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RESUMO

O interesse das industrias de alimentos e farmacéutica por compostos
com alto grau de pureza e que apresentem propriedades bioldgicas é
crescente nos Ultimos anos. As exigéncias governamentais e do mercado
consumidor t€m sinalizado para a importancia do desenvolvimento de
tecnologias que possibilitem o reaproveitamento de residuos, que sejam
ambientalmente seguras e garantam a qualidade dos produtos. Diversas
pesquisas vém se desenvolvendo para melhorar a aplicagdo dos residuos
agroindustriais. A laranja, por exemplo, tem como produto principal o
suco. Entretanto, vdrios subprodutos sdo gerados durante o seu
processamento, como os dleos essenciais, farelo de polpa citrica e outros
produtos com diferentes aplicagdes nas industrias de tintas, cosméticos e
de racdo animal. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a
obtencdo de dleo de bagaco de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck)
aplicando a tecnologia supercritica (ESC) com CO, puro e com adicdo
de co-solvente com a finalidade de comparar, em termos de rendimento
de processo, composicdo dos extratos e atividade bioldgica, com
extratos obtidos a partir de técnicas de extracdo a baixa pressdo
(ultrassom - UE, Soxhlet - SOX, com diferentes solventes organicos, e
hidrodestilacdo - HD). Os extratos supercriticos de bagago de laranja
foram obtidos entre pressdes de 100 a 300 bar, temperaturas de 40 °C e
50 °C, com vazdo de CO, de 17 + 2 g/min, durante 5 h. A cinética de
extragdo da ESC e a modelagem matemdtica também foram estudadas.
Nas extragdes a baixa pressdo utilizou-se hexano (HX), diclorometano
(DCM), acetato de etila (EtOAc), etanol (EtOH) e dgua (H,O). Os
rendimentos da ESC alcangaram valores de até 1,9 £ 0,1 % (m/m) para
extracdes com CO, puro e 4,2 + 0,9 % (m/m) quando foi adicionado 8 %
de co-solvente a extracdo. As extracdes SOX com etanol e 4gua
obtiveram rendimentos de 51 + 2 % (m/m) e 54,4 + 0,8 % (m/m),
respectivamente. Quando empregados no ultrassom, 0s mesmos
solventes geraram rendimentos de 23 £ 1 % (m/m) para EtOH e 42 + 2
% (m/m) para H,O. Os modelos de transferéncia de massa de Martinez
et al. (2003) e de Goto, Sato e Hirose (1993) foram os que apresentaram
os melhores ajustes aos dados experimentais. O potencial antioxidante e
antimicrobiano dos extratos obtidos por diferentes técnicas foram
avaliados pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina),
onde os melhores resultados de ECs, foram obtidos para ESC
adicionado de co-solvente (481 + 8 a 403 + 22 pug/mL) e as extragdes



SOX (347 + 6 ug/mL) e UE (434 + 13 pg/mL) com acetato de etila. O
teor de fendlicos total foi avaliado pelo método de Folin-Ciocalteau e o
melhor resultado foi obtido para UE-EtOAc (60 £ 5 mg EAG/g),
enquanto que, para o método de descoloracio do sistema -
caroteno/dcido linoléico, o melhor resultado foi obtido para ESC 50
°C/200 bar com CO, puro. A atividade antimicrobiana realizada por
microdiluicdo em meio liquido mostrou que o extrato obtido por ESC a
200 bar/ 50°C apresentou-se como forte inibidor, indicando que 500
ug/mL de extrato sdo suficientes para inibir o crescimento de S. aureus.
Os principais compostos identificados pelo perfil quimico dos extratos
em termos de percentual de drea relativa foram L-limoneno; &cido
hexadecandico (acido palmitico); acido oléico; butil
benzenesulfonamida, = N-(2-ciano-etil)-benzenesulfonamida e  f-
sitosterol. O uso do bagagco de laranja como matéria-prima para a
extracdo € promissor devido a elevada qualidade dos compostos que
permanecem presentes neste residuo industrial. Os extratos obtidos por
ESC apresentaram menores rendimentos quando comparados com SOX
e UE, mas os bons resultados de atividade antioxidante pelo método
DPPH e método de descoloragdo do sistema B-caroteno/acido linoléico
justificam este estudo como um importante ponto de partida para outras
andlises relacionadas com este material vegetal.



ABSTRACT

The interest of pharmaceutical and food industries for compounds with
high purity and biological properties has been increased in the last years.
The government requirements and the consumer market have indicated
the importance of the technologies development that allow the waste
reuse while, due to environmentally safe and product quality guarantee.
Several investigations have been developed to improve the use of the
agroindustrial residues. In spite of juice is the main orange product,
several by-products are obtained during the processing, such as essential
oils, citrus pulp and other products with different and important
applications in paints, comestics, animal feed industries, and others. In
this manner, this study aimed to obtain oil from orange (Citrus sinensis
L. Osbeck) pomace using the supercritical fluid extraction (SFE) with
pure CO, and with or without co-solvent, in order to compare (in terms
of yield process, composition and biological activity of the extracts)
with extracts obtained from low pressure techniques, as ultrasound
(UE), and Soxhlet (SOX), with different organic solvents, and
hydrodistillation (HD). The SFE extracts from orange pomace were
obtained at pressures from 100 to 300 bar, temperatures of 40 ° C and 50
° C, with CO, flow rate of 17 + 2 g/min during 5 h. The SFE kinetics
and mathematical modeling were also studied. Low pressure extractions
were performed with hexane (HX), dichloromethane (DCM), ethyl
acetate (EtOAc), ethanol (EtOH) and water (H,O). The SFE yields
reached values up to 1.90 £ 0.1 % (w/w) for extraction with pure CO,
and 4.2 £ 09 % (w/w) when co-solvent at 8 % was added to the
extraction at 250 bar/50 °C. SOX extractions with ethanol and water
obtained yields of 51 £ 2 % (w/w) and 54.4 + 0.8 % (w/w), respectively.
When EtOH was used in ultrasound, provided 23 + 0.7% (w/w) of
extraction yield, while H,O in same technique reached 42 + 2 % (w/w).
The mass transfer models of Martinez et al. (2003) and Goto , Sato e
Hirose (1993) presented the best fit to experimental data. The
antimicrobial and antioxidant potentials of the extracts obtained by
different techniques were evaluated by the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrilhidrazyl) method, where the best ECs, results were obtained for
SFE added co-solvent at 8 % (403 + 22 pg/mL), the SOX extraction
(347 £ 6 pg/mL) and the UE extraction (434 + 13 pg/mL) with ethyl
acetate. The total phenolic content was evaluated by Folin-Ciocalteau
method and the best result was obtained for UE-EtOAc (60 + 5 mg



GAE/g), while for the B-carotene/linoleic acid bleaching method the
best result was obtained for SFE performed at 50 °C and 200 bar with
pure CO,. The antimicrobial activity was performed by microdilution
and presents the SFE extract obtained at 200 bar/50 °C as strong
inhibitor, indicating that 500 pug /mL of extract are sufficient to inhibit
the S. aureus growth. The main compounds identified by chemical
profile of extracts were L-limonene, hexadecanoic acid (palmitic acid),
oleic acid, butyl  benzenesulfonamide, N-(2-cyano-ethyl)-
benzenesulfonamide and -sitosterol. The use of orange pomace as
extraction raw material is promising due to the high quality components
present on this industrial residue. SFE extracts presented lowers yields
when compared to SOX and UE, but good results of antioxidant activity
make this study an important starting point for other analysis related
with this plant material.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total
estimado de 350.000 a 550.000 espécies. A diversidade bioldgica
vegetal brasileira ndo é conhecida com precisdo tal a sua complexidade,
estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas
de plantas, animais e microrganismos (NODARI; GUERRA, 2000).

A crescente preocupacdio com o meio ambiente vem
mobilizando virios segmentos da inddstria. Inimeros Orgios
governamentais e inddstrias estdo se preparando para aplicar uma
politica ambiental que diminua os impactos negativos a natureza.
Constantes revisdes tém ocorrido em resolugdes ligadas a residuos que
classificam e propdem tratamentos, forma de manipulagdo e descarte

dos residuos (PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).

O residuo industrial, depois de gerado, necessita de destino
adequado, pois ndo pode ser acumulado indefinidamente no local em
que foi produzido. Além de criar potenciais problemas ambientais, 0s
residuos representam perdas de matéria-prima e energia, exigindo
investimentos significativos em tratamentos para controlar a poluicio
(PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).

A laranja é um produto de importancia para a agricultura e a
economia brasileira. O Brasil é responsavel por quase 90 % das laranjas
produzidas na América do Sul, o que corresponde a 34 % da producdo
mundial desta fruta (TRIBESS; TADINI, 2001).

Apés a extragdo do suco, os residuos sélidos da industria da
laranja, representados pelas cascas, sementes e polpa, equivalentes a
cerca de 50% do peso de cada fruto e com, aproximadamente, 82% de
umidade, sdo transformados em farelo peletizado. Este farelo é usado
principalmente como complemento alimentar de rebanhos bovinos de
leite e de corte. Além desta aplicacdo, a partir do exocarpo, mesocarpo e
endocarpo podem ser obtidos produtos como 6leos essenciais, doces,
celulose, carboidratos soliveis, propectina, pectina, flavondides,
aminoacidos e diversas vitaminas, esséncias aromadticas e vitamina C.
Alguns derivados dos residuos da laranja entram na composicdo de
véarios produtos, como solventes industriais, iscas granuladas para
insetos, componentes aromdticos, tintas, adesivos, medicamentos,
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gomas de mascar, combustiveis, entre outros produtos (TIENNE;
DESCHAMPS; ANDRADE, 2004).

Apesar desta ampla utilizagdo, outra possibilidade de emprego
dos residuos da agroindustria da laranja € para fins energéticos, quer na
forma como sdo gerados in natura, depois de submetido ao processo de
secagem, ou apds a sua transformacdo em carvio vegetal (TIENNE;
DESCHAMPS; ANDRADE, 2004).

Os residuos podem conter muitas substincias de alto valor
agregado. Se for empregada uma tecnologia adequada, este material
pode ser convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para
processos secunddrios. Segundo Pelizer, Pontieri e Moraes (2007), os
residuos de frutos citricos sdo uma rica fonte de flavondides naturais em
potencial, considerando a quantidade de residuo gerado e a alta
concentrag¢do de compostos fendlicos.

A importincia crescente dos Oleos essenciais criou a
necessidade de desenvolvimento de métodos de extragdo que
proporcionem maior qualidade e produtividade, uma vez que existe
atualmente uma tendéncia do consumidor de preferir produtos naturais
(DONELIAN, 2004).

Aspectos como qualidade e composicdo dos produtos
fitoterdpicos estio relacionados com a técnica de extracdo empregada na
preparacdo dos extratos de produtos naturais. Conforme o método
empregado para extracdo de um Oleo essencial, suas caracteristicas
quimicas podem ser alteradas, fazendo com que seus efeitos
terapéuticos, possivelmente, também sejam alterados. Métodos mais
rapidos de extracdo podem reduzir o custo do produto obtido, mas
conforme o 6leo, isso poderd alterar suas qualidades terapéuticas. A
temperatura usada na extracdo pode interferir na qualidade final do dleo
essencial, pois durante a extracdo moléculas termossensiveis de um
principio ativo podem ser quebradas e oxidadas em produtos de menor
eficdcia ou, as vezes, gerar subprodutos téxicos (FLEGNER, 2010).

O valor terapéutico dos Oleos essenciais deve-se a sua
complexidade quimica, por atuarem de diversas maneiras, ao contrario
dos produtos sintéticos, que atuam de um tdnico modo, relativo ao
composto quimico ativo. Além disso, os compostos sintéticos perdem a
sinergia especifica que os compostos naturais apresentam, pois a fusdo
molecular dos elementos presentes nos 6leos naturais faz com que estes
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atuem de maneira especifica na cura. Esta é a explicagdo para a
obten¢do de propriedades diferentes e mais abrangentes dos 6leos
naturais (CORAZZA, 2002).

Quimicamente, os 6leos essenciais podem ser compostos por
hidrocarbonetos, alcodis, dcidos organicos, ésteres, aldeidos, cetonas,
fendis e varios compostos organicos nitrogenados e sulfurados. Os
compostos de maior importancia sdo os terpenos (C,Hz,4), que podem
ser incolores, amarelados (quando associados a carotendides) ou
esverdeados (quando associados a clorofila). As principais classes de
constituintes dos dleos essenciais de uso terap€utico sdo 0s mono e
sesquiterpenos, os ésteres, os aldeidos, as cetonas, os alcodis, os fendis,

os 6xidos e os acidos (CORAZZA, 2002).

Meétodos tradicionais de extracdo, incluindo a extragdo com
solventes organicos, a destilagdo a vapor e a hidrodestilagdo, sdo
bastante utilizados para a obtencdo de extratos e Oleos essenciais de
diversas matrizes vegetais. Porém, estas técnicas geralmente envolvem
altas temperaturas de processo, o que pode ocasionar alteracdes
quimicas e destruicio de compostos termossensiveis, assim como a
perda de qualidade do 6leo essencial (BE-JEN; YEN-HUI; ZER-RAN,
2004; POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGUI, 2007). Nas extragdes
com solventes orgadnicos sdo utilizados diversos tipos de solventes,
como alcodis metilico, etilico e propilico; hexano; cloroférmio; acetato
de etila; acetona; entre outros. Esta técnica é comumente aplicada nas
industrias quimica, farmacéutica e de alimentos para a produgdo de
extratos. Porém, o uso de solventes orgdnicos pode ser prejudicial a
saide (BE-JEN; YEN-HUI; ZER-RAN, 2004; BISCAIA, 2007).

A extragdo por ultrassom é uma tecnologia em potencial
desenvolvimento devido a simplicidade da técnica e necessidade
instrumental baixa. A técnica de ultrassom apresenta tempo de extracio
reduzido, temperatura de extracdo baixa e aumento nos rendimentos das
extragdes. O mecanismo para melhor extra¢do por ultrassom € atribuido
ao comportamento das bolhas formadas pela cavitacdo na propagacio
das ondas acusticas. O colapso das bolhas pode produzir efeitos fisicos,
quimicos e mecénicos, os quais resultam na ruptura da parede celular,
facilitando a liberacdo de compostos e aumentando a transferéncia de
massa do solvente da fase continua dentro da célula vegetal (MA et al.,
2008).
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A extracdo de compostos dos O6leos essenciais utilizando
solventes em altas pressdes, ou fluidos supercriticos, vem se destacando
nos ultimos anos, especialmente quando a aplicacdo do extrato é
direcionada as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Esta
metodologia apresenta-se como uma alternativa aos processos
convencionais de extracdo para a obtencdo de compostos de alto valor
agregado e com elevado grau de pureza, sem a necessidade de uma
etapa adicional para a remoc¢do de solventes (RIZVI et al.,, 1986;
POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGUI, 2007).

O dioxido de carbono (CO,) é o fluido supercritico mais
comumente  utilizado  por  apresentar  caracteristicas = como
inflamabilidade, atoxicidade, facilidade de remocgdo do extrato na
despressurizacdo, custo-beneficio vantajoso, além de reduzir a
decomposi¢do térmica da amostra, devido a sua baixa temperatura
critica (31,1 °C). Contudo, o CO, puro ndo € o solvente mais apropriado
para extracdo de compostos polares e matrizes com alto poder de
retencdo, fazendo-se necessdrio a utilizagdo de modificadores (em
pequenas quantidades) para aumentar o poder de solvatacdo do CO,
(SCALIA; GIUFREDDA; PALLADO, 1999).

As propriedades dos fluidos supercriticos aumentam as taxas de
extracdo e os rendimentos, uma vez que as altas massas especificas dos
fluidos conferem grande poder de solvatagdo, enquanto os baixos
valores de viscosidade combinados com valores de difusividade
fornecem alto poder de penetracdo na matriz sélida (AGHEL et al.,
2004; TSAO; DENG, 2004).

Devido a semelhanga na viscosidade dos fluidos supercriticos e
dos gases, e por seu coeficiente de difusdo ser maior que dos liquidos, a
extracdo das substincias, mediante este processo, € facilitada. Como
uma pequena alteracdo da pressdo e da temperatura provoca uma grande
mudanca na solubilidade, o uso de um fluido supercritico permite um
isolamento altamente eficiente dos componentes a serem extraidos
(VANNOORT et al., 1990).

O conhecimento dos mecanismos de transferéncia de massa,
dos parametros cinéticos e das condi¢cdes termodindmicas da extracdo
pode ser utilizado para avaliar economicamente o processo. Além disso,
€ importante conhecer o efeito das varidveis envolvidas e sua correlacio
com um modelo tedrico que descreva a cinética de extragdo
(POURMORTAZAVI; HAIJIMIRSADEGUI, 2007). Na extragdo
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supercritica os pardmetros importantes sdo a vazdo do solvente, o
tamanho de particula do sélido e a dura¢do do processo. Outros fatores
que contribuem para a extracdo sdo o poder de solubilizagdo e a
seletividade do solvente com relagdo aos compostos de interesse e a
capacidade de difus@o destes no fluido. A escolha destes parametros é
fundamental para a otimizagdo da extracdo dos compostos desejados em
menor tempo (REVERCHON; DE MARCO 2006).

Aliado a técnica de extracdo, o interesse no potencial
antioxidante de produtos naturais vem aumentando desde 1990, quando
estudos comprovaram que a influéncia benéfica de alimentos e bebidas
na saide humana estava associada a atividade antioxidante de polifendis
presentes nos alimentos. A maioria dos casos de atividade antioxidante
de frutas e vegetais deve-se a compostos como dcidos fendlicos e
flavonoides (TSAQO; DENG, 2004; ROGINSKY; LISSI, 2005).

Os antioxidantes sdo formados por diferentes grupos quimicos,
apresentando diferentes estruturas e propriedades. Para extrair e
manipular essas substincias complexas, o diéxido de carbono
supercritico parece ser o solvente ideal neste campo, devido as baixas
temperaturas empregadas na extragdo, garantindo a conservacdo de suas
propriedades biolégicas (CORTESI et al., 1999; DIAZ-REINOSO, et
al., 2006).

O suco de frutas citricas contém compostos bioativos como
limondides, flavondides, pectinas, cumarinas e furanocumarinas e
antioxidantes conhecidos, como a vitamina C e carotendides, os quais
apresentam diversos beneficios a sadde. Baseado em estudos
laboratoriais, os flavondides citricos e limondides apresentam
propriedades de protecdo contra uma variedade de doencas cronicas,
como arterosclerose e cancer. Os flavondis, flavandis, antocianinas e
fenilpropandides podem atuar como antioxidantes e, por diversos
mecanismos, atuar como compostos cardioprotetores
(JAYAPRAKASHA; GIRENNAVAR; PATIL, 2008).

Apesar de serem bastante conhecidos os beneficios da extragdo
com CO, supercritico para a manutencdo das propriedades do dleo
essencial, esta técnica € pouco aplicada no aproveitamento de residuos
da agroinduistria, como é o caso do bagaco de laranja, ndo sendo
encontrados dados de literatura utilizando esta matéria-prima para a
producio de extrato de laranja.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi obter extrato de bagaco de
laranja por diferentes métodos de extracdo com a finalidade de comparar
com 6leo comercial proveniente da prensagem a frio e identificar os
extratos de bagaco de laranja que apresentam atividade antioxidante e
antimicrobiana.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

g)

Sugerir o aproveitamento do residuo industrial do
processamento de laranja (bagaco de laranja) para a
obtencgdo do extrato de bagaco de laranja;

Comparar e avaliar, em termos de rendimento e qualidade
dos extratos, as técnicas convencionais de extracdo a baixa
pressdo e ESC na obten¢éo do extrato de bagaco de laranja;

Avaliar o rendimento da ESC para o bagaco de laranja em
fun¢do das condigdes de operacdo (temperatura e pressao);

Empregar solventes organicos com polaridades variadas
nas extracdes convencionais e, a partir destas, selecionar
um co-solvente a extracdo supercritica;

Determinar a curva global de extragdo do extrato de bagaco
de laranja, visando o estudo da cinética de transferéncia de
massa utilizando modelos matematicos descritos na
literatura;

Analisar o perfil de composicdo dos diferentes extratos de
bagaco de laranja;

Comparar o 6leo do bagaco de laranja com 6leo comercial
em termos de composicdo e atividades bioldgicas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A laranja e a producao brasileira

A laranja € o fruto produzido pela laranjeira (Citrus sinensis),
uma 4rvore pertencente a familia Rutaceae, género Citrus, espécie
sinensis. A laranja € um fruto hibrido, criado na antigiiidade a partir do
cruzamento do pomelo (Citrus maxima) com a tangerina (Citrus
reticulata) (MATTOS JUNIOR et al., 2005).

De todas as arvores frutiferas, uma das mais conhecidas,
cultivadas e estudadas em todo o mundo € a laranjeira. Assim como
todas as plantas citricas, a laranjeira é nativa do Sudeste da Asia, mas a
regido de origem ainda € motivo de controvérsia. A mais antiga
descri¢do de citricos aparece na literatura chinesa, por volta do ano 2000
a.C. Segundo pesquisadores, a laranja foi levada da Asia para o norte da
Africa e, posteriormente, para o sul da Europa, onde teria chegado na
Idade Média. A partir da Europa, foi trazida para as Américas por volta
de 1500 (ABECITRUS, 2008).

A laranja espalhou-se pelo mundo sofrendo mutacdes e dando
origem a novas variedades. Durante a maior parte deste periodo, o
cultivo de sementes modificava aleatoriamente o sabor, 0 aroma, a cor e
o tamanho dos frutos. As pesquisas e experimentos para aprimorar as
variedades da laranja comecaram a ser desenvolvidas a partir do século
XIX, na Europa. Todos os estudos sempre estiveram voltados para o
melhoramento do aspecto, tamanho e sabor dos frutos, como também o
aprimoramento genético para a obtencdo de drvores mais resistentes a
doengas e variagoes climaticas (ABECITRUS, 2008).

A partir de 1927, o Brasil comegou a se destacar na exportacao
de citricos. Na década de 1930, a laranja passou a fazer parte das
exportacdes brasileiras e, em 1939, a laranja se tornou um dos dez
produtos mais importantes nas exportacdes do pafs. A primeira fébrica
de suco concentrado e congelado foi implantada no Brasil nos anos de
1950, mas somente na década de 1960 que a industria brasileira de sucos
e outros subprodutos da laranja ganharam impulso (ABECITRUS,
2008).

Na década de 1980, o Brasil se tornou o maior produtor
mundial de laranjas, tornando-se também o lider na produgdo de suco



Revisdo Bibliogrdfica 44

desta fruta. Em 1981, as exportacOes brasileiras de suco de laranja
concentrado ultrapassavam 600 mil toneladas anuais. Atualmente, os
pomares mais produtivos estdo nas regides de clima tropical e
subtropical, destacando-se o Brasil, Estados Unidos, Espanha, paises do
Mediterrineo, México, China e Africa do Sul. Sdo Paulo e Flérida sdo
as principais regides produtoras do mundo (TODA FRUTA, 2005;
ABECITRUS, 2008).

Atualmente, a producio de citricos estd distribuida por todas as
regides do pafs, concentrada principalmente na Regido Sudeste em
decorréncia da producio de laranja, lima e tangerina no estado de Sdo
Paulo, que responde por cerca de 70% da produgdo nacional de laranja e
98% da producdo de suco. O sistema agroindustrial da laranja € um caso
de sucesso no Brasil, onde a fruta atende cerca de 50% da demanda e
75% das transagOes internacionais, trazendo anualmente mais de US$1
bilhdo de ddlares em divisas para o Brasil, no centro de uma cadeia
produtiva que gera um PIB equivalente a US$5 bilhdes de ddlares.
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a safra brasileira de laranja em 2009 foi de aproximadamente 18,3
milhdes de toneladas. As exportacdes de suco de laranja se mant€m,
desde 1994, entre 1,1 e 1,2 milhdes de toneladas. Atualmente, o setor
emprega diretamente cerca de 400 mil pessoas e € atividade econdmica
essencial de 322 municipios paulistas e 11 municipios mineiros (TODA
FRUTA, 2005; ABECITRUS, 2008; IBGE, 2010).

3.2. Composic¢ao da laranja

A laranja € conhecida como uma rica fonte de vitamina C e
pectina, uma das frag¢des soldvel da fibra vegetal. A Tabela 1 apresenta a
composi¢do nutricional da laranja (var. Valéncia) por 100 g de parte
comestivel. A Figura 1 apresenta as estrutura fisioldgica da laranja.

Em média, uma laranja contém cerca de 70 mg de vitamina C,
quantidade esta maior do que as necessidades didrias de um adulto. A
vitamina C é um antioxidante que protege as células contra danos
causados pelos radicais livres e ajuda a reduzir o risco de certos tipos de
cancer, ataques do coragdo, derrames cerebrais e outras doengas. A parte
fibrosa da laranja é um grande estimulador do funcionamento intestinal
(RGNUTRYI, 2010).



Revisdo Bibliogrdfica

45

Tabela 1: Composicdo nutricional da laranja var. Valéncia (por¢do de 100 g).

Umidade 86,9 %
Energia 46 kcal (193 kJ)
Carboidratos 11,7¢
Fibra alimentar 1,7¢
Proteinas 0,8¢g
Lipidios 02¢g
Cinzas 04¢g
Vitamina B1 0,07 mg
Vitamina B2 0,04 mg
Vitamina B3 0,274 mg
Vitamina B5 0,250 mg
Vitamina B6 0,03 mg
Vitamina B9 17 ug
Vitamina C 47,8 mg
Cilcio 34 mg
Potédssio 158 mg
Cobre 0,04 mg
Fésforo 20 mg
Magnésio 14 mg
Manganés 0,06 mg
Zinco 0,1 mg
Ferro 0,1 mg
Sédio 1 mg

Fonte: USDA, 2009; TACO, 2006.

EPICARPO (FLAVEDO)

MESOCARPO (ALBEDO)

-COLUMELA

MESOCARPO (GOMOS)

Figura 1: Estrutura fisiol6gica da laranja.

Fonte: PORTAL SAO FRANCISCO, 2010.
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3.3. Processamento da laranja

A laranja (Citrus sinensis) é a fruta industrializada em maior
quantidade no Brasil, sendo que aproximadamente 72% dos frutos
produzidos sdo processados na forma de suco (NEVES et al., 2001 apud
EMPRABA, 2003). Os principais produtos industrializados obtidos a
partir de frutas citricas s@o o suco, apresentados em diferentes niveis de
concentracdo, e os subprodutos deste processamento, como Oleos,
aromas e polpa (EMBRAPA, 2003).

Diversos outros produtos podem ser obtidos a partir das frutas
citricas, embora menos expressivos comercialmente, como pectina,
gomos de fruta em calda, casca da fruta em calda, fruto cristalizado,
geléias, doces em massa, xaropes, licores, etc. No entanto, a citricultura
brasileira destina a maior parte de sua producio para a industria de suco.
Como procedimentos mais utilizados neste processamento tém-se: pré-
selecdo, limpeza, selecdo por tamanho, extragdo (corte, esmagamento
dos frutos e filtragem inicial), centrifugacdo, concentracio ou
pasteurizacdo (dependendo do tipo de suco) e embalagem (EMBRAPA,
2003).

No Brasil sdo produzidos diferentes tipos de sucos para o
mercado interno e externo, sendo que o suco de laranja concentrado
congelado é o de maior produgdo. Uma pequena parte € destinada a
producdo de suco de laranja reconstituido, mas também sdo produzidos
no pais suco de laranja natural pasteurizado e suco de laranja fresco
(TRIBESS; TADINI, 2001).

Para que o suco de laranja tenha uma vida de prateleira
satisfatéria é necessario que ele receba algum tipo de tratamento térmico
para prevenir a deterioracdo, devido a presenca de microrganismos, e
inativar enzimas presentes naturalmente no suco, principalmente a
pectinesterase, responsavel pela desmetoxilagdo da pectina e
precipitacdo no suco (EAGERMAN, 1976 apud TRIBESS; TADINI,

2001).

As etapas iniciais do processamento da laranja independem do
tipo de suco a ser produzido. Considerando que o suco de laranja
concentrado € o produto de maior expressdo para a industria de citricos,
serdo descritas as etapas do processamento deste produto.
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3.3.1. Obtencao do suco de laranja concentrado

O processo de obtencdo do suco de laranja concentrado e
congelado, mais conhecido como FCOJ (Frozen Concentrated Orange
Juice), consiste de uma série de operacdes industriais em grande escala
que geram, além do suco de laranja, vdrios subprodutos do processo. A
Figura 2 ilustra o rendimento tedrico de produtos e subprodutos obtidos
a partir de 100 kg de laranjas (YAMANAKA, 2005).

D-LIMONENO
0,92 kg

FARELO ESSENCIAS

49,24 kg \ 1‘ / 0,57 kg

LARANJA
100 kg
OLEOS / ‘1’ \ CELULAS

1,79 kg 2,67 kg
SUCO
44,81 kg

FCOJ
8,5ke

Figura 2: Rendimento tedrico dos produtos e subprodutos da laranja, a
partir de 100 kg da fruta.

Fonte: YAMANAKA, 2005.

Segundo Yamanaka (2005), no processamento da laranja para a
obteng¢do de suco, as etapas de produg¢do podem ser divididas em:

a) Recebimento e selecdo de frutos: os frutos sio transportados
a granel até as empresas, onde sdo realizadas andlises para determinacio
de °Brix, indice de acidez total e relacdo acidez/°Brix. As carretas sido
posicionadas em rampas hidrdulicas que inclinam os caminhdes para
que o conteido seja despejado em esteiras de roletes, sendo as laranjas
encaminhadas aos depdsitos. No percurso, sdo rejeitados todos os frutos
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que ndo estdo suficientemente maduros, apresentam ferimentos nas
cascas, estdo excessivamente atacados por dcaros ou sujos, nio
apresentam as dimensdes adequadas ou chegam a fabrica muito apds a
colheita.

b) Armazenamento: os frutos sdo levados aos silos de
estocagem, denominados bins, separados pelas caracteristicas definidas
na andlise do recebimento.

¢) Limpeza dos frutos: no momento da producio, os porticos
dos bins sdo abertos e os frutos caem nas esteiras que os transportardo
para a drea de extracdo, sendo feita uma mistura de laranjas de
diferentes especificacdes para se atingir as caracteristicas desejadas, de
acordo com a solicitacdo do cliente. Os frutos passam por mesas de
lavagem, compostas de esguichos na parte superior e escovas na parte
inferior, para a limpeza com ou sem auxilio de detergentes, com o
objetivo de remover todas as sujidades presentes na casca dos frutos.

d) Selecdo e classificacdo: realizada a lavagem, os frutos s@o
escolhidos, onde os frutos impréprios sdo retirados e enviados a fibrica
de ragdo. Finalizada esta etapa, as laranjas vao para classificadores, que
as separam por tamanho, sendo encaminhadas as linhas de extracao.

e) Extracdo do suco de laranja: nas extratoras ocorre a
separagdo do suco de laranja; da emulsdo que dard origem ao dleo
essencial; do bagaco que se transforma em farelo de polpa citrica; e da
polpa, que dard origem ao pulp-wash. O extrator do tipo Brown corta a
laranja em dois hemisférios e a extracdo é feita pela pressdo de um cone,
composto de um tubo com filtro, a metade cortada do fruto. Variagdes
deste tipo de extrator prensam o fruto inteiro, separando apenas o suco.
O suco de laranja sai das extratoras por meio de tubulacdes na parte
inferior do equipamento, sendo conduzidos aos tanques de
armazenamento, onde fica armazenado até a préxima etapa.

f) Ajuste do teor de polpa: o suco armazenado vai para a etapa
de ajuste de polpa, realizado por finishers, que sio cilindros de ago inox
que possuem no seu interior armagdes com telas (filtros). O ajuste é
feito em etapas, geralmente ajustando o teor de polpa em 4 %, e de
acordo com a especificagdo do cliente. Com o teor de polpa ajustado, o
suco passa por centrifugas para o acerto da cor.

g) Pasteurizacdo e concentragdo do suco de laranja: o suco
com teor de polpa ajustado passa para os evaporadores a vicuo de
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mdltiplo efeito. Antes do primeiro estdgio dos evaporadores, hd a
pasteurizacdo do suco e inicio do processo de concentracdo. A
pasteurizacdo inativa os microrganismos responsaveis pela degradacéo
do suco de laranja e a pectinesterase, enzima cuja a¢do forma acidos
pectinicos que arrastam os sélidos do suco, conferindo turbidez. O suco
com teor inicial de sélidos soldveis totais de 10 - 11 °Brix sai ao final
com teor de 65° Brix, padrdo de qualidade do suco concentrado. Na
evaporagdo, o suco perde sua fragdo voldtil em que estdo as esséncias,
sendo recuperadas nos evaporadores por possuirem alto valor comercial.
Posteriormente, elas podem ser reincorporadas ao suco ou serem
armazenadas separadamente como subproduto. No processo de
concentracdo, ha a obtencdo de sucos concentrados com teores de
s6lidos soliveis varidveis. E comum a mistura (blends) de sucos de
caracteristicas diferentes para uniformizar o que ja foi produzido,
também servindo para ajustar o suco as solicitacdes dos clientes. Nesta
etapa, as esséncias perdidas na concentragdo sdo reincorporadas ao suco
de laranja.

h) Resfriamento e armazenamento: o suco concentrado chega
aos resfriadores do tipo flash por meio de bicos injetores, numa
atmosfera de baixa pressdo absoluta. O liquido evapora
instantaneamente diminuindo a temperatura para 18 °C. Em seguida,
trocadores de calor diminuem a temperatura do suco para -7 °C. O suco
resfriado € encaminhado aos tanques de armazenamento, ficando
armazenado até o seu transporte.

O processamento do suco até a etapa de extracdo é semelhante
para todos os tipos de sucos. Apds esta etapa, o processamento é
realizado de diferentes formas, dependendo do produto desejado ao final
do processo (LD CITRUS, 2001 apud TRIBESS; TADINI, 2001).

3.3.2. Subprodutos do processamento de laranja e o seu
aproveitamento

2 2

O produto, cuja fabricacdo € intencional, é o propésito da
inddstria. Entretanto, sdo gerados outros materiais, de origem ndo-
intencional, chamados de residuos (TIMOFIECSYK PAWLOWSKY,
2000).

De acordo com a Resolu¢do n° 05 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), de 05 de agosto de 1993, é definido que
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os residuos nos estados sélido e semi-sélido sdo os resultantes de
atividades da comunidade de origem industrial, doméstica, hospitalar,
comercial, agricola, de servicos e de varricdo. Ficam incluidos nesta
definicdo os lodos provenientes de sistemas de tratamento de dgua,
aqueles gerados em equipamentos e instalacdes de controle de poluicdo,
bem como determinados liquidos cujas particularidades tornem invidvel
seu lancamento na rede publica de esgotos ou corpos de dgua, ou exijam
para isso solugdes técnicas e economicamente invidveis, em face a
melhor tecnologia disponivel (CONAMA, 2007).

O processamento de frutas e outros vegetais geram dois tipos de
residuos: sélido (pele e/ou casca e sementes) e liquido (dguas utilizadas
para limpeza). Em algumas frutas, a por¢do descartada pode ser elevada
como na manga (30 - 50 %), banana (20 %), abacaxi (40 - 50 %) e
laranja (30 - 50 %). Desta forma, o destino final dos residuos é um grave
problema quando ndo sdo adequadamente gerenciados (ITDG, 2006).

O residuo do processamento de frutos citricos é o residuo sélido
gerado apds a extragdo comercial do suco das frutas. Aproximadamente
90 % deste residuo € proveniente do processamento de laranjas,
composto de casca, pedagos de membranas e bagaco da polpa, vesiculas
de suco e sementes, contabilizando de 44 - 50 % do peso total da fruta
(WIDMER; ZHOU; GROHMANN, 2010).

Existem varias possibilidades para utilizagdo de alguns tipos de
residuos sélidos de frutas. Porém, um dos maiores problemas ¢é
assegurar uma qualidade microbioldgica razodvel do residuo, impedindo
seu armazenamento prolongado. Como exemplo, podem ser citados seis
produtos possiveis de serem obtidos a partir dos residuos de frutas:
doces da casca, 6leos, pectina, frutas em pedacos, enzimas e vinho ou
vinagre (ITDG, 2006).

Os subprodutos obtidos do processamento de laranjas possuem
diferentes aplicagdes no mercado interno e externo, incluindo a
fabricagdo de produtos quimicos e solventes, aromas e fragrancias,
substincias para aplicacdo em industrias de tintas, cosméticos,
alimenticia, complemento para racdo animal, entre outros
(ABECITRUS, 2008). A Figura 3 apresenta os percentuais dos produtos
e subprodutos extraidos da laranja.

Como subprodutos obtidos no processamento de laranja, podem
ser destacados:
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Suco 44,81 %

Células

Congeladas 2,67 % S -
Oleos Tt

Essenciais 1,79 % —

D-limoneno 0,92 % —1
Liquidos
Aromaticos 0,57 %

Farelo de
Polpa Citrica 49,24 %

Figura 3: Rendimento dos produtos e subprodutos obtidos da laranja.

