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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia de Processos
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AVALIACAO DE DIFERENTES PROCESSOS DE EXTRACAO NA
OBTENCAO DE OLEO DE FARELO DE ARROZ
Autora: Juliana Ferreira Soares
Orientador: Marcio Antonio Mazutti
Coorientador: Julian Martinez
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 19 de fevereiro de 2015.

O 6leo do farelo de arroz (RBO) é uma fonte natural rica em antioxidantes e contém uma
composicao balanceada de &cidos graxos, o que é de grande interesse para aplicacdo na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estudar a extracao
do oleo de farelo de arroz pelos processos de extracdo supercritica utilizando didxido de carbono
(ESC-CO,), ESC-CO, assistida por ultrassom (US) e extracdo com gas liquefeito de petréleo
comprimido (GLP), além de avaliar a atividade antioxidante e a composi¢do quimica dos extratos
obtidos. Na ESC foram estudadas as condicGes de pressdo (150-250 bar) e temperatura (40-80 °C),
enquanto na ESC + US as varidveis estudadas foram poténcia (160-320 W) e o tempo de aplicacdo
(40-120 min) do ultrassom. Nas extracdes com GLP foi investigado o efeito da pressdo (5-25 bar) e
da temperatura (20-30 °C). A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelo método do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e a composicdo quimica por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os rendimentos méximos alcan¢ados de RBO foram
de 12,68%, a 250 bar e 40°C, na ESC, 12,65%, utilizando 160 W por 40 min na ESC assistida por US,
e de 12,07% a 25 bar e 40°C na extracdo com GLP comprimido. A atividade antioxidante dos extratos
variou de 54,55-71,67% na ESC, de 69,26-72,42% na ESC + US e de 63,55-67,49% na extracdo com
GLP. O principal composto antioxidante encontrado nos diferentes processos foi o p-sitosterol, que é
um dos ester6is que compdem o y-orizanol. A aplicacdo do US na ESC acelerou o processo e
aumentou em aproximadamente 27% o rendimento de RBO. Nos processos de ESC com e sem
aplicacdo de US foram dispendidos 120 minutos para obtencdo de 81,93% e 64,38% de rendimento,
respectivamente, enquanto que a extracdo com GLP comprimido levou apenas 5 minutos para extrair
78,17% de 6leo, mostrando a elevada solubilidade do 6leo nesse solvente. De um modo geral, 0s
processos obtiveram um bom desempenho na recuperacdo do 6leo do farelo de arroz, sendo

consideradas alternativas tecnicamente viaveis aos processos convencionais.

Palavras chave: Oleo de farelo de arroz. Potencial antioxidante. Processos. Extracdo supercritica.

Dioxido de carbono. Ultrassom. Gés liquefeito de petroleo.
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Rice bran oil (RBO) is a natural rich source of antioxidants and contains a balanced fatty acids
composition, which is of great interest for application in food, cosmetic and pharmaceutical industries.
Therefore, the objective of this study was to investigate the rice bran oil extraction using supercritical
fluid extraction with carbon dioxide (SFE-CO,), SFE-CO, assisted by ultrasound (US) and with
compressed liquefied petroleum gas (LPG). Also, the antioxidant activity and chemical composition of
extracts were evaluated. In the SFE, pressure (150-250 bar) and temperature (40-80 °C) conditions
were studied, while in the SFE + US the variables studied were power (160-320 W) and time of
ultrasound application (40-120 min). In the extraction using LPG, the pressure (5-25 bar) and the
temperature (20-30°C) effects were investigated. The antioxidant activity of the extracts was assayed
by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging method and the chemical composition
by gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS). The maximum yields achieved of RBO were
12.68%, at 250 bar and 40 °C, in the SFE, 12.65%, using 160 W for 40 min in the SFE assisted by US,
and 12.07% at 25 bar and 40°C in the extraction with compressed LPG. The antioxidant activity of the
extracts ranged from 54.55-71.67% in the SFE, 69.26-72.42% in the SFE + US and 63.55-67.49% in
the extraction with compressed LPG. The main antioxidant compound found in different processes
was the B-sitosterol, which is one of sterols that compose the y-oryzanol. The US application in SFE
accelerated the process and increased the RBO vyield in approximately 27%. In the SFE and SFE + US
processes were spent 120 min to obtain 81.93% and 64.38%, respectively, while extraction with
compressed LPG took only 5 minutes to extract 78.17% of oil, showing high oil solubility in this
solvent. In general, the processes performed well in the recovery of rice bran oil, being considered as

technically viable alternatives to conventional processes.

Keywords: Rice bran oil. Antioxidant potential. Processes. Supercritical extraction. Carbon dioxide.

Ultrasound. Liquefied petroleum gas.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é consumido por mais da metade da populacdo mundial e é a
segunda cultura mais cultivada em todo o mundo, sendo o arroz branco a principal forma de
consumo (BAO, 2012; LAOKULDILOK et al, 2011). O processo de polimento do arroz
resulta em grandes quantidades de farelo (5 a 8% da massa total do gréo). Este subproduto
possui baixo valor comercial e tem sido empregado pela indUstria brasileira para extragdo de
6leo, como ingrediente para racdo animal e como fertilizante organico (SILVA et al, 2006).

Dentre os 6leos comestiveis, o 6leo do farelo de arroz (RBO - Rice Bran QOil) (20-25%
do farelo) é uma fonte natural rica em antioxidantes e contém uma composi¢éo balanceada de
acidos graxos, o que € de grande interesse para aplicacdo na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica (EMBRAPA, 2013; JESUS et al, 2010). O RBO contém, aproximadamente,
95,6% de lipideos saponificaveis, como os triglicerideos, glicolipideos e fosfolipideos, e 4,2%
de lipideos insaponificaveis, tais como os tocoferois e tocotrienois (vitamina E ou tocdis), y-
orizanois, esterois e carotenoides, além de outros compostos presentes em concentracdes mais
baixas (SAYRE, 1998).

Os compostos bioativos encontrados no RBO (y—orizanol, tocotriendis e tocoferois)
tém alto poder de acdo antioxidante e tém demonstrado varias atividades benéficas a saude
(LAOKULDILOK et al, 2011; ARAB et al, 2011), como, por exemplo, a reducdo dos niveis
de glicose e colesterol total e LDL, a reducdo do risco de cancer e de doencas cardiacas e a
prevencdo do Alzheimer e alergias (GHATAK; PANCHAL, 2012; IMSANGUAN et al,
2008).

O RBO tem sido extraido por diversos processos, dentre os quais pode-se citar o
método convencional utilizando solventes organicos (etanol, metanol, n-hexano, etc.)
(AMARASINGHE; GANGODAVILAGE, 2004; ARAB et al, 2011), a extracdo supercritica
utilizando diéxido de carbono (ESC-CO,) (TOMITA et al, 2014; MONOSROI et al, 2010) e a
extracdo assistida por micro-ondas (utilizando isopropanol, hexano e etanol como solvente)
(ZIGONEANU et al, 2008; TERIGAR et al, 2011).

A ESC-CO, ¢ considerada ideal para extracdo de O&leos e uma alternativa
ambientalmente segura quando comparada a extragdo convencional, aléem de apresentar
vantagens como o0 aumento da seletividade e da automaticidade e resultar em extratos livres

de residuos de solventes, tornando a qualidade do 0Oleo superior a do extraido pelo método
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convencional (WANG et al, 2008; ISMAIL et al, 2010; ROSEIRO et al, 2013). O CO, é 0
solvente mais utilizado na ESC, pois permite operacOes supercriticas com pressdes
relativamente baixas e temperaturas proximas a ambiente (T, = 31,1°C; P, = 73,8 bar). Além
disso, o CO, € reconhecido como seguro (Generally Recognized As Safe — GRAS)
(MANTELL et al, 2013), € inerte, ndo tdxico e ndo inflamavel, e esta facilmente disponivel
com elevada pureza e baixo custo (POULIOT et al, 2014; BRUNNER, 2005).

O rendimento de RBO na ESC-CO, pode ser melhorado pela otimizacdo das
condicdes de temperatura e pressdo do processo, uma vez que influenciam na solubilidade e
na seletividade dos compostos presentes no 6leo. Além disso, alguns trabalhos tém mostrado
que a utilizacdo do ultrassom (US) pode melhorar o processo de ESC. Balachandran et al
(2006) e Santos et al (2015) conseguiram obter um aumento de aproximadamente 30% no
rendimento global de extrato de gengibre e de pimenta malagueta, respectivamente, utilizando
a ESC assistida por US, quando comparada a ESC sem US, em um mesmo tempo de extracao.

Outro processo que vem sendo desenvolvido € a extragdo de compostos bioativos
utilizando propano subcritico (ILLES et al, 1999; HAMDAN et al, 2008; MESOMO et al,
2012). A extracdo com propano tem mostrado importantes beneficios quando comparada a
ESC como, por exemplo, maior rendimento e seletividade, menor tempo de extragdo e menor
consumo de solvente (ILLES et al, 1999; HAMDAN et al, 2008; FREITAS et al, 2008;
CORSO et al, 2010; RIBAS et al, 2014). O Gés Liquefeito de Petréleo (GLP), que € uma
mistura de propano e n-butano, tem sido utilizado como combustivel para aparelhos de
aquecimento e no cozimento de alimentos. Na literatura ndo foi encontrado qualquer trabalho
utilizando o GLP para extracdo de 6leo e compostos bioativos a partir de matrizes vegetais, 0
que foi um dos objetivos do presente trabalho, surgindo como uma interessante alternativa ao
propano, uma vez que apresenta menor custo e esta facilmente disponivel (Silva et al, 2013).

O presente trabalho ¢ parte integrante do projeto ‘“Processamento de residuos com
fluidos supercriticos visando a obtencao de produtos com interesse industrial”, o qual foi
aprovado na Chamada Publica MCT/CNPg/MEC/CAPES - Ac¢édo Transversal n® 06/2011 -
Casadinho/Procad. As institui¢des participantes sdo o Departamento de Engenharia Quimica
da Universidade Federal de Santa Maria (DEQ/UFSM), a Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (FEA/UNICAMP) e o Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DEQ/UFSCar).



14

1.1  Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os processos de extracdo de 6leo de

farelo de arroz utilizando CO, supercritico, CO, supercritico assistido por ultrassom e gas

liquefeito de petroleo comprimido (GLP), aléem de determinar a composicdo quimica e 0

potencial antioxidante dos extratos obtidos.

1.2 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

Avaliar as condic¢des de pressdo e temperatura no processo de extracao utilizando CO,
supercritico em escala de bancada;

Avaliar a influéncia da massa de matéria-prima nos perfis cinéticos das extracoes
supercriticas utilizando COy;

Avaliar as condi¢des de poténcia e tempo de aplicacdo de ultrassom no processo de
extracdo utilizando CO, supercritico;

Avaliar as condicOes de pressdo e temperatura no processo de extracdo com GLP
comprimido;

Realizar a caracteriza¢do quimica e a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos

obtidos nos diferentes processos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é consumido por mais da metade da populacdo mundial e é a
segunda cultura mais cultivada em todo o mundo, sendo o arroz branco a principal forma de
consumo (BAO, 2012; LAOKULDILOK et al, 2011). Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), o Brasil € 0 nono maior produtor mundial e colheu cerca
de 11,92 milhGes de toneladas na safra 2012/2013, sendo o Rio Grande do Sul o maior
produtor do Pais, responsavel por aproximadamente 8,07 milhGes de toneladas (IRGA, 2013).

O grdo de arroz in natura, ou em casca, € composto por aproximadamente 20% de
casca, 70% de endosperma e 10% de farelo e germe, onde esta concentrada a maior parte dos
lipideos do grdo (PAUCAR-MENACHO et al, 2007). Depois de colhido e seco, o arroz passa
pelo processo de descascamento, obtendo-se o arroz integral. Em seguida, o arroz integral
passa pela etapa de polimento, onde € produzido o arroz branco (polido) e gerado o farelo
como subproduto. O arroz branco é a parte interna do gréo, que corresponde ao endosperma, e
o farelo as partes mais externas, que consistem de pericarpo, tegumento, nucelo, uma camada
de aleurona e germe (ANAL, 2013; FUJINO, 1978) (Figura 2.1).

Além de ser um alimento bésico, o arroz tem também um valor medicinal, que foi
claramente reconhecido ha milhares de anos (BAO, 2012). No farelo sdo depositados, durante
0 processo de polimento, alguns nutrientes de alto valor agregado presentes no grao in natura,
como os tocoferdis e tocotriendis (vitamina E), o y-orizanol, compostos fendlicos e sais
minerais (como o ferro) (IMSANGUAN et al, 2008; BAO, 2012).
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Pericarpo
Tegumento
e } Farelo

Aleurona

Endosperma

Germe

Figura 2.1 — Composicédo do gréo de arroz in natura

Fonte: Adaptado de BAO (2012).

2.2 Farelo de arroz

A producdo de arroz € significativa no Brasil, resultando em grandes quantidades de
residuos e subprodutos, tais como a casca e o farelo. O farelo de arroz (5 a 8% da massa total
do grdo) € um produto de baixo valor comercial e tem sido empregado pela industria brasileira
para extracdo de 6leo, como ingrediente na racdo animal e como fertilizante organico (SILVA
et al, 2006).

O farelo é composto por, aproximadamente, 15-20% de lipideos, 12-15% de proteinas
e 7-12% de fibras (ANAL, 2013). Essa composi¢éo varia de acordo com o tipo de arroz, com
as condicBes climéticas e com os métodos de beneficiamento do arroz (AMARASINGHE;
GANGODAVILAGE, 2004). O farelo de arroz tem recebido muita atencdo devido aos seus
efeitos benéficos a saude humana, como, por exemplo, na diabetes, no sistema imunologico,
no cancer e nas doencas do coracdo, além de ser uma importante fonte de antioxidantes
naturais, o que é atribuido as quantidades elevadas de compostos bioativos presentes no 6leo
(PATEL; NAIK, 2004; JUN et al, 2012).

