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RESUMO

A chia (Salvia hispanica) é uma planta cultivada nas Américas do Sul e
Central, cuja semente é fonte de antioxidantes naturais e acidos graxos
essenciais. O presente estudo avaliou a obtencdo de extratos de torta de
chia, subproduto proveniente da extracdo do Oleo de chia. Foram
aplicadas as técnicas a baixa pressdo como extracdo em Soxhlet (SOX),
ultrassom (US) e maceragdo (MAC) utilizando etanol (EtOH), hexano
(Hex) e acetato de etila (EtOAc) como solventes, a fim de comparar
com o processo de extracdo supercritica (ESC). As operacdes de ESC
foram realizadas com pressbes de 150 bar a 300 bar e temperaturas de
40 °C e 50 °C empregando o CO, como solvente. Também foi realizada
a aplicagdo de EtOH e EtOAc como cossolventes no processo de ESC
em concentracBes de 2,5 até 7,5 %. O processo de extracdo supercritica
sequencial (ESC-S) foi estudado, o qual possui duas etapas de extracao,
com uma despressurizacdo rapida do sistema entre a primeira e a
segunda etapa. A construcdo da curva cinética e modelagem matematica
de processos de ESC e ESC-S foram executadas, além da estimativa de
custos de manufatura da instalagdo de uma unidade industrial de ESC.
Todos os extratos obtidos foram submetidos a anélises de atividade
antioxidante (método ABTS), teor de fendlicos totais (TFT), perfil de
acidos graxos e atividade antimicrobiana. Nas extragGes a baixa pressao,
0s maiores rendimentos foram obtidos utilizando SOX com EtOH (15,4
+ 0,4 %). Nas ESC com CO; puro, a pressdo de 300 bar permitiu
alcancar rendimentos de até 10,6 = 0,2 %, na maior temperatura
estudada. A utilizacdo de cossolvente causou aumento no rendimento de
extracdo (11,3 + 0,1% utilizando EtOH a 7,5%). Os extratos obtidos em
extracdes a baixa pressdo com EtOH e EtOAc obtiveram os melhores
valores de TFT e atividade antioxidante. A utilizagdo de cossolvente
afetou positivamente os resultados de TFT e atividade antioxidante dos
extratos de ESC. O perfil de &cidos graxos dos extratos confirmou altos
teores de acido linoleico e a-linolénico em todos os extratos testados.
Extratos obtidos pelas diferentes técnicas mostraram atividade
antimicrobiana contra B. cereus. A ESC-S com despressurizagdo rapida
teve efeito positivo com relacdo ao rendimento, onde foi atingido
rendimento de 8,7 * 0,2%, estatisticamente igual ao rendimento obtido
em ESC na mesma condigdo, porém reduzindo o tempo de extracdo pela
metade. A realizacdo da segunda etapa de ESC-S utilizando EtOH 7,5%
ocasionou um aumento no TFT dos extratos obtidos. O modelo que
melhor se ajustou as curvas experimentais foi 0 modelo de Martinez et
al. (2003). Segundo o modelo de Sovova (1994), para 0s processos de



ESC e primeira etapa de ESC-S, o mecanismo de conveccdo foi mais
representativo. Na segunda etapa de ESC-S o mecanismo de difusdo
também mostrou representatividade. A ESC-S quando realizada até a
etapa de despressurizacdo (ESC-Desp) mostrou ser um processo
economicamente viavel e lucrativo para aplicacdo em escala industrial,
com valores de extrato competitivos com os valores de mercado,
gerando extratos de alta qualidade em um menor tempo de processo.

Palavras-chave:  Extragdo  supercritica  sequencial, atividade
antioxidante, &cidos graxos essenciais, torta de chia.



ABSTRACT

Chia (Salvia hispanica) is a plant cultivated in South and Central
America, whose the seed is a source of natural antioxidants and essential
fatty acids. The present study evaluated the extracts attainment from
chia seed cake, which is a byproduct from chia seed oil extraction
process. It were applied low-pressure techniques, like Soxhlet extraction
(SOX), ultrasound assisted extraction (US) and maceration (MAC)
using ethanol (EtOH), hexane (Hex) and ethyl acetate (EtOAc) and as
solvents with the objective of comparing with the high pressure process,
performed by supercritical fluid extraction (SFE). SFE were performed
at pressures from 150 to 300 bar and temperatures of 40 °C and 50 °C,
using CO; as solvent. It was also performed an application of EtOH and
EtOAc as cosolvents on SFE process, using concentrations from 2.5 to
7.5%. A sequential supercritical fluid extraction (S-SFE) process was
studied, wich includes two steps of extraction, with a fast
depressurization of the system between the first and the second step of
extraction. The kinetic extraction curves of SFE and S-SFE processes
were built and mathematical models adjusted the experimental data. It
were also performed an estimative of manufacturing costs from
installing a supercritical fluid extraction industrial unit. All extracts was
submitted to antioxidant analysis (ABTS method), total phenolics
content (TPC), fatty acids profile and antimicrobial analysis. Among
low-pressure extraction, the highest yield was achieved using SOX with
EtOH (15.4 + 0.4 %). Among the SFE assays using pure COa, the
pressure of 300 bar allowed to achieve yields up to 10.6 = 0.2 %, in the
highest tested temperature. The use of a cosolvent caused increase in
yield (11.3 + 0.1% using EtOH 7,5%). Extracts obtained by low-
pressure techniques using EtOH and EtOAc showed the best values of
TPC and antioxidant activity. The using of a cosolvent affected in a
positive way the results of TPC and antioxidant activity of SFE extracts.
The fatty acids profile of the extracts confirmed the high content of
linoleic and a-linolenic acids in all tested extracts. Extracts obtained by
different techniques showed antimicrobial activity against B. cereus. S-
SFE process with fast depressurization caused a positive effect in yield,
achieving a yield of 8.7 £ 0.2%, statiscally equal to the yield obtained by
SFE using the same condition, but reducing the extraction time by half.
The performance of the S-SFE second step using EtOH 7.5% caused an
increase in the TPC of the obtained extracts. Martinez et al (2003) was
the model which best-adjusted experimental data. According to
Sovova’s model (1994), in S-SFE first step and SFE processes, the



convection mechanism was more representative. In the S-SFE second
step, the diffusion mechanism showed to be representative. S-SFE
process, when realized until the depressurization step (SFE-Desp),
showed to be an economically viable and profitable process on an
industrial scale application, with values of extract competitive with
market values, generating high quality extracts in a shorter process time.

Keywords: Sequential supercritical fluid extraction, antioxidant
activity, essential fatty acids, chia seed cake.



“Ciéncia é muito mais uma maneira de pensar
do que um corpo de conhecimento.”
Carl Sagan
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1. INTRODUCAO

A chia (Salvia hispanica) é uma semente antiga, originaria da
regido centro-oeste do México ao norte da Guatemala, muito consumida
pelo povo Asteca, principalmente por aqueles que precisavam de forca e
resisténcia fisica. Apesar de ser uma semente bastante antiga, 0 consumo
de chia vem aumentando desde as Ultimas décadas, onde vem sendo
desenvolvidos mais estudos sobre a semente. A chia possui altos teores
de acidos graxos essenciais, especialmente acido linoleico (®-6) e a-
linolénico (®-3), fundamentais para a manutencdo das fungdes celulares
normais, além de possuirem atividades anti-inflamatéria e
cardioprotetora (JEONG et al., 2010; SIMOPOULOS, 2002). A chia
também é uma importante fonte de compostos fendlicos, que agem
como antioxidantes naturais, possuem propriedades anti-inflamatorias,
antitrombdéticas e anti-tumorais (ALl et al., 2012). Além disso, a chia
possui alto teor de fibras, cujo consumo auxilia no funcionamento
intestinal. Dessa forma, o consumo da chia em semente, ou do seu 6leo,
esté totalmente relacionado a uma boa sadde.

Na industria, a producdo de dleo de chia é feita através de
prensagem a frio das sementes. Este processo gera como residuo a torta
de chia, que atualmente ¢ utilizada na fabricacdo de farinha de chia e
racdo animal, produtos estes que possuem baixo valor agregado. Visto
gue a chia é uma importante fonte de &cidos graxos essenciais e
compostos fendlicos, supde-se que o0 subproduto gerado a partir da
prensagem das sementes mantenha estes compostos, ou ao menos parte
deles. Atualmente, sdo escassos estudos que utilizam a torta de chia
como matéria-prima para obtencéo de compostos biologicamente ativos.
Desta forma o reaproveitamento da torta de chia e sua utilizacdo na
extracdo de compostos de interesse, possibilita a valorizacdo bioldgica e
nutricional, além da agregacdo de valor deste subproduto.

A extracdo de 6leo a partir de matrizes vegetais por vezes é
realizada com o auxilio de solventes organicos. Entretanto, o processo
de eliminacdo do solvente é um processo que requer temperaturas
relativamente altas, o que pode causar a degradacdo de compostos de
interesse presentes nos extratos, além de poder deixar residuos no
produto e ser prejudicial ao meio ambiente.

A extracdo supercritica (ESC) é uma alternativa de extracio
gue proporciona grandes vantagens perante as técnicas de extracdo a
baixa pressdo, como a auséncia de luz e de oxigénio durante o processo
de extracgdo, reduzindo a incidéncia de reagdes de degradacdo (PALMA,;
TAYLOR, 1999), além de permitir a modulacdo continua do poder de
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solvatagdo e da seletividade do solvente (REVERCHON; DE MARCO,
2006). Por fim, é um processo amigavel para 0 meio ambiente por
produzir extratos isentos de solvente organico e por permitir o continuo
reaproveitamento do solvente supercritico. A modulacdo do poder de
solvatacdo do solvente é uma propriedade que confere grande
versatilidade ao processo de extragdo supercritica. Desta forma, esta é
uma caracteristica que pode ser explorada e estudada mais a fundo
através da realizacdo de ensaios de extracdo supercritica sequencial
(ESC-S).

A aplicacdo industrial da ESC ainda é escassa, apesar de todas
as vantagens ja conhecidas, principalmente devido ao alto custo para
implementacdo de uma unidade. Esta questdo deve ser detalhadamente
estudada, a fim de viabilizar economicamente o processo. Sdo também
escassos estudos relacionados a aplicacdo de etapas sequenciais e de
despressurizacdo rapida em processos de ESC, 0s quais permitem o seu
aprimoramento e reducédo de custos. Desta forma, torna-se necessaria a
realizacdo de estudos relativos a melhoria do processo, estimativa de
custos e analise da viabilidade econémica de ESC, buscando a sua
aplicacdo industrial.

Este trabalho dedica-se, portanto, a estudar e comparar
técnicas de extracdo a baixa e alta pressdo, aplicadas para a valorizacao
do subproduto da obtencdo do 6leo de semente de chia, bem como
buscar condi¢cBes de operacdo que tornem o processo de ESC mais
viavel.
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1.1.0BJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Estudar a extracio supercritica da torta de chia buscando

concentrar compostos bioativos, avaliando variaveis operacionais,
custos e 0s mecanismos de transferéncia de massa envolvidos no
processo.

1.1.2. Objetivos Especificos

a)
b)

d)

€)

f)

9)

h)

Obter extratos de torta de chia através de diferentes sistemas de
extracdo a baixa presséo.

Obter extratos de torta de chia através de ESC com CO2, em
diferentes condi¢Bes de pressdo e temperatura de operagédo e
comparar o rendimento de ESC com as técnicas de extracdo a
baixa pressao;

Avaliar e comparar a atividade antioxidante dos extratos
obtidos em extracdes a baixa pressdo e ESC através do método
ABTS;

Determinar e comparar o teor de fendlicos totais dos extratos
obtidos em extragdes a baixa pressdo e ESC através do método
de Folin-Ciocalteau;

Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana in vitro dos
extratos dos extratos obtidos em extracOes a baixa pressdo e
ESC;

Avaliar e comparar o perfil de &cidos graxos dos extratos
obtidos em extracdes a baixa pressdo e ESC através de
cromatografia gasosa;

Definir condi¢bes operacionais e o tipo de solvente orgénico
para 0s experimentos de ESC com CO; + cossolvente,
realizando ensaios com diferentes concentracBes de
cossolvente;

Selecionar condicfes Otimas de pressdo, temperatura,
concentracdo e tipo de cossolvente para a aplicacdo em cada
etapa de ESC-S, visando a obtengdo de diferentes frages de
extratos;

Avaliar extratos e rendimento das diferentes etapas da ESC-S e
comparar com extratos obtidos através de ESC;
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)
k)

Realizar estudo das curvas cinéticas de ESC e ESC-S e
aplicacdo de modelos matematicos apresentados na literatura;
Realizar a estimativa de custos dos processos de ESC,
avaliando diferentes condiges operacionais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CHIA

A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbacea anual, que
pertence a familia Lamiaceae, nativa do sul do México e norte da
Guatemala (IXTAINA; NOLASCO; TOMAS, 2008). Seu cultivo se da
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Apesar de pouco
tolerante ao frio, a chia pode ser cultivada em estufas, como é o caso em
algumas partes da Europa (HUXLEY, 1992). Atualmente a chia é
cultivada comercialmente no México, Bolivia, Argentina, Equador e
Guatemala (COATES; AYERZA, 1996).

Sementes de Chia foram muito utilizadas pelas tribos astecas.
Elas sdo importantes ndo sé6 como alimento, mas também na fabricagéo
de medicamentos e tintas. E tradicionalmente consumida no México e
no sudoeste dos Estados Unidos, em uma quantidade menor na América
do Sul, mas ndo é amplamente conhecida na Europa. A chia tem sido
investigada e recomendada devido ao seu teor de Oleo, proteina,
antioxidantes e teor de fibra dietética (PALMA; DONDE; LLOYD,
1947; EARLE et al., 1960; BUSHWAY et al., 1981; TAGA et al., 1984;
AYERZA, 1995). Atualmente, o 6leo de semente de chia tem recebido
maior atencdo da populacdo, uma vez que pode melhorar a nutri¢do
humana, sendo uma fonte natural de acidos graxos ®-3, ®-6 e
antioxidantes.

2.1.1. Composic¢do nutricional da semente de chia

A semente de chia € rica em diversos micro e macronutrientes
essenciais a sallde humana, como calcio (456 mg/100 g), proteinas (24
9/100 g) e fibras (30 g/100 g) (JIN et al., 2012).

Gréos de chia tém sido estudados principalmente devido a
qualidade do seu dleo. A semente contém entre 0,25 e 0,38 g de 6leo/g
de semente, onde os constituintes principais sdo os triglicerideos, nos
quais os acidos graxos poli-insaturados (4cido a-linolénico e &cido
linoleico) estdo presentes em quantidades elevadas (AYERZA, 1995;
IXTAINA et al, 2011a; PALMA; DONDE; LLOYD, 1947). Estes
compostos sdo considerados essenciais porque o corpo humano néo é
capaz de sintetiza-los, por isso, incorpora-los na dieta é extremamente
importante no que diz respeito a salde.
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Os acidos graxos essenciais estdo divididos em dois grandes
grupos, que sio os acidos graxos da familia Omega 3 (0-3) e Omega 6
(w-6). (GIBSON; MAKRIDES, 2000; DE ANGELIS, 2001). Os acidos
graxos ®-3 ¢ ®-6 apresentam insaturagdes separadas por um carbono
metilénico, com a primeira instauracdo no terceiro e no sexto carbono,
respectivamente, sendo a cadeia enumerada a partir do grupo metil
terminal. A Figura 1 apresenta as estruturas dos acidos linoleico e a-
linolénico.

Figura 1: Estruturas dos Omega 6 (a) e Omega 3 (b)

(@)

| 2 3 4 5 6 ] 3 ] 10 11 12 13 4 15 16 17 18
Fonte: NAKAMURA; NARA, (2004); MARTIN et al., (2006).

O consumo de Oleos ricos em &cidos graxos ®-3 € muito
importante pois eles desempenham um papel fundamental na prevencao
e tratamento de doencas das artérias coronarias, hipertensdo, diabetes,
artrite, outras doencas inflamatérias e autoimunes e cancer
(SIMOPOULOS, 1991). Os &cidos graxos poli-insaturados acido a-
linolénico, e 4&cido linoleico inibem a proliferagdo de linfdcitos e
citocinas proé-inflamatorias, incidéncia de doencas cardiovasculares e
mantém a integridade das membranas celulares e dos
neurotransmissores (YAO et al., 2012; LUDWIG et al., 2013).

Fontes alimentares de acido graxo poli-insaturado ®-3 incluem
o6leos de peixe ricos em acidos eicosapentaendico e docosahexaenoico, e
plantas ricas em acido o-linolénico (ALA) (HARPER, JACOBSON,
2001). A chia possui 25-38% de 6leo em peso, com a maior proporcdo
de ALA (~60%) em comparacdo com outras espécies vegetais
conhecidas, e um alto teor de &cido linoleico (LA) (~20%) (AYERZA,
1995, ALI et al., 2002, PALMA, DONDE, LLOYD, 1947). Dubois et
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al. (2007) tém considerado dleo de semente de chia como uma fonte
interessante destes dois acidos graxos essenciais, com um bom
equilibrio entre suas quantidades. A Tabela 1 apresenta o perfil de
acidos graxos de extratos de semente de chia obtidos por Ixtaina et al.
(2011b).

Tabela 1: Perfil de acidos graxos da chia

Acidos Graxos 250 bar— 250 bar— 450 bar— 450 bar— Soxhlet -
(%) 40 °C 60 °C 40 °C 60 °C hexano

Acido
palmitico 66+04 66+02 67+04 6,7£04 6,22+x04
(16:0)
Acido estearico

(18:0) 2,7+01 28+01 30+03 30+02 3,007

Acido oleico

(18:1) 52+01 55+£03 52+06 5001 5x1

Acido linoleico
(18:2)
Acido a-
linolénico 655+03 649+04 649+07 650+04 656+0,8

(18:3)

200+0,0 202+00 201+01 203+01 19,8+0,0

Fonte: Ixtaina et al. (2011b)

Muitos dleos vegetais sdo protegidos por antioxidantes
polifendlicos enddgenos naturais. Estes antioxidantes exercem um efeito
protetor em lipidios de plantas, ja que 6leos naturais contém altas
concentracdes de acidos graxos poli-insaturados (PRATT, 1980) que séo
geralmente muito susceptiveis a oxidacdo. Os polifendis responsaveis
por essa acdo protetora sao geralmente flavondides e derivados de &cido
cindmico, que ocorrem abundantemente em todo o reino vegetal
(PRATT, 1976; HUDSON 1983).

Antioxidantes naturais protegem o corpo humano contra
radicais livres, inibem muitas doengas crénicas e previnem a oxidacgao
lipidica em alimentos. Compostos fenolicos sdo importantes
componentes de muitas plantas comestiveis, incluindo soja, canola,
linhaca e azeite de oliva, que sdo usados como fontes de alimento ou
ingrediente alimentar (ALU’ DATT et al., 2013).

Sementes de chia sdo uma promissora fonte de antioxidantes,
devido & presenca de polifendis, &cidos clorogénico e cafeico,
miricetina, quercetina e kaempferol (IXTAINA et al., 2011a; REYES-
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CAUDILLO; TECANTE; VALDIVIA-LOPEZ, 2008) que sio capazes
de proteger o organismo contra condi¢des adversas, como doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancer (AYERZA; COATES, 2001;
CRAIG, 2004).

No estudo realizado por Ixtaina et al. (2011a) foram obtidos
extratos de chia através de prensagem e extracdo em Soxhlet com
hexano. Os principais compostos fendlicos detectados foram Aacidos
clorogénico e cafeico, seguido de miricetina, quercetina e kaempferol.
Estes compostos também foram encontrados em sementes de chia em
estudos realizado por Reyes-Caudillo, Tecante e Valdivia-L6pez (2008)
e Taga et al. (1984). E interessante notar que a maior parte dos
compostos polifendlicos encontrados em 6leo de semente de chia ndo
estdo presentes em outras oleaginosas (TUBEROSO et al., 2007).

2.1.2. Processamento da chia e residuos gerados

No Brasil existem poucas industrias processadoras de chia. A
producdo industrial de dleo de chia é realizada através de extracdo por
prensagem a frio. Como resultado da prensagem da chia, obtém-se o
6leo e a torta de chia. O 6leo prossegue na linha de producdo até o
envase, e a torta de chia torna-se um residuo de processo, sendo
geralmente comercializada como racdo animal ou como farinha, a um
baixo custo.

Capitani et al. (2012) realizaram um estudo com residuos
solidos de extragdo em Soxhlet com hexano e através de prensagem
mecanica. Como resultado, percebeu-se que o0s residuos sélidos de
prensagem exibiram uma atividade antioxidante elevada, que esta
associado a presenca de compostos polifendlicos e de tocoferdis. Além
da propriedade antioxidante, propriedades funcionais e capacidade de
formacdo de emulsdes estaveis também foram mantidas. Estas
caracteristicas tornam subprodutos da chia interessantes na fabricagdo de
produtos tais como sobremesas, bebidas, pées, geleias, emulsdes,
biscoitos, entre outros (CAPITANI, 2012).

2.2. ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substéncias capazes de inibir ou retardar
significativamente a oxidagdo de substratos oxidaveis. A importancia
dos antioxidantes para os alimentos e sistemas biolégicos é bem
conhecida, uma vez que protegem 0s mesmos dos processos oxidativos
(BISCAIA, 2007).
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Os antioxidantes podem ser enzimas (superoxido dismutase e
catalase), vitaminas (vitamina E, B-caroteno, vitamina C), minerais
(selénio vinculado a enzimas) e acidos fendlicos. S&o compostos
capazes de capturar radicais livres, prevenir doencas do coracdo,
doencas degenerativas, cancer e catarata (VILLARREAL-LOZOYA,
LOMBARDINI; CISNEROS-ZEVALLQS, 2007).

A origem das substancias antioxidantes pode ser sintética ou
natural. Os antioxidantes butil-hidroxianisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e galato de
propila (GP) sdo exemplos de antioxidantes sintéticos que atuam
inibindo a etapa de propagacdo da reacdo de oxidagdo. Antioxidantes
sintéticos sdo amplamente utilizados, no entanto eles apresentam
diferentes problemas toxicolégicos (AMAROWICZ et al., 2000). A
legislacdo sobre a seguranca dos alimentos tornou-se progressivamente
mais rigorosa, exigindo o uso de testes de toxicidade para os
antioxidantes sintéticos. Adicionalmente, os consumidores tendem a
usar produtos naturais como antioxidantes, como estes sdo mais seguros
e ndo necessitam de pré-teste (MASON et al., 2007).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de muitas
espécies de plantas, normalmente daquelas utilizadas como
condimentos, por serem excelentes fontes de compostos fendlicos. Tais
substancias tém demonstrado alto potencial antioxidante, podendo ser
utilizadas como conservantes naturais em alimentos (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996).

2.2.1. Compostos fendlicos

Quimicamente, os compostos fenodlicos sdo definidos como
substancias que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005).

Originados do metabolismo secundério das plantas, os compostos
fendlicos sdo essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além
disso, se formam em condigdes de estresse como, infecgdes, ferimentos,
radiac@o ultravioleta, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os compostos fenolicos sdo considerados 0s componentes
antioxidantes mais importantes presentes em especiarias € em outros
materiais derivados das plantas, e existe uma grande correla¢éo entre a
concentracdo de fendlicos e a capacidade antioxidante total (HU;
SKIBSTED, 2002). Um grande ndmero de plantas aromaticas e
medicinais contém compostos quimicos que exibem propriedades
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antioxidantes, e estes efeitos sdo devidos principalmente aos compostos
fenolicos, tais como flavondides, acidos fendlicos e diterpenos fendlicos
(PIETTA;  SIMONETTI; MAURI,  1998;  MILIAUSKAS;
VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004).