Fonte: ABECITRUS, 2008.

a) Oleo essencial: a fabricagio do 6leo essencial ocorre
paralelamente ao processamento de suco. Os 6leos essenciais ou volateis
sdo retirados da casca das frutas citricas quando o fruto é pressionado na
extratora. Durante o processo de extracdo do suco, as bolsas de 6leo da
casca se rompem, liberando o produto, e jatos de 4gua removem o 6leo
presente na casca. A emulsdo dgua-6leo passa pelos finishers, que
removem os sélidos da emulsdo, e pelas centrifugas, onde ocorre a
separacdo do Oleo em trés etapas: a primeira é a concentrac¢do, onde a
dgua separada (dgua amarela) é encaminhada para a fabrica de rac¢do; na
segunda etapa, a dgua de centrifugacfo (ou clarificagcdo) é redirecionada
para as extratoras (remocdo do 6leo essencial da casca) e para o
processo de ragdo; na etapa final, ocorre o polimento. Apds estas etapas,
ocorre a separagdo de ceras presentes no 6leo por resfriamento até que
as ceras presentes se cristalizem. Apds a separacdo, as ceras sao
encaminhadas para a fabricacio da rac¢do. Os dleos extraidos durante a
extracdo do suco sdo chamados de cold-pressed oils, sendo utilizados,
basicamente, pelas  indudstrias  alimenticia e  farmac€utica
(YAMANAKA, 2005; ABECITRUS, 2008). A Tabela 2 apresenta a
composicdo percentual média do 6leo de laranja obtido por prensagem a
frio.

O percentual identificado como outros componentes inclui
substdncias como 4cido citrico, mdlico, maldnico e oxdlico, que
representam cerca de 1 % (m/m) da casca (CLEMENTS, 1964 apud
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RIVAS et al., 2008) e vitaminas, como a vitamina C, pois a maior parte
do 4cido ascérbico das frutas estd presente na casca e somente 25 % no
suco, sendo possivel encontrar cerca de 10 - 20 mg/kg no albedo e de 15
- 30 mgkg no flavedo. Mesmo que estes componentes sejam
minoritdrios, eles possuem grande valor nutricional para muitos
microrganismos, sugerindo que a casca de laranja pode apresentar
grande potencial em processos biotecnolégicos, além de apresentar alto
contetido de cinzas e proteinas (RIVAS et al., 2008).

Tabela 2: Composicao percentual média do 6leo de laranja obtido por
prensagem a frio.

Componente % (m/m) Componente % (m/m)
a-Tujeno 0,01 Acetato de bornila 0,01
o-Pineno 0,07 Undecanal 0,01
Canfeno 0,01 Acetato de citronelila 0,01
Sabineno e f-Pineno 0,42 Acetato de nerila 0,01
Mirceno 2,49 a-Copaeno 0,02
Octanal 0,10 Acetato de geranila 0,01
o-Felandreno 0,03 f-Cubebeno e B-Elemeno 0,02
§-3-Careno 0,31 Dodecanal 0,01
a-Terpineno 0,01 B-Cariofileno 0,01
p-Cimeno Tracos y-Cadineno 0,02
Limoneno 94,69 o-Umuleno 0,02
(E)-B-Ocimeno 0,03 D-Germacreno 0,02
v-Terpineno 0,04 o-Farneseno 0,11
Hidrato de cis-Sabineno 0,01 6-Cadineno 0,03
Octanol 0,01 (Z)-Nerolidol 0,01
Terpinoleno 0,05 f-Sinensal 0,02
Linalol 0,32 Nootkatona 0,01
Nonanal 0,02 Outros Tracos
Oxido de cis-Limoneno 0,01

Oxido de frans-Limoneno 0,02 Hidrocarbonetos 99,05
Citronelal 0,04 Monoterpenos 98,80
a-Terpineol 0,05 Sesquiterpenos 0,25
Decanal 0,08 Compostos oxigenados 0,83
cis-Carveol 0,01 Compostos carbonilicos 0,37
Nerol e citronelol 0,01 Alcodis 0,42
Neral 0,02 Esteres 0,04
Geranial 0,05 Aldeidos alifaticos 0,22
Perilaldeido 0,01 Aldeidos terpénicos 0,14

Fonte: VERZERA et al., 2004.
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A Figura 4 apresenta a estrutura de alguns compostos presentes
no 6leo de laranja.

CH,
o,
CH, CH, N H,C=CH-C— CH, CH,CH=C CH,
Canfeno Limoneno Mirceno
|
RS -
a-Pineno Sabineno
CHs
HaC—y—CH
CH,
y-Terpineno Linalol a-Terpineol

i
CH4(CH,);CH,~ C—H

Decanal

Figura 4: Estrutura de alguns compostos presentes no 6leo de laranja.

Fonte: NUNES; PEREIRA; ANDRADE, 2000; DANIELSKI, 2007.

b) Farelo de polpa citrica e melaco: as cascas de laranja,
sementes, polpas e demais residuos, que equivalem a aproximadamente
50 % do peso de cada fruta, sdo enviados para a fébrica de ra¢do, onde
cal é incorporada ao bagaco para liberacdo de dgua e acerto do pH. A
umidade inicial do bagaco é de aproximadamente 82 %, que a seguir
este passa por moinhos para a reducdo do tamanho do residuo.
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Posteriormente, a massa é prensada para remover a umidade presente,
gerando o licor de prensagem. Este passa por peneiras estdticas e
vibratdrias para separacdo de sdlidos, que sdo incorporados a massa
moida e, posteriormente, passa por um evaporador de multiplos efeitos,
onde é concentrado, dando origem ao melago citrico. A torta obtida na
prensagem € submetida a secagem e comercializada como suplemento
para alimentagcdo de bovino, evitando o custo de disposi¢do do residuo
em aterros sanitirios (WIDMER; ZHOU; GROHMANN, 2010). A
massa € encaminhada para secadores rotativos para a reducdo da
umidade, entre 7 e 12 %, processada nas peletizadoras e enviada aos
resfriadores antes de serem armazenados em silos metdlicos
(YAMANAKA, 2005; ABECITRUS, 2008).

O farelo de polpa citrica peletizado possui boa aceitagdo como
insumo na ra¢do de rebanhos bovinos (leite e corte). Sua utilizag¢do deve
restringir-se a no maximo 30% da matéria seca para cada animal adulto.
Por tratar-se de um produto que adsorve umidade, é importante que o
farelo seja transportado e armazenado em locais secos, ventilados e
cobertos. Do contrdrio, podem surgir microrganismos causadores de
fermentacdo e bolor e, neste caso, o produto ndo podera ser utilizado na
composicdo da ragdo. E recomendado ndo armazenar este produto por
mais de 60 dias (ABECITRUS, 2008).

Como a secagem do residuo sélido consome uma grande
quantidade de energia, o lucro gerado pela producdo e comercializa¢do
do suplemento para alimentacdo de bovinos é marginal ou negativo,
particularmente quando o custo da energia € elevado (WIDMER;
ZHOU; GROHMANN, 2010). A Tabela 3 apresenta a composi¢cio

média da casca de laranja que € transformada em farelo citrico.

O residuo do processamento de frutos citricos também € rico
em carboidratos soldveis e insoltiveis, sendo uma fonte potencial para a
conversdao bioldgica em produtos de valor agregado. Os agtlicares
soliveis da casca da laranja sdo a glicose, frutose e sacarose. Os
polissacaridios insoliveis que compdem a parede celular da casca de
laranja sdo composots de pectina, celulose e hemiceluloses. Pectina e
hemiceluloses sdo ricas em dcido galacturdnico, arabinose, galactose e
pequenas quantidades de xilose, ramnose e, possivelmente, glicose, ndo
apresentando lignina como componente. A casca e membrana da laranja
e outras frutas citricas sdo altamente suscetiveis a hidrélise pela mistura
de enzimas (GROHMANN; CAMERON; BUSLIG, 1995).
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Tabela 3: Composicdo média da casca de laranja (em base seca).

Componente %o

Carboidratos 16,9
Amido 3,75
Fibras

Celulose 9,21

Hemicelulose 10,5

Lignina 0,84

Pectina 42,5
Cinzas 3,50
Lipidios 1,95
Proteinas 6,50
Outros componentes 4,35

Fonte: RIVAS et al., 2008.

2

A pectina € um importante subproduto citrico, sendo ja
conhecidas sua manufatura e propriedades. Devido a qualidade,
rendimento e dindmica global, a pectina é geralmente recuperada de
casca de limdo e lima, havendo algumas limitacdes no uso da laranja
como matéria-prima. Um dos maiores problemas na manufatura da
pectina € a geracdo de novos residuos, com alto custo para disposi¢ao
final. Comumente, o rendimento da pectina € cerca de Y4 da massa seca
da casca de citricos ap6s a extracdo de acicares (BRADDOCK, 2004).

O residuo pode ser utilizado, ainda, como fonte alternativa para
a producdo de etanol, D-limoneno e outros subprodutos. Pesquisas
nessas dreas aplicam, por exemplo, a hidrélise enzimatica para quebrar a
estrutura do residuo e aumentar o conteido de agticares monoméricos
(sacarificagd@o). Estes acticares podem ser convertidos, simultaneamente,
em etanol por fermentacdo (WIDMER; ZHOU; GROHMANN, 2010).

¢) Pulp-wash: na etapa de ajuste do teor de polpa do suco,
realizada pelos finishers, a polpa retirada € lavada para remoc¢do do suco
residual contido nesta. O suco obtido (que possui °Brix inferior ao suco
concentrado) € encaminhado para a concentragdo em evaporadores e,
posteriormente, é incorporado ao suco ja concentrado. A polpa exaurida
(pulp-wash) é encaminhada para a fabrica de racdo (YAMANAKA,
2005).

d) D-limoneno: o D-limoneno é o componente mais expressivo
presente na casca da laranja, representando até 95 % (m/m) do dleo
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total, responsdvel pelo odor liberado pela fruta in natura e durante o
processamento do suco. Na etapa de prensagem para a fabricacdo do
farelo citrico € obtido o licor de prensagem. Este liquido passa por
peneiras para a remogdo de sélidos e, entdo, é enviado para o evaporador
para concentracdo. O D-limoneno é extraido no segundo estdgio do
evaporador de multiplo efeito e o condensado recuperado, composto de
dgua e D-limoneno, sofre separacio de fases por decantacio

(YAMANAKA, 2005).

O D-limoneno € a fragco oleosa e € considerada uma das mais
puras fontes de terpeno monociclico, utilizado em solventes de resinas,
borracha, pigmentos, tintas, fabricacdo de adesivos, etc. Além disso, é
usado pela industria farmacéutica e alimenticia como componente
aromdtico e para dar sabor, sendo largamente utilizado na obtencdo de
sabores artificiais de menta e horteld na fabricacdo de doces, balas e
gomas de mascar (ABECITRUS, 2008).

O residuo contém, em média, 0,8 % (m/m) de 6leo, podendo
variar entre 0,4 e 1,6 % (m/m) dependendo da variedade da fruta citrica
e da técnica de recuperagdo do dleo empregada. Parte deste Oleo é
recuperada por evaporagdo do licor resultante da prensagem da casca,
mas a maior fragdo € volatilizada como compostos orginicos para a
atmosfera, durante o processo de secagem do residuo prensado. Antes
do pré-tratamento de secagem, o residuo do processamento de frutos
citricos apresenta pH entre 4,2 e 4,3, contetido de D-limoneno de 0,45 +
0,06 % (m/m) e 23,3 £ 0,5 % de matéria seca (WIDMER; ZHOU;
GROHMANN, 2010).

Significativas quantidades de D-limoneno sdo volatilizadas na
atmosfera durante a secagem do farelo, tornando-se um tema de
preocupacdo ambiental. Nos Estados Unidos € necessdria uma
autorizacdo especial da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA - United States Environmental Protection Agency),
regulamentada pela Lei Americana do Ar Limpo (CAA - Clean Air Act)
para produtores de sucos que excedam o limite de emissdo de 100
toneladas/ano de D-limoneno na atmosfera. A destilacdio a vapor é
considerada um efetivo pré-tratamento de remog¢do e recuperagio do D-
limoneno do residuo, devido ao fato deste ser um composto com uma
pressdo de vapor alta em temperaturas acima de 100 °C (ponto de
ebulicdo de 178 °C) e ndo ser miscivel em dgua. (RIVAS et al., 2008;
WIDMER; ZHOU; GROHMANN, 2010).
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O D-limoneno € um inibidor de leveduras e a remog¢do deste é
uma etapa critica na produgdo de etanol a partir do residuo de frutos
citricos. A inibicdo de leveduras por D-limoneno ocorre em
concentrag¢des de 0,08 - 0,15 % (m/m). Contudo, os sélidos insoliiveis
do residuo retém significantes quantidades de D-limoneno e, devido a
isto, consegue-se uma boa conversdo de aglicares em etanol para
conteidos de D-limoneno de até 0,28 % (WIDMER; ZHOU;
GROHMANN, 2010).

A Figura 5 apresenta um fluxograma simplificado de
processo de producdo da industria citrica, com seus produtos e
subprodutos. Cabe salientar que nem todas as empresas processadoras
de sucos possuem todas as etapas apresentadas, bem como 0s processos
aqui descritos podem sofrer modificacdes de acordo com a empresa e
com o tipo de produto desejado.

3.4. Métodos de extracio de dleos essenciais com a utilizacao de
solventes

z

A extracdo € uma operagdo unitdria que tem por objetivo a
separacdo de determinadas substincias a partir de diversas matrizes,
s6lidas ou liquidas, através de processos quimicos, fisicos ou mecanicos
(LEAL, 2008).

A Organizacdo Internacional para Padronizagio (ISO -
International Organization for Standardization) define 6leos volateis
como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por
arraste com vapor de dgua, bem como os produtos obtidos por
prensagem dos pericarpos de frutos citricos (Rutaceae). De forma geral,
sdo misturas complexas de substincias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de dleos essenciais,
Oleos etéreos ou esséncias. Essas denominagdes derivam de suas
caracteristicas fisico-quimicas como a de serem geralmente liquidos de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Entretanto, sua principal
caracteristica € a volatilidade, diferindo-se dos 6leos fixos (mistura de
substincias  lipidicas,  obtidos  geralmente @ de  sementes)
(AROMALANDIA, 2008).
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Figura 5: Fluxograma do processo de produ¢do do suco e subprodutos.

Fonte: YAMANAKA, 2005.
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As tecnologias cldssicas de extragio sdo baseadas no uso de um
solvente apropriado para remover compostos lipofilicos do interior do
tecido celular. Os métodos de extracdo de dleos essenciais € compostos
bioativos variam conforme a localizacio do 6leo voldtil na planta e com
a proposta de utilizacdo do mesmo. De forma geral, a extracdo destes
compostos pode ser realizada através de técnicas convencionais como a
enfleuragem, a prensagem a frio, a maceracdo, o ultrassom e a extragdo
em Soxhlet, a destilacdo direta e a destilagdo por arraste a vapor de
dgua. Os principais solventes utilizados para a extracdo de 6leos sdo o
hexano, o benzeno, os alcodis metilico, etilico e propilico, a acetona, o
pentano e diversos solventes clorados. Apds a extragdo, o solvente é
removido por evaporagdo ou destilacdo a pressdo reduzida, obtendo-se
um extrato denso e resinoso (KITZBERGER, 2005; BISCAIA, 2007,
AROMALANDIA, 2008).

Estes procedimentos cldssicos possuem desvantagens como
tempos de operagdo longos, operacdes laboratoriais intensas, manuseio
de grandes volumes de solventes perigosos e subseqiiente etapa de
concentragdo do extrato, o que pode resultar em degradacdo térmica do
composto alvo. Além disso, o solvente pode provocar alteracdes
quimicas nas moléculas e causar efeitos téxicos nos consumidores
(SCALIA; GIUFREDDA; PALLADO, 1999).

A solubilidade das substincias se dd em funcdo da afinidade
quimica existente entre as espécies do sistema. A escolha por um
solvente adequado em combinagdo com uma agitacio mecanica
suficiente influencia o processo de transferéncia de massa e,
conseqiientemente, a extracdo. O solvente mais utilizado na inddstria
para extrag@o de dleos € o hexano, um solvente derivado do petréleo de
baixo custo, que possibilita altos rendimentos de extragdo. Isso ocorre
pelo elevado poder de solubilizacdo deste solvente, por apresentar
caracteristica apolar, por ser de fécil separacdo do dleo no processo de
recuperacdo do solvente. A etapa de recuperagcdo do solvente € crucial
no processamento de Oleo comestivel devido aos problemas de
seguranca ambiental e econdmicos, além da possibilidade de residuo do
solvente no produto final. Na maioria das situagdes, tanto para fins
sensoriais quanto para fins farmacoldgicos, o solvente residual pode ser
indesejavel em um produto devido a sua toxicidade, a sua capacidade
reagente ou mesmo pela interferéncia no aroma e no extrato obtido
(DONELIAN, 2004; LI; PORDESIMO; WEISS, 2004; FALKENBERG
et al., 2003 apud KITZBERGER, 2005).
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Nos dltimos anos surgiram novas técnicas de extra¢do, como a
micro-extracdo em fase sélida (SPME - Solid Phase Microextraction),
extracdo em fase solida (SPE - Solid Phase Extraction), extracio
assistida por microondas (MAE - Microwave Assisted Extraction),
extracdo com fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction)
e extracdo com liquidos pressurizados (PLE - Pressure Liquid
Extraction), conhecida também como extragdo por fluido pressurizado
(PFE - Pressurized Fluid Extraction) ou extragdo acelerada com
solvente (ASE - Accelerated Solvent Extraction). Estas técnicas sdo
mais rapidas que a extracdo com Soxhlet, utilizam menos solventes,
diminuem a degradac¢do da amostra, podem eliminar a etapa de limpeza
ou clean up da amostra, eliminam etapas de concentra¢do antes das
andlises cromatograficas, melhoram a eficiéncia de extracdo,
seletividade e/ou cinética e sdo de facil automacao (JACQUES, 2005).

Recentemente, o uso de solventes alternativos como alcodis
(isopropanol e etanol) e didxido de carbono supercritico tem aumentado
devido a estes problemas. De maneira geral, os solventes alternativos
sdo menos eficientes, devido a menor afinidade molecular entre solvente
e soluto (DONELIAN, 2004; LI; PORDESIMO; WEISS, 2004;
MEZZOMO, 2008)

Os fluidos supercriticos apresentam muitas vantagens na
extracdo de produtos naturais. A combinacdo de propriedades de liquido
e géas dos fluidos supercriticos torna estes particularmente adequados
para a extracdo por difusdo em matrizes vegetais (SCALIA,
GIUFREDDA; PALLADO, 1999). Por outro lado, a extracio com CO,
supercritico exige um investimento maior devido aos custos de
aquisicdo de equipamentos de alta pressdo, mas € extremamente
especifica em sua atuacio (IMISON; UNTHANK, 2000 apud
DONELIAN, 2004).

Cada um dos processos aqui citados pode produzir extratos de
qualidade, entretanto, a temperatura elevada e o uso de solventes
organicos podem fazé-los divergir da qualidade original. Associado com
as elevadas temperaturas empregadas no processo estdo os danos
causados aos componentes, altamente sensiveis, de aromas, fragrancias
e principios ativos farmacéuticos e a perda de componentes altamente
volateis, de baixo peso molecular, que ndo podem ser recuperados e
reincorporados ao extrato (KITZBERGER, 2005).
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3.4.1. Destilaciao com agua ou hidrodestilacao

Este é o mais antigo método de destilacdo, sendo comumente
empregado em unidades onde a destilagdio € um processo artesanal.
Neste método, a matéria-prima é completamente imersa em &4gua
(solvente) e entdo destiladas, com a temperatura de operacdo nao

excedendo os 100 °C (LEAL, 2008).

A hidrodestilagédo é apropriada para a extragdo de dleo essencial
de vdrios tipos de matrizes vegetais: flores, frutos, folhas, rizomas,
raizes, sementes, casca de caule, castanhas, galhos ou p6. Embora nio
seja 0 método mais eficiente, a hidrodestilacdo apresenta o sistema para
destilacdo mais versatil, sendo uma técnica bastante utilizada em
laboratério. Porém, a literatura cita a hidrodestilagdo como possivel
promotora de reacdes de hidrdlise, nas quais a dgua reage com ésteres,
formando dlcool e 4cidos carboxilicos. A qualidade e o valor dos 6leos
que normalmente contém altos percentuais de ésteres podem ser
afetados pela hidrodestilacdo (LEAL, 2008).

Nos processos de destilagdo, dois produtos sdo obtidos: o 6leo
volatil e o hidrolato (4gua ndo-alcodlica condensada), separados um do
outro por decantacdo. Pequenas quantidades de compostos
aromatizantes estdo presentes no hidrolato, conferindo a ele agradavel
fragrancia. Alguns hidrolatos possuem grande potencial de uso como
fragrancia nas industrias de cosméticos, alimentos e farmacéuticas. No
entanto, € muito comum o descarte dos hidrolatos pelas destilarias
(LEAL, 2008).

3.4.2. Ultrassom

O ultrassom € um processo que utiliza a energia das ondas
sonoras (mecénicas) que sdo transmitidas em freqiiéncia superior a da
capacidade auditiva humana. As ondas sonoras se propagam na matéria,
em freqiiéncias de 20,0 - 100,0 kHz, criando no meio que se propagam
ciclos de expansao e compressdo. Em um liquido, estes ciclos produzem
uma pressdo negativa, podendo gerar bolhas ou cavitacdo, causando
mudancas fisicas e quimicas permanentes, como ruptura dos sélidos e
instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-gds
(LUQUE-GARCIA, CASTRO, 2003; MELECCHI, 2005).
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Os principais efeitos do ultrassom na extracdo de matrizes
vegetais sdo o aumento do estresse mecanico das células (ou friccdo
interfacial), aumento da permeabilidade das paredes celulares, o que
facilita a dilatacdo e hidratacio do material através do aumento do
tamanho dos poros da parede celular, melhorando o processo de difusdo
e de transferéncia de massa. O aumento no tecido celular pode, em
alguns casos, quebrar a parede celular, causando a saida dos compostos
aromdticos da célula, além de aumentar a eficiéncia da extra¢do e/ou
reducdo do tempo de extragdo, e aumentar a drea de contato entre o
s6lido e a fase liquida. Contudo, o efeito do ultrassom no processo de
extracdo depende da freqiiéncia e da poténcia do aparelho (VINATORU,
2001; JACQUES, 2005; YANG; ZHANG, 2008).

O ultrassom ¢ utilizado para a extragdo de compostos volateis
de plantas com solventes orginicos, em temperatura ambiente. Nesta
técnica, a amostra triturada € misturada ao solvente e colocada em um
recipiente, que é imerso em um banho de ultrassom, por um tempo
determinado (menor que na extracdo Soxhlet) e a uma freqiiéncia
prépria do banho. Transcorrido esse tempo, o extrato € filtrado e
concentrado (ALISSANDRAKIS et al., 2003; JACQUES, 2005).

z

A extracdo com ultrassom é utilizada em diversas dreas de
pesquisa, incluindo a extragcdo de compostos naturais como as vitaminas
A, D e E e compostos antioxidantes e fitoquimicos, como
hidrocarbonetos, flavonéides, alcaldides, polissacaridios, 6leos, fendis,
ésteres de dcidos graxos, esterdides e antraquinonas de diferentes partes
da planta e das sementes. Contudo, existem poucos relatos de aplicacdo
do ultrassom para o isolamento de compostos fendlicos de frutas citricas
(LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003; MA et al, 2008; YANG;
ZHANG, 2008).

Ma et al. (2008) avaliaram o tempo, a temperatura e o poder do
ultrassom em diferentes tratamentos para casca de frutos citricos. Estas
varidveis provocaram efeito significativo no teor de compostos fendlicos
total e este aumentou de 41,45 % quando o tempo de extracdo foi
ampliado de 10 para 60 minutos, a temperatura de 40 °C.

Existem dois tipos comuns de aparelhos de ultrassom,
denominados de banho de ultrassom (direto ou indireto) e sonda,
apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Esquema dos sistemas de ultrassom: (a) banho de ultrassom
indireto; (b) sonda de ultrassom; (c¢) banho de ultrassom direto.

Fonte: VINATORU et al., 1997.

Embora os banhos sejam o tipo de aparelho mais utilizado, eles
apresentam como desvantagem a perda de uniformidade na distribuicio
da energia ultrassdnica, onde apenas uma pequena fragdo do volume
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total liquido nas imedia¢des da fonte de ultrassom cavita. As sondas de
ultrassom apresentam como vantagem a localizacdo da energia na zona
da amostra, garantindo uma cavitagdo mais eficiente no liquido
(LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003).

A extracdo com ultrassom, quando comparada a extracdo em
Soxhlet, apresenta como vantagens o aumento da polaridade do sistema
devido a cavitacdo, o que aumenta a eficiéncia da extragcdo; permite a
adi¢do de um co-solvente para aumentar a polaridade da fase liquida;
permite a extracdo de compostos que sofrem degradacio nas condi¢des
de operacdo da extracdo com Soxhlet e o tempo de operagdo é reduzido
em relacdo a esta técnica. Com relagdo a extracdo com CO, supercritico,
o ultrassom tem como vantagens a simplicidade de equipamento
utilizado, onde o custo do processo é muito inferior; permite a extracio
de uma grande variedade de compostos, pois pode ser realizada com
qualquer solvente, enquanto a extracdo supercritica utiliza CO,,
restringindo a extracdo a compostos apolares (LUQUE-GARCIA,
CASTRO, 2003).

Como aplicacdes industriais, a limpeza de superficies com
ultrassom € a melhor estabelecida, especialmente na descontaminacio,
pois consegue deslocar as sujidades e as bactérias das superficies,
alcancando partes de dificil acesso aos métodos convencionais de
limpeza. O ultrassom, ainda, € utilizado industrialmente para estimular a
atividade celular, destruicdo celular (pasteurizacdo, esterilizagdo e
descontamina¢cdo de materiais médicos, cirdrgicos, dentdrios e de
industrias processadoras de alimentos), processamento de carnes,
processos de cristalizagdo e congelamento, clarificacdo de bebidas,
producdo de emulsdes, filtracdo, secagem e melhoria de processos
dependentes da difusio (MASON; PANIWNYK; LORIMER, 1996;
VALERO et al., 2007). A Tabela 4 apresenta as principais aplicagcdes do
ultrassom em diversas dreas.

3.4.3. Soxhlet

Os oOleos vegetais de sementes sdo obtidos tradicionalmente
através de extragdo com Soxhlet. O processo em geral produz altos
rendimentos, porém hd necessidade de uma etapa posterior de
eliminacdo do solvente apds a extracdo, exigindo elevados gastos
energéticos. Como principais desvantagens deste processo estdo a baixa
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seletividade e a lentiddo de processo (DfAZ-REINOSO et al., 2006;
REVERCHON; DE MARCO, 2006). Na maioria dos casos, a
temperatura de extragcdo e a natureza do solvente determinam o poder de
dissolucdo do soluto (VALE, 1997).

Tabela 4: Areas de aplicagio do ultrassom.

Area Aplicacio
Homogeneizag¢do, rompimento de células, esterilizagdo,
Biologia extragdo de componentes em tecidos de plantas ou
animais.
. Limpeza de metal, solda, refinamento de metal em
Engenharia <
pedacos, perfuragao.
. Localizagdo de minerais e depdsitos de dleos,
Geologia . .
estabelecimento de profundidade.
. Filtragdo, cristalizagdo, dispersdo de sélidos, crescimento
Industrial S . - . =
de cristais, desgaseificacdo, emulsificac¢ao.
Médica Esterilizacdo, fisioterapia, inalagdes.
Fisica Cavitacdo, fendmenos das ondas acusticas, velocidade do
som.
.. Polimerizacao, despolimerizacido, degradacdo de peso
Materiais ¢ P ¢ gradag P
molecular.

Fonte: BARBOZA et al., 1992 apud MELECCHLI, 2005.

A extragdo com Soxhlet é um método continuo, considerado um
caso particular da lixiviacdo. Ainda que seja um método muito utilizado
na extracdo de compostos organicos, ele apresenta restri¢cdes ligadas ao
elevado tempo de extragdo, que pode variar de 1 a 72 horas (MIGUEL;
ANDRADE, 1989). Neste processo, o solvente extrai o material
organico retido na amostra e o material extraido permanece em contato
com o solvente em ebulicdo durante todo o procedimento e, em algumas
ocasides, isto pode provocar transformacdes quimicas nos componentes
extraidos (MELECCHI, 2005).

Como vantagens da extragdo com Soxhlet, em relacdo ao
processo por ultrassom, ocorre a renovacdo do solvente durante o
processo, o que aumenta o coeficiente de particio e a eficiéncia da
extracdo; ndo had necessidade de filtracdo, o que simplifica o tempo de
manuseio do extrato apds a extragdo e os riscos de perda e/ou
contaminag@o do extrato, além de apresentar maior reprodutibilidade do
que o processo por ultrassom (LUQUE-GARCIA, CASTRO, 2003).
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3.4.4. Extracao com fluido supercritico

O aumento da demanda por antioxidantes naturais e a
necessidade de novos compostos com atividade antimicrobiana tem
estimulado pesquisas relacionadas a extracdo de substincias
biologicamente ativas de diversos materiais. A técnica empregada na
extracdo destes compostos de alto valor agregado é de fundamental
importancia para a definicdo da qualidade do produto. A extracdo
supercritica pode ser considerada um dos novos métodos de extragdo
potencialmente 1til na obtencdo destes compostos com atividade
biolégica a partir de matrizes naturais (AGHEL et al., 2004; DIAZ-
REINOSO, 2006; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Em 1879, Hannay e Hogarth observaram experimentalmente o
aumento da solubilidade de substincias quimicas com o aumento
simultdneo de pressdo e da temperatura, obtendo um importante avango
cientifico e tecnoldgico: o uso de fluidos supercriticos. Até o inicio da
década de 1980 o uso de fluidos supercriticos era limitado devido as
dificuldades em se operar, com seguranca, em temperaturas e pressdes
elevadas. Mais recentemente, atividades de desenvolvimento comercial,
de pesquisa e académicas envolvendo a extragdo com fluidos
supercriticos t€m crescido continuamente, direcionando a sua utilizagdo
para extracdo de produtos com atividade biolégica (MELECCHI, 2005).

O conhecimento das propriedades termodinidmicas, como
solubilidade e seletividade e propriedades de transporte, como taxa de
transferéncia de massa, é fundamental para o projeto e ampliacdo da
escala de processos a alta pressdo. A solubilidade é um pardmetro de
grande relevancia na determinacio das condi¢des de operagcdo enquanto
que a seletividade permite a obtencdo de informagdes sobre qualidade e
composicdo dos extratos (FERREIRA et al., 1999).

A seletividade na extragdo supercritica pode ser determinada
pela escolha do fluido supercritico ou pelo ajuste de parimetros como
temperatura e pressao do processo dentro da regido supercritica, ou seja,
controlando a densidade do solvente. A definicdo das condi¢es de
extracdo (temperatura e pressdo) indica o poder de solvatacdo do
solvente. Assim, quanto maior o poder de solvatacdo, maior a
solubilidade de um determinado composto e maior o nimero de
compostos solubilizdveis de uma mistura. Desta forma, alta solubilidade
significa baixa seletividade e vice-versa. Em processos com solventes
supercriticos, o grande potencial para a transferéncia de massa ¢é
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determinado pela diferenca no estado de equilibrio (BRUNNER, 1994;
MUKHOPADHYAY, 2000; AGHEL et al., 2004).

A extragdo supercritica possui vantagens sobre as técnicas
convencionais de extracdo por ser um processo flexivel devido a
possibilidade de ajuste continuo do poder de solvatacdo e seletividade
do solvente; ndo utilizar solventes organicos poluentes e nao necessitar
da etapa de evaporacdo dos extratos para a eliminacdo do solvente. A
degradacdo térmica e decomposicdo de compostos volateis podem ser
evitadas através do emprego de baixas temperaturas e a auséncia de luz
e oxigénio previnem reagdes de oxidacdo (REVERCHON; DE
MARCO, 2006; DIAZ-REINOSO et al., 2006).

A maioria dos danos causados pelos métodos convencionais de
extracdo podem ser evitados pelo uso de um fluido supercritico como
solvente de extracdo. Dentre as vantagens da extragdo supercritica,
podemos citar:

a) Os solventes empregados sdo gasosos a pressdo atmosférica
e a temperatura ambiente, permitindo que apds a extracdo
eles sejam facilmente eliminados dos extratos e
recuperados;

b) A maioria dos gases supercriticos utilizados ¢é
fisiologicamente seguro e inerte;

¢) As propriedades solventes dos gases comprimidos podem
ser variadas, tanto pelo ajuste da temperatura e da pressdo,
quanto pela introducdo de agentes aditivos que mudem a
polaridade dos gases, possibilitando extragdes multifase e
fracionamento do extrato nos compostos desejados;

d) A separagdo de materiais é feita a baixas temperaturas, o
que ¢é extremamente importante quando sdo extraidas
substincias naturais que sdo termicamente degradadas;

e) A forca solvente € ajustada via compressdo mecanica;

) A adicdo de solventes modificadores permite a extragio
diferencial de solutos nfdo polares até solutos de alta
polaridade;

g) A adicdo de solventes modificadores organicos aumenta a
solubilidade do material a ser extraido;
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h) Os solventes podem ser reusados, possibilitando baixo
custo operacional (MAUL, 1999; MUKHOPADHYAY,
2000; MELECCHL, 2005).

Como desvantagens da extracdo supercritica deve ser
considerado:

2

a) O processo € de custo elevado devido ao custo dos
equipamentos;

b) Compostos muito polares dificilmente sdo extraidos sem
adicio de um solvente modificador adequado
(MELECCHLI, 2005).

Um extrato obtido com CO, supercritico pode ser considerado
como natural e os produtos obtidos podem ser aplicados na industria
alimenticia ou farmacéutica por possuir status de substincia geralmente
reconhecia como segura (GRAS - Generally recognized as safe). O
elevado gradiente de pressdao pode produzir extratos livres de
microrganismos e seus esporos, com uma maior vida ttil que extratos
obtidos com solventes organicos (DIAZ-REINOSO et al., 2006).

A extragdo supercritica a partir de matrizes sélidas € uma
aplicagcdo bastante difundida pelo mundo, especialmente nas dreas de
extracdo de principios aromaticos de especiarias (6leos e oleoresinas),
remocao de nicotina do tabaco, 6leos essenciais de frutas e sementes, a
extracdo de principios amargos e aromadticos do ldpulo na indistria
cervejeira, a producdo de bases para cosméticos a partir do residuo da
cervejaria; a descafeiniza¢do do café e do mate, obtencdo de carotenos
da cenoura, a extracdo de 6leos essenciais de plantas, a retificacdo e
desodorizagdo de 6leos comestiveis em geral, a remogao de colesterol de
ovos e tecidos animais, entre vdrias outras aplicacdes. Para fins
farmaceéuticos, a tecnologia supercritica é voltada principalmente para a
extracdo de compostos das plantas medicinais. Na drea quimica, as

aplicagdes estdo relacionadas a formulagdo, onde a dissolucdo em CO2

supercritico reduz a viscosidade da tinta, permitindo uma reducdo de 30
a 60 % na concentracdo de solvente orginico. Outras aplicagdes em
desenvolvimento estdo na drea téxtil (tingimento de fibras téxteis),
extracdo de lanolina de 12 e na extragdo de contaminantes do solo
(metais pesados e pesticidas) (MUKHOPADHYAY, 2000; PERRUT,
2001; MELECCHI, 2005).
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Depois de extraidos os compostos de interesse, a matriz pode
ser usada em outras aplica¢des como alimenta¢do animal, por exemplo,
por néo possuir residuo de solvente (MEZZOMO, 2008).

3.4.4.1. Fluido supercritico

Os fluidos supercriticos sdo definidos como qualquer substincia
mantida acima da sua temperatura e pressdo criticas, onde as
propriedades de liquido e de gds se tornam idénticas. A temperatura
critica (T.) € a temperatura mais alta, na qual o gés pode ser convertido
em liquido pelo aumento da pressdo. A pressdo critica (P.) € a pressdo
mais elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gds pelo
aumento da temperatura do liquido. Na zona préxima a do ponto critico
¢ onde se produzem, com pequenas alteragdes de pressdo e temperatura,
as maiores variacoes da densidade do fluido supercritico e, por
conseqiiéncia, do seu poder solvente. Caso uma destas propriedades
(pressdo ou temperatura) se encontre abaixo do ponto critico, diz-se que
a substancia estd no estado subcritico (BRUNNER, 1994, ARAUIJO,
1999; BERNARDO-GIL; RIBEIRO; ESQUIVEL, 2002).

A Figura 7 mostra um diagrama de fases, onde as regides de

gds, liquido, sélido e fluido supercritico sdo apresentadas para o CO,

puro.