A maior limitagdo para a utilizacdo do farelo de arroz tem sido a sua natureza

altamente instavel durante o armazenamento, devido ao seu elevado teor de lipideos. Apos o
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polimento do arroz, as enzimas presentes no farelo (lipase, fosfolipase, glicolipase,
lipoxigenase e oxidase) (FUJINO, 1978) hidrolisam rapidamente o 6leo neutro, aumentando o
conteudo de &cidos graxos livres, o que promove o desenvolvimento do odor e sabor de ranco
e, consequentemente, deteriora a qualidade nutricional do 6leo. A estabilizacdo do farelo pode
impedir a deterioragdo do 6leo imediatamente ap6s o beneficiamento do arroz (MUJAHID et
al, 2005). De acordo com Shin et al (1997), o farelo tem sido estabilizado por aquecimento,
em forno de extrusdo ou micro-ondas, congelamento ou tratamento com produtos quimicos,
sendo a extruséo o processo mais utilizado.

O farelo de arroz desengordurado, subproduto da extracdo do 6leo, contém cerca de
12-19% de proteina, 0,5-7 % de 6leo e 5,5-14,5% de fibra. Apos a extracdo do 6leo, o farelo
geralmente é utilizado como rac¢éo animal com um valor econémico reduzido. Além disso, ele
é utilizado para suplementos alimentares e amplamente utilizado em produtos de padaria, pois
pode melhorar a quantidade de massa, aminoacidos, vitaminas e minerais. Em cereais e
biscoitos o farelo desengordurado é usado para melhorar a capacidade de absorcao, aparéncia
e sabor (ANAL, 2013).

2.3 Oleo de farelo de arroz (RBO)

Os subprodutos agricolas sdo frequentemente subutilizados e, por conseguinte, seu
elevado valor nutracéutico e bioldgico é perdido (DANIELSKI et al, 2005). A extracdo de
6leo a partir de farelo de arroz é atualmente o processo mais comum e economicamente
importante na recuperacdo dos compostos de alto valor agregado presente neste subproduto
(KIM et al, 1999). O interesse mundial no 6leo de farelo de arroz (RBO) tem aumentado
constantemente, uma vez que é uma fonte natural rica em antioxidantes e contém uma
composicgdo equilibrada de acidos graxos, a maioria deles de valor nutricional, farmacéutico e
cosmético (JESUS et al, 2010; CHEN et al, 2011).

O RBO (20-25% do peso do farelo) (EMBRAPA, 2013) contém, aproximadamente,
95,6% de lipideos saponificaveis, como os triglicerideos, glicolipideos e fosfolipideos, e 4,2%
de lipideos insaponificaveis, tais como os tocoferois e tocotrienois (vitamina E ou tocais), y-
orizanois, esterois e carotenoides, além de outros compostos presentes em concentragcdes mais

baixas (SAYRE, 1998). Quando comparado com a maioria dos 6leos comestiveis 0 RBO
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apresenta uma composicao qualitativamente distinta de compostos bioativos (JESUS et al,
2010).

2.3.1 Compostos antioxidantes

Compostos antioxidantes sdo substancias, naturais ou sintéticas, que sdo benéficas a
salde protegendo as células do organismo contra danos causados por radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (BAJEROVA et al, 2014; GOUFO; TRINDADE, 2014). Um crescente
interesse na identificacdo de antioxidantes naturais eficazes e econdmicos tem surgido devido
ao aumento da preocupacdo com a seguranca dos antioxidantes sintéticos, tais como o
hidroxianisolbutilado (BHA) e hidroxitoluenobutilado (BHT) (LAOKULDILOK et al, 2011).
Nesse sentido, nas ultimas duas décadas, estudos tém mostrado que o farelo de arroz contém
um complexo unico de compostos antioxidantes, tais como a vitamina E ¢ o y-orizanol, além
de apresentar diversos beneficios a saide (LAOKULDILOK et al, 2011; ARAB et al, 2011).

A vitamina E é um termo genérico para um grupo de quatro tocoferdis (o, B, y € d) ¢
tocotriendis (a, B, vy ¢ 8) (ARAB et al, 2011), dos quais o a-tocoferol apresenta maior
atividade bioldgica e tem sido relatado que o mesmo pode reduzir o risco de cancer e doencas
cardiacas e prevenir o Alzheimer e alergias (IMSANGUAN et al, 2008). Os tocoferdis e os
tocotriendis sdo componentes nutricionais importantes que atuam como sequestradores
bioldgicos de radicais livres e participam na prevencdo de doencgas. Os tocoferdis sdo fortes
antioxidantes e podem proteger os lipideos insaturados e o colesterol in vivo, enquanto que 0s
tocotrien6is foram relatados por estarem envolvidos na atividade anticancerigena
(KRAUJALIS; VENSKUTONIS, 2013; ARAB et al, 2011). A concentragdo de vitamina E no
RBO é relativamente elevada quando comparada a outros 6leos vegetais (SHIN et al, 1997),
estando dentro do limite de 0,10-0,14% (CHEN et al, 2011).

O y-orizanol é uma mistura de ésteres de &cido ferulico, os quais sdo formados pela
esterificacdo do grupo hidroxila de esterdis (campesterol, estigmasterol, B-sitosterol) ou de
alcoois triterpénicos (24-metilenocicloartenol, cicloartanol, cicloartenol, ciclobranol)
(GOUFO; TRINDADE, 2014). O y-orizanol tem recebido atengdo especial por ter uma
poderosa acdo antioxidante e ser encontrado em um ndmero muito limitado de 6leos (JESUS
et al, 2010). Além disso, pode ser utilizado na reducdo dos niveis de glicose e colesterol total

e LDL, na inibicdo da agregacdo plaquetaria e da secrecdo de acido gastrico e como
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conservante (GHATAK; PANCHAL, 2012; ISMAIL et al, 2010; IMSANGUAN et al, 2008).
O RBO contém, aproximadamente, 0,9-2,9% de orizanol, dependendo dos fatores genéticos e
ambientais (ARAB et al, 2011; CHEN et al, 2011).

Além dos compostos descritos acima, 0 RBO possui uma composic¢do balanceada de
acidos graxos. Devido ao elevado conteido de &cidos graxos monoinsaturados e poli-
insaturados 0 RBO ¢é considerado um o0leo saudavel (PAUCAR-MENACHO et al, 2007).
Estudos mostram que os acidos graxos poli-insaturados presentes no RBO sdo eficazes na
reducdo dos niveis de lipideos e colesterol no sangue, prevenindo doencas tais como a
arteriosclerose e o infarto do miocérdio causado por problemas de circulacdo (KIM et al,
1999). Os principais acidos graxos encontrados no RBO séo o &cido oleico (18:1), linoleico
(18:2), e palmitico (16:0) (BAO, 2012). Estudos realizados por Goffman et al (2003)
apontaram que a composicdo de acidos graxos do RBO foi de 35,9-49,2% de &cido oleico,
27,3-41,0% de &cido linoleico e de 13,9-22,1% de acido palmitico.

2.4 Processos de extracdo

2.4.1 Extracdo supercritica

A extracdo supercritica (ESC) é um processo de transferéncia de massa sob condigdes
de pressdo e temperatura acima do ponto critico do solvente (MANTELL et al, 2013). O
estado supercritico foi evidenciado pela primeira vez em 1822, e em 1879, Hannay e Hogarth
demonstraram a capacidade dos fluidos supercriticos (FSCs) em dissolver solutos,
introduzindo a possibilidade de um novo meio solvente (ROMBAUT et al, 2014; HERRERO
et al, 2010). No entanto, foi desde o inicio dos anos 1970 que a ESC tem sido aplicada para
processamento de Oleos comestiveis e seus compostos (BRUNNER, 2005).

A descafeinacdo do café e do cha foi uma das primeiras aplicacbes da tecnologia de
extragdo com fluido supercritico. Atualmente, a ESC-CO; tem sido industrialmente utilizada
na obtengdo de diferentes produtos como, por exemplo, na obtengdo de extratos de plantas
para fins cosméticos, pela empresa Agrisana na Italia, na extracdo de Oleos essenciais de
plantas, pela empresa The Herbarie nos Estados Unidos, e na producdo de tabaco sem

nicotina, pela empresa Philip Morris nos Estados Unidos (MANTELL et al, 2013). Embora os
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processos de ESC oferecam vantagens em termos de seguranga e custos operacionais, a
utilizacdo industrial desta tecnologia demanda altos custos de investimento (POULIOT et al,
2014).

Um fluido é considerado em estado supercritico quando submetido a pressdo e
temperatura maiores que as condic@es criticas (BRUNNER, 2005), onde as fases gasosa e
liquida s&o indistinguiveis (POULIOT et al, 2014). A figura 2.2 apresenta o diagrama de fases
de uma substancia pura. A temperatura critica (T;) € considerada como a temperatura
maxima, na qual o gas pode ser convertido em liquido pelo aumento da pressao, e a pressao
critica (Pc) como a pressdao méxima, na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo

aumento da temperatura (RIZVI et al, 1986).

/////
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Figura 2.2 — Diagrama de fases para uma substancia pura

Fonte: Brunner (2005).

O grande interesse em FSCs surge a partir de suas propriedades, as quais sdo
intermediarias entre a dos gases e liquidos (MANTELL et al, 2013). A tabela 2.1 mostra a
comparacdo entre propriedades fisicas dos FSCs, dos gases e dos liquidos. A densidade,
proxima a dos liquidos, esta relacionada com o poder de solvatacdo do solvente. J& a
viscosidade, préxima a dos gases, e a difusividade, intermediaria entre a dos gases e dos

liquidos, estdo relacionadas com a taxa de transferéncia de massa entre o soluto e o fluido
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(BRUNNER, 2005; PHAM; LUCIEN, 2012). As propriedades dos FSCs sdo muito sensiveis
a pequenas alteracfes na temperatura e na pressao proximas do ponto critico, principalmente a
densidade, 0 que permite ajustar a seletividade do solvente para a obtencdo de compostos de
interesse (PHAM; LUCIEN, 2012).

Tabela 2.1 — Valores caracteristicos das propriedades fisicas dos gases, liquidos e fluidos

supercriticos (FSC)
. Densidade Difusividade  Viscosidade
Estado de Agregacéao 3 1 -
(g.cm™) (cm®.s™) (g.cm™.s7)
Gas 3 -4
(0,6-2,0)x10 0,1-0,4 (0,6-2,0)x10
P=1,01bar, T=15-30°C
Liquido 5 2
0,6-1,6 (0,2-2,0)x10™  (0,2-3,0)x10°
P=1,01bar, T=15-30°C
FSC
Te, Pe 0,2-0,5 0,7x107 (1-3)x10™
Te, Pe 0,4-0,9 0,2x10°® (3-9)x10™

Fonte: Adaptado de Brunner (2005).

A solubilidade de extratos no fluido supercritico é funcdo da densidade do solvente e
da pressdo de vapor do soluto. Para pressdes supercriticas mais baixas, proximas ao ponto
critico, a solubilidade dos compostos diminui com o aumento da temperatura, uma vez que a
densidade do fluido diminui. No entanto, em pressdes mais elevadas a mudanca da densidade
com a temperatura é mais moderada, sendo a pressdo de vapor do soluto o fator dominante.
Neste caso, 0 aumento da temperatura aumenta a pressao de vapor do soluto, resultando no
aumento da solubilidade dos compostos (BRUNNER, 2005).

Tomita et al (2014) observaram que o aumento da temperatura, sob uma pressao de
200 bar, resultou em um decrescimo no rendimento e recuperagdo de RBO. No entanto, em
pressdes mais elevadas (300 e 400 bar), o efeito observado foi inverso, o aumento da
temperatura aumentou o rendimento e a recuperacdo dos extratos. Wang et al (2008) sugerem
a hipdtese de que o rendimento de extracdo de RBO é influenciado pela densidade do CO, em
pressdes supercriticas abaixo de 270 bar e pela pressdo de vapor do soluto em pressdes acima
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de 270 bar.

Em comparacdo com os solventes liquidos, utilizados no processo de extragdo
convencional, o fluido supercritico apresenta uma baixa viscosidade, difundindo-se facilmente
na matriz sélida, e uma baixa tensdo superficial, permitindo uma penetracdo rapida do
solvente no solido e, consequentemente, aumentando a eficiéncia da extracdo (POULIOT et
al, 2014). Embora a extracdo convencional seja de baixo custo, de facil operacdo e apresente
elevados rendimentos de extrato, este método necessita de grandes quantidades de solventes
toxicos (n-hexano, etanol, etc.), demandando de uma dificil etapa de separacdo. Além disso,
pode haver a degradacédo térmica dos compostos de interesse devido as elevadas temperaturas
do solvente aplicadas durante longos tempos de extracdo (KIM et al, 1999; GIL-CHAVEZ et
al, 2013).

Xu e Godber (2000) compararam o método de ESC-CO, (50 °C/689 bar) com a
extracao por solvente (60 °C; 50% hexano e 50% isopropanol) para a obtencéo de y-orizanol a
partir do farelo de arroz. O rendimento de y-orizanol na ESC foi aproximadamente 4 vezes
superior ao obtido na extracdo com solvente. Imsanguan et al (2008) concluiram em seu
trabalho que a ESC-CO; foi 0 melhor método de extracdo de a-tocoferol e y-orizanol a partir
de farelo de arroz, em comparagdo com as extracbes com solvente (n-hexano e etanol) e por
Soxhlet (n-hexano e etanol), tendo em vista os altos rendimentos obtidos e as taxas de
extracdo terem sido mais elevadas (31,83 mg/kg/h na ESC-CO, em compara¢do com 7,18
mg/kg/h na extracdo por Soxhlet). Uma vez que o tempo da ESC foi muito menor do que o
tempo de extracdo por Soxhlet (de 4 h a 24 h), em temperaturas semelhantes, a possibilidade
de degradacéo térmica é largamente reduzida.