Os é&cidos fendlicos estdo reunidos em dois grupos: derivados do
acido hidroxicindmico e derivados do A&cido hidroxibenzdico. Os
derivados do é&cido hidroxicindmico sdo compostos fendlicos de
ocorréncia natural que possuem um anel aromatico com uma cadeia
carbénica, constituida por trés carbonos, ligada ao anel. Os acidos p-
cumarico, ferdlico, caféico e sinaptico sdo os hidroxicinamicos mais
comuns na natureza (BELITZ; GROSCH, 1988; DURAN; PADILLA,
1993; HARBORNE, 1973).

O 4cido cafeico, composto fendlico presente na semente de chia,
€ um derivado do acido cindmico, juntamente com o acido p-coumarico,
acido ferulico e acido sinéptico. Praticamente todos os tecidos vegetais
possuem ao menos um destes quatro &cidos (SIMOES et al., 2010). Esse
polifenol esta presente em muitas fontes de alimentos, incluindo bebidas
de café, mirtilos e macéds (CLIFFORD, 2000). Além de atuar como um
inibidor de cancer (HUANG; FERRARO, 1992; GREENWALD, 2004),
sabe-se também que o acido cafeico possui atividade antioxidante in
vitro (SANCHEZ-MORENGO; JIMENEZ-ESCRIG; SAURA-
CALIXTO, 2000).

Entre os compostos derivados do acido cafeico, tem-se o acido
clorogénico, também presente na semente de chia. Este é um composto
fendlico formado pela esterificagdo do acido cafeico com o &cido
quinico. O 4cido clorogénico, assim como o0 acido cafeico, possui
grupos hidroxila vizinhos em um residuo aromatico, que exibem
atividades anti-mutagénicas, anticancerigenas e antioxidantes, in vitro,
gue possuem a capacidade de eliminar as espécies reativas de oxigénio
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

Os compostos kaempferol, quercitina e miricetina séo
flavonoides, da sub-classe flavondis, presentes na semente de chia. Os
flavonoides exibem propriedades antioxidantes fortes, proporcionando
atividade eliminadora direta ao impedir a reagdo de Fenton, relacionada
com oxigénio (BRANDI, 1992). A peroxidacdo lipidica pode
desempenhar um papel importante no envelhecimento celular e
toxicidade de oxigénio em geral. Os flavonoides inibem a peroxidacéo
lipidica ndo enzimética (MORA et al., 1990), sendo encontrados em
relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais
(SIMOES et al., 2010).
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2.3. METODOS DE EXTRACAO

Existem diversos métodos para a extracdo dos compostos
antioxidantes de matrizes vegetais, conhecidos também como
substancias bioativas. Dentre esses, estdo 0s processos tradicionais de
extracdo a baixa pressdo, como Soxhlet, ultrassom e maceracdo, que
utilizam normalmente os solventes organicos, e como alternativa pode-
se citar também os processos baseados em tecnologia supercritica, 0s
quais utilizam solventes em estado supercritico.

Antes de executar a extracdo, devem-se levar em consideracao
as caracteristicas do material vegetal, o seu grau de divisdo, 0 meio
extrator e a metodologia empregada no processo de extracdo do Oleo
(SIMOES et al., 2010). O solvente escolhido deve ser o mais seletivo
possivel. E gracas a seletividade que é possivel extrair apenas as
substancias desejadas ou maior quantidade das mesmas. Como a
seletividade depende da polaridade, o conhecimento do grau de
polaridade do grupo de substéncias que se deseja preferencialmente
extrair determina o solvente ou mistura de solventes que mais se
aproxima do Otimo de seletividade para uma determinada extracdo
(SIMOES et al., 2003).

2.3.1. Extracio em Soxhlet

As mais notaveis vantagens que o método de extracdo em
Soxhlet apresenta sdo: A amostra estd sempre em contato com o
solvente, havendo sua constante renovacéo, o que facilita o equilibrio da
transferéncia; A temperatura do sistema mantém-se relativamente alta,
sendo esta a temperatura de ebuli¢cdo do solvente empregado, o que pode
contribuir para a extracdo dos compostos que se encontram nos poros da
matriz s6lida; E uma metodologia muito simples que n&o requer treina-
mento especializado e que possibilita a extracdo de uma quantidade
maior de 6leo em relacdo a outros métodos, sem a necessidade de
filtracdo da micela apds o término da extracdo, pois a amostra esteve
envolta no cartucho durante todo o procedimento; Existe a possibilidade
de se realizar varias extracdes simultaneamente, devido ao baixo custo
do equipamento (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010;
LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

Uma desvantagem da extracdo em Soxhlet é a necessidade de
um longo tempo de extracdo (horas) e a geracdo de quantidades
consideraveis de residuos de solventes, o que cria problemas ambientais
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e custos para o tratamento do residuo. Além disso, a amostra em contato
com o solvente permanece em temperatura maior que a temperatura
ambiente, podendo chegar até a temperatura de evaporacdo dos
solventes. Isto pode acarretar a perda de compostos alvos termolabeis
(LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

2.3.2. Ultrassom

O ultrassom € uma onda mecanica que se diferencia do som
audivel pelos seres humanos por apresentar frequéncias maiores que 20
kHz (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE; PERALBO-
MOLINA, 2011; CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011) e propaga-se em
meios sélidos, liquidos e gasosos (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2007; SERRADILLA; PRIEGO-CAPOTE; LUQUE DE
CASTRO, 2007). Um dos fendmenos produzidos quando o ultrassom
propaga-se nos liquidos é o fendmeno de cavitagdo (ESCLAPEZ et al.,
2011). Este fendbmeno é caracterizado por ciclos de expansdo e
compressdo que geram bolhas no interior do liquido empregado no
processo, que ndo podendo mais absorver a energia gerada pelo
ultrassom, implodem, liberando grande quantidade de calor e exercendo
elevadas pressdes proximas a regido da implosdo (LUQUE DE
CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2007; CARCEL et al., 2012; VEILLET
et al., 2010). A presenca de materiais solidos no sistema provoca uma
implosdo assimétrica das microbolhas, gerando jatos que colidem com
as superficies solidas e também ocasiona a circulagdo de liquidos,
devido a turbuléncia gerada (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE; 2007; SHIRSATH et al., 2012). Essas colisbes fazem com
gue células vegetais sejam rompidas, facilitando a difusdo do solvente
extrator para o interior da matriz, aumentando o contato entre as fases
soluto/solvente e assim, facilitando a liberagcdo dos extratos (LUQUE
DE CASTRO; PRIEGO-CAPQOTE, 2007). Além disso, o calor liberado
pelas implosGes aumenta a solubilidade dos analitos, favorecendo o
aumento da eficiéncia da extracdo (VEILLET et al., 2010).

A utilizacdo de ultrassom em processos de extracdo tem
chamado cada vez mais a atencdo devido a sua maior eficiéncia e ao
reduzido tempo de extragdo, comparado com as extracdes
convencionais, tais como em Soxhlet e maceragdo (MA et al., 2008).

Outro efeito que ocorre durante a cavitacdo é a formacdo de
radicais, que podem eventualmente reagir com 0s compostos de
interesse presentes na amostra, ocasionando a oxidagdo dos mesmos
(SORIA; VILLAMIEL, 2010), o que torna isso uma desvantagem do
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método. Esses radicais sdo formados devido a dissociacdo da molécula
da 4gua ou de outros gases que possam migrar para o interior da bolha
causada pelo calor e a alta pressdo produzida durante a implosdo das
bolhas de cavitagcdo (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2007).

Os dispositivos mais comuns para aplicagdo de ondas
ultrassonicas sdo banho e sonda. Apesar de 0s banhos serem o0s
equipamentos mais utilizados, estes apresentam desvantagem por
dificultar a reprodutibilidade experimental: a falta de uniformidade na
distribuicdo da energia ultrassdnica, uma vez que apenas uma pequena
fracdo do volume total de liquido nas imediagdes da fonte de ultrassom
sofre cavitagdo (LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003).
Devido & sonicacéo direta, é conveniente resfriar o sistema de extracéo,
pois a absor¢édo da energia ultrassénica gera um aumento de temperatura
(SHIRSATH et al., 2012), o que pode resultar na degradagdo de
substéncias termolabeis.

Em relagdo a extragdo em Soxhlet, a extracdo com ultrassom
apresenta como vantagens o aumento da polaridade do sistema através
da cavitacdo, levando a um aumento da eficiéncia de extra¢do; permite a
adicdo de um cossolvente que aumente a polaridade da fase liquida;
possibilita a extracdo de compostos termicamente sensiveis que sofrem
alteragdes nas condicGes operacionais de extracdo em Soxhlet e ainda
apresenta tempo de operacdo inferior ao empregado nesta técnica
(LUQUE-GARCIA; LUQUE DE CASTRO, 2003). Da mesma forma
gue na extracdo em Soxhlet, na extra¢do por ultrassom é necessaria uma
etapa de eliminacdo do solvente para a obtencdo do extrato. Desta
forma, a extracdo por ultrassom gera residuos de solvente, que devem
ser tratados de maneira correta, visando ndo prejudicar o meio ambiente.
Além disso, a extracdo por ultrassom necessita de um processo de
filtracdo, para a separacdo da matéria-prima sélida da solucdo com
extrato.

Segundo Vinatoru (2001), o emprego do ultrassom pode ser
uma importante ferramenta para industria de extracdo de fitoquimicos,
podendo ser utilizado em pequena ou grande escala.

2.3.3. Maceracédo

A maceragdo é uma técnica de extracdo realizada em recipiente
fechado, temperatura ambiente, durante um longo periodo (horas ou
dias), sob agitagdo ocasional e sem renovacdo do solvente extrator. Essa
técnica utiliza solventes orgénicos em funcdo da polaridade. Pela
natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja
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devido a saturacdo do liquido extrator, ou ao estabelecimento de um
equilibrio difusional entre 0 meio extrator e o interior da célula (FERRI,
1996).

Assim como para a extracdo em Soxhlet, a maceragdo requer
uma etapa posterior de eliminacdo do solvente, exigindo um grande
dispéndio de energia. Este tipo de extracdo produz residuos prejudiciais
ao meio ambiente e extratos ndo totalmente livres de solvente. Além
disso, 0 uso prolongado e de grande quantidade de solventes organicos
pode acarretar problemas a saide humana (DIAZ-REINOSO et al.,
2006; OZCAN; OZCAN, 2004). Na extragdo por maceragio também ha
a necessidade de uma etapa filtracdo, para separa¢do da amostra sélida
da solucdo de extrato.

2.3.4. Extracao supercritica (ESC)

A extracdo supercritica surge como alternativa a extragcdo com
solventes que sdo largamente usados hoje pelas industrias farmacéutica,
quimica e de alimentos (PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008). A
extracdo com solventes organicos deixa residuos indesejaveis no
produto final (LI; BELLMER; BRUSEWITZ, 1999). Dessa forma,
tecnologia supercritica € uma opcdo para obter os compostos de
interesse com um processo com baixos impactos ambientais.

A tecnologia supercritica permite a extracdo de compostos ativos
de plantas com uma melhor reproducéo de aromas do que as operacoes
convencionais. A degradacdo térmica de compostos sensiveis é evitada
por operar em temperaturas mais baixas enquanto a auséncia de luz e
oxigénio previne reacBes de oxidacdo, o que constitui uma grande
vantagem para a extracdo de antioxidantes, garantindo a conservacao de
suas propriedades biol6gicas. Os materiais processados por fluidos
supercriticos ndo necessitam de uma etapa a parte para esterilizacéo,
uma vez que o gradiente de pressdo na saida do extrator pode gerar
extratos livres de microrganismos vivos e de esporos (ADIL et al., 2007;
CORTESI et al., 1999; DIAZ-REINOSO et al., 2006). Depois de
extraidos 0s compostos de interesse, a matriz pode ser usada em outras
aplicacdes como alimentagdo animal, por exemplo, por ndo possuir
residuo de solvente (MEZZOMO, 2008).

A tecnologia de extracdo com fluido supercritico teve grandes
avancos desde a sua criacdo e € um método de extracdo utilizado em
muitas indUstrias de processamento de alimentos, farmacos e
cosméticos. Ao longo das duas Ultimas décadas, a ESC foi bem recebida
como uma técnica de processamento ambientalmente amigavel, sendo
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em alguns casos, uma alternativa a extracdo de produtos naturais com
solvente organico (HERRERO et al.,, 2010). Alguns exemplos da
utilizacdo da ESC sdo a remocéo da cafeina de grdos de café e folhas de
cha preto, producdo de extrato de ldpulo, extracdo de compostos
aromaticos de especiarias, além da extracdo de componentes nocivos a
partir de produtos nutracéuticos (BRUNNER, 1994; BRUNNER, 2005;
KORHONEN, 2002).

A ESC trata-se de uma tecnologia de separacdo que utiliza um
solvente no estado supercritico. Uma substancia pura se encontra no
estado supercritico quando sua temperatura e pressao estdo acima dos
valores criticos, ponto critico (BRUNNER, 1994).

Algumas vantagens da ESC sobre as técnicas convencionais de
extracdo estdo relacionadas a possibilidade de ajuste continuo do poder
de solvatacdo e seletividade do solvente, a ndo utilizacdo de solventes
organicos poluentes e auséncia da necessidade de uma etapa de
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 reacfes de
oxidagdo (REVERCHON; DE MARCO, 2006; DIAZ-REINOSO et al.,
2006).

Uma das poucas desvantagens da ESC é o aumento dos custos
de investimento, se comparada as técnicas tradicionais de extracdo a
pressdo atmosférica (REVERCHON; DE MARCO, 2006). Apesar disso,
€ um dos poucos processos que apresentam capacidade de produzir
produtos isentos de solventes e de lidar com material de alta viscosidade
(BRUNNER, 2005).

A extracdo com fluidos supercriticos € uma operagdo unitéria por
contato que se fundamenta no equilibrio de fases (solubilidade) e nas
propriedades fisico-quimicas dos fluidos supercriticos. Esta técnica é
particularmente efetiva no isolamento de substancias de massa molar
média e polaridade relativamente baixa (PEREDA; BOTTINI;
BRIGNOLE, 2008).

Um fluido supercritico (FSC) é qualquer substancia a uma
temperatura e pressdo acima de seu ponto critico (Figura 2). A
temperatura critica (Tc) é a temperatura mais alta, na qual o gas pode ser
convertido em liquido pelo aumento da pressdo. A pressao critica (Pc) é
a pressdo mais elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gas
pelo aumento da temperatura do liquido (GOMEZ; OSSA, 2002;
FREITAS, 2007).
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Figura 2: Diagrama pressao-temperatura para um componente puro
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A area em torno do ponto critico de um componente (ou de uma
mistura) pode ser chamada de “regido critica”, abrangendo condigdes
sub e supercritica. As propriedades do fluido supercritico com maior
importancia para a extracdo sdo a densidade, a viscosidade e o
coeficiente de difusdo, os quais tomam valores que se aproximam dos
valores dos liquidos, no caso da densidade e que se aproximam dos
gases, no caso da viscosidade. Nas proximidades do ponto critico é onde
se produzem com pequenas alteraces de pressdo e temperatura, as
maiores variacbes na densidade do fluido supercritico e por
consequéncia do seu poder solvente (BRUNNER, 1994).

No caso de uma mistura, a mesma se encontra no estado
supercritico se, em determinada concentracéo, a pressdo e a temperatura
sdo iguais ou superiores a do ponto critico da mistura. No ponto critico
as fases gasosa e liquida de um componente se tornam idénticas, e as
fases coexistem (BRUNNER, 1994).

O fluido supercritico mais utilizado é o dioxido de carbono
(propriedades criticas: 31,1°C e 7,38 MPa). O CO; é barato, ecoldgico,
seguro e apresenta alta difusividade combinada com forca de solvente
facilmente ajustavel. Na temperatura e pressdo ambiente o CO; é
gasoso, 0 que torna a recuperacdo do analito muito simples e livre de
solventes. Além disso, na preparagdo de amostras de produtos naturais e
alimentos € importante a capacidade de operar em baixas temperaturas
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usando um meio ndo oxidante, o que permite a extracdo de compostos
termicamente labeis ou compostos facilmente oxidaveis (BRUNNER,
1994; HERRERO et al., 2010).

2.3.4.1 Fendmenos de transporte na extragdo supercritica

Pardmetros cruciais na ESC sdo a vazdo de solvente, tamanho de
particula de sélido e duragdo do processo. Outros fatores determinantes
do processo de extracdo sdo o poder de solubilizacdo e a seletividade do
solvente com relacdo aos componentes de interesse e a capacidade de
difusdo destes no fluido. A selecdo correta destes parametros é
fundamental para a otimizacdo da extracdo dos compostos desejados em
menor tempo (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Quanto maior o poder de solvatacdo, maior a solubilidade de
um determinado composto e maior o numero de compostos
solubilizaveis 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
determinado pela diferenca no estado de equilibrio (BRUNNER, 1994;
MUKHOPADHYAY, 2000; AGHEL et al., 2004).

A extracdo supercritica ocorre basicamente através de dois
fendmenos: solubilizacdo dos compostos presentes na matriz sélida e
separacdo desses do solvente supercritico. Durante a extragdo, o
solvente flui através do leito de particulas, solubilizando os compostos
presentes na matriz vegetal. O solvente sai do extrator carregando as
substancias solubilizadas, e por meio da reducéo da pressdo, o extrato é
liberado do solvente (PEREIRA; MEIRELES, 2010).

Na extracdo supercritica ocorre a transferéncia de massa e de
calor. A capacidade do fluido supercritico de transportar massa €
determinada pela sua viscosidade, ja a capacidade de transportar
energia, ¢ determinada pela condutividade térmica, e o transporte
molecular é determinado pelo coeficiente de difusdo. O aumento da
pressdo influencia drasticamente estas propriedades de transporte
(BRUNNER, 1994).

Um pardmetro importante que influencia no transporte de
substancias, além do tamanho, geometria e distribuigéo de particulas, é a
distribuicdo inicial das substancias do extrato dentro do substrato sélido.
As substancias podem estar absorvidas na superficie externa, sobre a
superficie de poros, uniformemente distribuidas dentro do sélido ou no
interior das células vegetais. Cada uma destas diferentes distribuices
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tem alguma influéncia no processo de extragdo. Durante a transferéncia
de massa no leito de extracdo formam-se perfis de concentracdo de
extrato no sélido e no solvente. O fluido supercritico passa através do
leito e extrai 0s componentes até a matriz ser esgotada. A concentragdo
do extrato aumenta na direcdo deste fluxo (BRUNNER, 1994;
BRUNNER, 2005). A extracdo de compostos sollveis de recursos
vegetais sélidos ocorre em vdrias etapas paralelas e consecutivas
(BRUNNER, 1994):
1) A matriz absorve o solvente supercritico e outros fluidos
(se adicionados a extracdo). Isto ocasiona o inchago das
membranas e do interior das células do material,
diminuindo a resisténcia ao transporte de massa.
2) Em paralelo, os extratos séo dissolvidos pelo solvente,
sendo que, uma reagdo quimica pode ocorrer antes disso.
3) Os compostos dissolvidos sdo transportados para a
superficie externa do solido, sendo a difusdo o
mecanismo predominante neste caso.
4) Os compostos dissolvidos passam pela superficie externa
do s6lido, quando uma mudanca de fase pode ocorrer.
5) Os componentes sdo transportados da camada da
superficie do sélido para a massa de fluido supercritico.
Ocorre subsequentemente a remog¢do dos compostos
dessa massa de solvente supercritico.

A extracdo de compostos da matriz sélida ocorre através do
contato do substrato sélido com um fluxo continuo de solvente
supercritico, na maior parte dos casos, forma um leito fixo, através do
gual o fluido supercritico escoa e extrai componentes da matriz até que
esta seja esgotada (BRUNNER, 1994).

2.3.4.2. Curvas de extragéo supercritica

Tanto para o solido quando para o solvente, a extracdo
supercritica € um processo transiente. O comportamento do processo de
extracdo pode ser observado através da determinacdo da quantidade de
extrato para cada tempo de extracdo. A partir destes dados, mais
informagBes do processo podem ser obtidas (BRUNNER, 1994). A
otimizagdo de um processo industrial de ESC requer o conhecimento de
dados termodindmicos (solubilidade e seletividade) e dados cinéticos
(taxa de transferéncia de massa) (FERREIRA et al., 1999).
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A representacdo da cinética de extracdo supercritica é feita
através da construcdo da curva de extracdo, que comumente €
apresentada como um grafico da massa acumulada de extrato em fungéo
do tempo de extragcdo. A curva obtida depende dos parametros de
processo e dos fendmenos que ocorrem no leito fixo durante a extracéo.
S8o varios os fatores que afetam o comportamento das curvas de
extracdo, como por exemplo, vazdo de solvente utilizada, tamanho da
particula formadora do leito. Desta forma é dificil fazer a comparagédo
entre curvas obtidas a partir de matérias-primas diferentes e de
diferentes equipamentos, mas as informagbes que ela pode fornecer
como a duracdo da etapa de taxa constante de extracdo (descrita na
sequéncia) sdo Uteis para comparar uma série de experimentos com o
mesmo substrato e 0 mesmo equipamento (BRUNNER, 1994).

De acordo com Sovovd (1994) as curvas de extragdo sdo
divididas em trés periodos, controlados por diferentes mecanismos de
transferéncia de massa. Na Figura 3 estdo representados os periodos: (1)
periodo de taxa constante de extracdo (CER); (2) periodo de taxa
decrescente de extragio (FER) e (3) periodo difusional (SOVOVA,
1994; TALANSIER et al., 2008; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009; PEREIRA; MEIRELES, 2010).

1) Etapa com taxa constante de extragcdo (CER) a superficie
externa da particula estd coberta com o soluto, que é
chamado “soluto de facil acesso”. Neste periodo a
convecgdo é o0 mecanismo dominante e, portanto, a
resisténcia a transferéncia de massa esta na fase fluida;

2) Etapa com taxa decrescente de extracdo (FER): falhas na
cobertura de soluto sobre a superficie externa comecam a
aparecer, dando inicio & difusdo do soluto presente no
interior da particula. Nesta etapa os mecanismos de
transferéncia de massa por difusdo e por conveccédo
ocorrem simultaneamente;

3) Etapa difusional: a camada externa de soluto praticamente
desaparece. A transferéncia de massa se da por difusdo
do interior das particulas do substrato. Neste periodo a
resisténcia a transferéncia de massa esté na fase sélida.
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Figura 3: Representacdo das trés etapas da extragdo de uma curva de ESC
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2.3.4.3 Rendimento Global de Extracéo

O rendimento global é definido como a quantidade maxima de
soluto que pode ser extraido do substrato sélido em determinadas
condi¢des de temperatura e pressdo. Em outras palavras, € o rendimento
obtido em um processo exaustivo. A construcdo de isotermas do
rendimento global permite analisar os efeitos da temperatura e da
pressdo sobre a extracdo. Esta andlise pode ser feita em termos de
rendimento global de extragdo como um todo ou do rendimento global
de um composto especifico. O rendimento global esta estreitamente
relacionado com a solubilidade do soluto (ou mistura de solutos) no
fluido supercritico (PEREIRA; MEIRELES, 2010).
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2.3.4.4. Extracdo supercritica sequencial (ESC-S)

O dioxido de carbono é o fluido no estado supercritico mais
aplicado em alimentos e produtos farmacéuticos. No entanto, a extracéo
utilizando diéxido de carbono supercritico (SC-CO;) é restrita para
substancias apolares ou de baixa polaridade. Diante dessa situacdo, uma
alternativa para a utilizagdo de SC-CO; na separa¢do de compostos mais
polares, é utilizar agua ou etanol como cossolvente com objetivo de
aumentar a polaridade (BITENCOURT et al., 2014).

