvente (PIECZYKOLAN
et al., 2019), extratos da casca de maracuja (Passiflora eduli sp.) por extragdo com

misturas de etanol/dgua pressurizadas (VIGANO et al., 2016) e extratos de Orostachys
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Jjaponicus (planta também conhecida como pinheiro manso) obtidas por extragdo com
agua subcritica (KO et al., 2020). As correlacdes altamente significativas obtidas no
presente trabalho suportam a hipotese de que os compostos fendlicos contribuem

significativamente para a capacidade antioxidante total dos extratos obtidos.

3.4.4 INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

3.4.4.1 AVALIACAO in vitro DA INIBICAO DAS ENZIMAS a-AMILASE SALIVAR
HUMANA E PANCREATICA SUINA

A atividade de inibicdo de a-amilase salivar humana e pancreatica suina foi
avaliada e os resultados de ICso (mg mL ') estdo apresentados na Tabela 15. Em relagio
a enzima de a-amilase pancreatica suina, observou-se menores valores de ICso para os
extratos de polaridade média SOX2 (etanol 100%), PLE2 (etanol/agua 70:30 v/v) com
valores de 1,58 mg mL! e 1,52 mg mL"!, e para o extrato apolar SFEI (1,65 mg mL™),
nao diferindo estatisticamente os seus valores entre si. Em contrapartida, os extratos
PLE1, SFE2 e SOX3 apresentaram os maiores valores de ICs sendo, 4,80 mg mL™!, 3,21
mg mL'e 2,92mg mL".

E valido observar os valores obtidos com 0 mesmo solvente em diferentes técnicas
de extracdo, por exemplo, o extrato obtido com uma mistura etanol/agua (70:30 v/v)
pressurizado, PLE2, apresentou ICso menor em relacdo ao obtido na extracdo
convencional Soxhlet com o mesmo solvente, SOX3. Esse resultado comprova a melhor
seletividade dos compostos (obtidos a altas pressdes) que apresentam atividade inibitoria
para as enzimas em questdo. Resultado semelhante foi observado por Hsieh-Lo et al.
(2020) ao avaliar a inibicdo da o-amilase pancredtica suina de extratos ricos em
antocianinas da casca de feijao preto obtidos por métodos convencionais (maceragao
dindmica) e ndo convencionais (SFE e PLE). Os autores justificam os menores valores de
ICso nas técnicas ndo convencionais devido as altas pressdes alcangadas nessas técnicas,

aumentando a seletividade e a recuperagao de um maior perfil de compostos fendlicos.

Em relagdo a inibi¢do da enzima a-amilase salivar humana observou-se um menor
valor de ICso para os extratos SOX3 e PLE2 (0,74 e 0,95 mg mL™), ambos com a
utilizagdo do mesmo solvente. De fato, os resultados ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, enquanto na extragdo Soxhlet (ndo convencional) o tempo de
extracdo ¢ de 6 horas, na extracdo com liquido pressurizado ¢ de apenas 40 minutos,

levando a um menor consumo de solvente e energia de processo, justificando a extragdo
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com liquido pressurizado como o melhor método de extragdo de compostos inibitorios de

enzimas hidrolizantes.

Pela analise da Tabela 15, também ¢ possivel observar que a extragdo com agua
subcritica apresentou inibigdo da enzima o-amilase salivar humana, enquanto o seu
respectivo método de extragdo convencional (SOX4) ndo apresentou inibi¢do. Como ja
dito anteriormente, altas pressdes e elevadas temperaturas aumentam a seletividade dos
processos de extracdo nao convencionais. O longo periodo de extragdo pode ter
ocasionado a degradacdo dos compostos responsaveis pela inibicdo da enzima
(procianidinas e proantocianidinas), ou entdo esses compostos podem ndo ter sido
extraidos pelo método a baixa pressdo, devido ao seu baixo grau de seletividade (NILE
et al., 2018). Um estudo desenvolvido por Dhanani et al. (2017) mostra que ha grande
variagdo e significativas diferencas na composi¢do de extratos obtidos por diferentes

técnicas de extragdo, como agua subcritica e extragdo Soxhlet.

Tabela 15 - Valores de concentragdo de extratos para a inibi¢ao de 50% da atividade das
o-amilases (ICso, mg mL ™).

56g-amilase 56g-amilase

Extratos Parametros de extracio pancreatica salivar
ICso [mg mL™!]

SOX1 "Hex 2,11+ 0,02 1,13%¢ 40,03
SOX2 2EtOH 1,584+ 0,87 1,67%¢+ 0,34
SOX3 2EtOH/*H,0 (70:30 v/v) 2,92¢+ 0,24 0,74°+ 0,37
SOX4 *H,O - -

SFE1 4C02,20 MPa, 40 °C 1,65¢£0,12 2,38*+0,33
SFE2 4C0O,, 20 MPa, 50 °C 3,21°+£ 0,17 1,822+ 0,27
PLE1 2EtOH, 10 MPa, 80 °C 4,80°+£ 0,16 1,30%4 + 0,87
PLE2 2EtOH:*H,0 (70:30 v/v), 10 MPa, 80 °C 1,524+ 0,06 0,95%¢ £ 0,89
SWE1 *H>0, 10 MPa, 160 °C - 1,66% £+ 0,16

"Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,0: Agua; *CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrio ®Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) para o
Teste de Tukey

Fonte: Autor

A inibi¢do das enzimas a-amilases ¢ um dos alvos terapéuticos utilizados para
retardar a digestdo de oligossacarideos em monossacarideos, absorviveis no intestino
delgado, resultando na reducdo da hiperglicemia pos-prandial, como abordado
anteriormente. Compostos fendlicos, como acidos fendlicos e flavonoides sdo compostos
presentes no reino vegetal aos quais podem se ligar covalentemente a a-amilase, alterando

sua atividade, devido a capacidade de formagao de quinonas ou lactonas que reagem com
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grupos nucleofilicos das enzimas (OYEDEMI et al., 2017). Especificamente, para
flavonoides, a existéncia de hidroxilas nas posicdes 5, 6 € 7 do anel A e na posi¢ao 4’ do
anel B sdo capazes de aumentar a capacidade inibitéria desempenham um papel
importante na formacao de ligagdes de hidrogénio com o sitio ativo da enzima (DAI et

al., 2018).

Para melhor entender e avaliar as interagdes entre os polifendis e as enzimas
hidrolisantes estudos recentes tém utilizado o docking molecular, esse método
computadorizado prevé a melhor orientagdo entre duas moléculas (nesse caso os
polifenodis e o sitio ativo da enzima a-amilase) a fim de formar um complexo molecular
por meio de ligagdes covalentes, incluindo forgas hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio
(CAO et al., 2020), método ndo abordado no presente trabalho, porém de extrema
importancia para a compreensao dos estudos in vitro. Peng et al. (2019) utilizaram essa
ferramenta para melhor entender e comprovar os resultados obtidos para inibi¢ao da o-
amilase (ICso 123,4 pgmL™') de extratos ricos em antocianinas (cianidina-3-O-

soforosideo e cianidina-3-O-sambubiosideo) oriundos de pele de amendoim.

Um estudo conduzido por Tamura et al. (2015) evidenciou a atividade inibitdria
de moléculas de procianidinas A1 (extraidas da pele de amendoim, utilizando 4gua como
solvente) sobre o-amilase, sendo seu poder de inibicdo proporcional ao grau de
polimerizacdo dessas moléculas. Adicionalmente, os mesmos autores evidenciaram a
atividade de diferentes polifendis (também identificados em extratos oriundos da pele do
amendoim), por exemplo, epicatequina- (2 — O — 7, 4 — 8) - [catequina- (6 — 4)]
— epicatequina inibem fortemente a enzima maltase, enquanto epicatequina- (4 — 8) -
epicatequina- (2 — O — 7, 4B — 8) - catequina atuam fortemente na inibicdo da
atividade de maltases, evidenciando o poder inibitdrio desses polifendis na degradagdo

de acucares.

Fernandes et al. (2020) identificaram os compostos fendlicos presente em extrato
da pele do amendoim (obtidos por maceragao dindmica a temperatura ambiente utilizando
etanol como solvente) e avaliaram seu potencial (94,38%) frente a enzima o-amilase
pancredtica suina. Os compostos majoritarios encontrados nos extratos foram catequina,
acido galico, procianidina B2 e trans resveratrol, sendo catequina o composto com maior

concentragao nos extratos.
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Um dos fatores que influenciam na concentragdo de extrato inibitério de enzimas
se diz respeito a purificacdo dos mesmos. Um estudo conduzido por Teixeira et al. (2021)
avaliaram o poder de inibi¢do de a-amilase por extratos ricos em antocianinas obtidos por
liquido pressurizado da casca de feijao preto. Os autores avaliaram a concentragao
inibitoéria de extratos bruto e purificado frente a enzima a-amilase, encontrando um valor
de concentragdo (ICso) 4,5 vezes menor nos extratos purificados. No presente trabalho
ndo foi realizada a purificacdo dos extratos, porém ¢ valido sugerir a diminui¢do da
concentracgao inibitdria (ICso) desses extratos frente a enzimas hidrolisantes, indicando o
elevado potencial dos extratos do subproduto do processamento do amendoim frente a

essas enzimas.

3.4.4.2 ANALISE in vitro DA INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
Na Tabela 16 estao disponiveis os valores de concentragdes responsaveis por

reduzir 50% da atividade da enzima acetilcolinesterase.

Tabela 16 - Valores de concentragao de extratos para a inibi¢do de 50% da atividade da
Acetilcolinesterase (ICso, mg mL ™).

Extratos Parametros de extracio 5Acetilcolineste_rase
ICso [mg mL]
SOX1 'Hex >5
SOX2 2EtOH >5
SOX3 2EtOH/*H,0 (70:30 v/v) >5
SOX4 *H,O >5
SFE1 4C0,,20 MPa, 40 °C >5
SFE2 4C0O,, 20 MPa, 50 °C >5
PLE1 2EtOH, 10 MPa, 80 °C >5
PLED 2EtOH:*H,0 (70:.:»2): v/v), 10 MPa, 80 3,54+ 0,01
SWE1 *H,0, 10 MPa, 160 °C >5

'Hex: Hexano; 2EtOH: Etanol; *H,O: Agua; “CO,: Gas carbonico; ‘resultados expressos como média +
desvio padrao
Fonte: Autor

Pela analise da Tabela 16, ¢ possivel observar que os extratos SOX1, SOX2,
SOX3, SOX4, SFE1, SFE2, PLE1 e SWEI ndo inibiram a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) quando comparado com o controle. Sendo a concentragdo
capaz de inibir 50% da atividade da AChE (ICso) maior que 5 mg mL™' (concentragio

maxima testada). Ja a amostra PLE2 inibiu a atividade da AChE, com ICsp igual a 3,54
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mg mL"'. Tal fato pode estar relacionado com a extragdo de um composto especifico (ou
uma classe de compostos) de carater polar (polaridade média), sendo ele extraido apenas
com liquido pressurizado, utilizando uma mistura de etanol/agua (70:30 v/v) a 80 °C e 10

MPa.

De acordo com Jabir et al. (2018), nas ultimas trés décadas diversos compostos
fenolicos derivados de subprodutos agroindustriais e plantas tém sido estudados como
fontes inibidoras de enzimas, analogo a inibi¢do das enzimas hidrolisantes (o-amilase)
acredita-se que as hidroxilas presentes nesses compostos se ligam com os aminoacidos
das enzimas através de ligagdes fortes (como pontes de hidrogénio e ligagdo n- ). Dentre
os compostos estudados, que estdo presentes na subproduto do processamento do
amendoim (formado majoritariamente pela pele de amendoim) pode-se citar
quercetina (ADEMOSUN et al., 2016; NILE et al., 2018; PENDOTA et al.; 2013),
resveratrol (SCHMATZ et al., 2009; YANG et al., 2017) e proantocianidinas
(MOYO et al., 2010; NEAGU et al., 2015).

