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RESUMO

OLEOS DE CHIA (Salvia hispanica) E PERILLA (Perilla frutescens): EXTRACAO
COM FLUIDOS PRESSURIZADOS, CARACTERIZACAO QUIMICAE
COMPOSTOS BIOATIVOS

AUTORA: GABRIELLE SCAPIN
ORIENTADORA: CLAUDIA SEVERO DA ROSA

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo 6leos de chia e perilla com dois diferentes
solventes pressurizados (CO, e GLP) variando as condigdes de pressdo e temperatura no
processo de extracdo, a fim de avaliar o efeito destas variaveis no rendimento de éleo,
atividade antioxidante, composicdo de acidos graxos e de fitoesterois. Para tal, foi realizado
um planejamento experimental com 2 niveis e 2 variaveis (2%) com triplicata no ponto central,
e as condicOes utilizadas foram de 10-25 MPa e 20-60 °C para CO, e 0,5-2,5 MPa e 20-40 °C
para GLP. As condicdes de melhor rendimento (pontos 6timos) para os 6leos de chia e perilla
foram caracterizadas fisico-quimicamente quanto ao indice de acidez, indice de iodo, indice
de peroxidos e indice de refracdo. A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo
método DPPH e o perfil de acidos graxos e fitoesterois por Cromatografia Gasosa. Por fim,
ainda foi realizada uma comparacéo entre o 6leo de chia e perilla nas condi¢bes 17,5 MPa/40
°C para CO; e 1,5 MPa/30 °C para GLP quanto ao teor de 6leo, atividade antioxidante, &cidos
graxos insaturados e fitoesterois. Para o 6leo de chia, 0s pontos étimos de rendimento foram
obtidos na condi¢cdo 25 MPa/60 °C para CO; (21,93%) e 2,5 MPa/40 °C para GLP (27,13%).
Nestas mesmas condi¢des, o 6leo extraido com GLP teve atividade antioxidante maior que o
extraido com CO; (70,16 AA% e 20,15 AA%, respectivamente). O perfil de acidos graxos foi
semelhante entre as condicGes utilizadas e houve predominancia do acido graxo a-linolénico
(valores maximos de 62,97% para CO, e 61,43% para GLP). Foram identificados esqualeno e
B-sitosterol. Para o 6leo de perilla 0os pontos de maior rendimento foram 25 MPa/20 °C na
extracdo com CO; (31,80%) e 0,5 MPa/20 °C na extracdo com GLP (42,29%). Nestes pontos,
0 6leo extraido com GLP teve atividade antioxidante maior que o obtido com CO, (50,20
AA% e 46,44 AA% respectivamente). O perfil de acidos graxos encontrado ndo apresentou
diferenca significativa entre as condices de extracdo utilizadas apresentando uma
predominancia de &cidos graxos poli-insaturados, principalmente acido graxo a-linolénico
(valores maximos de 62,80% para CO, e 57,55% para GLP). O B-sitosterol foi o fitoesterol
majoritario no Gleo de perilla. A caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de chia e perilla
mostrou que 0os mesmos estdo dentro dos limites permitidos pela legislacdo. A semente de
perilla apresentou um teor elevado de d6leo em relacdo a chia. O 6leo de perilla na
concentracdo de 20 mg mL™ apresentou atividade antioxidante superior ao 6leo de chia na
concentracdo de 40 mg mL™ quando extraido com CO,. No entanto, o 6leo de chia mostrou
uma concentracdo maior de C18:2 e C18:3 nos dois tipos de extracGes e valores de esqualeno
e B-sistosterol maiores nas extragdes com CO,.

Palavras-chave: Dioxido de carbono. Gés Liquefeito de Petrdleo. Acidos graxos poli-
insaturados. Fitoesterdis. Acido a-linolénico.



ABSTRACT

CHIA OILS (Salvia hispanica) AND PERILLA (Perilla frutescens): EXTRACTION
WITH PRESSURIZED FLUIDS, CHEMICAL CHARACTERIZATION AND
BIOATIVE COMPOUNDS

AUTHOR: GABRIELLE SCAPIN
ADVISOR: CLAUDIA SEVERO DA ROSA

The objective of this work was to obtain chia and perilla oils with two different pressurized
solvents (CO, and LPG), varying the pressure and temperature conditions in the extraction
process, in order to evaluate the effect of these variables on oil yield, antioxidant activity,
composition of fatty acids and phytosterols. For this, an experimental design with 2 levels and
2 variables (2%) with triplicate was carried out at the central point, and the conditions used
were 10-25 MPa and 20-60 °C for CO, and 0.5-2.5 MPa and 20-40 °C for GLP. The best
performance conditions (optimum points) for the chia and perilla oils were physicochemically
characterized for acidity index, iodine index, peroxide index and refractive index. The
evaluation of the antioxidant activity was performed by the DPPH method and the profile of
fatty acids and phytosterols by Gas Chromatography. Finally, a comparison between chia oil
and perilla was performed at 17.5 MPa/40 °C for CO, and 1.5 MPa/30 °C for GLP for oil
content, antioxidant activity, unsaturated fatty acids and phytosterols. For chia oil, optimum
yield points were obtained at 25 MPa/60 °C for CO, (21.93%) and 2.5 MPa/40 °C for GLP
(27.13%). Under these same conditions, the oil extracted with LPG had higher antioxidant
activity than that extracted with CO; (70.16 AA% and 20.15 AA%, respectively). The fatty
acid profile was similar between the conditions used and there was predominance of a-
linolenic acid (maximum values of 62.97% for CO; and 61.43% for LPG). Squalene and [3-
sitosterol were identified. For the perilla oil the highest yield points were 25 MPa/20 °C in the
extraction with CO, (31.80%) and 0.5 MPa/20 °C in the extraction with LPG (42.29%). In
these points, the oil extracted with GLP had higher antioxidant activity than that obtained
with CO, (50.20 AA% and 46.44 AA% respectively). The fatty acid profile found no
significant difference between the extraction conditions used having a predominance of
polyunsaturated fatty acids, particularly a-linolenic fatty acid (maximum values of 62.80% for
CO; and 57.55% for LPG). B-sitosterol was the major phytosterol in perilla oil. The physical
chemical characterization of chia and perilla oil showed that they are within the limits allowed
by the legislation. The perilla seed had a high oil content in relation to chia. The oil of perilla
in the concentration of 20 mg mL™ presented superior antioxidant activity to chia oil in the
concentration of 40 mg mL™* when extracted with CO..
However, chia oil showed a higher concentration of C18:2 and C18:3 in the two types of
extractions and higher values of squalene and B-sistosterol in CO, extractions.

Keywords: Carbon dioxide. Liquefied petroleum gas. Polyunsaturated fatty acids.
Phytosterols. a-linolenic acid.
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1. INTRODUCAO

Chia (Salvia hispanica) é uma semente nativa da regido que se estende do oeste central
do México ao norte da Guatemala, possui 0,25-0,38 g de 6leo/g de semente, onde o0s
principais constituintes sdo triglicerideos, nos quais os &cidos graxos poli-insaturados
linolénico e linoléico estdo presentes em quantidades elevadas (IXTAINA et al.,, 2011).
Perilla (Perilla frutescens) é uma planta nativa dos paises asiaticos, usada na culinaria e na
medicina, no entanto, permanece desconhecida nos paises ocidentais. Suas sementes contém
de 0,35-0,45 g de 6leo/g de semente e sdo fonte de acido linolénico (KUROWSKA et al.,
2003).

Os processos geralmente usados para extracdo de lipidios a partir de sementes
oleaginosas tais como prensagem e extracdo com solventes organicos (frio ou quente)
mostram uma série de desvantagens, incluindo procedimentos demorados, menor seletividade
e contaminacdo e degradacdo de componentes bioativos principais (MANTELL et al, 2013).
Desta forma, a extracdo utilizando fluidos supercriticos e pressurizados tem se tornado
vantajosa devido ao uso de um solvente com alto poder solvatante, em funcdo da sua alta
difusibilidade, menor viscosidade e tensdo superficial e utilizacdo de condi¢cbes mais suaves
de temperatura, resultando em menor degradacdo dos componentes bioativos e em um
produto final livre de residuos de solventes toxicos (GARCIA et al., 2012).

Diversos solventes ja foram avaliados em processos de extracdo supercritica de
matrizes vegetais. No entanto, devido a reatividade, toxicidade, possibilidade de explosao,
danos ao ambiente, alto custo ou condicBes supercriticas extremas muitos solventes nao
chegaram a ser adotados (SMITH et al., 1999).

O didéxido de carbono (CO,) tem sido até os dias de hoje o solvente de escolha para
emprego em processos de extracdo supercritica de produtos naturais. Por possuir temperatura
e pressdo criticas moderadas (31,04 °C e 7,38 MPa, respectivamente) permite que a extracdo
ocorra a temperaturas mais brandas, o que é um fator importante, visto que componentes
naturais podem degradar a altas temperaturas. Além disso, o CO, é um gas inerte, nao
inflamavel, ndo explosivo e possui baixo custo (CASSEL et al., 2008).

Outro processo que vem sendo desenvolvido € a extracdo de compostos bioativos
utilizando solventes subcriticos ou pressurizados, como € o caso do propano e do n-butano. A
extracdo com estes solventes tem mostrado maiores rendimentos, menor tempo de extragéo e
consequentemente menor consumo de solvente (NOVELLO et al., 2015). No entanto, estes

solventes tem custo 20 vezes maior que 0 CO,. Sendo assim, ha a possibilidade de utilizacdo
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do Gés Liquefeito de Petroleo (GLP), uma mistura de propano e butano, um solvente de baixo
custo e altamente disponivel e que ainda foi pouco estudado para fins de extracdo de 6leos e
compostos bioativos a partir de matrizes vegetais.

O 4cido graxo a-linolénico, componente majoritario no 6leo das sementes de chia e
perilla, tem um papel importante na prevencdo de doencas cardiovasculares, por reduzir 0s
niveis de LDL-colesterol no sangue, um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose e, consequentemente, das doencas arteriais coronarianas
(GALLI; MARANGONI, 2006).

Dessa forma, ha o interesse em estudar a extracdo destes Oleos utilizando fluidos
pressurizados como CO, e GLP, que sdo métodos que levam a uma maior preservacdo da
qualidade do 6leo em relagcdo aos métodos de extracdo convencionais, a fim de obter um 6leo
com menor degradacéo e rico em compostos de interesse como acidos graxos poli-insaturados

e fitoesterois envolvidos na prevencéo das doencas cardiovasculares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 SEMENTES DE CHIA (Salvia hispanica)

Salvia hispanica ou chia é nativa da regido que se estende do oeste central do México
ao norte da Guatemala, e sua cultura foi expandida até a América do Sul. Suas sementes
foram amplamente utilizadas por civilizagdes Maias e Astecas, principalmente como alimento
e para a fabricacdo de tintas. Chia é considerada uma cultura anual, de verdo, pertencente a
familia Labiatae (COATES; AYERZA, 1996). Seus grdos sdo ovalados e tem
aproximadamente 2 mm, com coloragdo preta ou marrom escura, com pontos brancos ou

cinza (Figura 2).

Figura 1: Sementes de chia

No Brasil, a semente de chia é cultivada no Parana, no municipio de Maringa, e no Rio
Grande do Sul, no municipio de Entre ljuis, locais que reinem as condic¢Ges climaticas e de
adaptacdo necessarios para o plantio da espécie.