Outro problema da extracdo convencional é que o0 0s extratos obtidos necessitam de
uma etapa de refino para remover os compostos indesejaveis, onde os compostos valiosos
presentes nos extratos também podem ser perdidos. Nesse sentido, devido a sua elevada
seletividade, a ESC tem sido sugerida como uma alternativa aos processos de refino para
obter extratos ricos em compostos de interesse (HERRERO et al, 2010), como é o caso, por
exemplo, do 6leo de farelo de arroz (IMSANGUAN et al, 2008), do 6leo de semente de chia
(URIBE et al, 2011), do 6leo de gérmen de trigo (EISENMENGER; DUNFORD, 2008) e do
o0leo de palma (DAVARNEJAD et al, 2008).
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2.4.1.1 CO;, supercritico

Vaérios solventes tém sido estudados na ESC, como o etanol (AKALIN et al, 2013), o
propano (DEO et al, 1992) e a 4gua (HSUEH et al, 2013). No entanto, o principal solvente
utilizado é o didxido de carbono (CO,), pois permite operagdes supercriticas com pressoes
relativamente baixas e temperaturas préximas a ambiente (T, = 31,1°C; P, = 73,8 bar)
(REVERCHON; DE MARCO, 2006; POULIOT et al, 2014). Além disso, o CO, é
reconhecido como seguro (Generally Recognized As Safe — GRAS) (MANTELL et al, 2013),
é inerte, ndo toxico e ndo inflaméavel, e esté facilmente disponivel com elevada pureza e baixo
custo (POULIOT et al, 2014; BRUNNER, 2005).

Outra vantagem é que o CO, é gasoso a temperatura e pressdo ambiente, o que torna
muito simples a recuperacdo do extrato livre de solvente. Além disso, as ESCs com CO,
podem ser conduzidas em temperaturas amenas, 0 que permite a extracdo de compostos
termolabeis ou facilmente oxidaveis (HERRERO et al, 2010). O CO, apresenta propriedades
favoraveis de transporte, como a baixa viscosidade, altos coeficientes de difusdo e
condutividade térmica e entalpia de vaporizacdo adequadas, especialmente préximas ao ponto
critico (MANTELL et al, 2013).

A principal desvantagem do CO; supercritico é a sua baixa polaridade, problema que
pode ser superado utilizando co-solventes (etanol, agua, etc.) para mudar a polaridade do
fluido e aumentar seu poder de solvatacdo para os compostos polares de interesse (HERRERO
et al, 2010). Por exemplo, Kraujalis e Venskutonis (2013) concluiram em seu trabalho que a
adicdo de 2-5% de etanol na ESC-CO, de esqualeno e tocoferdis, a partir do amaranto, pode
aumentar o rendimento em mais de 2 e 3 vezes, respectivamente, e melhorar a capacidade
antioxidante dos extratos. No entanto, um poder de solvatacdo maior pode resultar em uma
seletividade mais baixa e, uma vez que o solvente é liquido a pressdo atmosférica, sera
coletado junto aos extratos. Desse modo um processo subsequente de separacdo sera
necessario, e consequentemente, uma das principais vantagens da ESC sera perdida
(REVERCHON; DE MARCO, 2006).
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2.4.2 Extragdo supercritica assistida por ultrassom

Uma das principais dificuldades da extracdo com fluido supercritico é a cinética lenta
do processo. Geralmente, a solubilidade dos compostos de interesse no fluido supercritico é
menor do que em solventes utilizados nos processos convencionais e, consequentemente, a
taxa de transferéncia de massa € menor (RIERA et al, 2007). Nesse sentido, a aplicacdo da
energia de ultrassom (US) na ESC tem sido considerada uma alternativa promissora, pois
aumenta o coeficiente de transferéncia de massa e, consequentemente, acelera a cinética do
processo e aumenta o rendimento final de extragdo (RIERA et al, 2004).

As aplicacbes de ultrassom podem ser divididas em baixa e alta intensidade
(frequéncia acima e abaixo de 100 kHz, respectivamente) (SALAZAR et al, 2011). O
ultrassom de baixa intensidade utiliza niveis de energia tdo pequenos (tipicamente < 1 W.cm’
%) que a onda de ultrassom n&o causa alteragbes fisicas ou quimicas nas propriedades do
material através do qual a onda passa, ou seja, € ndo destrutivo. Por outro lado, o ultrassom de
alta intensidade utiliza niveis de poténcia tdo elevados (tipicamente de 10-1000 W cm™) que
causam uma ruptura fisica no material em que sdo aplicados ou promovem certas reaces
quimicas como, por exemplo, a oxidacdo (MCCLEMENT, 2005).

A utilizacdo de ultrassom de alta intensidade é considerada uma tecnologia emergente
nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica e representa uma maneira limpa e eficiente
de acelerar e melhorar os processos de transferéncia de massa, o que pode ser atribuido aos
efeitos produzidos por compressdes e descompressdes, bem como pela presséo de radiagéo,
vibracOes de grande amplitude, agitacdo, dissipagéo, etc. (RIERA et al, 2004; RIERA et al,
2010). Estes efeitos mecanicos do US provocam a ruptura das paredes das células e
proporcionam uma maior penetracdo do solvente na matriz vegetal (MASON et al, 1996).
Além disso, a utilizacdo da energia ultrassénica permite a obtencdo de extratos
economicamente competitivos de alta qualidade (RIERA et al, 2010).

Riera et al (2004) estudaram a aplicacdo do US na ESC de 6leo de améndoa para
avaliar o efeito das ondas acusticas no processo, onde foi utilizada uma pressdo de 280 bar,
temperatura de 55°C, frequéncia de 20 kHz e poténcia de 50 W. Os resultados mostraram que
a etapa inicial (linear) das curvas cineticas com e sem ultrassom foram semelhantes,
sugerindo que esta fase é controlada principalmente pela solubilidade do 6leo no CO,. Porém,

no estagio seguinte eles observaram que o processo era controlado pela transferéncia de
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massa, no qual o ultrassom tem um papel importante, favorecendo a penetracédo e difusdo do
CO..

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) de compostos bioativos a pressdo ambiente,
utilizando diferentes solventes (etanol, n-hexano, etc.), tem sido alvo de diversos estudos
(ZHANG et al, 2008; BOONKIRD et al, 2008; SUN et al, 2011; CARRERA et al, 2012;
WANG et al, 2013). No entanto, existem poucos trabalhos que investigam a aplicacdo do
ultrassom no processo de ESC-CO,. Riera et al (2004), Balachandran et al (2006), Hu et al
(2007) e Santos et al (2015) avaliaram 0 processo de extracdo supercritica com e sem
aplicacdo de ultrassom, onde alcangaram aumentos no rendimento global dos extratos de 20,
30, 14 e 30%, respectivamente, utilizando US.

As EAUs sdo bem conhecidas por causar uma série de efeitos fisicos (turbuléncia,
aglomeracdo de particulas, micro fluxos e ruptura da célula bioldgica), e efeitos quimicos
(formacédo de radicais livres). Estes efeitos surgem principalmente do fendbmeno conhecido
como cavitacdo, o qual refere-se a formacédo, crescimento e colapso violento de microbolhas
em um liquido sob sonicac¢do, devido a flutuactes de pressao. No entanto, quando um liquido
é pressurizado a intensidade acustica necessaria para produzir cavitacdo também aumenta e
isto geralmente coloca um limite natural sobre a aplicacdo de ultrassons em processos de alta
pressdo. Enquanto a cavitacdo pode explicar o aprimoramento nos processos sob condigdes
ambientais, a auséncia de limite de fase do fluido supercritico parece evitar a formacao de
bolhas acima do ponto critico (BALACHANDRAN et al, 2006).

Tendo em vista que o mecanismo responsavel por melhorar a difusdo interna nao é
claro em processos supercriticos assistidos por US, Balachandran et al (2006) estudaram
alguns mecanismos alternativos que poderiam ocasionar danos as células vegetais, onde
observaram que a rapida penetracdo na membrana celular e a intensificacdo da transferéncia
de massa sdo devido aos efeitos fisicos causados pelas vibragdes ultrassdnicas sobre a
superficie das particulas, ou simplesmente pelas rapidas mudancas na densidade do fluido
induzidas pela pressdo das ondas ultrassonicas. Embora os eventos cavitacionais no fluido
supercritico paregcam ser impossiveis, devido & auséncia de um limite de fases, os autores
consideraram a possibilidade de cavitagdo como um dos mecanismos para a melhoria do
processo, pois este fendmeno poderia ocorrer através da formacao de bolhas subcriticas de gas

no fluido supercritico.
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2.4.3 Extracdo com liquido pressurizado

Com base nas técnicas de extracdo tradicionais, tem surgido um grande interesse na
utilizacdo de n-butano e propano liquido como uma alternativa aos solventes convencionais
para remocgdo de compostos organicos a partir de diversas matrizes. Quando 0s gases propano
e n-butano sdo liquefeitos, suas propriedades fisico-quimicas sdo ideais (YANG et al, 2004).
O propano tem um alto poder de solvatacdo, ndo deixa residuos toxicos e requer baixas
pressdes de extracdo quando comparada a ESC (SPARKS et al, 2006; MESOMO et al, 2012).
No entanto, nenhum estudo tem sido relatado por utilizar o gas liquefeito de petréleo (GLP),
gue € basicamente uma mistura de propano e n-butano, na extracdo de compostos bioativos. A
disponibilidade e o baixo custo do GLP tornam-o uma alternativa interessante quando
comparado ao CO, ao propano e ao n-butano (SILVA et al, 2013).

Recentemente, a aplicagdo do GLP foi estudada como uma técnica de tratamento para
aumentar a atividade da enzima celulase (SILVA et al, 2013). O propano e o butano tém sido
correntemente estudados na extracdo de Oleo e compostos bioativos de matrizes vegetais
(ILLES et al, 1999; HAMDAN et al, 2008; MESOMO et al, 2012) e na remocéo de poluentes
presentes na agua (YANG et al, 2004), sendo considerada uma alternativa promissora. A
extracdo com propano tem mostrado importantes beneficios quando comparada a extracao
supercritica como, por exemplo, maior rendimento e seletividade, menor tempo de extracdo e
menor consumo de solvente (ILLES et al, 1999; HAMDAN et al, 2008; FREITAS et al, 2008;
CORSO et al, 2010; RIBAS et al, 2014).

IIés et al (1999) estudaram a extracdo de 6leo de péprica utilizando CO, supercritico
(35-55°C e 100-400 bar) e propano subcritico (25°C e 30-80 bar) como solventes, onde o
rendimento maximo de 6leo alcancado foi de 7,2 e 8,8 g por 100 g paprica, com CO, (400
bar; 35°C) e propano (30 bar; 25°C), respectivamente. A solubilidade do leo no solvente foi
estimada em 13,2 g de extrato por 100 g de propano e de 1,125 g de extrato por 100 g de CO,
supercritico, revelando a elevada solubilidade do 6leo de péaprica no propano. Além disso,
enquanto nas melhores condigdes de ESC foram extraidas apenas 290-390 ug de carotenoides

a partir de 1 g paprica, o propano subcritico extraiu 970-1350 nug.



27

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdo da matéria-prima

O farelo de arroz utilizado neste estudo foi proveniente do processamento do arroz da
safra de 2013 da IndUstria Primo Berleze e Cia. Ltda., localizada no municipio de Santa Maria
- RS. As condic6es de cultura e processamento do arroz ndo séo conhecidas, uma vez que a
industria recebe arroz de diferentes produtores e de diferentes qualidades. As amostras de
farelo foram congeladas, mantendo uma temperatura baixa (-18 °C), para evitar a degradacéo
das mesmas, visto seu elevado teor de lipideos. Todos os experimentos foram realizados com

a matéria-prima da mesma safra.

3.1.1 Diametro médio das particulas

O diametro médio das particulas de farelo de arroz foi determinado pelo método do
Diametro Médio de Sauter. Foi utilizado um conjunto de peneiras da série Tyler, uma balanca
analitica (Marte, AY220) e 100 g de amostra de farelo de arroz. O didmetro foi calculado de
acordo com a equagéo 3.1, onde: Dys € 0 Diametro médio de Sauter; x; € a fragdo massica

retida e d; o didametro médio das particulas retidas em cada peneira.

- Z[zj (3.1)
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3.1.2 Umidade

O teor de umidade do farelo de arroz foi determinado pela técnica de gravimetria no
Laboratdrio de Bioprocessos do PPGEPro da UFSM (Santa Maria — Rio Grande do Sul). Este
método baseia-se na quantificacdo da massa de uma amostra antes e depois da secagem em
estufa (Sterilifer, SX 1.3 DTME) a 105 °C. Para isto, foram colocadas 10 g de farelo na estufa
(105 °C) por 2 horas e, entdo, quantificada a umidade pela diferenca de massa entre a amostra

Umida e seca.

3.1.3 Densidade real

A determinacdo da densidade do farelo de arroz foi realizada pela Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (Campinas — Séo
Paulo). A amostra de farelo in natura foi analisada em picndémetro de gas hélio (Picnémetro
automatico Quantachrome Ultrapyc, 1200e) conforme manual de operacdo do equipamento.
Esta técnica foi adotada devido a sua exatiddo, visto que o gas hélio é inerte e penetra
facilmente nos poros da matriz vegetal, pois possui &tomos pequenos e baixa tensao

superficial.