Os fluidos supercriticos apresentam viscosidade baixa
semelhante a de um gds, alta densidade como os liquidos e difusdo
intermedidria entre gases e liquidos, variando com a sua densidade. As
caracteristicas de gds ajudam na difusdo do fluido na matriz e o acesso
aos compostos de interesse, enquanto que as caracteristicas de liquido
proporcionam um melhor poder de solvatagdo (TSAO; DENG, 2004).
Adaptam-se facilmente a separagdes dificeis, ndo somente por permitir a
separacdo de materiais instdveis termicamente, mas devido a alta
compressibilidade e solubilidade, além de efetuar separacdes com
pequenas variacdes de pressido (SILVA; LIBERAL; PESSOA; 1997).
Todas estas caracteristicas fazem com que os fluidos supercriticos
tenham maiores taxas de transferéncia de massa, no processo de
extracdo de um soluto do que as operagdes que empregam solventes
organicos (MAUL, 1999).
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Figura 7: Representac@o esquematica do comportamento do CO, puro em

um diagrama de fase P-T.

Fonte: MAXIMATOR, 2010.

A Tabela 5 apresenta as propriedades de densidade, viscosidade
e difusividade dos fluidos supercriticos comparadas as propriedades dos

liquidos e gases.

Tabela 5: Comparacio das propriedades fisicas de liquido, gés e fluidos

supercriticos.
Estado fisico Densidaslde Viscosidade Difusi\;idade
(g/em’) (g/em.s) (cm/s)
Liquido 0,6-1,6 0,2-0,3-107 0,2-2,0-107
Gas 0,6 - 2,0-10° 1-3-10" 0,1-04
Fluido supercritico
P, T, 0,2-0,5 1-3.10* 0,7-10°
4P, T. 0,4-0,9 3-9.10"* 0,2-10°

Fonte: MUKHOPADHYAY, 2000.

3.4.4.2. Diéxido de carbono supercritico

O CO, € o fluido mais utilizado como solvente seja como fluido

supercritico ou liquido subcritico, uma vez que suas caracteristicas se
assemelham a de um solvente ideal, sendo indicado para uma grande
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faixa de substratos naturais (FERREIRA, 1996). O CO, supercritico é
um solvente ndo-polar e sua seletividade de extracdo pode ser ajustada

para cada substrato, mudando-se a temperatura ¢ a pressdo dentro da
regido supercritica (ARAUJO, 1999; MELECCHI, 2005).

De forma geral, a extracdo com CO, supercritico apresenta
algumas particularidades:

a)

b)

c)

d)

g

Compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres,
ésteres, cetonas e aldeidos, sdo facilmente extraidos;

Substincias polares como actcares, polissacaridios,
aminodcidos, proteinas, fosfatidios, glicosidios e sais
organicos, ndo sao soluveis;

O CO; apresenta baixa temperatura critica (31,04 °C),
conduzindo a extragdo em temperaturas suficientemente
baixas para ndo alterar as propriedades sensoriais e
quimicas dos extratos, e baixa pressdo critica (73,8 bar),
sendo de facil obtencdo e trabalho em processos de
producao industrial;

,

E um gds inerte, ndo oferecendo riscos de reacdes
secunddrias como oxidagdo, reducdo, hidrélise e
degradacdo quimica;

E um gds seguro, pois o CO, € inofensivo, ndo-explosivo,
ndo-poluente, ndo-téxico e de wuso significativo na
gaseificacdo de bebidas;

A polaridade do CO, é préxima a do pentano e do hexano,
solventes comumente usados em extragdes tradicionais;

E um gds versatil, pois os pardmetros de extracdo com CO,
supercritico podem ser modificados facilmente pela adi¢do
de pequenas quantidades de modificadores ou pela selecdo
das condicdes de temperatura e pressio (MICHIELIN,
2002; MELECCHLI, 2005).

Existem outros gases que também apresentam, em seu estado
supercritico, interessantes propriedades. Porém, por razdes de custo,
perigo de explosdo, toxicidade, inflamabilidade e propriedades fisicas
adversas, poucos deles sdo usados comercialmente (MAUL, 1999;
MELECCH]I, 2005).
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O CO, supercritico € utilizado principalmente como solvente na
extracdo de compostos de alto valor agregado oriundos de produtos
naturais, sendo bastante apropriado para a extracdo de antioxidantes
como carotendides e outros antioxidantes lipofilicos. Compostos
polares, como flavondides e 4cidos fendlicos, sdo menos soldveis no
CO, supercritico, necessitando a utilizacdo de um co-solvente para
modificar a extracio destes compostos (TSAO; DENG, 2004; DIAZ-
REINOSO et al., 2006).

A Tabela 6 apresenta uma lista dos fluidos supercriticos mais
utilizados na extrag¢do supercritica, e os valores de temperatura e pressao
criticas e densidade.

Tabela 6: Fluidos supercriticos mais utilizados na extragéo supercritica e valores de
temperatura e presso criticas e densidade.

Tipo de fluido Composto T, (°C) P, (atm) p (g/cm3 )
CO, 31 72,85 0,469
Inorganicos NH; 133 111,54 0,236
H,0 374 217,17 0,323
N,O 36 71,50 0,452
Metano -82 45,41 0,169
Etano 32 48,17 0,203
Propano 97 41,85 0,217
Hidrocarbonetos Pentano 197 33,26 0,237
Etileno 9 49,65 0,218
Benzeno 289 49,65 0,218
Tolueno 319 40,57 0,292
Metanol 240 79,86 0,272
Compostos oxigenados Etanol 241 60,61 0,276
Acetona 235 46,39 0,279
Eter etilico 194 35,93 0,265
Compostos Piridina 347 55,57 0,312

nitrogenados

T.: Temperatura critica; P.: pressdo critica; p:densidade.

Fonte: HIERRO; SANTA-MARIA, 1991.

3.4.4.3. Utilizacao de co-solventes ou modificadores
O uso de co-solventes ou modificadores € proposto como forma
de melhorar a solubilidade dos compostos desejados e/ou aumentar a
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seletividade da extragdo (pela mudanga de polaridade do fluido
supercritico), aumentando o rendimento da extragdo (DIAZ-REINOSO
et al., 2006; REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Os co-solventes s@o solventes organicos que apresentam
volatilidade intermedidria entre o solvente supercritico e o soluto a ser
extraido, sendo adicionados em pequenas quantidades para alterar as
caracteristicas da mistura co-solvente/solvente, tais como polaridade e
interagdes especificas com o soluto (pontes de hidrogénio), podendo
interagir com sitios ativos da matriz sélida e favorecer a difusdo do CO,
para extrair os compostos desejados, sem mudar de forma significativa a
densidade e compressibilidade do solvente supercritico original
(MUKHOPADHYAY, 2000; DIAZ-REINOSO et al.,2006).

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

3.4.4.4. Principios da extracao com fluido supercritico

A extracdo supercritica de uma matriz sélida com o emprego de
gases pressurizados consiste de duas etapas de processo: a solubilizacio
e a separacdo da mistura soluto/solvente. Durante o processo de
extracdo, o solvente supercritico flui através de um extrator com o leito
fixo de particulas sdlidas e solubiliza os componentes passiveis de
extracdo do sélido. O esgotamento do sdlido ocorre na direcio do
escoamento, enquanto a massa de extrato na fase solvente aumenta na
mesma direcdo. O solvente sai do extrator, carregando os compostos
solubilizados, e passa através de uma vdlvula de expansdo, onde o
extrato € liberado do meio gasoso devido a menor pressdo e coletado
(PELLERIN, 1991; BRUNNER, 1994; REVERCHON; DE MARCO,
2006). Como vantagem da extragdo supercritica tem-se a ficil
recuperacdo do solvente supercritico apds o processo de extragdo,
podendo o mesmo ser continuamente reciclado (MICHIELIN, 2002).

A Figura 8 representa esquematicamente a extracao supercritica
de matrizes sdlidas, consistindo de duas etapas de extragdo: extragcdo e
separacdo da mistura soluto-solvente.
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Figura 8: Diagrama esquemdtico da extra¢do supercritica de matrizes
solidas: (R1) regulador de pressdo do cilindro; (S1) pistdo de compressdo; (R2)
regulador de pressdo; (C1) serpentina; (E1) coluna de extracdo; (V) vélvula abre-
fecha; (VM) valvula micrométrica; (RM) medidor de vazao; (TF) Totalizador.

Fonte: FERREIRA et al., 1999 adpatado por MEZZOMO, 2008.

O principio de extracdo com fluido supercritico utiliza as
propriedades fisicas destes fluidos no estado supercritico e suas
interacdes moleculares que podem ser fortes, permitindo diminuir suas
distancias intermoleculares e aumentar sua capacidade de dissolucio
para varias substancias quimicas (KNOWLES et al., 1988).

Os fatores determinantes do processo de extracdo sdo o poder
de solubilizagdo e a seletividade do solvente com relacdo aos
componentes de interesse, a capacidade de difusdo destes no fluido e a
distribui¢do dos compostos a serem extraidos no substrato. Cada uma
destas distribuicdes tem alguma influéncia sobre a extracdo. Além disso,
o material sélido pode ser constituido de particulas de variadas formas e
tamanhos, formando uma matéria-prima heterogénea. O leito de
particulas pode formar diferentes geometrias e ainda podem ocorrer
alteragdes nesta durante o processo (BRUNNER, 1994).

A resisténcia a transferéncia de massa no interior das particulas
s6lidas, na maior parte das vezes, ¢ dominante no processo. Para reduzir
esta resisténcia e aumentar o rendimento de extra¢do pode-se reduzir o
tamanho das particulas, com a finalidade de aumentar a drea de contato
entre o sdlido e o solvente, diminuindo, desta forma, a distidncia que o
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soluto percorre no interior da particula porosa. Particulas grandes
fornecem espagos para que o solvente percorra as diferentes capas de
particulas. As particulas pequenas sdo, aproximadamente, ldminas
achatadas, formando capas densas, as quais ndo permitem a formagéo de
canais para o escoamento de fluidos. A reducdo da granulometria do
s6lido ndo pode ser realizada de forma indefinida, pois particulas muito
pequenas tendem a formar aglomerados e interromper a passagem do
solvente pelo leito, além de proporcionar perda de compostos volateis
(BRUNNER, 1994; MARTINEZ, 2005).

Sovovd, Kucera e Jez (1994) estudaram o efeito da moagem de
sementes de uva sobre a taxa de extra¢do do 6leo. Demonstraram que a
reducdo do tamanho de particula aumenta a drea superficial e libera o
soluto do interior das sementes, implicando em um aumento da taxa de
extracdo. Ao final da extracdo, particulas menores atingiram maiores
rendimentos.

Mira et al. (1999) avaliaram os efeitos das condicdes de
operacdo na composi¢cdo do 6leo essencial da casca de laranja. O
tamanho das particulas variou de 0,1 a 10 mm, sendo verificado que,
para particulas menores que 2 mm, a extracdo ocorre mais rapidamente.
A taxa de extragdo diminui com o aumento da granulometria da amostra
devido a resisténcia ao processo difusivo no interior da particula.

Segundo Brunner (1994), a extracdo de compostos soliveis de
um material vegetal consiste de cinco etapas:

a) A matriz vegetal adsorve o solvente supercritico, inchando
a estrutura das células, as membranas celulares e os canais
intercelulares s@o dilatados, fazendo com que a resisténcia
a transferéncia de massa diminua;

b) Ocorre a dissolu¢do dos compostos do extrato que podem
ser extraidos pelo solvente;

¢) Acontece a transferéncia por difusdo dos compostos
solubilizados de dentro do sélido até a sua superficie;

d) Os compostos solubilizados atingem a superficie externa;

e) Os compostos  solubilizados sdo  transportados
convectivamente da superficie para o solvente supercritico
e sdo removidos com o solvente.
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A transi¢@o entre o periodo de taxa constante e decrescente de
extracdo ¢ influenciado pelo tamanho de particula, pelo conteddo inicial
de 6leo no sélido e pela estrutura celular do material. Particulas grandes
causam um aumento no periodo difusional e o periodo de taxa
decrescente de extragdo ocorre antes do que em particulas de menor
tamanho. Quando o material possui alto conteido de O6leo, a
transferéncia de massa ocorre predominantemente em taxa constante,
sendo a taxa de extracdo controlada pela solubilidade do substrato no
solvente. A cinética de transferéncia de massa depende de quanto, onde
e como o soluto é liberado da matriz celular, do mecanismo de
separacdo do soluto, do tipo de transporte do soluto, dentre outros
pardmetros como pressdo, temperatura, fluxo de solvente e tamanho de
particula (MUKHOPADHYAY, 2000).

Brunner (1994) cita que a razdo de solvente, definida como a
razdo entre a vazao massica de solvente e a massa de sdlidos, € um dos
fatores mais relevantes para o processo de extragdo. O aumento da vazio
mdssica de solvente para uma quantidade fixa de sélidos pode resultar
em uma reducdo da carga do solvente, devido a um menor tempo de
residéncia. No entanto, devido a maior vazdo, a velocidade de extragio
tende a aumentar até um valor mdximo a partir do qual pode sofrer um
declinio.

Quando um leito fixo de sélidos € colocado em contato com um
fluxo de CO, os mecanismos de transporte de massa envolvem a difusdo
e adsor¢do do fluido supercritico seguido pela dessorcdo do soluto,
difusdo através dos poros e transporte convectivo, juntamente com o
fluido supercritico através do leito. O principal fator é a distribuicéo
inicial das substancias passiveis de extra¢do no interior da matriz sélida,
que podem estar adsorvidas na superficie da particula, na superficie dos
poros ou dissolvidas no citoplasma ou no interior das células das
plantas. Cada uma destas diferentes distribui¢cdes tem alguma influéncia
no curso da extragdo (BRUNNER, 1994).

A etapa de dessor¢do e difusdo do soluto no fluido supercritico
através dos poros é a mais longa, pois quando hd um filme liquido de
6leo presente na superficie externa das particulas sélidas a transferéncia
de massa ocorre a uma taxa constante, dependendo da solubilidade do
6leo no solvente, enquanto a taxa de transferéncia de massa é controlada
pela resisténcia ao filme externo. No entanto, se nio existir um filme
liquido presente na superficie externa das particulas ndo ocorrerd um
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periodo de taxa constante de extragdo e a transferéncia de massa
ocorrerd em taxa decrescente, sendo este periodo controlado pela
resisténcia interna a difusdio (MUKHOPADHYAY, 2000).

3.4.4.5. Curvas de extracio

O estudo da curva de extracio supercritica pode ajudar a definir
o volume do extrator e a vazdo necessdria de solvente para a taxa de
extragio desejada (CARVALHO JUNIOR, 2004). Isto é possivel pelo
conhecimento termodindmico do sistema (solubilidade e seletividade)
bem como a cinética do processo (taxa de transferéncia de massa)
(FERREIRA; MEIRELES, 2002).

A solubilidade de um soluto em um fluido supercritico é um
dado de equilibrio que representa a maxima concentracdo de soluto na
fase solvente, sendo obtida experimentalmente pelo método dinamico, a
partir da inclinacdo da etapa de taxa constante de extracdo. Assim, para
a obtencdo da solubilidade em processos de extracdo em leito fixo a
vazdo de solvente deve ser baixa de tal forma que permita a saturagdo do
solvente com o soluto de interesse, e o extrator relativamente longo para
que, durante o tempo de contato entre o soluto e solvente, o equilibrio
entre as fases seja alcancado (BRUNNER, 1994; FERREIRA et al.,
1999).

De acordo com a literatura, as curvas de extracdo sdo
geralmente divididas em trés etapas e sdo determinadas pela massa total
de 6leo extraido em funcdo do tempo de extragdo:

1) Etapa de taxa constante de extracio (CER - Constant
extraction rate), onde a superficie externa das particulas estd
completamente coberta de 6leo e hd o predominio da transferéncia de
massa devido a conveccdo na fase fluida;

2) Etapa de taxa de extragdo decrescente (FER - Falling
extraction rate), onde a velocidade do processo € determinada pelos
efeitos convectivos na fase fluida e difusionais na fase sélida;

3) Etapa difusional ou etapa de taxa de extracdo nula (DCP -
Diffusion-controlled period), onde a taxa de transferéncia de massa é
controlada principalmente pelo fendmeno difusivo no sélido (remogao
do soluto da parte interna da particula so6lida) (BRUNNER, 1994;
FERREIRA et al., 1999; FERREIRA; MEIRELES, 2002).
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As curvas de extragdo sdo obtidas através da relagcdo
apresentada na Equacdo 1, onde a concentracio de soluto na fase
solvente varia com o tempo de extracdo. A maioria dos modelos
matemadticos que descrevem o mecanismo de transferéncia de massa
emprega pardmetros como a vazio do solvente, o teor de 6leo extraivel e
as caracteristicas das particulas sélidas, como didmetro e porosidade do
leito (KITZBERGER, 2005).

rogal

Mpr = Qco, | ¥(1)dt (1)

0

onde mgxr € a massa de extrato obtida (kg); Q é a vazdo de solvente
(kg/s); t € o tempo (s) e y(t) € a concentracdo de soluto na fase solvente
(kg/kg) (BRUNNER, 1994).

A representacdo da curva de extracdo supercritica pode ser
utilizada na determinacdo de pardmetros como tempo de extragdo,
caracterizacdo das etapas de extracdo supercritica; determinacdo da
solubilidade e modelagem da transferéncia de massa do sistema
(SILVA, 2004). A modelagem destas curvas permite a obtencdo de
informacdes relacionadas com a pressdo, temperatura e vazdo de
solvente, o que possibilita o delineamento e ampliagdo de escala dos
processos de extracdo supercritica (PERRUT, 2000).

A curva de extracdo supercritica € ilustrada na Figura 9, onde a
etapa I (CER) € o periodo de taxa de extragdo constante e a etapa I
(FER) € o periodo de taxa decrescente de extracdo (MEZZOMO, 2008).

3.5. Modelos matematicos

A modelagem matematica de curvas experimentais de extragio
supercritica serve para ajuste das curvas e para compreender os
fendmenos que controlam o processo supercritico. O principal objetivo
da modelagem € determinar os parametros ajustdveis dos modelos a
partir de dados experimentais, a fim de que estes sejam mantidos
constantes no aumento de escala, como dimensdo de equipamentos,
vazdo de solvente e tamanho de particula, podendo ser aplicados a novas
condicdes de trabalho e/ou a outros materiais diferentes daqueles
inicialmente pesquisados (RUIZ, 1999; MARTINEZ et al., 2003).
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Ouantidade total de extrato no sélido

sl

Quantidade de extrato

Tempo ou quantidade de solvente —

Figura 9: Curva genérica de extrato obtido por ESC em fung¢do do tempo
de extracdo, onde I € o periodo de taxa constante de extracdo e /I € o periodo de taxa
decrescente de extragao.

Fonte: BRUNNER, 1994.

Um modelo matemadtico deve refletir a visdo fisica da estrutura
s6lida e das observagdes experimentais. Dentre os modelos descritos na
literatura, podem ser citados os modelos empiricos; modelos baseados
na analogia a transferéncia de calor na particula, como o de Crank
(1975) e o de Gaspar et al. (2003); modelos baseados na equagdo
diferencial de transferéncia de massa no leito, como o de Sovova (1994)
e o de Martinez et al. (2003); modelos andlogos a equacdo cinética de
crescimento de microrganismos de Monod, como o modelo de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999) e modelos que descrevem o processo de
extra¢do pelo mecanismo de dessor¢do, como o proposto por Goto, Sato
e Hirose (1993). A partir da integracdo das equagdes diferenciais de
balanco de massa, os perfis de concentracdo em func¢do do tempo sdo
obtidos para as fases fluida e sélida, sendo a curva de extracdo calculada
a partir da concentracio na fase fluida na saida do extrator
(REVERCHON; DE MARCO, 2006; MEZZOMO, 2008; MICHIELIN,
2009).
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O processo de extracdo com fluido supercritico pode ser
analisado e modelado de forma simples, considerando-se valores médios
dos parimetros de extracdo e ajustando-se o modelo a dados
experimentais para determinar os coeficientes. Para uma modelagem
mais completa, € necessdrio realizar uma andlise aprofundada do
mecanismo de extracdo, considerando fatores como difusdo
intraparticular, dispersdo axial e radial, transferéncia de massa através
da interface soélido-fluido, resisténcia a transferéncia de massa devido a
reacdes quimicas e transicio de fases (BRUNNER, 1994).

A explicagdo detalhada sobre os modelos de transferéncia de
massa citados encontra-se no Apéndice I, que apresenta as equacdes de
cada modelo, bem como as suas consideracoes.

3.6. Antioxidantes

Os antioxidantes estdo presentes de forma natural ou sdo
adicionados intencionalmente nos alimentos para retardar o
aparecimento dos fendmenos de oxidacdo, mantendo intactas suas
caracteristicas sensoriais. Os antioxidantes que se adicionam aos
alimentos ndo devem causar efeitos fisiolégicos negativos, produzir
cores, odores nem sabores andmalos, devem ser soliveis na substancia,
resistentes aos tratamentos que o alimento € submetido, ativos em baixas
temperaturas € econdmicos (ORDONEZ et al., 2005 apud ANDREO;
JORGE, 2006).

A atividade antioxidante de compostos naturais como
flavonodides e dcidos fendlicos € predominantemente determinada por
suas estruturas e, em particular, pelo deslocamento de elétron sobre um
nicleo aromdtico. Quando estes compostos reagem com um radical
livre, € o deslocamento do elétron ganho sobre o antioxidante fendlico e
a estabilizacdo pelo efeito da ressonincia do nucleo aromdtico que
previnem a continuacdo da rea¢do em cadeia do radical livre (TSAO;
DENG, 2004). Assim, os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou
desativar radicais livres antes do ataque as células e aos alvos
bioldgicos, sendo definidos como substincias capazes de quelar ou
estabilizar radicais livres (KAUR; KAPOOR, 2001; ATOUI et al.,
2005).

A origem das substincias antioxidantes pode ser sintética ou
natural. Os antioxidantes sintéticos como, o butil-hidroxianisol (BHA),
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o butil-hidroxitolueno (BHT), o terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o
galato de propila (GP) sdo utilizados para diminuir a fase de propagacao
da reacdo de oxidagdo. Entretanto, apresentam o inconveniente de serem
volateis e facilmente decompostos em altas temperaturas. Os riscos 2
saude associados ao consumo cronico dessas substincias continuam a
ser estudados (MARTINEZ-TOME et al, 2001 apud ANDREOQO;
JORGE, 2006). Embora sejam efetivos, o uso destes antioxidantes é
restrito em muitos paises, devido aos possiveis efeitos indesejdveis a
saide humana. Os antioxidantes sintéticos como o BHA e o BHT
tendem a ter somente um modo de agdo, via seqiiestro de radical livre,
nao sendo capazes de seqiiestrar fons metdlicos através da rota catalisada
por um metal (ZHENG; WANG, 2001; TSAO; DENG, 2004).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de muitas
espécies de plantas, normalmente daquelas utilizadas como
condimentos, por serem excelentes fontes de compostos fendlicos. Tais
substincias tém demonstrado alto potencial antioxidante, podendo ser
utilizadas como conservantes naturais em alimentos (RICE-EVANS et
al., 1996 apud ANDREOQO; JORGE, 2006; ZHENG; WANG, 2001).

3.6.1. Antioxidantes e compostos fendlicos presentes em frutos
citricos

As frutas citricas representam uma importante parte da dieta
humana. Estudos de Rouseff, Martin e Youtsey (1987) e Belajova e
Suhaj (2004) investigaram a importancia das frutas citricas como fonte
de compostos fendlicos e atividade antioxidante. A casca dos frutos
citricos, um residuo das industrias processadoras de sucos, doces,
compotas, etc., € uma rica fonte de numerosos compostos
biologicamente ativos como a vitamina C, d4cidos fendlicos e
flavondides. Os compostos fendlicos possuem  propriedade
antialergénica, antiarterogé€nica, antiinflamatdria, antimicrobiana,
antioxidante, antitrombdtica, cardioprotetora e vasodilatadora. Estes
compostos estdo diretamente associados com a saide humana, uma vez
que lhes sdo atribuidas propriedades antioxidante e anti-radicais livres
(MA et al., 2008).

Os flavondides pertencem ao grupo dos compostos
polifendlicos, caracterizados por possuirem em comum a estrutura do
benzo-y-pirano, responsdvel por atuar como antioxidante em sistemas
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biolégicos. Os flavondides estdo presentes em uma grande variedade de
plantas comestiveis, especialmente em espécies citricas, sendo que estas
acumulam quantidades considerdveis de flavondides durante os
diferentes estdgios de desenvolvimento. Os flavondides presentes em
frutas citricas pertencem a seis classes de acordo com suas estruturas.
Estas classes sao: flavonas, flavanonas, flavondis, isoflavonas,
antocianidinas e flavandis (SENEVIRATHNE et al.,, 2009). As
flavanonas sdo o tipo mais abundante, mas as flavonas de alta taxa de
metoxilagdo e os flavondis exibem maior atividade bioldgica embora
ocorram em concentracdes baixas (BENAVENTE-GARCiA et al.,
1997).

A Figura 10 representa a estrutura genérica de um composto
fendlico, constituido essencialmente de dois anéis aromaticos A ¢ B
ligados por uma ponte de trés carbonos, usualmente na forma de anel
heterociclico. O anel aromdtico A é derivado da via metabdlica do
acetato/malonato, enquanto que o anel B é derivado da fenilalanina
através da via metabdlica do shikimato. Variagdes nas configuracdes de
substituicio do anel C resultam na maioria das subclasses dos
flavondides, representados na Figura 11 (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Figura 10: Estrutura genérica das moléculas dos flavonoéides.

Fonte: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006.

Mesmo que os flavondides sejam abundantes no reino vegetal,
alguns compostos como flavanonas, flavanonas glicosiladas e flavonas
polimetoxiladas, sdo substancias de ocorréncia tnica em frutos citricos,
sendo relativamente rara a presenca em outras plantas (LI;
PORDESIMO; WEISS, 2004).
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Os residuos do processamento de frutos citricos sdo a polpa
desidratada, melaco, fibras, 6leos de prensagem a frio, esséncias, D-
limoneno, polpa de suco e celulose, etanol, 6leo de sementes, pectina,
acido ascérbico, limondides e flavondides. A maior parte dos produtos
obtidos a partir de residuos da inddstria de citricos pode ser utilizada
como ingrediente funcional em alimentos, especialmente as fibras
dietéticas e os compostos bioativos (FERNANDEZ—L()PEZ et al.,

2004).
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Figura 11: Estrutura genérica das principais classes dos flavonéides.

Fonte: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006.

O conteudo total de polifendis € maior na casca dos frutos
citricos do que na fruta sem casca. A Tabela 7 compara os valores do
teor total de polifendis e dcido ascérbico para o limido e a laranja.

Os flavondides s@o encontrados na polpa, pele e membranas da
polpa. Os principais flavondides encontrados nas espécies citricas sdo a
hesperidina, narirutina, naringina e eriocitrina. A casca e outros residuos
s6lidos do residuo de lim3o contém principalmente hesperidina e
eriocitrina, enquanto naringina e eriocitrina estdo predominantemente no
residuo liquido. O contetdo de 4cido ascérbico nos frutos citricos pode
ser de considerdvel importancia. O contetido de 4cido ascérbico, assim



Revisdo Bibliogrdfica 84

como o de flavonéides, ¢ maior na casca do que na fruta sem casca
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2004).

Tabela 7: Comparagio do teor total de polifendis e dcido ascérbico do limdo
e da laranja.

Parte da fruta Total de polifenois Acido ascorbico
(mg/100 g) (mg/100 g)
Limao sem casca 164 £ 10,3 479 +4,7
Casca de limao 190 + 10,6 59,8 +5,4
Laranja sem casca 154 £ 10,2 47,7+49
Casca de laranja 179 + 10,5 59,6 +5,2

Fonte: FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2004.

Bocco et al. (1998) relataram que extratos metandlicos de casca
de frutos citricos sdo ricos em flavonas e flavonas glicosiladas, enquanto
que extratos resultantes de hidrdlise contém principalmente acidos
fendlicos e flavondis. Nos trabalhos de Jeong et al. (2004) e Xu et al.
(2007) foi descrito que o tratamento térmico na amostra pode contribuir
para liberar alguns compostos fendlicos de baixo peso molecular e,
portanto, aumentar a capacidade antioxidante dos extratos de casca de
citricos. Também foi observado que o conteido de fendlicos e a
atividade antioxidante dos extratos de casca de citricos dependem do
método de extracdo. Além disso, as condi¢des da casca dos citricos, a
temperatura de extracdo, a concentracdo do solvente e a espécie da fruta
influenciam no rendimento dos compostos fendlicos e do potencial
antioxidante (MA et al., 2008).

A técnica de isolamento de flavonéides das plantas, incluindo o
tipo de solvente, depende, geralmente, do tipo de compostos flavondides
e da quantidade disponivel na planta. Solventes de menores polaridades
sdo usados para a extracdo de agliconas, enquanto solventes de maior
polaridade sdo usados para extrair flavondides glicosilados. Os
isoflavonoéides sdo extraidos com uma mistura de d4gua e metanol, etanol
ou acetonitrila (VELICKOVIC et al., 2007).

A eficiéncia medicinal de um extrato vegetal ndo depende
apenas de um Unico componente bioativo, mas no efeito sinergistico
entre um composto principal e outros compostos secundarios. Dessa
forma, para se obter um extrato com excelente atividade bioldgica, é
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necessdrio considerar a qualidade do vegetal que serd submetido a
extracdo, o tipo de solvente utilizado e o procedimento de extracdo
empregado (VINATORU et al., 1997).

3.6.2. Radicais livres

Existe uma grande variedade de técnicas disponiveis com a
finalidade de avaliar a atividade antioxidante de compostos e misturas
complexas. Os métodos mais comuns para determinar a atividade
antioxidante de modo prético, rdpido e sensivel envolvem um radical
cromdforo que simula as espécies reativas de oxigénio (EROS) e, com a
presenca de antioxidantes, ocorre o desaparecimento de cor destes
radicais (ARNAO, 2000). O oxigénio estd relacionado as condicdes de
vida aerdébia e como molécula que mantém o metabolismo e viabilidade
celular. E responsivel pela degradacio quimica de indmeras
macromoléculas existentes no sistema bioldgico. Do oxigénio
disponivel para a célula, 95 % se transforma em energia ¢ 5 % em
espécies de oxigénio reativas e toxicas (DAVIES, 1994). Os radicais
mais utilizados sdo o superdxido (O ), o hidroxil (‘OH), o 6xido nitrico
(‘NO), o alquilperoxil (ROO), o N,N-dimetil-p-fenilenodiamina
(DMDP-") e o 2,2-difenil-1-picrilidrazina (DPPH") (DIAZ-REINOSO et
al., 2006).

Os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau sdo exemplos de
métodos utilizados para determinacio de compostos fendlicos total
(SALUNKE; CHAVAN; KADAM, 1989). O ensaio de Folin-Ciocalteau
¢ utilizado para medir o teor de compostos fendlicos total em produtos
naturais, tendo como mecanismos a reacdo de oxirreducdo, sendo um
dos melhores métodos para estimar a atividade antioxidante de amostras
de alimentos (ROGINSKY; LISSI, 2005).

Os radicais livres sdo responsabilizados como mediadores de
vérias doengas como diabetes, doencas vasculares, hipertensao, cancer,
declinio do sistema imunoldgico, doencgas neurodegenerativas, entre
outras (TSAO; DENG, 2004). No corpo humano, os danos oxidativos
causados pelos radicais livres no DNA, lipidios, proteinas e em outras
moléculas podem contribuir para o desenvolvimento de doengas
degenerativas e cancer. Aproximadamente 90 % de todos os casos de
cancer estdo correlacionados com fatores ambientais e hdbitos
alimentares (ROGINSKY; LISSI, 2005; DIAZ-REINOSO et al., 20006).
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Em sistemas alimenticios, os radicais livres podem atacar
ligagdes insaturadas de moléculas lipidicas, proteinas, carboidratos e
nucleotidios, causando o desenvolvimento de rancidez, off-flavors, e
perda de valor nutritivo e de vida de prateleira dos produtos (LOULI
RAGOUSSIS; MAGOULAS, 2004).

Os flavonodides apresentam atividade antioxidante de diversas
formas: atividades antiradical (-OH), antilipoperoxidacdo (R-, ROO-,
RO-) e quelante de metais. Os flavondides sdo potenciais antioxidantes
contra a acdo de radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio.
A natureza quimica dos flavondides depende da classe estrutural, grau
de hidroxilacdo, substituicio e conjugacdo e grau de polimerizacio
(SENEVIRATHNE et al., 2009).

Diversas técnicas t€m sido utilizadas para determinar a
atividade antioxidante in vitro, de forma a permitir uma rdpida selecdo
de substincias e/ou misturas potencialmente interessantes na prevencao
de doengas cronico-degenerativas. Dentre estes métodos destacam-se o
sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/dcido linoléico e o método de
seqiiestro de radicais livres, tal como DPPH' (2,2-difenil-1-
picrilidrazina) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a
atividade de inibi¢@o de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do
dcido linoléico. O método estd fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloragdo (oxidacdo) do B-caroteno induzida
pelos produtos de degradacdo oxidativa do 4cido linoléico. O radical
livre formado a partir do dcido linoléico, pela retirada de um dtomo de
hidrogénio de um de seus grupos metileno, ataca as moléculas de [3-
caroteno, o qual perde uma ligacdo dupla, caracteristica da coloracio
laranja. Este método determina a atividade de uma amostra ou composto
de proteger um substrato lipidico da oxidacio (MATTHAUS, 2002;
DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Igualmente ao sistema B-caroteno/acido linoléico, o método de
radicais livres estd baseado no descoramento de uma solugdo composta
por radicais estdveis DPPH- de cor violeta quando da adicdo de
substincias que podem ceder um 4tomo de hidrogénio. Baseia-se na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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3.7. Atividade antimicrobiana

As bactérias resistentes a mdltiplos antimicrobianos
representam um desafio no tratamento de infec¢des, sendo necessario
encontrar novas substincias com propriedades antimicrobianas que
possam ser utilizadas no combate a esses microrganismos. Das 400.000
a 500.000 espécies de plantas existentes no mundo, somente um
pequeno percentual é estudado em suas propriedades fitoquimicas e,
menor ainda, é a parcela destinada & investigacdo da atividade
antimicrobiana (HOSTETTMANN; WOLFENDER; RODRIGUEZ,
1997; MICHIELIN, 2009).

Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em
1929, deu-se inicio as pesquisas com a finalidade de descobrir novas
substincias com atividade antimicrobiana, contra diversas bactérias,
fungos e parasitas. Posteriormente, foi verificado que tanto os
microrganismos como os vegetais seriam capazes de elaborar e produzir
substincias com potencial antimicrobiano, com capacidade de inibir ou
matar, seletivamente, outros microrganismos (LIMA, 2001; VALGAS,
2002).

O componente mais critico dessa definicdo € a seletividade ou a
toxicidade seletiva, significando que o composto deve inibir ou matar o
microrganismo sem inibir ou matar o organismo hospedeiro. Os agentes
antimicrobianos podem ser classificados segundo a sua origem (naturais,
sintéticos ou semi-sintéticos), o seu efeito antimicrobiano
(bacteriostaticos ou bactericidas), o seu espectro de atividade (amplo,
intermedidrio e reduzido) e o seu mecanismo de agdo (inibicdo da
sintese da parede celular, alteracdo da permeabilidade celular, inibi¢dao
da sintese protéica ou inibicdo da sintese de DNA ou RNA), sendo
comum a classificacdo dos antimicrobianos pela estrutura quimica
(LIMA, 2001; VALGAS, 2002; JOHANN, 2003).

Embora os antibidticos de origem microbiana sejam utilizados
desde os anos de 1940, o uso de antimicrobianos derivados de plantas
ainda € uma metodologia nova (COWAN, 1999; LIMA, 2001). A
atividade antimicrobiana dos extratos de produtos naturais pode ser
determinada através de vérias metodologias disponiveis na literatura. Os
diferentes métodos possuem sensibilidades distintas e, desta forma, os
resultados passam a ser influenciados pelo método selecionado, pelos
microrganismos utilizados e pelas caracteristicas de solubilidade dos
extratos. Para os testes de atividade antimicrobiana devem ser utilizadas
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cepas provenientes de colegdes de cultura, como o ATCC (American
Type Culture Collection), para que seja possivel a comparagdo com
outras pesquisas (VANDEN BERGHE; VLIETINCK,1991).

O método de difusdo em dgar ¢ um método qualitativo,
amplamente utilizado na selecdo dos extratos dos quais se deseja
determinar a atividade antimicrobiana. Através deste método verifica-se
a capacidade do extrato de inibir ou n3o o crescimento do
microrganismo de interesse. As vantagens deste método sdo a pequena
quantidade de amostra utilizada e a utilizacdo de uma placa de Petri para
testar até cinco extratos diferentes (VIEIRA, 2005).