Além disso, a utilizagdo de técnicas de extracdo que envolvem
varias etapas sequenciais com SC-CO, e combinagdes de SC-COo,
etanol, e 4gua pressurizados tém sido muito bem sucedidas na extragéo e
fracionamento antocianinas e fendlicos (SEABRA et al., 2010; PAULA
et al., 2013; PAULA et al., 2014; GARMUS et al., 2014) obtendo-se
extratos enriquecidos em compostos de interesse.

Para um extrato com muitos componentes, uma extracdo em
varios estagios pode gerar diferentes produtos (BRUNNER, 1994), se 0s
componentes apresentarem diferentes polaridades, massa e pressdo de
vapor (PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008). Na extracdo
supercritica sequencial é possivel realizar uma primeira extracdo
operando a baixa densidade de CO; quando, por exemplo, em baixa
pressdo de operacdo, seguida por uma segunda etapa de extracdo com
alta densidade de CO;, em alta pressdo operacional (BISCAIA;
FERREIRA, 2009). Cada estagio de extracdo pode ser delineado com
outras condicfes de processos, até mesmo com solventes diferentes
(BRUNNER, 1994).

No estudo realizado por Bitencourt et al. (2014), a extracdo
sequencial em leito fixo utilizando solventes green provou ser uma
excelente alternativa aos solventes organicos para extrair e fracionar
saponinas de raizes de ginseng brasileiro. O processo foi seletivo de
acordo com a polaridade do solvente, dando fracfes enriquecidas em
diferentes grupos de compostos (saponinas).

Em outro trabalho, realizado por Garmus et al., (2014)
percebeu-se que a extragdo sequencial € um método efetivo para a
obtencéo de extratos diferenciados utilizando a mesma matéria-prima. O
processo realizado em trés etapas sequenciais (CO; a 60 °C e 400 bar;
etanol a 60°C e 400 bar; 4gua a 60 °C e 400 bar) foi mais eficiente para
obter extratos de pitanga (Eugenia uniflora L.) com elevado rendimento
global de extracdo e elevada concentracdo de compostos fendlicos de
interesse. A anélise da atividade antioxidante mostrou que a utilizagdo
de uma etapa sequencial utilizando etanol a 60 °C e 400 bar como
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solvente permitiu obter extratos que apresentam elevada atividade
antioxidante, o que poderia ser associado a presenca de compostos
fendlicos.

Ainda dentro do processo de extragdo supercritica sequencial,
pode-se adicionar uma etapa de despressurizacdo rapida do sistema,
entre duas etapas de extracdo supercritica (sequenciais). Estudos prévios
de extracdo supercritica com etapas de descompressao do CO; relataram
melhores rendimentos (SMITH JR et al.,, 2003; PEREIRA, 2002;
SETIANTO, 2009; SANTOS; MEIRELES, 2011). A ESC-S de caju
(Anacardium  occidentale) com  etapas intermediarias  de
despressurizacdo de CO> durante a etapa de extracdo dindmica gerou um
aumento da produtividade e diminuicdo da quantidade de CO:
necessaria para a extracdo (SMITH JR et al., 2003).

A otimizagdo do processo de extracdo por aplicagdo de uma
rapida despressurizacdo do CO- é atribuida aos efeitos de libertacdo de
pressdo na modificacdo da membrana celular devido a expanséo rapida
de gas, aumentando a disponibilidade de substancias extraiveis no
solvente (SMITH JR et al., 2003; SETIANTO, 2009). E observado que
0 trajeto percorrido pelos compostos é menor e a transferéncia de massa
aumenta se o material, matriz, é triturado, e suas células destruidas. Isso
porque a resisténcia do transporte pelas membranas diminui ou torna-se
irrisério (BRUNNER, 1994).

2.4. MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica de dados experimentais de ESC tem
como principal objetivo a determinacdo de pardmetros para design de
processo, tais como dimensdes de equipamentos, vazdo de solvente e
tamanho de particula. A obtencdo de tais parametros torna possivel a
predicdo de custos do processo em escala industrial, através de estudos
de simulag&o das curvas de extracio (MARTINEZ et al., 2003).

Um modelo matematico deve refletir a visdo fisica da estrutura
solida e das observacdes 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 0 de Martinez et al. (2003); modelos analogos & equagdo cinética de
crescimento de microrganismos de Monod, como o modelo de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999) e modelos que descrevem o processo de
extracdo pelo mecanismo de dessor¢do, como o proposto por Goto, Sato
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e Hirose (1993). A partir da integracdo das equacOes diferenciais de
balanco de massa, os perfis de concentracdo em funcdo do tempo sdo
obtidos para as fases fluida e sélida, sendo a curva de extragdo calculada
a partir da concentracdio na fase fluida na saida do extrator
(REVERCHON; DE MARCO, 2006; MEZZOMO, 2008; MICHIELIN,
2009).

A explicacdo detalhada sobre os modelos de transferéncia de
massa citados encontra-se no Anexo A, que apresenta as equacdes de
cada modelo, bem como as consideragdes para sua aplicacao.

2.5. DETERMINACAO DE CUSTOS

Para a realizacdo de uma analise de viabilidade econdmica de
um processo, inicialmente é necessario determinar quais serdo 0s custos
associados com a operacdo do dia-a-dia da industria (TURTON et al.,
2009).

O custo de manufatura (COM) é o custo acumulado de todos 0s
recursos que sdo utilizados para a fabricacdo de um produto, sendo
expressos em unidades de délar por unidade de tempo. O COM é uma
funcdo do que sdo chamados de custos diretos (que dependem
diretamente da producéo e suas quantidades) e indiretos, como os custos
fixos (envolvendo a depreciacdo dos equipamentos, taxas e seguros) e
ainda os custos gerais (dos quais fazem parte os custos administrativos
dos diferentes setores, como o de vendas, pesquisa e desenvolvimento).
A Equagdo 1 mostra essa relagéo.

1) Custos diretos de manufatura (DMC): Estes custos
representam despesas operacionais, que variam com a taxa
de producdo. Quando a demanda do produto cai, a taxa de
producdo é reduzida para menos do que a capacidade de
projeto. Trabalhando em ritmo menor, é esperada uma
reducdo nos fatores que compdem os custos de fabricacao
diretos. Estas reducGes podem ser diretamente
proporcionais a taxa de producdo, assim como para as
matérias-primas, ou pode ser reduzido ligeiramente, sendo
como exemplo custos de manutengdo ou mao de obra
operacional.

2) Custos fixos de manufatura (FMC): Estes custos sdo
independentes das mudangas na taxa de producgdo. Eles
incluem impostos sobre a propriedade, seguros e
depreciacdo, que sdo cobradas a taxas constantes, mesmo
quando a planta ndo esta em operacéo.
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3) Despesas gerais (GE): S&o 0s custos necessarios para
realizar funcGes de negocios. Eles incluem a gestéo,
vendas, financiamento e fungfes de pesquisa. As despesas
gerais raramente variam de acordo com o nivel de
produgdo. No entanto, como a investigacdo e
desenvolvimento e de distribuicdo e os custos de venda
podem diminuir se ocorrerem longos periodos de baixos
niveis de producdo (TURTON et al., 2009).

COM = DMC + FMC + GE (1)

O COM pode ser determinado quando o0s custos a seguir sdo
conhecidos ou podem ser estimados: Capital fixo de investimento (FCI);
Custo de trabalho operacional (COL); Custo de utilidades (CUT); Custo
de tratamento de efluentes (CWT); Custo de matéria-prima (CRM)
(TURTON et al., 2009).

Turton et al. (2009) apresenta as equacgOes utilizadas para
estimar a cada elemento individual. Com cada equacdo, uma faixa tipica
para as constantes (fatores de multiplicacdo) para estimar um item de
custo individual é apresentada. Utilizando os valores médios das faixas
de cada constante, as EquacGes 2, 3 e 4, para cada tipo de custo, séo as
seguintes:

DMC = CRM + CWT + CUT + 1,33COL + 0,069FCI + 0,03COM (2)
FMC = 0,708.COL + 0,068.FCI + DEPRECIACAO (3)
GE =0,177.COL + 0,009.FCI + 0,16.COM 4)

Pode-se obter o custo total de manufatura através da soma
dessas trés categorias de custo e resolvendo a equagdo em termos de
COM, obtendo finalmente a Equacéo 5:

COM = 0,280.FCI + 2,73.COL + 1,23.(CUT + CWT + CRM)  (5)



3. MATERIAL E METODOS
3.1. OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

A torta de semente de chia (Figura 4), residuo do processo de
extracdo de 6leo através de prensagem a frio, foi fornecida pela Pazze
Industria de Alimentos Ltda, situada em Panambi, Rio Grande do Sul,
Brasil. A amostra, embalada pelo fornecedor, foi recebida no
Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica e entdo separada
em pequenas porg¢des, em sacos de polietileno, protegidos da luz através
de uma camada de papel aluminio e armazenados em freezer doméstico
(Consul, cvu 300, Brasil) a-18 °C.

Figura 4: Torta de semente de chia

3.2. PRE-TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

A torta de chia foi moida em moinho de facas (De Leo, Porto
Alegre/RS, Brasil) e novamente acondicionada em embalagem pléstica
protegida da luz em freezer a -18 °C. Néo foi necesséaria a realizacdo de
uma etapa de secagem devido ao baixo teor de umidade da amostra
(conforme descrito nos resultados - item 4.1.1.).
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3.3. DETERMINAC}AO DO TEOR DE UMIDADE E SUBSTANCIAS
VOLATEIS

O teor de umidade e de substancias volateis para a torta de chia
foi determinado conforme o método 925.09 da AOAC (2005),
baseando-se na perda de umidade e substancias volateis da amostra
submetida a 105 °C.

Foram medidos 5 g de amostra em balanga analitica (AY220,
SHIMADZU do Brasil Ltda.,, Sdo Paulo/SP, Brasil), colocadas em
capsulas de aluminio taradas, as quais foram previamente aquecidas a
105 °C durante 1 h em estufa (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil) e
resfriadas até a temperatura ambiente em dessecador. As amostras
permaneceram durante 3 h em estufa a 105 °C, foram resfriadas em
dessecador até temperatura ambiente e as massas medidas novamente.
Repetiram-se essas operacOes de aquecimento e resfriamento em
intervalos de meia hora, até massa constante. Para o calculo do teor de
umidade e compostos volateis utiliza-se a Equacao 6:

Teor de umidade e volateis (%) = % x 100 (6)

Onde mi é a massa inicial da amostra (g) e mf é a massa final da
amostra (g). O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado expresso
como média * desvio padrao.

3.4. DETERMINACAO DO INDICE DE ACIDEZ

O ensaio de indice de acidez foi realizado em triplicata de acordo com o
método Cd 3d-63 da AOCS (2003) com objetivo de verificar se o
extrato oleoso obtido da torta de chia estd em condicfes adequadas para
sua utilizacdo nas andlises realizadas neste trabalho. O 6leo para analise
foi obtido, de acordo com Salvador (2014), através de extracdo por
maceracdo com hexano, utilizando 100 g de amostra e 500 mL de
solvente armazenados em frasco &mbar durante 7 d sob agitacdo uma
vez ao dia.

O 6leo foi submetido a titulagdo com NaOH 0,01 N e seu indice
de acidez foi determinado em mg KOH/g de 6leo.
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3.5. CARACT~ERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS DA
EXTRACAO SUPERCRITICA

3.5.1. Determinacdo do diametro médio de particulas

O perfil granulométrico das particulas foi determinado por
ensaio em agitador de peneiras (Bertel Metalurgic Ind. Ltda.,
Caieiras/SP, Brasil) durante 60 min com peneiras de 6, 16, 20, 25 e 32
mesh (série Tyler, W.S. Tyler, Wheeling, EUA), em duplicata. A massa
das fracdes retidas em cada peneira foi medida e o didmetro médio de
particulas foi calculado de acordo com as Equagdes 7 e 8, propostas por
Gomide (1983).

D, = ()

x; = (8)
Onde:

Dp= didmetro médio superficial das particulas;
Dyi= didmetro médio da peneira i;
M= massa de amostras retidas na peneira i;
m = massa total nas peneiras;
n = ndmero total de fracdes.
O diametro médio de particula foi expresso pela média + desvio
padrdo, em milimetro (mm).

3.5.2. Determinacao da massa especifica aparente do leito de ESC

(pa)

A massa especifica aparente do leito de particulas foi
determinada através da relacdo entre a massa de amostra utilizada nas
extracdes e 0 volume ocupado no leito de extracdo supercritica.
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3.5.3. Determinac¢do da massa especifica real das particulas (pr)

A massa especifica real foi determinada no Laboratdrio de
Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC) utilizando-se a
técnica de picnometria em gas Hélio, (Accu Pyc 1l 1340 da
Micromeritics). A utilizacdo dessa técnica em geral apresenta bons
resultados, pelo fato de que o gas Hélio, devido a sua baixa tensdo
superficial, penetra nos poros da matriz vegetal sem alterar as
caracteristicas das particulas.

3.5.4. Porosidade do leito de ESC

Conhecendo os valores de massa especifica real e aparente, a
porosidade do leito de ESC pode ser determinada através da Equagéo 9:

=1-"a
e=1 o 9)

3.6. DETERMINACAO DA MASSA ESPECIFICA DO CO;
SUPERCRITICO

A massa especifica do CO; supercritico (p) nas condigdes de
operacdo planejadas foi determinada utilizando a equacdo de Angus,
Armstrong e De Reuck (1976), baseada em dados experimentais, através
de uma planilha eletrénica de calculo. Este valor foi aplicado na
avaliacdo da influéncia da temperatura e pressdo na variagdo da massa
especifica do solvente e também na aplicagdo do modelo de
transferéncia de massa descrito por Sovova (1994).

3.7. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO EXTRATO DE
CHIA EM SC-CO2

Para a aplicagdo do modelo de transferéncia de massa de Sovové
(1994), é fundamental que se conhega a solubilidade do extrato no
solvente supercritico. A solubilidade é definida como a maxima
concentracdo de soluto dissolvido na fase solvente, na saida do extrator,
para uma dada condicdo de temperatura e pressdo de operacdo. Neste
trabalho, foi considerada a solubilidade do dleo de semente de linhaca
(Linum usitatissimum) em SC-CO; a 200 bar e 50 °C, determinada por
Bozan e Temelli (2002), visto que ndo foram encontrados dados na
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literatura para a solubilidade do 6leo de chia nestas condigcdes. A
composicdo do 6leo de chia e 6leo de linhaca é bastante similar. O &cido
a-linolénico representa de 55% a 60% do total de Aacidos graxos
presentes no 6leo de linhaga (BOZAN; TEMELLI, 2002). Segundo Ali
et al. (2012), o dleo de chia apresenta teor de 60% de acido a-linolénico,
se assemelhando em composicdo majoritaria ao éleo de linhaca.

3.8. EXTRACOES A BAIXA PRESSAO

Os processos de extracdo a baixa pressdo utilizando diferentes
solventes organicos foram realizados a fim de compara-los com o
processo de extragdo supercritica, em termos de rendimento dos
extratos, atividade bioldgica, atividade antioxidante e composicdo de
acidos graxos. As extracOes a baixa pressdo também foram realizadas
com objetivo de selecionar um cossolvente para utilizacdo em extracdo
supercritica, considerando os solventes que apresentaram melhores
resultados em termos de atividade antioxidante, teor de fendélicos totais e
rendimento.

Os solventes utilizados nos ensaios de extragdo a baixa pressdo
foram hexano (P.A.), acetato de etila (P.A.) e etanol (P.A.) (Synth,
Diadema/SP, Brasil), cujos indices de polaridade sdo 0, 4,4 e 5,2
respectivamente. Os extratos obtidos apds a extracdo através de
maceracdo, ultrassom e em Soxhlet passaram por processo de
eliminacdo de solvente, em rotaevaporador (Mod. 801 e 802, Fisatom,
Sé&o Paulo/SP, Brasil) com arrefecimento (MQBTZ99-20, Microguimica
Ind. Com. e Repr. Ltda., Palho¢a/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT
613, Nova Técnica, Piracicaba/SP, Brasil). As temperaturas de
evaporagdo foram ajustadas para valores inferiores aos pontos de
ebulicdo dos solventes utilizados, a fim de evitar alteracGes do extrato
devido a aplicacdo de calor, e 0 vacuo ajustado em 650 mmHg. Os
extratos foram acondicionados em frascos &mbar e armazenados em
freezer a -18°C. As extracdes foram realizadas em duplicata.

3.8.1. Extracéo em Soxhlet

A obtencdo de extratos em Soxhlet foi realizada de acordo com
0 método 920.39C da AOAC (2005). Brevemente, 5g de torta de chia
moida foram acondicionados em cartucho de papel filtro e inseridos no
extrator. Foram utilizados 150 mL do solvente selecionado, aquecido até



54

sua temperatura de ebulicdo. O processo de extragdo teve duragdo de 6
horas.

A estrutura é composta de manta de aquecimento (Fisatom 102E,
S&o Paulo/SP, Brasil), baldo de fundo redondo com solvente, aparato
Soxhlet, cartucho de papel filtro com amostra, condensador e banho
termostatico (Micro Quimica, MQBMP-01, Brasil). A Figura 5
apresenta o aparato utilizado para extragdo de torta de chia em Soxhlet.

Figura 5: Extracdo de torta de chia em Soxhlet

=

3.8.2. Extracéo através de maceracao

De acordo com técnica adaptada de Cunha et al. (2004), 25 g de
torta de chia foram mantidos em contato com 100 mL de solvente, em
frasco a&mbar, durante 5 dias, sob agitacdo diaria, uma vez ao dia, ao
abrigo da luz. Ao fim do periodo de extragdo, o sistema foi filtrado para
separacdo da amostra da solugcdo com extrato.

3.8.3. Extracéo com ultrassom

A técnica foi adaptada de Vinatoru (2001), onde 5 g de torta de
chia permaneceram em contato com 150 mL de solvente em baldo de
fundo chato, imersos em banho indireto em ultrassom (Unique, Ultra
Cleaner 700, Brasil), com frequéncia de 55 kHz, dimensdes internas
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10x10x5 c¢cm, e um condensador acoplado a banho termostatico (Micro
Quimica, MQBMP-01, Brasil), por 1 h. As extracGes foram realizadas
em duplicata.

Ao final da extracdo, o sistema foi filtrado para separagdo da
amostra sélida da solucdo com extrato.

3.9. EXTRACAO SUPERCRITICA

Os experimentos de extracdo supercritica (ESC) foram
realizados no Laboratério de Termodinamica e Extracdo Supercritica
(LATESC) da UFSC, em uma unidade de extracdo que opera até uma
pressdo maxima de 300 bar e vazdes de solvente de 1,67 g/min a 36,67
g/min.

Foram realizados experimentos de determinacéo do rendimento
global de extracdo, com o emprego de didxido de carbono 99,9 %
(White Martins, Brasil) e também com auxilio de cossolvente, além de
experimentos de obtencdo de curvas cinéticas de extracdo, necessarias
para a determinacdo do tempo ideal de extracdo e comparagdo com
modelos matematicos. Neste trabalho, o diéxido de carbono 99,9 % é
chamado de “CO- puro”.

O método dindmico de extracdo supercritica foi empregado nos
experimentos cinéticos e na determinacdo do rendimento global de
extracdo. O método dindmico é caracterizado pela passagem continua do
solvente supercritico pela matriz sélida (FERREIRA et al., 1999).

Os ensaios de extragdo supercritica foram realizados em
diferentes condigBes de pressdo e temperatura, com objetivo de avaliar a
influéncia destas no rendimento global de extracdo. Na melhor condigéo
de operacdo, em termos de atividade antioxidante, foi testado o uso do
cossolvente, sendo esse escolhido com base nos resultados de
rendimentos obtidos nas extragdes convencionais.

Os experimentos de rendimento global foram efetuados em
duplicata e os extratos obtidos nestas operacdes foram empregados para
as analises de atividade bioldgica e atividade antimicrobiana, bem como
na determinaco do perfil de &cidos graxos dos referidos extratos.

3.9.1. Determinacéo do rendimento global de extracdo

O rendimento global de extracdo (Xo) é a quantidade de dleo
extraivel presente na matriz sélida, referente a uma dada condicdo de
extracdo. O rendimento das ESC e também das extragBes a baixa



56

pressdo foram calculados através da razdo entre a massa de extrato
obtida e a massa de matéria-prima utilizada na extracao.

A verificagdo do efeito da pressdo e da temperatura no
rendimento global da ESC foi avaliada utilizando-se como condicdes de
operacao as pressdes de 150, 200, 250 e 300 bar, temperaturas de 40 °C
e 50 °C, vazdo fixa de solvente (8,3 + 2 g/min) e tempo de extracao
determinado através do ensaio cinético, descrito no item 3.9.2. Para a
extracdo de compostos fendlicos sdo utilizadas pressdes entre 150 e 400
bar e temperaturas de 40 a 60 °C (MEIRELES, 2009). O limite de
pressdo de operacdo do equipamento utilizado é de 300 bar. A partir
destas informacdes, justifica-se a selecdo das condigdes de pressdo e
temperatura utilizadas neste estudo.

Foram utilizados 15 g de amostra para o preenchimento do leito
de extragdo. As extremidades da coluna foram revestidas com algodédo
para evitar a entrada de particulas solidas na linha de extracdo e o
espaco restante da coluna de ESC, precedente ao leito de particulas, foi
preenchido com esferas de vidro.

A Tabela 2 apresenta um plano de ensaios de extragdo
supercritica para a determinacdo do rendimento global.

Tabela 2: Plano de ensaios de extracdo supercritica para a determinagdo do
rendimento global (Xo)

Temperatura (°C) Pressao (bar)
40 150
40 200
40 250
40 300
50 150
50 200
50 250

50 300
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3.9.2. Experimentos cinéticos

O ensaio cinético foi realizado a 200 bar e a 50 °C, com
objetivo de determinar o tempo ideal de extracdo e avaliar seu
comportamento cinético. Foram utilizados 15 g de amostra, medidos em
balanca analitica (AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., S&o Paulo/SP,
Brasil). Esta quantidade de matéria-prima foi empregada visando se
obter um leito de particulas com altura de pelo menos o dobro do
didmetro do extrator. Com esta relacdo entre altura e diametro do leito,
considera-se que a dispersdo axial pode ser desprezada. Os frascos de
coleta de extrato foram previamente pesados em balanca analitica
(AY220, SHIMADZU do Brasil Ltda., S&o Paulo/SP, Brasil). A coleta
do extrato foi realizada em intervalos de tempo pré-determinados.

Foi também realizado um experimento cinético na condicdo de
150 bar e 40 °C com objetivo de determinar o tempo de extracdo de
cada etapa da ESC-S. Além disso também foi construida uma curva
cinética da ESC-S nas condicGes de 150 bar e 40 °C (12 etapa) e 200 bar
e 40 °C (2% etapa) para a observacdo da cinética de transferéncia de
massa do processo.

As curvas cinéticas de extracdo foram construidas atraves da
obtencdo da massa de extrato acumulado em funcdo do tempo de
extracdo. O ensaio ocorreu até o momento em que obteve-se massa
acumulada de extrato constante, 0 que caracteriza a etapa difusional da
extracdo.

Os tempos de cada um dos periodos de extracdo foram
calculados a partir das curvas de extracdo. Os tempos tcer € trer
representam o final das etapas constante e decrescente de extracdo. O
tempo de extracdo das trés etapas de extracdo, bem como a taxa de
transferéncia de massa na etapa CER (Mcer) foram obtidos a partir do
ajuste linear da curva de extragdo nos periodos CER, FER e difusional,
em planilha eletrdnica. A concentra¢do de soluto na fase solvente na
etapa CER (Ycer) foi determinada pela razdo entre Mcer € Qcoo. Da
mesma forma, estes pardmetros foram obtidos para as etapas FER e
difusional.