Depois de alguns estudos, foram reveladas notaveis propriedades nutricionais desta
pequena semente, por isso se recomenda seu consumo devido a seu alto conteudo de 6leo,
proteina, antioxidantes, minerais e fibra alimentar (IXTAINA et al., 2011). Por ter um sabor
extremamente sutil, a semente de chia pode ser incluida de diferentes formas na dieta,
aumentando o valor nutricional dos alimentos, sem causar alteracdo no sabor. Chia pode ser
adicionada sobre saladas, frutas, iogurtes, sucos ou polvilhada sobre carnes. Também pode ser

utilizada para elaboracéo de pées, biscoitos, massas, entre outros alimentos.
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A semente de chia contém alguns compostos com potente atividade antioxidante tais
como compostos fendlicos (miricetina, quercetina, kaempferol e &cido caféico), que evitam a
rancidez dos &cidos graxos insaturados nos alimentos (IXTAINA et al., 2011). Sabe-se que a
oxidacdo das sementes de chia € minima ou nula, devido a presenca destes componentes
antioxidantes, possuindo um grande potencial dentro da industria de alimentos. A semente
ainda possui tocoferois e fitoesterdis (sitosterol, estigmasterol e campesterol) (MOREAU;
WHITAKER; HICKS, 2002), envolvidos na prevencédo de doencas cardiovasculares.

As sementes de chia também tem um elevado nivel de proteinas (0,19 a 0,23 g/ g de
semente), quando comparado a cereais tradicionais como o trigo, milho, aveia e cevada
(COATES; AYERZA, 1996), embora a chia ndo seja comercialmente conhecida como uma
fonte de proteina. Por outro lado, a chia é fonte de minerais tais como calcio, fésforo, ferro e
magneésio.

A extracdo do 6leo de chia produz uma subfracdo com teor de fibra alimentar
relativamente elevada (0,339 g/ g de semente) (CRAIG; SONS, 2004), dessa forma a adicéo
de semente de chia na dieta pode melhorar a saciedade, regular o transito intestinal, diminuir o
consumo de energia e promover perda de peso nos usuarios (AYERZA et al., 2002).

No entanto, o principal interesse na semente de chia vem da qualidade do seu 6leo. A
semente contém entre 0,25 e 0,38 g de 0Oleo/ g de semente, em que 0s principais constituintes
sdo triglicerideos, nos quais 0s acidos graxos poli-insaturados a-linolénico e linoléico estdo
presentes em quantidades elevadas (IXTAINA et al., 2011), sendo estas quantidades
significativamente maiores que nos 6leos de soja, linhaca e canola (GUNSTONE; PADLEY,
1997) . Segundo Scapin et al. (2017) o 6leo de chia pode chegar a teores de 62,97% de acido
a-linolénico e 18,95% de linoléico. O acido a-linolénico tem um papel muito importante na
fisiologia, especialmente durante o crescimento fetal e infantil e na prevencdo de doencas
cardiovasculares, por reduzir os niveis de colesterol no sangue (GALLI; MARANGONI,
2006).

O o6leo de chia contém umas das maiores concentragdes conhecidas de acido a-
linolénico e em funcdo disto, tornou-se uma importante opcao para a nutricdo pelos benéficos
efeitos para a salde humana, como a prote¢cdo contra eventos cardiovasculares
(MOZZAFFARIAN, 2005). O d4leo pode ser extraido por diferentes métodos como
prensagem, solventes ou fluidos supercriticos e pressurizados. Segundo Ixtaina, Nolasco e
Tomas (2012) diferencas nos métodos de extracdo causam variagGes no rendimento de 6leo,
no tipo de acidos graxos extraidos, fibras dietéticas totais e também concentragcdo de

antioxidantes.
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2.2 SEMENTES DE PERILLA (Perilla frutescens)

Perilla (Perilla frutescens) (Figura 3) pertencente a familia Lamiaceae, € uma planta
nativa para os paises asiaticos e é usada na culinéria e na medicina tradicional, no entanto,
ainda permanece pouco conhecida para as populac¢des ocidentais (KUROWSKA et al., 2003).
No Brasil, as sementes de perilla tém cultivo concentrado na cidade paulista de Mogi das
Cruzes, para atender ao consumo da expressiva colonia japonesa local e estabelecimentos da
regido. As sementes de perilla sdo bastante utilizadas na culinaria japonesa, para finalizagdo
de pratos.

Suas sementes contém aproximadamente 0,35-0,45 g de éleo/ g de semente, e sdo uma
boa fonte de &cidos graxos poli-insaturados, especialmente acido a-linolénico (C18:3 n-3).
Segundo Scapin et al. (2017) aproximadamente 77% do 6leo de perilla € composto por &cidos
graxos poli-insaturados, com 48-61% de acido graxo a-linolénico e 13-16% de linoléico

As folhas de perilla sdo utilizadas como uma fonte de antioxidantes (MENG et al.,
2009). Além disso, perilla é conhecida por ser anti-bacteriana, anti-carcinogénica, anti-
séptica, antipirética e anti-asmatica, bem como por apresentar acdo imunomoduladora
(ZEKONIS et al., 2008).

Evidéncias de estudos com animais sugerem que Oleo de semente de perilla tem
capacidade de prevenir a aterosclerose e cancro induzido quimicamente, e que ele também
melhora a funcdo imune e mental (SADI et al., 1996).

O 6leo de perilla ainda é composto por &cido palmitico (C16: 0), acido estearico (C18:
0), &cido oléico (C18: 1n-9) e &cido linoléico (C18: 2n-6) (LEE; RYU; KWAK, 2002). A
ingestdo de dleo de perilla contendo uma grande quantidade de acido graxo a-linolénico
oferece varios beneficios a saude, como a reducdo da nivel de lipidios no plasma (KIM;
CHOI; CHOI, 2004). Seu consumo tem sido relatado para melhorar capacidade de
aprendizagem e funcionamento da retina e suprimir a carcinogénese, metastase, trombose e
alergias (KINSELLA, 1991). Os potenciais efeitos benéficos de reducdo dos niveis de
colesterol no soro e de triglicerideos na circulacdo, também foram exibidas num curto prazo
em experimento com ratos Wistar (LONGVAH et al., 2000).

Perilla ainda contém diferentes polifendis ou flavonas (acido rosmarinico, luteolina,
quercetina, catequina) (ZEKONIS et al., 2008) e um alto contetdo de fitoesterois e tocoferdis
(KIM et al, 2012).
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Figura 2: Sementes de Perilla
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2.3 LIPIDIOS

Oleos e gorduras sdo substancias de origem vegetal, animal ou mesmo microbiana,
insollveis em agua e soluveis em solventes organicos. Seus principais componentes sdo 0S
triacilglicerois. Estruturalmente, um triacilglicerol é formado pela esterificacdo de uma
molécula de glicerol com trés moléculas de é&cido graxo (AZEVEDO-MELEIRO;
GONGALVEZ, 2005).

Os lipidios sdo soluveis nos solventes organicos usuais, tais como cloroférmio,
benzeno e hexano e sdo insollveis na agua. Os glicerideos dos acidos de peso molecular
médio e elevado sdo praticamente inodoros e insipidos; os dos acidos de peso molecular baixo
apresentam caracteres organolépticos particulares (cor, cheiro, sabor, etc.). Devido aos seus
altos pontos de ebulicdo e baixas tensdes de vapor ndo é possivel separa-los por destilacdo
simples sem se decomporem, nem séo destilaveis pelo vapor de agua (como acontece com 0s
Oleos essenciais) (BRUNETON, 1995).

Os 06leos e gorduras vegetais podem aparecer em diversas partes da planta, de modo
especial nas sementes, onde se acumulam em maior quantidade. Para extrair os lipidios das
oleaginosas vegetais usam-se, fundamentalmente, trés processos, extragdo por pressao,
processo industrial que utiliza prensas hidraulicas para extrair Oleos das sementes, 0
esgotamento por solventes volateis (extragdo por solventes), onde o hexano é o mais

empregado em laboratdrio e extracdo utilizando fluidos supercriticos e pressurizados.
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2.4 TECNICAS UTILIZADAS PARA EXTRACAO DE OLEOS

2.4.1 Prensagem

A prensagem é o método mais popular para extrair o 6leo das sementes oleaginosas
(SINGH; BARGALE, 2000). O processo € realizado com o uso de prensas que apresentam
uma série de vantagens perante o tradicional método de extragdo por solvente. A operacdo em
uma prensa mecanica é simples, ndo exigindo mio-de-obra qualificada para seu manuseio. E
um sistema facilmente adaptavel a diversos tipos de oleaginosas, bastando para isso alguns
simples ajustes mecanicos, e todo o processo de expulsdo do 6leo é continuo e feito em um
curto espaco de tempo. E um processo seguro feito sem uso de produtos quimicos, podendo
ser instalado em pequenas propriedades rurais, além de permitir o uso do subproduto da
extragdo mecénica, a torta rica em proteina, como adubo e ragdo animal (SINGH;
BARGALE, 2000). Porém, este processo tem a caracteristica de deixar um residual de dleo na
torta, implicando em perda de 6leo (BOSS, 2000).

2.4.2 Extracdo com solventes organicos

A extracdo utilizando equipamento de Soxhlet é uma técnica padréo e é o principal
método usado como referéncia para compara¢do com outros métodos. Na técnica de extracao
com solventes utilizando o Soxhlet a amostra é colocada em contato com certa quantidade de
solvente varias vezes, facilitando a transferéncia do 6leo da matriz para o solvente (WU et al.,
2011). O material extraido permanece em contato com o solvente em ebulicdo durante todo o
tempo, 0 que pode ocasionar reaces quimicas indesejaveis, como degradacdo dos seus
constituintes. O processo de extracdo nao é seletivo, de forma que a temperatura de extragéo e
a natureza do solvente determinam o poder de dissolucdo (MELECCHI, 2005).

As principais desvantagens da extracdo utilizando o Soxhlet, em comparacdo com as
outras técnicas convencionais € o longo tempo necessario para a extracdo e a grande
quantidade de solvente utilizada. Como os lipideos extraidos ficam em contato com o solvente
na temperatura de ebulicdo deste, pode ocorrer a decomposicdo térmica de alguns
componentes do 6leo. Ainda, evaporacdo do solvente depois da extracdo € obrigatoria,
tornando o processo bastante trabalhoso (LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

O hexano € o solvente organico mais utilizado no processo de extracdo, por ser 0 mais

seletivo, possuir estreita faixa de ebulicdo e ser imiscivel com a agua (MORETTO; FETT,
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1998). No entanto, sua inflamabilidade, custo e potencial poluidor justificam o estudo de

alternativas ao seu uso.

2.4.3 Extracdo utilizando fluidos supercriticos e pressurizados

Nos Ultimos anos surgiu na inddstria de alimentos uma maior preocupacao sobre a
qualidade e seguranca dos produtos alimentares e 0 aumento da preferéncia por produtos
naturais (AHANGARI; SARGOLZAEI, 2012). Assim, a extracdo com fluidos supercriticos e
pressurizados ganhou maior atencdo em relacdo as técnicas tradicionais, pela utilizacdo de
solventes ndo-tdxicos e volateis e também pela obtencdo de extratos sem contaminagdo por
solventes, com menor degradacdo térmica e ambientalmente benéficos (HUANG et al.,
2011).