Na literatura nao ha relatos de trabalhos focados na avaliacdo da inibigao
enzimatica da acetilcolinesterase frente a extratos oriundos de subprodutos do
amendoim. Morzelle et al. (2019) avaliaram a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase de extratos oriundos da casca de roma (maceragdo dinamica,
80% etanol), os quais apresentaram ICso (2,48 mg mL™") proximo ao encontrado no
presente trabalho (3,54 mg mL!"). Adicionalmente, os compostos fendlicos foram
identificados e quantificados por HPLC e apresentaram semelhanga aos extratos
da pele de amendoim, sendo epicatequina, rutina, &cido ferulico os compostos
majoritarios. Yu et al. (2005, 2006) identificaram os compostos fendlicos presentes
em extratos obtidos da pele de amendoim por HPLC e verificaram uma variedade
de compostos fendlicos, incluindo acidos fendlicos (acido caféico e acido ferulico)
e flavonoides (epicatequina). De fato, ¢ valido a hipotese de que esses compostos
foram extraidos do subproduto do processamento do amendoim no presente
trabalho e que juntamente com outros também identificados na pele de amendoim
(como proantocianidinas e resveratrol) foram os responsaveis pela inativacdo da

enzima acetilcolinesterase.

Além dos compostos citados acima, foram relatados na literatura a
capacidade de outros compostos (também presentes na pele de amendoim) frente a

essa enzima. Khan et al. (2009) avaliaram a atividade inibitoéria de
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acetilcolinesterase e butirilcolinesterase do composto quercetina, isolado de
Calluna vulgaris L. por maceragdo utilizando etanol como solvente de extracdo. Os
estudos in vitro resultaram em um ICsp de 353,86 pmol L' para e enzima
acetilcolinesterase e 420,76 pmol L™ para a enzima butirilcolinesterase. Esse composto
também foi identificado e quantificado (0,6 ng g de pele) por Chukwumabh et al. (2012)
em pele de amendoim do tipo Runner. Outros compostos com alta capacidade de inibi¢cao
da enzima acetilcolinesterase, foram quantificados pelo autor, como resveratrol (1,1 pg

g’! de pele) e rutina (16,2 pg g! de pele).

A extra¢do com a mistura etanol/agua (70:30 v/v) se mostrou eficaz na extragao
de compostos com atividade de inibi¢cao da enzima acetilcolinesterase. A composi¢do e a
concentracdo dos compostos no extrato PLE2 influenciaram positivamente na atividade
de inibicdo enzimatica (acetilcolinesterase). Assim, € possivel que esses compostos
(quercetina, rutina, resveratrol, epicatequina, proantocianidinas entre outros) estejam
presentes no extrato e que possuem a capacidade de se ligar fortemente aos sitios ativos
dessa enzima, por ligacdes de hidrogénio, ligacdo m- m entre outras, essas ligagdes
podem aumentar a disponibilidade da acetilcolina na fenda sinaptica e contribuir
para a transmissdo do impulso nervoso e o funcionamento adequado do sistema
colinérgico (KATALINIC et al., 2010; LOIZZO et al., 2010; MORZELLE et al.,
2019).

E valido ressaltar, assim como exposto na secdo 3.4.4.1 que a purificacdo
dos extratos pode influenciar diretamente nos valores de inibi¢do enzimatica
(ICs0). Um estudo conduzido por Btaszczaka et al. (2020) avaliou extratos brutos
e purificados de diversas variedades de tomates (Maliniak, Black Prince, Lima e
Cereja), obtidos por maceragdo dindmica, com uma mistura de metanol/agua (67:33
v/v) como solvente, e purificados com coluna XAD-16 (20-60 mesh). Dentre os
compostos encontrados no tomate que também estdo presentes na pele de
amendoim pode-se citar dcido caféico, acido ferulico, dcido p-cumarico e rutina.
Dentre todas as variedades, a variedade de tomate, a Maliniak apresentou maiores
valores de ICso, sendo 180,15 mg mL! para o extrato bruto e 5,83 mg mL™! para o extrato
purificado. Usualmente, extratos brutos apresentam uma certa quantidade de
agucares, proteinas, acidos organicos entre outros compostos (como abordado
anteriormente) que podem se ligar a compostos fendlicos e inibir a sua atividade.

De certo modo, extratos purificados sdo mais eficazes na inibicdo da enzima
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acetilcolinesterase, no presente trabalho ndo foi realizada a purificagdo dos
extratos, sendo assim, ¢ valido ressaltar que existe a possibilidade dos outros
extratos (que nao apresentaram atividade de inibi¢do enzimaética) apresentem
atividade inibitoria caso purificados e também a diminui¢do do valor de ICso para

o extrato PLE2.

3.4.5 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A técnica de cromatografia gasosa foi utilizada para a avaliagdo do perfil
de acidos graxos para os extratos apolares do subproduto do processamento do
amendoim. Foram selecionados os extratos obtidos através da extracdo Soxhlet
com hexano (SOXI1) e SFE (SFE1 e SFE2). O perfil de 4cidos graxos dos extratos
selecionados se encontra na Tabela 17, e o cromatograma representativo para os
trés extratos pode ser observado na Figura 16, juntamente com o tempo de retencdo
de cada 4cido graxo. Adicionalmente, ¢ possivel observar os 4acidos graxos
identificados e quantificados na literatura para o oleo extraido da semente de

amendoim (Arachis hypogea L.) na Tabela 18.

O perfil cromatografico (tempo de retengdo dos picos e indice de
similaridade em relacdo a biblioteca NIST 11) dos extratos apresenta concordancia
com os dados da literatura para o 6leo de amendoim (NEGOITA et al., 2017;
ZHANG, 2019) e para manteiga de amendoim (NEGOITA et al., 2018), conforme
o0 Anexo V. Os acidos graxos identificados nos extratos foram os adcidos palmitico,
linoléico, oleico, esteérico, eicosendico, araquidico, behénico e lignocérico. Esses
acidos também foram identificados em diversos trabalhos encontrados na literatura
para o 6leo de amendoim, conforme mostra a Tabela 18. E evidente que as extragdes
Soxhlet utilizando hexano como solvente e SFE recuperaram uma fragdo oleosa
idéntica a composi¢do do 6leo de amendoim propriamente dita. Dentre os acidos
que se apresentaram em maior percentual, pode-se citar os acidos palmitico,
linoleico (6mega 6) e oleico (dmega 9). E possivel observar pelas Tabela 17 ¢
Tabela 18 que as concentragdes desses dois acidos diferiram dos dados da
literatura. Esse efeito pode estar relacionado com a técnica de extracdo ou ao tempo
de maturagdo das sementes. De acordo com Huang et al. (2020) o contetido ¢ a
composi¢cdo dos acidos graxos presentes em Oleos tendem a se alterar quando

submetidos a altas temperaturas de extracdo. Outros parametros podem afetar a
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composi¢do de acidos graxos das sementes no amendoim e seus subprodutos,
dentre eles as condicdes ambientais, gendtipo e tipo de tratamento,

especificamente, o processo de torra (RODRIGUES et al., 2011).

A composi¢dao dos extratos obtidos nos processos de extracdo a baixas e
altas pressdes se assemelharam entre si, sendo o extrato obtido por extragdo
supercritica a 50°C e 20 MPa (SFE2) com melhor composi¢do em acidos graxos
insaturados, 4cido linoleico (6,53%) e eicosenoico (1,76%). Adicionalmente, os
resultados do ensaio de cromatografia gasosa indicam que o acido palmitico, oleico
e linoleico representa mais de 91,96% para o extrato SOX1, 88,43% para o extrato
SFE1 e 91,41% para o extrato SFE2. Sendo o 4cido palmitico o acido graxo
saturado em maior abundancia (7,60, 8,69 ¢ 7,65%, para SOX1, SFE1 ¢ SFE2
respectivamente) e o acido oleico (6mega 9) o de maior composi¢do entre os dcidos
insaturados e também o de maior propor¢do dentre todos os acidos graxos
identificados (tanto em relagdo aos acidos graxos saturados e insaturados), com
valores de 77,97, 74,31 e 77,23% para os extratos SOXI1, SFE1 e SFE2,
respectivamente. A composicdo em acidos oleico obtida no presente trabalho ¢
consistente com o valor encontrado para a pele de amendoim da variedade Spanish no

trabalho de Mufioz-Arrieta et al. (2021), com um valor de 79,40 mg g! dleo.

Inicialmente, durante o crescimento das sementes de amendoim sao
produzidos os 4acidos palmitico e linoleico e uma fragdo baixa de 4cido oleico. Com
a maturagao das sementes, as enzimas convertem o acido oleico em linoleico,
sendo assim, a quantidade de acido linoleico esta diretamente relacionado com o
tempo de colheita, diferindo entre as regides produtoras, justificando assim os
valores divergentes encontrados no presente trabalho em relagdo a literatura
(DEAN et al., 2020).

A razdo entre os acidos poli-insaturado/saturados ¢ um parametro
importante para determinar a qualidade das fracdes lipidicas dos produtos
alimenticios, um valor maior que 0,45 (valor encontrado no presente trabalho) ¢
recomendado para a prevencdo de doencas cardiovasculares, em contrapartida,
extratos ricos em oOleos com uma razdo menor que 0,45 induz ao aumento de
colesterol no sangue, sendo prejudicial a satde (WOLOSZYN et al., 2020). Ji et
al. (2020) afirmam que a ingestdo de alimentos fortificados com Oleos vegetais

com uma razdo de acidos poli-insaturado/saturados maior que 0,45 pode trazer
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beneficios para a saude, reduzindo a pressdo arterial, o colesterol e a lipoproteina

de baixa densidade (Low density lipoprotein, LDL).
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Tabela 17 - Acidos Graxos identificados e quantificados por CG-MS do subproduto oriundo do processamento do amendoim (Arachis hypogea

L.).
Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Palmitico* Linoleico* Oleico* Estearico* Eicosendico* Araquidico* Behénico* Lignocérico*
C18:2 C18:1
C16:0 (Omega 6) (Omega 9) C18:0 C20:1 C20:0 C22:0 C24:0
SOX1 7,60 6,41 77,97 2,39 1,57 0,83 1,38 -
ESC1 8,69 5,43 74,31 4,07 1,31 0,87 2,05 0,85
ESC2 7,65 6,53 77,23 2,54 1,76 1,03 2,05 0,70
*Resultados expressos em porcentagem (%)
Fonte: Autor
Tabela 18 - Acidos Graxos identificados e quantificados na literatura para o 6leo de amendoim (4rachis hypogea L.).
Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Palmitico* Linoleico* Oleico* Estearico* Eicosendico* Araquidico* Behénico* Lignocérico* A .
C18:2 C18:1 Referéncia
C16:0 (Omega 6) (Omega 9) C18:0 C20:1 C20:0 C22:0 C24:0
6,24 12,26 69,77 1,77 2,86 0,92 2,75 2,05 Campbell et al. (2017)
9,35 33,78 44,78 3,46 1,33 1,34 3,11 1,32 Ayyildiz et al. (2015)
9,37 23,69 55,33 3,73 - 1,83 3,25 1,62 Konuskan et al. (2019)
6,23 4,98 77,87 3,16 1,60 1,49 2,78 0,29 Wei et al. (2020)
5,31 2,85 44,78 1,46 1,09 0,87 0,73 0,41 Shin et al. (2010)

*Resultados expressos em porcentagem (%)

Fonte: Adaptado de Ayyildiz et al. (2015); Campbell et al. (2017); Konuskan et al. (2019); Shin et al. (2010) e Wei et al. (2020)
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Figura 16 - Cromatogramas representativos (CG-MS) dos extratos obtidos por Soxhlet utilizando hexano como solvente (SOX1) e extragdo
supercritica (SFE1 e SFE2).
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Estudos indicam que a ingestdo de alimentos fortificados em 4acido oleico gera
inimeros beneficios a satde, dentre eles pode-se citar a reducdo de doencgas
cardiovasculares, sua ingestao provoca reducdo dos niveis de colesterol LDL e aumento
do colesterol HDL. Diversos estudos tem abordado a suplementagdo de alimentos com
esses acidos mono e poli-insaturados, Rojas et al. (2019) fortificaram maionese utilizando
6leo de chia, de semente de abobora e semente de baru encapsulados em 4acido estearico,

ricos em dmega 3, Omega 6 ¢ 6mega 9.