3.1.4 Teor de 6leo

O teor de dleo no farelo de arroz foi determinado a partir do método Soxhlet (Marconi,
Modelo MA491/6) (Figura 3.1), do Laboratério de Bioprocessos do PPGEPro da UFSM
(Santa Maria — Rio Grande do Sul). A extracdo foi realizada utilizando 1g de farelo e
conduzida por 2 horas, empregando n-hexano como solvente. No final o solvente foi
evaporado e a massa de oOleo quantificada pelo método gravimétrico. O experimento foi

realizado em triplicata.
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Figura 3.1 — Extrator Soxhlet do Laboratério de Bioprocessos do PPGEPro - UFSM

3.2 Processos de extracao de 6leo de farelo de arroz

A extracdo de oOleo de farelo de arroz (RBO) foi avaliada pelos seguintes processos:
extracdo supercritica utilizando CO, como solvente (ESC-CO,), extracdo com CO,
supercritico assistida por ultrassom (ESC-CO, + US) e extragdo com gas liquefeito de

petréleo comprimido (GLP). Estes métodos estdo descritos a seguir.

3.2.1 Extracdo com CO, supercritico

Os experimentos foram realizados na unidade experimental de extracdo supercritica do
Laboratorio de Bioprocessos do PPGEPro da UFSM (Santa Maria — Rio Grande do Sul). A
unidade era composta basicamente de um cilindro de solvente (CO, com 99,5% de pureza)
procedente da empresa Air Liquide, uma célula/extrator (encamisada) de aco inox com
volume interno de 100 mL, uma bomba de alta pressao do tipo seringa (ISCO, modelo 500D)
e dois banhos termostaticos (Quimis, modelo Q214M2), como mostra o diagrama
esquematico apresentado na figura 3.2. A figura 3.3 apresenta a unidade experimental

utilizada no estudo deste processo.
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Figura 3.2 — Diagrama esquematico da unidade experimental de ESC

B,: banho frio; B,: banho quente; P: bomba de alta pressdo; C-E: célula de extragdo; Tc: tubo coletor; Ct:
controlador de temperatura; V; e V,: valvulas de bloqueio; V3: valvula micrométrica.

Figura 3.3 — Unidade experimental de ESC do Laboratdrio de Bioprocessos do PPGEPro -
UFSM
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Para uma melhor elucidagcdo da metodologia utilizada na obtencdo de RBO, em escala

laboratorial, empregando um sistema de ESC-CO, o procedimento operacional do processo

foi descrito a sequir:

Inicialmente, o banho termostatico B; era acionado na temperatura de 4 °C para
resfriamento da bomba de alta pressdo e para manter constante a temperatura de
alimentacéo do solvente;

As valvulas (V1, V, e V3) eram verificadas se estavam fechadas;

Logo, a célula de extracdo (C-E) era carregada com 10 g de farelo de arroz e
acoplada na unidade;

O banho termostatico B, era conectado a célula (C-E) e acionado na temperatura de
operacdo pré-determinada;

Apbs os banhos atingirem as determinadas temperaturas, o solvente (CO,) era
fornecido ao sistema abrindo as valvulas Vi e V,, por aproximadamente 15
minutos. No término dos 15 minutos a valvula V; era fechada;

Logo, dava-se inicio a pressurizacdo do sistema a partir da bomba de alta pressédo
(P), conforme a pressdo pré-determinada;

Estabilizada a presséo e temperatura de trabalho, o sistema era mantido estatico por
15 minutos;

Em seguida ligava-se o controlador de temperatura (Ct), para evitar o congelamento
da valvula micrométrica (V3) devido a expansao do COy;

Logo, dava-se inicio a extracdo abrindo manualmente a valvula micrométrica (Vs);
Os extratos eram coletados em tubos coletores (Tc) e o CO, liberado para a
atmosfera sob condi¢des ambientes.

As extracdes foram conduzidas por 4 horas com uma vazdo de 4 gcoo.min™, a qual
era controlada na bomba de alta presséo;

Ap0s o término das extracdes as amostras eram congeladas para posterior analise de

atividade antioxidante e caracterizagdo quimica.

As condicOes de temperatura e pressdo de ESC foram avaliadas de 40-80 °C e de 150-

250 bar, respectivamente. A tabela 3.1 apresenta o planejamento fatorial 22, com triplicata no

ponto central, utilizado para as extracdes com CO, supercritico.
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Tabela 3.1 — Planejamento experimental fatorial 22 com triplicata no ponto central das
extracGes de RBO com CO, supercritico

Experimento T (°C) P (bar)
1 40 (-1) 150 (-1)
2 40 (-1) 250 (+1)
3 80 (+1) 150 (-1)
4 80 (+1) 250 (+1)
5 60 (0) 200 (0)

3.2.1.1 Influéncia da massa de matéria-prima nos perfis cinéticos das ESCs

A influéncia da massa de matéria-prima nos perfis cinéticos das ESCs foi avaliada
aumentando em até cinco vezes a massa de farelo, como apresenta o planejamento descrito na
tabela 3.2. O processo ESC-CO, foi realizado na mesma unidade e com 0 mesmo
procedimento de extracdo descrito no item anterior (Se¢édo 3.2.1). A vazédo de CO; foi fixa em
4 gcop.mint e as condicdes de temperatura e pressio fixas em 40 °C e 250 bar,
respectivamente. Os experimentos foram conduzidos até que as curvas cinéticas fossem

estabilizadas.

Tabela 3.2 — Planejamento experimental do estudo da influéncia da massa de matéria-prima
nos perfis cinéticos das extracdes de RBO com CO, supercritico

Condicdes de

Experimento B Massa de soluto (g)
extragdo
1 40 °C/250 bar 10
2 40 °C/250 bar 20
3 40 °C/250 bar 30
4 40 °C/250 bar 40
5 40 °C/250 bar 50
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3.2.2 Extracdo com CO; supercritico assistida por ultrassom

As extracOes foram realizadas na unidade experimental de extracdo supercritica do
Laboratério de Alta Pressdo em Engenharia de Alimentos (LAPEA) da UNICAMP
(Campinas — Sdo Paulo). A unidade era composta basicamente de um cilindro de solvente
(CO, com 99,9% de pureza) de procedéncia da White Martins S.A., uma célula/extrator de
aco inox com volume interno de 295 mL, uma bomba pneumatica (PP 111-VE MBR,
Maximator), um banho ultratermostatizado (Marconi, modelo MA-184), um banho maria
(Marconi, modelo MA-126) e um sistema de ultrassom (Unique, modelo DES500) composto
por um transdutor com frequéncia de 20 kHz, um controlador de poténcia de saida e uma
sonda instalada no interior da célula de ESC, como mostra o diagrama esquematico na figura

3.4. A figura 3.5 apresenta a unidade experimental utilizada no estudo deste processo.
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Figura 3.4 — Diagrama esquematico da unidade experimental de ESC-CO; + US

M, e M,: manémetros; B,: banho frio; B,: banho quente; P: bomba pneumatica; C-E: célula de extracdo; Us-S:
sonda de US, Us-C: controlador da sonda de US; Tc: tubo coletor; It: indicador de temperatura; V4, V, e V3!
vélvulas de blogueio; V,: valvula micrométrica; Ct: controlador de temperatura; Mv: medidor de vazdo de CO,;
Mt: medidor de vazdo total de CO,



34

Figura 3.5 — Unidade experimental de ESC-CO; acoplada com US do LAPEA - UNICAMP

Para um melhor entendimento da metodologia utilizada na obtencdo de RBO, em
escala laboratorial, empregando um sistema de ESC-CO, + US, o procedimento operacional
do processo foi descrito a seguir. As condi¢Oes de presséo e temperatura foram fixas em 250
bar e 40 °C, respectivamente.

Procedimento operacional das extragbes com CO, supercritico + US:

= Inicialmente o banho termostatico (B1), conectado a bomba peristaltica (P), era

acionado na temperatura de -8 °C, para manter constante a temperatura de
alimentacédo do solvente, e 0 banho maria (B>) acionado na temperatura de operacao
pré-determinada;

= Asvalvulas (V1, V2, V3 e V,) eram verificadas se estavam fechadas;

= Em seguida, a célula de extracdo (C-E) era preenchida da seguinte maneira: na base

era colocada uma camada de 1a de vidro (aproximadamente 5 cm) para evitar o
entupimento da linha de extracéo, tendo em vista a pequena granulometria do farelo
e a elevada poténcia do US, e entdo a célula era preenchida com 20 g de farelo
misturado com 400 g de esferas de vidro, de modo a evitar um empacotamento do
leito;
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= Apos acoplar a célula no sistema, a manta de aquecimento (Ct-1) era conectada a
celula e acionada a 40 °C;
= Logo, abria-se a valvula V; e V; e ajustava-se a bomba pneumatica (P) a 250 bar;
= O controlador de temperatura (Ct-2) era acionado a 135 °C para evitar o
congelamento da valvula micrométrica (V) durante a extracdo, devido a expansao
do COy;
= Estabilizada a pressdo e temperatura de trabalho, a sonda de US (Us-S) era ativada,
a partir do controlador (Us-C), na poténcia e pelo tempo de aplicacdo pré-
determinado;
»= Em seguida, dava-se inicio a extracdo abrindo a valvula V3 e ajustando a valvula
micromeétrica (Va);
= Os extratos eram coletados em frascos de vidro (Tc) e o CO, liberado para a
atmosfera sob condi¢des ambientais;
= As extracdes foram conduzidas por 2 horas com uma vazdo de 14,82 gcoo.min™ a
qual era controlada a partir do medidor de vazdo de CO, de baixa pressdo (Mv),
localizado na saida do sistema.
= ApO0s o término das extracBes as amostras eram congeladas para posterior analise de
atividade antioxidante e caracteriza¢do quimica.
As condigdes de poténcia e tempo de aplicacdo do US na ESC foram avaliadas de 160-
320 W e de 40-120 min, respectivamente. A tabela 3.3 apresenta o planejamento fatorial 2,
com triplicata no ponto central, utilizado para as extracdes com CO; supercritico assistido por
us.

Tabela 3.3 — Planejamento experimental fatorial 22 com triplicata no ponto central das
extracGes de RBO com CO, supercritico assistidas por US

_ o Tempo de
Experimento  Poténcia (W) L _
aplicagéo (min)

1 160 (-1) 40(-1)
2 160 (-1) 120 (+1)
3 320 (+1) 40 (-1)
4 320 (+1) 120 (+1)
5 240 (0) 80 (0)
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3.2.3. Extracdo com gas liquefeito de petréleo (GLP) comprimido

Os experimentos foram realizados na unidade experimental de extracdo do Laboratdrio
de Bioprocessos do PPGEPro da UFSM (Santa Maria — Rio Grande do Sul), apresentada no
item 3.2.1. A unidade era composta basicamente de um cilindro de solvente (GLP) de
procedéncia da empresa Ultragas, uma célula/extrator (encamisada) de a¢o inox com volume
interno de 100 mL, uma bomba de alta presséo do tipo seringa (ISCO, modelo 500D) e dois
banhos termostaticos (Quimis, modelo Q214M2), como mostra 0 diagrama esquematico

apresentado na figura 3.6.
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Figura 3.6 — Diagrama esquematico da unidade experimental de extracdo com GLP
comprimido

B;: banho frio; B,: banho quente; P: bomba de alta pressdo; C-E: célula de extragdo; Tc: tubo coletor; V; e Vs:
valvulas de bloqueio; V3: valvula micrométrica



37

Para uma melhor elucidagdo da metodologia utilizada na obtencdo de RBO, em escala

laboratorial, empregando um sistema de extragdo com GLP comprimido, o procedimento

operacional do processo foi descrito a seguir:

Inicialmente, o banho termostatico B; era acionado na temperatura de 4 °C para
resfriamento da bomba de alta pressdo e manter constante a temperatura de
alimentacéo do solvente;

As valvulas (V1, V, e V3) eram verificadas se estavam fechadas;

Logo, a celula de extracdo (C-E) era carregada com 20 g de farelo de arroz e
acoplada na unidade;

O banho termostatico B, era conectado a célula e acionado na temperatura de
operacdo pré-determinada;

Apbs os banhos atingirem as determinadas temperaturas o solvente (GLP) era
fornecido ao sistema, abrindo-se as valvulas Vi e V,, por aproximadamente 15
minutos. No término dos 15 minutos a véalvula V; era fechada;

Logo, dava-se inicio a pressurizacdo do sistema a partir da bomba de alta pressédo
(P), conforme a pressdo pré-determinada;

Estabilizada a presséo e temperatura de trabalho, o sistema era mantido estatico por
20 minutos;

Em seguida dava-se inicio a extragdo abrindo manualmente a valvula micrométrica
(Va);

Os extratos eram coletados em frascos de vidro (Cb) juntamente com o GLP, o qual
era queimado ap6s o término da extragdo, a fim de separd-lo do extrato (O GLP
volatilizado durante a extragdo era enviado para 0 ambiente);

As extracdes foram conduzidas por 5 minutos com uma vazdo de 4 gep.min™, a
qual era controlada na bomba de alta pressao;

Ap0s o término das extracBes as amostras eram congeladas para posterior analise de

atividade antioxidante e caracterizagdo quimica.

As condicdes de temperatura e pressdo de extracdo foram avaliadas de 20-40 °C e de

5-25 bar, respectivamente. A tabela 3.4 apresenta o planejamento fatorial 22, com triplicata no

ponto central, utilizado para as extracdes com GLP comprimido.
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Tabela 3.4 — Planejamento experimental fatorial 22 com triplicata no ponto central das
extragdes de RBO com GLP comprimido

Experimento Pressédo (bar) Temperatura (°C)

1 5 (-1) 20 (-1)
2 5 (-1) 40 (+1)
3 25 (+1) 20 (-1)
4 25 (+1) 40 (+1)
5 15 (0) 30 (0)

3.3. Determinacdo do rendimento global (Xo) e da recuperacéo de RBO (Ry)

Para avaliar os processos de extracdo supercritica, extragdo supercritica assistida por
ultrassom e extracdo com GLP comprimido, foram investigados os efeitos de temperatura (40-
80 °C) e de pressdo (150-250 bar); poténcia (160-320 W) e tempo de aplicacdo (40-120 min)
do US, e; temperatura (20-40 °C) e de pressdo (5-25 bar), respectivamente, no rendimento
global de extrato e na recuperacédo do RBO.