A extracdo supercritica € um processo de transferéncia de massa sob condi¢cbes de
pressdo e temperatura acima do ponto critico do solvente (MANTELL et al., 2013). Uma
substancia esta no estado supercritico quando sua temperatura e pressdo sao simultaneamente
maiores do que os valores criticos. Um fluido supercritico existe em uma unica fase fluida,
cujas caracteristicas estdo entre aquelas de gases e liquidos (BRUNNER, 2005). Quando uma
das variaveis (pressdo ou temperatura) estiver abaixo do ponto critico, temos o fluido em
estado subcritico ou pressurizado.

O processo de extracdo consiste do contato entre o fluido e o liquido ou o s6lido em
condicdes pré-estabelecidas de temperatura e de pressdo. Neste tipo de extracéo, o solvente &,
normalmente, fornecido ao sistema atraves de cilindros de solvente liquefeito, principalmente
para uso em unidades em escala de laboratério (Figura 1). A pressao de operagdo, se superior
a do cilindro, pode ser obtida por uma bomba e a temperatura de operacao por um trocador de
calor. Os componentes presentes na matriz do soluto sdo solubilizados pelo solvente no
extrator e a mistura solvente-soluto é submetida & uma descompressdo por uma valvula
redutora de pressdo. Em ambos 0s casos, a mistura passa a ser gas-soluto, e o soluto é entéo
recolhido (POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

O grande interesse em extracdo com fluido supercritico surge a partir de suas
propriedades, as quais sdo intermediarias entre a dos gases e liquidos (MANTELL et al.,
2013). A densidade, proxima a dos liquidos (alta), esta relacionada com o poder de solvatacéo
do solvente. Ja a viscosidade, proxima a dos gases (baixa), e a difusividade, intermediaria
entre a dos gases e dos liquidos estdo relacionadas com a taxa de transferéncia de massa entre

o0 soluto e o fluido (BRUNNER, 2005). Esta combinacdo de caracteristicas permite que 0s
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fluidos supercriticos ou pressurizados tenham boas condigdes de ser utilizados em processos
de extracdo de solutos a partir de matrizes solidas (BRUNNER, 2005).

A solubilidade de extratos no fluido é funcdo da densidade do solvente e da pressao de
vapor do soluto. Outra caracteristica importante € que o poder solvatante pode ser controlado
em funcdo da pressdo e da temperatura, sendo que, na regido do ponto critico, pequenas
alteracbes desses parametros podem provocar grandes mudancas no poder solvatante (DIAZ-
REINOSO et al., 2006).

Figura 3: Modelo experimental de extracao
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Fonte: Soares et al., 2015

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 pressGes mais elevadas a mudanca da densidade com a temperatura é
mais moderada, sendo a pressao de vapor do soluto o fator dominante. Neste caso, 0 aumento
da temperatura aumenta a pressdo de vapor do soluto, resultando no aumento da solubilidade
dos compostos (BRUNNER, 2005).

Em comparacdo com os solventes liquidos, utilizados no processo de extracdo
convencional, os fluidos supercriticos e pressurizados apresentam uma baixa viscosidade,
difundindo-se facilmente na matriz solida, e uma baixa tensdo superficial, permitindo uma

penetracdo rapida do solvente no sélido e, consequentemente, aumentando a eficiéncia da
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extragdo (POULIOT; CONWAY; LECLERC, 2014). Desta forma a utilizacdo desta técnica se
torna eficaz para extracdo e separagio de componentes (RAVENTOS, 2002).

Ainda, devido a sua elevada seletividade, a extracdo supercritica tem sido sugerida
como uma alternativa aos processos de refino para obter extratos ricos em compostos de
interesse (HERRERO et al., 2010).

Entre as vérias aplicacdes deste tipo de extracdo pode-se destacar a descafeinacdo de
café e ch4, extracdo de aromas, extracdo de antioxidantes e outras substancias ativas de varias
partes das plantas, extracdo de corantes naturais, desodorizacdo de 6leos e gorduras e remogao
de pesticidas (BRUNNER, 2005).

2.4.3.1 CO,

Vérios solventes tém sido estudados na extracdo supercritica, como o etanol
(AKALIN; KARAGOZ; AKYUZ, 2013), o propano e a agua (HSUEH et al., 2013). No
entanto, o principal solvente utilizado é o diéxido de carbono (CO5), pois permite operacdes
supercriticas com pressdes relativamente baixas e temperaturas proximas a ambiente (Tc =
31,1 °C; Pc = 7,38 MPa). Além disso, o CO, e reconhecido como seguro é inerte, ndo toxico e
ndo inflamavel, e esta facilmente disponivel com elevada pureza e baixo custo (POULIOT;
CONWAY; LECLERC, 2014).

Outra vantagem é que o CO, é gasoso a temperatura e pressdo ambiente, 0 que torna
muito simples a recuperacdo do extrato livre de solvente. As extracdes com CO,, por
permitirem ser conduzidas em temperaturas amenas, possibilitam a extracdo de compostos
termolabeis ou facilmente oxidaveis (HERRERO et al., 2010).

Outra caracteristica do CO; € a sua baixa polaridade, sendo ideal para extracdo de
componentes apolares. No entanto, hd a possibilidade de utilizacdo de co-solventes (etanol,
agua, etc.) para mudar a polaridade do fluido e aumentar seu poder de solvatacdo quando se

tem interesse em extracdo de compostos polares (HERRERO et al., 2010).
2.4.3.2 Fluidos pressurizados
Com base nas técnicas de extragdo tradicionais, tem surgido um grande interesse na

utilizagdo de n-butano e propano liquido como uma alternativa aos solventes convencionais

para remocao de compostos organicos a partir de diversas matrizes, como demonstrado nos
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estudos de Zanqui et al. (2015), Silva et al. (2015), Novello et al. (2015) e Capeletto et al.
(2016), entre outros.

Quando o0s gases propano e n-butano sdo liquefeitos, suas propriedades fisico-
quimicas sdo ideais, pois possuem maior solubilidade em lipidios (YANG; TEO; XU, 2004).
No entanto, poucos estudos relataram o uso do Gés Liquefeito de Petréleo (GLP), que é
basicamente uma mistura de propano e n-butano, na extracdo de compostos bioativos. A
disponibilidade e o baixo custo do GLP o tornam uma alternativa interessante quando
comparado ao CO,, ao propano e ao n-butano (SILVA et al., 2013).

Abaide et al. (2017) avaliaram a extracdo de 6leo de abacate e relataram resultados
melhores na extracdo utilizando GLP comprimido do que CO, supercritico, apresentando
maiores rendimentos em periodos de tempo reduzidos. Resultados similares foram reportados

por Soares et al. (2016) na extracéo de 6leo de farelo de arroz com GLP comprimido.

2.5 ACIDOS GRAXOS E A DOENCA ARTERIAL CORONARIANA (DAC)

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2013), a doenca arterial
coronariana (DAC) é a principal causa de morte no mundo, causando aproximadamente 38
milhdes mortes anualmente no mundo (WHO, 2014).

Dentre os constituintes da nossa dieta, os lipidios associam-se com mais frequéncia
aos fatores de risco nas patologias cardiovasculares, contudo, é o colesterol sanguineo o mais
importante e modificavel fator de risco para as DACs, sendo que, uma sustentavel reducéo da
concentracdo do colesterol sanguineo total de 1% esta associada com 2 a 3% de reducdo na
incidéncia dessas doencas (TANG; ARMITAGE; LANCASTER, 1998). O nivel plasmatico
de colesterol € modulado pelos tipos de lipidios presentes na dieta. As dietas ocidentais tém
alto indice de &cidos graxos saturados em sua composicdo, especialmente os de origem
animal, o que contribui para a aceleracdo da formacdo da placa aterosclerdtica (HU,;
STAMPFER; MANSON, 1999). Modelos experimentais realizados com gordura saturada,
utilizando os acidos graxos laurico (12:0), miristico (14:0) e palmitico (16:0) mostram que
estes acidos graxos saturados estdo implicados na elevacdo dos niveis séricos de colesterol
total, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e elevacdo da presséo arterial (BENOIT; KEMP;
ELIAS, 2009).
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De acordo com o estudo de Kannel (2000), niveis aumentados de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e diminuidos de lipoproteinas de alta densidade (HDL) estdo associados
com aumento do risco de DAC. Reduzir os niveis de LDL através do aumento da quantidade
de dleos poli-insaturados e a diminuicdo de gorduras saturadas nas dietas é uma forma bem
estabelecida de diminuir o risco de eventos cardiovasculares (BAIGENT et al. 2010).

O consumo de gorduras saturadas deve ser limitado, porém o mais importante é sua
substituicdo parcial por insaturadas, principalmente por poli-insaturadas, que estdo associadas
a diminuicdo de colesterol total e LDL, e consequentemente a diminuicdo de eventos e mortes
cardiovasculares(BERGER et al., 2015).

Assim, hd um grande interesse nas propriedades nutricionais dos acidos graxos poli-
insaturados, particularmente os da familia ®-3, presentes nos peixes de aguas frias, nas carnes
e nas sementes oleaginosas como a canola, a semente de linhaga (DEGENHARDT,;
HABBEN; WINTERHALTER, 2002) e a semente de chia (IXTAINA et al., 2011).

Individuos que reduzem o consumo de acidos graxos saturados e aumentam a ingestao
de poli-insaturados, tendem a diminuir os niveis de colesterol sanguineo, sendo que o acido
graxo poli-insaturado o-linoléico reduz moderadamente niveis de colesterol total e LDL
séricos, e 0 acido graxo monoinsaturado oléico parece nédo ter efeitos sobre niveis de LDL,
mas aumenta niveis de HDL modestamente (PEREZ-JIMENEZ et al., 2004). Acredita-se
especialmente na ajuda preventiva desses acidos graxos no desenvolvimento de distdrbios
cardiovasculares e circulatérios (BEMELMANS; BROER; FESKEN, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os processos de extracdo de 6leo de
semente de chia e perilla utilizando didxido de carbono (CO;) e gas liquefeito de petrdleo
(GLP) pressurizados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composicdo centesimal das sementes de chia e perilla;

e Extrair o 0leo das sementes de chia e perilla utilizando CO; e avaliar a influéncia das
condicdes de pressdo e temperatura no processo de extragéo;

e Extrair o 6leo das sementes de chia e perilla utilizando GLP e avaliar a influéncia das
condicdes de pressdo e temperatura no processo de extracéo;

e Determinar o rendimento de cada extracdo, comparar os rendimentos com os obtidos
utilizando o equipamento de Sohxlet (recuperacéo do 6leo), e estabelecer quais sdo 0s
pontos de maior rendimento (pontos 6timos);

e Avaliar a cinética da extracao dos 6leos de chia e perilla;

e Caracterizar fisico-quimicamente os pontos 6timos extraidos (indice de peréxidos,
indice de acidez, indice de iodo, indice de refracdo)

e Auvaliar a atividade antioxidante dos Oleos de chia e perilla extraidos, através do
método DPPH;

e Determinar o perfil de acidos graxos, por cromatografia gasosa, dos éleos de chia e
perilla extraidos;

e Identificar e quantificar fitoesterdis por cromatografia gasosa, nos 6leos de chia e
perilla extraidos;

e Comparar 0 6leo de semente de chia e perilla quanto ao teor de dleo, atividade

antioxidante, acidos graxos poli-insaturados e fitoesterois.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos em 3 secdes e estdo apresentado

abaixo, no formato de manuscritos.

Manuscrito 1: “Efeito da pressdo e temperatura na qualidade do 6leo de chia extraido
com fluidos pressurizados” — Artigo publicado na revista “The Journal of Supercritical
Fluids”, Qualis A1 em Ciéncia de Alimentos. (ANEXO 1).