De forma geral, os teores de acidos graxos dos extratos do subproduto do
processamento do amendoim determinados neste trabalho apresentaram variagdes muito
pequenas para os extratos obtidos por diferentes técnicas (4 altas e baixas pressoes). Além
disso, os extratos obtidos por extragdo supercritica possuem a mesma composi¢ao
(levando em consideracao o erro experimental) de acido linoleico e oleico (acidos
benéficos para a saude) do que extratos obtidos utilizando hexano (solvente tdxico), esse
resultado torna ainda mais promissor a substitui¢cdo de extragdes que utilizam solventes

organicos por uma tecnologia limpa de extragdo, como a extrag@o supercritica.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente capitulo objetivou avaliar o efeito de diferentes técnicas de extragao
(alternando os solventes e parametros de processos) frente ao rendimento de processo e
qualidade dos extratos em termos de composi¢do fenolica, potencial antioxidante e de
inativagdo enzimatica, além da composi¢do em acidos graxos, sendo notado que o uso do
subproduto do processamento do amendoim € promissor como matéria prima para
obtengdo de diferentes extratos bioativos com inimeras qualidades.

No que diz respeito a comparagao do método SFE e SOX (utilizando hexano como
solvente), os extratos obtidos a altas pressdes apresentaram menor rendimento, porém a
qualidade destes extratos se mostrou estatisticamente eficiente em comparagao a extragao
Soxhlet. A quantificagdo de compostos fenolicos totais ndo apresentou diferenga
significativa em comparagdo aos métodos SOX e SFE, porém a extragdo Soxhlet com
hexano se mostrou mais eficiente na extragdo de compostos com maior potencial
antioxidante. Em relagdo a atividade de inibi¢cdo enzimatica, os resultados obtidos pelas
técnicas SFE e SOX se mostraram estatisticamente iguais (frente as enzimas a-amilase).
Por fim, o perfil quimico entre a técnicas nao diferenciaram entre si, sendo seus extratos
ricos em acidos graxos insaturados (dmega 6 e 6mega 9). E valido ressaltar que as
extragdes SFE levaram aproximadamente 270 minutos ndo necessitando de etapas de
remocao do solvente, enquanto a extragdo SOX o tempo de extragdo foi de 360 minutos.

Além disso, foi necessario a remog¢ao do hexano, aumentando assim o custo do processo.

Comparando os métodos PLE e Soxhlet com os mesmos solventes de polaridade
média (etanol e etanol/dgua 70:30 v/v) observamos que a extragdo com etanol (SOX2)
apresentou maior rendimento, com amostra com maior teor de fenolicos e capacidade
antioxidante. Em contrapartida, o extrato obtido por PLE apresentou menor valor de ICso
para a inibicao da enzima a-amilase salivar. Apesar dos extratos etanolicos apresentarem
otimo rendimento (em ambas as técnicas), as extragdes realizadas com a mistura
etanol/agua (70:30 v/v) apresentaram melhor qualidade quanto ao teor de compostos
fenolicos, potencial antioxidante e atividade de inibicdo enzimatica (a-amilase salivar,

pancredtica e acetilcolinesterase).

Por fim, o extrato obtido com SWE apresentou melhor rendimento e alta qualidade
(altos valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante) quando comparados com
SOX4 (com agua). A amostra SOX4 ndo apresentou inibicdo enzimadtica, enquanto a

amostra SWE apresentou atividade de inibigdo para a enzima o-amilase salivar. Diante
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de tal fato, estudos devem ser realizados para averiguar a natureza dos compostos
recuperados ao utilizar a agua (como solvente de extracdo) a altas pressdes e

temperaturas.

Os resultados obtidos no presente capitulo indicam a possibilidade da obtencao de
diferentes fragdes do subproduto do processamento do amendoim com a utilizacdo de
diferentes solventes e métodos de extragdo. Das técnicas empregadas foram obtidos altos
rendimentos e amostras com alta capacidade antioxidante e alta capacidade de inibi¢ao
de enzimas hidrolisantes (o-amilase salivar e pancreatica) responsaveis pelo
desenvolvimento de diabetes Mellitus, além disso o extrato obtido com PLE utilizando
uma mistura etanol/dgua 70:30 v/v apresentou capacidade de inibir a enzima
acetilcolinesterase, principal enzima precursora do Alzheimer. Sendo assim, o subproduto
do processamento do amendoim pode representar uma fonte valiosa de diferentes

compostos naturais com diversas aplica¢des alimenticias e farmacéuticas.

Por fim, verifica-se que a técnica de extragdo supercritica estd diretamente
relacionada com a extracdo de compostos de baixa polaridade (como acidos graxos
insaturados) e as técnicas de extragdo com liquidos pressurizados para a obtengdo de
compostos de maior polaridade e com alta capacidade antioxidante (como polifenois).
Desta forma, a integracdo desses métodos de extragdo permite a obtencdo de diversos
produtos a partir do subproduto do processamento do amendoim, podendo eles ser
reutilizados em industrias alimenticias e farmacéuticas, e contribuindo assim com uma

economia circular de valorizagdo em industrias de processamento de amendoim.
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CAPITULO IV

INTEGRACAO DOS PROCESSOS DE EXTRACAO A ALTAS PRESSOES
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1 INTRODUCAO

Atualmente, industrias de alimentos estdo cada vez mais levando em consideragao
os descartes oriundos do processamento de alimentos. A geracdao de residuos contribui
para problemas ambientais e sociais, como mudancas climaticas, desigualdade social e
econdmica, tornando-se assim uma preocupagao global. Para solucionar ou diminuir esse
problema, novas politicas sustentaveis com o uso de tecnologias verdes estdo sendo
implementadas nas industrias. Nesse contexto, os residuos ou subprodutos podem ser
utilizados como matéria prima para diversos processos podendo ser convertidos em varios
produtos com alto valor agregado, por exemplo, biocombustiveis, produtos quimicos,
bioeletricidade, biomaterial, biofertilizantes, ragdes animais, compostos bioativos, entre
outros. Com isso, o desenvolvimento de tecnologias verdes, com a utilizagao de solventes
“verdes”, bem como a integragcdo de processos estdo cada vez mais em pauta nas areas de
engenharia. Uma ferramenta muito investigada atualmente ¢ a integragdo de processos.
Essa ferramenta pode auxiliar na exaustdo parcial ou completa da matéria prima,
aumentando assim a eficiéncia de processo e também na recuperagao de diferentes fracdes
de uma mesma matéria prima e consequentemente auxiliando na aprimoragdao de um
processo mais sustentavel. Estratégias de biorrefinaria com uma abordagem de processos
integrados pode levar ao desenvolvimento da bioeconomia circular (DAHIYA et al.,
2018).

O amendoim ¢ uma semente amplamente conhecida no mundo, o seu
processamento gera residuos industriais como a casca, pele e torta de amendoim (oriunda
da producao de 6leo). Sua produg¢dao mundial vem aumentando a cada ano, e com isso ha
uma grande producdo de residuo industrial. Conforme avaliado no capitulo anterior, o
subproduto do processamento do amendoim (Arachis hypogea L.), percebe-se uma
grande oportunidade da utilizagdo dessa matéria prima em processos inovadores de
extracdo, como extragdo supercritica, com liquido pressurizado e com agua subcritica
para obtenc¢ao de diversas fracdes diferentes entre si e com alto valor agregado (tendo elas
distintas caracteristicas bioativas). Para uma maior exaustdo da matéria prima ¢ valido a
aplicacdo de diferentes métodos de extra¢do, com solventes de diferentes polaridades. Por
exemplo, com extragdes supercritica, utilizando CO2 como solvente ¢ possivel a
recuperacdo de compostos com caracteristicas apolares, dentre eles acidos graxos
insaturados (como visto no capitulo anterior). J& extracdes com liquidos pressurizados,
como etanol, 4gua e a mistura destes, € possivel a recuperacao de compostos polares, com

atividade antioxidante e com capacidade de inibi¢cdo enzimatica. Assim, a integragao

101



desses processos ¢ importante para uma maior eficiéncia e consequentemente a
valorizacdo da matéria prima. Além disso, os processos de extragdo integrados podem
melhorar a qualidade de extratos polares obtidos com liquidos pressurizados (uma vez
que a matéria prima se encontra desengordurada) e por consequéncia melhoram a
qualidade das extracdes com agua subcritica. Esses processos integrados se enquadram
em sistemas de biorrefinaria, embora existam grandes desafios técnicos e econdmicos que

devem ser estudados para a aplicacdo em grande escala.

Por fim, o presente capitulo teve como finalidade a extracdo sequencial, a altas
pressdes, visando melhorar o aproveitamento do residuo do processamento de amendoim,

seguindo um conceito de biorrefinaria.

2 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo serao descritos os métodos utilizados para a extragdo com processos
integrados, assim como as metodologias aplicadas para a avaliagdo da qualidade dos
extratos quanto ao teor de fenolicos totais e capacidade antioxidante. Um resumo grafico

desse capitulo ¢ apresentado na Figura 17.

Para a integracdo dos processos de extracdo foram priorizadas as extracdes de
menor temperatura, a fim de evitar a degradacao dos compostos termossensiveis. Dessa
forma adotou-se a seguinte sequéncia: SFE (50 °C) seguido por PLE (80 °C) e SWE (160
°0).

Os ensaios de extragdo foram realizados no Laboratorio de Termodinamica e
Extra¢do Supercritica (LATESC) e os ensaios de teor de compostos fenolicos totais e
atividade antioxidante foram realizadas no Laboratério Multiusudrio de Estudos em

Biologia (LAMEB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

102



Figura 17 - Resumo grafico das metodologias aplicadas no Capitulo IV.
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100 bar; 160°C;

. . 3 mL de agua/min
-
e -
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Residuo
PLE

Fonte: Autor
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2.1  PREPARO DA MATERIA PRIMA

O residuo do processamento do amendoim, composto majoritariamente pela pele
do amendoim, foi cedido pela empresa Many — Industria e Comercio de Doces Ltda —
EPP localizada na cidade de Itajai — Santa Catarina. A matéria prima foi separada e

acondicionada em sacos de polietileno e armazenada em congelador doméstico a -18 °C

(Brastemp, Freezer 250, Modelo BVS25ABBNA) no LATESC/UFSC.

2.2 EXTRACOES SEQUENCIAIS
2.2.1 EXTRACAO SUPERCRITICA (EXTRACAO 1)

Para os ensaios de SFE utilizou-se o0 método dindmico de extracdo. A unidade de
extracdo utilizada e o procedimento experimental de extracao estdo descritos no item
2.4.1 do Capitulo III deste trabalho, respectivamente. O rendimento de extracdo foi
determinado conforme descrito no 2.4.1.2 do Capitulo III através da razdo entre a massa
de extrato obtido e a massa de matéria prima utilizada na extragdo. Nessa se¢ao ndo houve
uma nova extracdo supercritica, utilizou-se os resultados obtidos no Capitulo III,

utilizando-se apenas o residuo da extragao.