3.9.3. Emprego de cossolvente

Para a adi¢do de cossolvente junto a extracdo supercritica, uma
bomba de cossolvente (Constametric 3200, SP Thermo Separation
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Products, USA) foi acoplada ao equipamento de extracdo supercritica,
que trabalha em vazdes de 0,1 at¢é 10 mL/min. Os solventes etanol
(P.A.) e acetato de etila (P.A.) foram utilizados em concentracfes de
2,5, 5,0e 7,5 % (m/m), respeitando as restricbes de trabalho da bomba
de cossolvente. Os experimentos com cossolvente foram realizados na
condicdo de 200 bar, 40 °C, vazdo de CO, de 8,33 £ 2 g/min e 210 min
de extracdo, a fim de se avaliar a sua influéncia no rendimento.

Os solventes e a condicdo de pressdo e temperatura foram
selecionados com base nos resultados de atividade antioxidante e
rendimento das extracfes a baixa pressio e ESC (resultados
apresentados nos itens 4.4., 4.6.1. e 4.6.2.). A quantidade de cossolvente
foi definida em relagdo & massa total de CO; utilizada na extragdo
supercritica.

Este ensaio foi realizado com objetivo de selecionar o
cossolvente e a sua concentracdo ideal para sua aplicagdo na segunda
etapa da extracdo supercritica sequencial (ESC-S).

3.9.4. Extracéo supercritica sequencial (ESC-S)

A extracdo supercritica sequencial foi realizada em duas etapas,
com objetivo de extrair na primeira etapa preferencialmente &cidos
graxos, concentrando os compostos fendlicos para extragcdo na segunda
etapa. A primeira etapa foi realizada na condicdo de 150 bar e 40°C.
Essa condicdo foi selecionada pois compostos fendlicos, que devem ser
extraidos somente na segunda etapa, possuem baixa solubilidade em
baixas pressdes (MURGA et al., 2003). Quando comparadas na mesma
condicdo de pressdo e temperatura, a solubilidade de &cidos graxos em
SC-CO; é maior do que a solubilidade de compostos fenolicos
(MURGA et al., 2003; MAHESHWARI et al., 1992). Por exemplo, a
solubilidade do acido caféico na condicdo de 150 bar e 40 °C é de
0,0008.10°¢ mol/mol CO,, ja a solubilidade do é&cido oleico a
aproximadamente 150 bar e 40 °C é de 724.10° mol/mol CO, (GUPTA;
SHIM, 2007; CHRASTIL, 1982; MURGA et al., 2003). Desta forma, a
primeira etapa, realizada em uma pressao mais baixa, devera extrair
preferencialmente acidos graxos, fazendo com que compostos fenolicos
sejam melhor extraidos na segunda etapa. A segunda etapa ocorreu na
condicdo de 200 bar e 40 °C em presenca de CO; puro e CO, com etanol
na concentracdo de 7,5 % (cossolvente e concentracdo selecionados de
acordo com os resultados apresentados no itens 4.5., 4.6.1. € 4.6.2.). O
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tempo de cada etapa foi determinado através da curva cinética
(resultados e comentarios apresentados no item 4.3.).

Entre a primeira e a segunda etapa de extracdo foi realizada
uma despressurizagao rapida do sistema, com objetivo de se atingir um
alto rendimento de extracdo em um tempo reduzido, além de observar
possiveis mudancas na cinética de extracdo, ocasionadas por essa
despressurizagao.

3.10. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.10.1. Método ABTS

A atividade antioxidante dos extratos de torta de chia foi
avaliada de acordo com a metodologia proposta por Re et al. (1999).
Utilizou-se o Trolox, vitamina E sintética (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
EUA) como antioxidante referéncia. O radical ABTS foi dissolvido em
agua até a concentracdo de 7,0 mM, e submetido a reagdo com 2,45 mM
de persulfato de potassio para a formagdo do radical em solucdo de
proporcdo 1:1. A solucdo foi armazenada no escuro em refrigerador
domeéstico por 16 horas antes do uso. A solucdo do radical ABTS-+ foi
diluida em etanol até uma absorbancia de 0,70 + 0,05 a 754 nm. Ap6s a
adicdo da solucdo de ABTS na amostra, a reacdo ocorreu durante 6
minutos, sob protecdo da luz. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro, e a partir destas a porcentagem de inibigéo do radical
foi calculada através da Equacdo 10:

% de inibigio = 1 - [=£] 100 (10)

absgy

O temo abss é a absorbancia do radical ABTS adicionado a
amostra apds um tempo de reacdo de 6 min, e abso € a absorbancia do
radical.

A curva padrdo do antioxidante comercial Trolox foi plotada
em funcéo da porcentagem de inibi¢&o do radical ABTS pelas diferentes
concentracdes de Trolox (uM/mL). Desta forma, através da obtencdo da
porcentagem de inibicdo do extrato analisado, é possivel calcular a
atividade antioxidante (AA) deste através da Equacdo 11 com base na
curva padrdo de Trolox. A curva padrdo de Trolox é apresentada no
Anexo B.
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AA = [i—] (11)

Onde: Ca ¢ a concentragdo (uUM/mL) referente ao percentual de
inibicdo obtido através das leituras espectrofotométricas do extrato; Ce é
a concentracdo do extrato utilizada na técnica.

Desta forma, os resultados foram expressos em uM TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) por g de extrato. A
concentracdo de extrato tomada foi a de 500 pg/mL. A andlise foi
realizada em triplicata e os resultados foram expressos em pmol
TEAC/g (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) por g de
extrato, como média + desvio padréo.

3.11. DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de compostos fenolicos totais presentes
nos extratos de torta de chia foi realizada através do método de Folin-
Ciocalteau (ROSSI; SINGLETON, 1965; PESCHEL et al., 2006).

Os extratos avaliados foram diluidos em alcool etilico absoluto
P.A. na concentracdo final de 1667 mg/L. A reacdo de oxidacdo foi
realizada em balGes volumétricos de 10 mL, sendo transferido para estes
10 pL de amostra, sendo em seguida adicionados 2 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reativo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich,
USA). Apo6s 30 s e antes de 8 min apds a adicdo do reativo, foi
adicionado 1,5 mL de solugdo aquosa de carbonato de sddio (Nuclear,
CAQ Ind. e Com. Ltda., Brasil) a 20 % (m/v). Os baldes foram entdo
completados com agua destilada até a marca de 10 mL, agitados e
deixados em repouso ao abrigo da luz e temperatura ambiente por 120
min para que a reagao ocorresse.

A absorbéncia de cada uma das soluc@es foi medida a 765 nm em
espectrofotdbmetro (Femto, 800XI, Brasil). O branco realizado com
todos os reagentes, substituindo-se a amostra por agua destilada também
foi lido.

Os valores de absorbancia encontrados para cada tipo de extrato
foram correlacionados com uma curva padréo de &cido clorogénico. Esta
substancia foi escolhida como padrdo pois € um dos compostos
fendlicos presentes na chia. O teor de compostos fendlicos totais (TFT)
foi determinado através da Equacdo 12. Os ensaios foram realizados em
triplicata, e os resultados expressos em mg de EAC/g de extrato, como
média * desvio padréo.
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A curva analitica de acido clorogénico é apresentada através do
grafico de absorbancia versus concentracdo de acido clorogénico, no
Anexo B.

= (12)

mg EAC) [EAC]
Dext

Teor de fen(')licos(
gext

Onde EAC é o equivalente em &cido clorogénico obtido da curva
(mgeac/L), D: diluicdo das amostras (Qextrato/L).

A analise foi realizada em triplicata e o resultado expresso em mg
eac/g de extrato, como média + desvio padrao.

3.12. DETERMINAGAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O perfil de &cidos graxos foi determinado por cromatografia
gasosa (CG) no Laboratdrio de Oleos e Gorduras no Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina.

Os extratos foram metilados em duplicata com base no método
descrito por O' Fallon et al. (2010), com modificagdes. Foram utilizados
100 pL de 6leo, ao qual foram adicionados 0,7 mL de solu¢do KOH 10
M e 5,3 mL de metanol. Apds agitagdo em vortex 0s tubos de ensaios
foram incubados em banho-maria a 55 °C por 90 min. Posteriormente,
adicionou-se 580 uL de solucédo acido sulfarico 12 M e os tubos foram
novamente agitados e incubados em banho-maria a 55 °C por 90 min.
Por fim adicionou-se 3 mL de hexano e centrifugou-se a mistura para
retirar o sobrenadante.

O sobrenadante foi injetado no cromatografo a gas (GC 2010,
Shimadzu, 2010, Brasil) equipado com injetor split (razdo do Split
1:40), segundo metodologia AOCS (2003) para composicdo em acidos
graxos, (Ce 1-62). CondicGes de andlise: coluna capilar HP 88,
dimensdes 100 m, @ int: 0,25 mm, 0.20 um filme; split = 1:150; fluxo
da coluna = 0,92 mL/min.; temperatura do detector: 260 °C; temperatura
do injetor: 150 °C; temperatura do forno: 140 °C — 6 min, 140 °C — 240
°C (4 °C/min), 240 °C — 6 min; gas auxiliar (make up gas): nitrogénio;
gas de arraste: hélio; volume injetado: 1,0 puL. As andlises foram feitas
em duplicata e utilizou-se o padrdo Nu-Chek-Prep 20 A.

Os &cidos graxos foram identificados de acordo com o tempo de
retencdo e a quantidade foi determinada de acordo com a &rea do pico
integrada no software CG Solution. Através do método de normalizacéo
obteve-se a percentagem relativa de &cido em relagdo a &rea total dos
acidos graxos (VISENTAINER; FRANCO, 2006).
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Analisaram-se 0s extratos obtidos através de técnicas a baixa
pressdo utilizando hexano como solvente, ESC utilizando CO; puro e
com cossolvente em concentragéo 7,5 %, ESC-S e um extrato obtido em
Soxhlet com etanol. Estes extratos foram selecionados pois foram
obtidos em condicBes que favorecem preferencialmente a extragdo de
compostos lipidicos. Os resultados foram expressos em percentagem
relativa de cada &cido graxo, como média + desvio padréo.

3.13. ANALISE DE ESTIMATIVA DE CUSTOS

A estimativa de custos de producdo de extrato de torta de chia em
uma unidade industrial de ESC foi realizada através da metodologia
proposta por Rosa e Meireles (2005). O custo de manufatura (COM) foi
calculado utilizando a Equagdo 13, proposta por Turton et al. (2009).

COM = 0,280.FCI + 2,73.COL + 1,23.(CUT + CWT + CRM) (13)

Onde: COM ¢ o custo de fabricagdo, FCI ¢é a fracdo do investimento,
COL é o custo do trabalho operacional, a CUT é o custo de utilidades, a
CWT é o custo de tratamento de residuos, e CRM é o custo da matéria-
prima.

A unidade de extragdo industrial proposta para a estimativa da
COM é composta de duas colunas de extracdo de 500 L; seu custo é de
cerca de US$ 1.150.000,00 no mercado chinés (PRADO, 2009). O
tempo total de funcionamento da coluna de extracdo foi considerado
como 7920 h por ano, o que corresponde a 330 dias por ano de
funcionamento continuo, 24 h por dia. A unidade de ESC deve ser
instalada dento da prépria fabrica de processamento de chia.

Uma taxa de depreciacdo de 10 % ao ano foi utilizada no
calculo da COM. O custo do trabalho operacional foi considerado US$
3,80/h (ZIBETTI et al., 2013). Como a torta de chia é um residuo do
processo de producéo de 6leo de chia por prensagem a frio, ndo ha custo
na sua aquisicdo. Com relacdo ao custo de transporte da matéria-prima,
este também é nulo, visto que a unidade de extragdo supercritica deve
ser instalada no interior da fabrica processadora de chia. O custo com
tratamento de residuos é considerado nulo, visto que em um processo de
ESC o Unico residuo gerado é o sélido exaurido. No caso da torta de
chia, o residuo ainda pode ser utilizado como matéria-prima
desengordurada em outros processos, como producdo de ragdo animal
ou producao de farinha. O custo de pré-tratamento com moagem pode
ser estimado através do software de simulagdo de processos SuperPro
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Design Software (Versdo Demo) como US$ 17,00 por tonelada de
matéria-prima. Foi considerado que 2 % (ROSA, MEIRELLES, 2005)
do total de CO, usado durante a extragdo é perdido ou dissolvido no
extrato apos a separacao flash. As condic@es de extracdo sdo de 200 bar
e 40 °C. O preco do COg utilizado foi de US$ 0,15/kg de CO, (ZIBETTI
et al., 2013). Considera-se que o tanque de separagdo flash opera a 40
bar. Nesta condicdo, considera-se que todo o extrato esta na fase liquida
(precipitado). A etapa de separacdo flash é onde ocorre a separacdo da
mistura CO; e extrato. O extrato precipita e 0 CO2 na fase gasosa segue
para um condensador.

No célculo de utilidades para a extracdo supercritica, de acordo
com Rosa e Meireles (2005), considera-se que: o tanque de separacdo
flash é aquecido por vapor saturado a 0,5 Mpa; o condensador utiliza
agua fria para refrigeracdo; a energia elétrica utilizada na bomba é
calculada considerando a variacdo de entalpia isentrépica assumindo
60% de eficiéncia; o aquecedor CO, também usa 0,5 MPa vapor
saturado. O custo dessas utilidades sdo: US$ 0,0133/Mcal para o vapor
saturado (SuperPro Design, Demo Version), US$ 0,0837/Mcal para a
agua fria (SuperPro Design, Demo Version), e US$ 0,1949/Mcal de
energia elétrica (valor cobrado em Santa Catarina — Brasil) (ZIBETTI,
2013).

A vazdo de CO; utilizada no processo foi determinada através
da utilizacdo de um critério de aumento de escala. Neste caso, optou-se
por manter constante a razdo m/Qcoz, onde m € a massa de matéria-
prima utilizada e Qco2 € a vazdo de solvente supercritico.

Para a realizagdo da estimativa do custo de manufatura, foi
desenvolvida a Calculesc, uma planilha de calculo capaz de calcular
todos os custos envolvidos (FCI, CUT, CWT, CRM e COL) a partir dos
dados de entrada citados neste topico.

3.14. MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica das curvas de extracdo (massa de
extrato acumulada versus tempo de extragdo) foi realizada utilizando os
modelos de Sovova (1994), de Martinez et al. (2003), de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999) e de Gaspar et al. (2003), aplicados através
do software Mass Transfer, desenvolvido por Correia, Michielin e
Ferreira (2006), que utiliza 0 método da méaxima verossimilhanga para
minimizar a soma dos quadrados dos desvios calculados
(KITZBERGER et al., 2009). As equagfes dos modelos matematicos
aplicados encontram-se descritas no Anexo A.
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Os parametros necessarios para aplicacdo dos modelos foram
determinados experimentalmente, calculados através de dados
experimentais ou obtidos da literatura.

3.15. DETERMINAGCAO ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.15.1. Difusédo em agar

A atividade antimicrobiana dos extratos de torta de chia foi
avaliada para as bactérias Escherichia coli ATCC 8739 e Bacillus
cereus ATCC 11778. Estas espécies foram selecionadas por se tratarem
de uma espécie Gram-positiva e uma Gram-negativa, sendo o Bacillus
cereus uma espécie causadora de doencas transmitidas por alimentos
(chamadas DTAs) de ocorréncia frequente, e a E. coli, um
microrganismo  geralmente  multirresistente  aos  compostos
antimicrobianos (VIEIRA, 2005). Os ensaios de difusdo em agar foram
realizados no Laboratério de Bioprocessos, do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC.

No método de difusdo em gel, uma suspensdo bacteriana de
cada espécie contendo 108 UFC/mL foi semeada em placa com meio
agar Miiller-Hinton com auxilio de “swab” estéril. 50 pL de solugdo de
extrato de concentracdo 200 mg/mL DMSO (dimetilsulféxido) a 60 %
foram aplicados diretamente em orificios de 7 mm de didmetro feitos no
agar. Foram feitos 8 furos em cada placa de Petri, com auxilio de um
furador de aco estéril, onde foram testados quatro extratos, em duplicata.
A solucdo de DMSO a 60 % ndo oferece nenhuma inibicdo aos
microrganismos testados de acordo com testes preliminares (item
46.4).

Os sistemas foram incubados por 24 h a 36 °C, em estufa
bacterioldgica e em condi¢des aerdbias. Apos a incubagdo, nos casos em
que foi verificada inibicdo do crescimento, o didametro do halo foi
medido em milimetros, sendo que halos com tamanho acima de 9 mm
s&o considerados resultados positivos (VALGAS et al., 2007; SMANIA
etal., 1995, MICHIELIN et al., 2009).

3.15.2. Determinacéao da concentragdo minima inibitoria

A atividade antimicrobiana também foi avaliada através da
determinacdo da concentragcdo minima inibitéria (CMI). As anélises de
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determinacdo da concentracdo minima inibitéria foram realizadas no
Laboratério de Bioprocessos, do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da UFSC.

A CMI foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo,
conforme a metodologia descrita por Avila et al. (2008). Os extratos
testados (75 mg) foram dissolvidos em 150 uL. de DMSO, previamente
esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente,
foram preparadas dilui¢fes seriadas dos extratos neste mesmo solvente e
distribuidos 10 pL em orificios distintos de uma placa de microdilui¢do
de 96 pocos. Em cada orificio-teste ainda foi adicionado 85 pL de caldo
de Mueller-Hinton. Como controles de crescimento e esterilidade foram
usados apenas as misturas do meio de cultura e DMSO sem a adi¢éo de
extrato. Nos orificios-teste e de controle de crescimento foram
adicionados 5 pL de inoculo bacteriano, o qual consistiu de uma
suspenséo contendo aproximadamente 108 UFC/mL de Bacillus cereus e
Escherichia coli. Os experimentos foram desenvolvidos em duplicata e
as placas foram incubadas por 24 h a 36 °C. Para a leitura dos resultados
foi utilizada uma solucéo reveladora de crescimento bacteriano (cloreto
de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolium) (INT), pois a
turvacdo e a coloragdo do extrato interferem na leitura da densidade
optica. A CMI foi considerada a menor concentracdo do extrato que
inibiu o crescimento bacteriano, sendo os resultados expressos em
pg/mL.






4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA

4.1.1. Teor de umidade e substancias volateis

A torta de chia apresentou teor de umidade e substancias
volateis de 5,81 + 0,04 %. Para semente inteira de chia, Ixtaina, Nolasco
e Tomas (2008) obtiveram um valor de umidade e substancias volateis
de 6,5 £ 0,4 %. Essa diferenca é compreensivel, visto que a torta de chia
€ um produto que ja passou por um processo de prensagem, no qual
provavelmente ocasionou a extracdo de uma pequena quantidade de
agua, juntamente com o 6leo, tornando o resultado do presente trabalho
(torta de chia) inferior ao obtido na literatura para a semente de chia.
Além disso, as diferencas entre o valor encontrado neste trabalho e o
apresentado na literatura pode estar relacionada as diferencas de
cultivar, local e época de cultivo e colheita (ABEROUMAND;
DEOKULE, 2008).

Um elevado teor de umidade da matéria-prima geralmente
provoca um menor rendimento de extragdo, comparando com amostras
secas do mesmo produto, pois a &gua em excesso age como um solvente
para algumas substancias, competindo com o CO; supercritico e
diminuindo a recuperacdo do extrato (POURMORTAZAVI,
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Além disso, a umidade pode ocasionar também compactacdo do
leito de extracdo supercritica e formacdo de caminhos preferenciais no
fluxo do solvente (CASAS, 2007). Estudos indicam um teor de agua
entre 3 e 10% ndo tem impacto significante na transferéncia de massa de
6leos comestiveis de sementes (PEREDA, BOTTINI e BRIGNOLE,
2008).

4.1.2. Teor de lipidios

O teor de lipidios da torta de chia foi determinado através de
extracdo em Soxhlet com hexano, conforme o item 3.8.1. O valor obtido
para a torta de chia foi de 13,78 + 0,22 %, enquanto para sementes
inteiras de chia, Coelho e Salas-Mellado (2014) obtiveram teor de
lipidios de 32,4 + 0,2 %.

A grande diferenca dos teores de lipidios obtidos para torta de
chia e para semente inteira de chia é justificada pelo fato que a torta de
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chia é o residuo solido do processo de obtengdo de dleo através de
prensagem a frio. Portanto, seu teor de 6leo serd menor do que o teor de
6leo da semente de chia. Além disso, o teor de lipidios se altera
dependendo da espécie, local da plantacdo, ano de produgédo, conteldo
de fertilizantes e tempo de colheita (SANTERRE, 1994). Até mesmo
materiais da mesma espécie de planta podem apresentar diferencas de
colheita a colheita, de acordo com as condi¢Bes e tratamentos pos-
colheita, de acordo com a idade e do tratamento pré-extracdo
(BRUNNER, 1994).

4.1.3. Indice de acidez

Segundo o Instituto Adolfo Lutz (1985), definir o indice de
acidez do oleo é importante para a determinacdo do estado de
conservagdo de um produto alimenticio. A decomposi¢do dos
glicerideos é acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a rancidez
quase sempre acompanhada pela formacdo de acidos graxos livres.
Quando o oxigénio atmosférico reage com as cadeias de acidos graxos
livres poliinsaturados ocorre a oxidacdo do 6leo. Desta forma, os acidos
graxos livres sdo substratos para a reacdo de oxidagdo, e portanto um
elevado indice de acidez mostra que o 6leo ndo estd em condigdes
adequadas de consumo.

O 6leo da torta de chia, obtido através de maceracdo em
hexano, apresentou indice de acidez de 2,8 + 0,1 mg KOH/g amostra.
N&o h4 legislacéo especifica para o 6leo de chia, portanto, o indice de
acidez obtido foi comparado com a legislagdo do Codex Alimentarius
(1999) para 6leos de fontes vegetais, entre os quais estdo inclusos éleo
de colza e 6leo de semente de mostarda, que apresentam teores de
alguns acidos graxos similares aos do dleo de chia. O indice de acidez
da torta de chia foi inferior a 4,0 mg KOH/g de 6leo, valor dado como
limite maximo do indice de acidez para Oleos vegetais virgens ou
prensados a frio, com exce¢do do azeite de oliva.

Portanto, pode-se constatar que o 6leo obtido da torta de chia
esta adequado para a utilizacdo nos ensaios realizados neste trabalho.

4.2. CARACTERIZAGAO DO LEITO DE PARTICULAS DE ESC

A caracterizacdo do leito de particulas utilizado na ESC ¢é
fundamental para a compreensdo dos fenébmenos de transferéncia de
massa que ocorrem durante o processo de extracao, atraves da realizacdo
de modelagem matematica. A Tabela 3 apresenta os valores de diametro
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de particula (mm), massa especifica real (g/cm3), massa especifica
aparente (g/cm?d) e porosidade. O didmetro médio de particulas foi
determinado a partir do ensaio granulométrico em agitador de peneiras e
calculado através das Equacdes 7 e 8.

Tabela 3: Caracterizagdo do leito de particulas (torta de chia) de extracéo
supercritica

Diametro de Massa Massa
particula especifica especifica Porosidade
(mm) real (g/cm3)  aparente (g/cm?3)
055+0,04 1,493 +0,002 0,47 £ 0,01 0,685

4.3. ENSAIOS CINETICOS DE EXTRACAO SUPERCRITICA

A realizacdo de um ensaio cinético de extracdo supercritica
permite a identificagdo das etapas de extracdo e a definicdo dos
pardmetros que levam as melhores condigBes operacionais para a
obtencdo de extratos de torta de chia.