O rendimento global (X) de dleo extraido foi calculado como a razéo entre a massa
total de dleo extraido e a massa inicial de farelo de arroz (Equacgédo 3.2). Ja a recuperacao de
RBO (Ro) foi determinada pela razéo entre a massa total de éleo extraida em cada processo e

a massa de 6leo extraida por Soxhlet (Secédo 3.1.4) (Equagédo 3.3).

Me
Xo=—x100
" (3-2)
Ro = Me =x100 (3.3)

Msoxhlet
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Onde: X, é o rendimento global de 6leo extraido (%, m/m); Rq é contetdo de 6leo recuperado
(%, m/m); m, é a massa total de éleo extraida nos processos de estudo (g); ms € a massa inicial

de farelo (g) e Mmsexniet € @ Massa de Oleo obtida por Soxhlet (g).

3.4. Curvas globais de extracao

As curvas globais de extracdo (OEC - overall extraction curves) foram determinadas a
partir dos valores de massa extraida acumulada em funcdo do tempo. Para isso, durante as
extracOes, as amostras eram discretizadas em diferentes intervalos (dependendo do processo)
para quantificacdo da massa extraida. As OECs fornecem informacGes sobre o
comportamento cinético da extracdo, possibilitando a determinacdo da condicdo mais viavel

para um processo de ESC.

3.5. Analise estatistica

Os experimentos de ESC-CO,, ESC-CO;, + US e extracdo com GLP comprimido
foram avaliados utilizando o planejamento fatorial 2> com triplicata no ponto central. A
analise estatistica dos dados experimentais de cada processo foi realizada a partir da avaliacdo
do gréfico de Pareto gerado pelo software Statistica 8. Um nivel de significancia de 5% foi

utilizado em todas as andlises conduzidas.

3.6. Caracterizacao quimica dos extratos

A caracterizacdo quimica dos extratos obtidos nos diferentes processos foi analisada
em Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massa (CG-EM) pelo Ndcleo de
Analises e Pesquisas Organicas - NAPO da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM.

Para esta analise, os extratos foram diluidos em etanol a uma concentrago de 0,01 g.mL™.
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Os extratos foram analisados utilizando um cromatografo gasoso (HP6890) acoplado
com um detector seletivo de massa GC/MS (HP 5973) com um sistema de injecdo automatico
(HP 6890), utilizando uma coluna capilar HP-5MS (30m x 0,32mm, 0,25um). Hélio foi
utilizado como gés de arraste com uma vazdo de 2 mL.min™ a uma presséo de 5,05 psi, modo
impacto eletronico de 70 eV. Amostras de 1 mL foram injetadas a 250 °C de temperatura de
interface, com a seguinte coluna de programacao gradiente de temperatura: 70 °C (1 min); 12
°C.min™ até 280 °C.

3.7. Atividade antioxidante dos extratos

O potencial antioxidante dos extratos obtidos nos trés processos de extragdo foi
avaliado pelo método do radical DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). O método do radical
DPPH tem sido muito utilizado para determinar a capacidade antioxidante de extrato de farelo
de arroz (JUN et al, 2012; ARAB et al, 2011; MANOSROI et al, 2010). Esta técnica se baseia
na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre e estavel, o
DPPHe (DUARTE-ALMEIDA et al, 2006). O efeito antioxidante é proporcional ao
desaparecimento do DPPHe+ nas amostras de testes (LAOKULDILOK et al, 2011). Com base
nesse principio, o efeito de eliminacdo de radicais dos extratos de farelo de arroz, obtidos nos
diferentes processos de extracdo, foi medido e expresso em percentagem de sequestro de
radicais DPPHe.

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo método de sequestro
de radicais livres (DPPHe- 2,2-difenil-1-picrilhidrazila) as amostras de dleo de farelo de arroz
foram diluidas em etanol a uma concentracdo de 0,01 gsieo.ML Yetano. A metodologia foi
conduzida da seguinte maneira: 1500 pL da amostra diluida foram adicionadas a 1480 uL da
solugcdo de DPPH e 20 pL de etanol. Paralelamente foi conduzido um branco para cada
amostra contendo 1500 pL da amostra diluida e 1500 pL de etanol, e um branco para o DPPH
contendo 1480 pL de DPPH e 1520 pL de etanol. Ap6s 30 minutos de reacdo sob abrigo da
luz, as absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro UV-VIS (UV-2600, Shimadzu) a
522 nm. A porcentagem da atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi calculada

conforme equacéo 3.4.
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ADPPH(A - AB)

AbrprH

AADPPH = ( j x100 (3.4)

Onde, Apppy € a absorbancia da solugdo de DPPH, A e Ag sdo as absorbancias da amostra e

branco, respectivamente. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
3.8. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A estrutura das amostras de farelo de arroz in natura, ap6s a ESC usando CO, e ap0s a
ESC usando CO; assistida por US foi analisada por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). A técnica foi desenvolvida pelo Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano)
(Campinas — Séo Paulo), utilizando um microscopio eletrénico de varredura equipado com
um canhdo de emissdo de campo (FESEM - FEI Quanta 650).

Preliminarmente um teste utilizando microscépio 6ptico foi realizado para avaliar a
homogeneidade das particulas. Uma vez que estas particulas ndo apresentaram diferencias, as
amostras foram consideradas homogéneas. Em seguida, as amostras foram cobertas com ouro
(Au) em um metalizador SCD 050 (Oerlikon-Balzers, Balzers, Liechtenstein) e, entdo,
analisadas no MEV. As andlises das superficies das amostras foram realizadas sob vacuo, com
uma tensdo de aceleracdo de 5 kV. Aproximadamente, 20 imagens foram obtidas em

diferentes areas de cada amostra para garantir a representatividade dos resultados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da matéria-prima

A caracterizacdo do farelo de arroz utilizado nos processos de extracdo de Oleo
apresenta-se na tabela 4.1. O teor de dleo e de umidade no farelo utilizado neste estudo foi de
15,44% (m/m) e 11,20% (m/m), respectivamente. Gunawan et al (2006) obtiveram resultados
semelhantes, onde o teor de 6leo foi de 16,71% e de umidade 10,51%. Quanto ao tamanho das
particulas, o didmetro médio determinado em 320,12um encontra-se na faixa de tamanho das
particulas de farelo caracterizadas por Imsanguan et al (2008) (297-595 um) e Tomita et al
(2014) (250-355 pm).

Tabela 4.1 — Caracterizacdo do farelo de arroz utilizado nos processos de extracdo de 6leo

Teor de 6leo (%) Umidade (%) Diametro médio (um) Densidade (g.cm™)
15,44 (£0,01) 11,20 320,12 1,38 (x0,01)

4.2.  Extracdo com CO, Supercritico

4.2.1. Rendimento global e recuperacéo de RBO

Os resultados de rendimento e recuperacdo de 6leo de farelo de arroz nas diferentes
condicgdes de temperatura e pressdo das ESCs-CO, estdo apresentados na tabela 4.2. O maior
rendimento (12,68%) e recuperacdo (82,12%) de extrato foram alcancados na condi¢do 40
°C/250 bar, enquanto que o menor rendimento (0,70% m/m) e recuperacdo (4,53%) foram
obtidos a 80 °C/150 bar.

A figura 4.1 mostra que a maior e a menor porcentagem de rendimento de extrato

foram obtidas nas condi¢des de maior e menor densidade do solvente, indicando que na faixa
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de pressdo e temperatura estudada é a densidade que influencia na solubilidade do 6leo no
CO,. Observa-se, também, que embora o experimento 4 tenha apresentado a segunda menor
densidade, esta condicdo resultou em um rendimento semelhante ao experimento 3, o que
pode ser explicado pela influencia da pressédo de vapor do soluto em condi¢des de presséo
mais elevadas, resultando no aumento da solubilidade do extrato com o0 aumento da
temperatura. Wang et al (2008) sugerem a hipétese de que o rendimento de extracdo de RBO
é influenciado pela densidade do CO, em pressfes supercriticas abaixo de 270 bar e pela
pressdo de vapor do soluto em pressdes acima de 270 bar.

Wang et al (2008) avaliaram as condigdes de temperatura (40-60 °C) e pressao (250-
350 bar) na ESC-CO; de RBO, onde obtiveram o melhor resultado na condi¢do 40 °C/350
bar, com 17,5% de rendimento e 87,5% de recuperacdo. Enquanto que Tomita et al (2014)
conseguiram resultados ainda maiores avaliando a pressdo (200-400 bar) e a temperatura (40-
80 °C) de extracdo, onde alcangcaram o maior rendimento e recuperagéo, de 24,1% e 108,1%,
respectivamente, na condi¢éo 80 °C/300 bar.

Tabela 4.2 — Rendimento de RBO nas ESC-CO, (ionduzidas por 4 horas e com vazao de 4
gcoz.min_

) Condicao de Densidade Rendimento global Recuperacéo de
Experimento

extracdo (bar/°C)  (kg.m?) (%, m.m™) 6leo (%, m.m™)
1 150/40 792,33 9,89 64,05
2 150/80 432,19 0,70 4,53
3 250/40 892,86 12,68 82,12
4 250/80 691,82 12,24 79,27
5 200/60 732,43 10,07 £ 0,17 65,22
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Figura 4.1 — Influéncia da densidade do CO; nos rendimentos globais de extracéo

A recuperacdo de 82,12% de RBO obtida neste trabalho mostra que o processo de
ESC-CO, obteve uma boa eficiéncia, uma vez que o n-hexano tem capacidade de extrair
compostos de massa molecular mais elevada e sem interesse biologico, como a cera,
fosfolipidios, pigmentos e metais traco (ferro e cobre), os quais sdo dificilmente extraidos na
ESC (BALACHANDRAN et al, 2008).

4.2.2. Efeito da temperatura e pressao

A solubilidade do RBO e, consequentemente, o rendimento e a recuperagdo dos
extratos, sdo fungdes das condicOes de pressdo e temperatura na ESC-CO,. A figura 4.3
apresenta a influéncia da pressdo e da temperatura no rendimento dos extratos de farelo de
arroz.

Observa-se na figura 4.3 que o aumento da pressao de 150 para 250 bar, tanto a 40 °C
como a 80 °C, resultou em um aumento do rendimento de extrato e na taxa de extracdo. Este
efeito deve-se ao aumento da densidade e do poder de solvatagcdo do solvente que ocorre com
0 aumento da pressao, 0 que consequentemente aumenta a solubilidade do RBO no CO,. Este
efeito também foi identificado nos trabalhos de Kim et al (1999), Danielski et al (2005) e
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Wang et al (2008).

A temperatura de extracdo influencia na densidade do fluido e na pressdo de vapor do
soluto (extrato), dependendo da intensidade da pressdo de operagdo. A figura 4.3 mostra que o
aumento da temperatura de 40 para 80 °C, nas pressdes de 150 e 250 bar, respectivamente,
diminuiu o rendimento de RBO, o que atribui-se ao decréscimo na densidade do solvente com
0 aumento da temperatura, que por conseguinte diminui a solubilidade do 6leo no CO..
Tomita et al (2014) e Wang et al (2008) também observaram esse efeito quando analisaram o
aumento da temperatura de 40 a 80 °C a uma pressdo de 200 bar e de 40 a 60 °C a uma
pressdo de 250 bar, respectivamente.

A influéncia destas variaveis no processo foi confirmada pela andlise estatistica,
apresentada na forma de grafico Pareto (Figura 4.2), o qual determina os efeitos das variaveis,
pressdo e temperatura, no rendimento global de RBO utilizando CO, supercritico. De acordo
com o gréfico a interacdo entre as duas varidveis foram significativas com 95% de confianca,
mostrando que o aumento de ambas as variaveis leva ao maior rendimento. A pressao foi
significativa positivamente, indicando que o aumento da pressdo aumenta o rendimento global
de RBO, enquanto que a temperatura foi significativa negativamente, indicando que o

aumento da temperatura diminui o rendimento de extrato.

(1) TCC) ? 7,86

(2) P(bar) ? 5.28

1by2 3 4,80

p=0,05
Efeito Padréo Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.2 — Efeitos para as variaveis, temperatura (T) e pressao (P), estudadas nas ESCs-CO,
de RBO
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4.2.3. Cinética de extracdo

As curvas globais de extracdo no processo de ESC foram geradas pelo rendimento de
massa acumulada de RBO em funcdo do tempo de extracdo, como apresenta a figura 4.3. Os
dados das curvas podem ser vistos no Apéndice A. Observa-se, na figura 4.3, que na condigédo
de extracdo 40 °C/250 bar foi obtido um rendimento maximo em apenas 75 minutos de
extracdo, ou seja, a taxa de extracdo nesta condicao foi significativamente maior. Isto ocorre
porque com maior pressdo e menor temperatura, a densidade aumenta, e o 6leo é facilmente
extraido e dissolvido na fase fluida devido ao aumento do poder de solvatagdo do CO,.

De um modo geral, pode-se observar na figura 4.3 que o0 aumento da temperatura em
pressdes constantes, ocasiona um decréscimo na taxa de extracdo. No entanto, sob a pressao
constante a 150 bar, 0 aumento da temperatura, de 40 a 80 °C, diminuiu drasticamente a taxa
de extracdo, resultando em uma queda no rendimento final de 9,89% a 0,70%. Um resultado
semelhante foi obtido no trabalho de Tomita et al (2014), onde foi observado que o aumento
da temperatura de 40 a 80 °C, em uma pressdo de 200 bar, diminuiu significativamente a taxa
de extracdo e o rendimento final de RBO (de 21,6% a 16,4%).