O presente método de extragdo teve como objetivo a recuperacdo da fragdo apolar
presente na matéria prima (fracdo que pode atuar como uma barreira na extragao de
compostos fendlicos). A selecdo dos parametros de extracdo teve como pressuposto a
melhor qualidade quanto a recuperagdo de acidos graxos insaturados (apresentado no
Capitulo III), podendo essa fracao ser reutilizada na industria de processamento alimentar
como uma fonte de acidos graxos insaturados, por exemplo, enriquecimento de produtos
a base de oleos, como maionese (ROJAS et al., 2019). Assim, considerando os resultados
do Capitulo III a condi¢do SFE2 (20 MPa e 50 °C) proporcionou um maior rendimento
em acidos graxos insaturados (acido linoleico, oleico e eicosenoico). Sendo assim,
escolheu-se como a primeira etapa do processo a extracao realizada por SFE a 20 MPa,
50 °C e vazio de 1kg de CO, min™' por 270 minutos, seguindo o procedimento descrito
no Capitulo III. Para a discussdo dos resultados utilizou-se os resultados apresentados no
Capitulo III, entre eles o rendimento de extracao (Xo), analises de compostos fenolicos
totais (CFT), capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP, descoloracao do sistema [3-
caroteno/ acido linoleico), de inibigdo enzimatica (o-amilase e acetilcolinesterase) e
composicao de acidos graxos (CG-MS), o residuo obtido da extracdo SFE2 (no Capitulo

IIT) foi empregado como matéria prima no processo subsequente de PLE.
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2.2.2 EXTRACAO COM LIQUIDO PRESSURIZADO (EXTRACAO 2)

O método dindmico de extragdo foi utilizado para os experimentos com liquido
pressurizado. A unidade de extracdo, bem como o procedimento experimental de extragao
utilizados sao descritos na se¢ao 2.4.2.1 do Capitulo III deste trabalho.

Os parametros de extra¢dao selecionados para as extracoes com liquido pressurizado
levaram em consideragdo os resultados dos ensaios realizados no Capitulo III. A amostra
PLE obtida com etanol/dgua apresentou maior teor de fenodlicos totais, capacidade
antioxidante e potencial para inibicao enzimatica. Além disto, esta amostra foi a Gnica
que apresentou resultado positivo para inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase.
Com isso, as condi¢des de extracdo foram fixadas em 10 MPa, 80 °C, 3 mL min™' e
utilizando a mistura de etanol/agua (70:30 v/v) por 40 minutos. Foram utilizadas 5 g de
amostra (residuo da extragdo 1) para o preenchimento do leito de extragdo, o restante do
leito foi preenchido com 30 mL de esfera de vidro. Os ensaios foram realizados em
duplicata e os extratos foram submetidos a remo¢do do solvente em rotaevaporador
(Fisaton Modelo 802, Sdo Paulo/SP — Brasil) para a remogdo do etanol, seguido de
liofilizagdo (L101, Liotop, Sao Carlos, Brasil) para a retirada da dgua. O rendimento de
extracdo foi determinado conforme descrito na se¢ao 2.4.2.3 do Capitulo III por meio da
razdo entre a massa de extrato obtido e a massa de matéria prima utilizada na extragao.
Os extratos obtidos apds a remog¢ao do solvente foram empregados para as analises de
compostos fenodlicos totais (CFT), capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP,
descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoleico), e o residuo obtido na extracdo

aplicado como matéria prima para o processo de extragdo com agua subcritica.

2.2.3 EXTRACAO COM AGUA SUBCRITICA (EXTRACAO 3)

O método dinamico de extracao também foi utilizado para os experimentos de
extracdo com dagua subcritica. A unidade de extracdo, bem como o procedimento
experimental de extracdo utilizados sdo descritos na se¢do 2.4.2.3 do Capitulo III deste
trabalho. Os parametros utilizados no Capitulo III (se¢do 2.4.2.3) com excegao do tempo
de extracdo foram utilizados nessa parte do trabalho. As extracdes foram realizadas em
duplicata a 10 MPa, 160 °C e 3 mL min™' de 4gua (previamente submetida a ultrassom e
filtracdo). Com o objetivo de diminuir o consumo de energia e solvente utilizado no
Capitulo III foi selecionado um tempo menor de extragdo (20 minutos), de acordo com a
experiéncia do grupo de pesquisa (MAZZUTTI et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020).

Andlogo a PLE, foram utilizados 5 g de amostra (residuo da extracdo 2) para o
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preenchimento do leito de extracdo, o restante do leito foi preenchido com 30 mL de
esfera de vidro. Apos o processo de extragao os extratos foram liofilizados para a extragao
completa da dgua (L101, Liotop, Sdo Carlos, Brasil). Os extratos obtidos apds a remog¢ao
do solvente foram empregados para as analises de compostos fenolicos totais (CFT),
capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP, descoloragdao do sistema P-caroteno/
acido linoleico). O rendimento de extracao foi determinado conforme descrito no 2.4.1.2
do Capitulo III através da razdo entre a massa de extrato obtido e a massa de matéria

prima utilizada na extragao.

2.3 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS EXTRATOS

Os extratos obtidos nas extracdes sequenciais foram avaliados em termos do teor
de compostos fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante (captura do radical DPPH,
poder de redugdo do ion férrico -FRAP, método do radical ABTS e descoloragao do -
caroteno). As andlises do teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante foram
realizadas no LATESC em parceria com o Laboratoério Multiusuario de Estudos em

Biologia (LAMEB).

2.3.1 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A determinagdo do conteudo de compostos fendlicos totais (CFT) foi realizada
pelo método de Folin-Ciocalteu e encontra-se descrita na se¢ao 2.5.1 do Capitulo III deste
trabalho. Todos os extratos obtidos pelas extracdes sequencies foram avaliados. As
analises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em miligramas de acido

galico equivalente por grama de extrato (mg GAE g ext™).

2.3.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante in vitro dos extratos do subproduto do processamento do
amendoim obtidos nas extragdes sequenciais foram avaliados por quatro técnicas
distintas, método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), método de
redugdo do radical ABTS - cation 2,2 -azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico),
Método de reducdo do ion férrico (FRAP) e método de descoloragdo do sistema [3-

caroteno/acido linoleico.

O método do radical DPPH encontra-se descrito na secdo 2.5.2 do Capitulo III,

presente nesse trabalho. O percentual de redug¢do do radical DPPH foi obtido pela
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Equagao 12 (Capitulo III) para cada extrato e em triplicata, os resultados foram expressos

em pmol TE g! extrato.

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical
ABTS+ acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- sulfonico), utilizou-se a metodologia
descrita por Re et al. (1999), conforme a secdo 2.5.3 (Capitulo III). O percentual de
redugdo do radical ABTS" foi obtido pela Equagio 12 (também presente no Capitulo I1I)

para cada extrato e em triplicata, os resultados foram expressos em pmol TE g! extrato.

A identificagdo de compostos antioxidantes de ions férrico (FRAP) foi
determinada através da metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) e Herald et al.
(2012), conforme descrito na se¢ao 2.5.4 (Capitulo III). Os resultados foram expressos os

resultados em pmol TE g'! extrato.

O método de descoloragdo do sistema P-caroteno/acido linoleico encontra-se
descrito na secdo 2.5.5 do Capitulo III, deste trabalho. As andlises foram realizadas em
triplicatas e os resultados da atividade antioxidante (AA%) foram calculados pela

Equacdo 13, apresentada neste mesmo item, e expressos com média £ desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  PROCESSO INTEGRADO: ESC (EXTRACAO 1)

Dentre os parametros avaliados no Capitulo III para SFE a condicao de 20 MPa e
50 °C (SFE2) foi a selecionada para o processo de extracdo integrado, o extrato obtido
nesses parametros apresentaram um melhor perfil quimico em relagdo aos 4cidos graxos

insaturados.

Na Tabela 19 sdo apresentados os valores de rendimento (%), teor de fenolicos
totais (mg GAE g'extrato), atividade antioxidante (umol TE g extrato e %), inibigdo
enzimadtica (ICso) e teor de acidos graxos (%) do extrato obtido a 20 MPa e 50 °C (SFE2)

por extracao supercritica.
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Tabela 19 — Rendimento (Xo) teor de fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante e
de inibicdo enzimdtica e perfil de acidos graxos do extrato do subproduto do
processamento do amendoim, obtido por extragao supercritica a 20 MPa e 50 °C.

ESC COgz, 20 MPa, 50 °C

*Rendimento (%) 20,94 + 1,45
*CFT (mg GAE glext) 1,94 + 0,03
*DPPH (umol TE g lext) 2,84+ 0,35
*ABTS (umol TE glext) 2,09 + 0,03
*FRAP (umol TE glext) 1,10+ 0,03
*B-caroteno (% AA) 20,26 + 0,86
*g-amilase pancreatica (ICso) 3,21°£ 0,17
*g-amilase salivar (ICso) 1,820+ 0,27
Perfil de Acidos Graxos (%)

C16:0 7,65%

C18:2 (Omega 6) 6,53%

C18:1 (Omega 9) 77,23%

C18:0 2,54%

C20:2 1,76%

C20:0 1,03%

C22:0 2,05%

C24:0 0,70%

*Resultados expressos como média + desvio padrao
Fonte: Autor

O processo SFE apresentou rendimento de 20,94%, (Tabela 8 do Capitulo III, e
Tabela 19) valor considerado alto em relagcao ao encontrado na literatura para a pele de
amendoim com rendimento de 15,53% (PUTRA et al., 2018) a 30 MPa, 70 °C e com uso
de 5% de etanol como cossolvente. Como dito anteriormente, os altos rendimentos
obtidos por SFE pode ser justificado pela presenga de pequenas partes (quebradas) da
semente, pois representa um residuo de processamento industrial, com pequenos
fragmentos e p6 de amendoim (Figura 22 f, Anexo III), com alto teor de matéria lipidica
(acidos graxos) sendo facilmente solubilizaveis em CO; supercritico, o que conferiu para

estes ensaios, os altos rendimentos.

Em relacdo ao contetido de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
(métodos de captura do radical DPPH, ABTS, reducdo do ion férrico, FRAP e
descoloracao do sistema [-caroteno/acido linoleico), observa-se baixos valores de
compostos fenolicos e atividade antioxidante, em relagdo as outras técnicas abordadas no

Capitulo III, como PLE e SWE. Esse comportamento pode ser justificado pela baixa
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afinidade do CO> com compostos antioxidantes, que na maioria das vezes sao compostos
polares. Além disto, o objetivo desta primeira etapa era exatamente separar a fragcdo
lipidica presente na amostra, rica em acidos graxos de alto valor. Ou seja, provavelmente
os acidos graxos da amostra conferiram forte inibi¢ao frente a enzima a-amilase salivar,
auxiliando na prevencao de diabetes Mellitus (Tabela 19). Alguns estudos reportam que
acidos graxos insaturados apresentam atividade de inibi¢do enzimatica maior que acidos

graxos saturados.

Técnicas de extragdo que empregam fluidos supercriticos apresentam inimeras
vantagens quando comparadas as técnicas de extragao convencionais, entre elas, as mais
atraentes sdo, a seletividade e baixa geracao de residuos de solvente (muitas vezes toxicos
ao instrumentista). No entanto, deve-se levar em conta algumas desvantagens como o alto
custo dos equipamentos e solubilidade dos compostos alvos. Para superar o problema da
solubilidade alguns autores indicam a realizacdo de extragdes sequencias, nas quais
diferentes técnicas de extra¢do sdo aplicadas na mesma matéria prima, sendo o residuo
da primeira etapa de extragdo serve de matéria prima para a préxima etapa de extragao,
contribuindo para aumentar a eficiéncia do processo ¢ também a reducdo dos danos
ambientais, com a exaustao da matéria prima. Esse processo estimula a economia circular
e o conceito de biorrefinaria de subprodutos agroalimentares (CALDEIRA ET AL., 2020;
DIAS ET AL. 2019; HERRERO; IBANEZ, 2018; MAZZUTTI et al., 2018; RICO et al.
2020).