Os extratos que apresentam atividade contra os microrganismos
no método de difusdo em 4dgar sdo, em geral, submetidos a testes
quantitativos de atividade antimicrobiana. A concentragdo minima
inibitéria (CMI) consiste na concentragdo minima da substancia testada
capaz de inibir o crescimento do microrganismo de interesse. A CMI
pode ser determinada através de trés técnicas: diluicdo em caldo de
cultivo, diluicdo em 4gar e microdiluicio em caldo de cultivo
(SMANIA, 2003).

A técnica de microdiluicio em caldo de cultivo é a mais
empregada e utiliza diferentes concentragdes do extrato em placas de
microdilui¢do contendo uma suspensdo padronizada do microrganismo a
ser testado. A partir das diluicdes do extrato, que ndo apresentam
crescimento, pode-se repicar para placa de d4gar e verificar a
concentracdo minima bactericida (CMB) que é a concentracdo de
extrato que inibe o crescimento e inativa o microrganismo (VIEIRA,
2005).
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4. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo estdo apresentados e descritos o material e os
métodos utilizados para a determinagdo dos pardmetros de processo da
operacdo de extracdo supercritica do extrato de bagaco de laranja, bem
como as analises realizadas a fim de validar as condi¢des de extracdo
estudadas. Foram realizados testes preliminares para estabelecer as
condi¢des de operacdo e determinacio do rendimento global de extrato

(Xo).

Para o estudo da cinética do processo de extracdo foi obtida
uma curva de extracdo do extrato de bagaco de laranja, que juntamente
com o resultado de Xy, fornece os pardmetros de processo necessarios
para a aplicacdo de modelos matematicos de transferéncia de massa.

Com o objetivo de comparar as técnicas de extragdo, foram
realizadas operacdes de extracdo com solventes organicos do bagago de
laranja para verificar a influéncia do método no rendimento, na
composi¢do quimica e na atividade antioxidante e antimicrobiana dos
extratos.

Para a caracterizacdo dos extratos foram desenvolvidas analises
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
nos diferentes extratos obtidos por diferentes técnicas, tanto extracio
supercritica quanto extracdo com solventes organicos, com a finalidade
de identificar e quantificar os compostos presentes nas diferentes fracdes
do extrato de bagaco de laranja.

Neste trabalho, foi feita a compara¢do, em termos de atividade
antioxidante, atividade antimicrobiana e composi¢do em CG-EM, entre
os extratos obtidos a partir do bagago da laranja, com um 6leo comercial
de laranja obtido por prensagem a frio.

Também, foram realizadas andlises de caracterizacdo da
matéria-prima (bagaco de laranja) como teor de umidade e de
substancias volateis, residuo mineral fixo (cinzas), determinacdo de
fibras e proteinas e avaliacao do didmetro médio de particula.

Com excecdo das andlises de residuo mineral fixo (cinzas),
determinacdo de fibras e proteinas, atividade antimicrobiana e perfil
quimico dos extratos, todos os experimentos anteriormente citados
foram realizados no Laboratério de Termodindmica e Extracdo
Supercritica - LATESC, do Departamento de Engenharia Quimica e
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Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina -
EQA/UFSC.

4.1. Obtencao da matéria-prima

O residuo do processamento do suco de laranja (Citrus sinensis
L. Osbeck) da variedade Valéncia, denominado bagaco de laranja, foi
fornecido pela empresa Macrovita Alimentos Ltda., localizada no
municipio de Brago do Norte/SC. O residuo composto de casca, pedagos
de membranas e bagaco da polpa, vesiculas de suco e sementes foi
coletado na empresa durante o processamento do suco, acondicionado
em recipientes pldsticos com tampa, de aproximadamente 20,0 kg, e
mantidos sob refrigeracdo na empresa, até o momento da entrega no
LATESC. A matéria-prima foi coletada em dois dias de producdo
diferentes, Outubro/2008 (Lote 1) e Janeiro/2009 (Lote 2), sendo estes
misturados com a finalidade de obter uma amostragem representativa e
que abrangesse a composi¢do média do residuo de processo de suco de
laranja, uma vez que ocorrem variagdes na composi¢do dos frutos
colhidos em fun¢do da época do ano e da regido de plantio. Quando
recebida no LATESC, a matéria-prima foi separada e acondicionada em
embalagens de polietileno, contendo aproximadamente 1,0 kg, e
mantida congelada em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sdo
Paulo/SP) a -18 °C até o momento do pré-tratamento.

A Figura 12 mostra um fluxograma do processamento de
laranjas e o ponto de coleta da matéria-prima. Apds passar pela limpeza
e higienizagdo (/) as frutas sdo encaminhadas para camaras refrigeradas
(2), ficando armazenadas até serem encaminhadas para as extratoras de
suco (3). Neste ponto, o bagaco de laranja é coletado, o suco extraido é
encaminhado para a pasteurizag¢do (4) e envase (5), sendo armazenado
em camaras refrigeradas (6) até a distribuicao.

4.1.1. Determinacao do teor de umidade e de substincias volateis da
matéria-prima in natura

A determinacdo do teor de umidade e substancias volateis
presentes na matéria-prima (bagaco de laranja), antes do seu pré-
tratamento (ver item 4.2), foi realizada pelo método 925.09 da AOAC
(2005), cujo procedimento fundamenta-se na perda de umidade e
substancias volateis quando a amostra é submetida a 105°C.
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Figura 12: Fluxograma do processamento de laranjas da Macrovita
Alimentos Ltda.

Fonte: MACROVITA, 2008.

Brevemente, cdpsulas de aluminio foram previamente
aquecidas em estufa (E.L. 003, Odontobrds, Ribeirdo Preto/SP, Brasil) a
105°C por 1 h, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e
pesadas. Repetiram-se estas operacdes de aquecimento e resfriamento
até peso constante. Apds, cerca de 5 g de amostra foram pesadas em
balanga analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP,
Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama, nas capsulas de aluminio
(previamente taradas), aquecidas em estufa a 105°C por 3 h, resfriadas
em dessecador até temperatura ambiente e pesadas. Repetiram-se estas
operacdes de aquecimento e resfriamento até peso constante. Para o
célculo do teor de umidade e volateis, foi utilizada a Equagéo 2.

(m-m; ) oo 2)

Teor de umidade e voldteis (%)=

i

onde m; é a massa inicial da amostra (g) e m; € a massa final da amostra

().
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A determinagdo de umidade e substancias volateis do bagaco de
laranja foi realizada em triplicata e o resultado expresso como média +
desvio padrio.

A Figura 13 apresenta a matéria-prima proveniente do
processamento da laranja fornecido pela Macrovita Alimentos Ltda. e a
reducdo granulométrica, realizada com auxilio de faca, para a
determinacdo do teor de umidade e substincias voldteis da matéria-
prima in natura.

(b)

Figura 13: (a) Bagaco de laranja e (b) amostra preparada para
determinagdo do teor de umidade e substancias volateis da matéria-prima in natura.

4.2. Pré-tratamento da matéria-prima

Os dois lotes de bagaco de laranja recebidos, previamente
misturados, foram cortados em tiras com o auxilio de uma faca e
submetidos a secagem em estufa com circulagdo de ar (De Leo, Porto
Alegre/RS, Brasil) por 24 horas a 30°C.

Apés a secagem, a matéria-prima foi triturada em moinho de
facas (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) e submetida a separacdo e
classificacdo granulométrica em agitador de peneiras (Bertel Industria
Metaldrgica Ltda., Caieiras/SP, Brasil), com a finalidade de fracionar a
matéria-prima em diferentes tamanhos de particula e determinar o
didmetro médio das particulas. Pesaram-se cerca de 100 g de amostra
em balanca semi-analitica (BG 2000, Gehaka Ind. e Com. de Eletro-
eletronicos Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo de duas casas
decimais de grama, para cada batelada e, utilizando as peneiras da série
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Tyler de mesh 20, 25, 32, 48, 65, 80 e fundo, o conjunto foi agitado por
30 minutos.

Para a realizagdo dos experimentos, utilizou-se a fracdo da
matéria-prima compreendida entre as peneiras de tamanho -20/+48 mesh
por ser o grupo de peneiras com maior quantidade de amostra retida. As
outras fracdes foram desprezadas, com excecdo da fracdo +20 mesh, que
foi reprocessada no moinho e reclassificada granulometricamente. A
Figura 14 mostra as etapas do processamento da matéria-prima.

(a) (b) (c)

Figura 14: (a) Corte em tiras do bagaco da laranja, (b) secagem em estufa
de circulagdo de ar e (c) amostra triturada em moinho de facas.

Apés a separacdo granulométrica, a matéria-prima foi
acondicionada em embalagens pldsticas identificadas, e mantida
congelada, em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Siao
Paulo/SP), a -18°C até a realizag@o dos experimentos.

4.3. Caracterizacio da matéria-prima
4.3.1. Determinacio do teor de umidade e substancias volateis

A determinacdo do teor de umidade e substancias volateis da
matéria-prima, apos receber o pré-tratamento, foi realizada pelo método
925.09 da AOAC (2005), conforme descrito no item 4.1.1.

4.3.2. Determinacio do residuo mineral fixo (cinzas)

A determinacdo do residuo mineral fixo foi realizada no
Laboratério de Propriedades Fisicas dos Alimentos - PROFI, do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
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UFSC, em mufla (EDG Equipamentos e Controles Ltda., Sdo Carlos/SP,
Brasil) a 550 °C, de acordo com o método 923.03 da AOAC (2005),
durante 6h ou até que fossem obtidas cinzas brancas ou branco
cinzentas. Cépsulas de porcelana foram previamente aquecidas em
estufa a 550 °C por 1 h, resfriadas em dessecador até temperatura
ambiente e pesadas. Repetiram-se estas operacdes de aquecimento e
resfriamento até peso constante. Na seqii€ncia, cerca 5 g de amostra
foram pesadas em balanga analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil
Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama,
dispostas nas cdpsulas de porcelana, previamente taradas, depois
carbonizadas completamente em bico de Bunsen e incineradas em mufla
a 550 °C por 6 h, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e
pesadas. Estas operacdes de aquecimento e resfriamento foram repetidas
até que se obtivesse peso constante. Para o cdlculo de cinzas, foi
empregada a Equagdo 3.

Cinzas (%) =" 100 (3)

1

onde m,. € a massa final de cinzas (g) e m; € massa inicial de amostra (g).

A determinag¢do de cinzas da matéria-prima foi realizada em
triplicata e o resultado expresso como média + desvio padrio.

4.3.3. Determinacio do teor de nitrogénio total

A avaliagdo do teor de nitrogénio total das amostras foi
realizada no Laboratério de Andlises - LABCAL, do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFSC, através da determinagio
do nitrogénio total pelo método de Kjedahl, descrito pela metodologia
991.20 da AOAC (2005).

De forma geral, o método € constituido de trés etapas, onde na
primeira delas a amostra passa por um processo de digestdo com 4cido
sulfurico concentrado para a conversdo dos compostos organicos.
Posteriormente, a amonia € separada por destilacio e recolhida em uma
solucdo de acido bérico e, em seguida, € realizada a titulacio da solugdo
com 4cido cloridrico para a determinacdo quantitativa da amonia,
utilizando-se fator de conversdo 5,75. Os resultados foram expressos
como g de nitrogénio total /100 g de amostra.
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4.3.4. Determinacdo do teor de fibras dietéticas total, solivel e
insoldvel

A determinacdo do teor fibras dietéticas total, solivel e
insolivel foi realizado no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de
Cereais - CERES, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFSC, pelo método 991.43 da AOAC (2005).

Esta metodologia € baseada na combinacdo de métodos
enzimdticos e gravimétricos, onde a amostra é submetida a digestdo
seqiiencial com as enzimas termoestdveis o-amilase, protease e
amiloglicosidase. A fibra dietética insolivel (IDF - Insoluble Dietary
Fiber) ¢ filtrada e o residuo é lavado com 4gua destilada morna. O
filtrado e a dgua utilizada na lavagem sdo adicionados de etanol para a
precipitacdo da fibra dietética solivel (SDF - Soluble Dietary Fiber). O
precipitado € entdo filtrado e seco. Ambos os residuos (IDF e SDF) sao
corrigidos descontando-se o valor de proteinas, cinzas e branco para o
célculo final de IDF e SDF. Para a determinagdo da fibra dietética total
(TDF - Total Dietary Fiber) é realizado um experimento adicional, onde
ocorre precipitagdo da fibra com etanol e a filtracdo do residuo, sendo
este seco e pesado, e o valor corrigido com os valores de teor de cinzas e
proteinas.

O resultado foi expresso em g de fibras dietética total, soldvel e
insolivel/100 g de amostra.

4.4. Caracterizacao do leito de particulas da ESC
4.4.1. Determinacao do didmetro médio de particula

A determinac¢do do didmetro médio de particula foi efetuada
através do calculo proposto por Gomide et al. (1983). Pesaram-se 100 g
de amostra em balanca semi-analitica (BG 2000, Gehaka Ind. e Com. de
Eletro-eletrdnicos Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo de duas
casas decimais de grama, para cada batelada e, utilizando as peneiras da
série Tyler de mesh -20/+48 o conjunto foi agitado por 30 minutos.
Apbs, as massas retidas sobre cada peneira foram pesadas para o cédlculo
do didmetro médio de particula, conforme as Equacdes 4 e 5.
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(4)

A0, =—- (5)

onde d, é o didmetro médio superficial das particulas (mm), m; € a massa
de amostra retida na peneira i (g), M € a massa total de amostra (g), d; é
o diametro da peneira i (mm) e n é o nimero total de fracdes.

4.4.2. Determinacio da massa especifica aparente (p,)

A massa especifica aparente (p,) das particulas de bagaco de
laranja foi obtida através da rela¢do entre a massa de amostra utilizada
nas extragdes pelo volume do leito, incluindo assim apenas os poros do
leito e ndo os poros do interior das particulas.

A massa de amostra foi medida em balanga analitica (AY?220,
SHIMADZU do Brasil Ltda., Sao Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao
décimo de miligrama, e o volume determinado através das medidas de
altura e diametro do extrator com o uso de um paquimetro, com precisio
de 0,02 mm.

4.4.3. Determinacio da massa especifica real (p,)

A massa especifica real (p,) das particulas de bagaco de laranja
foi assumida como sendo igual a 1,514 g/cm3 para o cdlculo da
porosidade do leito, conforme o descrito por Santana e Gasparetto
(2009).

4.4.4. Porosidade do leito (&)

A porosidade do leito (¢) de extracdo foi determinada através da
massa especifica real e aparente da amostra de bagaco de laranja,
incluindo os poros do leito e do interior das particulas. Para formar o
leito fixo de particulas foram utilizadas cerca de 15 g de amostra seca e
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moida (-20/+48 mesh), pesada em balanca analitica (AY220,
SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao
décimo de miligrama, e a porosidade foi calculada através da Equacio 6.

g=1-Lo (6)
p,

onde p, é a densidade real das particulas e p, € a densidade aparente do
leito em (kg/mS).

4.5. Determinacao da massa especifica do solvente supercritico (p)

A massa especifica do CO, supercritico (p) nas condigdes de
operagdo foi determinada através da equacdo de Angus, Armstrong e De
Reuck (1976). Estes valores sdo utilizados na avaliacdo da influéncia da
pressdo e da temperatura na variagdo da massa especifica do solvente e,
conseqiientemente, na solubiliza¢do do soluto, e na aplicagdo do modelo
de transferéncia de massa descrito por Sovova (1994).

4.6. Extracao supercritica (ESC)

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
LATESC, do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC, onde se encontra disponivel uma unidade de
experimentacdo que opera até uma pressdo maxima de 300 bar e vazdes
de solvente de 1,67 g/min a 36,67 g/min.

Os experimentos de extra¢do supercritica realizados visaram
determinar as condicdes de temperatura, pressdo e adicdo de co-solvente
nas quais o maior rendimento global e os melhores parimetros de
qualidade pudessem ser obtidos. As condicdes operacionais utilizadas na
ESC do extrato de bagaco de laranja foram selecionadas de forma que
abrangessem uma ampla faixa de condi¢des de massa especifica de
solvente, buscando evitar a degradacdo de compostos termossensiveis,
como ocorre na hidrodestilacdo e extracdo em Soxhlet, levando em
consideracgdo os limites de operagdo do equipamento utilizado.

A unidade de extragdo supercritica foi empregada para a
determinacdo do rendimento global de extra¢do (Xy) com CO, puro e
com co-solvente, para a obten¢do da curva de extragdo necessdria para a
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modelagem matemdtica e para o estudo das condi¢des Otimas de
operagdo para a obtencdo de extratos de bagaco de laranja ricos nos
compostos de interesse.

Os experimentos de cinética (curva de extragdo) e de
determinac¢do de X, foram realizados através do método dindmico de
extracdo. O método dindmico de ESC caracteriza-se pela passagem
continua do solvente supercritico pela matriz sélida (FERREIRA et al.,
1999). A partir deste método pode-se determinar X, definido como a
quantidade percentual de soluto extraivel do material sélido para
determinadas condi¢des de processo como temperatura, pressio, vaziao
do solvente, tempo e quantidade de matéria-prima utilizada na extracao.
Ainda, podem ser obtidas as curvas de extra¢do que sdo utilizadas para
definir pardmetros de extracdo como as condigGes operacionais, a
quantidade de matéria-prima para a formacdo do leito de particulas e o
tempo total de extra¢do. Neste caso, o extrato € coletado em diferentes
frascos por periodos pré-determinados do processo de ESC.

Os experimentos de rendimento global foram efetuados em
duplicata e os extratos obtidos nestas operacdes foram empregados para
as andlises de atividade bioldgica e atividade antimicrobiana, bem como
na determinacdo do perfil quimico dos referidos extratos.

4.6.1. Equipamento de extrac¢io supercritica

As Figuras 15 e 16 apresentam o equipamento de extragfo
supercritica utilizado e o esquema de funcionamento, respectivamente.

A unidade de extragdo supercritica (ZETZL; LOZANO;
BRUNNER, 2007), apresentada na Figura 15, foi desenvolvida pelo
Laboratério Thermische Verfahrenstechnik da Technische Universitdt
Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha.

Conforme o esquema apresentado na Figura 16, a unidade
supercritica consiste de um cilindro de CO, com tubo pescador e 99,9 %
de pureza (White Martins Ltda.,Joinville/SC, Brasil), que alimenta
diretamente a linha de extracdo. A linha de solvente é imersa em um
banho termostitico (BT1) (C10 - K10, Thermo Haake, Karlruhe,
Alemanha) programado para manter a temperatura inferior a 0 °C,
garantindo assim que o solvente (CO,) esteja no estado liquido antes de
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Figura 15: Equipamento de extracdo supercritica.

sua entrada na bomba (B1) (M111, Maximator, Niedersachen,
Alemanha). A bomba trabalha alimentada por uma linha de ar
comprimido, filtrado e mantido na pressdo minima de 5 bar. A pressdo
de opera¢do desejada da unidade supercritica é regulada através da
valvula globo (V1) (Tescom Cat n° 26-1761-24-161, Alemanha).
Durante o funcionamento, a bomba encaminha o CO, pressurizado (a
uma pressao pré-estabelecida em V1) a linha de extragdo, passando pelo
extrator (E), que consiste de um cilindro de ago inox encamisado de
32,9 cm de comprimento, 2,042 cm de didmetro interno e volume de
100 mL, com extremidades rosqueadas. A linha que liga a bomba ao
extrator, bem como a linha apds o extrator, ¢ mantida submersa em um
banho termostitico de aquecimento (BT2) (MQBTZ99-20,
Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda., Palhoca/SC, Brasil) a uma
temperatura constante de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da
linha e da valvula micrométrica durante a despressurizacdo da mistura
soluto/solvente (V4) (Sitec Microvalve 710.3012, Zurique, Alemanha).
A temperatura de opera¢do do extrator € mantida constante através de
um banho termostitico de aquecimento (BT3) (DC30-B30, Thermo



Material e Métodos 100

Haake, Alemanha). No inicio do processo de extracdo a vélvula (V2)
(Cat n° 3710.0104, Maximator) é mantida fechada e apds a
pressurizacdo do solvente esta € aberta para permitir a passagem do CO,
para o extrator. A vélvula (V3) (Shutoff valve 710.3010, Sitec, Zurique,
Alemanha) também conectada na saida do extrator auxilia a V4 na
despressurizacao do solvente e permite o controle do fluxo de solvente.
Apés passar pela V4, o soluto € conectado em frascos dmbar (F1) e o
fluxo de CO, é medido no rotametro (R1) (10A61ABB, Automation
Products), regulado por V3 e V4.

)

Extragio ¢ Recuperagio do Extrato

E: Extrator; VT: Vdlvula de controle da freqiiéncia da bomba; V1: Valvula
reguladora de pressdo; V2, V3 e V4: Vilvulas de entrada, saida e micrométrica do
extrator, respectivamente; PI1: ManOmetro de controle do cilindro (PI: Cat
233.50.10, WIKA do Brasil); PI2: Mandmetro de controle da bomba (PI: Cat
233.50.10, WIKA do Brasil); PI3: Manoémetro de controle do extrator (PI: Cat
233.50.10, WIKA do Brasil); TI: Controladores de temperatura; BC: Bomba de co-
solvente; VR: Vdlvula de retencdio da bomba de co-solvente.

Figura 16: Diagrama esquemadtico da unidade de extracdo supercritica.

Fonte: ZETZL et al., 2003 apud KITZBERGER, 2005.

4.6.2. Experimentos cinéticos — Curvas de extracio e parametros
cinéticos

Os experimentos cinéticos para a obtencdo da curva de extragio
de bagaco de laranja consistiram na determinacdo da massa de extrato
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acumulado em funcdo do tempo de extragdo. Estes experimentos foram
realizados no equipamento descrito em 4.6.1, utilizando para a
determinacdo da curva de extracdo cerca de 15 g de bagaco de laranja,
pesada em balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo
Paulo/SP, Brasil), com precisdao ao décimo de miligrama. Esta massa de
matéria-prima foi empregada para formar um leito de particulas com
altura de pelo menos o dobro do didmetro do extrator considerando-se
que, com esta relagdo entre altura e diametro do leito, a dispersdo axial
pode ser desprezada. Os frascos de coleta foram previamente pesados
em balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sao
Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama, e a coleta do
soluto extraido foi realizada em intervalos de tempo pré-determinados,
sendo o extrato pesado de forma a determinar a massa de extrato obtida
em fun¢do do tempo de experimento. Apds a coleta, os frascos foram
novamente pesados para se obter a massa de extrato em fun¢do do
tempo de extragdo.

As curvas de extracdo podem ser construidas através da massa
de extrato acumulado em fun¢@o do tempo de extragdo ou da massa de
CO, consumido, ou ainda pelo rendimento de extracdo versus a razio
massa de solvente por massa de amostra (MICHIELIN et al., 2005;
KITZBERGER et al., 2009; MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA,
2009). Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO, puro
na condicdo de pressdo de 200 bar; temperatura de 40 °C, vazdo de
solvente de 17 + 2 g/min e didmetro de particula de bagaco de laranja de
-20/+48 mesh. Os valores experimentais de massa de extrato versus
tempo de extracdo obtidos na curva da ESC bagaco de laranja sdo
apresentados na Tabela 23 (Apéndice II).

Os parametros cinéticos foram considerados para avaliar a
cinética das extracdes e calculados conforme Mezzomo, Martinez e
Ferreira (2009). Os tempos de cada um dos periodos de extracdo foram
calculados a partir da curva de extragdo, apresentado em 5.1.2. Os
tempos fcgr € trpg representam o final das etapas constante e decrescente
de extracdo, respectivamente. A taxa de transferéncia de massa na etapa
CER (Mcgg) foi obtida a partir de regressdo linear da curva de extragio
no periodo CER, realizada com auxilio de planilha eletronica, enquanto
a concentracdo de soluto na fase solvente na etapa CER (Ycgg) foi
determinada pela razao entre Mcgg € Qcoz-



Material e Métodos 102

4.6.3. Determinacio do rendimento global de extrato (X)

O valor de X, é definido como a quantidade de soluto extraivel
presente na matriz solida (bagaco de laranja) referente a uma dada
temperatura e pressdo de extragdo. A verificacdo da influéncia da
pressdo e da temperatura no rendimento global da ESC foi avaliada
utilizando-se como condi¢des de operagdo as pressoes de 100, 150, 200,
250 e 300 bar, temperaturas de 40 °C e 50 °C e vazdo fixa de solvente
(17 £ 2 g/min).

O tempo de extracdo foi definido (ensaio preliminar) através da
observacdo da curva de extracdo obtida com 200 bar, 40 °C e vazdo de
solvente de 17 + 2 g/min, conforme explicado no item 5.1.2, sendo
fixado em 5 horas o tempo total de extracdo, totalizando um consumo de
5,0 kg de CO,. Como pode ser observado na Figura 17 (ver secdo 5.1.2),
apés 5 horas, a curva de extracdo se encontra na etapa de taxa
decrescente de extracdo (FER).

A Tabela 8 apresenta o plano de ensaios de extragdo
supercritica para a determina¢ao do rendimento global.

Tabela 8: Plano de ensaios de extragdo supercritica para a determinacdo do
rendimento global (Xo).

Variaveis Niveis
T (°C) 40 50
100 100
150 150
P (bar) 200 200
250 250
300 300

Cada experimento foi realizado em duplicata e organizado
conforme a Tabela 8, com altura de leito constante ao utilizar-se cerca
de 15 g de matéria-prima, fracionada nas peneiras -20/+48 mesh, pesada
em balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo
Paulo/SP, Brasil), com precisdio ao décimo de miligrama. As
extremidades da coluna foram revestidas com algoddo para evitar a
entrada de particulas s6lidas na linha de extracdo e o espacgo restante do
leito foi preenchido com esferas de vidro.
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A massa de extrato obtida nos frascos foi pesada em balanca
analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil),
com precisdo ao décimo de miligrama, e armazenada em freezer
doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a -18 °C até a
realizacdo dos ensaios de avaliagdo da qualidade dos extratos.

O valor de X, foi calculado através da razdo entre a massa de
extrato (mgyr) obtida e a massa de bagaco de laranja (M) utilizada para
formar o leito, conforme a Equagdo 7.

X, =BT 100 (7)
M

A determinagdo de rendimento global foi realizada em duplicata
e o resultado expresso como média + desvio padrao.

4.6.4. Emprego de co-solvente (CS)

A partir da melhor condi¢do de rendimento obtida, de acordo
com os resultados apresentados na Tabela 13 (item 5.2), testou-se a
aplicacdo de co-solvente adicionado ao solvente (CO,), em quantidade
definida em relacdo a massa total de CO, empregada na extracdo
supercritica. Para a adi¢do de co-solvente junto a extragdo supercritica,
uma bomba de co-solvente (BC) (Constametric 3200, SP Thermo
Separation Products, USA) foi acoplada ao equipamento de extracdo
supercritica. Apés a bomba de co-solvente foi colocada uma valvula de
retencdo (VR) para evitar que o solvente organico retornasse para BC se
houvesse um aumento na pressio da bomba de CO, durante o
experimento. A bomba de co-solvente trabalha numa faixa de vazio de
0,1 a 10 mL/min. Utilizou-se como co-solvente o alcool etilico (P.A.)
(Merck S.A., Brasil) em concentragées de 2, 5 ¢ 8 % (m/m). Este
solvente foi selecionado com base nos resultados de rendimento das
extracdes em Soxhlet e ultrassom (item 5.2), e em dados da literatura
que relatam o uso deste solvente como co-solvente (CASAS et al., 2007,
SALGIN, 2007). Os experimentos com co-solvente foram realizados na
condi¢do de 250 bar, 50 °C, vazdo de CO, de 17 £2 g/min e 5 horas de
extracdo, a fim de se avaliar a influéncia no rendimento da ESC
provocada pela sua adi¢do, em diferentes concentragdes.
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Os extratos obtidos ao final da extracdo foram submetidos a
etapa de eliminacdo do solvente orgdnico empregando-se 0 mesmo
método utilizado nas extracdes a baixa pressdo (conforme item 4.8). As
extracdes com emprego de co-solvente foram realizadas em duplicata e
o resultado expresso como média + desvio padrdo.

4.7. Extracoes a baixa pressao

Os processos de extracdo a baixa pressdo, como hidrodestilacdo
e extracdo com solventes organicos, foram efetuados com o objetivo de
comparar com a extracio supercritica os resultados obtidos em termos
de rendimento, atividade bioldgica e atividade antimicrobiana dos
extratos de bagago de laranja. Estas extra¢des foram realizadas, também,
para a selecdo do co-solvente a ser empregado na extragdo supercritica.

4.7.1. Hidrodestilacao

A hidrodestilagdo é uma operagdo de extracdo a baixa pressdo
realizada em circuito fechado utilizando o sistema de Clevenger, que
apresenta minima perda de voldteis. Neste sistema, a matriz vegetal é
imersa em dgua, cujo aquecimento é feito até o ponto de ebulicdo da
dgua, provocando a formacdo de vapor que arrasta os compostos
volateis. Apds a condensagdo, estes compostos separam-se da dgua por
decantacdo (SANTOS et al., 2004).

A hidrodestilagdo foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Santos et al. (2004), utilizando-se 50 g de bagaco de laranja
seco, pesado em balanca semi-analitica (BG 2000, Gehaka Ind. e Com.
de Eletro-eletronicos Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil), com precisdo de duas
casas decimais de grama, triturado e separado granulometricamente na
fracdo de -20/+48 mesh. A amostra foi colocada em um baldo de
destilagdo de 2 L, imersa em 700 mL de dgua destilada. No setor de
recuperagdo do 6leo foram adicionados 2 mL de hexano (Merck S.A.,
Brasil) para dissolver o 6leo e facilitar a sua separagdo da &4gua
condensada. O baldo de destilagdo foi aquecido em manta elétrica (Mod.
102, Fisatom, Sdo Paulo/SP, Brasil) e mantido em ebuli¢do por 6 horas,
apresentando também um sistema de arrefecimento (MQBTZ99-20,
Microquimica Ind. Com. Repr. Ltda., Palho¢a/SC, Brasil) para
condensar o soluto extraido e os vapores de dgua. Os extratos obtidos
passaram pela etapa posterior de eliminagdo do solvente (hexano), sendo
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o extrato obtido caracterizado como 6leo essencial volatil. As extracdes
foram realizadas em triplicata e o resultado expresso como média *
desvio padrio e os extratos obtidos foram mantidos em freezer
doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a -18°C.

4.7.2. Extracao em Soxhlet

A extracdo em Soxhlet foi realizada de acordo com o método
920.39C da AOAC (2005), utilizando-se nesta técnica, para a obtencao
do extrato de bagaco de laranja, os seguintes solventes: hexano (Merck
S.A., Brasil) , diclorometano (Merck S.A., Brasil) , acetato de etila
(Merck S.A., Brasil) , etanol (Merck S.A., Brasil) e dgua destilada,
trocados a cada extra¢do. A Tabela 9 apresenta os valores de polaridade
dos solventes empregados.

Tabela 9: Indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de
extracdo em Soxhlet.

Solvente Indice de polaridade
Hexano 0
Diclorometano 3,1
Acetato de etila 4.4
Etanol 5,2
Agua 9,0

Fonte: BYERS, 2009.

Para cada extragdo, cerca de 5 g de amostra foram pesadas em
balanga analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP,
Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama, e acondicionadas em um
cartucho de papel-filtro, o qual foi inserido no extrator Soxhlet. O
sistema Soxhlet consiste de um extrator de 150 mL que é acoplado na
extremidade inferior a um baldo de 250 mL e na extremidade superior a
um condensador, arrefecido por um banho (MQBMP-01, Microquimica
Ind. Com. Repr. Ltda., Palhoca/SC, Brasil). Foram adicionados 150 mL
de solvente no baldo, sendo este aquecido por uma manta de
aquecimento (Mod. 52 - Classe 300, Fisatom, Sdo Paulo/SP, Brasil) na
temperatura de ebulicdo do solvente utilizado. Em todas as extracdes
com Soxhlet manteve-se a propor¢do amostra-solvente igual a 1:30,
utilizando-se novo solvente a cada procedimento. Com a evaporacdo do
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solvente, este entra no condensador e volta a forma liquida, entrando em
contato com a amostra e ocorrendo a extragdo dos compostos soldveis.
Quando a mistura soluto/solvente preenche o sifdo, este é esvaziado,
retornando ao baldo onde € novamente aquecido e o processo de refluxo
é repetido continuamente durante 6 horas de extracdo.

Os extratos obtidos foram submetidos, posteriormente, ao
processo de eliminagdo do solvente (conforme item 4.8) e armazenados
em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a -18°C.
As extragdes foram realizadas em triplicata e o resultado expresso como
média + desvio padrio.

4.7.3. Extracao com ultrassom

A extragdo com ultrassom consiste em utilizar solventes, em
temperatura ambiente, para a extracdo de compostos mediante o uso de
ondas de ultrassom. A extracdo pelo uso de ultrassom foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Jacques (2005) e Vinatoru
(2001), onde 7 g de amostra, pesada em balanga analitica (AY?220,
SHIMADZU do Brasil Ltda., Sao Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao
décimo de miligrama, foi adicionada de 210 mL de solvente em baldo de
250 mL, mantendo-se a propor¢do amostra-solvente igual a utilizada na
extragdo em Soxhlet (1:30). Os solventes utilizados foram os mesmos
empregados na extracdo com Soxhlet (secio 4.7.2). O baldao foi
conectado a um condensador de bolas conectado a um banho refrigerado
(MQBMP-01, Microquimica Ind. Com. Repr. Ltda., Palhoca/SC,
Brasil), de acordo com o trabalho de Freitas (2007), e submetido ao
tratamento em banho indireto em ultrassom com o uso de uma lavadora
ultrassonica (USC-700/55 kHz, Unique Ind. e Com. de Produtos
Eletronicos Ltda., Indaiatuba/SP, Brasil) pelo tempo de extracdo de 1
hora. Apés a extracdo, o sistema foi filtrado com auxilio de bomba de
vacuo (DVR 1400, Dosivac, Buenos Aires, Argentina) em funil de
Biichner com papel-filtro, sendo o filtrado recolhido em Kitasato.

Os filtrados obtidos foram submetidos, posteriormente, ao
processo de eliminagdo do solvente (conforme item 4.8) e armazenados
em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sdo Paulo/SP) a -18°C.
As extracdes foram realizadas em triplicata e o resultado expresso como
média + desvio padrao.
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4.8. Tratamento dos extratos e elimina¢do do solvente

Os extratos obtidos através das extracdes a baixa pressdo
(hidrodestilag@o, Soxhlet e ultrassom) e supercritica adicionada de co-
solvente passaram pela fase de evaporacdo do solvente em evaporador
rotativo (Mod. 550 e 802, Fisatom, Sdo Paulo/SP, Brasil) com
arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Ltda.,
Palho¢a/SC, Brasil) e controle de vicuo (NT 613, Nova Técnica
Piracicaba/SP, Brasil) a fim de eliminar o solvente contido na amostra.
As temperaturas de evaporacdo foram ajustadas para valores inferiores
aos pontos de ebuli¢do dos solventes utilizados, para evitar alteragoes do
extrato devido a aplicagdo de calor, e o vicuo ajustado em 650 mmHg.

4.9. Oleo comercial

Para efeito comparativo, utilizou-se um 6leo comercial obtido
por prensagem a frio nas andlises de avaliacdo da atividade antioxidante,
avaliacdo da atividade antimicrobiana e perfil quimico fracionado. O
6leo comercial utilizado foi o 6leo natural de laranja doce (88-454-01-
4/Lote:09036937, Duas Rodas Industrial Ltda., Jaragud do Sul/SC,
Brasil). A especificacdo técnica do produto encontra-se no Anexo II.

4.10. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante, realizada pelas metodologias a seguir
descritas, foi utilizada para avaliar a qualidade dos extratos obtidos pelas
extracdes a baixa pressdo e extracdo supercritica, bem como comparar
os resultados obtidos com o BHT (composto sintético de reconhecida
atividade antioxidante) e o dleo comercial. Devido ao acimulo de
extrato formado na tubulacdo do equipamento de ESC, observado
durante os ensaios, realizou-se a coleta deste com etanol (Merck S.A.,
Brasil), em grau analitico, e posterior evaporacdo, com a finalidade
comparar sua atividade antioxidante com os demais ensaios realizados.
A condi¢do de ESC selecionada foi de 250 bar e 50 °C, sendo este
extrato também avaliado quanto a atividade antimicrobiana (ver item
4.11) e composi¢do quimica (ver item 4.12).
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4.10.1. Determinacao do teor de compostos fendlicos total (TFT)

A determinacdo do teor de compostos fendlicos total presente
nos extratos de bagaco de laranja foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (ROSSI; SINGLETON, 1965;
PESCHEL et al., 2006). A reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteau
baseia-se no principio que em meio alcalino os compostos fendlicos
presentes na amostra reduzem a mistura dos dcidos fosfotungsticos e
fosfomolibdicos, do reagente de Folin, em 6xidos de tungsténio e
molibdénio de cor azul, tornando possivel realizar leituras de
absorbancia na faixa visivel do espectro a 765 nm.