14 -
ST OO OO0
12 L ¢ F CYXEXEER
X:}K
10 1 & X ab® & 540°C 150 bar
g 8 X A D 080 °C 150 bar
: © % s 8 :
5 6 - . " <40 °C 250 bar
= *
=2 X % 80 °C 250 bar
o
- % 4 60 °C 200 bar
0 ﬁ nooOooooOooooooaon

-
0 30 60 o0 120 150 180 210 240

Tempo (min)

Figura 4.3 — Curvas cinéticas de ESC-CO, de RBO em diferentes condi¢bes de temperatura e
pressao
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4.2.4. Caracterizagdo quimica dos extratos

A tabela 4.3 apresenta os compostos quimicos identificados por CG-EM, dos extratos
obtidos no processo de ESC-CO,, e seus respectivos tempos de retencdo. Os cromatogramas
indicaram a presenca de &cido oleico (18:1), acido linoleico (18:2), &cido palmitico (16:0),
acido laurico (12:0) e p-sitosterol (1). A massa molecular dos acidos graxos encontrados no
RBO (palmitico, oleico e linoleico) foi proporcional ao tempo de retencdo dos mesmos. Esses
compostos também foram os principais acidos graxos encontrados nos extratos de farelo de
arroz obtidos por ESC-CO; nos trabalhos realizados por Kim et al (1999), Danielski et al
(2005) e Balachandran et al (2008).

O B-sitosterol, um dos principais esterdis que compdem o y-0rizanol, com potencial
antioxidante, foi identificado nas condigdes 4 (250 bar/80 °C) e 5 (200 bar/60 °C), ndo sendo
identificado na condicdo 3, a qual apresentou maior rendimento global de extrato. De um
modo geral, pode-se observar que este composto foi identificado nas condicdes de maior
pressdo e temperatura, uma vez que o aumento da pressdo aumenta o poder de solvatacdo do
fluido e 0 aumento da temperatura diminuiu a viscosidade e aumenta a difusividade do CO,.
Nos trabalhos de Wang et al (2008) e Imsanguan et al (2008) o aumento da pressdo aumentou
a eficiéncia de extracéo do orizanol, devido ao aumento da densidade e, consequentemente, da
solubilidade dos compostos no CO,. Os autores também identificaram que o aumento da
temperatura, em pressoes elevadas (>250 bar), resultou em um aumento no rendimento de

orizanol.

Tabela 4.3 — Caracterizacdo quimica a partir de CG-EM dos extratos obtidos por ESC-CO,

Condicéo Tempo de retengdo dos compostos identificados
experimental 16:0 18:2 18:1 12:0 1
1-150 bar/40°C 13,991 15,140 15,165 21,890
3-250bar/40°C 13,979 15,121 15,140 22,363
4 —250 bar/80 °C 13,985 15,133 15,152 21,253
5-200 bar/60 °C 13,992 15,133 15,159 21,278

Acido palmitico (16:0); 4cido linoleico (18:2); 4cido oleico (18:1); acido laurico (12:0); p-sitosterol (1).



48

4.2.5. Atividade antioxidante dos extratos

A tabela 4.4 apresenta a atividade antioxidante dos extratos (0,01 g.mL™) obtidos nas
diferentes condi¢fes de ESC-CO,, expressa em porcentagem de sequestro de radicais DPPH.
N&o foi possivel realizar a analise do extrato obtido no experimento 2 devido a massa
insuficiente de extrato obtido nessa condicéo.

A condicdo de menor atividade antioxidante foi a 250 bar/40 °C (54,55 + 1,93),
enquanto que as que apresentaram maior potencial foram a 200 bar/60 °C (71,67 + 2,45) e a
250 bar/80 °C (68,24 + 2,68). O maior potencial obtido nessas duas condi¢Ges pode ser
explicado pela presenca do composto antioxidante B-sitosterol identificado na CG-EM.

Arab et al (2011) analisaram a atividade antioxidante, pelo método de radical DPPH,
de extratos de farelo de arroz (0,05 g.mL™) obtidos pela técnica de extracdo convencional
utilizando metanol, etanol e acetato de etila, onde alcancaram, aproximadamente, 90, 70 e
40% de potencial antioxidante, respectivamente. Jun et al (2012) alcancaram percentuais de
atividade antioxidante de 10,5-51,0%, de 13,7-48,3% e de 35,0 a 45,8% para extratos farelo

de arroz (0,025 g.mL™) obtidos por extracdo com acetona, etanol e metanol, respectivamente.

Tabela 4.4 — Atividade antioxidante dos extratos obtidos por ESC-CO; expressa em
porcentagem de sequestro de radicais DPPHe

] Condicao de Atividade
Experimento o
extracdo (bar/°C)  antioxidante (%0)

1 150/40 55,94 + 2,30
2 150/80 -

3 250/40 54,55+ 1,93
4 250/80 68,24 + 2,68
5 200/60 71,67 = 2,45

A figura 4.4 mostra a comparacao entre o potencial antioxidante e o rendimento global
obtido nas diferentes condigdes experimentais. Pode-se observar que, embora a condi¢do 3

tenha apresentado maior rendimento de RBO, esta condicdo foi a que indicou menor potencial
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antioxidante. J& as condicdes 4 e 5, onde foram alcancados rendimentos de 12,24 e 10,07 %,
respectivamente, revelaram maior atividade antioxidante.

m Potencial antioxidante
Rendimento global
1 3 4 5

Condicao experimental

Percentagem (%)

[y [#%] Ly 1] [=)] ~J

[e=] < [e=] [e=] < [e=]
1 1 1 | 1 |

—
)
1

<

Figura 4.4 — Comparacdo entre o rendimento global e a atividade antioxidante dos extratos
obtidos por ESC-CO,

4.2.6. Influéncia da massa de matéria-prima nos perfis cinéticos das ESCs

O estudo da influéncia da massa de matéria-prima no processo de extracdo supercritica
de RBO, em nivel laboratorial, foi avaliado aumentando a massa de farelo em até 5 vezes. As
condicdes de temperatura e pressdo fixas em 40 °C e 250 bar (condi¢cdo de maior rendimento
global nos experimentos apresentados na Se¢o 4.2.1) e a vazdo de CO, fixa em 4 gcop.min™.

A tabela 4.5 apresenta a relacdo solvente/matéria-prima (S/F) e o rendimento de
extrato obtido nas ESCs utilizando diferentes quantidades de farelo, além dos tempos de
extracdo e da quantidade de solvente utilizada. Observa-se, na tabela 4.5, que os rendimentos
de RBO no final das extragdes foram semelhantes. No entanto, o tempo de extracdo e a
quantidade de solvente para obter estes rendimentos aumentaram gradativamente com o
aumento da massa de farelo. Isto pode ser explicado pela vazdo de CO, ter sido mantida a
mesma em todos 0s experimentos, o que influenciou, também, no decréscimo da relagcdo S/F
com o0 aumento da massa de farelo.
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Tabela 4.5 — Relacao S/F e rendimento de RBO nas ESCs, a 40 °C e 250 bar, utilizando
diferentes massas de matéria-prima e vazéo de CO, fixa em 4 g.min™

) Massade  Tempo de Massa de Relagédo S/F Rendimento
Experimento ]
farelo (g) extracdo (min) solvente (g) (Mco2/Mrarelo) global (%)

1 10 105 420 42,0 12,68
2 20 180 720 36,0 12,58
3 30 240 960 32,0 12,76
4 40 300 1200 30,0 12,09
5 50 330 1320 26,4 12,44

A figura 4.5 mostra a influencia da relacdo S/F nas ESCs. Pode-se notar, na tabela 4.5
e na figura 4.5, que a menor razdo S/F utilizada (26,4 Mco2/Migrelo) TOI suficiente para extrair
uma quantidade de extrato semelhante aos demais experimentos. No entanto, o decréscimo na
razdo S/F resultou no aumento do tempo de extracdo, o que influencia negativamente no

processo.
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Figura 4.5 — Influéncia da relagdo S/F nas ESCs, a 40 °C e 250 bar, utilizando diferentes
massas de matéria-prima e vazéo de CO; fixa em 4 g.min™
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A figura 4.6 apresenta os perfis cinéticos das ESCs-CO, utilizando diferentes massas
de farelo. Pode-se analisar que o aumento da massa de farelo diminuiu a taxa de extracdo, ou
seja, desacelerou o processo, sendo necessario um tempo maior para que o solvente solubilize

e extraia o soluto da matriz sélida.
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Figura 4.6 — Perfis cinéticos das ESCs, a 40 °C e 250 bar, utilizando diferentes massas de
matéria-prima e vazao de CO; fixa em 4 g.min™

4.3. Extracdo com CO, supercritico assistida por ultrassom

4.3.1. Rendimento global e recuperacdo de RBO

A tabela 4.6 apresenta o rendimento global de RBO obtido no processo de ESC-CO,
com e sem aplicacdo de US, onde as variaveis temperatura e pressdo foram fixadas em 40 °C
e 250 bar, respectivamente.

Nas extragdes assistidas por US (frequéncia de 20 kHz), o maior rendimento e
recuperacdo de extrato (12,65%; 81,93%) foi alcangado aplicando uma poténcia de 160 W por

40 min, enquanto que o menor rendimento e recuperacdo (11,13%; 72,08%) foi utilizando



52

uma poténcia de 320 W por 40 min. Tendo em vista que utilizando a menor poténcia e o
menor tempo de aplicagdo do US obteve-se maior rendimento de extrato, tem-se uma
condicdo (160 W; 40 min) que beneficia o processo do ponto de vista energético.

Na ESC assistida por US de maior rendimento, obteve-se um rendimento de
aproximadamente 27% superior a extracdo sem aplicacdo de US, para um mesmo tempo de
extracdo (2 horas). Isto se deve ao efeito das ondas ultrassOnicas no processo de extragéo,
devido a vibragdo que ocorre nas interfaces entre a matriz sélida e o solvente. Trabalhos
anteriores apresentaram valores semelhantes, Riera et al (2004) alcancaram um rendimento
20% superior de 6leo de améndoa, enquanto que Balachandran et al (2006) e Santos et al
(2015), obtiveram aproximadamente 30% de aumento no rendimento global de extrato de

gengibre e de pimenta malagueta, respectivamente.

Tabela 4.6 — Rendimento de RBO nas ESC-CO, com e sem aplicacdo de US conduzidas por 2
horas e com vazdo de 14,82 gcoz.min™

_ Condicao de Rendimento Recuperacao de
Experimento . _ 1 i N
extracdo (W/min)  Global (%, m.m™)  6leo (%, m.m™)

1 160/40 12,65 81,93
2 160/120 12,58 81,48
3 320/40 11,13 72,08
4 320/120 11,72 75,91
5 240/80 12,10 78,37
6 Sem US 9,94 64,38

4.3.2. Efeito da poténcia e do tempo de aplicacdo de US

A figura 4.8 apresenta a influéncia da poténcia e tempo de aplicagdo do US, acoplado
a ESC-CO,, no rendimento dos extratos de farelo de arroz. A figura 4.8 mostra que o0 aumento
da pressdo, de 160 para 320 W, diminuiu o rendimento de extracdo, e que o tempo de

aplicacdo do US néo apresentou influéncia consideravel durante as extracgoes.
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Hu et al (2007) reportaram que, para uma dada forma e &rea fixa de radiacdo, a
vibracdo é proporcional a poténcia do ultrassom, ou seja, quanto maior for a poténcia do
ultrassom mais forte serdo as vibracdes, aumentando o rendimento de extracdo, o que foi
evidenciado nos trabalhos de Balachandran et al (2006), Hu et al (2007) e Gao et al (2009).
No entanto, pode-se observar na figura 4.8 que, neste estudo, os rendimentos obtidos com a
poténcia de 160 W foram maiores do que com 320 W. Este resultado pode ser explicado pelo
fato do US causar um empacotamento do leito, podendo formar caminhos preferenciais pelo
solvente. Este empacotamento foi notado na abertura da célula apds os processos de extracdo
nessas condi¢des. Além disso, outros testes realizados mostraram que poténcias maiores que
320 W causavam um entupimento da linha de extracdo, provavelmente pelo farelo apresentar
uma granulometria muito baixa (= 320 um) e as poténcias serem demasiadamente altas,
fazendo com que as particulas de farelo fossem carregadas junto com o solvente.

A figura 4.7 apresenta os efeitos das variaveis estudadas (poténcia e tempo de
aplicacdo de US) no rendimento de extracdo de RBO a partir das ESCs assistidas por US. De
acordo com o gréafico as variaveis e a interacdo entre as mesmas nao foram estatisticamente
significativas (dentro da faixa estudada), embora o aumento da pressdo tenha mostrado uma
tendéncia em influenciar negativamente no rendimento global das extracdes. Na pratica,
qualquer condicdo do planejamento experimental resulta em rendimentos similares. E
importante ressaltar que os rendimentos obtidos em todas as condi¢fes experimentais foram

maiores que aqueles obtidos somente com CO; supercritico.
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(1) P(W) -1,51
1by2 0,42
(2) t(min) 0,33

p=0,05
Efeito Padréo Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.7 — Efeitos para as variaveis, poténcia (P) e tempo de aplicacdo de US (t), estudadas
nas ESCs-CO, + US de RBO

4.3.3. Cinética de extracdo

As curvas cinéticas de extracdo do processo de ESC-CO, + US foram expressas pelo
rendimento de massa de extrato acumulada em funcdo do tempo de extragdo, como apresenta
a figura 4.8. Os dados das curvas cinéticas podem ser vistos no Apéndice B. Observa-se, na
figura 4.8, que nas ESC assistidas por US ocorre um aumento na taxa de extracdo desde os
primeiros minutos, o que também foi constatado no trabalho de Balachandran et al (2006).
Este resultado indica que as ondas ultrassdnicas aceleram o processo de transferéncia de
massa, influenciando na fase convectiva de extracdo e, consequentemente, resultando em
maiores rendimentos de extrato.