Tendo em vista os resultados obtidos na primeira extragdo do processo sequencial,
observa-se que o extrato apresentou 6timo comportamento para a atividade de inibi¢ao
enzimatica (a-amilase pancreatica e salivar, Tabela 19) e um 6timo perfil de acidos graxos
(majoritariamente insaturados: ver Tabela 19), os quais podem trazer inimeros beneficios
para a saude. Entretanto, baixo teor de fenolicos e de capacidade antioxidante evidenciam
a importancia de recuperar estes compostos que permaneceram na fase solida. Sendo
assim, o solido residual apds a etapa SFE foi submetido ao processo sequencial (Extragao

2) com liquido pressurizado.
3.2 PROCESSO INTEGRADO: PLE (EXTRACAO 2)

Na Tabela 21 sao apresentados os resultados de rendimento, teor de fenolicos

totais e capacidade antioxidante (métodos DPPH, ABTS, FRAP e B-caroteno) para
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extratos obtidos com PLE a 10 MPa, 80 °C e etanol/agua (70:30 v/v) como solvente. Esse

extrato foi obtido com a matéria prima desengordurada (apds extragdo 1).

Na Figura 18 ¢ relacionado o rendimento global de extracdo (a), teor de fenolicos

totais (b) capacidade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP (c¢) e pelo método

de descoloracao do B-caroteno comparando as amostras de PLE: (1) PLE — I: aplicado

para o subproduto do processamento de amendoim com a matéria-prima integral (dados

do capitulo III), com (2) PI (Processo Integrado) - PLE aplicado para o subproduto do

processamento de amendoim desengordurado com SFE como pré-tratamento.

Tabela 20 — Rendimento (Xo), teor de fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante
do extrato do subproduto do processamento do amendoim, obtido no processo integrado

por extragdo com etanol/agua (70:30 v/v) pressurizado a 10 MPa e 80 °C.

PLE Etanol/agua (70:30 v/v) a 10 MPa e 80 °C

*Rendimento (%)

17,36 £ 1,57

*CFT (mg GAE glext)

230,79 £4,59

*DPPH (umol TE g lext)

1661,62 + 15,36

*ABTS (umol TE glext)

217024 + 15,42

*FRAP (umol TE glext)

1084,44 + 56,55

*B-caroteno (%AA)

60,93 + 4,33

*Resultados expressos como média + desvio padrao

Fonte: Autor
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Figura 18 - Rendimento (Xo) (a), teor de fendlicos totais (b), capacidade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP (c) e B-caroteno (d)
para PLE com etanol/agua para processo nao integrado a partir da matéria prima integral, (PLE — I) e para processo integrado, utilizando o
residuo da SFE, (PI), sendo: PLE - I: Extracdo PLE realizada com a matéria prima integral (sem o pré tratamento SFE); PI: Processo integrado
(SFE + PLE aplicado ao residuo da SFE) e BHT: antioxidante sintético (2,6-diterc-butil-p-creso)
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Como observado na Tabela 8 (Capitulo III) e na Tabela 20 (acima) , o rendimento
por PLE foi praticamente constante, comparando-se a amostra sem pré-tratamento com
SFE (16,97%, Capitulo III) e com o processo integrado (SFE de pré-tratamento) (17,36%,
Tabela 20). Como observado na Figura 18 (a) o rendimento global de extragdao para o
processo ndo integrado (PNI) foi de 16,97%. E notavel um aumento de rendimento de
processo ao analisar as duas extragdes sequenciais (SFE + PLE), obtendo um valor de
38,30% (20,94% + 17,36%), ou seja, com duas extragdes sequenciais (SWE+PLE) ¢
possivel recuperar cerca de 38,30% da matéria prima, sendo essas constituidas por duas

fragdes distintas (apolar: SFE e polar: PLE).

Pela anélise da Figura 18 (b) observa-se ainda que o processo integrado permite a
obtencdo de uma fracdo de PLE com maior teor de fenolicos além de significativamente
melhor capacidade antioxidante, comparado com o processo isolado. O extrato obtido no
processo integrado apresentou valor de CFT de 230,79 mg GAE g! extrato,
aproximadamente o dobro do encontrado no extrato obtido com a matéria prima integral
(109,52 mg GAE g extrato). Isso evidencia que a remogdo da fragdo apolar (4cidos
graxos, 20,94% da matéria prima, Tabela 8) pode ter impedido a recuperagdo de composto
fenolicos, no processo nao integrado (PLE realizado com a matéria prima integral, sem o
pré tratamento), enquanto no processo integrado, o pré tratamento da matéria prima (SFE,
remogao da fragdo apolar) auxiliou na recuperagdo desses compostos, tendo um assim

uma extra¢do PLE mais eficiente na recuperagcdo de compostos fenolicos.

O aumento teor de compostos fendlicos no processo integrado influenciou
diretamente na atividade antioxidante do extrato obtido. Os valores de capacidade
antioxidante, por todos os métodos avaliados, aumentaram significativamente (Figura 18
(c) e (d) e Tabela 20), do processo isolado (PLE-I) pra o processo integrado (SFE+PLE),
exceto no método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, como mostra a
Figura 18 (d). Como a atividade antioxidante por este método € muito 1til na investigagao
de antioxidantes com caracteristicas lipofilicas, ¢ valida a hipotese de que a extracao PLE
do processo ndo integrado ter recuperado compostos antioxidantes de caracteristica
lipofilica, uma vez que nesse processo a matéria prima € rica em compostos apolares. Em
contrapartida, no processo integrado a recuperacdo desses antioxidantes lipofilicos pode
ter ocorrido na primeira etapa do processo integrado (SFE), estando “indisponiveis” para
a recuperacao na segunda etapa (PLE), levando a diminui¢do da capacidade antioxidante

desses extratos.
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Em relagdo ao método de captura do radical DPPH o valor encontrado no processo
sequencial (1661,62 umol TE g 'extrato) foi de aproximadamente 5,2 vezes maior Figura

18 (c) em relagdo a extracdo com a matéria prima integral (319,12 umol TE g 'extrato).

Diversos autores também reportam aumento do teor de compostos fenolicos totais
e consequentemente o aumento da atividade antioxidante dos seus extratos em extragdes
sequenciais de diversas matérias primas. Dentre eles, pode-se citar o trabalho
desenvolvido por Vigand et al. (2016) ao avaliar a extragdo sequencial de sementes de
maracuja, empregando SFE seguido de PLE. Ferro et al. (2019) obtiveram resultado
semelhante ao presente trabalho em extragdes sequenciais utilizando guanxuma (Sida
rhombifolia) como matéria prima, sendo que os autores observaram um aumento de 1,09
para 2,47 no valor de ICso para o ensaio de DPPH, valores obtidos com a matéria prima
integral e com a matéria prima submetida a um pré-tratamento com extrag@o supercritica,
respectivamente. Bobinaité et al. (2020) também aplicaram um processo de extracao
sequencial, com éxito, em bagago de roma, empregando SFE seguida de PLE, sendo que
a fragdo SFE foi rica em carotenoides e a fracao recuperada por PLE ricas em fendlicos

com alta capacidade antioxidante.

De forma geral, o pré-tratamento da matéria prima favoreceu uma maior
recuperacdo de compostos fendlicos com potentes atividades antioxidantes,
demonstrando que para as condigdes estudas, o uso de métodos de extracao integrados

pode melhorar as atividades biologicas dos extratos.

3.3 PROCESSO INTEGRADO: SWE (EXTRACAO 3)

Na Tabela 21 sdao apresentados os resultados de rendimento, teor de fenolicos
totais e atividade antioxidante (pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP e -caroteno) para o
extrato obtido com na terceira extragdo sequencial, com SWE a 10 MPa e 160 °C. Esse
extrato foi obtido a partir do residuo apos a ESC (matéria prima desengordurada) e apos
a PLE (matéria prima com remoc¢ao de parte da fracao polar).

Na Figura 19 sdo apresentados o rendimento global de extracdo (a), teor de
fenolicos totais (b), capacidade antioxidante, pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP (c) e
pelo método de descolorag@o do B-caroteno (d) comparando as amostra de SWE: (1) SWE
aplicado para o subproduto do processamento de amendoim como matéria-prima original

(dados do Capitulo III), com (2) SWE aplicado para o subproduto do processamento de
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amendoim desengordurado (ap6s SFE) e sem parte da fracdo polar (ap6s PLE), ou seja,

do processo SWE isolado com a terceira etapa do processo integrado.

Tabela 21 — Rendimento (Xo), teor de fendlicos totais (CFT) e capacidade antioxidante
do extrato do subproduto do processamento do amendoim, obtido no processo integrado
por extracao com agua subcritica a 10 MPa e 160 °C.

SWE agua a 10 MPa e 160 °C

*Rendimento (%) 34,45+ 0,38
*CFT (mg GAE gext) 56,96 £ 2,85
*DPPH (umol TE gext) 173,86 = 2,00
*ABTS (umol TE glext) 432,65 £ 4,41
*FRAP (umol TE glext) 24524 + 9,34

*B-caroteno (% AA) 25,84 + 3,59

*Resultados expressos como média + desvio padrdo
Fonte: Autor

Pela analise da Tabela 21 ¢é possivel observar que mesmo sendo a terceira extracao
sequencial, o rendimento da extracdo foi elevado mesmo com a diminuigdo do tempo de
extracdo para 20 minutos, em compara¢do com a extra¢do do processo ndo sequencial,
(34,45%), valor proximo ao encontrado no Capitulo III para a matéria prima integral
(37,63%, Tabela 8 da Capitulo III). Pela anélise da Figura 19 (a) € notdrio o elevado
rendimento do processo integrado (SFE + PLE + SWE), com um valor de 72,75%
(20,94% + 17,36% + 34,45%). Com a integragdo dos processos de alta pressdo foi
possivel recuperar 72,75% da matéria prima, constituidas de trés fragcdes, uma apolar
(ESC), uma com polaridade média (PLE) e uma com polaridade alta (SWE). Esse
resultado comprova o conceito adotado para o presente trabalho, onde a integracdo dos
trés processos alcangcou um elevado rendimento e consequentemente a exaustdo parcial

da matéria prima.

Para que o solvente (4gua) alcance o ponto subcritico € preciso altas temperaturas
de processo, usualmente na faixa de 100-250 °C (ESSIEN et al., 2020), no caso do
presente trabalho devido as limitagdes do equipamento, foi utilizado uma temperatura de
160 °C. Temperaturas elevadas levam a diminui¢do da constante dielétrica da agua,
conforme, conforme pode ser visto na Tabela 2 (Capitulo I), aumentando sua capacidade
de dissolver compostos. Além disso, a taxa de transferéncia de massa aumenta devido a
redugdo da viscosidade e tensao superficial, justificando assim o alto rendimento. Os altos

valores de rendimento também podem estar diretamente relacionados com a recuperagdo
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de compostos organicos e inorganicos, como proteinas, carboidratos e minerais, uma vez
que esses compostos apresentam maior afinidade pela 4gua (GALLEGO et al., 2019). Foi
possivel recuperar ainda compostos fendlicos, esse que por sua vez nao foram
recuperados na extragdo 2 (com liquido pressurizado). E valido levar em consideragdo a
polaridade dos solventes utilizados nas extragdes, parte dos compostos fenolicos (os que
possuem maior polaridade e maior afinidade com a 4gua) ndo foram recuperados na

segunda extragdo, sendo eles recuperados na terceira.

Quanto aos ensaios de capacidade antioxidante ¢ possivel observar pela Tabela 21
e Figura 19 (c) e (d) que os valores permaneceram proximos aos encontrados na extragao
com a matéria prima integral (Tabela 10, Tabela 11, Tabela 12 e Tabela 13, Capitulo III),
sendo a atividade antioxidante determinada pelo método ABTS para o processo integrado
0 Unico ensaio que apresentou valores maiores que o extrato obtido com a matéria prima
integral. Como visto no Capitulo III, os resultados de atividade antioxidante apresentaram
alta correlagdo com os valores de compostos fenolicos totais. Com a maior recuperagao
de compostos fenolicos na segunda etapa de extracao, e a diminuic¢ao do teor de fendlicos
totais obtidos no terceiro extrato ¢ valido a diminuicao do valor de atividade antioxidante,
uma vez que eles apresentam correlagdo positiva entre si, como observado no Capitulo

I1I.