Manuscrito 2: “Qualidade do 6leo de perilla (Perilla frutescens) extraido com CO; e GLP
pressurizados” — Artigo publicado na revista “The Journal of Supercritical Fluids”, Qualis
Al em Ciéncia de Alimentos. (ANEXO 2).

Manuscrito 3: “Oleos de chia e perilla obtidos por extracdo com fluidos pressurizados:

atividade antioxidante, acidos graxos poli-insaturados e fitoesterois” — Este artigo ainda

se encontra em fase de revisdo e posteriormente sera submetido em revista cientifica da area.
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Resumo

Foram utilizados CO, e GLP pressurizados para extracdo de 6leo de semente de chia em
diferentes pressdes e temperaturas, e avaliado o efeito destas no rendimento de 6leo, atividade
antioxidante, perfil de &cidos graxos e fitoesterdis. Os pontos 6timos de rendimento foram
obtidos na condicdo de maior presséo e temperatura tanto para CO; (21,93%) como para GLP
(27,13%). Nesta mesma condicdo, o 6leo extraido com GLP teve atividade antioxidante maior
que o com CO, (70,16 AA% e 20,15 AA%, respectivamente). O perfil de acidos graxos foi
semelhante entre os dois solventes, ¢ houve predomindncia do acido graxo a-linolénico.
Foram quantificados compostos bioativos tais como esqualeno, a-tocoferol e B-sitosterol,

envolvidos na prevencdo de doencas cardiovasculares.

Palavras chave: chia, fluidos pressurizados, acidos poli-insaturados, fitoesterois

1.Introdugéo

Chia (Salvia hispanica) € uma semente nativa da regido que se estende do oeste central
do México ao norte da Guatemala, possui 0,25-0,38 g de Oleo/g de semente, sendo que 0s
principais constituintes sdo triglicerideos, nos quais os acidos graxos poli-insaturados a-
linolénico e linoléico estdo presentes em quantidades elevadas [1]. O acido a-linolénico é
conhecido por agir na prevencdo de doencas cardiovasculares e outras doencas cronicas [2]. A
chia também apresenta varios componentes bioativos, tais como fitoesterois e tocoferdis [3].

Os métodos convencionais de extracdo de d6leo podem, eventualmente, remover ou
degradar componentes, tais como o acido a-linolénico, fitoesterdis e tocoferdis. Em vista
disto, outras técnicas de extracdo estdo sendo exploradas, como a extracdo com fluidos
pressurizados, um método alternativo para a extracdo de lipidios, que apresenta varias
vantagens, tais como o uso de um solvente com alto poder solvatante, além da possibilidade
de trabalhar em condi¢cdes mais suaves de temperatura e pressdo, causando menor degradacao
dos componentes bioativos [4].

O dibxido de carbono (CO;) é o solvente mais comumente utilizado para este tipo de
extracdo [5], no entanto, a extracdo com propano e n-butano comprimido também tem sido
utilizada como uma tecnologia promissora, uma vez que é possivel obter maior rendimento de
extrato em um tempo mais curto, quando comparada com uma extragdo com CO-, [6].

Também ha a possibilidade do uso de gas liquefeito de petréleo (GLP) comprimido,

gue contém n-butano e propano como 0s principais constituintes. Soares et al. [7] mostrou que
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0 uso de GLP comprimido foi o solvente mais promissor para a extracdo de dleo de farelo de
arroz, uma vez que periodo de extracdo foi consideravelmente reduzido em comparacdo ao
uso de CO, supercritico. No entanto, ainda ndo ha estudos na literatura reportando seu uso
para a extracdo de 6leo de semente de chia. Assim, o objetivo deste trabalho foi extrair 6leo
de semente de chia com CO; e GLP pressurizados avaliando a influéncia da pressdo e
temperatura no rendimento da extracdo, atividade antioxidante, perfil de &cidos graxos e de
fitosterdis dos mesmos, além de realizar a caracterizacdo fisico-quimica dos 06leos obtidos

pelos dois processos de extragéo.

2. Materiais e Métodos

2.1 Amostras

As sementes de chia, adquiridas no comércio local da cidade de Santa Maria-RS,
Brasil, tiveram procedéncia da cidade de Maringa-PR, Brasil. Primeiramente, foram
desidratadas em estufa com ar forcado a 55 °C por 24 horas atingindo umidade de 7,36 g
100g™*. Segundo Pereira e Meirelles [8] esta etapa reduz a quantidade de agua do material
vegetal, para que ndo haja uma competicdo da dgua com o soluto para interagir com o
solvente, aumentando a eficiéncia da extracdo. Apds, as amostras foram trituradas utilizando
um moinho analitico refrigerado a 4 °C (Quimis, modelo Q 298221, Brasil) com auxilio de
banho ultratermostatizado (Solab, modelo SL-152/10), por 1min e acondicionadas em

embalagem pléastica escura a -4 °C até o momento dos experimentos.

2.2 Caracterizacdo quimica das sementes de chia

A caracterizacdo quimica das sementes de chia foi realizada de acordo com a
metodologia da AOAC [9]: Umidade, pelo método de estufa a 105 °C; Residuo mineral fixo
(Cinzas), pelo uso de mufla a 550 °C; Proteinas, pelo método de Kjeldahl, utilizando o fator
de 6,25; Lipidios, por Soxhlet; Fibras, pelo método enzimatico (método 985.28) e

Carboidratos, obtidos por diferenca das demais fracGes.
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2.3 Extracéo dos 0leos de chia

2.3.1 Extragao por solvente

A fim de comparar o rendimento das extragfes envolvendo fluidos pressurizados e
extracdo convencional, os lipidios foram extraidos com n-hexano em Soxhlet a 80 °C durante
8 h, seguindo 0 método padréo da IUPAC [10].

2.3.2 Extracao utilizando CO; e GLP pressurizados

Os experimentos foram realizados em uma unidade de escala laboratorial, composta
basicamente de um cilindro de solvente (CO, com 99,5% de pureza, procedente da Air
Liquide, e GLP, (composto por uma mistura de propano (50,3%), n-butano (28,4%),
isobutano (13,7%), etano (4,8% em peso) e outros constituintes menores (metano, pentano,
isopentano), procedente da Ultragas), uma célula extratora (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).

Aproximadamente 5 g de amostras secas e moidas foram carregadas no vaso de
extracdo. O solvente (CO, ou GLP) foi bombeado para o leito, o qual foi suportado por dois
discos 300 de malha de arame em ambas as extremidades, e foi mantido em contato com a
matriz herbacea durante 1 h para permitir a estabilizacdo do sistema. Em seguida, o extrato foi
recolhido ao abrir a valvula micrométrica. Os experimentos foram realizados isotermicamente
e a pressdo constante. A vazdo de CO, e GLP foi fixada em 4 g min™. Para o experimento
com COy, a extracdo teve duracdo de 150 min, e para 0 GLP, 5 min.

Para todas as extracOes foi utilizado um planejamento experimental com 2 niveis e 2

variaveis (2%) com triplicata no ponto central conforme os niveis apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Planejamento experimental 2% com triplicata no ponto central

CO, GLP

Experimento P (MPa) T(°C) P (MPa) T(°C)
1 10 (-1) 20 (-1) 0.5 (1) 20 (-1)

2 25 (+1) 20 (-1) 2,5 (+1) 20 (-1)

3 10 (-1) 60 (+1) 0.5 (-1) 40 (+1)

4 25 (+1) 60 (+1) 2,5 (+1) 40 (+1)

5 17,5 (0) 40 (0) 1,5 (0) 30 (0)

6 17,5 (0) 40 (0) 1,5 (0) 30 (0)

7 17,5 (0) 40 (0) 1,5 (0) 30 (0)

Apos as extracOes, foi determinado o rendimento global (X;) de dleo extraido,
calculado como a razdo entre a massa total de Oleo extraido (me) e a massa inicial (m;) de
semente de chia utilizada em cada extracdo (Eq. (1)) e recuperacdo de Oleo (Ro) foi
determinada pela razdo entre a massa total de 6leo extraida (me) e a massa de Oleo extraida
por Soxhlet (Msoxnier) (EQ- (2)).

X, = (22)x100 (1)
RI} = (ma-‘l‘lmsoxh!arjxlﬂﬂ (2)

2.4 Avaliacdo da cinética de extracao dos 6leos de chia

As curvas globais de extracdo foram determinadas a partir dos valores de 6leo extraido
acumulado em funcdo do tempo. Para isso, durante as extragdes, as amostras foram
discretizadas em diferentes intervalos de tempo (dependendo do processo) para quantificacéo

da massa extraida, que foi recolhida em tubos de ensaio e pesada.
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2.5 Atividade antioxidante dos 6leos de chia pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A determinacdo da atividade antioxidante dos 6leos foi realizada utilizando o método
de sequestro de radicais livres (DPPHe.- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) segundo metodologia
descrita por Zao et al. [11]. As amostras de 6leo de semente de chia foram diluidas em etanol
a uma concentracdo de 40 mggieoML™ eanol, definida a partir de testes feitos previamente. A
metodologia foi conduzida da seguinte maneira: 1500 pL da amostra diluida foram
adicionadas a 1480 pL da solucdo de DPPH 0,1 mM e 20 uL 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 solu¢do de DPPH e 1520 pL de
etanol. A leitura em espectofotometro UV-VIS (UV-2600, Shimadzu) a 522nm foi realizada
apos 30 minutos de reagdo sob abrigo da luz. O calculo da atividade antioxidante frente ao
radical DPPH foi realizado através da equagéo abaixo (Eg. (3)).

4 —(A-Ag)
Adp ooy = (%] X 100 3)

Onde, Apppy corresponde a absorbancia da solucdo de DPPH, A e Ag as absorbancias da

amostra e branco, respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicata.
2.6 Caracterizacgao fisico-quimica dos 0leos de chia

A caracterizacdo dos 0leos de chia foi realizada nas amostras que apresentaram maior
rendimento (pontos 6timos). As andlises fisico-quimicas procederam-se de acordo com a
AOCS [12], onde foram analisadas: indice de acidez (método Cd 3d-63); indice de iodo pelo
método de Wijs (método Cd 1-25); indice de peroxidos (método Cd 8-53) e indice de refracéo

em refratbmetro Abbé (método Cc 7-25).
2.7 Perfil de &cidos graxos dos 6leos de chia

Para obtencdo do perfil de acidos graxos das amostras obtidas pela extracdo com CO; e
GLP pressurizados, cerca de 100 mg das mesmas foram pesadas em tubos de ensaio contendo
1 mg do padréo interno (Pi) tricosanoato de metila (C23:0Me) (Sigma-Aldrich, St. Louis,

USA). Apds foram derivatizados de acordo o método descrito por Hartman e Lago [13].
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Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram analisados pela injecdo de 1 pL
em cromatdgrafo a gas equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca
Varian, modelo Star 3400 CX (CA, USA) e amostrador automatico Varian, modelo 8200
(CA, USA). O injetor manteve-se no modo split com razdo 50:1 e temperatura de 250 °C. Gas
de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressdo constante de 15 psi. Os FAMEs foram
separados em coluna capilar CP-Wax 52 CB (Middelburg, The Netherlands) (50 m x 0,32
mm x 0,20 um). A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, onde permaneceu 1 min,
aumentando para 180 °C com taxa de 10 °C min™, apds até 200 °C com taxa de aumento de 2
°C min™ e entdo com taxa de 10 °C min™ até atingir 230 °C mantendo-se em isoterma por 5
min. O detector foi mantido a temperatura de 240 °C. A identificacdo dos FAME foi realizada
por comparacdo dos tempos de retencdo dos analitos com padrdes FAME Mix-37 (P/N
47885-U; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Os resultados foram expressos em porcentagem de
acidos graxos a partir do uso do Pi de massa conhecida e dos fatores de correcéo do FID [14].