Pode-se observar, também, que na condi¢cdo que apresentou maior rendimento (160 W;
40 min), quando comparado a ESC sem US, o tempo de extracdo foi reduzido em
aproximadamente 58%, ou seja, o rendimento final da extragdo sem US foi alcangado em
apenas 50 min de extragdo na condi¢cdo 160 W/40 min. Riera et al (2004) obtiveram uma

reducdo no tempo de extracdo de 6leo de améndoa de aproximadamente 30%, onde foi
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utilizada uma presséo de 280 bar, temperatura de 55 °C, frequéncia de 20 kHz e poténcia de
50 W.
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Figura 4.8 — Curvas cinéticas de ESC-CO, + US de RBO em diferentes condicGes de poténcia
e tempo de aplicacdo de US

4.3.4. Caracterizacdo quimica dos extratos

A tabela 4.7 apresenta 0os compostos quimicos, identificados por CG-EM, dos extratos
obtidos no processo de ESC-CO, assistido por US, e seus respectivos tempos de retencdo. Os
cromatogramas indicaram a presenca de acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2), acido
palmitico (16:0), acido laurico (12:0), B-sitosterol (1), 24-metilenocicloartenol (2) e
estigmasterol (3).

A condicdo experimental 1 (160 W/40 min), que apresentou maior rendimento e
recuperacdo de extrato, foi a Unica condi¢do onde foi identificada a presenca de trés esterois
que compdem o orizanol (B-sitosterol, 24-metilenocicloartenol e estigmasterol). Na condicéo

controle, sem aplicacdo de US, so6 foi encontrado o B-sitosterol como composto antioxidante.
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Na condicdo 4 (320 W/120 min) ndo foi identificado nenhum composto com potencial

antioxidante.

Tabela 4.7 — Caracterizacdo quimica a partir de CG-EM dos extratos obtidos por ESC-CO,

com e sem US
Condicao Tempos de retencdo dos compostos identificados
experimental 18:1 18:2 16:0 12:0 1 2 3
1 -160W/40min 14,036 15,108 15,114 21,272 15,821 19,127
2 —160W/120min 15,102 15,108 15,020 21,284 15,846
3 —320W/40min 15,108 15,114 15,688
4 —320W/120min 14,017 15,114 15,121 21,316
5 — 240W/80min 14,042 15,114 17,726 21,303 19,177
Controle 14,023 15,095 15,114 15,897 21,303

Acido palmitico (16:0); acido linoleico (18:2); acido oleico (18:1); acido laurico (12:0); B-sitosterol (1); 24-
metilenaocicloartenol (2); estigmasterol (3).

4.3.5. Atividade antioxidante dos extratos

A tabela 4.8 apresenta a atividade antioxidante dos extratos obtidos nas diferentes
condigdes de ESC-CO; assistida por US, expressa em porcentagem de sequestro de radicais
DPPH. O potencial antioxidante variou de 69,26% + 0,31, na condicdo de 320 W/40 min, a
72,42% * 0,42 na condicdo 160 W/40 min, ndo sendo considerada uma variacdo significativa.

O extrato obtido na extracdo sem aplicacdo de US, porém na mesma condicdo de
pressdo e temperatura (250 bar e 40 °C), resultou em 71,67% de atividade antioxidante, ndo
destoando dos resultados obtidos nas ESC assistidas por US. Portanto, pode-se dizer que a
utilizacdo do US acoplado a ESC néo interferiu no potencial antioxidante dos extratos, apenas

no rendimento de extracdo e na cinética do processo.
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Tabela 4.8 — Atividade antioxidante dos extratos obtidos por ESC-CO, + US expressa em
porcentagem de sequestro de radicais DPPHe

Experimento Condicéo de Atividade
extracdo (W/min)  antioxidante (%0)
1 160/40 72,42 0,42
2 160/120 69,40 £ 1,21
3 320/40 69,26 £ 0,31
4 320/120 70,01 +£1,22
5 240/80 72,42 0,36
6 Sem US 71,67 £ 2,45

A figura 4.9 apresenta a comparagdo entre o potencial antioxidante e o rendimento
global obtido nas diferentes condigdes experimentais. Observa-se que a condi¢do 1, na qual
foi obtido maior rendimento global de extrato, resultou em maior potencial antioxidante
contra o radical DPPH. Este resultado mostra que a ESC assistida por US, a 160 W de

poténcia por 40 min, é a condigdo mais eficiente para obter extrato de farelo de arroz com
elevado potencial antioxidante.

m Potencial antioxidante
Rendimento global
1 2 3 4 35

Condicao experimental

Percentagem (%)
—_ ] ('8 ] RN L N ~1
= <o = = <o = =
I I I I I I
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Figura 4.9 — Comparagéo entre o rendimento global e a atividade antioxidante dos extratos
obtidos por ESC-CO, + US
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4.3.6. Microscopia eletronica de varredura

Para analisar o efeito do processo de extracdo sobre a estrutura fisica das particulas do
farelo de arroz, foi realizada a microscopia eletronica de varredura (MEV) do farelo in natura
e apbs as extragcBes com e sem ultrassom, como mostra a figura 4.10. Para esta analise foi
utilizado o farelo recuperado apds a ESC assistida de US sob a condi¢cdo 160W/40min.

Quando comparadas as particulas do farelo in natura (Figura 4.10a), as figuras 4.10b e
4.10c mostram que, tanto na ESC sem US quanto na ESC assistida por US, houve um
aumento na deposicao de particulas na superficie, sendo esta mais pronunciada na ESC + US.
Isto se deve ao fluxo do fluido supercritico e, também, as ondas ultrassonicas, que danificam
as paredes das células, levando ao deslocamento de microparticulas a partir da parte interna da
matriz vegetal até a sua superficie (SANTOS et al, 2015), o que facilita a remo¢do dos
extratos da parte interna do farelo. Santos et al (2015) obtiveram resultados semelhantes.
Balachandran et al (2006) e Santos et al (2015) demonstraram, a partir da MEV das particulas
de gengibre e de pimenta malagueta, respectivamente, que as vibracOes ultrassonicas
realmente danificam as paredes das células, facilitando a remocao dos extratos.

As analises das imagens obtidas na MEV permitem concluir que 0s aumentos nos
rendimentos de RBO e na taxa de extracdo podem ser explicados pelos efeitos fisicos
evidenciados sobre a superficie das particulas. De acordo com Balachandran et al (2006),
estes efeitos sdo possivelmente provocados pelas vibracdes ultrassdnicas sobre a superficie
das particulas, ou simplesmente pelas rapidas mudancas na densidade do fluido induzidas pela
pressdo das ondas ultrassonicas. No entanto, os autores ainda consideram a possibilidade de

cavitacdo como um dos mecanismos para a melhoria do processo.
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Figura 4.10 — Imagens da MEV das particulas de farelo de arroz in natura (a), ap6s a ESC (b)
e ap6s a ESC assistida por US (c)
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4.4.  Extragdo com GLP comprimido

4.4.1. Rendimento global e recuperacdo de RBO

O rendimento global dos extratos obtidos no processo de extracdo com GLP
comprimido, nas diferentes condi¢des de pressdo e temperatura, esta ilustrado na tabela 4.9. O
maior rendimento e recuperacdo de RBO (12,07%; 78,17%) foi obtido na condig¢éo de maior
pressdo e temperatura (25 bar/40 °C), enquanto que o menor rendimento e recuperacdo
(9,99%; 64,70%) foi obtido na menor pressdo e menor temperatura (5 bar/20 °C). O
experimento 2 ndo apresentou rendimento de extrato devido ao GLP estar no estado gasoso

nesta condicao.

Tabela 4.9 — Rendimento de RBO nas extragdes com GLP comprimido conduzidas por 5
minutos e com vazao de 4 gGLp.min'1

) Condicéo de Rendimento Recuperagéo de
Experimento . ! ) !
extracdo (bar/°C) global (%, m.m™)  0leo (%, m.m™)

1 5/20 9,99 64,70
2 5/40 - -

3 25/20 11,45 74,16
4 25/40 12,07 78,17
5 15/30 12,06 78,11

4.4.2. Efeito da temperatura e da presséo

A figura 4.12 mostra a influéncia da pressdo e da temperatura no rendimento dos
extratos de farelo de arroz obtidos nas extragdes com GLP comprimido. De um modo geral,
pode-se observar que as variaveis nao apresentaram influéncia consideravel nas curvas de

extragdo. Observa-se na figura 4.12 que com a maior presséo foi obtido um maior rendimento
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ao final da extragdo, embora com a pressdéo menor o rendimento tenha sido maior nos
primeiros minutos de extracdo. Além disso, a figura mostra que na temperatura de 40 °C foi
obtido um rendimento ligeiramente superior ao longo da extracdo do que a 20 °C.

A analise estatistica dos resultados, apresentada na forma de grafico Pareto (Figura
4.11), o qual determina os efeitos das varidveis, pressao e temperatura, nos rendimentos de
extracdo de RBO a partir das extracdes com GLP comprimido, mostra que as variaveis e a
interacdo entre as mesmas ndo foram estatisticamente significativas, embora o aumento da
temperatura e da pressdo tenha mostrado uma tendéncia em melhorar o rendimento global das

extracoes.

(1) P(bar) 2,40

1by2 1,88

(2) T(°C) -1,66

p=0,05
Efeito Padréo Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.11 — Efeitos para as variaveis, pressao (P) e temperatura (T), estudadas nas extracdes
com GLP comprimido de RBO

4.4.3. Cinética de extracdo

As curvas cineticas do processo de extragdo com GLP comprimido foram geradas pelo
rendimento de massa de extrato acumulada em fung¢éo do tempo de extragdo, como mostra a

figura 4.12. Os dados das curvas cinéticas podem ser vistos no Apéndice C. Observa-se, na
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figura 4.12, que no primeiro minuto a condi¢do 5 bar/20 °C apresentou rendimento superior
que as demais, porém, no final dos 5 minutos foi a que apresentou menor rendimento global
(9,99%). As demais condicdes (25 bar/40 °C, 15 bar/30 °C e 25 bar/20 °C) mostraram
comportamento cinético semelhante. Portanto, tendo em vista 0 consumo energético, pode-se
considerar 6tima a condicdo 15 bar/30 °C, visto que esta condi¢éo foi suficiente para obter um
bom rendimento de RBO.

Jesus et al (2013) compararam a extracdo de 6leo de palma utilizando propano
subcritico e etanol, onde foram alcancados rendimentos de 69,5 a 73,9% a partir do propano
(T =20-60 °C; P = 100-200 bar) e de 64,6 a 70,6% utilizando etanol (T = 20-60 °C; P = 100
bar). Enquanto que Nimet et al (2011) avaliaram a extracdo de 6leo de girassol a partir da
ESC (T =40-60 °C; P = 190-250 bar) e do propano subcritico (T = 30-60 °C; P = 80-120 bar),
onde obtiveram rendimentos de 31,7 a 100% e de 87,8 a 100%, respectivamente. Os
resultados desses trabalhos mostram que o propano, um dos principais compostos do GLP, foi
o0 solvente que apresentou melhores resultados de rendimento de extratos quando comparado

ao etanol e ao CO; supercritico.
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Figura 4.12 — Curvas cinéticas de extragdo com GLP comprimido de RBO em diferentes
condicdes de temperatura e pressao
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4.4.4. Caracterizagdo quimica dos extratos

A tabela 4.10 apresenta os compostos quimicos, identificados por CG-EM, dos
extratos obtidos no processo de extragdo com GLP comprimido, e seus respectivos tempos de
retencdo. Os cromatogramas indicaram a presenca de acido oleico (18:1), &cido linoleico
(18:2), acido palmitico (16:0), acido laurico (12:0) e B-sitosterol (1). O B-sitosterol, um dos
esterdis que compdem o y-orizanol, com elevado potencial antioxidante, foi identificado
apenas na condigdo 5 (15 bar/30 °C), a qual obteve um 6timo rendimento global de RBO.

llles et al (1999) alcancaram o maior rendimento de 6leo com o maior teor de
carotenoides, utilizando propano subcritico, em 30-50 bar, sendo que 0 aumento da pressdo
até 80 bar diminuiu visivelmente o teor de carotenoide do extrato. O teor de carotenoides nos
extratos obtidos por propano subcritico foi claramente maior que nos extratos obtidos por CO;
supercritico. No entanto, Nimet et al (2011) e Mesomo et al (2012) ndo observaram uma
variacdo significante nos compostos de interesse obtidos por propano subcritico e por ESC-

CO;, de seus respectivos extratos.

Tabela 4.10 — Caracterizacdo quimica a partir de CG-EM dos extratos obtidos com GLP

comprimido
Condicao Tempos de retencdo dos compostos identificados
experimental 16:0 18:2 18:1 12:0 1

5bar/20°C 13,972 15,114 15,140 14,843
25bar/20°C 13,979 15,121 15,146 14,837
25bar/40°C 13,985 15,127 15,152 16,925
15bar/30°C 13,973 15,114 15,140 16,875 21,291

Acido palmitico (16:0); 4cido linoleico (18:2); 4cido oleico (18:1); acido laurico (12:0); p-sitosterol (1).
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4.45. Atividade antioxidante dos extratos

A tabela 4.11 apresenta a atividade antioxidante dos extratos obtidos nas diferentes
condigdes de extracdo com GLP comprimido, expressa em porcentagem de sequestro do
radical DPPH. Néo foi possivel realizar a anélise do extrato obtido no experimento 2, uma vez
que nestas condicdes o GLP encontra-se na forma de gas. A capacidade antioxidante dos
extratos variou de 63,55% + 3,12, na condicdo 25 bar/20 °C, até 67,49% + 1,93 a 25 bar/40

°C, néo apresentando diferenca significativas.