Atualmente, diversos trabalhos buscam alternativas aos métodos biotecnologicos
para a recuperagdo de compostos de alto valor agregado, como agucares e aminoacidos,
a partir de biomassas agroindustriais. Nesse contexto, extragdo com agua subcritica surge
como uma alternativa viavel, econdmica e amigavel ao meio ambiente, para a recuperagao
desses compostos. Levando em consideracdo a composicao da matéria prima utilizada
para as extragdes no presente trabalho, 12% de proteinas e 72% de carboidrato (YU et al.,
2006), ¢ valida a hipotese de que a extragdo com agua subcritica (Gltima extragdo do
processo integrado) utilizando o residuo do PLE, tenha recuperado compostos como

acgucares e aminodacidos (ou oligopeptideos).

Em relagdo ao biorrefino do subproduto do processamento do amendoim, nenhum
trabalho foi encontrado na literatura. Um processo de extragao sequencial conceituada em
um sistema de biorrefinaria foi aplicada com €xito em cascas de laranja por Lachos-perez
et al. (2020). Os autores aplicaram dois processos de extracdo com agua subcritica
visando a recuperagdo de flavonas (a 150 °C) na primeira extracdo e na sequéncia com o

aumento da temperatura (acima de 200 °C) a hidrolise e recuperacao de agticares (glicose,
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xilose, arabinose e frutose). A processo de extracdo foi consistente, permitindo a
recuperagio de hesperidina e narirutina (22,9 e¢ 1,9 mg g' de matéria prima,
respectivamente) na primeira extracao, ja na segunda extracao do processo sequencial os

autores recuperaram valores de 7,14 % e 13,44 % de arabinose e glicose, respectivamente.
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Figura 19 - Rendimento (Xo) (a), teor de fendlicos totais (b), capacidade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP (c) e B-caroteno (d)
para SWE a partir da matéria prima integral (SWE - I) e para processo integrado (utilizando o residuo do PLE, PI), sendo: SWE - I: Extracao
SWE realizada com a matéria prima integral (sem o pré tratamento SFE e PLE); PI: Processo integrado - SWE aplicado a matéria prima

submetida as extragdes (SFE + PLE) e BHT: antioxidante sintético (2,6-diterc-butil-p-creso)
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Este capitulo teve como finalidade avaliar a influéncia do processo integrado de
ESC, PLE e SWE na obtenc¢ao de diferentes compostos do subproduto do processamento
do amendoim. Em geral, o processo integrado (extragdes sequenciais) se mostrou como
uma alternativa de melhor aproveitamento da matéria prima, obtendo um rendimento total
de 72,75% (ESC:34,45% + PLE:17,36% + SWE:20,94%).

O processo integrado, extragdo do subproduto do processamento do amendoim
por extracdo supercritica (extragdo 1), com posterior utilizacdo do residuo da extracao 1
como matéria prima da extragdo com liquido pressurizado (extracdo 2) e por fim,
utilizagdo do residuo da extragdo 2 como matéria prima da extragdo com agua subcritica
(extracdo 3), proporcionou a obtengdo de trés produtos. O primeiro obtido por ESC, rico
em composi¢ao de 4cidos graxos insaturados (0mega 6: 6,53% e 6mega 9: 77,23%) e com
atividade de inibi¢do da enzima a-amilase (com ICso de 3,21 e 1,82 mg mL"! para a a-
pancredtica e a-salivar, respectivamente), sendo o segundo ¢ o terceiro obtidos por PLE
e SWE, respectivamente, ambos com excelente qualidade em compostos fenolicos (PLE:
230,79 mg GAE g extrato e SWE: 56,96 mg GAE g extrato) e potente atividade

antioxidante.

Além da obtengdo de extratos ricos em 4cidos graxos insaturados, a primeira
extracdo (ESC) atuou como um processo de pré tratamento da matéria prima, facilitando
a extragdo de compostos fendlicos nas extragcdes subsequentes (PLE e SWE). Esse
resultado pode ser facilmente observado nos maiores valores de atividade antioxidante
quando comparados com o processo ndo integrado (sem o pré tratamento da matéria prima
por extragao supercritica). Os resultados de atividade antioxidante variaram nos métodos
avaliados (DPPH, FRAP e ABTS) entre 1084,44 ¢ 2170,24 umol TE glextrato para
extragdo com PLE e 173,86 ¢ 432,65 umol TE g''extrato para extragdo com SWE. J pelo
método de descoloracdo do sistema B-caroteno/acido linoleico os extratos obtidos por

PLE e SWE apresentaram valores inferiores ao processo nao integrado, 60,93 e 25,84%.

A recuperagdo de compostos com utilizagdo de processos integrados levou a uma
maior variedade de produtos com diferentes caracteristicas e possibilitou o
aproveitamento maximo da matéria prima, destacando o potencial de aplicacdo de novas
estratégias de extracdo e consequentemente uma abordagem de biorrefinaria da matéria

prima e a economia circular na industria de processamento de amendoim.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS
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1 CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo a obtengdo de diferentes extratos obtidos
por meio do emprego diferentes técnicas de extragdo (convencionais e verdes) e com
aplicacdo de extragdes a altas pressdes integradas, visando a aplicagdo conceituada em
biorrefinaria da matéria prima. Os resultados apresentados nos Capitulos III e IV
demonstraram que o subproduto do processamento do amendoim (Arachis hypogea L.)
pode ser utilizado como uma rica matéria prima para a obtengdo de extratos bioativos
com potenciais atividades antioxidante e de inibicdo enzimatica (a-amilase e
acetilcolinesterase). Os diferentes métodos aplicados no presente trabalho para a obtengao
dos extratos permitiram avaliar a influéncia de diferentes técnicas e parametros de
extragdo frente ao rendimento, capacidade antioxidante, atividade de inibi¢do enzimatica
€ composi¢ao quimica.

Os extratos com maior rendimento global de extragdo (Xo) foram os obtidos por
Soxhlet com hexano (37,65%) e com agua subcritica a 10 MPa e 160 °C (37,63%). Os
extratos obtidos por extracdo Soxhlet com etanol apresentaram valores estatisticamente
semelhante a esses resultados (35,30%). Os extratos obtidos com extragdo supercritica
também apresentaram altos rendimentos de extragdo (26,11% a 40 °C e 10 MPa e 20,94%

a 50 °C e 10 MPa).

Na avaliagdao dos compostos fendlicos totais os extratos obtidos com solventes de
polaridade média a alta (etanol, etanol/agua 70:30 v/v e dgua) apresentaram os maiores
valores. Pode-se observar que os solventes de maior polaridade apresentaram maiores
conteudos de compostos fendlicos e capacidade antioxidante. Os extratos obtidos por
tecnologia supercritica € com extragdo Soxhlet utilizando o hexano como solvente
apresentaram baixo potencial antioxidante e teor de compostos fenolicos, quando

comparado com os outros métodos de extragao.

Em funcdo do grande potencial antioxidante dos extratos obtidos, um estudo
relacionado a inibicao da atividade de enzimas foi realizado. Foram avaliados a inibi¢ao
da atividade das enzimas a-amilase e acetilcolinesterase, sendo a primeira relacionada a
diabetes Mellitus (causando elevados niveis de glicose no sangue, ocasionando
obesidade) e a segunda relacionada com a doenca de Alzheimer. Os extratos obtidos com
a extracao Soxhlet com etanol e etanol/agua (70:30 v/v) foram os que apresentaram menor
ICs0, para a enzima a-amilase pancredtica e salivar humana, respectivamente, nao

diferindo estatisticamente entre si, para ambas as enzimas. Os extratos obtidos com
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extracdo supercritica a 40 °C e 20 MPa apresentou baixo valor de ICso para a enzima
sendo promissor na inibi¢do da enzima a-amilase pancreatica. Em contrapartida o extrato
também obtido por extragao supercritica a 50 °C e 20 MPa apresentou baixo valor de ICso
para a enzima o-amilase salivar, sendo ambos promissores na inibi¢ao das respectivas
enzimas e consequentemente mostram potencial para contribuir para o tratamento de
pacientes diabéticos. Em relagdo a enzima acetilcolinesterase o tnico extrato capaz de
inibir a sua atividade foi o obtido com etanol/agua (70:30 v/v) pressurizado (10 MPa),
podendo auxiliar como farmaco natural na diminuicdo das complicagdes decorrentes da

doenca de Alzheimer.

A extracao do subproduto do processamento do amendoim com CO> supercritico
(ESC) e hexano (Soxhlet) possibilitou a recuperacao de extratos ricos em acidos graxos
insaturados, avaliados por cromatografia gasosa com detector MS (CG-MS). Sendo o
omega 9 e 6mega 6 os de maior concentragdo. A extra¢do supercritica realizada a 50 °C
possibilitou extratos mais ricos nesses compostos, em comparagdo ao extrato obtido com

40 °C e com Soxhlet (hexano).

Por fim, no Capitulo IV foi realizada a integragdo dos processos, dentro do
conceito de biorrefinaria, ¢ com o intuito de otimizar e maximizar a utilizacao da matéria
prima, visando a sua exaustao. O processo se mostrou eficiente, na obtencdo de diferentes
fragcdes da matéria prima. Ainda, o pré tratamento da matéria prima (extracao da fragao
apolar por ESC) auxiliou na extragdo de compostos fenolicos nas extragdes subsequentes,
aumentando o teor de compostos fenolicos totais e consequentemente a capacidade
antioxidante dos extratos obtidos por PLE (quando comparados com os extratos obtidos

sem o pré tratamento).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o subproduto do
processamento do amendoim (Arachis hypogea L.) ¢ uma fonte valiosa de compostos
bioativos. Em geral, o alto rendimento dos extratos aliados com diferentes potencias como
atividades antioxidantes e de inibi¢do enzimatica podem ser obtidos por diferentes
técnicas de extracado como Soxhlet, PLE e SWE. Além disso, extratos com uma rica
composicdo em acidos graxos pode ser obtidos com ESC e Soxhlet (utilizando hexano
como solvente). Esses extratos podem ser convertidos em produtos para possiveis
aplicagdes industriais, como aditivo incorporado na formulagdo de alimentos funcionais,
bem como na composi¢ao de um farmaco em virtude da presenga dos compostos fendlicos

com potencial antioxidante e de inibi¢do enzimatica atribuidos ao seletivo processo de
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extracdo. Diante do exposto, denota-se a valorizagdo total do subproduto industrial por
meio de um processo de biorrefino, além de agregar valor por meio da aplicagdo de
técnicas de baixo impacto ambiental, juntamente com contribuicdo da comunidade
académica e industrial no desenvolvimento de alternativas vidveis a recuperagdo de

compostos bioativos de interesse, contribuindo para uma economia circular.

2 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar outras técnicas de pré-tratamento da matéria prima;

e Testar os extratos obtidos no processo integrado frente a inibicdo das enzimas a-
amilase salivar e pancreatica e acetilcolinesterase e comparar os resultados com os
resultados obtidos com os extratos sem pré tratamento;

e Realizar a purificagdo dos extratos e avaliar a sua qualidade quanto ao teor de
compostos fenolicos totais, atividade antioxidante e inibi¢do enzimatica e comparar os
resultados com os resultados dos extratos brutos (nao purificados);

e Realizar testes in vivo dos extratos com alto potencial antioxidante e de inibicao
enzimatica;

e Avaliar a atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria dos extratos;

e Encapsular os extratos com potencias antioxidantes para futuras incorporagdes
alimentares e farmacéuticas;

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos obtidos;

e Analisar a viabilidade econémica do processo integrado;

¢ Identificar e quantificar os extratos polares por HPLC;

o Realizar testes de quantificacdo e identificagdo de aclcares, proteinas; minerais e

fibras dos extratos obtidos por SWE.
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ANEXO I - O MODELO DE SOVOVA (1994)

O modelo de Sovova (1994) baseia-se em balancos de massa que consideram o
escoamento axial do solvente com velocidade superficial (U) através de um leito fixo de
secao transversal cilindrica. O leito ¢ considerado homogéneo em relagdo ao tamanho das
particulas e a distribui¢ao inicial de soluto. O soluto encontra-se nas células do solido,
protegido pela parede celular. Algumas células apresentam sua parede celular rompida
tornando parte do soluto exposto ao solvente. Além disso, o solvente se encontra livre de
soluto na entrada do extrator e a pressdo e a temperatura de operagdo permanecem
constantes durante o processo. A quantidade inicial de soluto (O) ¢ dividida entre o soluto
de facil acesso, que se encontra na superficie do solido (P) e o soluto ndo acessivel, que

se encontra no interior do sélido (K), como mostra a Equagdo 14.
0=P+K Equacdo 14
A massa do soluto na fase solida (N) ndo se altera durante a extra¢do, podendo expressar

a concentracao de soluto na fase solida, Equacao 15.