2.8 Determinacao de fitoesterois dos 6leos de chia

Os Gleos de semente de chia obtidos nas extracdes com CO, e GLP pressurizados
também derivatizados pelo método descrito por Hartman e Lago [13] foram analisados em
cromatografo a gas equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca
Varian, modelo Star 3400 (CA, USA) e amostrador automatico Varian, modelo 8100 (CA,
USA). Procedeu-se a injecdo de 1 pL da amostra em injetor no modo splitless por 1 min
seguido split com razdo 30:1 e temperatura de 320 °C. O gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio a pressdo constante de 15 psi. Os fitoesterdis foram separados em coluna capilar
RTX-5MS (Restek-USA) (30m x 0,25 mm x 0,25 um). A temperatura inicial da coluna foi de
200 °C, onde permaneceu 5 min, aumentando para 280 °C com taxa de 15 °C min™ e entdo
com taxa de 5 °C min™ até atingir 330 °C, mantendo-se em isoterma por 10 min. O detector
foi mantido a temperatura de 320 °C. Os fitoesterdis foram positivamente identificados pela
comparacdo dos tempos de retencdo e dos espectros de massa dos analitos com os dos padroes
de a-tocoferol, PB-sitosterol e esqualeno, obtidos em cromatografo & gas acoplado ao
espectrometro de massas (GC/MS) Shimadzu, QP-2010 Plus (Tokyo, Japan) nas mesmas
condigdes cromatograficas descritas acima, utilizando hélio como gas de arraste, operando no
modo de ionizagdo por elétrons (IE) a 70 Ev, com varredura de 35 a 350 m/z. A quantificacéo

foi realizada pelo método de padronizacido externa, comparando-se as &reas obtidas de
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solugdes de concentracfes conhecidas dos padrbes de a-tocoferol, B-sitosterol e esqualeno

com as areas obtidas das amostras de 6leo por meio de uma curva.
2.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o software STATISTICA®
8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK 74104, EUA) onde foram avaliados os efeitos das variaveis
independentes (pressdo e temperatura) sobre as variaveis dependentes (rendimento da
extracdo, atividade antioxidante, perfil de acidos graxos, fitoesterdis) no processo de extracdo

com CO; e GLP, considerando 95% de nivel de confianga para todas as variaveis.

3. Resultados e Discussao

3.1 Composicéo quimica das sementes de chia

As sementes de chia antes da etapa de pré-secagem por 24 horas apresentaram
conteido de umidade de 11,15 g 100g™, teores de cinza de 5,67 g 100g™ e fibra 27,44 g 100g™
! Foram verificados valores de 20,34 g 100g™ para proteinas e 32,78 g 100g™ para lipidios,
resultados de acordo com Ayerza [15] que reportou que a semente de chia apresenta de 25-39
g 100g™ de lipidios e 19-27 g 100g™ de proteina e muito préximos aos dados relatados por

Martinéz et al. [16] que encontraram 21,8 g 100g™ de proteina e 31,7 g 100g™ de lipidios.
3.2 ExtracGes do 6leo de chia com fluidos pressurizados

Os rendimentos e recuperacdo do 6leo de semente de chia nas diferentes condicGes de
extracdo utilizando CO, e GLP pressurizados como solvente estdo apresentados na Tabela 2.
Utilizando o CO, como solvente, observa-se que o maior rendimento (21,93%) e maior
recuperacdo do 6leo (66,91%) foi obtido na condicdo de 25 MPa/60 °C. Por outro lado, o
menor rendimento (0,30%) e recuperacdo (0,93%) foi encontrado na condicdo 10 MPa/60 °C.
Observa-se que com o aumento da pressdo, independentemente da temperatura utilizada,
houve um aumento no rendimento de 6leo, devido ao aumento na densidade e poder de
solvatacdo do COs,.

Por outro lado, a temperatura de extracdo influencia na densidade do solvente e na

pressdo de vapor do soluto, dependendo da intensidade da presséo de operagdo. Observa-se
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que a pressdao de 10 MPa, o aumento na temperatura de 20 para 60 °C, levou a uma alta
reducdo no rendimento de 6leo. Tal fato é atribuido ao decréscimo na densidade do solvente
com 0 aumento da temperatura quando sdo utilizadas pressGes mais proximas a pressao
critica, que diminui a solubilidade do 6leo no CO,. Por outro lado, & pressdes mais elevadas,
um aumento na temperatura causa um aumento na presséo de vapor do soluto, aumentando a
solubilidade deste no solvente, como pode ser observado a pressdo de 25 MPa, quando um
aumento na temperatura de 20 para 60 °C causou um aumento no rendimento de 6leo.

Ainda de acordo com a Tabela 2, nas extrac6es utilizando GLP comprimido como
solvente, observa-se que o maior rendimento (27,13%) e o maior recuperacdo do Oleo
(82,78%) foi obtido na condi¢do 2,5 MPa/40 °C. Por outro lado, 0 menor rendimento (<0,1%)
e recuperagdo (<0,3%) do oleo foi obtido na condi¢do 0,5 MPa/40 °C. Dados semelhantes
foram encontrados por Zanqui et al. [2] que extrairam Oleo de chia utilizando n-propano
comprimido e encontraram rendimentos de 23,61 a 28,16%, dependendo das condi¢cdes de
pressdo e temperatura utilizadas no processo, que variaram de 8-12 MPa e 30-60 °C.

Pode-se observar que, a pressdao de 0,5 MPa, um aumento na temperatura de 20 °C
para 40 °C causou drastica reducdo no rendimento de 6leo. Quanto maior a temperatura,
maiores as quantidades de constituintes de GLP na fase de vapor, diminuindo a densidade,

com a consequente diminuicdo no poder de solvatagéo [17].
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Tabela 2: Rendimento e recuperacdo do dleo de chia obtidos por extracdo com CO, e GLP

pressurizados variando presséo e temperatura

Experimento  Solvente

P (MPa) T (°C)

t (min) Rendimento (%) Recuperacdo (%)

1 CO, 10 20 150 15,87 48,41
2 CO, 25 20 150 19,40 59,19
3 CO, 10 60 150 0,30 0,93
4 CO, 25 60 150 21,93 66,91
) CO, 17,5 40 150 17,40+0,39 53,08+1,19
1 GLP 0,5 20 5 21,54 65,71
2 GLP 2,5 20 5 20,82 63,50
3 GLP 0,5 40 5 <0,1 <0,30
4 GLP 2,5 40 5 27,13 82,78
5 GLP 1,5 30 5 24,78+0,89 75,60+2,73
Soxhlet n-hexano - ebulicdo 480 32,78 100

O experimento 5 corresponde a médiatdesvio padréo da triplicata do ponto central

Em comparacdo com a extracdo de dleo de chia utilizando CO; as extrac@es utilizando

GLP como solvente mostraram-se efetivamente mais rapidas (5 minutos) e com porcentagens

de rendimento e recuperacdo bastante elevados.

Os resultados da influéncia da pressdo e da temperatura no rendimento de extracéo

com CO, e GLP pressurizados estdo apresentadas na Tabela 3. Nas extracbes com CO, a

interacdo entre as duas varidveis (pressao e temperatura) foi significativa (p<0,05) e positiva,

mostrando que o aumento de ambas as varidveis leva a um maior rendimento. Observando

cada variavel isoladamente, observa-se que o efeito da pressdo no rendimento de 6leo tambem

foi significativo (p<0,05) e positivo. Ja a temperatura teve efeito significativo (p<0,05) e

negativo.
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Tabela 3: Efeito das variaveis estudadas (pressdo e temperatura) no rendimento da extracdo de
6leo de chia com CO;e GLP pressurizados
CO; GLP

Efeito Erro padréo p Efeito Erro padrédo p

Média/Interacdo 15,676 0,147 <0,001* 20,566 0,338 <0,001*
(1) Presséo 12,581 0,390 <0,001* 13,158 0,896 0,004*
(2) Temperatura -6,518 0,390 0,003* -7,563 0,896 0,013*

1X2 9,050 0,390 0,001* 13,881 0,896 0,004*

[*] Houve efeito significativo considerando significancia de 95%.

Efeitos semelhantes foram relatados por Ixtaina et al. [18] ao avaliarem a extracéo de
Oleos de sementes de chia provenientes do México, e a mudanca na condi¢do de extracdo de
25 MPa/60 °C para 35 MPa/80 °C causou um aumento no rendimento do 6leo de 18 para
34%, em uma extracdo de 150 min, utilizando CO, supercritico como solvente. Observa-se
que o presente estudo alcancou resultados superiores na extracdo a 25 MPa/60 °C por 150 min
(21,93%).

Da mesma forma, nas extracdes com GLP (Tabela 3) houve efeito significativo
(p<0,05) e positivo de interacdo entre a pressdo e temperatura. Quando analisadas
separadamente, a pressdo teve efeito significativo (p<0,05%) e positivo, enquanto a
temperatura teve efeito significativo (p<0,05) e negativo.

Efeitos semelhantes foram obtidos por Zanqui et al. [2] quando foram alteradas as
condicdes de extracdo do 6leo de chia com n-propano de 8 MPa/30 °C para 10 MPa/45 °C, e

os rendimentos aumentaram de 23,61 para 28,16 %.

3.3 Cinética das extracgdes do 6leo de chia com fluidos pressurizados

Observa-se de acordo com a Figura 1A, nas extragdes com CO, que ao fim dos 150
min de extracdo, a condi¢do 25 MPa/60 °C obteve um rendimento maximo, ou seja, a taxa de
extracdo nesta condicdo foi significativamente maior. Isto ocorre porque com pressoes
maiores, a densidade do solvente aumenta, e o 6leo é facilmente extraido e dissolvido na fase
fluida devido ao aumento do poder de solvatacdo do CO,. Ainda, a interacdo de pressdes mais

altas com temperaturas mais altas leva a um maior rendimento de 6leo. Da mesma forma, nas
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extracbes com GLP (Figura 1B) observou-se que a condi¢cdo 2,5 MPa/40 °C foi a que
apresentou maior rendimento ao final dos 5 min de extragdo, novamente demonstrando o
efeito positivo da interacdo entre pressdo e temperatura no rendimento final de dleo de chia.
Na condigdo 0,5 MPa/40 °C ndo foi realizada curva cinética, em razdo do rendimento de

extracao ser muito baixo.

Figura 1: Curva cinética da extracdo de 6leo de chia com A) CO, B) GLP
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3.4 Caracterizacgdo dos pontos 6timos do 6leo de chia extraido com CO,e GLP comprimido

A Tabela 4 mostra os resultados encontrados para indice de acidez, indice de iodo,
perdxidos e indice de refracdo dos pontos 6timos (pontos de maior rendimento) dos 6leos de
chia. Para extracdo do 6leo de chia com CO,, 0 ponto 6timo foi 25 MPa/60 °C e para GLP foi
2,5 MPa/40 °C.