Um ensaio cinético de ESC foi realizado em condicGes
intermediarias aquelas que foram utilizadas para os ensaios de
rendimento, com objetivo de observar através da curva cinética qual o
tempo de extracdo ideal, a fim de se obter 0 maior rendimento possivel.
Este primeiro ensaio cinético foi realizado nas condigdes de 50 °C, 200
bar, e 8,3 g/min de vazdo de CO,. Nestas condi¢des de pressdo e
temperatura a densidade do SC-CO; é de 0,785 g/cm3. A Figura 6
apresenta a curva cinética de ESC a 200 bar e 50 °C. Como citado no
item 2.3.4.2., a curva cinética de ESC é composta pelas etapas de taxa
de extragdo constante (CER), taxa de extracdo decrescente (FER) e
etapa difusional. Na etapa CER o processo & caracterizado pela
transferéncia de massa por convecgdo entre a superficie do sélido e o
solvente. Na etapa FER além do fendmeno de conveccdo do soluto
restante na superficie ha também a difusdo do soluto do interior para
fora da matriz. Na etapa difusional a transferéncia de massa €
majoritariamente controlada pela difuséo.

As etapas de extracdo, bem como o tempo de duracdo de cada
uma foram determinadas através de ajuste linear dos dados
experimentais em planilha eletronica.
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Figura 6: Curva cinética de extracéo supercritica de torta de chia a 200 bar e 50
°C
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O tempo de duracdo de cada etapa da curva cinética de 200 bar e

50 °C, assim como outros parametros necessarios para a etapa de
modelagem matematica (item 4.9.) sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Parametros cinéticos da curva de extragdo supercritica a 200 bar e 50
°C, utilizados na modelagem matemaética da curva

CER FER Difusional
t (min) 0-80 80-150 >150
Mext (Q) 0,9553 0,2698 0,0397
Xo (%) 6,3686 1,7987 0,2647
M (g/min) 0,0119 0,0036 0,0004
Y (9/9) 0,0014 0,0005 -

t: duragdo da etapa de extragdo; meq: massa de extrato aproximada; Xo:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extracdo
decrescente.

Como o tempo final da etapa FER é de 150 min, o
estabelecimento do tempo de ESC em 210 min para os ensaios de
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obtencdo dos dados de rendimento, garante que a etapa difusional seja
atingida.

Uma segunda curva cinética de extracdo supercritica foi
construida, porém nas condigdes de 150 bar, 40 °C e 8,3 g/min, com
objetivo de se observar o comportamento do processo de extragdo nessa
condicdo, e determinar qual o tempo ideal da primeira etapa de extracéo
supercritica sequencial. Optou-se por escolher um tempo de extracéo
proximo do final da etapa CER, visto que nesta etapa o soluto de facil
acesso é melhor extraido, neste caso, o soluto de fécil acesso sdo os
acidos graxos. Desta forma, a selecdo de um tempo de extracdo de 105
min permite que ocorra a extragdo da maior quantidade possivel de
acidos graxos. A curva cinética do processo nessa condicdo €
representada na Figura 7.

Figura 7: Curva cinética de extracdo supercritica de torta de chia a 150 bar e 40
°C
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A Figura 7 mostra que, nas condi¢des de 150 bar e 40 °C, e
durante os primeiros 35 min, ndo houve obtencdo de extrato,
caracterizando uma fase “latente” de extrac@o. A partir de 35 min entdo,
teve inicio a etapa CER do processo. Durante 0 processo de extracao
supercritica, inicialmente a matriz vegetal absorve o fluido supercritico e
0s componentes do extrato sdo dissolvidos por este. Apds a dissolucao,
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0s compostos dissolvidos migram por difusdo até a superficie externa do
solido, sendo entdo transportados para o “bulk”. A solubilizagdo e
difusdo lenta dos compostos presentes na torta de chia provavelmente
caracterizaram a fase “latente” observada nos primeiros 35 min de ESC
(Figura 7).

De acordo com a discussdo do item 4.4. sabe-se que em pressdes
de até 200 bar (Figura 8, inversdo das isotermas), o fator que determina
a solubilidade dos componentes é a densidade do fluido supercritico, ou
seja, quanto maior a pressao, maior é a densidade e consequentemente
maior € a solubilidade do extrato no fluido supercritico. Desta forma,
pode-se entender que como a 150 bar e 40 °C a densidade do fluido
supercritico € menor do que a 200 bar e 50 °C, a solubilidade do extrato
na condicdo de 150 bar e 40 °C é menor e portanto é necessario um
tempo inicial maior para que 0 extrato possa ser solubilizado e a
transferéncia de massa se inicie, justificando a presenca da fase “latente”
na curva da Figura 7 (150 bar) e a auséncia na Figura 6 (200 bar).

Através de ajustes lineares foi possivel determinar o tempo de
cada etapa de extragdo sequencial. A Tabela 5 traz estes valores, além de
outros parametros utilizados para a realizagdo da modelagem da curva.

Tabela 5: Parametros cinéticos da curva de extragdo supercritica a 150 bar e 40
°C, utilizados na modelagem matemadtica da curva

CER FER Difusional
t (min) 35-105 105-150 >150
Mext (Q) 0,8861 0,2459 0,1230
Xo (%) 5,9070 1,6392 0,8199
M (g/min) 0,0126 0,0054 0,0007
Y (g/q) 0,0015 - -

t: duragdo da etapa de extragdo; meq: massa de extrato aproximada; Xo:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: etapa de extracdo constante; FER: etapa de extragdo
decrescente.

4.4. RENDIMENTO GLOBAL DE EXTRACAO

A Tabela 6 apresenta os resultados de rendimento de extracdo
obtidos pelas diferentes técnicas. De acordo com os resultados, os
melhores rendimentos foram obtidos na extragdo em Soxhlet utilizando
etanol como solvente, alcancando valores de 15,4 + 0,4 % (m/m),
enquanto as extragdes por maceracdo e ultrassom promoveram
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rendimentos inferiores. O melhor desempenho da extragdo em Soxhlet
pode ser justificado pelas maiores temperaturas envolvidas no processo
e pelo refluxo de solvente durante a operacdo. Na extragcdo em Soxhlet o
solvente é utilizado na temperatura de ebuli¢do, e nesta condi¢do, a
tensdo superficial e viscosidade do solvente sdo grandemente reduzidas
guando comparadas com uma temperatura mais baixa, portanto o
solvente pode alcangar os sitios ativos dentro da matriz com maior
facilidade solubilizando os solutos (MARKOM et al., 2007). O reciclo
do solvente de extracdo também facilita atingir o equilibrio da
transferéncia (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Nota-se que os dois maiores rendimentos foram obtidos por um
solvente polar, na extragdo em Soxhlet com etanol, e por um solvente
apolar, com hexano também em Soxhlet. A extracdo em ultrassom com
hexano (10,6 + 0,3 %) apresentou rendimentos estatisticamente iguais a
maceragdo com etanol (9,6 + 0,5 %) e ultrassom com acetato de etila
(11,2 £ 0,2 %). Este fato indica que a torta de chia é rica em uma grande
variedade de compostos, cujos indices de polaridade variam de 0 a 5,2,
com base no indice de polaridade dos solventes utilizados.
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Tabela 6: Rendimentos de extracdo de torta de chia e densidade do solvente
supercritico em fungdo das condigdes de temperatura e pressdo aplicadas

pCO2
Extracdo® Solvente® (g/cm3)® Xo (Y%0)“
EtOH - 15,424+ 0,4
Hex - 13,8*B+0,2
SOX EtOAC ! 12,10°C + 0,03
EtOH - 9,6¢"EF + 0,5
Hex - 9,5¢F+0,1
MAC EtOAC - 11,090+ 0,1
EtOH - 11,3¢4.CD + 0,1
US Hex - 10,6% PE +0,3
EtOAC - 11,2¢4.CD + 0,2
ESC 150
bar/40 °C co, 0.781 8,6%F + 0,6
ESC 150 CO;
bar/50 °C 0,701 5,067+ 0,3
ESC 200 CO; 0.84
bar/40 °C ' 8,565F + 0,04
ESC 200 CO;
bar/50 °C 0,785 8,458 +0,4
ESC 250 CO;
bar/40 °C 0,880 9,45 B + 0,2
ESC 250 CO;
bar/50 °C 0,835 9,7¢% % + 0,6
ESC 300 CO;
bar/40 °C 0,911 9,3t %k + 0,3
ESC 300 CO;
bar/50 °C 0,871 10,692+ 0,2

M SOX: Soxhlet; MAC: maceragio; US: Ultrassom; ESC: extracdo supercritica;
@ EtOH: etanol; Hex: hexano; EtOAc: acetato de etila; CO,: didxido de
carbono; ®ANGUS, ARMSTRONG, DE REUCK (1976); @ Letras iguais na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05), sendo que:
a) letras mindsculas indicam anlise de todos os resultados; b) letras maidsculas
indicam analise somente das extracdes a baixa pressdo; c) simbolos gregos
sinalizam andlise somente das extragdes supercriticas;

O etanol, apesar de ser um solvente que solubiliza
preferencialmente substancias polares, pode também extrair lipidios,
conferindo maior rendimento as extragcbes. As moléculas dos
triglicerideos e &cidos graxos possuem simultaneamente uma parte polar
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e uma parte apolar e se as moléculas forem suficientemente grandes,
cada uma destas partes pode apresentar as respectivas caracteristicas de
solubilidade. As partes polares dissolvem-se em agua e outros solventes
polares, como o etanol; as apolares dissolvem-se em solventes apolares
(MORRISON; BOYD, 1981). Este é o caso do extrato obtido em
Soxhlet com etanol, cujo perfil de &cidos graxos é apresentado na Tabela
10 (item 4.6.3.).

No trabalho realizado por Ixtaina et al. (2011a) foram realizadas
extracOes de duas espécies de sementes de chia, utilizando Soxhlet com
hexano. Os resultados obtidos para rendimento de extracdo foram entre
33,6% e 26,7%. A diferenca entre os resultados justifica-se pelo fato de
gue no presente estudo a amostra € uma torta apés a prensagem,
portanto o teor de 6leo a ser extraido sera inferior.

A extracdo supercritica apresentou valores de rendimento
estatisticamente iguais a rendimentos de extracdo por maceragdo e por
ultrassom. Isso se deve a afinidade dos compostos apolares da chia com
0 CO; supercritico, que causam um aumento no rendimento. O maior
valor de rendimento de ESC foi determinado na condigdo de 300 bar e
50 °C (10,6 = 0,2 %). Uma grande diferenca nos resultados é percebida
para as condi¢des de 150 bar e 50 °C e 300 bar e 50 °C (Tabela 6). Este
comportamento € justificado pelo aumento da densidade do solvente
com a pressdo, aumentando o poder de solvatagdo do CO, (BRUNNER,
1994). Ainda, o aumento da pressdo pode gerar rupturas na matriz
vegetal e facilitar a liberacdo de compostos que néo estavam disponiveis
anteriormente e, dessa forma, aumentar o rendimento do processo
(CAMPOS et al., 2005). Com excecdo dos rendimentos obtidos a 150
bar e 50 °C e 300 bar e 50 °C, os demais ndo apresentaram diferenca
estatistica.

No trabalho realizado por Ixtaina et al. (2010), foram realizadas
extracdes supercriticas de semente de chia em condicdes de temperatura
40, 60 e 80 °C, pressdo de 250, 350 e 450 bar, e de tempo de extragdo de
60, 150 e 240 min. Na condi¢do de 250 bar, 40 °C e 240 min, 0
rendimento de extracdo foi de aproximadamente 9,07 %. Este valor é
muito proximo ao valor obtido para ESC de torta de chia no presente
trabalho, utilizando 250 bar, 40 °C e tempo de extracdo de 210 min
(9,4% = 0,2). Entretanto, no trabalho realizado por Ixtaina et al (2010)
foram utilizadas sementes inteiras de chia, que contém maior teor de
6leo que a torta de chia e, portanto, deveria fornecer valores maiores de
rendimento. Por outro lado, a torta de chia passou por um processo de
prensagem, sendo possivel que este processo tenha causado um maior
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rompimento celular, expondo mais o 6leo da matriz vegetal ao contato
com o fluido supercritico, facilitando sua extrag&o.

Na Figura 8, observa-se o comportamento das isotermas de
extracdo de acordo com a presséo na ESC.

Figura 8: Isotermas de extracdo supercritica da torta de chia em funcdo da
pressdo de operacao
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A Figura 8 mostra que nas pressdes mais baixas, 0 aumento na
temperatura reduz a solubilidade devido & diminuicdo na densidade do
solvente, enquanto que em pressdes mais elevadas (maior que 200 bar) o
aumento da temperatura aumenta a solubilidade devido ao aumento da
pressdo de vapor do soluto (BRUNNER, 1994; MICHIELIN, 2009).
Este fendmeno representa a influéncia da presséo de vapor do soluto e
do poder de solvatacdo do solvente, na solubilidade e também no
rendimento do processo (MICHIELIN et al., 2005; ALMEIDA et al.,
2007).

4.5. EMPREGO DE COSSOLVENTE
Apesar da utilizacdo de CO; puro como solvente supercritico

apresentar diversas vantagens, este ndo é eficiente na extracdo de
compostos polares, como por exemplo compostos antioxidantes. Para
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melhorar a extracdo desses compostos polares, que sdo de interesse por
serem bioativos, foram realizadas extracGes com etanol e acetato de etila
atuando como cossolventes no processo de ESC, nas concentragdes de
2,5 %, 5,0 % e 7,5 %. O uso de cossolvente torna necessario realizar
uma etapa de remocdo do solvente organico do extrato final, desta forma
as quantidades de cossolvente utilizadas devem ser pequenas. As
extracbes foram realizadas na condicdo de 200 bar e 40 °C, por
apresentarem o0s melhores resultados em termos de atividade
antioxidante com CO; puro (resultados apresentados nos itens 4.6.1. e
4.6.2.), aliado a um valor de rendimento satisfatorio (Tabela 6). Os
resultados de rendimento sdo mostrados da Tabela 7 e Figura 9.

Tabela 7: Rendimentos obtidos com o emprego de cossolvente na extragdo
supercritica de torta de chia

Solvente (%) Rendimento (%0)®
0% 8,56° + 0,04
Etanol 2,5 % 10,72+ 0,4
Etanol 5,0 % 11,52+0,1
Etanol 7,5 % 11,32+0,1
Acetato de etila 2,5 % 8,7°+0,1
Acetato de etila 5,0 % 1052+ 04
Acetato de etila 7,5 % 11,02+ 0,2

D Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo h& diferenca
significativa (p<0,05).
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Figura 9: Rendimentos de extracdo utilizando etanol e acetato de etila como
cossolventes na extracdo supercritica de torta de chia
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Nas ESC que utilizaram etanol como cossolvente houve
diferenca significativa entre os rendimentos obtidos somente com CO;
puro e utilizando etanol acima de 2,5 %. Isso mostra a utilizacdo de
etanol permite a extracdo de compostos polares, que ndo sdo extraidos
utilizando apenas CO; supercritico como solvente. Ja entre as trés
concentracBes de etanol utilizadas, todas apresentaram rendimentos
estatisticamente iguais. Assim, pode-se concluir que a mistura
COg/etanol tem a capacidade de aumentar dissolucdo de compostos
polares presentes na amostra, proporcionando o aumento significativo
do rendimento, mas somente em concentragdes de até 2,5 % de etanol.
Em concentragbes superiores de etanol, a interacdo da mistura
CO-/etanol com os compostos polares ndo se altera, e portanto ndo ha
aumento no rendimento.

Ndo houve diferenca estatistica de rendimento em ensaios
realizados com CO, puro e CO, + acetato de etila a 2,5%. Nas
concentracBes de 5,0 % e 7,5 %, o0s rendimentos apresentaram-se
estatisticamente iguais entre si e superiores estatisticamente ao
rendimento na concentracédo de 2,5 %.

O etanol foi o cossolvente mais eficiente utilizado, o qual
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permitiu obter um rendimento de extragdo igual ao obtido utilizando
acetato de etila, porém em concentracdes inferiores.

4.6. AVALIACAO DA QUALIDADE DE EXTRATOS OBTIDOS
POR EXTRACOES A BAIXA PRESSAO E EXTRACAO
SUPERCRITICA

4.6.1. Teor de fendlicos totais (TFT)

Os valores de TFT encontrados para extratos obtidos em
Soxhlet, maceracdo, ultrassom, ESC estdo apresentados na Tabela 8. Os
compostos fendlicos sdo as principais substancias responsaveis pela
atividade antioxidante da torta de chia, estando entre eles o &cido
clorogénico, kaempferol, &cido cafeico, quercitina e miricetina.

A determinacgdo do teor de fendlicos totais (TFT) presente nos
extratos de torta de chia foi realizada pelo método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI, 1965; PESCHEL et al.,
2006). Neste método, o teor de fenolicos totais é representado em
equivalente de acido clorogénico, composto fendlico presente na torta de
chia. A curva padrao de acido clorogénico é apresentada no Anexo B.

O teor de compostos fenolicos totais dos extratos de torta de
chia variou entre 15 £ 1 a 79 £ 2 mg EAC/g extrato. Os valores
determinados sdo bastante inferiores a 423 mg EAC/g, valor obtido por
Benelli et al. (2010), para o antioxidante sintético BHT utilizando o
mesmo método de determinacgdo. Isso indica que os extratos avaliados
sd0 menos concentrados em compostos fendlicos do que o antioxidante
sintético BHT.
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Tabela 8: Teor de compostos fendlicos totais (TFT), expressos em equivalentes
de acido clorogénico (EAC), para os extratos de torta de chia obtidos a baixa
pressdo e por extragdo supercritica (ESC)

TFT (mg EAC/g

Técnica de extracdo Solvente ext)®
EtOH 50°+ 3
Soxhlet Hex 31¢foh + 3
EtOAC 254"+ 0,6
EtOH 39¢9+1]
Maceragéo Hex 34%f + 2
EtOAC 792+ 2
EtOH 40,8+ 0,6
Ultrassom Hex 31¢fh + 1
EtOACc 297" + 2
ESC 150 bar 40 °C CcO, 34d%f + 3
ESC 150 bar 50 °C CO; 15+ 1
ESC 200 bar 40 °C cO, 2Qefgh 4 9
ESC 200 bar 50 °C CO; 32¢f9 + 2
ESC 250 bar 40 °C CO, 31¢foh 4+ 2
ESC 250 bar 50 °C CO; 27,19+ 0,6
ESC 300 bar 40 °C CO, 29fgh 4 2
ESC 300 bar 50 °C CO, 29fgh 4 2
CO, + EtOH 2,5 % 32679 + 2
CO; + EtOH 5,0 % 33,5%7+ 0,9
ESC 200 bar 40 °C CO,+EtOH 7,5 % 350de + 1
CO, + EtOAC 2,5 % 279" + 2
CO, + EtOAC 5,0 % 30°9h + 3
CO, + EtOAC 7,5 % 279" + 2

(1) Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05).

A técnica de extragdo que gerou extratos com maior teor de
fendlicos totais foi a técnica de maceracdo utilizando o solvente acetato
de etila, que apresentou valor de 79 £ 2 mg EAC/g extrato. Por ser uma
técnica de extracdo que ocorre em temperatura ambiente, a maceragéo é
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capaz de extrair compostos fendlicos sem degrada-los pelo calor. No
trabalho de Andrade et al. (2011), o solvente acetato de etila gerou
extratos de borra de café com alto teor de compostos fendlicos,
apresentando valor de 553 + 60 mg EAC/g extrato. No trabalho de
Mazzutti et al. (2012), extratos de Agaricus brasiliensis obtidos através
de extragdo com acetato de etila apresentaram os maiores valores de
TFT (46 £+ 2 mg EAC/g extrato) em comparagdo com o0s demais
solventes usados na extracdo em Soxhlet.

A extracdo em Soxhlet utilizando etanol como solvente também
proporcionou solventes com bons resultados de TFT, em comparagédo
com as demais técnicas. O etanol é o solvente mais indicado na extracéo
de compostos antioxidantes, pois, devido a sua caracteristica polar,
promove a extracdo de compostos como &cidos fendlicos (BISCAIA,
2007). Apesar de a extracdo em Soxhlet ocorrer em temperaturas
relativamente altas, que podem degradar os compostos fendlicos, é
possivel que a temperatura elevada, juntamente com o reciclo do
solvente tenha possibilitado a extracdo de uma quantidade maior de
compostos fenolicos, fazendo com que o extrato apresente um TFT
maior.

No trabalho de Reyes-Caudillo, Tecante e Valdivia-L6pez
(2008), foram obtidos extratos etandlicos de semente se chia. O teor de
fenolicos totais foi determinado em equivalente acido galico,
apresentando valores de 0,92 + 0,04 mg EAG/g extrato para extrato de
semente de chia da espécie Jalisco e 0,880 + 0,008 mg EAG/g extrato
para extrato de semente de chia da espécie Sinaloa. Os extratos de torta
de chia obtidos no presente trabalho podem ter seu valor de TFT
calculados também em termos de acido galico, gracas a construcdo de
uma curva padrdo desta substancia, apresentada no Anexo B. No
presente estudo, valor de TFT para extrato de torta de chia obtido
através de ultrassom com etanol foi de 0,440 + 0,003 mg EAG/g extrato,
0 que é um valor bastante proximo dos resultados obtido por Reyes-
Caudillo, Tecante e Valdivia-Lopez (2008) (0,92 + 0,04 e 0,880 + 0,008
mg EAG/g extrato), considerando que estes realizaram o trabalho com
sementes inteiras de chia. Além disso, fatores como diferentes espécies,
condi¢des climéticas e local de cultivo podem influenciar a composi¢do
das sementes.

Com relagdo aos valores de TFT de extratos obtidos através de
ESC utilizando CO; puro como solvente, o maior valor de TFT
encontrado foi 33,8 £ 2,8 mg EAC/g extrato, sendo que, para a mesma
técnica, este valor sé se diferiu estatisticamente dos valores obtidos para
150 bar e 50 °C (15 £ 1 mg EAC/g extrato) e 250 bar e 50 °C (27,1 +
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0,6 mg EAC/g extrato). Utilizando etanol a 7,5 % como cossolvente na
condicdo de 200 bar e 40 °C obteve-se um valor de TFT de 35 = 1 mg
EAC/qg extrato, enquanto para a mesma condig&o, utilizando CO; puro, 0
valor obtido foi de 29 + 2 mg EAC/g extrato, porém estes valores ndo
apresentaram diferenca significativa.

De forma geral, avaliando os resultados de TFT, os melhores
valores foram obtidos com extracdo através de maceracdo utilizando
acetato de etila, Soxhlet com etanol e ESC a 200 bar e 40 °C, utilizando
etanol a 7,5 % como cossolvente.

4.6.2. Determinacdo da atividade antioxidante através do método
ABTS

Esta analise teve como o objetivo verificar a capacidade dos
extratos de torta de chia em sequestrar o radical cation 2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTS), representada em
equivalente  padrdo  antioxidante  (Trolox,  6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilcromano-2-acido carboxilico) cuja curva padrdo é apresentada
no Anexo B. Este método é uma excelente ferramenta para determinar a
atividade antioxidante de compostos doadores de hidrogénio e de
compostos terminadores de cadeias (RE et al., 1999).

A Tabela 9 apresenta a porcentagem de inibigdo do radical
ABTS causada pelo extrato analisado, calculada conforme descrito no
item 3.10.1., bem como os valores de atividade antioxidante dos extratos
de torta de chia, avaliados de acordo com sua capacidade de sequestrar o
radical ABTS, expressos em capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (TEAC).