+ Equacdo 15

Zl =

Z| o
z|

A Equagao 15 ¢ equivalente a Equagdo 16, a qual ¢ expressada por concentragdo molar.
Xo = Xp + Xk Equacao 16

Onde:

X, € a concentracao do soluto inicial;

Xp € a concentragdo do soluto na superficie, soluto de facil acesso;

Xk € a concentracdo do soluto no interior do sélido, soluto ndo acessivel.

A modelagem matematica fenomenologica do processe de extragdo supercritica ¢ baseada
em balangos de massa, expresso pelo Equagdo 17. A Figura 20 representa o leito poroso

e o elemento de volume e o volume de controle sobre o qual sao aplicados os balangos.
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Figura 20 - Representacdo do elemento de volume e volume de controle.

o

el - Y|,

pa| T |

I - Y|Z+Az

Fonte: Autor

Geracao (+)

Entrada Saida Acumulo

de soluto de soluto ou consumo () _ ) desoluto
novolume ( ) no volume de soluto ~ ) no volume
de controle de controle no volume de controle

de controle
Equacao 17

O extrator cilindrico possui area de se¢do transversal constante e equivalente a A (L?),

portanto o elemento de volume € expresso pela Equagao 18
AV =A.Az Equacgao 18
Onde:
z representa a coordenada axial do extrator (L);
V representa o volume do extrator (L?);

A representa a area de secdo transversal do extrator (L?).
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BALANCO DE MASSA NA FASE SOLIDA

Aplicando as consideragdes, auséncia de entrada, geragdo, consumo do soluto e que o
fluxo ¢ exclusivamente avaliado na dire¢do z, na Equagdo 18, a variagdo da massa de

soluto (extrato) na fase solida do elemento de volume AV ¢ dado pela Equagao 19.

Am
(—) = —J].AV Equacado 19
At Fase Sélida

Onde:

Am a varia¢do da massa na fase solida (M);

At a variagdo do tempo (T);

J a taxa de transferéncia de massa do soluto na fase solida (M.T!.L?);

AV elemento de volume (L?).

A taxa de transferéncia de massa, “J" (M.L>.T™") é expressa por unidade de volume do
extrator. A massa do soluto, nesse caso, ¢ expressa em fungdo de sua concentragdo na

fase solida, conforme a Equacao 20.
mps = X.ps. (1 —¢).AV Equacgao 20
Sendo:
mgg a massa do soluto (M);
X a concentracdo do extrato na matriz vegetal;
ps a densidade do solido (M.L);
€ Porosidade do leito, ou a fracao de vazios (adimensional).

Considerando a densidade do solido, a porosidade do leito e o volume constantes e
substituindo a Equacdo 19 na Equacdo 18, obtemos a Equacdo 21.

AX ]

A Equacio 21
At 0. (1—¢) quagao

Aplicando o limite com At — 0, obtemos o balan¢o de massa do soluto na fase solida
expresso pela Equacao 22.

85X ]

A___ ) Equacio 22
5t pg. (1—¢) quagao
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A Equagao 9 demonstra que a variacao da massa do soluto na fase solida ¢ fungdo apenas

da taxa de extragdo para a fase fluida (solvente).

BALANCO DE MASSA NA FASE FLUIDA

Devido ao fato de o solvente estar em movimento no interior do leito, para o balanco de
massa na fase fluida, deve-se considerar os termos convectivos. Durante o processo ha
entrada e saida de solvente, ndo hé geracdao, nem consumo de solvente no leito. Aplicando

essas condi¢gdes na Equacdo 17, obtemos a Equacao 23.

(A_m) = Q.Y,—Q.Y,4p, +].AV Equacdo 23
At/ Fase Fluida

Sendo:

Q a vazdo massica do solvente (M.T™!);

Y, a concentracdo do solvente na posi¢ao z;

Y,+az @ concentragdo do solvente na posicao z + Az;

] a taxa de transferéncia de massa do soluto na fase solida (M.T™!. L%).

A taxa de transferéncia de massa, “J" (M.L>.T!) também ¢é expressa por unidade de
volume do extrator, ao expressar a massa do soluto em fun¢do de sua concentracao,

conforme a Equagao 24.
mpgp = Y.p. €. AV Equacgao 24
Q a vazio massica do solvente (M.T™);
Y, a concentracdo do solvente na posi¢do z;
Y,+az @ concentracdao do solvente na posi¢do z + Az;
] a taxa de transferéncia de massa do soluto na fase solida (M.T-!.L?).

Para a substitui¢do da Equacao 24 na Equagdo 23 para a obtencdo da Equacdo 25 sao
necessarias algumas consideragdes, sendo elas a massa especifica do solvente, o elemento
de volume e a porosidade do leito constantes.

g _ Q'(YZ_ YZ+AZ)+ ]
At p.e. AV p.€

Equacdo 25
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Considerando que a vazao do solvente pode ser expressa em funcao de sua velocidade no
interior do leito, obtendo a Equacdo 26, a qual ¢ substituida na Equagdo 25, juntamente

com a Equagdo 18, obtendo a Equagao 27.
Q=U.p.c.A Equacao 26

AY U-(Yz_ YZ+AZ) ] ~
A e + " Equacao 27

Sendo:

U a velocidade no interior do leito (L.T?);

Y, a concentracdo do solvente na posi¢ao z;

Y,+az @ concentragdao do solvente na posigdo z + Az;
Az a variagdo da coordenada axial (L).

Considerando o comprimento do elemento de volume infinitesimal (levando o volume de
controle a um ponto) e novamente tomando o limite At — 0 (Equagdo 28), obtemos a

variacdo da massa do soluto (Equagdo 29).

U-(Yz_ YZ+AZ) 8Y
li = -U.— E ao 2
At S0 Az 0z quagdo 28

oY

— = L — 8_Y Equacao 29
ot p.c 0z

Y, a concentragdo do solvente na posicao z;

Y,+az @ concentracdao do solvente na posi¢do z + Az;

Az a variagdo da coordenada axial (L);

U a velocidade no interior do leito (LT?);

p concentracdo do solvente (ML?);

€ Porosidade do leito, ou a fragdo de vazios (adimensional);

J a taxa de transferéncia de massa do soluto na fase solida (MT'L?).

Sovova (1994) expressa a taxa de transferéncia de massa entre as fases solida e fluida
pelas Equagdes 30 e 31, a mesma ainda considera o primeiro termo da Equagdo 18
desprezivel, uma vez que a transferéncia de massa por dispersdo, tanto na fase solida

como na fase liquida pode ser negligenciada e ainda quando comparada com a
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transferéncia de massa convectiva a dispersao de soluto na fase fluida ¢ desprezivel,

obtendo-se a Equagdo 32.

o0X
JXY)=—ps. (1—¢) S5t Equacdo 30
X,Y) = oY v X Equacio 31
JXY) = p.£.6t U.5; quacgao
oY
JX,Y)=p.U.— Equacio 32

6z

Sovova (1994) define duas condi¢des de contorno, uma para o balango de massa da fase
fluida e uma para o balanco de massa da fase so6lida, as quais estao representadas pelas

Equacodes 32 e 33.
X(z,t =0) =X, Equagao 32
X(z=0,t) =0 Equacgio 33

Como ja dito anteriormente, Sovova (1994) a Etapa I ¢ controlada pela fase fluida, pelo
mecanismo de convecgao, sendo a for¢a motriz a diferenga de concentracgio na fase fluida
(inicialmente zero) e na interface com a camada de extrato livre. O fim dessa etapa
acontece quando todo o extrato livre (soluto de facil acesso) ¢ removido da superficie da
matriz alimentar vegetal, como mostra a Figura 21, e a concentrag@o da fase s6lida atinge
Xk, desta forma a taxa de transferéncia de massa para essa etapa ¢ calculada pela Equagao

34.
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Figura 21 - Mecanismo de transferéncia de massa proposto por Sovova (1994).
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Fonte: Autor
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JXo =X>Xk,Y) =Kg.ag.p. (Y. —Y) Equacdo 34
K coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (LT™);
a, area superficial especifica da particula (L?);
Y, solubilidade do soluto na fase fluida (adimensional);
X, concentracao inicial do soluto (adimensional);
Xk concentracao do soluto de facil acesso (adimensional).

Na segunda etapa (Etapa III), ¢ necessario levar em consideracdo a resisténcia a
transferéncia de massa na interface sélido-fluido, ocasionada pelas falhas na camada
superficial de soluto que recobre as particulas, desse modo Sovova (1994) utiliza a

Equagdo 35 para o célculo da taxa de transferéncia de massa.

Y
](X<XK,Y)=KS.aO.pS.X.(1—Y—) Equacao 35
r

K coeficiente de transferéncia de massa do soluto na fase solida (LT™)

A resolucdo analitica do modelo de Sovova (1994) ¢ iniciada a partir da inser¢ao de

algumas varidveis adimensionais, expressas pelas Equagdes 36, 37, 38 e 39.

X
r=— Equacao 36
Xk
Y
Y=1—= Equacgao 37
Yr
Kr.a
h=—"0 Equacgao 38
U
Ks.ag.p.Yr
T = .t Equac¢ao 39
(T 0. ps- Xx s

r concentragdo da fase solida definida pela Equacdo 36, em outras palavras, a eficiéncia

da moagem (adimensional);
h coordenada adimensional definida pela Equacao 38;

T tempo adimensional definido pela Equagao 39.
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Ao introduzir as Equagdes 36 a 39 e as condi¢des de contorno, Equacao 32 e 33, no
balango de massa, tem-se a Equagdo 40, com as suas respectivas condi¢des de contorno,

Equagdes 41 e 42, sendo J*(r,Y) definido pela Equacéo 43.

==X Equagdo 40
J'(r,Y) = b 51 quacao
r(h,t=0)= r, Equacdo 41
rth=0,1)=1 Equacio 42
JX,Y)
*(r,Y) = — Equacio 43
Krg.ap.p.Yr

J* taxa de transferéncia de massa normalizada definida pela Equagao 43.

Com essas transformagdes Sovova (1994) também modifica a Equagdo 34, utilizada para

o periodo de extragdo rapida, obtendo a Equacao 44.
J'r>1,Y)=Y Equacio 44

Para o periodo de extracao mais lento, foi assumido que a taxa de transferéncia de massa
adimensional, J* (1,Y), como um produto de Y com uma fungao definida, f (r), conforme

a Equacgdo 45, sendo essa Equagdo valida quando a mesma obedece as Equagdes 46 ¢ 47.

J'(r,Y) = f(r).Y Equagdo 45
fr>1)=1 Equacdo 46
fr<1)<1 Equacgéo 47

f (r) fungdo definidora do retardo da extragdo por difusdo dentro das particulas

Para determinar o perfil de concentracdo no periodo de extracdo lento, Sovova (1994)
substituiu a Equagdo 45 na Equacdo 40, com as condi¢gdes de contorno expressas pelas
Equagodes 41 e 42, eliminando o Y e integrando-a obtém-se a Equagdo 48, com a condi¢ao

de contorno expressa pela Equagao 49.