7

Para andlise dos resultados é necessdrio preparar uma curva
padrio de 4cido gélico, com o objetivo de representar a absorbancia da
amostra frente a concentracdo da curva padrio. Desta forma, dissolve-se
cerca de 5,0 g de 4cido gélico (Nuclear, CAQ Ind. e Com. Ltda., Brasil),
pesados em balanga analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo
Paulo/SP, Brasil), com precisdo ao décimo de miligrama, em H,O
destilada de modo a obter uma solugdo de concentracdo 5g/L (50 ppm)
de 4cido gdlico. A partir desta solu¢do estoque, sdo diluidas aliquotas
em baldes volumétricos de 100 mL para a obtencdo de solucdes de
concentra¢des finais de 0, 50, 100, 150, 200, 250, 350 e 500 mg/L. A
reacdo de oxidacdo foi realizada em baldes volumétricos de 10 mL,
sendo transferido para estes 10 uL. de cada uma das dilui¢des, aos quais
foram adicionados 2 mL de dgua destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich, USA). Apés 30 segundos e antes de 8
minutos apdés a adi¢do do reativo, foi adicionado 1,5 mL de solucdo
aquosa de carbonato de sédio (Nuclear, CAQ Ind. e Com. Ltda., Brasil)
a 20 % (m/v). Os baldes foram completados com dgua destilada até a
marca de 10 mL, agitados e deixados em repouso ao abrigo da luz e
temperatura ambiente por 2 horas para que a reacdo ocorresse. A
absorbincia de cada uma das solucdes foi medida a 765 nm em
espectrofotometro (8500II-UV/VIS, Techcomp Ltda., Kowloon, Hong
Kong) e o branco realizado com todos os reagentes, substituindo-se a
amostra por 4dgua destilada. A curva padrio de 4cido gdlico €
apresentada através do grifico de absorbancia (ABS) versus
concentracdo de dcido gadlico (mg/L), no Apéndice III.

Cada um dos extratos testados foi diluido em etanol P.A.
(Merck S.A., Brasil) na concentracdo final de 1.667 mg/L, seguindo-se o
mesmo procedimento de reagdo de oxidagdo descrito para a curva
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padrdo. O branco foi realizado com todos os reagentes, substituindo-se a
amostra por dgua destilada. Os valores de absorbéncia obtidos para cada
um dos extratos foram correlacionados com a curva padrio de acido
gdlico e o teor de composotos fendlicos total (TFT) foi determinado
através da Equacdo 8. A andlise foi realizada em triplicata e o resultado
expresso em mg EAG/g de extrato, como média + desvio padrio.

TFT (mg EAG/g o, ,z{[EAG-wool} (8)

DEXT

onde FAG: Equivalente em dcido gélico obtido através da curva padrio
(mg EAG/L), D: dilui¢do das amostras (mggxt/L).

4.10.2. Método DPPH

O radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina) € considerado um
radical estdvel e tem sua absorcdo mdxima em 517 nm. Quando este
composto recebe um elétron ou um radical hidrogé€nio para se tornar um
composto mais estdvel, sua absorcdo diminui (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995).

Este processo pode ocorrer de duas maneiras: processo direto
ou processo de transferéncia de elétron:

DPPH' + RXH —> DPPHH + RX" (processo direto, separago do tomo)
DPPH' + RXH —> DPPH + RXH'" —> DPPHH + RX" (processo de

transferéncia de elétron)

No processo direto o antioxidante (RXH) doa um radical
hidrogénio para o radical DPPH" tornando-o estavel. O radical RX" é
relativamente estdvel e ndo reage com os lipidios. No processo de
transferéncia de elétron, primeiramente um elétron € cedido para o
radical DPPH" pela molécula do antioxidante e, em seguida, é cedido o
hidrogénio estabilizando o radical DPPH" e formando o radical estdvel
RX:.

A metodologia descrita por Mensor et al. (2001) constitui na
reacdo por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, do
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composto em andlise em uma solugdo etandlica de DPPH (Sigma-
Aldrich, USA) na concentra¢do de 0,3 mmol/L e com concentra¢des
crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 e 500 mg/mL) do extratos de bagaco
de laranja (obtidos neste trabalho), em etanol P.A. (Merck S.A., Brasil),
com posterior leitura da absorbancia em espectrofotometro (85001I-
UV/VIS, Techcomp Ltda., Kowloon, Hong Kong). Quanto maior a
atividade antioxidante da amostra testada, mais estavel o radical DPPH
se torna, provocando a descoloragdo da solu¢do (DPPH e extrato) e
diminuindo a absorbancia. Deste modo, o percentual de inibicdo das
amostras testadas sobre o radical DPPH pode ser calculado convertendo-
se a absorbancia em percentual de atividade antioxidante (AA %),
conforme a Equagdo 9.

AA% =100 — |:(AbSAM0STRA — Absganco ) 100 (9)

ADS coyrroLe

A concentragdo das amostras necessdrias para captar 50% do
radical livie DPPH (ECsy - Effective concentration) é calculada por
andlise de regressdo exponencial e linear (MENSOR et al., 2001). Os
valores de atividade antioxidante calculados (ECsy) sdo referentes a
maior concentragdo de extrato testado (500 mg/mL). Os resultados
encontrados de concentragdo efetiva (ECsy) e atividade antioxidante
(AA %) para os extratos analisados foram expressos como média +
desvio padrio.

4.10.3. Método de descoloracdo do sistema [-caroteno/acido
linoléico

O método de determinacdo da atividade antioxidante pela
descoloracdo do sistema [-caroteno/acido linoléico é fundamentado em
medidas espectrofotométricas da perda de coloragdo (oxidagdo) do -
caroteno induzida por produtos de degradacdo oxidativa do 4cido
linoléico. A metodologia utilizada é descrita por Matthidus (2002) e
Kang et al. (2006), na qual o sistema formado por B-caroteno e acido
linoléico € induzido a uma rdpida descoloracdo na auséncia de um
composto antioxidante. O radical livre € formado pelo acido linoléico e
por um dtomo de hidrogénio retirado de um dos grupos metila da
molécula de B-caroteno. A taxa de descoloragdo da solugdo de [-
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caroteno ¢ determinada pela medida entre a diferenca da leitura
espectrofotométrica inicial a 470 nm e ap6s 120 minutos.

A metodologia consiste, inicialmente, na preparacdo de duas
emulsdes, uma com adi¢do de B-caroteno e outra sem (branco). Para a
emulsdo de B-caroteno, foi transferido para um baldo de 250 mL, 40 mg
de 4cido linoléico (Vetec Quimica Fina Ltda., RJ, Brasil), 400 mg de
Tween-20 (Vetec Quimica Fina Ltda., RJ, Brasil) e 3,4 mg de B-
caroteno (Fluka Analytical, USA). A este baldo adicionou-se 1 mL de
cloroférmio (Merck S.A., Brasil) e agitou-se até a completa
solubilizagdo das particulas de B-caroteno. O cloroférmio foi entdo
removido em evaporador rotativo (Mod. 550 e 802, Fisatom, Sdo
Paulo/SP, Brasil) com arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind.
Com. e Repr. Ltda., Palhoca/SC, Brasil) e controle de viacuo (NT 613,
Nova Técnica Piracicaba/SP, Brasil) a 40 °C e a mistura foram
adicionados 100 mL de dgua destilada, sendo manualmente agitada para
formar uma solugdo estavel. A emulsdo de branco foi preparada com 40
mg de 4cido linoléico, 400 mg de Tween-20 e 100 mL de 4gua destilada,
sendo também agitada manualmente. As duas emulsdes foram mantidas
refrigeradas e ao abrigo da luz até a realizacdo das analises.

Uma aliquota de 5 mL da solugéo de B-caroteno foi adicionada
a 200 pL do extrato, sendo que cada um dos extratos a ser testado foi
diluido em etanol P.A. (Merck S.A., Brasil) na concentracdo final de
1.667 mg/L. Imediatamente, a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (8500I1-UV/VIS, Techcomp Ltda., Kowloon, Hong
Kong) em comprimento de onda de 470 nm com respectivas solu¢des de
branco, constituidas de 5 mL emulsdo de branco e 200 uL do extrato. Os
tubos foram imediatamente imersos em banho termostatizado (Biomatic
Aparelhos Cientificos Ltda., Porto Alegre/RS, Brasil) a 50 °C durante 2
horas de reacdo, realizando-se leituras nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120
minutos. Em paralelo, foi realizado também o controle do teste, onde a
amostra foi substituida por etanol. Os resultados de atividade
antioxidante (AA %) foram calculados pela Equacdo 10 e expressos
como média + desvio padrao.

A ]_{ (Abs, ) — Abs,, ) ]100} (10)

(ADS cypntroter-120 = APS conrotero)
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4.11. Avaliacao da atividade antimicrobiana
4.11.1. Determinacao da concentracao minima inibitéria (CMI)

As andlises de determinacdo da concentracdo minima inibitéria
foram realizadas no Laboratério de Antibidticos, do Departamento de
Biotecnologia da UFSC. A concentra¢cdo minima inibitéria (CMI) foi
determinada pelo método de microdiluicio em caldo, conforme a
metodologia descrita por Avila et al. (2008). Os extratos testados (5 mg)
foram dissolvidos em 250 pL de DMSO a 25%, previamente
esterilizado em autoclave. Posteriormente, foram preparadas dilui¢tes
seriadas desses, no mesmo solvente, as quais foram distribuidas (10 puL),
em orificios distintos, de uma placa de microdilui¢do de 96 pocos. Em
cada orificio-teste ainda foi adicionado 85 uL de caldo de Miieller-
Hinton. Como controles de crescimento e esterilidade foram usados
apenas as misturas do meio de cultura e DMSO sem a adi¢do de extrato.
Nos orificios-teste e de controle de crescimento foram adicionados 5 uL
de indéculo bacteriano, o qual consistiu de uma suspensdo contendo
aproximadamente 10" UEC/mL de Escherichia coli (ATCC 25922) ou
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). As concentragdes finais dos
extratos variaram de 2.000 a 1,95 pg/mL. Os experimentos foram
desenvolvidos em duplicata e as placas foram incubadas por 24 horas a
36 °C. A leitura dos experimentos foi realizada através de densidade
optica (DO), com uso de leitora de microplacas (CLX800, BioTek
Instrumentos, Inc., EUA) e nos casos em que a turvacdo e/ou a
colora¢do do extrato interferiram na leitura da DO, foi utilizada uma
solugdo reveladora de crescimento bacteriano (cloreto de 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolium). A CMI foi considerada a
menor concentragdo do extrato que inibiu o crescimento bacteriano,
sendo os resultados expressos em pg/mL.

4.12. Determinacao da composicao quimica dos extratos

A andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) dos extratos foi realizada no Departamento de
Quimica Analitica, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ.

Para a referida andlise foi empregado um cromatégrafo CG-EM
(GC-Varian 3800, MS/MS-Varian 1200L, Varian, Inc., CA, USA),
coluna VF5-MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um, Varian, Inc., CA, USA). Os
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ensaios foram realizados empregando-se 0 modo de injecdo por split a
uma taxa de 1:20. A temperatura do injetor foi de 300 °C. O gis de
arraste foi o hélio usado a um fluxo de 1 mL/min. A temperatura inicial
da coluna foi de 40 °C, mantendo por 1 minuto, aquecendo a uma taxa
de 9 °C/min até 300 °C, mantendo por 20 minutos. Os compostos
majoritarios foram identificados usando uma base de dados para
produtos naturais (Standard Reference Data Series of the National
Institute of Standard and Technology/NIST - Mass-Spectral Library
with Windows Search Program - Version 2), onde os espectros de massa
foram comparados.

4.13. Modelagem matematica

A modelagem da curva de dados experimentais de ESC foi
realizada com o objetivo de avaliar a influéncia dos parametros de
operacdo e da abordagem fenomenoldgica de cada modelo no ajuste as
curvas experimentais de ESC de extrato de bagaco de laranja. A
modelagem das curvas de extragdo (massa de extrato acumulada versus
tempo de extragdo) foi realizada utilizando os modelos de Crank (1975),
de Gaspar et al. (2003), de Sovovd (1994), de Martinez et al. (2003), de
Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999) e de Goto, Sato e Hirose (1993),
sendo aplicados através do software Mass Transfer, desenvolvido por
Correia, Michielin e Ferreira (2006) no Laboratério de Termodinamica e
Extracdo Supercritica - LATESC/EQA-UFSC, que utiliza o método da
maxima verossimilhan¢a para minimizar a soma dos quadrados dos
desvios calculados (KITZBERGER et al., 2009).

A aplicacio de cada modelo exige uma série de parametros de
processo que devem ser obtidos experimentalmente ou estimados. Todos
os parametros foram medidos diretamente ou calculados a partir de
dados experimentais, com excecdo da densidade real das particulas do
bagaco de laranja (ver item 4.4.3) e da solubilidade (ver item 4.13.1) do
extrato de bagacgo de laranja em CO, supercritico, valores estes obtidos
da literatura para matérias-primas semelhantes a estudada neste trabalho.

4.13.1. Determinacao da solubilidade

Para a aplicagdo do modelo de transferéncia de massa de
Sovova (1994), a solubilidade € um parametro termodinamico essencial.
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A solubilidade do extrato de bagaco de laranja em CO, supercritico foi
assumida como sendo igual a 3,6 mg/g de CO,, calculada por Cardozo,
Wolff e Meireles (1997). Estes autores se basearam na determinacgio
experimental da solubilidade do dleo de laranja realizada por Santana
(1996) na condigdo de 35°C e 70 bar e na composi¢do quimica do dleo
de laranja, determinada por Marques (1997) e Santana (1996).

4.14. Analise estatistica

Os resultados de rendimento e de atividade antioxidante obtidos
para os diferentes extratos de bagaco de laranja foram avaliados
separadamente através de andlise de varidncia (ANOVA) ao nivel de 5
% de significancia (p < 0,05), com o auxilio do software Statistica 7.0
(Statsoft Inc., USA). O plano de experimentos de ESC com CO, puro
foi organizado com duas varidveis, temperatura (T) e pressdo (P), nos
niveis 40 e 50 °C e 100, 150, 200, 250 e 300 bar, com uma replicagdo. A
ANOVA dos rendimentos obtidos através de ESC com diferentes
concentracdes de co-solvente foi realizada considerando estes como
experimentos de fator dnico (concentracdo de co-solvente) com uma
replicacdo. Para os rendimentos obtidos através das extragcdes a baixa
pressdo a ANOVA foi realizada considerando o tipo de extracdo como
fator unico. Se, segundo a ANOVA existe diferenca significativa ao
nivel de 5 % de significancia (p < 0,05) entre as médias dos tratamentos
(tipo ou condi¢do de extragdo) pode-se dar continuidade a andlise
aplicando o teste de Tukey o qual avalia as diferencas entre os pares de
tratamentos. Sendo assim, o teste de Tukey foi aplicado para verificar
quais tratamentos diferem entre si, através da avaliacdo de pares das
médias dos rendimentos obtidos (MONTGOMERY, 2005).

4.15. Resumo dos ensaios

O Quadro 1 apresenta o resumo dos ensaios realizados para os
extratos de bagaco de laranja obtidos, incluindo as diversas técnicas de
extracdo empregadas, rendimento, andlises de atividade bioldgica e de
perfil quimico, bem como as andlises para o 6leo comercial.



Material e Métodos 115

Quadro 1: Resumo dos ensaios realizados para o extrato de bagaco de laranja, BHT e 6leo comercial.

Anilises Tratamentos
Condigdes de Extracdo Perfil Modelagem Analise
Quimico DPPH TFT p-Caroteno | CMI Xo Matemégtica Estatistica
Extracao Soxhlet
Sox-EtOH X X X X X X X
Sox-EtOAc X X X X X X X
Sox-DCM X X X X X X X
Sox-HX X X X X X X X
Sox-H,O X X X X X X X
Hidrodestilacio
HD-H,0O X X
Extracio com Ultrassom
UE-EtOH X X X X X X
UE-EtOAc X X X X X X X
UE-DCM X X X X X X X
UE-HX X X X X X X X
UE-H,O X X X X X X
Extracio Supercritica — Cinética e Modelagem Matematica [P(bar)/T(°C)/Qco2(g/min)]
200/40/17 + 2 g/min | | | | | [ X
Extracéo Supercritica — Determinaciio do Rendimento [P(bar)/T(°C)/Solvente]
100/40/CO, X X X X X X X
150/40/CO, X X X X X X X
200/40/CO, X X X X X X X
250/40/CO, X X X X X X X
300/40/CO, X X X X X X X
100/50/CO, X X X X X X X
150/50/CO, X X X X X X X
200/50/CO, X X X X X X X
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250/50/CO, X X X X X X X
300/50/CO, X X X X X X X
250/50/CO, + 2 % EtOH X X X X X X X
250/50/CO,+ 5 % EtOH X X X X X X X
250/50/CO;, + 8 % EtOH X X X X X X X
250/50/CO, + EtOH « « « « X « «
(Recuperado)

Oleo comercial

Cold pressed oil | X | X | X | X [ x ] | | X
Antioxidante comercial

BHT | [ x [  x ] X S | [ x

EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etila; DCM: diclorometano; Hx: hexano; H,O: dgua; BHT: butil-hidroxitolueno.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios prévios

Os ensaios prévios foram realizados com a finalidade de
caracterizar o bagaco de laranja utilizado como matéria-prima neste
estudo, além de definir os parimetros de processo da extracdo
supercritica como quantidade de amostra a ser utilizada para a formagao
do leito de extracdo, tempo de extracio e vazio de solvente.

5.1.1. Caracterizacao da matéria-prima

A Tabela 10 apresenta os valores do teor de umidade e
substincias volateis da matéria-prima in natura, do teor de umidade e
substincias voldteis da matéria-prima utilizada nas extracdes (apOs
secagem), do residuo mineral fixo (cinzas), do teor de proteinas e do
teor de fibras dietéticas total, solivel e insolivel e carboidratos. Os
dados apresentados na Tabela 10 foram obtidos a partir de ensaios em
triplicata, com excecdo dos resultados de teor de nitrogénio total e teor
de fibra dietética total, soldvel e insoldvel, conforme descrito nos itens
4.3.3 e 4.3.4, e os resultados apresentados como média + desvio padrao.

O bagago de laranja, residuo da industria de citricos, é
normalmente empregado como complemento na alimentacdo animal
devido a seu alto valor nutricional. Porém, este residuo poderia ser
melhor aproveitado na industria de alimentos a partir do conhecimento
de suas caracteristicas fisico-quimicas, apresentadas na Tabela 10 que,
apesar do baixo teor protéico, indica altos teores de fibras dietéticas.

Assim, o objetivo principal deste estudo foi a obtengdo do
extrato de bagaco de laranja mediante o emprego de diferentes técnicas.
Apbs o processo de extracdo, a matriz vegetal, ainda rica em fibras
dietéticas, pode ser utilizada como ingrediente funcional em alimentos.
O residuo da extragdo com CO, supercritico apresenta ainda a vantagem
de ser isento de solvente. Como exemplo, o trabalho desenvolvido por
Ferndandez-Lopéz et al. (2004) investigou a inclusdo de diferentes
concentracdes de fibras provenientes de frutos citricos em produtos
cdrneos embutidos. O resultado mais expressivo foi observado na
reducdio dos niveis de nitrito residual, provavelmente devido a reagdes
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do nitrito com os biocompostos ativos presentes nas fibras e
conseqiiente diminuicio da formacao de nitrosaminas.

Tabela 10: Caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima in natura e da matéria-
prima utilizada nas extragdes (em base seca).

Analise Resultado (g/100 g)
Matéria-prima in natura
Umidade 76,4 +0,1
Matéria-prima (apés secagem)
Umidade 27+1
Cinzas 3,70 £0,02
Nitrogénio total* 0,79
Lipidios” 1,53 +£0,06
Fibra dietética total* 52,23
Solivel 11,33
Insoldvel 40,90
Carboidratos ® 41,47

*Analises realizadas no LABCAL (CCA-CAL/UFSC).

(D Lipidios determinados por extragio Soxhlet utilizando hexano como
solvente, conforme o item 4.7.2.

@ Carboidratos determinados por diferenca.

De acordo com Eastwood (1987) e Spiller (1986), o consumo
de fibras deve ser balanceado, devendo a fracdo soldvel representar de
30 a 50 % do total de fibras dietéticas ingeridas. Pelos dados obtidos
através da Tabela 10, o percentual de fibras soliveis do bagaco de
laranja foi de aproximadamente 22 %, estando préximo ao recomendado
pelos autores citados. Como beneficios do consumo de fibras dietéticas
podem ser destacados o retardo na absor¢do de carboidratos e reducio
da concentracdo de triacilgliceréis no organismo, ambos compostos
considerados como fatores de risco para doengas coronarianas
(HALLFRISCH; SCHOLFIELD; BEHALL, 1995; RIVELLESE et al.,
1980), além de reduzir a possibilidade de desenvolvimento de cancer de
colo de utero (FUCHS et al., 1999; PLATZ et al., 1997).

O contetddo de cinzas (3,70 £ 0,02 %, m/m) e de proteinas (0,79
%, m/m) encontrados neste trabalho diferentes dos valores relatados por
Grohmann, Cameron e Buslig (1995) para laranjas cultivadas na Flérida
(3,41 % para cinzas e 6,06 % para proteinas) e por Ma et al. (1993)
(3,59 % (m/m) para cinzas e 5,25 % (m/m) para proteinas) em laranjas
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cultivadas no México. Porém, o valor de proteinas estd de acordo com
os valores publicados pelo USDA (2009) e TACO (2006), sendo este
igual a 0,8 % (m/m). As diferencas entre os valores encontrados neste
trabalho com os apresentados na literatura podem estar relacionadas as
diferencas de cultivar, local e época de cultivo e colheita
(ABEROUMAND; DEOKULE, 2008).

O resultado encontrado para o teor de lipidios obtido por
extracdo com hexano neste trabalho (1,53 £ 0,06 %, m/m) foi préximo
ao encontrado por Ferndndez-Lopéz et al. (2004) (1,95 %, m/m) e
ambos sdo inferiores a 3,1 e 4,9 % (m/m) encontrados por Kesterson e
Braddock (1976) e Braddock (1980), respectivamente. O limoneno € o
principal ~ composto  encontrado no  dleo,  representando,
aproximadamente, 95 % do conteddo total de lipidios, de acordo com a
Tabela 2, apresentada no item 3.3.2.

Além das caracteristicas fisico-quimicas apresentadas, a
caracterizacdo das particulas utilizadas na formacdo do leito da ESC ¢
de importancia para a aplicacdo de modelos de transferéncia de massa
descrito por Sovova (1994) e Goto, Sato e Hirose (1993). A Tabela 11
apresenta os resultados obtidos para o didmetro médio de particula,
calculado de acordo com as Equagdes 4 e 5; a massa especifica aparente
e real do sdlido, de acordo com os itens 4.4.2 e 4.4.3, respectivamente; e
a porosidade do leito, calculada conforme a Equacio 6.

Tabela 11: Caracterizacio da particula e do leito de particulas formado para a
extra¢do com fluido supercritico.

Massa especifica Massa especifica

Diametro médio de Porosidade
particula (mm) aparentg real 3, (1) do leito (&)
Pa (g/cm’) pr (g/em’)
0,596 + 0,006 0,57 £0,02 1,514 0,624

@ Santana e Gasparetto (2009).

Santana e Gasparetto (2009) determinaram a densidade real do
albedo de laranja desidratado por picnometria com gés hélio e obtiveram
um valor igual a 1,514 g/cm3. Os autores submeteram o albedo 2
secagem, reducdo granulométrica e posterior classificacdo em agitador
mecénico, utilizando para a determinacdo da massa especifica real a

fracdo de amostra retida nas peneiras de -40/+50 mesh (0,425 a 0,300
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mm). Desta forma, neste trabalho optou-se em utilizar para o cdlculo da
porosidade do leito de particulas o valor de densidade real do albedo,
obtido no estudo de Santana e Gasparetto (2009), devido a semelhanca
entre as matérias-primas, a metodologia empregada no pré-tratamento
da mesma e ao tamanho de particula empregada, conforme pode ser
visto na Tabela 11.

5.1.2. Testes preliminares

Os testes preliminares foram realizados para serem definidas as
condi¢des de operacdo adequadas para a extracdo de 6leo de bagaco de
laranja com CO, supercritico e extragdes a baixa pressdo. Os pardmetros
de processo determinados nos ensaios preliminares foram: tamanho de
particula, massa de sélidos para formacgdo do leito fixo de particulas e
tempo de extracdo. Também foi avaliada a extracdo com amostra imida
e a amostra submetida a secagem, com a finalidade de verificar qual
destas se apresentava mais adequada as extracdes subseqiientes.

Inicialmente, foram realizados os testes com a amostra imida e
amostra seca, de mesma granulometria. Os rendimentos obtidos com a
utilizacdo da amostra seca para a extracdo com CO, supercritico foram
aproximadamente 124 % maiores do que com a amostra tmida,
enquanto que para a extracdo com Soxhlet a diferenca nos rendimentos
foi 11 vezes maior. A partir destes resultados, selecionou-se a amostra
submetida a secagem para os procedimentos de extracio posteriores.

Ap6s definida a condicdo da matéria-prima (seca ou Umida),
realizou-se a determinag¢@o do didmetro médio de particula da fragcdo da
matéria-prima compreendida entre as peneiras de tamanho -20/+48
mesh, com base no rendimento da moagem da amostra, ou seja, por
serem as peneiras que retiveram a maior quantidade de matéria-prima. O
diametro médio de particula foi calculado de acordo com as Equacdes 4
e 5, resultando em 596 + 6 um. A matriz sélida foi avaliada visualmente
apés a extracdo com fluido supercritico, onde observou-se a
compactacido adequada e coloracdo homogénea tanto na dire¢do radial
quanto na direc¢do longitudinal, indicando a ndo formacdo de caminhos
preferenciais de extracio (MARTINEZ, 2005).

Nos testes preliminares, bem como nos experimentos cinéticos
e experimentos de rendimento global subseqiientes, utilizaram-se 15 g
de amostra para a formagdo do leito. Esta quantidade de amostra foi
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escolhida por dois motivos: (a) quantidades de amostra de bagaco de
laranja inferiores a esta forneceram massas de extrato insuficientes para
quantificacdo e andlises posteriores e (b) formacdo de um leito de
particulas com altura de, pelo menos, o dobro do didmetro do extrator, a
fim de se desprezar a dispersdo axial no leito durante a extragdo. O
volume ocupado pela massa de matéria-prima no extrator foi calculado
através da altura preenchida pelas particulas de sélidas dentro do leito,
sendo esta altura igual a 26,5 £ 0,8 mL. O restante do volume do leito
foi preenchido com esferas de vidro separadas da matéria-prima pela
adic@o de algodido, evitando sua mistura e mantendo constante a altura
do leito durante a extragao.

As vazdes de solvente testadas foram 5; 8; 12 e 17 £ 2 g/min,
visando verificar qual destas seria a mais adequada para as extracdes.
Devido a caracteristica resinosa do extrato de bagaco de laranja e ao
maior rendimento obtido, selecionou-se a vazdo de 17 + 2 g/min para as
extracdes de rendimento e estudo da cinética para evitar que ocorresse
acimulo de extrato de bagago de laranja nas tubula¢des do equipamento
de extrag@o supercritica.

Para a determinagé@o do rendimento global de extracio (X;) com
fluido supercritico é necessdrio fixar um tempo de extragdo para
verificar a influéncia das condicdes de temperatura e pressio
empregadas. Este tempo € definido com base nas etapas da curva de
extracdo, conforme descrito no item 3.4.4.5. Na etapa de taxa constante
de extracdo (CER) as particulas se encontram completamente envoltas
por uma camada superficial de soluto, fazendo com que o processo seja
caracterizado pela transferéncia de massa por conveccdo entre a
superficie do sélido e o solvente. Apés a etapa CER, ocorre a etapa
decrescente de extragdo (FER), causada pela exaustdo da camada de
soluto na superficie das particulas. A partir deste momento, 0 processo
difusional comeca a controlar a transferéncia de massa, pois o solvente
encontra espagos livres para penetragdo na matriz sélida, solubilizacio
do soluto e posterior difusdo da mistura soluto-solvente para a superficie
da particula. A dltima etapa € a de taxa quase nula ou difusional de
extracdo, onde a inclinacdo da curva diminui e a curva se aproxima do
valor que representa o conteido tedrico de soluto extraivel (Xg)
(FERREIRA, 1991; FERREIRA; MEIRELES, 2002).

Desta forma, para a determina¢do de Xy, o tempo de extragdo
deve assegurar que a etapa de extracdo quase nula seja alcancada. A
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Figura 17 apresenta a curva de extra¢do a 200 bar, 40 °C e vazdo de 17
+ 2 g/min obtida no equipamento apresentado no item 4.6.1.

Pela andlise do comportamento da curva de extracdo do soluto
com o tempo, pode-se observar que o tempo necessario para que a etapa
difusiva seja alcancada é de aproximadamente 4 horas. A partir disto,
padronizou-se que um tempo de extracdo de 5 horas garante que a etapa
difusiva seja alcancada, sendo este tempo fixado para todos os
experimentos de determinacdo de X, devido a extracdo da maior parte
de soluto disponivel. Este tempo e vazdo de solvente implicam em um
consumo de 5.100 g de CO, por extragdo (Myene/M= 340). O
Apéndice II apresenta os dados experimentais de massa acumulada de
extrato em fung¢do do tempo para a curva de extragdo com fluido
supercritico de bagaco de laranja a 200 bar, 40 °C e 17 £ 2 g/min de
CO,.

045

040 / /

Massa de extrato (g)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450)
Tempo (min)

Figura 17: Curva de extracdo com fluido supercritico de bagaco de laranja
a 200 bar, 40 °C e 17 £ 2 g/min de CO,.

De acordo com a Figura 17, o periodo CER ocorre entre 0 e 100
minutos, o periodo FER estd compreendido entre 100 e 240 minutos e a
etapa controlada pela difusdo inicia-se apds 240 minutos. A Tabela 12
apresenta os parametros cinéticos de cada um dos periodos, descritos em
4.6.2, e obtidos a partir da Figura 17.
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Tabela 12: Parametros cinéticos da extragcdo com fluido supercritico do bagaco de
laranja, realizada a 200 bar, 40 °C e 17 £ 2 g/min de CO,.

Periodo de Extracdo

T — CER® FER? DCP®
t® (min) 0 - 100 100 - 240 >240
m? (g) 0,2683 0,1057 0,0588
X, (%) 1,78 0,70 0,39
M (g/min) 0,0027 0,0007 0,0003
Y® (kg/kg) 1,5882:10 - -

t: duracdo da etapa de extracio; “m: massa de extrato aproximada;

®X,: rendimento da etapa; ““M: taxa de extracdo; Y: concentragio de soluto na
fase solvente (kg/kg); “CER: etapa de extracdo constante; ’FER: etapa de extracio
decrescente; ®pCPp: etapa difusional.

Os parametros cinéticos fcgg (tempo de duracdo da etapa CER)
e Mcgr (taxa de extracdo da etapa CER), apresentados na Tabela 12, e
Ycgr (concentragdo de soluto na fase solvente na etapa CER) foram
determinados pela regressdo linear dos dados obtidos na curva de
extracdo (Figura 17) e estdo apresentados no Apéndice II, sendo
posteriormente empregados na modelagem matematica (item 5.3).

5.2. Determinacao do rendimento global de extrato (Xy)

Os rendimentos dos extratos de bagaco de laranja obtidos
através das técnicas de extracdo a baixa pressdo, como Soxhlet e
ultrassom, com diferentes solventes, e hidrodestilacdo, estdo
apresentados na Tabela 13. O indice de polaridade dos diferentes
solventes empregados nas extracdes e a andlise estatistica pelo Teste de
Tukey para os resultados de rendimento também sdo mostrados na
Tabela 13.

Os resultados apresentados na Tabela 13 indicam que os
maiores rendimentos foram obtidos para as extragdes em Soxhlet com
dgua e com etanol e para ultrassom com 4gua, alcangcando valores de 51
+2 % (m/m), 54,4 £ 0,8 % (m/m) e 42 £ 2 % (m/m), respectivamente.
De acordo com a ANOVA nio existe diferenca significativa entre a
extracdo  Sox-EtOH e  Sox-H,O, porém ambos diferem
significativamente de UE-H,O, ao nivel de significancia de 5 %. O alto
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rendimento das extracdes utilizando dgua como solvente pode estar
relacionado com a possivel solubilizacao de carboidratos hidrossoliveis,
como pectinas, mucilagens, gomas e hemiceluloses.

Tabela 13: Valores de rendimento global (X) obtidos para as extracdes a baixa
pressdo de bagaco de laranja com diferentes solventes e respectivos indices de
polaridade (em base seca).

Técnica de

Extracio Solvente IP do Solvente ¥ X, (%) @
Sox Hx 0 1,53+ 0,06
Sox DCM 3,1 2,4°+0,2
Sox EtOAc 4.4 144+ 1
Sox EtOH 5.2 518 +2
Sox H,0 9,0 54,4 +0,8
UE Hx 0 1,16°+ 0,09
UE DCM 3,1 2,6°+0,4
UE EtOAc 44 2,6°+0,4
UE EtOH 5.2 23°+1
UE H,O 9,0 42°+2
HD H,0 9,0 0,03° 0,01

Sox: Soxhlet; UE: ultrassom; HD: hidrodestilagdo; Hx: hexano; DCM:
diclorometano; EtOAc: acetato de etila; EtOH: etanol; H,O: agua.

™ fndice de polaridade do solvente (BYERS, 2009).

@ Letras iguais indicam que ndo h4 diferenca significativa (p < 0,05).

De acordo com a Tabela 13, os rendimentos das extragdes Sox-
Hx, Sox-DCM, UE-Hx, UE-DCM, UE-EtOAc ¢ HD ndo diferiram
significativamente, ao nivel de significincia de 5 %. Pela ANOVA, as
extracdes que apresentaram diferenca significativa em relacdo as demais
foram Sox-EtOAc, UE-EtOH e UE-H,O com valores de rendimento de
14 £1 % (m/m), 23 £ 1 % (m/m) e 42 + 2 % (m/m), respectivamente.

Ao se comparar os métodos de extracdo aqui empregados para
um mesmo solvente, nota-se que a extracdo Sox-EtOH (51 = 2 %, m/m)
apresentou um rendimento maior e estatisticamente diferente do
rendimento de UE-EtOH (23 + 1 %, m/m). De acordo com Barwick
(1997), a polaridade de um composto ¢é definida em fungdo da
habilidade da molécula em participar de interagcdes, de todos os tipos,
com outras moléculas polares presentes no sistema. Neste caso, a

temperatura de operagéo, o reciclo do solvente e as interagdes solvente-
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componentes do bagaco de laranja podem ter contribuido para a maior
dissolugdo e rendimento. Na extracdo em Soxhlet, realizada na
temperatura de ebulicdo do solvente, a tensdo superficial e a viscosidade
do solvente sdo reduzidas quando comparadas a extragdes em
temperatura inferior, como € o caso do ultrassom. Assim, com uma
maior temperatura de processo, o solvente pode alcancar os espacos da
matriz que contém solutos com maior facilidade, solubilizando uma
maior quantidade e diferentes tipos de solutos (MARKON et al., 2007).

Avaliando a polaridade dos solventes, o extrato de bagaco de
laranja apresentou rendimentos mais elevados com solventes de maiores
indices de polaridade como o acetato de etila, etanol e dgua, sugerindo
que os compostos presentes na matriz vegetal apresentam polaridade de
intermedidria a alta. Em contrapartida, as extracdes com solventes de
baixa polaridade, como hexano, diclorometano e CO, (Tabela 14),
apresentaram os menores rendimentos, sugerindo menor concentra¢ao
de compostos apolares presentes na matriz vegetal do bagaco de laranja.
No caso da hidrodestilagdo, a ebuli¢do da dgua provoca a formagdo de
vapor e conseqilente arraste dos compostos voldteis presentes na
amostra. O extrato obtido nestas condicdes é caracterizado como 6leo
essencial, enquanto que nos demais processos de extracdo sdo obtidas
misturas de compostos de diferentes classes (MICHIELIN, 2009). Neste
trabalho, a fracdo designada como Oleo essencial, obtida por
hidrodestilacio, foi igual a 0,03 %.

De acordo com os resultados obtidos nas técnicas a baixa
pressdo com diferentes solventes, o etanol mostra ser um solvente
adequado para ser utilizado como co-solvente para a ESC por apresentar
altos rendimento tanto na extra¢cdo com Soxhlet quanto na extracdo com
ultrassom (Tabela 13).