Observando a Tabela 9 percebe-se que os extratos obtidos em
Soxhlet utilizando etanol e acetato de etila (83+1e 79+ 5 uM TEAC/g
ext, respectivamente) bem como extratos obtidos através de maceracéo
(78 £ 5 uM TEAC/g ext) e ultrassom (85 + 4 uM TEAC/g ext) também
utilizando acetato de etila apresentaram os melhores valores de TEAC,
ndo havendo diferenca estatistica entre estes valores. Salvador (2014)
também obteve bons resultados em termos de AA para extratos de torta
de noz pecd obtidos em Soxhlet com os solventes polares etanol (143 +
4 uM TEAC/g ext) e acetona (261 + 21 pM TEAC/g ext). Estes
resultados demonstram claramente a afinidade de compostos com
atividade antioxidante presentes na torta de chia com solventes de
polaridade intermedidria a alta. A extracdo através de ultrassom
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utilizando hexano também apresentou alto valor de TEAC, em
comparacdo com as demais (65 £ 5 uM TEAC/g ext), apesar de o
hexano ser um solvente apolar. Segundo Re et al (1999), o método
ABTS para determinagdo da atividade antioxidante é aplicavel tanto em
sistemas contendo antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos. Desta
forma, pode-se deduzir que a atividade antioxidante dos extratos obtidos
por hexano em ultrassom seja proveniente de substancias com caréater
apolar, e que a técnica de ultrassom, causando o fenémeno de cavitacao,
facilite a liberacdo e solubilizacdo de compostos presentes nos poros da
matriz vegetal.
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Tabela 9: Capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS para os
extratos de torta de chia

Técnica de extragéo Solvente Inibicéo (%) (LM T-Igié/cg ext) ©

EtOH 7,6°+0,1 83+ 1

Soxhlet Hex 3,6'£0,1 26'+1
EtOAC 74°+£04 792+ 5

EtOH 3,99 +0,1 319+ 2

Maceragéo Hex 4,6°+0,3 41+ 4
EtOAC 7,32£0,3 782+ 5

EtOH 3,8"+0,1 29"+ 1

Ultrassom Hex 6,4°+0,4 65°+ 5
EtOAC 7,82+0,3 85%+ 4

ESC 150 bar 40 °C CO, 3,8M+0,1 30%i+ 1
ESC 150 bar 50 °C Cco, 3,8%+0,2 30%i+ 3
ESC 200 bar 40 °C CO, 6,6°+0,1 68°+ 1
ESC 200 bar 50 °C CO, 47¢%+0,2 43¢+ 3
ESC 250 bar 40 °C CO, 4,17 +0,2 34fohi + 3
ESC 250 bar 50 °C CO; 3,7"+0,1 29N+ 2
ESC 300 bar 40 °C CO, 2,91+0,2 171+ 3
ESC 300 bar 50 °C Co, 43402 37fh 4 3
CO,+EtOH25%  6,2+0,2 62"+ 3

CO, + EtOH 5,0 % 4,49+ 0,2 399+ 3

ESC 200 bar 40 °C CO,+EtOH75% 5,4910,1 529+ 2
CO; + EtOAC 2,5 % 6,3*+0,3 64+ 4

CO; + EtOAC 5,0 % 51%+0,1 48%+ 2

CO, + EtOAC 7,5 % 57¢+0,1 56+ 2

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05).

Entre os extratos obtidos por extracdo supercritica, a condicdo de
200 bar e 40 °C utilizando CO; puro forneceram os melhores valores de
TEAC (68 = 1 uM TEAC/g ext), sendo estatisticamente igual ao valor
obtido por ultrassom com hexano, o que hovamente indica a extracdo de
substancias antioxidantes com carater apolar. A adicdo de EtOH e
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EtOAcC na faixa de 2,5 % a 7,5 % na ESC a 200 bar e 40 °C néo
forneceu valores de TEAC superiores aos ja obtidos utilizando CO; puro
na mesma condig&o.

4.6.3. Determinagdo do perfil de &cidos graxos dos extratos obtidos
em extracao a baixa pressdo e extracdo supercritica

A técnica de cromatografia gasosa (CG) foi utilizada neste
estudo para a avaliacdo do perfil de &cidos graxos dos extratos de torta
de chia. Para esta andlise foram selecionados extratos obtidos através de
extracdo supercritica e métodos a baixa pressao utilizando hexano como
solvente, além de um extrato obtido em Soxhlet com etanol. O perfil de
acidos graxos para os extratos é apresentado na Tabela 10.

Os acidos graxos identificados nos extratos de torta de chia
foram os &cidos palmitico, esteérico, oleico, linoleico e linolénico. Estes
acidos também foram identificados por Martinez et al. (2012) e Ixtaina
et al. (2011a; 2011b) ao avaliarem extratos de sementes de chia obtido
por prensagem a frio, extracdo supercritica e extracdo utilizando
solventes. Os acidos graxos majoritarios identificados em todos os
extratos foram os A4cidos linoleico e a-linolénico, resultado que €
consistente com os valores obtidos por Martinez et al. (2012) e Ixtaina et
al. (2011a; 2011b).

Analisando o perfil de &cidos graxos com relacdo ao teor de
acido palmitico, a extracdo em Soxhlet utilizando EtOH gerou extratos
com 0 maior teor deste acido (8,81 * 0,09%), sendo porém
estatisticamente igual a todas as demais condi¢des de extragdo, com
excecdo da ESC a 250 bar e 50 °C (7,4 £ 0,1%). No entanto, esta
diferenca entre o maior e 0 menor teor de acido palmitico é bastante
pequena, fazendo parte do erro experimental.

O teor de acido estearico foi estatisticamente igual para todos os
extratos, obtidos nas diferentes condigdes avaliadas. Com relagdo ao
teor de &cido oleico, a condi¢do de ESC a 200 bar e 40 °C com EtOAc a
7,5%, forneceu o extrato que apresentou o menor valor de acido oleico
(5,1 £ 0,4%). Os maiores teores foram obtidos em US com hexano (7,6
+ 0,4%) e ESC a 300 bar e 50 °C (7,5 + 0,7%). A pequena diferenga
entre 0 maior e 0 menor valor do teor de acido oleico é parte do erro
experimental da andlise. Em seu trabalho, Salvador (2014) também
observou que extratos de torta de noz peca obtidos utilizando hexano
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como solvente e obtidos na pressdo de 300 bar apresentaram 0s maiores
teores de acido oleico.



Tabela 10: Perfil de acidos graxos de extratos de torta de chia obtidos através de extracoes a baixa pressdo e ESC
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Teor de acido graxo (%)W

Técnica de extracdo/solvente ou 4 . . . L. - . Acido Acido o-
condicdo operacional AC|(JI(cé:[1)2!gw)ltlco AC'CE%EZF%E;”CO AC('(d:gg If)'co linoleico linolénico
) ) ) (C18:2) (C18:3)
SOX/EtOH 8,81%+0,09 2,284+0,4 5,33+ 0,2 19,9%+0,5 672+1
SOX/Hex 7,92040,1 2,3240,2 6,920+0.4 20,1°+0,5 62,8%+0,3
MAC/Hex 7,62+0,5 2,3240,2 6,420+0 4 19,8°+0,2  64,0°40,1
US/Hex 7,9%+0,1 2,662+0,04 7,62+0,4 223+1 59b+1
ESC/150 bar 40 °C 7,813+0,07 2,47%+0,09 6,7 %+0,6 19,8°+0,3 632+1,
ESC/150 bar 50 °C 8,73%+0,02 1,82+0,4 6,12+0,8 19,7°+0,4  63,6°+0,8
ESC/200 bar 40 °C 7,620+0,3 2,5%+0,5 6,3%+0,2 19,7°+0,4 642+1
ESC/200 bar 50 °C 8,220+0,2 2,6%+0,3 6 2+] 19,8°+0,2  63,0°+0,9
ESC/250 bar 40 °C 7,620+0,3 2,25%+0,01 6,02+0,6 19,5°+0,3  64,7°+0,6
ESC/250 bar 50 °C 7,4°+0,1 2,7%+0,4 6,820+0,4 20,0°+0,1  63,0%+0,6
ESC/300 bar 40 °C 8,3%+0, 4 2,02+0,2 6,5%+0,7 19,3°+0,2  63,8°+0,2
ESC/300 bar 50 °C 8,120+0, 4 2,32+0,3 7,52+0,7 19,7°+0,5 62,3%+0,2
ESC/200 bar 40°C, EtOH 7,5% 7,8%+0,8 2,342+0,09 6,3%+0,6 19,6°+0,1 63,902+0,08
ESC/200 bar 40°C, EtOAc 7,5% 8,13+0,1 2,32+0,3 5,1°+0,4 20,4°+0,5 64,022+0,08

@ Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o ha diferenca significativa (p<0,05).
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O maior teor de &cido linoleico foi obtido nos extratos de US com
hexano (22 + 1%), enquanto os demais extratos apresentaram teores
estatisticamente inferiores e iguais entre si. A extragdo por US causa 0
fendmeno de cavitacdo que pode facilitar a liberagdo e solubilizacdo do
acido linoleico pelo solvente. Por outro lado, a técnica de ultrassom
forneceu extratos com o menor teor de acido o-linolénico (59 + 1%).
Como estes dados séo expostos em percentagem relativa, a extracdo de
acido oleico e linoleico pode ter sido favorecida nesta técnica, o que
torna o teor de acido a-linolénico menor, com relagdo a quantidade dos
outros dois &cidos. Todas as demais técnicas geraram extratos com
teores de acido a-linolénico iguais estatisticamente.

De forma geral, os teores de acidos graxos de extrato de torta de
chia determinados neste trabalho apresentaram variages muito
pequenas para extratos obtidos por diferentes técnicas. Os dados obtidos
sdo coerentes com os dados de perfil de acidos graxos de dleo de
semente de chia, obtido por prensagem no trabalho de Martinez et al.
(2012).

Os 4cidos graxos acido a-linolénico e &cido linoleico sd@o muito
importantes para a manutencdo da salde por reduzirem a incidéncia de
inflamaces, doencas cardiacas e manterem a integridade celular do
organismo (YAO et al., 2012; LUDWIG et al., 2013). Todos o0s extratos
obtidos mostraram-se bastante ricos nestes dois componentes. Além
disso, é possivel notar que os extratos obtidos por extracdo supercritica
possuem o mesmo teor de acido linoleico e a-linolénico do que extratos
obtidos utilizando solventes orgénicos, o0 que torna ainda mais
interessante a substituicdo de extragdes que utilizam solventes organicos
por uma tecnologia limpa de extra¢do, como a extragdo supercritica.

4.6.4. Determinagdo da atividade antimicrobiana dos extratos
obtidos em extracéo a baixa pressao e extragao supercritica

4.6.4.1. Difusdo em agar

A atividade antibacteriana dos extratos de torta de chia obtidos
por diferentes técnicas de extracdo foi avaliada inicialmente pela técnica
de difusdo em 4gar utilizando os microrganismos Bacilus cereus e
Escherichia coli. Através deste primeiro ensaio foi possivel selecionar
0s extratos que apresentaram inibi¢do contra 0s microrganismos testados
e aplicar o teste de concentracdo minima inibitéria (CMI). Foram
realizados preliminares com solugdo de DMSO a 60 % e constatou-se



89

gue a solucdo ndo teve nenhum efeito antimicrobiano, podendo ser
utilizada nos testes. A Figura 10 e a Figura 11 mostram as placas de
teste com o halo de inibicdo causado pela acdo do antibidtico
cloranfenicol e a auséncia de halo nos pocos onde foram utilizadas como
controle a solugéo de DMSO 60%.

Figura 10: Placa de teste apresentando presenca de halos de inibigdo para
solucdo de antibiético cloranfenicol
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Figura 11: Placa de teste apresentando auséncia de halos de inibicdo para
solugdes de DMSO até 60 %

Os extratos que apresentaram halo de inibicdo superiores a 9
mm, que indicam efeito antimicrobiano (SMANIA et al.,, 1995;
MICHIELIN et al., 2009) foram: SOX-EtOH, US-EtOAc, MAC-EtOH,
ESC 150 bar/40 °C, ESC 150 bar/50 °C, ESC 300 bar/40 °C, ESC
CO2+EtOH (5,0%), ESC CO2+EtOH (7,5%), ESC CO,+EtOAc (5,0%),
ESC EtOAc 7,5%. Estes extratos com resultados positivos foram
selecionados para a continuidade dos ensaios de atividade
antimicrobiana. Na sequéncia foram analisados através dos ensaios de
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) pelo método de
micro-diluicdo em caldo.

4.6.4.2. Concentragao minima inibitéria (CMI)

A CMI foi avaliada em uma faixa de concentragdes de 50.000
pg/mL até 97,65 pg/mL. A Tabela 11 traz os valores de CMI para os
extratos selecionados a partir da difusdo em agar.
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Tabela 11: Concentragdo minima inibitdria dos extratos obtidos em técnicas a
baixa pressdo e em ESC contra B. cereus e E.coli

CMI (pg/mL)

Extrato em funcdo do B. cereus E.coli
sistema extrativo empregado

SOX-EtOH 12.500 >50.000
US-EtOAcC 25.000 >50.000
MAC-EtOH 50.000 >50.000
ESC 150 bar/40 °C 6.250 >50.000
ESC 150 bar/50 °C 12.500 >50.000
ESC 300 bar/40 °C 6.250 >50.000
ESC 200 bar /40°C EtOH 5,0% 3.125 >50.000
ESC 200 bar /40°C EtOH 7,5% 12.500 >50.000
ESC 200 bar /40°C EtOAc 2,5% 12.500 >50.000
ESC 200 bar /40°C EtOAc 5,0% 6.250 >50.000
ESC 200 bar /40°C EtOAc 7,5% 12.500 >50.000

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 nos seus valores de CMI. Comumente, a
classificagdo do extrato é 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. Com relagdo a bactéria
E. coli, nenhum extrato apresentou inibicao ao crescimento de E. coli na
faixa de concentracdo testada. Contra a bactéria B. cereus, todos 0s
extratos apresentaram atividade, sendo todos classificados como fraco
inibidor. Os extratos obtidos por ESC apresentaram valores de CMI
menores do que extratos obtidos a baixa pressdo. E possivel também
perceber que a adi¢do de cossolvente no processo de ESC foi muito
benéfica para a extracdo de compostos antimicrobianos, visto que
apenas a condicdo de 200 bar e 40 °C com EtOH 2,5% néo apresentou
atividade.

E possivel notar que, apesar de todos os extratos classificarem-
se como fracos inibidores, todos os extratos testados no ensaio de
determinacdo da CMI apresentaram atividade contra a bactéria B. cereus
(Gram-positiva), enquanto nenhum extrato apresentou atividade contra
E.coli (Gram-negativa). O mesmo comportamento também foi
verificado por Smith-Palmer et al. (1998), Boussaada et al. (2008) e por
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Michielin et al. (2009) para outras matérias-primas. Diferengas na
membrana celular dos grupos de bactérias, podem ocasionar este
comportamento. Bactérias gram-positivas possuem a presenca de maior
quantidade de peptideoglicano na membrana celular, ja nas bactérias
gram-negativas esta camada € mais delgada. Extratos obtidos por ESC
com cossolvente também se destacaram por apresentarem atividade
contra B. cereus.

Os compostos que exercem essa atividade antibacteriana ainda
ndo estdo completamente esclarecidos na literatura, porém, é possivel
gue este efeito seja causado pelos acidos graxos presentes no extrato. No
estudo de Zheng et al. (2005), os acidos graxos insaturados testados
(acidos oleico, linoleico, linolénico, palmitoleico e araquiddnico)
apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas
de S. aureus e S. pyogenes, porém nao apresentaram atividade
antibacteriana sobre contra Gram-negativas de E. coli e P. aeruginosa.
Os &cidos graxos saturados (acido estearico e acido palmitico) testados
ndo foram ativos em Gram-positivas e nem em Gram-negativas.
Considerando os resultados obtidos por Zheng et al. (2005), e sabendo
gue o0s extratos de torta de chia possuem perfis de &cidos graxos
compostos em sua maioria por acidos graxos insaturados, é plausivel a
consideragdo de que a atividade antimicrobiana seja proveniente de
acidos graxos insaturados. No entanto, outros compostos presentes na
semente de chia possuem atividade antimicrobiana, como por exemplo
0s compostos fendlicos. Em seu estudo, Cetin-Karaca (2011) avaliou a
atividade antimicrobiana de acido clorogénico, miricetina e quercitina e
constatou que estes trés compostos fendlicos possuem atividade contra
E. coli e B. cereus. Este pode ser um indicativo de que 0s compostos
fendlicos presentes na chia também contribuem na atividade
antimicrobiana dos extratos.

4.7. EXTRAGCAO SUPERCRITICA SEQUENCIAL

A realizacdo de um ensaio de extracdo supercritica sequencial
(ESC-S) da torta de chia teve como objetivo gerar extratos com uma
composicdo rica em uma maior variedade de compostos nas diferentes
etapas, através da modulacdo do poder de solvatacdo do CO:
supercritico, variando pardmetros como a pressdo e temperatura de
extracdo e fazendo a adi¢&o de cossolvente no processo.

Foram realizadas extra¢fes sequenciais em duas etapas, sendo a
primeira na condi¢do de 150 bar, 40 °C e vazdo de 8,3g/min, com CO;
puro e tempo de duracdo de 105 min e a segunda etapa na condicdo de



93

200 bar, 40°C, vazdo de 8,3 g/min, tempo de extracdo de 105 min,
utilizando como solventes CO- puro e mistura CO, com etanol 7,5 %.

Ao final da primeira etapa de extracdo e antes do inicio da
segunda etapa, foi realizada uma despressurizacdo rapida do sistema,
com objetivo de romper as células da matriz vegetal e expor seus
componentes ao fluido supercritico, buscando o aumento de rendimento.

Com objetivo de compreender melhor o processo de extragdo
sequencial, foi construida uma curva cinética deste, utilizando CO;
supercritico puro como solvente nas duas etapas de extracdo,
representada na Figura 12.

Figura 12: Curva cinética de ESC-S de torta de chia, sendo: e = primeira etapa a
150 bar e 40 °C; ¢ = segunda etapa, apds despressurizacdo rapida, a 200 bar e
40 °C.
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A Figura 12 foi separada para melhor visualizacdo das duas
etapas de extracdo, como mostram a Figura 13 e Figura 14.
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Figura 13: Curva cinética de primeira etapa da extrac&o supercritica sequencial
da torta de chia
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A curva da primeira etapa de extracdo da ESC-S ocorre até 105
minutos, logo antes de ocorrer o processo de despressurizacdo rapida.
Percebe-se que esta curva é constituida apenas da etapa CER. Este era o
comportamento esperado para um tempo de extracdo de 105 min em
ESC a 150 bar e 40 °C, conforme mostra o ensaio cinético (item 4.3.). A
Tabela 12 traz os parametros cinéticos da primeira etapa de ESC-S.
Nesta tabela sdo apresentados apenas os dados da etapa CER, devido a
auséncia das etapas FER e difusional na curva da primeira etapa de
ESC-S.

Tabela 12: Pardmetros cinéticos da primeira etapa da extragdo supercritica
sequencial (150 bar e 40 °C), utilizados na modelagem matematica da curva

CER
t (min) 35-105
Mext (Q) 0,8315
X0 (%) 5,5433
M(g/min) 0,0119
Y (9/9) 0,0014

t: duragdo da etapa de extragdo; mex: massa de extrato aproximada; Xo:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
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solvente; CER: etapa de extracdo constante; FER: etapa de extragdo
decrescente.

A segunda parte da ESC-S, quando representada separadamente
(Figura 14), apresenta detalhes que ndo sdo perceptiveis quando esta é
representada juntamente com a primeira etapa (Figura 13), devido a
diferenca de escala do gréfico.

Figura 14: Curva cinética de segunda etapa da extragdo supercritica sequencial
da torta de chia
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A segunda etapa de extracdo ocorre apds 0 processo de
despressurizagdo rapida. O sistema é entdo novamente pressurizado até
200 bar, mantendo-se a temperatura de 40 °C e dando inicio a extracéo.
Para a analise desta etapa, considerou-se a segunda etapa de extracdo
como uma extragdo totalmente nova, porém com um “novo” leito de
extracdo com menor quantidade de extrato disponivel a ser extraido.
Assim, caracterizando a segunda etapa de extracdo como uma nova
extracdo, percebe-se nitidamente que as duas tendéncias diferentes da
curva sdo as etapas CER e FER da segunda etapa da ESC-S.

Os parametros cinéticos da segunda etapa de extracdo
sequencial, utilizados também na modelagem matemética (item 4.9.),
estdo apresentados na Tabela 13. O valor de tcer utilizado na
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modelagem matematica foi de 130 min. Para a etapa FER, trer tem valor
de 200 minutos. A etapa difusional ndo foi detectada na curva cinética
da segunda etapa de ESC-S.

Tabela 13: Parametros cinéticos da segunda etapa da extragdo supercritica
sequencial (200 bar e 40 °C), utilizados na modelagem matemética da curva

CER FER
t (min) 107-130 130-200
Mext (9) 0,0255 0,0279
X0 (%) 0,1853 0,2028
M(g/min) 0,0011 0,0004
Y (g/g) 0,0001 4,7847.10°

t: duragdo da etapa de extragdo; meq: massa de extrato aproximada; Xo:
rendimento da etapa; M: taxa de extracdo; Y: concentracdo de soluto na fase
solvente; CER: etapa de extragdo constante; FER: etapa de extragdo
decrescente.

Os rendimentos de cada etapa de extracdo foram determinados e
sdo apresentados na Tabela 14 e Figura 15.

Tabela 14: Rendimentos obtidos no processo ESC-S de torta de chia nas
diferentes etapas

Condicoes .

o 0@
Etapa Solvente operacionais Rendimento(%)
12 CO; 150 bar, 40 °C 5,7+0,2

150 bar — P
DESP CO; ambiente, 40 °C 3,02+ 0,06
28 CO; 200 bar, 40 °C 0,60* + 0,09
28 CO; + EtOH 7,5% 200 bar, 40 °C 1,78°+ 0,03
12 + DESP CO; 150 bar 40 °C 8,78+0,2
12 + DESP + 22 CO; 150 e 200 bar, 40°C  9,3*+0,1
12+ DESP + 28 CO2* (705/20; EIOH 150 ¢ 200 bar, 40°C 105402

Etapa Unica CO, 150 bar, 40 °C 8,66 +0,6

(DDESP: Etapa de despressurizacdo rapida; Etapa Unica: ESC 150 bar 40°C; @
Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p<0,05), sendo que: a) letras minusculas indicam analise da segunda etapa; b)
letras mailsculas indicam analise de mais de duas ou mais etapas juntas.
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Figura 15: Rendimentos obtidos nas diferentes etapas do processo extragéo
supercritica sequencial e na extracdo supercritica em etapa Unica da torta de chia
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Né&o houve diferenca significativa entre os rendimentos obtidos
para ESC em etapa Unica a 150 bar e 40°C e rendimentos obtidos na 12
etapa + despressurizacdo, em ESC-S (12 etapa + DESP). Observando a
Figura 12, percebe-se que com o processo de despressurizacao rapida, o
rendimento de extragdo deu um “salto”, atingindo um valor de massa de
extrato acumulada que em uma extragdo supercritica convencional a 150
bar e 40°C s6 seria atingido 105 minutos depois, como mostra a Figura
7.

A Figura 16 e Figura 17 mostram a economia de CO; gerada
pelo processo de ESC-S, onde foram consumidos aproximadamente 890
g de CO; para a obtencéo de aproximadamente 1,3 g de extrato. Em uma
ESC convencional a 150 bar e 40 °C (Figura 17), para a obtencdo de
cerca de 1,25 g extrato, é necessario aproximadamente 2750 g de CO-.
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Figura 16: Consumo de CO, em funcéo da massa de extrato obtida para ESC-S

de torta de chia
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Figura 17: Consumo de CO; em fungdo da massa de extrato obtida para ESC de
torta de chia a 150 bar e 40 °C
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A etapa de despressurizacdo rapida (DESP) apresentou um
valor de rendimento alto, possivelmente pelas seguintes razoes:

a) Como sugerido por Albuquerque e Meireles (2012) e

Meyer et al. (2012), durante a despressurizagdo rapida
ocorre 0 rompimento das células da matriz vegetal,
proporcionando uma maior exposi¢do do soluto, o que o
torna mais disponivel para a extracdo. O soluto exposto é
extraido, solubilizando-se no CO, supercritico de
passagem, ou sendo carregado através de arraste, devido ao
grande deslocamento de CO> durante a despressurizag&o;

b) Ainda devido ao grande deslocamento de CO; durante a
despressurizacdo, ocorre o arraste de extrato que estava
preso na linha de extracéo.