L o +r= E ao 48
TR r=r, quacgao
6r(h=0,t
% = —f(r) Equacao 49

Para 0 mesmo periodo, a autora também definiu uma solugdo analitica para f(r) =,

como mostra a Equacao 50.
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fr<1)=k.r Equacio 50
A funcdo do k ¢ introduzir o coeficiente de transferéncia de massa da fase solida, definido
pela Equagao 51.

_KS'pS'XK

k= Equacdo 51
XF . p. YI‘

k parametro do modelo de Lack citado por Sovova (1994).

Sovova (1994) obteve o perfil de concentragdo de soluto na fase sélida, expressos pelas
Equacdes 52 (para, T < Tp,), 53 (para 1, <t < Ty € h> hy)e 54 (para, 1, <t <

T, h<hyet=> 1)

r=r,— te " Equacao 52
r=ry— Ty e B~hw Equacgao 53
) ~
Equacao 54

"7 T (1 eXtm) — 1) e CokD)
T, parametro de tempo, adimensional, no inicio da extracao de dentro das particulas;
T parametro de tempo, adimensional;
T, parametro de tempo, adimensional, no final da extracdao do soluto de fécil acesso;
h coordenada adimensional definida pela Equagao 38;

h,, coordenada adimensional da posi¢ao entre extragdo rapida e lenta.

Onde,
Tm = To—1 Equacado 55
1 14 1, elokd 5
Tp = Ty + X .In T+t Equacdo 56
m
KF .dg - H .
A= — Equagdo 57

A coordenada adimensional definida pela Equagdo 57;
H coordenada axial (L);

ro concentragdo inicial do soluto (adimensional).
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Trés equacdes sao utilizadas por Sovova (1994) para descrever o perfil de concentragao
de soluto na fase s6lida no processo de extracdo com fluido supercritico. A Equacao 52

representa a primeira etapa, onde ha soluto de facil acesso em todo o leito de extragao.

A autora ainda afirma que o soluto de facil acesso se esgota com entrada do solvente no
tempo T,,, quando o periodo de transi¢do entre a extragao rapida e lenta comeca, onde h,,
¢ a coordenada que divide o leito de extragao em duas secdoes. Em uma das se¢des o soluto
facilmente acessivel continua se esgotando em uma parte do leito, enquanto na outra
secdo do leito ha a extragdo das partes internas das particulas (soluto de dificil acesso). A
coordenada no limite entre as duas seg¢des ¢ expressa pela Equacao 58 (para, T, <1 <
Tpn)- Quando a coordenada h atinge o fim do leito de extracdo (t < T,) ndo hd mais soluto

de facil acesso em nenhuma se¢ao do leito.

1 rO . e[k (T_Tm)]_l

In Equacdo 58

h,, = .
Yo k.t ro—1

Na sequéncia Sovova (1994) apresenta o perfil de concentragcao normalizado do solvente,
apresentados pelas Equacdes 59 (para, T < T,), Equagdo 60 (parat, <t < To¢ h>

h,,) e Equag¢do 61 (para, 1, <t < 1, h<h,et=> 1)

Y= Equacgao 59
Tm e(h_hw) 5
ro ek(T_Tm)

Y

= ek(k ro h) + Iy e[k(-[_-[m)]_l Equacao 61

Com o intuito da utilizagdo do modelo em dados experimentais, as Equa¢des do modelo
devem ser funcdes de grandezas facilmente mensurdveis, como o tempo ou massa de
extrato. Essas equacdes sao propostas por Sovova (1994) e seguem a seguir, Equagdes 62

(para q < qpm), Equagdo 63 (para q, < q < qp) € Equacdo 64 (para q = qp).

Y=qY,(1—-e™ Equacao 62
Y=Y, (q—qye™? Equacio 63
Y, W Xo W(am=-a)Xk
Y=X,— W In(14+e¥Yr —1)e %o Equacdo 64

q quantidade especifica do solvente, definida pela Equagao 65;
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W parametro referente ao periodo lento de extracao;

gdm quantidade especifica de solvente do inicio da extragdo do interior das particulas;

Onde:
q= g Equacao 65
N
Xo — Xk «
dm = W Equacao 66
WXo
1 Xg+ Xo—Xg) er N
dn = qm + Wln Xq Equacao 67
hy Y. | Xoe W@am) _xp
— = | E ao 68
E - X,W n Xo — Xn quagao

gp quantidade especifica de solvente no final da extragdo do solvente de facil acesso

O parametro E ¢ diretamente proporcional ao coeficiente de transferéncia de massa do
solvente e inversamente proporcional a taxa especifica de fluxo do solvente (Kg), como
mostra a Equacao 69.

Kga
E— Fdo P

= — Equacao 69
q(1—¢)ps auas

E pardmetro do periodo de extragao rapida;

q taxa do fluxo massico do solvente, relacionado com N (T).

Similar ao pardmetro E, o pardmetro W ¢ diretamente proporcional ao coeficiente de
transferéncia de massa da fase solida e inversamente proporcional a taxa especifica de
fluxo do solvente, como mostra a Equagao 70.
Ks ag kE Yg
q(1-¢) Xk

Equacgao 70

W parametro do periodo de extracao lenta
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ANEXO II - IMAGEM DAS FRACOES OBTIDAS NO ENSAIO DE TAMANHO DE PARTICULA.

Figura 22 - Imagem das fragdes obtidas no ensaio de tamanho de particula, sendo (a) fragdo retida no mesh 16; (b) fragdo retida no mesh 20; (c)
fragdo retida no mesh 25; (d) fracdo retida no mesh 32; (e) fragdo retida no mesh 48; (f) fracdo retida no fundo.

(B)

(D)
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ANEXO I1I - DADOS EXPERIMENTAIS DAS CURVAS CINETICAS (SFE,
PLE E SWE)

Tabela 22 - Massas de extrato, massa acumulada e o rendimento pontual (em cada tempo)
do experimento cinético para o subproduto do processamento do amendoim (Arachis
hypogaea L.) para extragio SFE (20 MPa, 50 °C e 1 kgCO, h'!).

Tempo Massa de extrato Massa acumulada Rendimento
(min) ® (€3] (%)
5 0,003 0,003 0,017
10 0,002 0,004 0,27
15 0,253 0,257 1,713
20 0,188 0,445 2,965
25 0,145 0,590 3,931
30 0,143 0,733 4,884
40 0,278 1,010 6,735
50 0,281 1,291 8,606
60 0,314 1,605 10,697
70 0,284 1,889 12,593
80 0,266 2,155 14,369
90 0,264 2,419 16,128
100 0,332 2,751 18,339
120 0,462 3,213 21,417
150 0,439 3,652 24,344
180 0,178 3,829 25,528
210 0,071 3,900 26,000
240 0,053 3,953 26,351
270 0,056 4,009 26,724
300 0,022 4,031 26,872
330 0,006 4,037 26,912
360 0,058 4,095 27,298

Fonte: Autor
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Tabela 23 - Massas de extrato, massa acumulada e o rendimento pontual (em cada tempo)
do experimento cinético para o subproduto do processamento do amendoim (Arachis
hypogaea L.) para extragio PLE (10 MPa, 80 °C e 3 mL etanol min™).

Tempo (min)

Massa de extrato (g)

Massa acumulada (g)

Rendimento (%)

2 0,225 0,225 4,497
4 0,157 0,382 3,145
6 0,273 0,655 5,449
8 0,202 0,856 4,033
10 0,166 1,022 3,311
13 0,165 1,187 3,291
16 0,085 1,271 1,696
19 0,054 1,325 1,074
22 0,039 1,364 0,780
25 0,030 1,395 0,608
28 0,026 1,420 0,514
31 0,021 1,441 0,418
34 0,016 1,457 0,314
37 0,014 1,471 0,278
40 0,013 1,484 0,258
43 0,010 1,493 0,190
46 0,009 1,503 0,188
49 0,007 1,509 0,134
52 0,006 1,515 0,122
55 0,005 1,520 0,098
58 0,005 1,525 0,090
61 0,003 1,528 0,064

Fonte: Autor
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Tabela 24 - Massas de extrato, massa acumulada e o rendimento pontual (em cada tempo)
do experimento cinético para o subproduto do processamento do amendoim (Arachis
hypogaea L.) para a extragio SWE (10 MPa, 160 °C e 3 mL de 4gua min™).

Tempo (min) Massa de extrato Massa acumulada Rendimento

(8 (2 (%)
2 0,239 0,239 4,776
4 0,199 0,438 3,980
6 0,146 0,584 2,926
8 0,115 0,699 2,290
10 0,090 0,788 1,792
13 0,114 0,902 2,276
16 0,094 0,996 1,878
19 0,079 1,074 1,570
22 0,034 1,108 0,680
25 0,061 1,170 1,228
28 0,055 1,225 1,096
31 0,050 1,275 1,004
36 0,071 1,346 1,422
41 0,064 1,410 1,278
46 0,056 1,466 1,126
51 0,051 1,518 1,028
56 0,049 1,567 0,982
61 0,032 1,599 0,640
66 0,040 1,639 0,806
71 0,029 1,667 0,570
76 0,017 1,685 0,350
81 0,032 1,717 0,638
86 0,029 1,746 0,578
91 0,027 1,773 0,546
96 0,020 1,793 0,408

Fonte: Autor
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ANEXO IV — CURVAS ANALITICAS UTILIZADAS NA QUNATIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATITIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Figura 23 - Curva analitica de acido galico utilizada na quantificagdo de compostos fenolicos totais dos extratos do subproduto do processamento
do amendoim (Arachis hypogea L.) no Capitulo III.
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Figura 24 - Curva analitica de Trolox (TE) utilizada no ensaio de capacidade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH dos extratos
do subproduto do processamento do amendoim (Arachis hypogea L.) no Capitulo III.
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Figura 25 - Curva analitica de Trolox (TE) utilizada no ensaio de capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS dos extratos
do subproduto do processamento do amendoim (Arachis hypogea L.) no Capitulo III.
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Figura 26 - Curva analitica de Trolox (TE) utilizada nos ensaios de capacidade antioxidante pelo método de reducao do ion férrico (FRAP) dos
extratos do subproduto do processamento do amendoim (Arachis hypogea L.) no Capitulo III.
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ANEXO V — TEMPO DE RETENCAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE CG-MS

Tabela 25 - Tempo de retengdo (experimentais e encontrados na literatura) e indice de similaridade com a biblioteca NIST 11 dos picos obtidos

nas analises de CG-MS.

Experimental Literatura
. Manteiga .
SOX1 SFE1 SFE2 rglfﬁldiem de g"l’l‘:ldiem

Pico .Con{p 0sto amendo amendoim amendo

identificado Tempo *Indice Tempo *Indice Tempo *Indice 'Tempo *Tempo *Tempo

de de de de de de de de de

retencao Similaridade reten¢ao Similaridade retencao Similaridade retencao retencao retencao
(min) (%) (min) (%) (min) (%) (min) (min) (min)
1 C16:0 35,49 99 35,50 99 35,51 99 32,97 32,95 34,12
2 C18:2 39,41 99 39,41 99 39,42 99 43,14 43,13 42,52
3 C18:1 39,65 99 39,64 99 39,69 99 41,36 41,07 40,54
4 C18:0 39,71 99 40,15 99 40,16 99 39,92 39,9 39,38
5 C20:1 40,15 99 43,88 99 43,88 99 47,5 47,48 48,05
6 C20:0 43,88 99 44,44 99 44,43 99 46,38 46,36 45,92
7 C22:0 44,44 99 48,39 99 48,40 99 52,36 52,35 54,22
8 C24:0 48,39 99 52,07 99 52,07 99 57,91 57,89 66,09

*Valor referente a precisdo do resultado, quanto mais proximo de 100%, apresenta maior confiabilidade entre a estrutura do acido graxo encontrado e a sua identificagdo pela

biblioteca NIST11
'Negoita et al. (2017)
2Negoita et al. (2018)
3Zhang (2019)

Fonte: Autor
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