Segundo Martinez et al. (2003), o rendimento global da
extracdo para o processo ESC em leito fixo de particula e método
dindmico de extracdo, € definido como a quantidade de extrato presente
na matriz sélida possivel de ser extraido pelo solvente nas condi¢des
estabelecidas de temperatura e pressdo para um tempo de processo pré-
determinado. A Tabela 14 apresenta os resultados médios de rendimento
global de extracdo (X;) dos experimentos realizados por ESC com
bagaco de laranja e as condigdes de temperatura (T) e pressdo (P)
utilizadas nos ensaios. Os dados correspondentes de massa especifica
(p) do CO, também sao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14: Valores de rendimento global (X,) obtidos para as diferentes condi¢des
de temperatura e pressdo para a ESC de bagaco de laranja com vazdo de CO, de
17 £2 g/min (em base seca).

T (°C) P (bar) p CO, (g/em’) X, (%) @
40 100 0,629 1,16™ + 0,06
50 100 0,385 0,84° + 0,06
40 150 0,781 1,6°+0,2
50 150 0,701 1,60® + 0,06
40 200 0,840 1,6°+0,2
50 200 0,785 1,6°+0,2
40 250 0,880 1,7°+0,2
50 250 0,835 1,74 +0,1
40 300 0,911 1,9 +0,1
50 300 0,871 1,9 +0,1

(" ANGUS; ARMSTRONG; DE REUCK, 1976.
@ Letras iguais indicam que ndo h4 diferenca significativa (p < 0,05).

De acordo com a Tabela 14 o maior rendimento de ESC obtido
para o bagaco de laranja foi de 1,9 + 0,1 % (m/m) para as condi¢des de
300 bar e 40 °C e de 300 bar e 50 °C, ndo diferindo estatisticamente dos
resultados de X, obtidos de 150 a 300 bar, nas temperaturas de 40 °C e
50 °C (p <0,05). O menor valor de X, foi de 0,84 + 0,06 % (m/m) para a
condicdo de 100 bar e 50 °C.

Ainda de acordo com a Tabela 14, os resultados demonstram
que o rendimento da extragdo aumenta com o aumento da pressdo a
temperatura constante. Para a condi¢do isotérmica de 40 °C, o
rendimento aumenta de 1,16 £ 0,06 % (m/m) para 1,9 £ 0,1 % (m/m)
quando a pressdao de operagdo é elevada de 100 para 300 bar,
respectivamente. O mesmo comportamento também € observado na
temperatura de 50 °C. Este desempenho € justificado pela elevacdo da
massa especifica do solvente supercritico com a pressio, ou seja, ocorre
um aumento do poder de solvatagdo do CO, com a densidade
(BRUNNER, 1994).

O efeito da temperatura € mais adverso. Enquanto a densidade
do solvente aumenta com a diminui¢do da temperatura, aumentando o
poder de solvatacdo, a pressdo de vapor do soluto diminui com a
temperatura, reduzindo o poder de solvatacio (BRUNNER, 1994).
Assim, a partir dos dados apresentados na Tabela 14, por exemplo, na
condi¢do de 100 bar, o rendimento diminui de 1,16 + 0,06 % (m/m) para



Resultados e Discussdo 127

0,84 + 0,06 % (m/m) com a elevacdo da temperatura de 40 °C para 50
°C, devido a redugdo na massa especifica do CO, supercritico. Porém,
um efeito contrdrio ocorre para pressdes acima de 150 bar. O aumento
da temperatura de 40 °C para 50 °C aumenta o rendimento, mesmo que
os dados apresentados na Tabela 14 ndo sejam diferentes
estatisticamente. Este aumento no rendimento pode ser melhor
visualizado na Figura 18. Desta forma, acima de 150 bar, o efeito da
pressdo de vapor é dominante, enquanto que abaixo de 150 bar o efeito
da densidade do solvente é mais importante. Esta oposicdo de efeitos
resulta na inversao das isotermas de rendimento, conhecido como
fendomeno de retrogradacdo (MICHIELIN et al., 2005).

A Figura 18 apresenta as isotermas de rendimento do extrato de
bagaco de laranja em CO, supercritico como func¢do da pressdo de
operacdo, de acordo com os resultados da Tabela 14, para as
temperaturas de 40 °C e 50 °C.

Na Figura 18 percebe-se que as isotermas mostram uma
inversdo na regido entre 140 e 150 bar, representando a possivel regido
de retrogradacdo. Este fenomeno representa a influéncia da pressdo de
vapor do soluto e do poder de solvatacdo do solvente, no valor da
solubilidade e, conseqilentemente, no rendimento de processo
(MICHIELIN et al., 2005; CASAS et al., 2007; ALMEIDA et al., 2007).

Kizberger et al. (2009) relataram que a faixa de inversdo das
isotermas para o extrato de cogumelo Shiitake é préxima a 170 bar.
Segundo Mezzomo et al. (2010), a faixa de inversdo das isotermas de 30
°C, 40 °C e 50 °C para o 6leo de améndoa de péssego ocorre entre 260
bar e 280 bar. Michielin et al. (2009) identificaram o fendmeno da
retrogradacdo para Cordia verbenacea mna faixa de pressdo
compreendida entre 140 bar e 150 bar, para todas as isotermas testadas.
Este resultado é semelhante ao comportamento encontrado neste estudo,
onde se sugere que para pressdes abaixo da inversdo a densidade do
solvente € o efeito dominante, enquanto que para pressdes acima desta
inversdo, a pressdo de vapor do soluto é o principal mecanismo que
afeta o processo de extracdo (MICHIELIN et al., 2005), conforme ja
mencionado anteriormente. A discrepancia entre as faixas de inversio
mencionadas ocorre devido a diferencas nas matrizes vegetais utilizadas,
estando relacionada a composicdo dos extratos, ou seja, pela influéncia
dos grupos funcionais e da estrutura dos dcidos graxos presentes no
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soluto sobre a pressdo de vapor dos diferentes extratos e, portanto, na
solubilidade destes no solvente supercritico (MEZZOMO et al., 2010).
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Figura 18: Comportamento das isotermas de rendimento com a pressao de
extragéio para a ESC do bagaco de laranja.

A Tabela 15 apresenta a ANOVA para os resultados de
rendimento da extragcdo supercritica do bagaco de laranja em fungdo dos
efeitos das varidveis temperatura (T) e pressdo (P) de operacao.

Tabela 15: ANOVA para a avaliacdo dos efeitos da temperatura (T), de 40 °C a
50 °C, e pressdo (P), de 100 bar a 300 bar, sobre o rendimento da ESC de

bagaco de laranja.

Efeito SQ® GL? FY p?
T (°C) 0,00093 1 0,082 0,779656
P (bar) 0,99438 4 21,981 0,000033
Interaciio T x P 0,06234 4 1,378 0,303719
Erro 0,12440 11 - -

M SQ: Soma dos Quadrados; @ GL: Graus de liberdade; ® F: Valor F

(estatistica do teste); ¥ p: Probabilidade.
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Segundo a ANOVA, a pressdo (p= 0,000033) apresentou efeito
significativo sobre o valor de X,. No entanto, a temperatura (p=
0,779656) e a interagdo entre pressdo e temperatura (p= 0,303719) ndo
apresentaram efeito significativo no rendimento global do bagaco de
laranja ao nivel de 5 % de significincia, indicando que o efeito da
pressdo independe da temperatura.

O fato da temperatura ndo apresentar influéncia significativa
sobre o rendimento global de 100 a 300 bar é devido ao efeito contrdrio
que esta apresenta na regido de inversdo das isotermas (entre 140 e 150
bar). Para pressdes menores que a pressdo de inversio a menor
temperatura (40 °C) implica em maior rendimento e para pressdes
maiores que a de inversdo ocorre o contrério e, desta forma, na andlise
estatistica o efeito da temperatura ndo se mostra significativo.

Para avaliar a influéncia da temperatura e da pressdo sobre o
rendimento global da ESC para a regido préxima ao ponto de inversio
das isotermas (100 bar a 150 bar) foi realizada a andlise estatistica dos
valores de Xj. Os resultados obtidos pela ANOVA sdo apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16: ANOVA para a avaliagdo dos efeitos da temperatura (T) nas pressdes de
100 a 150 bar sobre o rendimento da ESC de bagaco de laranja.

Efeito SQY GL? FY p?

T (°C) 0,20901 1 4,470 0,102009
P (bar) 0.357562 1 76,465 0,000943
Interacio Tx P 0,035767 1 7.649 0,050556
Erro 0.18705 4 0.004676

® SQ: Soma dos Quadrados; @ GL: Graus de liberdade; & F: valor F
(estatistica do teste); @ p: Probabilidade.

Segundo a ANOVA, a temperatura (p= 0,102009) e a interagio
entre pressdo e temperatura (p= 0,050556) ndo apresentaram efeito
significativo no rendimento global do bagaco de laranja ao nivel de 5 %
de significancia. No entanto, o efeito da pressdo (p= 0,000943) é
significativo estatisticamente, sendo considerado como fator de
influéncia no rendimento da extracio na faixa de pressdo de 100 bar a
150 bar.
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De acordo com os resultados da ANOVA apresentados nas
Tabelas 15 e 16, o efeito da pressdo sobre o rendimento é encontrado
quando os resultados X, sdo avaliados de 100 a 300 bar e na faixa que
inclui a invers@o (100 a 150 bar). Isto confirma que o efeito da pressdo é
dominante em todo o processo de ESC para o bagaco de laranja. O
efeito da temperatura, apresentado como ndo significativo
estatisticamente, pode estar relacionado a pequena faixa de temperatura
avaliada (AT=10 °C) e as diferengas ndo significativas entre a maioria
dos rendimentos (Tabela 14).

De acordo com os resultados obtidos para as extragdes a baixa
pressdo (Tabela 13), os rendimentos obtidos com Soxhlet e ultrassom
foram superiores aos rendimentos da ESC (Tabela 14), exceto para uso
de hexano (apolar) como solvente. Os rendimentos de Soxhlet que
foram mais expressivos foram obtidos com, acetato de etila (14 = 1 %),
etanol (51 £2 %) e 4gua (54,4 + 0,8 %), enquanto que para o ultrassom
foram com etanol (23 = 1 %) e dgua (42 = 2 %). Ja nas extragdes com
fluido supercritico, os melhores rendimentos foram obtidos a 300 bar e
40°C (1,9 £ 0,1 %) e 300 bar e 50 °C (1,9 £ 0,1 %).

Com a finalidade de melhorar o rendimento da extragio e
ampliar a quantidade de compostos solubilizados pela mistura
solvente/co-solvente, pode-se considerar o emprego de um solvente
organico, exceto o hexano, como co-solvente na ESC para obtengdo do
extrato de bagaco de laranja. Como o CO, é um solvente de carater
apolar, ele extrai preferencialmente compostos apolares. Assim, a adi¢do
de um co-solvente com caracteristica polar faz com que compostos
polares, ndo extraidos inicialmente pelo CO, puro, possam ser
solubilizados pela mistura deste com o co-solvente. Nas extracdes a
baixa pressdo, os solventes que apresentaram melhor rendimento foram
o etanol e a d4gua, ambos de natureza polar.

De acordo com os resultados de rendimentos das extracdes a
baixa pressdo, os solventes dgua e etanol apresentaram os melhores
resultados (Tabela 13). O etanol pode ser utilizado como co-solvente ao
CO, na ESC devido a sua nio-toxicidade, sendo comumente utilizado na
inddstria de alimentos, sua facil evaporagdo do extrato, sendo
amplamente relatada na literatura a sua utilizacdo na tecnologia
supercritica (CASAS et al., 2007; SALGIN, 2007; MEZZOMO et al.,
2010). Apesar da 4gua também ter apresentado bons rendimentos na
extracdo com Soxhlet e ultrassom, esta possui caracteristicas que
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normalmente niao sdo desejadas em processos de separagdo, como
viscosidade e tensdo superficial altas, o que dificulta a absor¢do do
solvente nos poros da matriz (MARKON et al., 2007). Assim, com o
objetivo de aumentar o rendimento e a quantidade de compostos no
extrato de bagaco de laranja obtidos pela ESC, utilizou-se etanol como
co-solvente ao CO,, em concentracdes de 2 %, 5 % e 8 % em relacdo a
massa de CO, empregada, na condi¢do de 250 bar, 50 °C e vazdo de
CO; de 17 + 2 g/min. A influéncia da utilizagdo do etanol como co-
solvente no rendimento da ESC pode ser observada na Tabela 17.

Tabela 17: Valores de rendimento global (X,) obtidos para ESC de bagaco de
laranja em funcédo de diferentes concentracdes de co-solvente na condicio de 250
bar, 50°C e vazdo de CO, de 17 £ 2 g/min (em base seca).

T (°C) P (bar) Co-solvente (%) V X, (%) @
50 250 0 1,7°+0,1
50 250 2 2,33°+0,07
50 250 5 2,7%+0,2
50 250 8 42°+0,9

) Co-solvente utilizado: etanol.
@ Letras iguais indicam que nio ha diferenga significativa (p < 0,05).

A partir dos dados da Tabela 17, as ESC de extrato de bagaco
de laranja a 250 bar e 50 °C tiveram seus rendimentos aumentados para
todas as concentracdes de etanol testadas, aumentando de 1,7 + 0,1 %
(m/m) para 4,2 £ 0,9 % (m/m), quando foi utilizado 0% e 8 % (m/m) de
etanol como co-solvente, respectivamente. Este comportamento deve-se
a maior solubilizacdo de compostos polares pela mistura etanol/CO,,
ndo ocorrendo quando se utiliza CO, puro, reduzindo a seletividade e
aumentando o rendimento.

Pelos resultados do Teste de Tukey, os rendimentos obtidos
com a utilizacgio de 2 % e 5 % de etanol ndo diferiram
significativamente, ao nivel de 5 % de significancia, do rendimento
obtido sem a utilizac¢@o de co-solvente. Em contrapartida, a utiliza¢do de
8 % de etanol apresentou um rendimento estatisticamente maior (4,2 +
0,9 %, m/m) do que a condi¢do sem uso de modificador. Isto se deve ao
maior nimero de compostos soliveis na mistura, reduzindo a
seletividade e aumentando o rendimento. Um alto rendimento também
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foi obtido quando foi utilizado etanol nas extracdes a baixa pressdo,
apresentando valores de rendimento de 51 + 2 % para Soxhlet e 23 + 1
% para ultrassom.

O efeito da concentracdo de co-solvente no rendimento de
extracdo € melhor observado na Figura 19, para as concentragdes de 0
%, 2 %, 5 % e 8 % (m/m) de etanol.
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Figura 19: Efeito da concentracio do co-solvente no rendimento da ESC
de extrato de bagaco de laranja.

A maior quantidade de co-solvente favorece as interacdes
soluto/co-solvente, aumentando o rendimento (HOLLENDER et al.,
1997). Geralmente, o tipo de co-solvente tem maior impacto na
eficiéncia da extracdo do que sua concentracdo devido ao tipo de
interagdo matriz-compostos e aos parametros fisico-quimicos do co-
solvente. A maioria deles alcangca melhores resultados em altas
concentracdes, enquanto outros reagem ao contrario (LUTERMANN et
al., 1998).

5.3. Modelagem matematica

A Figura 20 apresenta os dados experimentais e modelados
obtidos para a ESC de extrato de bagaco de laranja na condi¢do 200 bar,
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40 °C e vazdo de CO; igual a 17 + 2 g/min. A Tabela 18, apresenta os
coeficientes, parametros ajustaveis e os erros médios quadraticos (EMQ)
obtidos para os modelos empregados: Crank (1975), Goto, Sato e Hirose
(1993), Sovova (1994), Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999), Gaspar et
al. (2003) e Martinez et al. (2003). Os dados utilizados para a
modelagem matematica encontram-se no Apéndice II.

Para a modelagem do processo de extracdo € necessirio o
conhecimento de varidveis do processo. Para a aplicacdo do modelo de
Sovova (1994) necessita-se de dados como a densidade do solvente e
solubilidade do extrato no solvente empregado, dados especificos da
matéria-prima e do leito de particulas, como densidade do sélido e
porosidade do leito (Tabela 11), e ainda dados da curva de extracdo a ser
modelada, como Xy, fcer, Mcer, Ycrr (Tabela 12).
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Figura 20: Curva de ESC de extrato de bagaco de laranja experimental e
modelada a 200 bar, 40°C e vazdo de 17 =2 g/min de CO,.

Para a aplicacdo do modelo de Goto, Sato e Hirose (1993), além
da densidade do solvente e dados do leito de particula como porosidade
do leito e densidade do sélido, é necessdrio conhecer a porosidade das
particulas da matéria-prima (), onde adotou-se para f o valor 0,54
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definido por estes autores. Para a solubilidade do extrato de bagaco de
laranja em CO,, utilizou-se o valor 3,6 mg/g de CO,, calculado por
Cardozo, Wolff e Meireles (1997). Para o calculo da solubilidade, os
autores se basearam nas formulagdes propostas por Asselineau,
Bogdanic e Vidal (1979), utilizando as equagdes cibicas de estado de
Peng-Robinson e Soave-Redlich-Kwong e regras de mistura de van der
Waals com dois parametros de interagdo.

Tabela 18: Coeficientes, pardmetros ajustaveis e erros médios quadraticos (EMQ)
da modelagem matematica da ESC do bagago de laranja a 200 bar, 40 °C e vazao de
17 +2 g/min de CO,.

Modelo Parametros
D (m*/min) 1,4259E-10
k 0,75
Goto et al. (1993) ¢ 0,008
EMQ 0,0001
tceg (min) 100
M cgg (g/min) 0,0026
Yeer 0,0002
Sovova (1994) X, 0,0082
ky, (min™) 0,0053
ky, (min™) 0,0387
EMQ 0,0008
b 70,8716
Esqllivel et al. (1999) EMQ 0,0013
D,, (m*/min) 2,0646E-10
Gaspar et al. (2003) EMQ 0.0011
b (min™) 0,0081
Martinez et al. (2003) t,, (min™) -554,60
EMQ 0,0001

Parametros ajustaveis: D; b; t,,; k; 0.

tceg: tempo da etapa CER; Mcgg: taxa de extracdo na etapa CER; Ycgg:
concentracdo de soluto na fase solvente na etapa CER; k,,: coeficiente de
transferéncia de massa para a fase sélida; k,,: coeficiente de transferéncia de massa
para a fase fluida; X;: razdo mdssica de soluto de dificil acesso; EMQ: erro médio
quadratico.

Os modelos de Crank (1975) e Martinez et al. (2003)
necessitam para a modelagem matemadtica apenas a massa de soluto
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inicial e o raio da particula sélida, enquanto que o modelo de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999) requer apenas o valor de X, e da massa de
inertes, ou seja, a massa de matéria-prima isenta de 6leo utilizada na
extracgao.

A partir da curva visualizada na Figura 20 e dos EMQ
apresentados na Tabela 18, percebe-se que os modelos que melhor se
ajustaram aos dados experimentais foram os modelos de Goto, Sato e
Hirose (1993) e Martinez et al. (2003). O parametro ajustdvel t,,
corresponde ao tempo em que a taxa de extracdo € maxima, porém este
pardmetro apresentou valor negativo para a curva modelada, perdendo
seu significado fisico. Neste caso, a taxa de extragdo é decrescente, ou
seja, apresenta o valor mdximo apenas no instante inicial da extracdo
(MARTINEZ et al., 2003).

O modelo de Goto, Sato e Hirose (1993) considera que a
transferéncia de massa é controlada pelo mecanismo de dessorcdo da
particula para os poros, seguido de difusdo do soluto nos poros da
particula através do ajuste do pardmetro relativo ao coeficiente global de
transferéncia de massa (¢) e da constante de dessorc¢do (k). Peker et al.
(1992), mostraram que quando k<<1 o extrato € totalmente removido do
interior dos poros das particulas e, conseqiientemente, pode ser
facilmente absorvido pelo solvente. No presente estudo, o valor de & é
igual a 0,75, indicando facilidade na recuperacdo do extrato de bagaco
de laranja contido no interior dos poros, porém nio em sua totalidade.

Para o ajuste do modelo de Esquivel, Bernardo-Gil e King
(1999) € necessdrio conhecer apenas o valor de X, e da massa de
material inerte, sendo um modelo de facil aplicacdo. Os efeitos
termodinamicos e de transferéncia de massa sdo representados por um
unico pardmetro ajustdvel (b) e, desta forma, ndo € possivel verificar a
influéncia dos diferentes mecanismos de transferéncia de massa na
descri¢do da curva de extra¢do. O bom ajuste deste modelo aos dados
experimentais € devido & equacgdo hiperbdlica, caracteristica de sistemas
onde o soluto tem facil contato com o solvente (SOUSA et al., 2005).

Os modelos de Crank (1975) e de Gaspar et al. (2003)
consideram que o processo de extracdo € controlado unicamente pela
difusdo. Estes modelos apresentaram os valores mais elevados para os
EMQ, quando comparados aos outros modelos avaliados, possivelmente

por desconsiderarem o mecanismo de transferéncia de massa por
conveccao (CAMPOS et al., 2005).
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O modelo de Sovové (1994) apresenta bons resultados quando
as curvas experimentais possuem um periodo de taxa constante de
extracdo bem definido, ou seja, a transicdo do periodo CER para o
periodo FER bem delimitada. A principal vantagem deste modelo € a
adequada descrigdo dos fendmenos de transferéncia de massa
envolvidos no processo de ESC, apresentando um claro significado
fisico dos parametros ajustdveis. Por outro lado, o uso deste modelo é
limitado aos sistemas onde a solubilidade do soluto no solvente
supercritico é conhecida para a condi¢do de temperatura e pressdo do
processo (SOUZA et al., 2004). A diferenca encontrada entre os dados
experimentais € a curva modelada, em especial na etapa FER de
extracdo, pode estar relacionada com a adog¢do do valor de solubilidade
obtido na literatura, especialmente por ter sido obtido em uma condi¢do
de pressdo muito inferior da utilizada na obtencdo da curva de ESC
deste trabalho. Ainda, embora os dados de literatura sejam referentes a
um produto semelhante ao deste estudo, algumas caracteristicas da
amostra e das condigdes de processamento diferem das condigdes
aplicadas nos experimentos realizados neste trabalho. Este procedimento
foi adotado pela impossibilidade operacional de realizar uma andlise de
determinagéo de solubilidade mais adequada.

O parametro k,, € definido como o coeficiente de transferéncia
de massa na fase fluida, sendo diretamente afetado pela velocidade de
escoamento do fluido, que por sua vez aumenta com o aumento da
vazao de solvente (SOVOVA; KUCERA; JEZ, 1994; MICHIELIN et
al., 2005; CAMPOS et al, 2008; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009). Ja o valor de k,, é definido como o coeficiente de
transferéncia de massa na fase solida e ndo sofre a influéncia da vazdo
do solvente, pois € representado pela difusdo do CO, e da mistura de

COy+soluto no interior das particulas de matéria-prima.

Para o ensaio de ESC descrito pelos dados da Tabela 18 e pela
Figura 20, o valor do coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida (ky,) foi superior ao valor do coeficiente de transferéncia de massa
na fase sélida (k,,). Desta forma, um baixo valor de k,, indica que o
mecanismo de difusdo é menos representativo quando comparado com a
conveccao (MARTINEZ et al., 2003) na ESC de bagaco de laranja, pois
o soluto localizado no interior das particulas de s6lido (matéria-prima)
tem maior dificuldade de ser dissolvido, levando mais tempo para
vencer a interface solido-fluido que o soluto localizado na superficie das
particulas (WEINHOLD et al., 2008). Este efeito também foi observado
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por Michielin (2009) para a erva baleeira e por Mezzomo, Martinez e
Ferreira (2009) para a améndoa de péssego.

Neste trabalho, este efeito pode ter ocorrido devido a diversos
fatores, tais como: (a) o didmetro de particula do bagaco de laranja ser
muito alto; (b) o contetido de dleo presente nas particulas de bagaco de
laranja ser muito baixo, diminuindo o gradiente de concentragdo e,
portanto, a taxa de transferéncia de massa intraparticular; (c) a
solubilidade dos componentes presentes no bagaco de laranja ser muito
baixa, dificultando a solubilizagdo do extrato e posterior difusdo.

A modelagem da curva de ESC dos dados experimentais é
importante para a otimiza¢do de projetos e aumento de escala, como a
definicdio do volume do extrator, rendimento e a predicdo do
comportamento da extracdo ao longo do processo, como tempo total da
extracdo para uma condicdo de operacdo especifica. Além disso, a
modelagem fornece informagdes a respeito do sistema estudado e sobre
o comportamento da extragdo dependendo do fendmeno predominante
na transferéncia de massa do sistema (fendmenos convectivos e
difusivos) (MEZZOMO; MARTINEZ; FERREIRA, 2009).

5.4. Avaliacio da atividade antioxidante

5.4.1. Determinacao do teor de compostos fenélicos total (TFT)

Os valores encontrados de teor de compostos fendlicos total
(TFT) para os extratos de bagaco de laranja obtidos por ESC, Soxhlet e
ultrassom, bem como para o BHT (amostra padrdo) e para o dleo
comercial de laranja (ver item 4.9), sdo apresentados na Tabela 19.
Embora os compostos fendlicos sejam os principais responsdveis pela
atividade antioxidante de produtos naturais, a determinacdo destes pelo
método de Folin-Ciocalteau, expressa em termos de teor de dcido gdlico
presente na amostra, ndo caracteriza completamente a atividade
antioxidante, representando apenas uma boa estimativa desta
propriedade (ROGINSKY; LISSI, 2005).

A curva padrio de d4cido gdlico, para as diferentes
concentracdes testadas e as suas respectivas absorbancias, estd
apresentada no Anexo III, sendo utilizada para o cédlculo do teor de
compostos fendlicos total.
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A quantidade de compostos fendlicos obtida nos extratos ESC
nido apresentou tendéncia de variacdo linear com o aumento ou a
diminuicdo da temperatura e da pressdo. A condi¢do que apresentou
maior quantidade de compostos fendlicos foi 300 bar e 40 °C (36 mg
GAE/g) a qual se mostrou estatisticamente semelhante, de acordo com o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, aos extratos obtidos a
300 bar e 50 °C (30 = 4 mg GAE/g) e aos extratos ESC com co-solvente
a 250 bar e 50 °C, com 2 %, 5 % e 8 % de EtOH, cujos valores foram de
35+ 4, 35+ 1 e 30 £ 2 mg GAE/g, respectivamente. O emprego de
diferentes concentracdes de etanol como co-solvente ndo teve influéncia
sobre o contetido de compostos fendlicos quando comparados ao CO,
puro.

De acordo com a Tabela 19, o teor de compostos fendlicos para
os extratos de ESC, obtidos a 300 bar e 40 °C, 300 bar e 50 °C e 250 bar
e 50 °C adicionados de co-solvente, foram compardveis com extratos
Sox-DCM, Sox-EtOAc, Sox-EtOH, UE-DCM e UE-EtOH, obtidos a
baixa pressdo. Estes extratos apresentaram valores que ndo diferiram
significativamente entre si, analisados pelo Teste de Tukey. Junto a este
grupo de extratos bioativos encontra-se o dleo comercial, que
apresentou um valor para compostos fendlicos total igual a 28 + 4 mg
GAE/g. O extrato que apresentou diferencga significativa com relacio
aos demais extratos foi o UE-EtOAc, fornecendo um valor de 60 £ 5 mg
GAE/g pelo método de Folin-Ciocalteau, apresentando o melhor
resultado entre todos os valores obtidos. Isto demonstra que os
compostos fendlicos possuem maior afinidade por solventes de
polaridade entre intermedidria e alta (3,1 a 5,2). Este comportamento
também pode ser observado nos resultados obtidos para as extragdes
supercriticas adicionadas de co-solvente, onde ocorreu aumento do teor
de compostos fendlicos associado com a elevacdo da polaridade da
mistura de solvente (CO, e etanol).

Apesar da fracdo UE-EtOAc ter apresentado o maior contetido
de compostos fendlicos, os resultados de rendimento global (Xy= 2,6 +
0,4 %, m/m), apresentados na Tabela 13, podem inviabilizar o processo
de extragdo. Anagnostopoulou et al. (2006), Chung et al. (1999) e Parejo
et al. (2002) também relataram a eficiéncia do acetato de etila para a
obtencdo de fracdes ricas em compostos fendlicos, concentrando
compostos de polaridade intermedidria.



Resultados e Discussdo 139

Tabela 19: Teor de compostos fendlicos total (TFT), expressos em equivalentes de
acido gélico (EAG), para os extratos de bagaco de laranja, 6leo comercial e BHT.

Teor de Compostos

Extracio Solvente Fendlicos Total
(mg EAG/g) ¥

Sox Hx 25,0 +0,7
Sox DCM 45+ 2
Sox EtOAc 4224406
Sox EtOH 407 +3
Sox H,0 6" +2
UE Hx 198" 4 3
UE DCM 37cdef 11
UE EtOAc 60° +5
UE EtOH 46° + 4
UE H,0 1241
ESC 40 °C/100 bar CO, 13111!5 +1
ESC 50 °C/100 bar CO, 26%h 4 2
ESC 40 °C/150 bar Co, 9 42
ESC 50 °C/150 bar Co, 2180 1 2
ESC 40 °C/200 bar CO, 1 4ljlrﬁ +1
ESC 50 °C/200 bar Co, 228 1
ESC 40 °C/250 bar CO, 17" 4
ESC 50 °C/250 bar CO, 14,09m + 0,2
ESC 40 °C/300 bar CO, 36edel 4 )
ESC 50 °C/300 bar co, 30%f 4 4
ESC 50 °C/250 bar CO, + 2 % EtOH 3541 4
ESC 50 °C/250 bar CO,+ 5 % EtOH 35edel 4 |
ESC 50 °C/250 bar CO, + 8 % EtOH 30%fh 4 9
ESC 50 °C/250 bar CO, + EtOH 557407
(Recuperado)
Oleo comercial - ogefeh 4 4
BHT - 268"+ 13

) Letras iguais indicam que nio ha diferenga significativa (p < 0,05).
NT: Nio testado.

O teor de compostos fendlicos total do BHT foi bastante
superior (268 + 13 mg EAG/g) aos obtidos pelos extratos de bagago de
laranja por qualquer umas das técnicas empregadas, sendo
estatisticamente diferente dos demais pelo Teste de Tukey.

Anagnostopoulou et al. (2006) estudaram o TFT para extratos
de casca de laranja obtidos com solventes organicos e encontraram uma
faixa de valores de 3 mg EAG/g a 105 mg GAE/g. Os valores
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encontrados neste trabalho encontram-se dentro da faixa de abrangéncia
relatada pelos autores.

Kang et al. (2006) determinaram o TFT de solucdes aquosas de
p6 da casca de laranja. O valor de TFT obtido por estes autores foi de
3,5 £ 0,05 mg EAG/g, inferior aos dados deste trabalho (6 + 2 mg
EAG/g para Sox-H;0 e 12 + 1 mg EAG/g para UE-H,0).

De forma geral, os compostos fendlicos sdo caracterizados
como polares. Contudo, alguns destes apresentam uma ampla faixa de
polaridade, podendo também ser solubilizados por hexano e CO,
supercritico (ZIAKOVA; BRANDSTETEROVA, 2002), conforme os
resultados apresentados na Tabela 19. Porém, a quantidade de
compostos fendlicos detectados nos extratos Soxhlet e ultrassom
utilizando etanol e acetato de etila, sugerem que estes s@o eficientes na
solubilizagdo de compostos com atividade antioxidante de misturas
complexas presente nas matrizes vegetais, confirmando a sua indica¢io
como co-solventes junto a ESC.

Bravo (1998) e Kalt et al. (2001) relatam que existe uma grande
variacdo entre o conteido de compostos fendlicos total presente nas
frutas e vegetais. As diferencas estdo relacionadas a complexidade dos
grupos constituintes e a variabilidade das matérias-primas. Além disso,
as diferencas encontradas para TFT na literatura para uma mesma fruta
ou vegetal dependem, principalmente, das diferentes técnicas
empregadas na extracdo e quantificacdo destes compostos. Os
compostos fendlicos presentes nas frutas sdo encontrados na forma livre
e ligada, porém esta ultima geralmente é excluida das andlises, sendo o
TFT subestimado (Sun et al., 2002). Ao mesmo tempo, a quantidade de
compostos fendlicos das plantas também depende de fatores como o
género, espécie e cultivar da planta e de condi¢gdes de cultivo, colheita e
armazenamento (TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2001; RAPISARDA
et al., 1999).

5.4.2. Método DPPH

Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados da atividade
antioxidante dos extratos de bagaco de laranja obtidos por Soxhlet e
ultrassom com solventes de diferentes polaridades e por ESC obtidos em
diferentes condi¢des de processo. Utilizou-se o BHT, um composto



Resultados e Discussdo 141

Tabela 20: Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de bagaco de laranja
através do método DPPH, expressos através do percentual de atividade antioxidante
(% AA) e concentracdo efetiva a 50 % (ECs), e comparagdo com o BHT e o
6leo comercial.

. ECs % AA
Extracéo Solvente (ug/mL)" (500 pg/mL)®
Sox Hx 648%1¢ 1 19 378 +2
Sox DCM 505+ 11 48"+ 1
Sox EtOAc 347° + 6 72,6°+0,7
Sox EtOH 8508 + 61 201k 4 1
Sox H,0 879"k + 6 28,48 10,7
UE Hx 1549™+ 210 15" £2
UE DCM 445 + 14 55%+2
UE EtOAc 43474 1 13 55,1+ 0,9
UE EtOH 713°%0 4 54 348 4 3
UE H,0 603! + 55 398+ 1
HD H,0 NT NT
ESC 40 °C/100 bar Co, 638" 4+ 44 388+ 3
ESC 50 °C/100 bar Cco, 1142'+ 55 24+ |
ESC 40 °C/150 bar Co, 879"k + 68 27 1 2
ESC 50 °C/150 bar Co, 783" + 25 31,5" 4+ 0,5
ESC 40 °C/200 bar Co, 1492™ + 125 18" £2
ESC 50 °C/200 bar Co, 717" 4+ 30 35842
ESC 40 °C/250 bar Co, 968" + 62 29,51k 1 0,3
ESC 50 °C/250 bar CO, 1412™ + 134 20™ + 1
ESC 40 °C/300 bar Co, 1090 + 43 258+ 1
ESC 50 °C/300 bar CO, 1046™ + 92 24Km 4 2
ESC 50 °C/250 bar  CO,+ 2 % EtOH 48124 1 8 51,2°+0,6
ESC 50 °C/250 bar CO,+ 5 % EtOH 414™ + 6 58,54 +2
ESC 50 °C/250 bar  CO,+ 8 % EtOH 403%° + 22 61°+1
ESC 50 °C/250 bar CO, + EtOH 1159'+ 117 20™ 42
(Recuperado)
Oleo comercial ? - 266" + 4 77° £ 1
BHT - 261% 12 89,7°+0,5
™ Yetras iguais na mesma coluna indicam que ndo hd diferenca
significativa (p < 0,05).

@ QOleo utilizado sem dilui¢io para a andlise, ndo correspondendo 2
concentracdo de 500 ug/mL.
NT: Nao testado.

sintético de reconhecida atividade antioxidante, e o Oleo comercial
obtido por prensagem a frio (cold pressed oil), como comparativos do
ensaio. A atividade antioxidante é apresentada em AA % e ECsy, ou
seja, a concentracdo onde o composto apresenta 50 % da sua atividade
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maxima. A atividade antioxidante € referente a maior concentracio de
extrato testada (500 mg/mL).

A respeito do apresentado na Tabela 20, os resultados para o
6leo comercial foram obtidos para o dleo puro, ou seja, sem efetuar as
diluicdes para a obtenc¢do das concentracdes declaradas no item 4.10.2.
Quando as analises foram realizadas com o 6leo comercial diluido, este,
possivelmente, ficou fora da faixa de abrangé€ncia das concentracdes
avaliadas pelo método DPPH, impossibilitando a leitura
espectrofotométrica.

Os extratos obtidos a baixa pressdo que apresentaram oS
maiores valores de atividade antioxidante pelo método DPPH foram as
fracdes Sox-EtOAc, UE-DCM e UE-EtOAc, com 72,6 £ 0,7 %; 55 £ 2
% e 55,1 £ 0,9 %, respectivamente. Os valores de concentracdo efetiva
(ECsp) destes extratos, conforme a Tabela 20, sdo compardveis
estatisticamente ao valor obtido para o BHT (261 + 12 ug/mL), ao nivel
de 5 % de significancia. Isto quer dizer que, para inibir em 50 % a
atividade dos radicais livres, uma quantidade de 261 pg de BHT/mL &
suficiente. A partir destes dados, pode-se perceber que alguns
compostos com atividade antioxidante possuem afinidade por solventes
de polaridade intermedidria (entre 3,1 e 4,4). Para os outros solventes
utilizados nas extracdes a baixa pressdo, os resultados ndo mostraram
atividade antioxidante significativa quando comparados aos resultados
anteriormente citados.

A literatura indica 50 °C como temperatura 6tima de extracio
para compostos fendlicos de diferentes matrizes vegetais devido a sua
sensibilidade térmica (PINELO SINEIRO; NUNEZ, 2006). Nos
processos de extragdo em Soxhlet, percebe-se que a utilizagdo de
aquecimento do solvente até a ebulicdo diminui a % AA e aumenta o
ECsy dos extratos quando estes sdo comparados com a extragdo por
ultrassom com os mesmos solventes, exceto para acetato de etila e
hexano. Possivelmente, o emprego de altas temperaturas na extragio
com Soxhlet pode ter degradado compostos responsaveis pela atividade
antioxidante.