Tabela 4: Caracterizacgdo fisico-quimica dos pontos étimos do éleo de chia

Extracdo Acidez Indice de lodo Perdxidos indice de
(mgKOH g% (g1, 100g™) (MEQ O, Kg™h)  refracdo
CO, 1,10%0,14 147,42°+0,75 1,60% 0,34 1,47%+<0,01
GLP 1,45%+0,22 167,05%+0,64 1,43% +0,27 1,47%+<0,01
Soxhlet 2,39°+0,14 145,87°+0,65 1,87°+0,11 1,47°+<0,01

Os valores expressos como média + desvio padrdo com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
Andlises realizadas em triplicata.
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Segundo a RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005 [19], que aprova o regulamento
técnico para 6leos vegetais, gorduras vegetais e creme vegetal, 6leos vegetais nao refinados
podem apresentar indice de acidez de até 4 mg KOH g™ e indice de peréxidos de 15 mEQ O,
Kg™.

Os valores encontrados neste trabalho (Tabela 4) para o indice de acidez, que avalia o
estado de conservacdo do 6leo, foram de 1,10 e 1,45 mg KOH g, para o 6leo extraido com
CO, e GLP, respectivamente ndo apresentando diferenca estatistica significativa (p>0,05)
entre eles. Estes resultados foram mais elevados que os encontrados por Ixtaina et al. [18] que
relataram acidez de 0,81 mg KOH g™ para 6leo de chia extraido com CO; supercritico nas
condi¢des 45 MPa/ 80 °C. O éleo de chia extraido por Sohxlet apresentou diferenca estatistica
(p<0,05) em relacdo aos demais tipos de extracdo, mostrando que a qualidade do Oleo foi
preservada na extracdo com fluidos pressurizados. Ixtaina et al. [1] relataram valores de 2,05
mg KOH g™ para a extracéo do 6leo de chia por solventes, valores similares aos encontrados
neste estudo (2,39 mg KOH g™).

O indice de peroxido, um dos métodos mais utilizados para medir o estado de
oxidagdo de 6leos e gorduras, apresentou valores de 1,43, 1,60 e 1,87 mEQ O, Kg™* para o
Oleo de chia extraido por GLP, CO, e Soxhlet, respectivamente, ndo apresentando diferenca
significativa entre eles (p>0,05). Estes resultados foram mais elevados que os relatados por
Ixtaina et al. [18] que encontraram 0,61 mEQ O, Kg™ para o dleo de chia extraido com CO,
supercritico nas condices 45 MPa/ 80 °C e 0,82 mEQ O, Kg™ para extracdo com Sohxlet.

Os valores de indice de iodo, que mede o grau de insaturacdo de um 6leo ou de uma
gordura variaram de 147,42 e 167,05 g I, 100g™, para a extracio com CO, e GLP,
respectivamente. Os resultados foram inferiores aos encontrados por Ixtaina et al. [18], que
foram de 202 g 1, 100g™ para o 6leo de chia extraido com CO, supercritico a pressdo de 45
MPa e 80 °C e 200,3 g I, 100g™ para o dleo de chia extraido pelo método de Sohxlet, valor
superior ao encontrado neste estudo (145,87 g I, 100g™).

O indice de refracdo de uma gordura aumenta com o comprimento da cadeia carbdnica
e com o grau de insaturacdo dos acidos graxos constituintes dos triglicerideos [20]. O indice
de refracdo do 6leo de chia extraido por CO, e GLP ndo apresentou diferenca significativa
entre si (p>0,05) e entre o0 Oleo extraido por Soxhlet. Os resultados encontrados estdo em
concordancia com Ixtaina et al. [1] que encontraram valores de 1,47 para extragdo com

solventes.
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3.5 Atividade antioxidante do éleo de chia

A Tabela 5 apresenta a atividade antioxidante dos 6leos de chia, na concentragéo de 40
mg mL™ expressa em porcentagem de sequestro de radicais DPPH.

Para as extracbes com CO, (Tabela 5) houve diferenca significativa estatistica
(p<0,05) entre os 6leos analisados e a condi¢do de menor atividade antioxidante (AA%) em
DPPH foi a 25 MPa/60 °C (20,15%), enquanto que a que apresentou maior potencial
antioxidante foi a 10 MPa/20 °C (87,00%). Isso pode ser explicado pelo fato de que na
extracdo com CO, as temperaturas mais altas utilizadas no processo podem ter degradado
compostos bioativos, reduzindo a atividade antioxidante.

Para as extracdes com GLP tambem houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
Oleos e a condicdo que apresentou maior potencial antioxidante em DPPH foi a 2,5 MPa/40
°C (70,16%). A condicdo 10 MPa/60 °C, da extracdo com CO,, e 0,5MPa/40 °C, da extracao
com GLP, ndo foram analisadas em termos de atividade antioxidante porque apresentaram

um rendimento muito baixo e ndo houve massa de 6leo suficiente para a analise .

Tabela 5: Atividade antioxidante (AA%) dos O6leos de chia obtidos por CO, e GLP

pressurizados expressa em porcentagem de sequestro de radicais DPPHe

Experimento  Solvente P (MPa) T (°C) AA%
1 CO, 10 20 87,00+0,28°
2 CO, 25 20 64,89+0,13°
4 CO; 25 60 20,15+0,14°
5 CO; 17,5 40 79,47+0,43"
1 GLP 0,5 20 62,49+0,47"
2 GLP 2,5 20 60,21+0,24°
4 GLP 2,5 40 70,16+0,18°
5 GLP 1,5 30 61,52+0,09°

Os valores expressos como média + desvio padrdo com diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.

Andlises realizadas em triplicata

O experimento 5 corresponde a médiatdesvio padréo da triplicata do ponto central
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A Tabela 6 mostra o efeito das varidveis estudadas na atividade antioxidante dos 6leos
de chia extraidos com CO, e GLP pressurizados. Para as extragdes com CO; o efeito de
interacdo da pressdo e temperatura na atividade antioxidante foi significativo (p<0,05) e
negativo, mostrando que 0 aumento na pressao e na temperatura levou a uma diminui¢do na
atividade antioxidante do 0Oleo. Isoladamente, houve efeito significativo (p<0,05) e negativo

da presséo e a temperatura ndo apresentou efeito significativo (p>0,05).

Tabela 6: Efeito das variaveis estudadas (pressao e temperatura) na atividade antioxidante do
6leo de chia extraido com fluidos pressurizados
CO; GLP

Efeito Erro padrao p Efeito Erro padrédo p

Média/Interacdo 78,969 0,425 <0,001* 61,230 0,180 <0,001*

(1) presséo -72,603 1,34 <0,001* 8,050 0,570 0,004*
(2) Temperatura 5,59 1,34 0,053 -0,620 0,570 0,390
1X2 -50,303 1,34 <0,001* 10,850 0,570 0,002*

[*] Houve efeito significativo considerando significancia de 95%.

Ainda de acordo com a Tabela 6, para as extracbes com GLP, o efeito de interacdo da
pressdo e temperatura na atividade antioxidante foi significativo (p<0,05) e positivo,
mostrando que o aumento na pressdo e na temperatura leva a uma aumento na atividade
antioxidante do 6leo de chia. Houve efeito significativo (p<0,05) e positivo da pressdo
isoladamente e a temperatura ndo apresentou efeito significativo (p>0,05).

Analisando os resultados de atividade antioxidante em DPPH para o éleo de chia
extraido com CO; e GLP pressurizados, pode-se observar que a extracdo com CO; apresentou
6leos com atividade antioxidante maior. No entanto, nos pontos étimos de rendimento para as
duas extrac@es, observou-se que os resultados de atividade antioxidante foram maiores para a

extracdo com GLP do que com CO; (70,16 e 20,15%, respectivamente).
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3.6 Perfil de acidos graxos e fitoesterdis dos 6leos de chia extraidos com CO, e GLP

pressurizados

Para o0s 0Oleos extraidos com CO, (Tabela 7) foi possivel identificar 17 &cidos graxos
diferentes, onde o &cido graxo majoritario foi o linolénico (C18:3n3) seguido do linoléico
(C18:2n6c). Outro &cido graxo insaturado obtido em concentragdo elevada foi o oléico
(C18:1n9) e, entre os saturados, o acido graxo palmitico (C16:0) e estearico (C18:0).

A razdo n6/n3 variou de 0,29 (25 MPa/20 °C) a 0,34 ( 25 MPa/60 °C). Os acidos
graxos n3 sdo essenciais para 0s seres humanos e suas propriedades benéficas sdo geralmente
atribuidas a proporcdo né/n3 [21]. Os &cidos graxos de chia estdo entre 6leos que oferecem
menor quantidade de n6 do que de n3, podendo ser utilizado como fonte de acido a-linolénico
para enriquecer a dieta, e consequentemente, reduzir a razdo n6/n3 da mesma.

A razdo poli-insaturados/saturados (PUFA/SFA) variou de 5,17 a 7,22, onde 0 maior
valor foi obtido condicdo 25 MPa/20 °C, mostrando que com maiores pressdoes e menores
temperaturas houve maior extracdo de compostos poli-insaturados em relacdo a saturados.

Resultados semelhantes foram relatados por Sargi et al. [22], que identificaram o acido
graxo a-linolénico, linoléico e oléico como majoritarios no 0leo de chia e proporgdo n6/n3 de
0,32 e Ixtaina et al. [18] que quantificaram &cido palmitico (6,8-14,0%), estearico (2,5-
13,0%), oléico (3,9-11,1%), linoléico (19,6-35,0%) e linolénico (44,4-63,4%).

Estatisticamente, ndo foi possivel estabelecer relacbes para o efeito de presséo,
temperatura, e interacdo entre pressao e temperatura (dentro da faixa estudada) nos valores de
acidos graxos encontrados para 0s 6leos de chia extraidos com CO..

Da mesma forma, Ixtaina et al. [23] avaliaram a extracdo de 6leo de chia com CO,
supercritico utilizando as pressdes 25 e 45 MPa e temperaturas de 40 e 60 °C. Os resultados
encontrados para o perfil de acidos graxos mostraram que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) para os 6leos extraidos nas diferentes condi¢Ges de temperatura e pressdo quanto ao
teor de acido graxo a-linolénico, linoléico, oléico, palmitico e esteérico. A proporcdo né/n3
também ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) e apresentou valor de 0,3 para todas

as condicoes.
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Tabela 7: Perfil de 4cidos graxos (%) e fitoesterdis (mg 100g™) do dleo de chia extraido com