Os rendimentos das segundas etapas de extracéo (a 200 bar e 50
°C com CO; puro e com CO; + cossolvente) apresentaram diferenga
significativa. A segunda etapa de extragdo utilizando CO; puro
apresentou rendimento muito baixo, o que indica que apdés a
despressurizagdo rapida, ndo ha mais componentes na matriz vegetal
possiveis de serem extraidos por CO; supercritico nas condicfes de 200
bar e 40 °C. Em contrapartida, ao utilizar etanol a 7,5 % como
cossolvente na segunda etapa, houve aumento significativo no
rendimento, o que indica que, mesmo apds a despressurizacdo, ainda
estdo presentes compostos polares na matriz vegetal passiveis de ser
extraidos com a mistura CO- + etanol (7,5 %).

A Figura 18 mostra a diferenca de coloragdo nos extratos obtidos
na primeira etapa, utilizando CO; puro (a), etapa de despressurizacdo (b)
e na segunda etapa, utilizando mistura CO; e etanol (c).
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Figura 18: llustracdo dos extratos obtidos nas diferentes etapas de extracéo
sequencial de torta de chia: (a) 12 etapa (150 bar e 40 °C); (b) despressurizago;
(c) 2% etapa (200 bar, 40 °C, CO2 + 7,5 % etanol)
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O valor de rendimento obtido e a diferenca de coloragdo dos
extratos de cada etapa é um indicativo de que a ESC-S utilizando
cossolvente na segunda etapa foi eficiente na obtencéo de extratos com
diferentes composi¢des a partir de uma mesma matriz vegetal. Esta
diferenca de coloracdo dos extratos nas diferentes etapas de ESC-S
também foi notada por Salvador (2014).

4.8. AVALIACAO DA QUALIDADE DOS EXTRATOS OBTIDOS
POR ESC-S

4.8.1. Determinacdo do teor de fendlicos totais (TFT) e atividade
antioxidante (AA) pelo método ABTS

Os extratos obtidos por ESC-S tiveram sua qualidade avaliada
através das andlises de teor de fendlicos totais e atividade antioxidante
pelo método ABTS. Os resultados de ambas as andlises estdo
apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante de extratos de torta
de chia obtidos por ESC e ESC-S
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Letras iguais na mesma série de dados indicam que ndo ha diferenca
significativa (p<0,05), sendo que: a) letras minusculas indicam anélise de TFT;
b) letras maiusculas indicam analise de AA.

Nas extra¢Oes sequenciais, 0 valor de TFT obtido na 22 etapa de
ESC-S, utilizando etanol a 7,5 % como cossolvente (40 £ 1 mg EAC/g
extrato) forneceu valores de TFT significativamente superiores aos
valores obtidos na 12 etapa de ESC-S (27,8 £ 0,5 mg EAC/g extrato),
despressurizagdo (31,8 + 0,9 mg EAC/g extrato) e 2% etapa sem
cossolvente (31,8 £ 0,9 mg EAC/g extrato). O valor de TFT da 22 etapa
de ESC-S com etanol a 7,5% também foi significativamente superior ao
valor obtido para ESC em etapa Unica a 200 bar e 40 °C utilizando
etanol a 7,5 % (35 + 1 mg EAC/g extrato) mostrando ser possivel
concentrar compostos fenélicos na segunda etapa de ESC-S utilizando
etanol como cossolvente.

Na andlise de atividade antioxidante pelo método ABTS, a 18
etapa (que utiliza CO; puro a 150 bar a 40 °C) e a etapa de
despressurizacdo rapida forneceram extratos com valor de TEAC
estatisticamente iguais entre si, porém significativamente superiores
aqueles obtidos em ESC em etapa Unica (150 bar e 40 °C). Isso sugere
que a extracdo de compostos com capacidade antioxidante na condicédo
de 150 bar e 40 °C ocorre predominantemente até os primeiros 105
minutos (tempo total da primeira etapa de ESC-S). A 22 etapa de
extracdo utilizando etanol a 7,5 % forneceu extratos com valores de
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TEAC estatisticamente iguais aos obtidos em ESC a 200 bar e 40 °C
com etanol a 7,5 % e também aos extratos obtidos na 22 etapa de ESC-S
sem a utilizag&o de cossolvente.

O fato de os extratos provenientes da 12 etapa de extracdo (40 + 2
UM TEAC/g ext) e da etapa de despressurizacdo (45 + 3 uM TEAC/g
ext) fornecerem valores de TEAC estatisticamente superiores aos de
extratos obtidos através de ESC em etapa Unica (30 £ 1 uM TEAC/g
ext) torna a realizacdo do processo até a etapa de despressuriza¢cdo muito
interessante, pois reduz o tempo de extracdo e concentra o extrato em
substancias antioxidantes.

4.8.2. Perfil de &cidos graxos dos extratos obtidos por extragdo
supercritica sequencial

Os extratos de torta de chia obtidos por ESC-S tiveram seu perfil de
acidos graxos analisado, através de cromatografia gasosa. Os dados séo
apresentados na Tabela 15.

Os extratos de torta obtidos na primeira etapa e etapa de
despressurizacdo de ESC-S apresentaram teores de todos os &cidos
graxos estatisticamente iguais entre si, e iguais ao extrato obtido por
ESC a 150 bar e 40 °C. Isso indica que a ESC-S, quando realizada até a
etapa de despressurizacdo, é capaz de produzir extratos com a mesma
qualidade (em termos de &cidos graxos) que a que um processo de ESC
a 150 bar e 40°C, cujo tempo de extracdo € o dobro.

Com relagdo aos extratos obtidos na segunda etapa de ESC-S
utilizando EtOH a 7,5%, estes apresentaram teor de acido palmitico
estatisticamente inferiores ao de extratos obtidos por ESC a 200 bar e 40
°C utilizando 7,5% de EtOH, e extratos obtidos na primeira etapa e
etapa de despressurizacio. E possivel que algum dos outros acidos
graxos que compde o extrato tenha sido extraido em maior quantidade
nessa condi¢do, o que diminuiria o valor da percentagem de &cido
palmitico no extrato, visto que este teor é dado em percentagem relativa.
Para todos os demais acidos graxos, com excecdo do acido palmitico, os
teores dos extratos obtidos na segunda etapa de ESC-S com EtOH a
7,5% foram estatisticamente iguais aos obtidos em ESC a 200 bar e 40
°C utilizando EtOH a 7,5%.
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Tabela 15: Perfil de acidos graxos de extratos de torta de chia obtidos através de ESC-S

Teor de acido graxo (%)@

Técnica de _ _ _
extragdo/solvente ou Aicido Acido estedrico  Acidooleico 0140 Acido o-
condicéo operac|ona|(l) palmitico (C18:0) (C18:1) linoleico linolénico
(C16:0) : : (C18:2) (C18:3)
ESC/150 bar 40 °C 7,814£0,07 2,47%+0,09 672406 19,8403 631
ESC/200 bar 40°C,
O 2506 7,8%40,8 2,34%+0,09 632406 19,6401  63,90°0,08
ESC-S/ ﬁ’f;f‘r 40°C 8,903 1,7°40,1 6334007 195402 63504
ESC-S/Despressurizagio  8,6%0,4 1,8°40,4 6,104 19,4403 64°1
ESC-5/200 bar 40°C + 5,8°40,3 2,63%0,01 67400 195405  653%07

EtOH 7,5% (22 et)

(12 Et: primeira etapa; 22 Et: segunda etapa; ESC: extracdo supercritica, ESC-S: extracdo supercritica sequencial; @ Letras iguais
na mesma coluna indicam que ndo hé diferenca significativa (p<0,05).
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4.8.3. Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos por extracdo
supercritica sequencial

Os extratos obtidos através de ESC-S foram avaliados em
termos de atividade antimicrobiana contra as bactérias B. cereus e E.
coli. Inicialmente foi realizado o teste de difusdo em agar, com objetivo
de selecionar os extratos que apresentaram potencial antimicrobiano e
posteirormente determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI). Os
extratos obtidos na primeira etapa, etapa de despressurizacéo e segunda
etapa utilizando etanol a 7,5% de ESC-S foram selecionados, como
pode ser observado na Tabela 16.

Assim como 0s extratos obtidos através de extracBes a baixa
pressdo e ESC, os extratos obtidos por ESC-S ndo apresentaram
atividade contra E. coli. Entretanto, todos os extratos de ESC-S
apresentaram atividade contra B. cereus. Os extratos obtidos na primeira
etapa e etapa de despressurizacdo de ESC-S apresentaram valores de
CMI iguais ou melhores do que os apresentados por extratos obtidos em
ESC a 150 bar e 40 °C. Desta forma, percebe-se que estas duas etapas
de ESC-S sdo capazes de gerar extratos com a mesma caracteristica
antimicrobiana do que os extratos obtidos em ESC a 150 bar e 40 °C,
em um tempo de extracdo reduzido, 0 que representa mais uma
vantagem da realizacdo do processo de ESC-S até a etapa de
despressurizacéo rapida.

Tabela 16: Concentragdo minima inibitoria dos extratos obtidos ESC-S contra
B. cereus e E.coli

CMI (ug/mL)
Técnica de B. E.coli
extracdo/condigdo cereus
operacional e solvente ®
ESC /150 bar, 40 °C 6.250 >50.000
ESC /200 bar, 40°C, EtOH 7,5% 12.500 >50.000
ESC-S /12 Et 150 bar, 40 °C 3.125 >50.000
ESC-S / despressurizacéo 6.250 >50.000
ESC-S /22 Et 200 bar, 50 °C, EtOH 7,5 % 25.000 >50.000

(12 Et: primeira etapa; 22 Et: segunda etapa; ESC: extragdo supercritica, ESC-S:
extragdo supercritica sequencial, em fungdo das condigdes operacionais
aplicadas.
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4.9. MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem das curvas cinéticas de extragdo foi realizada
para as condi¢fes: 150 bar e 40 °C, 200 bar e 50 °C e para extragdo
sequencial utilizando CO; puro. O valor de solubilidade do extrato de
chia no CO; supercritico utilizado nas modelagens foi de 2,3.10 g/g
CO,, determinado por Bozan e Temelli (2002). Foram empregados 0s
modelos de: Sovova (1994) e de Martinez et al. (2003), baseados no
balanco de massa diferencial; de Gaspar et al (2003), baseado na
analogia a transferéncia de calor na particula; e o de Esquivel, Bernardo-
Gil e King (1999), andlogo & equacdo cinética de crescimento de
microrganismos de Monod.

4.9.1. Modelagem das curvas de ESC

A Tabela 17 apresenta os parametros de modelagem de cada
modelo matematico aplicado e o erro médio quadratico (EMQ) referente
ao ajuste dos modelos aos dados experimentais das curvas cinéticas (200
bar e 50 °C e 150 bar e 40 °C).
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Tabela 17: Parametros de modelagem obtidos pela aplicagdo dos modelos matematicos para as curvas de extragao supercritica de
torta de chia

Condicdes operacionais das curvas
experimentais

At 3 @)
Modelo mateméatico Parametros de modelagem 200 bar/50°C 150 bar/40°C/
8,3 g/min 8,3 g/min
b (min) 0,0374 0,0340
Martinez et al. (2003) tm (Min) 48,7099 70,9199
EMQ 0,0006 0,0008
tcer (min) 80 105
Xk 7,7233.10° 0,0031
Sovova (1994) kxa (min1) 0,0055 0,0058
kya (mint) 0,2474 0,2724
EMQ 0,0049 0,0045
. b 39,7718 29,6157
Esquivel et al. (1999) EMQ 0.0466 0,0357
Dm (m2/min) 3,0517.1010 3,5774.10°10
Gaspar et al. (2003) EMQ 0,0337 0,0160

@ b e ty: pardmetros ajustaveis do modelo de Martinez et al. (2003); tcer: duracio da etapa CER; Xk: razdo massica de soluto de
dificil acesso; kya: coeficiente de transferéncia de massa na fase solida; kya: coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida;
b: parametro ajustavel do modelo de Esquivel et al. (1999), Dm: coeficiente de difusdo; EMQ: erro médio quadratico.
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Observando a Figura 20 e Figura 21 e os valores de EMQ da
Tabela 17, percebe-se que o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais das curvas de 200 bar e 50 °C, e de 150 bar e 40 °C, foi 0
modelo de Martinez et al. (2003).

Figura 20: Curva experimental e modelada da extragdo supercritica de torta de
chia a 200 bar e 50°C
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Figura 21: Curva experimental e modelada da extracéo supercritica da torta de
chia a 150 bar e 40°C
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O parametro ajustavel tm corresponde ao tempo em que a taxa de
extracdo é maxima. Neste caso, para a curva de 200 bar e 50 °C, tm é
aproximadamente 49 min. Para a curva de 150 bar e 40 °C, o parametro
tm tem valor de aproximadamente 71 min.

O modelo de Martinez et al. (2003) necessita como parametro
inicial para a modelagem matematica apenas a massa de soluto inicial e
0 raio da particula sélida, o que facilita a utilizagdo deste modelo.

O modelo de Sovova (1994) também apresentou um bom ajuste
para as curvas das duas condicGes apresentadas. Este modelo apresenta
bons resultados quando as curvas experimentais possuem a transicdo do
periodo CER para o periodo FER bem delimitada. Sua principal
vantagem é a descricdo dos fendbmenos de transferéncia de massa
envolvidos no processo de ESC, sendo que seus parametros ajustaveis
apresentam um claro significado fisico (BENELLI, 2010). A aplicacéo
do modelo de Sovova (1994) é limitada a sistemas onde a solubilidade é
conhecida na pressdo e temperatura empregadas na extracdo (SOUSA et
al.,2005). E possivel que a diferenca encontrada entre os dados
experimentais e a curva modelada, especialmente na etapa difusional,
esteja relacionada com a utilizacdo de um valor de solubilidade
inadequado, embora os dados de literatura sejam referentes a um
produto com composi¢éo bastante semelhante ao deste estudo.

O pardmetro kya é 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 o0 aumento da
vazdo de solvente (SOVOVA; KUCERA; JEZ, 1994; MICHIELIN et
al., 2005, CAMPOS et al, 2008; MEZZOMO; MARTINEZ;
FERREIRA, 2009). J& o valor de kxa é definido como o coeficiente de
transferéncia de massa na fase solida e néo sofre a influéncia da vazéo
do solvente, pois é representado pela difusdo do CO, e da mistura de
CO2+soluto no interior das particulas de matéria-prima (BENELLLI,
2010).

Os valores dos coeficientes de transferéncia de massa na fase
fluida (kya) para ambas as condic¢des (200 bar e 50 °C e 150 bar e 40
°C) foram superiores aos valores dos coeficientes de transferéncia de
massa na fase sélida (kxa) (Tabela 17). Um baixo valor de ksa indica
que 0 mecanismo de difusdo é menos representativo quando comparado
com a conveccdo (MARTINEZ et al., 2003). Este fendmeno ocorre
devido ao soluto exposto na superficie da matriz possuir maior
facilidade de ser dissolvido, ja o soluto retido no interior da matriz
necessita de um tempo maior para difundir-se até a superficie e entéo
ser solubilizado pela fase fluida. No caso da extracdo de 6leo da torta de
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chia, o didmetro de particula de torta de chia utilizada pode ser muito
alto, o que dificulta a transferéncia de massa por difusdo, tornando a
convecgdo 0 mecanismo predominante.

Os modelos de Gaspar et al. (2003) e Esquivel et al. (1999) nédo
apresentaram ajustes satisfatorios para nenhuma das duas condigdes
analisadas. O modelo proposto por Gaspar et al. (2003) considera que o
processo de extracdo € controlado somente pela difusdo. Este modelo
apresentou valores elevados para os EMQ, quando comparados aos
outros modelos avaliados, possivelmente por desconsiderarem o
mecanismo de transferéncia de massa por convecgdo (CAMPOS et al.,
2005) e que, segundo os resultados do modelo de Sovova (1994) se
mostrou ser o processo de transferéncia de massa mais representativo na
ESC de torta de chia. O modelo de Esquivel, Bernardo-Gil e King
(1999) descreve a curva global de extracdo de uma forma hiperbdlica,
caracteristica de sistemas onde o soluto tem um facil contato com o
solvente e assim é extraido facilmente (SOUSA et al., 2005). E possivel
que o modelo de Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999) ndo tenha
fornecido ajuste satisfatorio devido ao fato de a torta de chia ndo possuir
teor de dleo tao elevado. No trabalho realizado por Mezzomo, Martinez
e Ferreira (2009) com a améndoa de péssego, 0 modelo de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999) proporcionou um bom ajuste, visto que a
améndoa de péssego possui um teor de lipidios de 25% + 2, ou seja,
quase o dobro do teor de 6leo da torta de chia. No modelo de Esquivel,
Bernardo-Gil e King (1999), os efeitos termodindmicos e de
transferéncia de massa sdo representados por um U(nico parametro
ajustavel (b) e, assim, ndo é possivel verificar a influéncia dos diferentes
mecanismos na descri¢ao da curva de extragdo.

4.9.2. Modelagem das curvas de ESC-S

A Figura 22 e Figura 23 apresentam as curvas de ESC-S de torta
de chia modeladas, respectivamente, referentes a 12 e 22 etapa de
extracdo sequencial, realizadas nas condicGes de 150 bar e 40 °C e 200
bar e 40 °C. A Tabela 18 contém os resultados da aplicacdo dos
modelos (parametros cinéticos de cada modelo) e o erro médio
quadratico (EMQ) referente ao ajuste dos modelos aos dados
experimentais.

Observando a Figura 22 e Figura 23, e os dados de EQM da
Tabela 18, os modelos que melhor se ajustaram aos dados experimentais
foram o modelo de Martinez et al. (2003) e de Sovova (1994).
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O parametro ajustavel tm, correspondente ao tempo de maxima
extracdo, apresentou valor de aproximadamente 68 minutos para a 1°
etapa. Na curva da segunda etapa de extracdo, o parametro ajustavel tm
apresentou valor negativo para a curva modelada, perdendo seu
significado fisico. Neste caso, a taxa de extracdo é decrescente, ou seja,
apresenta 0 valor maximo apenas no instante inicial da extracdo
(MARTINEZ et al., 2003), 0 que é bastante plausivel, visto que na
segunda etapa de extracdo o0 extrato estd em presente em pequena
quantidade na matriz vegetal, o que aumenta a dificuldade de extrai-lo.
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Tabela 18: Parametros de modelagem obtidos pela aplicagdo dos modelos matematicos para as curvas de extragdo supercritica
sequencial de torta de chia

Condicdes operacionais das curvas experimentais

Modelo matematico Parametros de modelagem® 12 Etapa, 150 bar/ 22 Etapa, 200 bai
40°C/8,3g/min 40°C/8,3 g/min
b (mint) 0,0255 0,0281
Martinez et al. (2003) tm (Min) 67,6899 -62,3600
EMQ 0,0004 3,5963.10°
tcer (min) 105 130
Xk 0,0113 0,0023
Sovova (1994) kxa (min-t) 0,0051 0,0111
kya (mint) 0,2995 0,0180
EMQ 0,0026 8,0075.10°
. b 56,7684 23,3226
Esquivel et al. (1999) EMQ 0,0069 1,8251.10%
Dm (m&min) 2,0055.1010 5,7799.10°1°
Gaspar et al. (2003) EMQ 0,0132 1,3922.10%

@ b e ty: pardmetros ajustaveis do modelo de Martinez et al. (2003); tcer: duracio da etapa CER; Xk: razdo massica de soluto de
dificil acesso; kxa: coeficiente de transferéncia de massa na fase solida; kya: coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida;
b: parametro ajustavel do modelo de Esquivel et al (1999), Dn: coeficiente de difusdo; EMQ: erro médio quadratico.
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Figura 22: Curva experimental e modelada da primeira etapa de extracdo

supercritica sequencial de torta de chia a 150 bar e 50°C
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Figura 23: Curva experimental e modelada da segunda etapa de extragdo

supercritica sequencial de torta de chia a 200 bar e 50 °C
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O modelo de Sovova (1994) também apresentou um bom ajuste
aos dados de ambas as curvas, principalmente para a curva da 22 etapa.
Para a primeira etapa de ESC-S, assim como na ESC a 150 bar e 40 °C,
o valor de kya foi maior do que o valor de kya, indicando que o
mecanismo de difusdo € menos representativo quando comparado com a
conveccao. Este comportamento é esperado, visto que a primeira etapa
de ESC-S também é realizada a 150 bar e 40 °C. J& a segunda etapa da
ESC-S apresentou valores de kya e kxa bastante proximos, apesar de kya
ainda apresentar valor levemente superior. Quando o solvente esta
disponivel em grande quantidade na matriz vegetal, o soluto exposto na
superficie da matriz possui maior facilidade de ser dissolvido, enquanto
0 soluto retido no interior da matriz precisa difundir-se até a superficie e
sO entdo ser solubilizado pela fase fluida. Desta forma, a transferéncia
de massa por convecgdo se sobrepde a transferéncia por difusdo. No
caso da segunda etapa de ESC-S, o solvente estd em pequena
guantidade na matéria-prima, ndo estando altamente disponivel na
superficie externa da matriz. Assim, a transferéncia de massa por
difusdo torna-se mais importante, o que justifica 0 aumento do valor de
kxa, em comparacdo com o valor deste pardmetro para a primeira etapa
de ESC-S. Ja a transferéncia de massa por convec¢do ndo ocorre mais
com tanta intensidade na segunda etapa pelo fato de a superficie da
matriz estar mais pobre em soluto, o que explica a reducdo no valor de
kya em comparagdo com a primeira etapa de extracéo.

Os modelos de Gaspar et al (2003) e Esquivel et al (1999)
novamente apresentaram 0s ajustes menos satisfatorios para os dados
experimentais da ESC-S, com excecdo do modelo de Esquivel para a
curva da primeira etapa de ESC-S, que apresentou valor de EMQ
proximo do valor apresentado pelo ajuste com modelo de Sovova
(1994). Como ja citato anteriormente, o modelo de Esquivel et al.
(1999) descreve bem sistemas onde o soluto tem um facil contato com o
solvente e assim é extraido mais facilmente, o que explica por que este
modelo descreveu melhor a curva da primeira etapa do que a da
segunda. Como no modelo de Esquivel et al. (1999), os efeitos
termodindmicos e de transferéncia de massa sdo representados por um
Unico pardmetro ajustavel (b), ndo é possivel verificar a influéncia dos
diferentes mecanismos na descricdo da curva de extragdo. O modelo
proposto por Gaspar et al. (2003) considera que 0 processo de extracao
é controlado somente pela difusdo. Mesmo para a segunda etapa, que
sofre uma influéncia maior da transferéncia de massa por difusdo, o
modelo de Gaspar et al.(2003) ndo forneceu um bom ajuste, o que
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significa que ndo se pode desprezar em nenhum momento 0 mecanismo
de conveccdo nas duas etapas de ESC-S.

A Figura 24 apresenta a curva cinética modelada completa de
ESC-S.

Figura 24: Curva experimental e modelada supercritica sequencial da torta de
chia, sendo: e = primeira etapa a 150 bar e 40 °C; ¢ = segunda etapa, ap0s
despressurizacdo rapida, a 200 bar e 40 °C.
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A modelagem das curvas de ESC é uma ferramenta que
possibilita a otimizacdo de projetos e aumento de escala, como a
definicdlo do wvolume do extrator, rendimento e predicdo do
comportamento da extracdo ao longo do processo, como o tempo de
extracdo para uma dada condicdo operacional (MEZZOMO,;
MARTINEZ; FERREIRA, 2009).