Os extratos obtidos por tecnologia supercritica que
apresentaram destacada atividade antioxidante e, conseqiientemente,
bons valores de ECs, foram aqueles provenientes da ESC a 250 bar e 50
°C, adicionados de co-solvente (2 %, 5 % e 8%), sendo todos eles iguais
estatisticamente, ao nivel de significancia de 5 %, ao poder antioxidante
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promovido pelo BHT. Os extratos de bagaco de laranja obtidos por ESC
a 250 bar e 50 °C apresentaram ECs igual a 481 + 8 %, 414+ 6 % e 403
+ 22 %, para adicdo de 2 %, 5 % e 8 % de etanol, respectivamente.
Observando-se os resultados da Tabela 20, nota-se que existe uma
tendéncia ao aumento significativo da atividade antioxidante com o
aumento da quantidade de co-solvente utilizada, passando de 51,2 + 0,6
% (2 % de etanol) para 61 = 1 % (8 % de etanol). Quando comparados
as extragdes convencionais, estes valores se equiparam aos extratos
obtidos por Soxhlet e ultrassom, com diclorometano e acetato de etila
em ambas as técnicas. Este comportamento evidencia que as técnicas
que mais favoreceram a solubilizagdo de compostos com atividade
antioxidande, detectados pelo método DPPH, foram as que utilizaram
solventes de polaridade intermedidria na extragao.

Quando os valores de atividade antioxidante e ECs, sio
relacionados com temperatura e pressdo, ndo € encontrada uma
tendéncia definida para aumento ou reducio destes valores, ocorrendo
variagdes aleatérias. Por exemplo, para 40 °C, quando se aumenta a
pressdo de 100 bar para 300 bar, a atividade antioxidante é reduzida e o
EC5 é aumentado. J4 para o mesmo aumento de pressdo a temperatura
de 50 °C, 0 % AA aumenta até 200 bar e reduz a partir desta até 300 bar.
Este comportamento pode estar relacionado aos diferentes compostos
extraidos em cada uma das condi¢des experimentais, fazendo com que,
também, ocorram varia¢cdes no potencial antioxidante. Este resultado
indica que o aumento da pressdo, para a temperatura de 40 °C e,
conseqiientemente, da densidade do fluido supercritico, diminuiu a
concentracdo dos compostos extraidos com atividade antioxidante
presentes nos extratos de bagaco de laranja. A utiliza¢do de etanol como
co-solvente forneceu melhores resultados de concentracio eficaz quando
comparado ao CO, puro na mesma condicio (Tabela 20).

Quando ocorre a diminuicao desta atividade com o aumento da
temperatura, hd indicios de que os compostos responsdveis pela
atividade antioxidante podem ter sofrido degradacdo térmica com o
aumento da temperatura (HU; HU; XU, 2005).

Jayaprakasha, Girennavar e Patil (2008) estudaram a atividade
antioxidante pelo método DDPH para laranja e pomelo. Os autores
relataram que os resultados encontrados para os extratos de Soxhlet com
casca de laranja liofilizada, utilizando hexano e acetato de etila como
solventes, foram 65 % e 79 %, respectivamente. Comparando estes
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resultados com o presente trabalho, o valor obtido para o Sox-EtOAc
estd de acordo com os autores, enquanto o extrato Sox-Hx difere do
valor da literatura.

No trabalho de Kang et al. (2006) os valores encontrados para
atividade antioxidante frente ao radical DPPH para extratos aquosos de
p6 de casca de laranja foram de 41,5 + 2,82 % a 44,3 + 3,67 %,
resultados estes ligeiramente maiores que o obtido neste trabalho para
UE-H,O 39 £ 1 %).

5.4.3. Método de descoloracao do sistema f-caroteno/acido linoléico

A Tabela 21 apresenta os valores obtidos para o método de
descoloragdo do sistema [-caroteno/dcido linoléico, expressos em
percentual de atividade antioxidandte (% AA) apds 120 minutos de
reacdo, para os extratos de bagago de laranja, BHT e 6leo comercial.

No método de descoloragio do sistema [-caroteno/acido
linoléico, o B-caroteno sofre descolora¢do na auséncia de um composto
antioxidante, resultando na redugdo da leitura espectrofotométrica da
absorbancia da solug¢do, num dado tempo de reacdo. Isto ocorre devido a
formacao de radicais livres a partir da oxidacio do B-caroteno e do 4cido
linoléico. Para as técnicas a baixa pressdo os melhores resultados de %
AA pelo método do B-caroteno/acido linoléico foram obtidos para as
extracdes com Soxhlet e ultrassom utilizando hexano e diclorometano,
conforme a Tabela 21. Visto que esta técnica € adequada a sistemas de
polaridade baixa, estes resultados indicam que os compostos
antioxidantes detectados nos extratos citados sdo preferencialmente
apolares devido a baixa polaridade dos solventes utilizados nas
extracoes.

A mesma relacdo entre alta atividade antioxidante detectada
pelo sistema B-caroteno/acido linoléico e baixa polaridade dos extratos
pode ser observada na tecnologia supercritica utilizando CO, puro.
Como pode ser observado na Tabela 21, quase todas as condigdes
empregadas apresentaram atividade antioxidante elevada, com destaque
a condi¢do de ESC a 200 bar e 50 °C (110 + 3 %) que ndo difere
estatisticamente, pelo Teste de Tukey, do BHT (113 +7 %). A segunda
melhor condicdo encontrada para ESC foi a de 150 bar e 50 °C, com
valor igual a 95 + 4 %. Para as outras condi¢cdes de temperatura e
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pressdo empregadas, a atividade antioxidante variou de 22 +5 % a 92,5
+0,2 %.

Tabela 21: Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos de bagaco de laranja,
BHT e 6leo comercial através do método de descoloragdo do sistema 3-
caroteno/écido linoléico, expressos através do percentual de atividade antioxidante
(% AA), ap6s 120 minutos de reacdo.

Extraciio Solvente % AA (120 min)"
Sox Hx 667 + 1
Sox DCM 70,4"% 10,8
Sox EtOAc 63%+2
Sox EtOH 28™ +2
Sox H,0 16"+2
UE Hx 78dfeh 4 |
UE DCM 625+ 1
UE EtOAc 31M+ 4
UE EtOH 48'+2
UE H,0 26™ +2
HD H,0 NT
ESC 40 °C/100 bar CO, 84,45t 4 () 3
ESC 50 °C/100 bar CO, 2™ 15
ESC 40 °C/150 bar CO, 71,68k + 0,8
ESC 50 °C/150 bar Cco, 95°+ 4
ESC 40 °C/200 bar CO, goedefeh 4 4
ESC 50 °C/200 bar CO, 110°£3
ESC 40 °C/250 bar CO, 77¢%ehi 4 o
ESC 50 °C/250 bar Co, 90> + 3
ESC 40 °C/300 bar CO, ggbedel 4 3
ESC 50 °C/300 bar CO, 88"+ 2
ESC 50 °C/250 bar CO,+2 % EtOH 70" £ 5
ESC 50 °C/250 bar CO, + 5 % EtOH 75 4 2
ESC 50 °C/250 bar CO, + 8 % EtOH 63%+3
ESC 50 °C/250 bar CO, + EtOH 92,5 £0.2
(Recuperado)
Oleo comercial - 17"+ 4
BHT - 113%+7

) Letras iguais indicam que néo ha diferenga significativa (p < 0,05).
NT: Nio testado.

Quando € analisada a variacdo da atividade antioxidante em
funcdo da pressdao de ESC para uma mesma temperatura, nota-se que
ndo ocorrem grandes mudangas com o aumento da pressdo, uma vez que
os resultados foram bastante semelhantes entre si, exceto para a
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condicdo de 100 bar e 50 °C. Porém quando se considera a variacdo de
temperatura, em uma condicdo isobdrica, 0 aumento da temperatura de
40 °C para 50 °C melhora atividade antioxidante do extrato. Este
resultado sugere que o aquecimento da solucdo, durante a realizacdo do
ensaio de atividade antioxidante ou a elevacdo da temperatura durante o
processo de extragcdo, ndo causa a reducdo da atividade antioxidante, o
que € bastante titil no processamento de alimentos (KANG et al., 2006).
As propriedades antioxidantes dos alimentos durante seu processamento
com aplicacdo de temperaturas brandas podem permanecer inalteradas
ou até mesmo aumentar devido a formacdo de compostos com maior
potencial antioxidante ou prd-oxidante. Ainda, no processamento
térmico, a reducdo das propriedades antioxidantes dos compostos
naturalmente presentes no alimento sdo minimizadas pela formagdo de
produtos da rea¢do de Maillard, que exibem forte atividade antioxidante
(NICOLI; ANESE; PARPINAL, 1999).

Nas extracdes supercriticas adicionadas de co-solvente (etanol)
ocorre um aumento no potencial antioxidante frente ao sistema [-
caroteno/acido linoléico de 70 = 5 %, quando € utilizado 2 % de etanol,
para 75 = 2 %, com 5 % de etanol, embora essa elevacdo nio seja
diferente estatisticamente, ao nivel de 5 % de significincia. Porém,
quando a quantidade do co-solvente é aumentada para 8 %, a atividade
antioxidante diminui para 63 + 3 %. Isto significa que em concentragdes
acima de 5 % de EtOH a extragdo de compostos polares diminui devido
a redugdo do efeito do etanol como co-solvente na mistura supercritica
(CAMPOS et al., 2008).

Os resultados obtidos quando foram utilizados diferentes
concentracdes de EtOH como co-solvente (0 %, 2 %, 5 % e 8 %)
apresentaram um aumento no rendimento da ESC com o aumento da
concentracdo aplicada (Tabela 21) devido a modificacdes nas
caracteristicas da mistura supercritica (CO, + etanol). A concentragdo de
co-solvente afeta o processo supercritico, provavelmente baseado em
dois principais fatores (MORRISON; BOYD, 1996; CAMPOS et al.,
2008): (1) o aumento na concentragdo de etanol pode induzir a saturagdo
do CO, com conseqiiente formacdo de duas fases, para uma mesma
condi¢do especifica de pressdo e temperatura do sistema; (2) ao efeito
do etanol, isto €, as pontes de hidrogénio sdo formadas entre moléculas
de etanol e entre as moléculas polares do soluto. Para a solubiliza¢do do
soluto, as pontes de hidrogé€nio precisam ser formadas entre o etanol e o
soluto. Quando o etanol estd presente em excesso na mistura, ndo ha
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energia suficiente para separar as moléculas de etanol, causando a uma
menor solubilizagdo de algumas moléculas do soluto com atividade
antioxidante, reduzindo sua extragdo.

O 6leo comercial testado apresentou atividade antioxidante
pouco significativa (17 + 4 %) sendo apenas compardvel aos resultados
obtido por Sox-H,O (16 = 2 %); Sox-EtOH (28+ 2 %); UE-H,0 (26 +2
%) e ESC a 100 bar e 50 °C (22 + 5 %), indicando que possivelmente
apresenta em sua composi¢ao baixa incidéncia de compostos apolares.

De acordo com Duarte-Almeida et al. (2006), em estudo
realizado com extratos metandlicos de acai, acerola, morango e amora
verificaram que amora e acai possuiam atividade antioxidante
determinada pelo sistema P-caroteno/acido linoléico de 55 % e 65 %,
respectivamente. Porém, quando estes mesmo extratos foram avaliados
frente ao radical DPPH, a acerola apresentou o melhor resultado. Da
mesma forma, quando os extratos de bagaco de laranja foram avaliados
pelos métodos DPPH e [-caroteno/acido linoléico neste trabalho,
percebe-se que os compostos que apresentaram melhor atividade
antioxidante por uma metodologia ndo foram os mesmos na outra,
indicando que os extratos de bagaco de laranja apresentam antioxidantes
de diferentes polaridades e grupos quimicos.

5.5. Avaliacio da atividade antimicrobiana
5.5.1. Determinacio da concentrac¢ao minima inibitoria (CMI)

A atividade antibacteriana dos extratos de bagaco de laranja
obtidos por diferentes técnicas de extra¢do foi determinada pela técnica
da microdiluicdo em meio liquido (AVILA et al., 2008), frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e o0s
resultados estdo apresentados na Tabela 22.

De forma geral, ndo ha um consenso sobre o nivel aceitavel de
inibicdo de extratos quando comparado com padrdes. De acordo com
Sartoratto et al. (2004), Duarte et al. (2007) e Wang et al. (2008) ¢é
possivel classificar os materiais como agentes antimicrobianos
baseando-se no valor de CMI apresentado pelos seus extratos.
Comumente, a classificacdo do extrato € estabelecida como forte
inibidor para CMI até 500 pg/mL; moderado inibidor para CMI entre
600 e 1500 pg/mL e fraco inibidor para CMI acima de 1600 pg/mL

(MICHIELIN et al., 2009).
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Observando os resultados da Tabela 22, os extratos testados
contra S. aureus que apresentaram as concentragdes mais baixas para

Tabela 22: Valores da concentragdo minima inibitéria (CMI) para os extratos de
bagaco de laranja e para o 6leo comercial determinados pelo método de
microdiluicdo para S. aureus e E. coli .

1
Extrato/Condiciao CMI (ug/mL) ) -
S. aureus E. coli
100 bar/ 40°C >2.000 >2.000
100 bar/ 50°C >2.000 >2.000
150 bar/ 40°C >2.000 >2.000
150 bar/ 50°C 2.000 2.000
200 bar/ 40°C 1.000 2.000
200 bar/ 50°C 500 >2.000
250 bar/ 40°C 2.000 >2.000
250 bar/ 50°C 2.000 >2.000
250 bar/50°C (Recuperado) 1.500 >2.000
300 bar/ 40°C 2.000 >2.000
300 bar/ 50°C >2.000 >2.000
HD NT NT
Sox-EtOH 1.000 2.000
Sox-H,0 >2.000 >2.000
Sox-EtOAc 2.000 2.000
Sox-Hx 1.000 2.000
Sox-DCM 2.000 >2.000
UE-EtOH 2.000 2.000
UE-H,0 >2.000 >2.000
UE-EtOAC 2.000 >2.000
UE-Hx 2.000 >2.000
UE-DCM 1.000 2.000
250 bar/ 50°C + 2 % EtOH 2.000 2.000
250 bar/ 50°C + 5 % EtOH 2000 >2.000
250 bar/ 50°C + 8 % EtOH 2.000 2.000
Oleo comercial >2.000 >2.000

) Os experimentos foram realizados em duplicata, obtidas da mesma
diluigdo testada (resultados coincidentes) e por isso os resultados estdo apresentados
sem desvio padrio.

NT: Nio testado.

CMI foram os obtidos para ESC nas condigdes de 200 bar e 40 °C
(1.000 pg/mL); 200 bar ¢ 50 °C (500 pg/mL); 250 bar e 50 °C
(Recuperado) (1.500 pg/mL); e os obtidos pelas extragdes a baixa
pressdao com Soxhlet, com etanol (1.000 pg/mL) e hexano (1.000
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ug/mL), e por ultrassom, empregando diclorometano (1.000 pg/mL)
como solvente. Classificando estes extratos de acordo com o poder de
inibicdo, todos estes citados pertencem a categoria de moderado
inibidor, exceto o extrato obtido por ESC a 200 bar e 50 °C, classificado
como forte inibidor. Os outros extratos obtidos por ESC e técnicas a
baixa pressdo apresentados na Tabela 22 recebem a denominacio de
fraco inibidor.

Os testes com E. coli demonstraram que todos os extratos
obtidos pelas diferentes técnicas de extragdo produziram efeitos
inibitérios classificados como fracos, uma vez que a CMI apresentou
valores iguais ou maiores que 2.000 pg/mL (Tabela 22).

Segundo Boussaada et al. (2008) as propriedades
antibacterianas de extratos obtidos a partir de plantas podem estar
relacionadas ao contetido de sesquiterpenos oxigenados, como por
exemplo para a Rhaponticum acaule. Alguns destes compostos
sesquiterpénicos foram identificados por CG-EM nos extratos de bagaco
de laranja (Tabela 22). A atividade bacteriostdtica dos compostos &
relacionada a configuracdo quimica destes, a propor¢cdo em que estdo
presentes e as interagdes entre eles. Gill et al. (2002) e Mourrey e
Canillac (2002) sugerem que as fracdes volateis dos extratos possuem
atividade antibacteriana maior do que 0s compostos majoritarios.

Porém, como a maioria dos extratos obtidos neste trabalho
apresentaram valores de CMI elevados, ou seja, possuem atividade
antimicrobiana baixa, ndo ha justificativa para testd-los contra outras
espécies de microrganismos. De acordo com os estudos realizados por
Smania et al. (2003), Johann et al. (2007) e Michielin et al. (2009) a
continuidade dos testes com outras espécies de microrganismos ¢é
indicada quando o extrato apresenta uma forte atividade antimicrobiana
contra S. aureus ¢ E. coli, com valores CMI de até 500 pg/mL.

5.6. Determinacao da composicao quimica dos extratos

O Quadro 2 apresenta o percentual relativo dos compostos
identificados nos diferentes extratos de bagaco de laranja obtidos pelas
técnicas a baixa pressdo e com fluido supercritico. Os extratos foram
analisados através de CG-EM conforme procedimento descrito na se¢ao
4.12. A amostra do 6leo de laranja comercial (ver item 4.9) também foi
analisada pela mesma metodologia e os resultados sdo comparados no
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Quadro 2. Os compostos majoritdrios presentes em cada amostra foram
identificados pela compara¢do dos tempos de retengdo com padrdes e
quantificados por normalizacdo das dreas. Os critérios adotados para a
escolha dos compostos a serem identificados foram o percentual de drea
e a confiabilidade na comparagdo dos CG-EM com os padrdes,
conforme o item 4.12.

No Apéndice IV, sdo apresentados os espectros de massas de
todos os extratos de bagago de laranja e do 6leo de laranja comercial, os
tempos de retencdo e os percentuais relativos de cada composto
majoritario, correspondentes aos dados de CG-EM.

Os extratos codificados como 6B (Sox-H,0), 7A (UE-EtOH) e
7B (UE-H,O) ndo foram analisados porque ndo foi possivel a
solubilizacdo destes em diclorometano (solvente utilizado para a
preparagdo das amostras).

A partir dos dados do Quadro 2 observa-se que foram
identificados cinqiienta e sete compostos presentes nos diferentes
extratos de bagaco de laranja e no dleo comercial analisados. Os
principais componentes identificados em termos de percentual de drea
relativa foram L-limoneno; &4cido hexadecandico (4cido palmitico);
acido oléico; butil benzenesulfonamida, N-(2-ciano-etil)-
benzenesulfonamida e f-sitosterol. Outros compostos importantes
também foram detectados nas amostras analisadas, como m-xileno, p-
xileno; decano; a-aromadendreno; esqualeno; campesterol; sabineno; o-
pineno; [-mirceno; linalol; o-sinensal; Z,E-a-farneseno;
aromadendreno; L-limoneno e D-limoneno.

No estudo de Mira et al. (1996) foi realizada a extracdo de 6leo
de casca de laranja com CO, supercritico, sendo identificados
compostos como 0-pineno, p-mirceno, octanal, linalol, a-terpineol,
decanal, valenceno, cariofileno, cardineno, citronelal e D-limoneno.
Além disso, os autores relatam a colora¢do amarela intensa do extrato,
indicando a possivel presenca de compostos flavondides e/ou
carotendides. Os pigmentos carotendides encontrados nos extratos,
possuem um importante papel para a saide, ndo somente pelo valor
nutricional como precursor da vitamina A, mas também devido ao
potencial antioxidante (HAWTHORNE et al., 1993), sendo também
utilizados como corantes em alimentos. A coloracdo amarela intensa
também foi verificada nos extratos obtidos pela ESC neste trabalho,
indicando a presenga de compostos fendlicos.
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Quadro 2: Compostos identificados nos extratos de bagago de laranja e no 6leo comercial com os tempos de retengdo (TR) e drea

relativa (%) detectados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Composto TR Area Relativa (%)
(min) 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 4C SA 5B 6A 6C 6D 6E 7C 7D 7E 8A 8B 8C 9A
2,4- dimetil heptano 4,056 0,62 1,14
Butanoato de etila 4,081 2,61
Octano 4,082 1,97
Etilbenzeno 5,129 2,20
1:3-dlmet11 benzeno (m- 5286 3.90
xileno)
1?4-dlmet11 benzeno (p- 5.690 127
xileno)
Nonano 5,729 2,31 4,03 | 2,06 2,15 0,30 | 0,33 | 0,82 3,68 1,82 3,83 | 9,19
2,3,7-trimetil octano 6,383 5,73
1R-0-pineno 6,413 0,56
2,3-dimetil octano 6,469 1,67
Glicerina 6,931 17,19
Sabineno 7,125 0,36
B-mirceno 7,374 3,25
2-metil nonano 7,510 0,89 2,20
Decano 7,524 4,29 9,00 | 1,75 | 0,09 | 22,09 | 1,85 | 2,33 0,62 22,40 | 475 | 7,66 [ 2,32 1,07 | 3,93 2,83
2-metil octano 7,541 2,86
2,5,6-trimetil decano 7,543 2,41 11,29 6,16
4-metil tridecano 7,550 1,85 1,53
Octanal 7,648 0,25
L-Limoneno 7,896 1,50 0,26 0,60 5,59 1,68 | 53,36 | 73,63 | 13,42 | 45,28 | 51,92
2,6-dimetil nonano 7,941
D-limoneno 8,113 1,16 8,83
2,6,8- trimetil decano 9,290 2,12
6-etil-2-metil decano 9,297 11,06
Linalol 9,338 1,14
Decanal 11,134 0,72
Hexadecano 12,558 14,93
2-et11-.3-(150but1nlox1) hexil 15324 122
2-metil propanoato
3-metil-1,6-heptadien-3-ol 15,340 | 243 | 028 | 3,37 3,61
Linalol etil éter 15,354 0,97
Aromadendreno 15,576 2,10
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a-aromadendreno 15,593 1,27
Etil a-D-glucopiranosidio 17,040 37,42
a-sinensal 18,134 1,68
Z.E-o-farneseno 18,811 2,22
N-(2-ciano-etil)-benzeno

. 19,237 9,18 | 60,14 5,28 47,72 17,45 78,18 | 2,45 | 38,53
sulfonamida
N-butil bgnzeno 19.354 88,88 95,29 | 91,49
sulfonamida
Acido n-hexadecanGico 21,094 | 2291 | 21,24 | 25,79 | 16,26 | 3,34 22,77 | 1446 | 125 | 248 | 2142 | 17,15 | 2140 | 13,76 | 7,74 | 22,95 | 441 517 | 9,19 | 14,90
(4cido palmitico)
Palmitato de etila 21,453 2,15
Z-9-Hexadecenol 22,192 15,44
Z7.,7-9,12-octadecadien-1-ol 22,908 10,95 0,60
13-tetradece-11-in-1-o0l 22911 8,75
Acido E,E-9,12-
octadecadienéico metil 22,924 1,74 9,01 10,89
éster
Acglo}l 1,14-eicosadiendico 22,960 21,80
metil éster
OAlcetato E-9-Tetradecen-1- 2966 | 13,75 16,53
9-octadecenal 22,977 7,33 7,72
Z-metil 2,23,13- 23,022 20,77
octadecadienol
Acido oléico 23,189 | 440 | 2,78 17,27 17,84
9-metil-Z, Z-10,12-
hexadecadien-1-ol acetato 23215 3,65
2-metil heptadecano 24,186 1,31 1,16
Heptacosano 24,500 1,99
2,6-dimetil heptadecano 24,540 2,03
2-monopalmitoilglicerol 26,492 3,15
Linolato de etila 28,394 3,46
Esqualeno 28,921 1,44
Campesterol 32914 2,85
B-sitoesterol 34,052 5,89 1,20 2,01 6,74 12,91 597

Condigdes de extragio: 1A: 100 bar/ 40 °C ;1B: 100 bar/ 50 °C; 2A: 150 bar/ 40 °C ; 2B: 150 bar/ 50 °C; 3A: 200 bar/ 40 °C ; 3B: 200 bar/ 50 °C; 4A:
250 bar/ 40 °C ; 4B: 250 bar/ 50 °C; 4C:250 bar/ 50 °C (Recuperado); 5A: 300 bar/ 40 °C; 5B: 300 bar/ 50 °C; 6A: Soxhlet-Etanol; 6C: Soxhlet-Acetato de
etila; 6D: Soxhlet- Hexano; 6E: Soxhlet-Diclorometano; 7C: Ultrassom-Acetato de etila; 7D: Ultrassom-Hexano; 7E: Ultrassom-Diclorometano; 8A: 250

bar/ 50 °C/ 2 % Etanol; 8B: 250 bar/ 50 °C/ 5 % Etanol; 8C: 250 bar/ 50 °C/ 8 % Etanol; 9A: Amostra comercial — Cold pressed oil.
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Neste estudo, alguns dos compostos encontrados pertencem a
classe dos terpenos. Os terpenos sdo classificados quanto ao nimero de
unidades de isopreno (CsHg) presentes em sua estrutura, podendo
receber a denominacdo de monoterpenos (L-limoneno, D-limoneno,
sabineno, a-pineno, B-mirceno e linalol), sesquiterpenos (a-sinensal,
Z,E-a-farneseno, aromadendreno e o- aromadendreno), diterpenos,
sesterpenos, triterpenos (esqualeno) e carotendides ou tetraterpenos.

Assim, a partir dos resultados apresentados no Quadro 2
observou-se que os extratos de bagaco de laranja contém diferentes
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo estes os principais responsaveis
pela atividade antibacteriana (KOTAN; KORDALI; CAKIR, 2007).
Porém, o extrato de bagago de laranja obtido a 200 bar e 50 °C, de
acordo com a Tabela 22 apresentou forte inibi¢cdo no crescimento dos
microrganismos testados. Dentre os compostos que foram identificados
nesta amostra, encontra-se o N-(2-ciano-etil)-benzeno sulfonamida,
possivelmente o principal responsdvel pela atividade antimicrobiana
(MORAVIA, 2007). Ja na condigdo a 200 bar e 40 °C, o composto que
parece estar relacionado a atividade antibacteriana é o N-butil benzeno
sulfonamida, assim como na condi¢fo de 250 bar e 50 °C (Recuperado).

Outros extratos que apresentaram atividade inibitéria (CMI)
para o crescimento microbiano sdo Sox-EtOH (1.000 pg/mL), Sox-HX
(1.000 pg/mL) e UE-DCM (1.000 pg/mL) e, de acordo com os
resultados da Tabela 22, estes extratos apresentaram o L-limoneno em
sua composi¢do, indicando que este pode ser o principal responsdvel
pela atividade antimicrobiana detectada. Por outro lado, a atividade
biolégica de um extrato, como a atividade antibacteriana, ndo pode ser
atribuida a acdo de um uUnico componente porque possiveis efeitos de
sinergismo entre os componentes podem ter um papel importante na
atividade do extrato (ALVAREZ-CASTELLANOS; BISHOP;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2001).

O estudo de Subba, Soumithri e Rao (1967), Uribe e Pena
(1990) e Wilkins, Widmer e Grohmann (2007) avaliou o potencial
inibitério do limoneno no crescimento de leveduras. Eles relataram que
uma concentra¢do de limoneno de 0,08 a 0,15 % (m/m) em meio liquido
¢ suficiente para que ocorra a inibicdo. Neste caso, em se tratando do
aproveitamento de residuos industriais, a remog¢do deste composto é
uma importante etapa para a produg¢do de bicombustiveis (etanol) a
partir de residuos de citricos.
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O limoneno € o principal composto extraido do éleo de laranja.
De acordo com Mira et al. (1999), a condi¢cdo 6tima de extragdo com
CO, supercritico ocorre a 125 bar e 35 °C, com este composto
representando 99,5 % do dleo essencial. Dentre os compostos
apresentados na Tabela 23, o L-limoneno foi encontrado em dez das
vinte e duas amostras analisadas, com areas relativas variando de 0,26 %
a 73,63 % para a condi¢do de 200 bar e 40°C e extra¢io em Soxhlet com
diclorometano, respectivamente. Quando o solvente na extracdo em
Soxhlet foi trocado de etanol para hexano a area relativa aumentou de
5,59 % para 53,36 %. Através destes resultados nota-se uma afinidade
do L-limoneno a solventes apolares ou de polaridade intermedidria.
Quando foi utilizado diclorometano o percentual de drea relativa obtido
foi de 73,36 %. O mesmo ocorreu para a extragdo utilizando ultrassom.

Quando a temperatura € avaliada nas extra¢des a baixa pressao,
o rendimento de L-limoneno € maior quando o processo ocorre em uma
temperatura mais elevada, como na extracdo em Soxhlet. Isto pode ser
percebido, por exemplo, no aumento da drea relativa de 51,92 %
(ultrassom) para 73,36 % (Soxhlet), utilizando diclorometano como
solvente. O mesmo ocorre quando € utilizado hexano como solvente.
Isso pode indicar que a utilizacdo de temperaturas mais elevadas das
extragdes em Soxhlet diminui a tensdo superficial e a viscosidade de
solvente, quando comparadas as extragdes com ultrassom. Dessa forma,
o solvente alcanca todos os pontos da matriz s6lida, promovendo a
solubilizagdo (MARKON et al., 2007).

Para as extragdes supercriticas onde o L-limoneno foi
identificado, possivelmente o aumento da pressdo € inversamente
proporcional ao rendimento. Isto é verificado na reducdo de 1,50 % para
0,26 % na 4rea relativa, quando a pressdo foi aumentada de 150 bar para
200 bar, na temperatura de 40° C. Este resultado estd de acordo com o
observado por Mira et al. (1999), onde na extracdo de 6leo da casca de
laranja com CO, supercritico, a quantidade de limoneno extraida
aumentou com o aumento da pressdo até 150 bar, em uma temperatura
de 35°C, e para maiores valores de pressdo, a quantidade de limoneno
extraida foi reduzida. J4, para o linalol, foi observado um efeito
contrario, ou seja, com o aumento da pressdo aplicada no processo, a
quantidade de linalol diminui até 150 bar e aumentou a partir deste
valor, na temperatura de 35°C. Neste estudo, nio foi possivel verificar a
influéncia da temperatura e da pressdo aplicadas nas extragdes destes
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compostos, ja que eles ndo foram identificados em todas as condi¢des de
extracao.

O isémero 6tico do L-limoneno, conhecido como D-limoneno,
foi identificado apenas na condi¢do supercritica de 300 bar e 50 °C e na
amostra de o6leo comercial. A nomenclatura IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) correta é R-limoneno e S-
limoneno, porém se emprega com mais freqiiéncia os prefixos D e L ou
o e . Industrialmente é utilizado para produzir p-cimeno por
desidrogenacdo catalitica, principalmente para utilizacdo como solvente
industrial de tintas e vernizes, producdo de resinas sintéticas e orto-
cresol, sendo também utilizado na perfumaria e como fluido térmico
(PAKDELA; PANTEAA; ROY, 2001). Nos ultimos anos a demanda de
D-limoneno tem aumentado muito devido ao seu uso em solventes
biodegraddveis, além de ser usado amplamente como componente
aromatico.

Uma patente americana usa o limoneno, nas formas D e L, via
oral no tratamento da Doenca ou Sindrome de Crohn. A Doenca de
Crohn é uma inflamacio cronica do intestino grosso e/ou delgado o que
geralmente ocorre em adultos jovens. A dosagem recomendada de
limoneno para adultos € de cerca de 400 mg a 1.000 mg, uma vez ao dia,
normalmente por um periodo de 10 a 30 dias, podendo ocorrer variagdes
na dosagem e freqiiéncia de acordo com o paciente. Para que o limoneno
seja utilizado com esta finalidade, é necessdrio que este esteja presente
na formulacdo com 98 % a 99 % de pureza (WILKINS, 2006).

Por outro lado, o linalol, importante composto presente nos
Oleos citricos, foi encontrado apenas no 6leo comercial, obtido por
prensagem a frio, indicando que a aplica¢do de temperatura na extracio
do 6leo favorece a sua volatiliza¢do. De acordo com Mira et al. (1999),
as condi¢des 6timas de extracdo do linalol, com CO, supercritico, sdo 80
bar e 35 °C. Nas extragdes realizadas neste trabalho, as condic¢des
supercriticas ensaiadas foram em pressdes (100 a 300 bar) e
temperaturas (40 °C e 50 °C) superiores a relatada na literatura. Outro
fator que pode ter contribuido para a ndo deteccio deste composto nas
amostras obtidas no LATESC pode estar relacionado ao longo tempo de
armazenamento da amostra até a realizacdo da andlise por CG-EM

Assim como o linalol, os compostos sabineno; o-pineno e [3-
mirceno também foram detectados somente na amostra de Oleo
comercial, indicando que a temperatura e o tipo de processo pode
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influenciar na obtengdo destes. O f-mirceno € um importante
intermedidrio utilizado na perfumaria para a obtencdo de fragrancias
como mentol, citral, citronelol, citronelal, geraniol, nerol e linalol, sendo
raramente utilizado de forma direta. Além disto, € um composto instavel
sob a presenca de oxigénio, tendendo a polimerizagdo (FAHLBUSCH et
al., 2002).

De acordo com o Quadro 2, os compostos N-(2-ciano-etil)-
benzene sulfonamida e N-butil benzeno sulfonamida, pertencentes ao
grupo benzeno sulfonamida, foram encontrados apenas nas condigcdes de
ESC, podendo ser produtos de degradacdo de flavondides que
apresentam importante atividade bioldgica no tratamento de cancer
(KIM; GEISSEN; VOLGELPOHL, 1997). Acredita-se que estes
compostos orgénicos ciclicos nitrogenados possam atribuir toxicidade
aos microrganismos (MORAVIA, 2007). O N-butil benzeno
sulfonamida, também € conhecido como Plasthall BSA ou Uniplex 214,
um liquido plastificante utilizado na medicina, em tintas para tingimento
e de impressio e em pldsticos, resinas (nylon, poliacetatos e
policarbonatos) e na extrusdo de poliamidas. Este plastificante contribui
para propriedades como a facilidade de usinagem, melhor acabamento,
boa estabilidade ao calor a 80 °C, reduc¢éo na absor¢do de dgua e melhor
estabilidade (KUMAR et al., 2007).

O 4cido hexadecandico, ou 4cido palmitico, possui um tempo
de retenc@o na coluna cromatografica, de 21,094 minutos e é formado
por uma cadeia apolar de 16 carbonos com ligacdes simples, o que
confere maior polaridade a sua molécula quando comparado com outros
acidos graxos, principalmente os insaturados. Esta afirmacao justifica a
maior extracdo deste quando sdo utilizados solventes com maior
polaridade, como pode ser verificado na Tabela 13, onde os maiores
rendimentos nas extracdes a baixa pressdo foram obtidos com acetato de
etila, tanto por Soxhlet (21,40 %) quanto por ultrassom (22,95 %). A
obten¢do do 4cido palmitico com fluido supercritico apresenta uma
tendéncia a diminuicdo do percentual relativo de drea com o aumento da
temperatura, enquanto que a pressdo aparentemente nao tem influéncia.
Quando o CO; € adicionado de etanol, nota-se que o aumento da
quantidade de co-solvente aumenta o rendimento, mais uma vez
indicando a afinidade do acido palmitico por solventes de polaridade
intermedidria.
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Um componente importante encontrado em algumas amostras
analisadas foi o B-sitosterol, um composto indicado para o tratamento de
muitas doengas como aterosclerose, hiperplasia benigna de préstata e
cancer de colon (NAIR; KANFER; HOOGMARTENS, 2006,
YOKOTA et al., 2006). O B-sitosterol é um fitoesterol (esterol de
plantas) com 29 dtomos de carbono em sua estrutura, proveniente do
estigmasterol, um composto triterpénico. Sozinho ou em combinagdes
com outros fitoesterdis semelhantes, o B-sitosterol reduz os niveis de
colesterol do sangue e inibe sua absorcdo no intestino (MATSUOKA,
2008). No presente estudo, este composto foi encontrado em amostras
obtidas por ESC nas condi¢des de 100 bar e 50 °C (5,89 %), 250 bar e
50 °C (1,20 %), 300 bar e 50 °C (2,01 %) e 250 bar, 50 °C e 8 % de
EtOH (5,97 %), além de Sox-EtOAc (6,74 %) e UE-DCM (12,91 %). A
partir destes resultados observa-se que o f-sitosterol apresenta afinidade
por solventes de polaridade intermedidria.

Outros compostos de importancia como o a-sinensal e o Z,E-a-
farneseno foram encontrados na amostra obtida a 200 bar e 40 °C. O
Z,E-a-farneseno é uma das formas isoméricas do o-farneseno,
encontrado no revestimento de macis e outras frutas, sendo responsavel
pelo odor caracteristico de magd verde, além de possuir efeito
bacteriostdtico em microrganismos (SOBOTNIK et al., 2008).