CO;e GLP pressurizados

CO;, GLP

Acido Graxo 1 2 4 5 1 2 4 5

C14:0 0,05 0,04 005 0,03+<0,01| 0,04 0,04 0,03 0,03+<0,01
C15:0 0,03 0,02 0,03 0,02+<0,01| 0,02 0,02 0,02 0,02+<0,01
C16:0 8,76 7,76 10,15 8,13+0,32| 7,82 7,76 7,88  7,78+0,42
Ci16:1 0,09 008 045 0,08t<0,01| 0,08 0,08 0,07 0,08+<0,01
C17:.0 0,05 0,05 0,06 0,05+<0,01| 0,05 0,05 0,05 0,05+<0,01
C18:0 299 3,04 333 349+0,12| 3,60 3,56 3,58  3,53+0,30
C18:1n9c 539 534 9,05 6,04+0,47 | 5,79 5,80 577  6,04+0,62
C18:2n6¢c 18,95 18,47 18,74 18,72+0,13 | 18,73 18,72 18,87 18,49+0,07
C18:3n6 0,07 0,07 0,07 0,08+<0,01| 0,08 0,08 0,08 0,08+<0,01
C18:3n3 61,40 62,97 54,72 60,63+0,30 | 60,75 60,65 60,99 61,43+1,36
C20:0 025 0,26 0,32 0,34+0,03| 0,39 0,38 0,38 0,36x<0,01
C20:1 0,10 0,11 0,11 0,13+0,01| 0,14 0,14 0,14 0,14%<0,01
C20:2 0,04 0,04 004 004+<0,01| 0,05 0,05 0,05 0,05%£<0,01
C21:0 0,04 0,04 0,04 004+<0,01| 0,05 0,05 0,05 0,05%£<0,01
C20:5n3 0,08 0,07 0,13 0,11+0,01| 0,14 0,13 0,12 0,12+<0,01
C22:0 0,02 0,02 003 0,02+<0,01| 0,03 0,04 0,02 0,02+<0,01
C24:0 0,06 0,06 0,22 0,12+0,01| 0,16 0,14 0,14 0,12+0,01
SFA 12,24 11,29 14,23 12,26+0,34 | 12,16 12,05 12,15 11,9740,77
MUFA 558 552 9,62 6,25+0,47 | 6,01 6,02 599  6,26x0,63
PUFA 80,53 81,62 73,69 79594043 | 79,74 79,62 80,11 80,16+1,30
n6/n3 031 029 034 031+<0,01| 0,30 0,31 0,31  0,30+0,00
PUFA/SFA 6,58 7,22 517 6,490,148 | 6,55 6,60 6,59  6,71+0,53
esqualeno 2200 1,82 4457 18,18+2,12 | 40,73 35,46 12,32 27,15+1,05
a-tocoferol 22,95 nd 787 nd 6,52 nd nd 5,51+0,71
B-sitosterol 77,10 6,11 87,31 36,46+£3,57 | 62,04 39,52 12,048 28,65+0,87

Condicdes para CO,: 1 (10 MPa/20 °C), 2 (25 MPa/20 C), 4 (25 MPa/60 C), 5 (17,5 MPa/40 C).
Condigdes para GLP: 1 (0,5 MPa/20 'C), 2 (2,5 MPa/20 ‘C), 4 (2,5 MPa/40 C), 5 (1,5 MPa/30 C).

O experimento 5 corresponde a médiatdesvio padrdo da triplicata do ponto central
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SFA: acidos graxos saturados; MUFA: acidos graxos monoinsaturados; PUFA:é&cidos graxos poli-insaturados,
nd: ndo detectado.

Quanto aos fitoesterdis dos 6leos extraidos com CO, (Tabela 7) foi possivel identificar
esqualeno nas amostras e os valores variaram de 1,82 mg 100g™ (25 MPa/20 °C) a 44,57 mg
100g™ (25 MPa/40 °C). Os valores de a-tocoferol quantificados foram de 7,87 e 22,95 mg
100g™, onde a condigdo 10 MPa/20 °C apresentou o maior valor. Para B-sitosterol, os valores
variaram de 6,11 mg 100g™ (25 MPa/20 °C) a 87,31 mg 100g™ (25 MPa/40 °C).

Da mesma forma, para os Oleos extraidos com GLP (Tabela 7) os éacidos graxos
majoritarios foram o C18:3n3, C18:2n6 e o C18:1n9. Para a razdo n6/n3 os resultados
variaram de 0,30 a 0,31, evidenciando, novamente, que o Oleo de chia oferece menor
quantidade de n6 do que de n3. Para a razdo poli-insaturados/saturados (PUFA/SFA) os
resultados variaram de 6,59 a 6,71, onde a condi¢do 1,5 MPa/30 °C obteve maiores valores.

Né&o foi possivel estabelecer relagdes estatisticas para o efeito de pressao, temperatura,
e interacdo entre pressdo e temperatura (dentro da faixa estudada) nos valores de &cidos
graxos encontrados para os 6leos de chia extraidos com GLP comprimido.

Da mesma forma, Zanqui et al. [2] avaliaram a extracédo de 6leo de chia utilizando n-
propano comprimido como solvente variando pressao (8-12 MPa) e temperatura (30-60 °C)
de extracdo e os principais acidos graxos encontrados foram acido a-linolénico, linoléico,
oléico, palmitico e estearico. A razdo n6/n3 variou de 0,32 a 0,35 e relataram ndo haver
diferenca significativa (p>0,05) para o perfil de acidos graxos entre as diferentes condicdes de
pressdo e temperatura testadas entre si.

Em relacdo a fitoesterdis dos ¢leos extraidos com GLP também foi possivel identificar
esqualeno e os valores variaram de 12,32 mg 100g™ (2,5 MPa/40 °C) a 40,76 mg 100g™* (0,5
MPa/20 °C). O composto a-tocoferol variou de 4,93 a 6,52 mg 100g™, onde a condigéo 0,5
MPa/20 °C apresentou o maior valor. Para B-sitosterol, os valores variaram de 12,08 mg 1009
! (2,5 MPa/40 °C) a 62,04 mg 100g™ (0,5 MPa/20 °C).

A Tabela 8 mostra a influéncia da pressdo e da temperatura na quantificacdo dos
compostos bioativos nos 6leos de semente de chia obtidos nas extracdes com CO, e GLP
pressurizados. Para os Oleos extraidos com CO,, pode-se observar que houve efeito
significativo (p<0,05) e positivo de interacdo entre a pressdo e temperatura. Ja para os éleos
extraidos com GLP a extragdo ndo aconteceu da mesma forma, e houve efeito significativo

(p<0,05) e negativo da temperatura, isoladamente. Nao foi possivel estabelecer a influéncia
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estatistica da pressdo e temperatura na variavel a-tocoferol nas extraces com CO, e GLP
pressurizados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Soares et al. [7] para a composi¢ao
quimica de 6leo de farelo de arroz extraido com CO, supercritico utilizando pressdes de 15-25
MPa e temperatura de 40-80 °C, onde as maiores concentragdes de [-sitosterol foram
encontradas nas condicdes de 20 MPa/60 °C e 25 MPa/80 °C, ndo sendo possivel a
identificacdo do composto em pressGes e temperaturas mais baixas. Ainda, Dal Pra et al. [17],
analisaram o 0leo de bagaco de palma extraido com CO; pressurizado (10-25 MPa e 20-60
°C) e identificaram teores mais baixos de esqualeno na condicdo de 25 MPa/20 °C,

concordando com o resultado obtido neste estudo.

Tabela 8: Efeito das variaveis estudadas (pressdo e temperatura) na variavel esqualeno e f-

sitosterol dos 6leos extraidos com CO, e GLP pressurizados

Esqualeno [-sitosterol
CO;
Efeitos ErroPadrdo p Efeitos Erro Padrdo P

Média/Interacéo 18,183 1,225 0,004* 36,463 2,061 0,003*
(1) Pressao 10,035 3,875 0,122 20,495 6,519 0,088
(2) Temperatura 12,533 3,875 0,083 -10,290 6,519 0,255
1X2 30,216 3,875 0,016* 91,488 6,519 0,004*

GLP

Efeitos Erro Padréo p Efeitos Erro Padrdo P

Média/Interacao 27,154 0,609 <0,001* 28,628 0,503 <0,001*
(1) presséo -6,518 1,926 0,077 -5,645 1,593 0,071
(2) Temperatura -21,892 1,926 0,007* -44,315 1,593 0,001*
1X2 -1,247 1,926 0,583 16,872 1,593 0,088

[*] Houve efeito significativo considerando significancia de 95%.
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Por outro lado, Zanqui et al. [2] em seu estudo sobre a composicéo de 6leos de chia
extraidos com propano subcritico em diferentes pressdes (8-12 MPa) e temperaturas (30-60
°C) avaliaram fitoesterdis e tocoferdis por cromatografia gasosa, e os maiores teores -
tocoferol (25,69 mg 100g™) e B-sitosterol (182,86 mg 100g™) foram encontrados na condicéo
8 MPa/60 °C, condigcdo de maior temperatura, diferindo dos resultados encontrados neste

estudo.

4. Conclusdes

A obtencdo do 6leo de chia através da extracdo com fluidos pressurizados teve efeito
positivo de interacdo entre pressao e temperatura no processo, e um rendimento mais elevado
foi obtido com GLP (27,13%, na condicdo 2,5 MPa/40 °C) do que com CO, (21,93%, na
condicdo 25 MPa/60 °C). Nestas condicbes, 0 Oleo obtido com GLP mostrou atividade
antioxidante em DPPH maior do que o obtido com CO;, (70,16 AA% e 20,15 AA%,
respectivamente).

Os oOleos extraidos por CO, ou GLP pressurizados ficaram dentro dos padrdes de
qualidade estabelecidos pela legislagdo. A composicdo de acidos graxos dos 0leos extraidos
pelos dois fluidos pressurizados nas diferentes condigdes de pressdo e temperatura foi
bastante similar, onde o acido graxo a-linolénico foi o majoritario em todas as amostras.

Dessa forma, conclui-se que o GLP comprimido foi um solvente promissor na
extracdo dos Oleos de chia devido a altos rendimentos em tempos extremamente reduzidos e
maiores atividades antioxidantes nos pontos 6timos. Entretanto, os dois solventes foram
eficientes para extragdo de 6leos com altas quantidades de acido a-linolénico e compostos

bioativos.
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Resumo

O 6leo de semente de perilla foi extraido com fluidos pressurizados variando a pressao e a
temperatura, a fim de avaliar a influéncia destas no rendimento da extracdo, atividade
antioxidante, acidos graxos e fitoesterdis. Os pontos em que ocorreu maior rendimento foram
25 MPa/20 °C na extracdo com CO, pressurizado (31,80%) e 0,5 MPa/20 °C na extracdo com
GLP pressurizado (42,29%). Nestes pontos, o Oleo extraido com GLP teve atividade
antioxidante em DPPH maior que o obtido com CO, (50,20 AA% e 46,44 AA%
respectivamente). O perfil de acidos graxos encontrado foi similar para dois fluidos utilizados,
apresentando uma predominancia de acidos graxos poli-insaturados, principalmente &cido
graxo o-linolénico. Ainda, foram quantificados compostos bioativos como esqualeno, a-

tocoferol e B-sitosterol.

Palavras-chave: perilla, dioxido de carbono, gas liquefeito de petrdleo, acido a-linolénico,

fitoesterois.

1.Introducéo

Perilla (Perilla frutescens) é uma planta nativa dos paises asiaticos, usada na culinaria
e na medicina tradicional, no entanto, ainda permanece desconhecida para as populacdes
ocidentais [1]. Suas sementes contém aproximadamente 35-45% de 0Oleo, sendo boa fonte de
acidos graxos poli-insaturados, especialmente acido a-linolénico [2]. Além disso, a semente
ainda possui fitoesterois e tocoferdis. Estes componentes presentes na semente de perilla
oferecem varios beneficios a saude, tais como reducdo dos niveis de lipidios no plasma e
prevencdo de doencas cardiovasculares [3].

Os processos convencionais de extracdo de Oleos utilizam solventes organicos (frios
ou quentes) que podem ter impacto significativo nas caracteristicas do 6leo, na composicéo de
acidos graxos, vitaminas e antioxidantes [4]. Sendo assim, o uso de fluidos pressurizados
parece ser um método bastante atraente, principalmente pela utilizacdo de condi¢cbes mais
suaves de temperatura que causam menor degradacdo de compostos de interesse [5].