Tabela 4.11 — Atividade antioxidante dos extratos obtidos com GLP comprimido expressa em
porcentagem de sequestro de radicais DPPHe

) Condicao de Atividade
Experimento o
extracéo (bar/°C) antioxidante (%)

1 5/20 65,29 £ 0,75
2 5/40 -

3 25/20 63,55 + 3,12
4 25/40 67,49 +1,93
5 15/30 65,15+ 2,70

A figura 4.13 apresenta a comparagao entre a atividade antioxidante e o rendimento
global obtido nas diferentes condi¢cdes experimentais. A condicdo experimental 4 (25 bar/40
°C) apresentou maior potencial antioxidante e maior rendimento global. No entanto, o
experimento 5 (15 bar/30 °C) apresentou um bom potencial antioxidante, proximo ao obtido
na condicdo 4, e como mencionado nos itens anteriores, nesta condi¢do foi identificada a
presencga de B-sitosterol e um bom rendimento global de RBO, além de ser considerada uma

condicdo 6tima do ponto de vista energético.
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Figura 4.13 — Comparacéo entre o rendimento global e a atividade antioxidante dos extratos
obtidos com GLP comprimido

4.5. Comparativo entre CO, supercritico e GLP comprimido como solvente

Neste trabalho foi utilizado CO, supercritico e GLP comprimido para a obtencdo de
6leo de farelo de arroz. A tabela 4.12 apresenta uma comparagdo dos resultados das extracGes
utilizando estes solventes. Observa-se alguns resultados semelhantes, como o rendimento
maximo de RBO, o potencial antioxidante dos extratos e 0s compostos de interesse
identificados.

No entanto, a condigdo de extragdo de maior rendimento de RBO utilizando GLP
comprimido (12,07% a 25 bar e 40 °C) utilizou uma razdo S/F de aproximadamente 42 vezes
menor quando comparada com a de maior rendimento na ESC (12,68% a 250 bar e 40 °C), ou
seja, 0 consumo de solvente foi 42 vezes menor utilizando GLP do que CO,, mostrando a
elevada solubilidade do 6leo no GLP.

Além disso, enquanto o tempo de extracdo gasto utilizando CO, supercritico foi de
105 min, a extragdo com GLP comprimido levou 5 min, reduzindo em 21 vezes o tempo de
extracao, sendo utilizada a mesma vazéo de solvente em ambos processos. Outra vantagem foi
a reducdo das condigdes de pressao, de 250 bar com CO, para 25 bar com GLP.
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Tabela 4.12 — Comparativo entre a utilizacdo de CO, supercritico e GLP comprimido como
solvente

CO, supercritico  GLP comprimido

Rendimento maximo de extrato (%) 12,68 12,07
Tempo de extracéo (min) 105" 5"
Vaz#o de solvente (gsorvente-min™) 4 4
Massa de solvente (g) 420 20"
S/F (Msolvente/ M#arelo) 42" 1™

P (bar) 250 25"
Potencial antioxidante méaximo (%) 71,67 67,49
Compostos antioxidantes identificados [-sitosterol B-sitosterol

“Dados da condigdo experimental de maior rendimento 250 bar/40 °C.
Dados da condicéo experimental de maior rendimento 25 bar/40 °C.

De um modo geral, a utilizacdo do GLP comprimido apresentou maiores vantagens do
que o CO,. Por outro lado, enquanto o CO, é considerado seguro (GRAS), o GLP apresenta

elevada inflamabilidade, sendo necessario um controle e cuidado maior do processo.
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5. CONCLUSOES

De acordo com a extracdo realizada por Soxhlet o farelo de arroz utilizado apresentou
um teor de 6leo de, aproximadamente, 15,44%. As extra¢cBes com CO; supercritico, com CO,
supercritico assistido por ultrassom e com GLP comprimido alcancaram uma recuperagédo
méaxima de 82,12, 81,93 e 78,17%, mostrando a eficiéncia dos processos estudados, uma vez
que a extracdo por Soxhlet (utilizando n-hexano) tem a capacidade de extrair compostos de
elevada massa molecular e sem interesse bioldgico, como ceras, fosfolipidios, pigmentos e
metais traco (ferro e cobre). Conforme os cromatogramas dos extratos obtidos nos trés
processos estudados, nenhum destes compostos foi encontrado.

Nas extracOes utilizando CO, supercritico a densidade do solvente influenciou na
solubilidade do RBO, visto que o rendimento de extrato aumentou significativamente em
pressdes mais elevadas sob condicBes isotérmicas e em temperaturas mais baixas sob
condicdes isobaricas, alcangcando um rendimento maximo de 12,68% sob a condi¢do de 250
bar e 40 °C por 4 horas de extracdo. No entanto a condi¢cdo de maior rendimento nao
significou maior seletividade, pois foi sob a condi¢cdo 200 bar e 60 °C que foi alcancada a
maior porcentagem de atividade antioxidante (71,67 + 2,45) e identificada a presenca do
composto bioativo B-sitosterol por CG-EM.

A ESC assistida por US obteve um rendimento maximo de 12,65% na condicdo de 160
W por 40 min, o qual foi aproximadamente 27% superior que a extracdo sem aplicacdo de
US, para um mesmo tempo de extracdo (2 horas). Nesta mesma condicdo observou-se,
também, que o tempo de extracdo foi reduzido em aproximadamente 58% para obter o
rendimento méximo alcancado na ESC sem US. As variaveis poténcia e tempo de aplicacdo
do US néo influenciaram significativamente no rendimento global de extrato. A aplicacdo de
uma pressao mais baixa por um menor tempo foi suficiente para acelerar a transferéncia de
massa na extracdo, o que também beneficia 0 processo do ponto de vista energético. Na
mesma condicdo onde foi alcancado maior rendimento também foi obtido maior potencial
antioxidante (72,42 £+ 0,42) e identificada a presen¢a dos compostos bioativos campesterol, -
sitosterol e 24-metilenocicloartenol nas anélises de CG-EM.

As extragdes utilizando GLP comprimido apresentaram rendimento de até 12,07% sob
a condicdo de 25 bar e 40 °C. No entanto a condicdo 15 bar e 30 °C apresentou um
rendimento semelhante (12,06%), sendo esta considerada a melhor condi¢do, uma vez que
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beneficia o0 processo do ponto de vista energético. Além disso, 0 tempo de extracdo e o
consumo de solvente no processo utilizando GLP comprimido diminuiram drasticamente
quando comparado ao CO, supercritico, de 105 a 5 min e de, aproximadamente, 42 mLco2.g’
Larelo para 1 mLep.g  rareto. Nesta condicao foi alcancado um potencial antioxidante de 65,15%
e identificado o composto bioativo B-sitosterol.

Dentre os processos estudados, pode-se concluir que a extracdo supercritica assistida
por ultrassom foi a que apresentou melhores resultados, uma vez que neste processo a
transferéncia de massa foi acelerada, obtendo-se 6timos rendimentos de RBO. Além disso, 0s
extratos apresentaram elevado potencial antioxidante e compostos bioativos de interesse,
como o campesterol, 24-metilenocicloartenol e o B-sitosterol. Embora as extragdes com GLP
comprimido tenham apresentado 6timos rendimentos em um curto tempo de extracdo (5
minutos), os extratos obtidos mostraram menor potencial antioxidante e ndo apresentaram 0s
trés compostos bioativos identificados nos extratos das ESC + US, indicando que o GLP tem

uma maior facilidade em solubilizar o 6leo do que os compostos bioativos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

< Estudar poténcias menores de US no processo de ESC e, tendo em vista que o
tempo de aplicagdo de US ndo influenciou significativamente no processo (dentro da faixa
estudada), sugere-se que seja analisado o efeito do tratamento da amostra com US antes da
ESC.

< Quanto a extracdo com GLP comprimido, sugere-se esudar um sistema de
recolhimento e reaproveitamento (recirculacdo) do solvente. Além disso, a composic¢do dos
extratos deve ser melhor estudada, uma vez que 0s extratos obtidos nesse trabalho
apresentaram potencial antioxidante e, no entanto, sé foi identificado um composto de
potencial antioxidante em apenas uma condicdo de extrag&o.

X2 Estudar a extracdo de RBO utilizando uma mistura de CO, com GLP, de modo
a obter uma regido de operacdo segura, uma vez que o GLP apresenta elevada
inflamabilidade.

X2 Realizar a modelagem matematica dos resultados obtidos nos diferentes
processos de extracdo de RBO.

X Realizar caracterizacdo qualitativa dos extratos obtidos nos diferentes

processos.
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Anexo A — Dados das curvas de extracdo supercritica com CO,

150 bar/80 °C

Tempo (min) 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Massa extrato acum. (g) 0,0087 0,0138 0,0234 0,0311 0,0412 10,0481 0,0511 0,0550 0,0569 0,0591 0,0611 0,0640 0,0659 0,0675 0,0685 0,0700
Rendimento (%) 0,0870 0,1380 0,2340 0,3110 0,4120 0,4810 0,5110 0,5500 0,5690 0,5910 0,6110 0,6400 0,6590 0,6750 0,6850 0,7000
250 bar/40 °C
Tempo (min) 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Massa extrato acum. (g) 0,3428 0,6985 0,9852 1,1556 1,2355 11,2602 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680 1,2680
Rendimento (%) 3,4280 6,9850 9,8520 11,5560 12,3550 12,6020 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800 12,6800
250 bar/80 °C
Tempo (min) 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Massa extrato acum. (g) 0,2142 0,377 0,5333 0,6719 0,7878 0,8709 0,9617 1,0439 1,1074 11,1494 11,1794 11,1902 1,202 12101 11,2182 1,2241
Rendimento (%) 2,142 377 5333 6,719 7878 8,709 9,617 10,439 11,074 11,494 11,794 11,902 12,02 12,101 12,182 12,241
200 bar/60 °C
Tempo (min) 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Massa extrato acum. (g) 0,1116 0,2137 0,3111 0,4089 0,4887 0,5601 0,6266 0,6868 0,7383 0,7863 0,8316 0,8776 09128 0,9526 0,9858 1,0068
Rendimento (%) 1,1163 2,1373 3,1107 4,0890 4,8873 15,6007 6,2663 6,8680 7,3827 7,8627 8,3163 8,7763 91280 9,5257 9,8580 10,0680




Anexo B — Dados das curvas de extracdo supercritica com CO, assistida por US

160 W/40 min
Tempo (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120
Massa de extrato acum. (g) 0,1796 0,5007 0,7973 11,0702 1,2777 14652 1,7882 11,9861  2,1209  2,3122  2,4256  2,5293
Rendimento (%) 0,8980 2,5033 3,9867 5,3510 6,3885 7,3262 8,9410 19,9307 10,6045 11,5608 12,1278 12,6463
160 W/120 min
Tempo (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120
Massa de extrato acum. (g) 0,2205 05095 0,8088 1,0826 1,3323 1,5358 11,8484 2,0607 2,2143 2,3756 2,4562 2,5162
Rendimento (%) 1,1023 2,5475 4,0438 5,4130 6,6613 7,6787 9,2420 10,3035 11,0713 11,8780 12,2808 12,5808
320 W/40 min
Tempo (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120
Massa de extrato acum. (g) 0,1538 0,4077 10,6695 0,9300 1,1107 11,2665 1,5120 1,6577 1,7599 1,9398  2,0907  2,2261
Rendimento (%) 0,7692 12,0387 3,3475 4,6502 55535 6,3325 7,5602 18,2887 8,7995  9,6990 10,4535 11,1307
320 W/ 120 min
Tempo (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120
Massa de extrato acum. (g) 0,2026 0,4832 0,7623 1,0001 11,2896 1,4419 11,6695 1,8426 1,9659 2,1347 2,2485 2,3434
Rendimento (%) 1,0130 2,4158 3,8115 5,0003 6,4478 7,2095 8,3473 9,2130 9,8295 10,6735 11,2425 11,7170
240 W/80 min
Tempo (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120
Massa de extrato acum. (g) 0,2170 10,5029 0,7608 0,9898 1,1830 11,3493 11,6521 11,8730 2,0336  2,2345  2,3250  2,4203
Rendimento (%) 1,0848 2,5143 3,8038 4,9488 5,9152 6,7467 8,2607 19,3650 10,1678 11,1723 11,6250 12,1013
Controle (Sem Ultrassom)
Tempo (min) 5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120
Massa de extrato acum. (g) 0,1368 0,3184 10,4870 10,6343 0,7705 10,8820 11,0742 12294  1,3642 16704 18165  1,9884
Rendimento (%) 0,6838 15922 24350 3,1715 3,8525 14,4098 5,3708 6,1470  6,8212  8,3520  9,0827  9,9422

80



Anexo C — Dados das curvas de extragdo com GLP comprimido

5 bar/20 °C
Tempo (min) 1 2 3 4 5
Massa de extrato acumulada (g) 1,6201 1,8814  1,9481 1,9759 1,9972
Rendimento (%) 8,1005 19,4070  9,7405 9,8795 9,9860
25 bar/20 °C
Tempo (min) 1 2 3 4 5
Massa de extrato acumulada (g) 0,9625 1,6636  2,0231 2,1963 2,2902
Rendimento (%) 48125 8,3180 10,1155 10,9815 11,451
25 bar/40 °C
Tempo (min) 1 2 3 4 5
Massa de extrato acumulada (g) 11,1602 1,8488  2,2055 2,3423 2,4144
Rendimento (%) 58010 19,2440 11,0275 11,7115 12,0720
15 bar/30 °C
Tempo (min) 1 2 3 4 5
Massa de extrato acumulada (g) 1,0642 1,7780  2,1600 2,3321 2,4132
Rendimento (%) 53208 8,8898 10,7998 11,6605 12,0660
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