O linolato de etila e o esqualeno foram obtidos a 100 bar e 50
°C. O primeiro é um composto utilizado na indistria de cosméticos, para
melhorar a estabilidade e absor¢do de produtos pela pele, e em produtos
de higiene pessoal. O segundo é importante na sintese do colesterol,
hormoénios e vitamina D, sendo também utilizado em cosméticos e
produtos de higiene pessoal e, mais recentemente, em vacinas
(POLLACK, 2009).

A andlise por CG-EM mostrou ser uma forte ferramenta na
identifica¢do dos compostos de extrato de bagaco de laranja obtidos em
diferentes condi¢Ges. Entretanto, o uso de outros métodos, como HPLC,
poderia detectar a presenca de outras substdncias com maior polaridade,
ndo verificadas aqui pela andlise de CG realizada.
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6. CONCLUSAO

O uso do bagaco de laranja como matéria-prima para a
obtencdo de extratos é promissor devido a elevada qualidade dos
compostos que permanecem presentes neste residuo industrial. Os
diferentes métodos de extracdo empregados para obtencdo do extrato de
bagaco de laranja mostraram que, em termos de rendimento, os extratos
obtidos por ESC apresentaram valores inferiores aos das extragdes com
Soxhlet e ultrassom. Os melhores resultados de rendimento para ESC
foram obtidos nas condi¢des a 300 bar/40 °C, 300 bar/50 °C e para a
condi¢do adicionada de 8 % de etanol como co-solvente, onde o
rendimento da extragdo aumentou aproximadamente 2 vezes, enquanto
que para as extracdes a baixa pressdo foram obtidos por Soxhlet com
dgua e etanol e por ultrassom com dgua.

O uso de co-solvente na extracdo supercritica ndo favoreceu a
melhoria do potencial antimicrobiano dos extratos, uma vez que este
estudo mostrou que o extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 200
bar e 50 °C apresentou-se como o mais efetivo contra S. aureus, sendo
classificado como forte inibidor, em concentracio minima inibitéria
igual a 500 pg/mL.

Os diferentes mecanismos de a¢do antioxidante mostraram a
importincia da ESC na obtencdo de extratos bioativos. Nos ensaios
realizados para a determinacdo do teor de fendlicos total do extrato de
bagaco de laranja, os melhores extratos foram obtidos por ESC a 300
bar/40 °C, seguidos das extragdes a 300 bar/50 °C e 250 bar/50 °C, com
2 %, 5 % e 8 % de etanol como co-solvente. As extracdes a baixa
pressdo que tiveram os resultados mais expressivos para compostos
fendlicos foram as que utilizaram etanol, diclorometano e acetato de
etila como solvente, tanto para Soxhlet quanto para ultrassom. No
ensaio do radical DPPH as fracdes obtidas nas extragdes em Soxhlet
com acetato de etila e ultrassom com acetato de etila e diclorometano
apresentaram bom poder antioxidante, assim como as extracdes
supercriticas adicionadas de co-solvente. Quando o potencial
antioxidante foi avaliado pelo método de descoloragdo do sistema [-
caroteno/acido linoléico os melhores resultados foram encontrados para
a maioria das condi¢des de ESC, sem adicdo de co-solvente, com
destaque para a condicdo de 200 bar/50 °C.
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E importante salientar que cada método de extragio tem uma
especificidade e, como apresentado neste trabalho, a ESC mostrou-se
como uma técnica de destaque para obtencdo de compostos com
atividade antioxidante, obtendo valores compardveis ao padrdo BHT e
superiores ao 6leo comercial obtido por prensagem a frio. Dentre os
compostos presentes nos extratos de bagaco de laranja, os principais
componentes identificados em termos de percentual de area relativa
foram L-limoneno, dcido hexadecandico (dcido palmitico), dcido oléico;
butil benzenesulfonamida, N-(2-ciano-etil)-benzenesulfonamida e -
sitosterol. Maiores avaliacdes sdo necessdrias para a identificacdo e
quantificacdo de outros compostos com atividade biolégica presentes
nos extratos, assim como verificar a contribuicio de cada composto
individual na atividade antioxidante total. Também, € importante
salientar que a atividade bioldgica de um extrato pode ser atribuida a
possiveis efeitos de sinergismo entre os componentes. Estes aspectos
aqui relatados colocam este estudo como um importante ponto inicial
para andlise deste material vegetal.

O estudo da cinética e modelagem matemdtica do processo de
ESC é uma importante ferramenta para o ajuste do comportamento da
extracdo, como o tempo total da extracdo para uma condi¢do especifica
de temperatura, pressdo e vazao de solvente. Neste trabalho os modelos
que obtiveram os melhores ajustes aos dados experimentais (menores
erros médios quadrdticos), dentre os modelos avaliados, foram os
modelos de Martinez et al. (2003) e de Goto, Sato, Hirose (1993). A
partir deste dltimo modelo, foi observado que o valor obtido para o
coeficiente de dessorcdo (k) indicou a facilidade de recuperar o extrato
do interior das particulas do bagaco de laranja, porém ndo em sua
totalidade. Dentre os outros modelos aplicados, o modelo de Sovovd
(1994) apresentou um bom ajuste somente na etapa CER. Contudo,
pode-se verificar pelos dados obtidos por este modelo que o processo de
extracdo do bagaco de laranja apresentou maior influéncia da convecgio
em relagdo ao processo difusivo (maior valor de k, em relagdo ao k).
Estes coeficientes sdo importantes para o conhecimento dos mecanismos
de transferéncia de massa envolvidos no processo de extracdo e qual
deles apresenta maior influéncia para um futuro estudo de ampliacio de
escala.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes relevantes para a continuidade deste trabalho
podem ser destacados os seguintes itens:

a)

b)

c)

d)

e)

Obtencdo de extratos de bagaco de laranja empregando
matérias-primas com diferentes teores de umidade;

Determinar a solubilidade experimental do 6leo de bagago de
laranja;

Estudar outras condi¢des de cinética, investigando a influéncia
de parametros operacionais, como vazdo de solvente, pressio e
diametro de particula;

Avaliar propostas de aumento de escala e viabilidade
econdmica do processo de ESC para a obtencdo de 6leo de
bagaco de laranja;

Analisar a influéncia da adsorcao e dessor¢@o no fracionamento
do 6leo de bagaco de laranja, visando a concentragio do 6leo;

Desenvolvimento de um produto alimenticio com a aplicagdo
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC e posterior
andlise sensorial.

Cabe ressaltar que para o ultimo item mencionado ja foi

realizado um teste triangular de preferéncia com extratos de bagaco de
laranja obtidos por extracdo Soxhlet com etanol e ultrassom com 4gua.
Foram aplicadas concentra¢des de 1,5 % e 5 % de extrato em sorvete.
Os resultados obtidos demonstraram que as amostras de sorvete
escolhidas foram as que continham 1,5 % de extrato, para os dois tipos
de extracdo. Realizaram-se ainda testes de aceitabilidade e intencdo de
compra dos produtos e ambos os resultados foram bastante expressivos
para as duas amostras, com valores proximos a 89 % para aceitabilidade
e 80 % para intencdo de compra.
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APENDICE I: MODELOS MATEMATICOS
A1l. Modelo difusional de Crank (1975)

O modelo de Crank (1975) apresentado por Reverchon (1997)
considera a transferéncia de massa para cada particula sélida descrita
como um corpo quente que perde calor com o tempo para o meio,
supondo que as substincias a serem extraidas encontram-se
uniformemente distribuidas na particula sélida. Neste caso, a particula
solida esférica € o s6lido que contém o dleo a ser extraido e o meio € o
solvente supercritico (REVERCHON, 1997; MEZZOMO, 2008).

Baseado na segunda Lei de Fick para difusdo, e resolvendo
analiticamente o balanco de massa na parte interna da particula, a
Equacdo 11 representa a massa de uma substincia que se difunde
através de uma particula (MEZZOMO, 2008).

e

-1

(11)

onde m,,, ¢ a massa de extrato (kg) no tempo #; t, tempo de extragﬁo
(min); my, massa inicial de soluto (kg); n € um nimero inteiro; D Dyp, é

o coeficiente de difusdo, um pardmetro ajustdvel do modelo (m */min) e
r, raio da particula sélida (m) (MEZZOMO, 2008).

A2. Modelo de Goto, Sato e Hirose (1993)

O modelo apresentado por Goto, Sato e Hirose (1993)
considera que o leito de extracdo € formado por particulas com
geometria de uma placa plana, com espessura desprezivel em relagdo as
demais dimensdes. O processo de transferéncia de massa é controlado
pelo mecanismo de dessorcdo (da particula para os poros, seguido de
difusdo do soluto nos poros da particula) com dois pardmetros
ajustdveis: ¢, relativo ao coeficiente global de transferéncia de massa e
k, constante de equilibrio de dessor¢cao (MICHIELIN, 2009)

Considerando a solucdo das equagdes de balanco de massa na
placa, nos poros e na fase fluida, Goto, Sato e Hirose (1993) resolveram
o sistema de equagdes diferencias analiticamente e obtiveram uma
equagdo para a curva de extracdo apresentada pela Equacdo 12.
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B _
My (h=Hp, )= .l 4 LR G {i |:€xp[al ij - 1i| ’ L|:1 - exp[az Lﬂ} (12)
z T

P a; a,

a=1lbrir—4c) (13)
a =+ bbb —4c) (14)

- (1-¢)p (15)

A=
[B+(1-B)kle(a, —a, )

po O 1 #-¢) (16)
p+(1-pk ¢ &

=9 (17)
[B+(1-p)kle

p=k,a, (18)

onde b € a porosidade da placa; k € a constante de equilibrio de
dessorgdo; t € o tempo de residéncia do solvente no leito (min); kra, € o
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa; ¢ € a meia espessura
da folha (m); a, € a drea especifica de transferéncia de massa e ¢ é a
porosidade do leito. (MICHIELIN, 2009).

A3. Modelo de Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999)

Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999) avaliarem trés modelos
matemadticos para a simulagdo das curvas de extracdo de cascas de
azeitonas, dois deles baseados no balanco diferencial de massa e um
baseado na cinética do crescimento de microrganismos de Monod. A
equacdo empirica que representa a curva de extragdo aplicada para
ajustar o 6leo de casca de azeitona estd apresentada na Equacéo 19.

t
= - (19)
m,(t) xoM(b+tj

onde m,(t), ¢ a massa de extrato em fungdo do tempo (kg); t, € o tempo
de extragcdo (min); M, massa de matéria-prima (kg); xo razdo massica de
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extrato na matéria-prima (kg/kg) e b, um parametro ajustdvel (min)
(MEZZOMO, 2008).

A4. Modelo de Placa (SSP) proposto por Gaspar et al. (2003)

O modelo de placa, proposto por Gaspar et al. (2003), considera
a transferéncia de massa na particula sélida, assim como o modelo
proposto por Crank (1975). A diferenca entre estes dois modelos estd na
geometria considerada em cada modelo, ou seja, no modelo SSP as
particulas sélidas s@o consideradas como placas, enquanto que no
modelo de difusdo as particulas s3o consideradas esféricas
(MEZZOMO, 2008).

O modelo SSP ainda assume que a concentrag¢io de soluto na
fase fluida é desprezivel quando comparada a concentracdo na fase
sOlida; a resisténcia a transferéncia de massa na fase fluida é desprezada
e o balanco de massa na fase fluida € negligenciado (BISCAIA, 2007).

Aplicando a segunda Lei de Fick para a difusdo e resolvendo
analiticamente o balanco de massa na parte interna da particula, a massa
de extrato obtida com o tempo ¢é representada pela Equacio 20 proposta
por Gaspar et al., (2003), com modificacdo apresentada por Campos et
al. (2005) (MEZZOMO, 2008).

=08 -D, (Qn+1)’7’t (20)
= 1— m
mﬂxt m0|: ZO: (2” + 1)2 exp[ 52 J:|

onde m.y € a massa de extrato (kg); myo, € a massa inicial de soluto (kg);
D,,, é a difusividade na matriz sélida (mz/min); t, € o tempo (min); J, € a
meia espessura das particulas (placas) (m) e n é um nimero inteiro
(MEZZOMO, 2008).

AS5. Modelo de Martinez et al. (2003)

Os extratos obtidos com tecnologia supercritica sdo misturas de
varios compostos, tais como terpenos, flavonéides, fendis, entre outros.
Em alguns processos de extracdo, a meta é a obtencdo de um tnico
composto, ou de um grupo especifico de compostos presente na matriz.

A modelagem destes processos de extracdo deve levar em conta a
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variacdo da composi¢do do extrato ao longo da extrag¢do, de forma que
possa ser otimizado o processo para a obtencdo dos compostos de
interesse (MARTINEZ et al., 2003).

O modelo logistico de Martinez et al. (2003) € um modelo
aplicado a sistemas multicomponentes, considerando o extrato como um
pseudocomponente ou uma mistura de substincias ou grupos de
componentes com estrutura quimica similar. O modelo € baseado no
balanco de massa do leito de extracdo, e despreza o acimulo e a
dispersdo na fase fluida por estes fenOmenos ndo apresentarem
influéncia significativa no processo quando comparado ao efeito de
conveccio (KITZBERGER, 2005; MEZZOMO, 2008).

Para o balanco de massa, o modelo logistico considera o leito
como um cilindro de comprimento H muito maior que o didmetro, no
qual o solvente escoa na dire¢do axial com velocidade U, por uma
matéria-prima que estd distribuida uniformemente ao longo do leito e a
temperatura, a pressdo e as propriedades fisicas de ambas as fases sdo
mantidas constantes durante toda a extracdo (MICHIELIN, 2009).

Em principio, o modelo logistico possui, para cada grupo de
compostos, trés pardmetros ajustiveis: A;, b; e t,,. Se a composic¢do do
6leo tiver sido determinada experimentalmente, é possivel obter o valor
aproximado da massa total de cada grupo de compostos, conforme
apresentado na Equacdo 21:

Yom
Myorati = WOf = XM, (21)

onde m, € a massa total de sélidos na coluna de extragcdo (kg); xy € a
razdo mdssica inicial de soluto extraivel (kg/kg) e my,.,; € a massa total
de cada grupo de composto (kg) (MICHIELIN, 2009).

Desta forma, o modelo pode ser reduzido a dois pardmetros
ajustaveis, b e t,,, € a massa de cada grupo de compostos representada
pela Equacio 22:

exp(bt I+exp[b(t,. —1)]

i“mi

my(h = H, 1) =—2" ){ I+ expibly,) —1} (22)
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A Equagdo 23 representa a curva de extragdo obtida pelo
modelo de Martinez et al. (2003) para um dnico grupo de componentes.

e[ 1rewln) @
mg, (h=H1)= exp(btm){1+exp[b(t —f)] ]}

m

onde A, € uma coordenada axial (m); H, é o comprimento total do leito
(m); mgy , € a massa de dleo extraido (kg); m,, € a massa total inicial de
sélido no leito (kg); #, é o tempo de extracdo (min), b e t,, sdo
pardmetros ajustdveis do modelo (min” e min, respectivamente)
(MEZZOMO, 2008).

O parimetro t,, corresponde ao instante em que a taxa de
extracdo de cada grupo de compostos ou um tUnico pseudocomposto
alcangou o maximo (MICHIELIN, 2009).

A6. Modelo de Sovova (1994) modificado por Martinez e Martinez
(2007)

O modelo de Sovova (1994) baseia-se em balancos de massa
que consideram o escoamento axial do solvente com velocidade
superficial através de um leito fixo de secdo transversal cilindrica.
Considera-se que na entrada do extrator o solvente estd livre de soluto e
a temperatura e pressdo de operacdo sdo mantidas constantes. O
tamanho das particulas e a distribuicdo do soluto no interior do sélido
sdo consideradas homogéneas e o soluto encontra-se nas células do
solido protegido pela parede celular. Devido a moagem, algumas células
apresentam sua parede celular rompida, tornando parte do soluto
exposto ao solvente (MEZZOMO, 2008).

O modelo de Sovovd (1994) emprega o coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida para descrever o periodo de taxa de
extracdo constante (CER) e o coeficiente de transferéncia de massa na
fase solida para descrever a etapa na qual a resisténcia a transferéncia de
massa é dominada pela difusdo. Neste modelo o perfil da concentracio
do soluto na fase fluida € dividido em trés etapas: (a) a primeira etapa
considera que o soluto de fécil acesso (x,), disponivel na superficie das
particulas sélidas, vai se esgotando ao longo do leito, chamada etapa
CER, onde tcgg € o final da etapa de taxa de extracdo constante (min);
(b) na segunda etapa, o soluto de fécil acesso se esgota ao longo do leito
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inicia-se a extracdo do soluto de dificil acesso, chamado etapa FER,
onde tpgg € 0 final da etapa de taxa de extragdo decrescente (min); (¢) na
terceira etapa sao retirados os solutos de dificil acesso (x;) presentes no
interior das particulas sélidas, sendo esta etapa denominada etapa
difusional e controlada pela resisténcia interna a transferéncia de massa
(MEZZOMO, 2008).

A curva de extracdo obtida pelo modelo de Sovova (1994) é
representada pelas Equacdes 24, 25 e 26, com a massa total de extrato
obtida na saida do extrator, em fung¢do do tempo.

Para ¢ < tcgg (periodo CER):

Mgy =Y * [1—exp(=Z)Qcp, -1 (24)

Para tcpgp < t < tpgg (periodo FER):

Mgy =Y * [ -1 - exp(z, = Z)Qco, (25)

Para t > tpgg (periodo difusional):
— r* WX, w 'Qco_, X (26)
My = N<XU —Wln{l + |:exp[ v )— I}xp[( N J(tcm —t)}xo}>

onde m,,, € a massa de extrato (kg); 7cgr € a duracdo da etapa constante
de extra¢do (min); frpr € o periodo de taxa decrescente de extracdo
(min); N é a massa de matéria-prima livre de soluto (kg); Y* é a
solubilidade (kg/kg); Qco2 é a vazdo média do solvente (kg/min); xy € a
razdo mdssica inicial de soluto na fase sélida (kg/kg); x; € a razdo
massica de soluto no interior de células intactas (kg/kg) e W é um

parametro para o periodo de taxa de extracdo lenta (MICHIELIN, 2009).

O valor de Z é dado pela Equacédo 27:

s Nkip (27)
Qc02 '(1_8)'p5

onde p é a densidade do solvente (kg/m3) e ps € a densidade das
particulas sélidas (kg/m”).
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Nas equagdes do modelo de Sovova (1994) pode-se dizer que a
quantidade Z é um pardmetro para o periodo CER porque esta
quantidade (Z) ¢é diretamente proporcional ao coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida (k,,) e este coeficiente controla a
taxa de extracdo no periodo CER (MICHIELIN, 2009).

Para a resolugdo do modelo de Sovova (1994), € necessario
conhecer alguns pardmetros: Mcgg, taxa de extracdo na etapa CER
(kg/min); Ycgg, razdo mdssica do soluto na fase supercritica na saida da
coluna na etapa CER (kggxuato/kgc02); tcer, duragcdo da etapa CER (min)
(MICHIELIN, 2002; CAMPOS et al., 2002).

O pardmetro Mcgr € o valor da tangente ao periodo CER e, a
partir do mesmo, obtém-se o valor de Ycgr (concentracido de soluto na
fase solvente na etapa CER) através da Equag@o 28:

M
Yogp =& (28)
Qco,

onde Qco; € a vazdo de solvente (kg/min).

As demais restricoes e definicdes sdo definidas a pelas
Equacdes 29 a 34:

_X%-x N (29)
CER Y*7Z Qcoz
_xP = xO —xk (30)
X, =Xy — Xp (31)
__Nk, szY* (32)
Oco,(1-¢) X
z, _ Y* ln{xﬂ -exp[(W - Qo NNt =1 )-xk} (33)
Z W-x, Xo = X
— *k
tegr=tepr T N ln|:xk (X =%, Jexp(Wxy/¥ ):| (34)
QCOZ Xo
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Os parametros k,, € k,, sdo, respectivamente, os coeficientes de
transferéncia de massa na fase fluida e fase sélida (min’l), sendo
definidos pelas Equacgdes 35 e 36:

ko= Mem (35)
" Peo,SHAY
= Kbeo, AY (36)
. psAX
ax = Xe X (37)
2
38
AY = Yerr (38)
Y*
ln|:Y* 7 :|
“Lcer

onde pcp; € a densidade do solvente (kg/m3), S é a drea de secdo
transversal do leito (mz), H é o comprimento do leito (m), 4Y é a média
logaritmica para a razdo mdssica de soluto na fase fluida (kg/kg) e 4X é
a média aritmética da razdo madssica de soluto na fase sélida (kg/kg)
(MICHIELIN, 2009).
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APENDICE II: DADOS EXPERIMENTAIS DA CURVA DE

EXTRACAO

Tabela 23: Tempos de extracdo, massas de extrato, massas de extrato acumuladas e
rendimentos (X,) do experimento cinético a 200 bar, 40 °C e 17 £ 2 g CO»/min.

Tempo (min) Massa (g) Massa acumulada (g) Xo (%)
0 0,0000 0,0000 0,0000
5 0,0036 0,0036 0,0240
10 0,0238 0,0274 0,1822
15 0,0212 0,0487 0,3232
20 0,0165 0,0651 0,4325
25 0,0224 0,0875 0,5812
30 0,0071 0,0946 0,6282
40 0,0160 0,1106 0,7346
50 0,0204 0,1310 0,8699
60 0,0251 0,1561 1,0367
80 0,0442 0,2003 1,3302

100 0,0680 0,2683 1,7819
120 0,0202 0,2885 1,9162
150 0,0105 0,2991 1,9862
180 0,0156 0,3147 2,0898
210 0,0352 0,3499 2,3238
240 0,0241 0,3740 2,4839
300 0,0170 0,3911 2,5971
360 0,0227 0,4137 2,7477
420 0,0191 0,4328 2,8743

A partir da Figura 21, podem ser obtidas as Equagdes 39 a 41
que apresentam as taxas de extragdo para cada um dos periodos de

extragao.

Para 1 < tcgg (periodo CER):

mEX T

r’ =0,9837

=0,0027t

Para tcpg <t < tpgg (periodo FER):

My = 0,0007t +0,1942

r’ =0,9726

(39)

(40)
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Para t > tpgg (periodo difusional):

My = 0,0003t+0,2935 (41)
> =0,9973

045 DCP

035 FER
<

Massa de extrato (g)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450)
Tempo (min)

CER: Etapa de taxa de extragdo constanteCER (0 - 100 min); FER: Etapa de taxa de
extracdo decrescente (100 - 240 min); DCP: Etapa difusional (> 240 min).

Figura 21: Curva de extracdo com fluido supercritico de bagago de
laranja a 200 bar, 40 °C e 17 =2 g/min de CO,.

De acordo com a Equacdo 28, o valor de Y¢gr pode ser definido
utilizando-se o pardmetro Mcgr (valor da tangente ao periodo CER),
obtido a partir da Equagdo 39.

Assim,

Mg, 00027

Y., =—C& =1,5882-10"
CER QCOZ 17
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APENDICE III: CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

0,70
0,60 <o
050

040

Absorbéncia

© A =0,0011C
0,10 - R*=0971

0,00
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,
C (mg/L)

Figura 22: Curva padrdo de acido gdlico utilizada na determinacdo do
teor de fendlicos total (TFT), a 765 nm.
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APENDICE IV: CROMATOGRAMAS E COMPOSTOS
IDENTIFICADOS DOS EXTRATOS DE BAGACO DE LARANJA

Al. CG-EM ESC 100 bar/ 40°C
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Figura 23: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 100
bar e 40°C.

Tabela 24: Compostos identificados, tempos de retencio e drea percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 100 bar e 40°C.

Componente Tempo de Retenc¢iio (min) Area (%)

2,4- dimetil heptano 4,056 0,62
Nonano 5,729 2,31
Decano 7,524 4,29
2,6,8- trimetil decano 9,290 2,12
3/—metil— 1,6-heptadien-3-ol 15,340 2,43
A,01‘d0 n—hex,a.decanmco 21,094 2291
(4cido palmitico)

Z-9-Hexadecenol 22,192 15,44
7.,7-9,12-Octadecadien-1-ol 22,908 10,95
Acetato E-9-Tetradecen-1-ol 22,966 13,75
Acido oléico 23,189 4,40

Outros - 20,79
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A2. CG-EM ESC 100 bar/ 50°C
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Figura 24: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 100
bar e 50°C.

Tabela 25: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 100 bar e 50°C.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
3‘,—metil— 1,6-heptadien-3-ol 15,364 0,28
Amdc/) ‘hexadecanowo (acido 21,147 2124
Ralnutlco)
Acu.io,l 1,14-Eicosadiendico 22.960 21.80
metil éster
2-metil-Z,Z-3,13- 23,022 20,77
octadecadienol
Acido oléico 23,210 2,78
2-monopalmitoilglicerol 26,492 3,15
Linolato de etila 28,394 3,46
Esqualeno 28,921 1,44
B-sitosterol 34,052 5,89
Outros - 19,18
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A3. CG-EM ESC 150 bar/ 40°C
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Figura 25: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 150
bar e 40°C.

Tabela 26: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 150 bar e 40°C.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)

Nonano 5,719 4,03
Decano 7,511 5,63
L-Limoneno 7,896 1,50
Decano 9,278 3,53
3-metil-1,6-heptadien-3-ol 15,313 3,37
N-(2-ciano-etil)- ‘ 19237 9.18
b/enzenesulfonarmda

A01d(3 .hexadecanmco (acido 21,074 2579
palmitico)

Outros - 46,97
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A4. CG-EM ESC 150 bar/ 50°C
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Figura 26: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 150
bar e 50°C.

Tabela 27: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 150 bar e 50°C.

Componente Tempo de Retenciio (min) Area (%)
Nonano 5,747 2,06
2,5,6-trimetil decano 7,543 2,41
Decano 9,308 1,75
N-(2-ciano-etil)- ‘ 19.280 60,14
b/enzenesulfonamlda
ACld(,) .hexadecanowo (acido 21,102 1626
palmitico)
9-Octadecenal 22977 7,33

Outros - 10,05
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AS. CG-EM ESC 200 bar/ 40°C
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Figura 27: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 200
bar e 40°C.

Tabela 28: Compostos identificados, tempos de retengdo e area percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 200 bar e 40°C.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
L-Limoneno 8,145 0,26
Decano 9,293 0,09
N-butil benzenesulfonamida 19,354 88,88
ACld(,) .hexadecanowo (acido 21.108 334
Ralnntlco)

Acido E,E-9,12- 22.924 174

Octadecadiendico metil éster
Outros 28,401 5,71
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A6. CG-EM ESC 200 bar/ 50°C
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Figura 28: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 200
bar e 50°C.

Tabela 29: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 200 bar e 50°C.

Componente Tempo de Retencao (min) Area (%)

Octano 4,082 1,97
2,3, 7-trimetil octano 6,383 5,73
2,3-dimetil octano 6,469 1,67
Decano 7,555 15,21
2,6-dimetil nonano 7,941 2,73
Decano 9,322 6,88
N-(2-ciano-etil)- . 19.282 5.8
benzenesulfonamida

Outros - 60,56
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A7. CG-EM ESC 250 bar/ 40°C
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Figura 29: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250
bar e 40°C.

Tabela 30: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250 bar e 40°C.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
Nonano 5,757 2,15
4-metil tridecano 7,550 2,71
Decano 9,316 1,85
3-metil-1,6-heptadien-3-ol 15,360 3,61
o-sinensal 18,134 1,68
Z,E—a—farneseno 18,811 2,22
A01d(3 .hexadecanmco (acido 21117 2277
RalmlthO)
Acu‘:lo’E,E-9, 12-Octadecadiendico 22,933 9,01
metil éster
9-metil-Z, Z-10, 12-
hexadecadien-1-ol acetato 23,215 3,65
2-metil heptadecano 24,186 1,31
2,6-dimetil heptadecano 24,540 2,03

Outros - 45,03
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A8. CG-EM ESC 250 bar/ 50°C
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Figura 30: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250
bar e 50°C.

Tabela 31: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 250 bar e 50°C.

Componente Tempo de Retencdo (min) Area (%)
2,4- dimetil heptano 5,754 1,14
Decano 7,548 1,50
L-Limoneno 8,144 0,60
Decano 9,310 0,83
Linalol etil éter 15,354 0,97
N-(2-ciano-etil)- ‘ 19.294 47.72
b/enzenesulfonarmda
A01d(3 .hexadecanmco (acido 21,114 14.46
palmitico)
[-sitosterol 34,060 1,20
- 31,58

Outros
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A9. CG-EM ESC 250 bar/ 50°C (Recuperado)
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Figura 31: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250
bar e 50°C (Recuperado).

Tabela 32: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagacgo de laranja obtido por ESC a 250 bar e 50°C (Recuperado).

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
Nonano 5,719 0,30
N-butil benzenesulfonamida 19,317 95,29
A(ndc/) ‘hexadecanmco (acido 21.077 125
palmitico)
7.,7-9,12-Octadecadien-1-ol 22,895 0,60
Outros - 2,57
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A10. CG-EM ESC 300 bar/ 40°C
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Figura 32: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 300
bar e 40°C.

Tabela 33: Compostos identificados, tempos de retencéo e drea percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por ESC a 300 bar e 40°C.

Componente Tempo de Retenc¢io (min) Area (%)
Nonano 5,737 0,33
Decano 7,531 0,62
N -butil benzenesulfonamida 19,327 91,49
A01d(3 .hexadecanmco (acido 21,096 2.48
palmitico)

5,11

Outros -
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All. CG-EM ESC 300 bar/ 50°C
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Figura 33: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 300
bar e 50°C.

Tabela 34: Compostos identificados, tempos de retengdo e area percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 300 bar e 50°C.

Componente Tempo de Retenciio (min) Area (%)
Nonaneo 5,715 0,82
2-metil nonano 7,510 0,89
Limoneno 8,113 1,16
2-et}1-3-(1s0but1r110x1) hexil 2- 15.324 122
metilpropanoato
N-(2-ciano-etil)- ‘ 19.250 17.45
Qenzenesulfonarmda
A01d(3 .hexadecanmco (acido 21.088 2142
RalmlthO)
A01§10,E,E—9,lZ—Octadecadlenmco 22.904 10.89
metil éster
2-metil heptadecano 24,146 1,16
Heptacosano 24,500 1,99
[-sitosterol 34,015 2,01

Outros - 41,01
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A12. CG-EM Sox-EtOH
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Figura 34: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-EtOH.

Tabela 35: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-EtOH.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
2,5,6-trimetil decano 5,737 11,29
Decano 7,533 22,40
L-Limoneno 8,134 5,59
Q-etil-Z-metil decano 9,297 11,06
Acido hexadecandico 21,091 17.15

(4cido palmitico)
Outros - 32,50
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A13. CG-EM Sox-EtOAc
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Figura 35: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-
EtOAc.

Tabela 36: Compostos identificados, tempos de retengdo e area percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-EtOAc.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
Butanoato de etila 4,081 2,61
Nonano 5,729 3,68
Decano 7,524 4,75
L-Limoneno 8,127 1,68
Aromadendreno 15,576 2,10
A01d(3 .hexadecanmco (acido 21,093 21.40
palmitico)

Palmitato de etila 21,453 2,15
13-Tetradece-11-in-1-o0l 22911 8,75
Acetato E-9-Tetradecen-1-ol 22,967 16,53
[-sitosterol 34,033 6,74

Outros - 29,62
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Al4. CG-EM Sox-HX
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Figura 36: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-HX.

Tabela 37: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa

do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-HX.

Componente Tempo de Retencdo (min) Area (%)
Etilbenzeno 5,129 2,20
1,3-dimetil benzeno (m-xileno) 5,286 3,90
1,4-dimetil benzeno (p-xylene) 5,690 1,27
Nonano 5,739 1,82
Decano 7,535 3,25
L-Limoneno 8,142 53,36
]?ecano 9,304 4.41
Amd? ‘hexadecanmco (acido 21,103 13.76
palmitico)

Outros - 16,04
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A15. CG-EM Sox-DCM
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Figura 37: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por Sox-DCM.

Tabela 38: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por Sox-DCM.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
2,5,6-trimetil decano 5,741 2,36
2,5,6-trimetil decano 7,542 3,80
L-Limoneno 8,146 73,63
Decano 9,304 2,32

ACld(,) .hexadecanowo (acido 21.103 774
palmitico)

Outros - 10,14
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Al6. CG-EM UE-EtOAc
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Figura 38: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por UE-EtOAc.

Tabela 39: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por UE-EtOAc.

Componente Tempo de Retencdo (min)  Area (%)

2-metil octano 7,541 2,86
L-Limoneno 8,144 13,42
q-aromandreno 15,593 1,27
Amd(/) .hexadecanowo (acido 21.108 22.95
palmitico)

Acido oléico 22,980 17,27
Outros - 4223
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A17. CG-EM UE-HX
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Figura 39: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por UE-HX.

Tabela 40: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagago de laranja obtido por UE-HX.

Componente Tempo de Retencdo (min) Area (%)
L-Limoneno 8,125 45,28
Hexadecmo 12,558 14,93
Amdc/) ‘hexadecanowo (acido 21,079 4.41
palmitico)

Outros - 35,39
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A18. CG-EM UE-DCM

GCoums‘é
1.7+

UFSC_7YE-12-9-20092-38-39 PMPatricia.xms 40.0:700.0>
40.0:70 B

8.3
W

1.504 E
1257 r

1.00 E

0.76 N
0504

0.253

+34.047 min

[32.914 min
+36.195 min

23202min  *+22.882min

H‘Sla‘é%mu%”””
39.046 min

o

0.00d “

24
(%)
[N
w
w |
p=
S

minutes

Figura 40: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por UE-DCM.

Tabela 41: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por UE-DCM.

Componente Tempo de Retencao (min) Area (%)
Decano 5,744 1,07
4-metil tridecano 7,536 1,53
L-Limoneno 8,143 51,92
Acido oléico 22,982 17.84
Campesterol 32,914 2,85
B-sitosterol 34,047 12,91

Outros 11,89
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A19. CG-EM ESC 250 bar/ 50 °C + 2 % EtOH
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Figura 41: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250
bar/ 50 °C + 2 % EtOH.

Tabela 42: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250 bar/ 50 °C + 2 % EtOH.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
Nonano 5,738 3,83
Decano 7,532 3,93
N-(2-ciano-etil)-benzenesulfonamjda 19,272 78,18
Acido hexadecanoéico (4cido 21,093 5.17

palmitico)
Outros - 12,73
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A20. CG-EM ESC 250 bar/ 50 °C + 5 % EtOH
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Figura 42: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250
bar/ 50 °C + 5 % EtOH.

Tabela 43: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250 bar/ 50 °C + 5 % EtOH.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)

Nonano 5,731 9,19
Glicerina 6,931 17,19
Etil a-D-glucopiranosidio 17,040 37,42
N-(2-ciano-etil)- ‘ 19.257 2.45
Qenzenesulfonarmda

A01d(3 .hexadecanmco (acido 21,084 9.19
palmitico)

Outros - 78,98
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A21. CG-EM ESC 250 bar/ 50 °C + 8 % EtOH
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Figura 43: CG-EM do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250
bar/ 50 °C + 8 % EtOH.

Tabela 44: Compostos identificados, tempos de retencdo e area percentual relativa
do extrato de bagaco de laranja obtido por ESC a 250 bar/ 50 °C + 8 % EtOH.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)

2-metil nonano 5,717 2,20
Decano 7,512 2,83
N-(2-ciano-etil)- 19,246 38,53
b}enzenesulfonamlda
A01d(3 .hexadecanmco (acido 21.077 14.90
palmitico)
9-Octadecenal 22,951 7,72
[-sitosterol 34,019 5,97

- 27,85

Outros
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A22. CG-EM Oleo comercial - Cold pressed oil
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Figura 44: CG-EM do 6leo de laranja comercial obtido por prensagem a
frio.

Tabela 45: Compostos identificados, tempos de retengdo e drea percentual relativa
do 6leo de laranja comercial obtido por prensagem a frio.

Componente Tempo de Retencio (min) Area (%)
1R-0-pineno 6,413 0,56
Sabineno 7,125 0,36
B-mirceno 7,374 3,25
Octanal 7,648 0,25
D-Limoneno 8,155 8,83
Linalol 9,338 1,14
Decanal 11,134 0,72

Outros - 85,26
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10. ANEXOS

ANEXO I CERTIFICADO DE ENSAIO -
DETERMINACAO DE NITROGENIO TOTAL

ANEXO II: ESPECIFICACAO TECNICA DE PRODUTO
- OLEO NATURAL DE LARANJA DOCE
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ANEXO I: CERTIFICADO DE ENSAIO - DETERMINACAO DE
NITROGENIO TOTAL
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ANEXO II: ESPECIFICACAO TECNICA DE PRODUTO - OLEO
NATURAL DE LARANJA DOCE






“Sucesso ¢ o resultado da prdtica constante de
fundamentos e agoes vencedoras.

Ndo hd nada de milagroso no processo, nem sorte envolvida.
Amadores aspiram, profissionais trabalham.”

- Bill Russell -