4.10. ESTIMATIVA DE CUSTOS DE MANUFATURA

A estimativa de custos de manufatura da extracdo supercritica
de 6leo de torta de chia foi realizada para todas as condicdes de ESC e
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para o processo de ESC-S realizado até a etapa de despressurizacao
rapida (ESC-Desp). Desta forma, considerou-se que a razdo m/Qcoz
apresenta valor constante, onde m é a massa de matéria-prima utilizada
e Qco2 € a vazdo de solvente supercritico. A vazdo utilizada é de 0,5
kg/h (8,3 g/min) e a massa utilizada é de 0,015 kg. A razdo entre estes
dois parametros da um valor de 0,03 h. O volume do extrator proposto
para a unidade é de 500 L. Conhecendo a densidade da matéria-prima, é
possivel calcular a massa de matéria-prima a ser utilizada, que resultou
num valor de 235,2 kg. Utilizando a relacdo m/Qco> = 0,03 h e sabendo
que o valor de m = 235,2 kg, obtém-se o valor de Qcoz = 7840 kg/h para
a vazdo de CO».

O investimento inicial consiste numa estimativa do preco de
duas unidades comerciais ESC, ambas compostas por duas colunas de
500 L. Neste sistema, a extracao é realizada em uma coluna, enquanto a
outra coluna é limpa e novamente preenchida com matéria-prima, o que
permite que o processo possa ser conduzido sem interrupgdes. O valor
de US$ 1.150.000,00 das colunas de ESC foi estimado por Prado
(2009), no mercado chinés. A Tabela 19 apresenta 0s custos com
investimento, matéria-prima, mao de obra, utilidades, tratamento de
residuos e custo de manufatura de cada condicéo de processo de ESC. A
Tabela 20 apresenta os dados de massa de extrato obtida e custo
especifico do extrato. Todos os parametros sdo calculados baseando-se
no periodo de tempo de um ano, considerado 7920 horas de trabalho.

Observando os dados obtidos através do calculo de custos
envolvidos no processo de extragdo supercritica de uma unidade
industrial, percebe-se que o aumento da temperatura de extragdo,
guando a pressdo € mantida constante, ndo altera o valor do custo de
utilidades (CUT). Isso pode ser explicado através do ciclo do CO; no
sistema. A energia necessaria (AH) para que o trocador de calor aqueca
0 CO; até a temperatura de 50 °C é maior do que a energia necessaria
para aquece-lo até 40 °C. Porém, a etapa de separagdo flash da mistura
CO; e extrato, que ocorre apds a extracdo, necessita de um AH
igualmente menor quando a extragdo ocorre a 50 °C, quando comparado
ao mesmo processo a 40 °C. Desta forma, o aumento e a redu¢do do AH
nas duas etapas se compensam, e como ambas fazem uso de vapor
saturado (mesmo custo especifico), o custo € mantido constante. Ja com
0 aumento de pressdo, ocorre 0 aumento do CUT. Quanto maior a
pressdo que deseja-se trabalhar, maior € a energia necessaria para o
funcionamento da bomba, e também maior é a energia gasta no
processo de separacgdo flash. Custo com investimentos (FCI) e com mao
de obra (COL) ndo sofrem nenhuma alteragdo com mudangas na
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temperatura e na pressdo de processo. O CWT, como ja citado, é
considerado nulo pois o Unico residuo gerado é o proprio sélido que
sofreu extragdo, que pode ainda ser comercializado como matéria-prima
para outros processos (racdo animal, por exemplo). O custo com
matéria-prima nas ESC em etapa Unica manteve-se constante, ja que o
tempo de extracdo é mantido constante.



Tabela 19: Custos de processo para cada condigdo de extragdo supercritica de torta de chia avaliada
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Presséo (bar)/

Temperatura (°C)®  FCI (US$/ano) CRM (US$/ano)  COL (US$fano) CUT (US$/ano) (ugggf\o)
150/40 322.000,00 240.102,24 151.999.85 456.221,07 117032316
150/50 322.000,00 240.102,24 151.999,85 45622107 117032316
200/40 322.000,00 240.102,24 151.999,85 506.775,70  1.220.877,79
200/50 322.000,00 240.102,24 151.999.85 50677570  1.220.877,79
250/40 322.000,00 240.102,24 151.999,85 52446130  1.238.563,38
250/50 322.000,00 240.102,24 151.999,85 52446130  1.238.563,38
300/40 322.000,00 240.102,24 151.999,85 54442156  1.258.523,65
300/50 322.000,00 240.102,24 151.999,85 54442156  1.258.523,65
150/40

(ESC-Desp) 322.000,00 251.082,05 151.999,85 45622107 1.181.302.97

() ESC-Desp: Extracio supercritica sequencial realizada até a etapa de despressurizacdo rapida; @ FCI: Fracdo de investimento;
CRM: custo com matéria-prima; COL: custo com trabalho operacional; CUT: custo com utilidades; COM: Custo de manufatura.
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A avaliacdo econémica da ESC-Desp foi feita considerando que
a extracdo ocorre durante 105 min e a massa final total de extrato é
obtida ap6s o término da despressurizacdo rapida. A despressurizacao
do sistema ocorre ap6s o suprimento de CO; ser fechado, da mesma
forma que nas outras extracdes, porém com uma taxa de queda de
pressdo muito mais elevada. Observa-se que 0 CRM da ESC-Desp é
maior do que o de ESC a 150 bar e 40 °C. Isso ocorre devido ao maior
custo com moagem necessario na ESC-Desp, relativo a maior
preparacdo de matéria-prima, ou seja, como os tempos da ESC-Desp
sd0 menores, em um mesmo periodo de operacdo da unidade pode ser
realizado um maior de extragdes, requerendo uma maior quantidade de
matéria-prima. N&o ha custo com a compra da matéria-prima em si, por
se tratar de um subproduto gerado e reaproveitado pela prépria industria
de 6leo de chia, portanto sé o processo de moagem influencia neste
aumento. A quantidade de CO: envolvida durante uma batelada do
processo de ESC-Desp é muito menor do que em um processo de ESC,
porém, o tempo de extracdo ndo influencia na quantidade de CO; gasta
durante um ano, visto que considera-se que o tempo de operagdo é fixo
em 7920 h/ano. Como em um mesmo tempo de operacdo a ESC-Desp
processa mais matéria-prima (mais extracBes, com menor tempo de
cada), é produzida uma quantidade de extrato muito superior as ESC, o
que torna o preco especifico do extrato muito menor (Tabela 20). Tudo
isso é possivel gracas ao fato de que a despressurizacdo rapida
proporciona a ESC-Desp a 150 bar e 40°C em 105 min um rendimento
semelhante ao rendimento obtido em processo de ESC 150 bar 40 °C
em 210 min de extracdo (conforme detalhado no item 4.7.). Analisando
e comparando os custos especificos das ESC, o processo a 150 bar 50
°C possui um rendimento bastante inferior aos demais, que reflete
nitidamente na quantidade de extrato obtida e no maior preco especifico
do extrato observado (Tabela 20).
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Tabela 20: Massa de extrato obtida em um ano de producdo e custo especifico
do extrato para cada condicdo de extragdo supercritica de torta de chia avaliada

Massa de Cust(_)
Presséo (bar)/ Temperatura(°C) ® extrato (kg) especifico
9 (Ussikg)
150/40 45.611,59 25,66
150/50 26.345,09 44,42
200/40 45.558,37 26,80
200/50 44.760,04 27,28
250/40 49.975,83 24,78
250/50 51.519,28 24,04
300/40 49.496,83 25,43
300/50 56.202,85 22,39
150/40 (ESC-Desp) 92.926,31 12,71

(@ ESC-Desp: Extracdo supercritica sequencial realizada até a etapa de
despressurizagdo rapida.

Os extratos obtidos na primeira etapa de ESC-S a 150 bar e 40
°C e na etapa de despressurizacdo rapida possuem a mesma qualidade
gue extratos obtidos por ESC a 150 bar e 40 °C, em termos de atividade
antioxidante, teor de fenodlicos, perfil de &cidos graxos e ensaios
microbioldgicos (resultados apresentados e detalhados no item 4.8.).
Economicamente, a obtencdo de extratos de torta de chia através de
ESC-Desp mostra-se bastante vantajosa com relagdo aos processos de
ESC, gracas a reducdo de 50% do tempo de extracdo.

A Figura 25 e Figura 26 apresentam a relagdo entre 0s
diferentes custos que compdem o custo de manufatura do extrato de
chia no processo de ESC 150 bar a 40 °C e ESC-Desp 150 bar a 40 °C.
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Figura 25: Contribuigdo percentual dos custos de processo de ESC da torta de
chiaa 150 bar e 40 °C

Figura 26: Contribuicdo percentual dos custos de processo de ESC-Desp da
torta de chia a 150 bar e 40 °C
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Para ambos o0s processos, as fracbes apresentam
representatividade muito parecidas, dentro do COM, sendo custo com
utilidades o mais representativo. O alto custo de utilidades (CUT) esta
relacionado ao aporte de energia necessario para o funcionamento da
bomba, agua de resfriamento e vapor saturado para cada ciclo de
extracdo (AGUIAR, 2012). O fato do custo com investimento ndo ser o
custo predominante do COM, indica que o crescimento da tecnologia de
ESC, aliado ao maior conhecimento e tecnologia por parte dos
fabricantes, tem tornado os equipamentos mais acessiveis (AGUIAR,
2012).

A Tabela 21 apresenta valores de mercado para 6leo de chia, no
Brasil. Os valores apresentados sdo maiores do que o custo especifico
do extrato de torta de chia obtido através da estimativa de custos. Como
ja observado na Tabela, 0 processo menos custoso para a extragdo do
oleo de chia avaliado no presente trabalho, é o processo de ESC-Desp,
que gera um valor especifico de US$ 12,71/kg. Sabe-se que o valor dos
produtos apresentados na Tabela 21 é referente ao produto embalado,
pronto para ser comercializado, mas, considerando o menor valor de
mercado encontrado (US$ 69,96/kg), é possivel saber que a diferenca
entre o custo de fabricacdo do 6leo de chia por ESC-Desp e o valor de
6leo de chia comercial seria de aproximadamente US$ 57,25/kg (450 %
mais elevado).

Tabela 21: Valores de mercado para dleo de chia comercial

Produto Valor Fonte
(US$/kg)
Oleo de chia 69,96 Giroil (2014)
Oleo de chia 76,70 Nutrima (2014)

Oleo de chia 78,71 Ekosul (2014)







5. CONCLUSOES

A torta de chia mostrou ser uma matéria-prima com potencial para a
obtencdo de compostos de valor biolégico, como antioxidantes e acidos
graxos essenciais, principalmente acido linoleico e a-linolénico, o que
justifica o aproveitamento deste residuo.

Todas as condigdes de ESC de torta de chia, com excegdo da
condicdo de 150 bar e 50°C apresentaram bons rendimentos,
estatisticamente iguais aqueles obtidos através das técnicas maceracéo e
ultrassom utilizando EtOH, Hex e EtOAc. A extracdo em Soxhlet com
EtOH apresentou o maior rendimento de extracéo.

Os extratos obtidos por extracdo a baixa pressdo apresentaram 0s
melhores valores de TFT e atividade antioxidante, com destaque para 0s
extratos obtidos em Soxhlet com EtOH e maceragdo e ultrassom com
EtOAc. Entre as ESC, a condicdo de 200 bar e 40°C gerou os melhores
resultados de atividade antioxidante, estatisticamente igual ao resultado
obtido para extratos obtidos em ultrassom com hexano, justificando a
escolha desta condicdo para os ensaios de ESC com cossolvente.

O perfil de &cidos graxos dos extratos obtidos a baixa pressdo e em
ESC de forma geral apresentou valores coerentes com a literatura, com
pouca ou nenhuma variagdo siginicativa entre as técnicas de extracao
utilizadas. Foi notado o alto teor dos acidos linoleico e a-linolénico em
todos os extratos analisados, 0 que torna o0s extratos extremamente
interessantes do ponto de vista nutricional.

Os extratos obtidos em baixa pressdo e em ESC apresentaram
atividade contra o microorganismo B. cereus, sendo que os extratos
obtidos por ESC apresentaram valores menores de CMI.

A adicdo de cossolvente aumentou o rendimento e influenciou
positivamente no valor de TFT e atividade antimicrobiana dos extratos.
Entre as ESC que utilizaram cossolvente, apenas a condicdo de 200 bar
40 °C EtOH 2,5% gerou extratos que ndo apresentaram atividade
antimicrobiana.

A realizacdo do processo de ESC-S com despressurizacdo rapida foi
muito satisfatria com relacdo aos rendimentos de extragdo. A
realizacdo do processo até a etapa de despressurizacdo (ESC-Desp) gera
uma grande economia de tempo de processo e de consumo de CO», o
que torna possivel o aumento da producdo de extrato em um menor
tempo de extracdo e menor consumo de CO». O extrato produzido neste
tipo de processo possui as mesmas caracteristicas em termos de TFT,
atividade antioxidante, perfil de 4&cidos graxos e atividade
antimicrobiana, do que extratos produzidos sem a etapa de
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despressurizagdo, necessitando de um tempo maior de extracdo. Através
da estimativa de custos este processo provou ser ndo somente viavel,
mas lucrativo quando comparado ao 6leo de chia disponivel atualmente
no mercado nacional. O custo mais representativo dentro do custo de
manufatura foi o custo com utilidades, visto que é necessaria uma
grande quantidade de energia para manter a unidade em funcionamento.
O custo com investimento ficou em segundo lugar, mostrando que a
tecnologia supercritica tem se tornado mais acessivel.

A segunda etapa de ESC-S utilizando EtOH 7,5% proporcionou o
aumento do teor de fendlicos totais dos extratos, mostrando que a ESC-
S torna possivel a obtencdo de diferentes fragBes de extratos, ricas em
diferentes compostos.

A modelagem do processo de ESC-S comprovou que 0 mecanismo
de difusdo tornou-se mais importante na segunda etapa de extracéo,
onde a disponibilidade de 6leo é menor. Na primeira etapa de ESC-S,
assim como nas condicBes de ESC de 200 bar e 50°C e 150 bar e 40 °C,
0 mecanismo de transferéncia de massa dominante foi a convecgéo,
devido a maior disponibilidade de 6leo na superficie da matriz. O
modelo que melhor se ajustou a curva foi 0 modelo de Martinez et al.
(2003).

A torta de chia mostrou ser uma matéria-prima potencial para
obtengdo de compostos de extratos com capacidade antioxidante e
antimicrobiana, contendo compostos de alto valor bioldgico como
acidos graxos ®-3 ¢ -6 e compostos fendlicos, o que justifica o
aproveitamento deste residuo.



SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

a)
b)

c)

d)
€)

Extragdes convencionais utilizando misturas de solventes;
Avaliagdo da composi¢do dos extratos através de outras
técnicas cromatograficas;

Avaliagdo do potencial antioxidante in vivo dos extratos,
empregando culturas de células endoteliais;

Verificacdo da atividade antitumoral dos extratos;

Realizacdo de ensaios da segunda etapa de ESC-S em pressdes
acima de 200 bar.
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APENDICE A - DADOS EXPERIMENTAIS DAS CURVAS DE
EXTRACAO

Tabela 22: Dados experimentais das curvas cinéticas de ESC
Massa acumulada (g)

Tempo (min) 150 bar 40°C 200 bar 50°C
5 0,0017 0,0023
10 0,0025 0,0156
15 0,0035 0,0891
20 0,005 0,1707
25 0,0069 0,2141
30 0,0119 0,2848
40 0,0504 0,4165
50 0,1223 0,5452
60 0,3042 0,6817
70 0,4362 0,814
80 0,5546 0,9553
90 0,6941 1,0226

105 0,8861 1,1162
120 1,0289 1,2251
150 1,132 1,2516
180 1,1592 1,2635
210 1,1869 1,2648
240 1,2212
270 1,2253
300 1,2484

330 1,255
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Tabela 23: Dados experimentais da curva cinética de ESC-S

Massa acumulada (g)

Tempo (min) ESC-S
5 0,0036
10 0,0059
15 0,011
20 0,0138
25 0,0191
30 0,0251
40 0,0722
50 0,1858
60 0,2681
75 0,4857
90 0,6237
105 0,8315
107 1,2982
110 1,3027
115 1,3092
120 1,3117
125 1,3176
130 1,3237
140 1,3284
150 1,3321
160 1,3357
170 1,3392
180 1,3448

200 1,3516
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ANEXO A - MODELOS MATEMATICOS
Al. MODELO DE SOVOVA (1994)

O modelo proposto por Sovova (1994) baseia-se em balancos
de massa que consideram 0 escoamento axial do solvente com
velocidade superficial através de um leito fixo de secdo transversal
cilindrica. Considera-se que na entrada do extrator o solvente esta livre
de soluto e a temperatura e a pressao sdao mantidas constantes. O
tamanho das particulas e a distribuigdo do soluto no interior do sélido
sdo considerados homogéneos e o soluto encontra-se nas células do
solido, protegido pela parede celular. Como resultado da moagem, as
células localizadas na superficie das particulas sdo rompidas, tornando
parte do soluto exposto ao solvente (MEZZOMO, 2008).

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

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

a) a primeira etapa considera que o soluto de facil acesso (X;)
disponivel na superficie das particulas sélidas vai se esgotando ao longo
do leito, chamada etapa CER, onde tcer € 0 final da etapa de taxa de
extracdo constante;

b) na segunda etapa o soluto de facil acesso se esgota ao longo
do leito, e inicia-se a extragdo do soluto de dificil acesso, chamada de
etapa FER, na qual trer é 0 final da etapa de taxa de extracdo
decrescente;

C) nesta etapa sdo retirados os solutos de dificil acesso (Xk)
presentes no interior das particulas sélidas — denominada etapa
difusional — sendo controlada pela resisténcia interna a transferéncia de
massa.

A curva de extracdo obtida pelo modelo de Sovova (1994) é
representada pelas Equacles Al, A2 e A3, com a massa total de extrato
obtida na saida do extrator, em funcéo do tempo:
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para t < tcer:

m(h=H,t) = Qco, Y [1—exp(-2)]t

para fcer <t < trer:

m(h =H,t) = Qco, Y" [t — tcpr exp(Z,(t) — Z) ]

para t > trer:

m(h = H,t) = MSI [XO

- W ll’l{l

W X,
+ [eXp( Y* )

= e[S -]} ()]

Mg,
Onde:
ZW
wQ
ZY* | Xo exp [ﬁ (t— tCER)] — X
~wx, " Xy — Xy
MSI kya p

7= ——"——
Qco, 1 = &)ps

Mg k
W = SI "“xa
Qco, (1-9)

L Ma X,
T Qeo, 2 Y

(AD)

(A2)

(A3)

(A4)

(A5)

(A6)

(A7)
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Mg, Xy + X, exp (M;X‘))

t =t | A8
FER CER T Qco, W n X, (A8)

h = coordenada axial (m);

H = comprimento total do leito (m);

t = tempo (s);

Ms; = massa de solido inerte (kg);

Xo = razdo massica de extrato na matéria-prima (kg/kg);

Xk = razdo méssica de soluto de dificil acesso (kg/kg);
Xp = razdo massica de soluto de facil acesso (kg/kg);
Y™ = solubilidade do soluto no solvente (kg/kg);

Qcoz = vazdo de solvente (CO,) (kg/h).

p = massa especifica do solvente (kg/m?).

ps = massa especifica da particula sélida (kg/m3).

Nas equacfes do modelo de Sovova (1994) pode-se dizer que a
quantidade Z, apresentada na Equacdo A5, é um parametro para a etapa
CER porque essa quantidade (Z) é diretamente proporcional ao
coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida (kya) e este
coeficiente controla a taxa de extragdo no periodo CER.

Para a resolugdo do modelo de Sovova (1994), é necessario
conhecer alguns pardmetros: Mcer, taxa de extracdo na etapa CER
(kg/min); Ycer, razdo massica do soluto na fase supercritica na saida da
coluna na etapa CER (KQextrato/KQco2); tcer, duragéo da etapa CER (min)
(CAMPOS, 2005). O pardmetro Mcer € 0 valor da tangente ao periodo
CER e, a partir dele, obtém-se o valor de Ycer através da Equacdo A9.

Mcgg
Yeer = (A9)
Q CO,

Os parametros kya e kya sdo, respectivamente, os coeficientes
de transferéncia de massa na fase sélida e na fase fluida (min), e séo
definidos pelas Equacfes A10 a Al4:

M,
kya= —ete (A10)
Pco,SHAY
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kya pco,AY
koq= 2 Tt%7" A1l
xa DoAX (A11)
X, + X
AX = ”T" (A12)
Xp = X + Xi (A13)
_ Y,
Y= —5— (A14)
ln (Y*_YCER)
Onde:

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

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

(ka/kg).
A2. MODELO DE MARTINEZ et al. (2003)

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

Para um Unico grupo de componentes, a curva de extracdo
obtida pelo modelo de Martinez et al. (2003) pode ser representada pela
Equacdo A15.

Mext (h=H,t)

my 1+ exp(bitmi)
{ 3] 1} (A15)

exp(bitm;) (1 + exp[b;(t,,; —t

Onde:

h = coordenada axial (m);
H = comprimento total do leito (m);
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t = tempo (s);

Mext = Massa de extrato (kg);

mo = massa de soluto inicial (kg);

bi e tm sd0 pardmetros ajustaveis do modelo (mint e min,
respectivamente).

A3. MODELO DE ESQUIVEL, BERNARDO-GIL E KING (1999)

Esquivel, Bernardo-Gil e King (1999) avaliarem trés modelos
matematicos para a simulacdo das curvas de extracdo de casca de
azeitonas, dois deles baseados no balango diferencial de massa um
baseado na cinética do crescimento de microrganismos de monod a
equacdo empirica que representa a curva de extracdo aplicada para
ajustar o dleo de casca de azeitona esta apresentada na Equacdo A16.

t
Mexe () = xom (577 (416)
onde mex (t), € a massa de extrato em funcdo do tempo (kg); t, é o
tempo de extragdo (min); m, massa de matéria-prima (kg); Xo razédo
massica de extrato na matéria-prima (kg/kg) e b, um parametro ajustavel
(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 esta na geometria considerada em cada modelo, ou seja, no
modelo SSP as particulas sélidas sdo consideradas como placas,
enquanto que no modelo de difusdo as particulas sdo consideradas
esféricas (MEZZOMO, 2008).

O modelo SSP ainda assume que a concentracdo de soluto na
fase fluida é desprezivel quando comparada a concentragdo na fase
solida; a resisténcia a transferéncia de massa na fase fluida é desprezada
e 0 balango de massa na fase fluida é 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 Equacdo Al7,
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proposta por Gaspar et al. (2003), com modificagdo apresentada por
Campos et al. (2005) (MEZZOMO, 2008).

oo

0.8 <—Dm 2n + 1)? n2t>
(417)

L 2n+1)? ex 52

Mext = My [1 -

onde mext € a massa de extrato (kg); mo, € a massa inicial de soluto (kg);
Dm, € a difusividade na matriz sélida (m?/min); t, é o tempo (min); 5, é a
meia espessura das particulas (placas) (m) e n é um ndmero inteiro
(MEZZOMO, 2008).
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ANEXO B - CURVAS DE CALIBRAGAO

B1. CURVA PADRAO DE ACIDO CLOROGENICO (ANDRADE,
2011)

Figura 27: Curva padrédo do acido clorogénico, utilizada na analise de TFT
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B2. CURVA PADRAO DO ACIDO GALICO (SALVADOR, 2014)

Figura 28: Curva padrédo do &cido galico, utilizada na anélise de TFT

06
L
05
£04
£
8
%; 03
5 y = 0,0011x + 0,0247
2 02 R2=0,9936
01
0
0 100 200 300 400 500 600

Concentragéo (mg/L)



156

B3. CURVA PADRAO DE TROLOX (ANDRADE, 2011)

Figura 29: Curva de calibragdo de Trolox, utilizada na determinagdo de
atividade antioxidante pelo método ABTS
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