Fluidos como o propano e o n-butano, embora ndo tenham todas as qualidades do
diéxido de carbono (CO,), também se dissipam apds descompressdo, dispensando a etapa de
evaporagdo do solvente, e tem poder de solvatagdo maior que o CO, na extragdo de muitas

substancias presentes em 6leos e produtos naturais [6].
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O gés liquefeito de petroleo (GLP), que contém n-butano e propano como
componentes principais, aparece como um solvente interessante. Recentemente, Scapin et al.
[7] relatou 0 uso de GLP comprimido na extracdo de 6leo de semente de chia, mostrando
bons resultados quanto ao rendimento de extracdo e a qualidade do extrato. Além disso, ndo
foram encontrados documentos na literatura relatando seu uso para a extracdo de Oleo de
semente de perilla. Assim, o objetivo desta pesquisa foi extrair o éleo de semente perilla
usando CO, e GLP comprimidos sob diferentes condigdes de pressdo e temperatura, e avaliar
a qualidade do 6leo extraido através de sua atividade antioxidante, caracterizacdo fisico-

quimica, perfil de &cidos graxos e fitoesterois.

2. Materiais e Métodos

2.1 Amostras

As sementes de perilla foram adquiridas no comércio da cidade de Santa Maria-RS,
Brasil, e tiveram procedéncia do municipio de Mogi das Cruzes- SP, Brasil. As sementes
foram desidratadas em estufa com ar forcado a 55 °C por 24 horas, onde atingiram um teor de
umidade de 4,03 g/100g. ApOs as mesmas trituradas utilizando um moinho analitico
refrigerado a 4 °C (Quimis, modelo Q 298%21, Brasil) com auxilio de banho
ultratermostatizado (Solab, modelo SL-152/10) por 1 min e acondicionadas em embalagem

plastica escura a -4 °C até uso posterior, seguindo metodologia de Scapin et al. [7].
2.2 Composicdo quimica das sementes de perilla
Os teores de umidade, cinzas, proteinas e lipidios foram determinados de acordo com

a metodologia da AOAC [8]. A determinacéo de fibras foi realizada pelo método enzimatico

(método 985.28) e carboidratos foram obtidos por diferenca das demais fracdes.
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2.3 Extracéo dos oleos de perilla

2.3.1 Extragéo por Soxhlet

O 6leo de perilla foi extraido com n-hexano em Soxhlet a 80 °C durante 8 h [9] para
comparar 0 rendimento das extracdes envolvendo fluidos pressurizados e extracdo

convencional.

2.3.2 Extracéo utilizando fluidos pressurizados (CO;e GLP)

Os experimentos foram realizados em um equipamento composto por um cilindro de
solvente (CO, com 99,5% de pureza, procedente da Air Liquide, e GLP, (composto por uma
mistura de propano (50,3%), n-butano (28,4%), isobutano (13,7%), etano (4,8%) e outros
constituintes menores (metano, pentano, isopentano), procedente da Ultragas), uma celula
extratora de aco inox com volume interno de 100 mL, uma bomba de alta pressédo do tipo
seringa (ISCO, modelo 500D) e dois banhos termostéaticos (Quimis, modelo Q214M2).

As extracOes foram realizadas utilizando 5 g de amostras secas e moidas e o solvente
(CO; ou GLP) foi bombeado para o leito e mantido em contato com a amostra durante 1 h
para permitir a estabilizacdo do sistema. Em seguida, o extrato foi recolhido ao abrir a valvula
micromeétrica. Os experimentos foram realizados temperatura e pressdo constante. A vazédo de
CO; e GLP foi fixada em 4 g/min. Para o experimento com CO,, a extracdo teve duragédo de
150 minutos, e para o0 GLP, 5 minutos. Foi utilizado um planejamento experimental com 2
niveis e 2 variaveis (2%) com triplicata no ponto central para a realizacdo das extracdes,
conforme apresentado na Tabela 1. Foram também determinadas as curvas de extracdo, a

partir dos valores de massa extraida acumulada em funcéo do tempo.
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Tabela 1: Planejamento experimental 2% com triplicata no ponto central

CO, GLP
Experimento P (MPa) T(°C) P (MPa) T(°C)
1 10 (-1) 20 (-1) 0.5 (1) 20 (-1)
2 25 (+1) 20 (-1) 2,5 (+1) 20 (-1)
3 10 (-1) 60 (+1) 0.5 (-1) 40 (+1)
4 25 (+1) 60 (+1) 2,5 (+1) 40 (+1)
5 17,5 (0) 40 (0) 1,5 (0) 30 (0)
6 17,5 (0) 40 (0) 1,5 (0) 30 (0)
7 17,5 (0) 40 (0) 1,5 (0) 30 (0)

Apos as extracOes, foi determinado o rendimento global (X;) de dleo extraido,
calculado como a razdo entre a massa total de Oleo extraido (me) e a massa inicial (m;) de
semente de perilla utilizada em cada extracdo (Eq. (1)) e a recuperacdo de Oleo (Ro) foi
determinada pela razdo entre a massa total de Oleo extraida (me) e a massa de Oleo extraida
por Soxhlet (Msoxnier) (EQ- (2)).

X, = (22) x 100 (1)
R, = (ms::;ﬂ]x 100 ()

Para a determinagdo da densidade de solvente (pr) em condicGes especificas de
temperatura e pressao foi utilizado o software Termopro, para CO., e dados para propano, n-
butano, isobuteno e etano (componentes principais) para GLP, adquiridos em NIST [10]. A
partir desses dados, foi calculado o volume especifico para cada condi¢do usando a fracdo de
cada componente na mistura e a densidade obtida. Entdo, finalizou-se fazendo a conversdo do

volume especifico da mistura para a densidade.
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2.4 Determinacao da atividade antioxidante dos 6leos de perilla

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de sequestro de
radicais livres (DPPHe- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) utilizando metodologia descrita por Dal
Pré et al. [11], onde as amostras de 6leo de semente de perilla foram diluidas em etanol a uma
concentracdo de 20 mgsieo/ MLetanol, definida a partir de testes feitos previamente. Em seguida,
1500 pL da amostra diluida foram adicionadas a 1480 uL da solucdo de DPPH 0,1 mM e 20
ML de etanol. Paralelamente foi conduzido um branco para cada amostra contendo 1500 uL da
amostra diluida e 1500 pL de etanol, e um branco para o0 DPPH contendo 1480 uL de DPPH e
1520 pL de etanol. Apds 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 (Eq. (3)) foi calculada, onde Apppn € a
absorbancia da solucdo de DPPH, A e Ag sdo as absorbancias da amostra e branco,

respectivamente.

4 —(4-Ag)
Adp ooy = (%] X 100 3)

2.5 Caracterizacao fisico-quimica dos 6leos de perilla

Nos pontos em que ocorreu maior rendimento nas extragbes com CO, e GLP
pressurizados foram determinados: indice de acidez (método Cd 3d-63); indice de iodo pelo
método de Wijs (método Cd 1-25); indice de peréxidos (método Cd 8-53); indice de refracéo
em refratbmetro Abbé (método Cc 7-25), seguindo a metodologia da AOCS [12].

2.6 Perfil de acidos graxos dos 6leos de perilla

As amostras obtidas com CO, e GLP pressurizado (cerca de 100 mg) foram
derivatizadas a ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) como descrito por Hartman e
Lago [13]. FAMEs foram analisados de acordo com Scapin et al. [7], utilizando um
cromatografo de gas equipado com detector de ionizacdo de chama (GC-FID), Varian,
modelo Star 3400 CX, CA, EUA) e um amostrador automatico (Varian, modelo 8200, CA,

EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem de acidos graxos utilizando padréo
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interno de tricosanoato de metil (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) de massa conhecida e 0s

fatores de correcéo do FID [14].

2.7 Determinacao de fitoesterdis nos dleos perilla

O mesmo procedimento analitico para a preparacdo dos ésteres metilicos de &cidos
graxos foi utilizado para fitoesterdis. Os compostos a-tocoferol, B-sitosterol e esqualeno
foram analisados de acordo com o método de Scapin et al. [7]. A determinacdo de sua
concentracdo foi realizada por calibracdo externa usando um cromatografo de gas equipado
com detector de ionizacdo de chama (GC-FID - Varian - modelo Star 3400 CA, EUA) e
amostrador automatico (Varian - modelo 8100 - CA, EUA). As analises qualitativas foram
realizadas em um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de massa (GC / MS,
Shimadzu QP-2010-Plus, Toquio, Jap&o).

2.8 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o software STATISTICA®
8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK 74104, EUA) avaliando os efeitos das variaveis independentes
(pressdo e temperatura) sobre as varidveis respostas (rendimento da extracdo, atividade
antioxidante, perfil de acidos graxos e fitoesterdis) no processo de extracdo com CO, e GLP

pressurizados, considerando 95% de nivel de confianca para todas as variaveis.

3. Resultados

3.1 Composicdo quimica das sementes de perilla

O teor de umidade encontrado nas sementes de perilla foi de 6,15 g/100g, valor
bastante semelhante a pesquisa de Sargi et al. [15] onde foram verificados valores de 6,40 g/
100g.

Para proteina, foram verificados 24,60 g/100g, valor muito semelhante ao encontrado
por Silva, Garcia e Zanette [16], que relataram um teor de proteina de 24,30 g/100g. Silva,
Garcia e Zanette [16] ainda encontraram 40,06 g/100g de lipidios, valor inferior ao

encontrado neste estudo (42,53 g/100g) para as sementes. Segundo Longvah e Deosthale [17]
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o teor de lipidios nas sementes de perilla pode chegar a 51 g/100g, sendo estes constituidos
predominantemente por acidos graxos poli-insaturados.

O teor de fibras totais encontrado para perilla também foi elevado (20,12 g/100g),
porém inferior ao encontrado por Silva, Garcia e Zanette [16] que verificaram valores de
24,04 g/100g. Por outro lado, os valores de cinzas (5,37 g/100g) em perilla foram superiores

aos relatados em estudo de Silva, Garcia e Zanette [16] que encontraram 4,48 g/100g.

3.2 Extragdes do dleo de perilla

Os rendimentos e recuperacdo do 6leo de semente de perilla nas diferentes condi¢cdes
de pressdo e temperatura utilizando CO, e GLP pressurizados como solventes estdo
apresentados na Tabela 2.

Nas extracdes com CO,, observou-se que o maior rendimento (31,80%) e o maior
percentual de recuperacédo do oOleo (74,78%) foram obtidos na condicdo de 25 MPa/20 °C. Por
outro lado, o menor rendimento (<0,1%) e recuperacao (<0,235%) foram obtidos na condi¢éo
10 MPa/60 °C.

Ainda, 0 aumento da pressdo, a uma temperatura constante, causou um aumento no
rendimento da extracdo, como pode ser observado a temperatura de 20 °C, onde a mudanca na
pressdo de 10 MPa para 25 MPa aumentou o rendimento da extracdo de 19,15% para 31,80%
e a temperatura de 60 °C, onde o aumento na pressdao de 10 MPa para 25 MPa elevou o
rendimento de <0,1% para 27,83%. Isso pode ser explicado pelo aumento na densidade e no

poder de solvatacdo do solvente, aumentando a solubilidade do 6leo.
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Tabela 2: Rendimento e recuperacdo de dleo de semente de perilla obtidos por extragdo com

fluidos pressurizados, variando pressao e temperatura.

Experimento  Solvente P(MPa) T (°C) pe(g/cm?d) t(min) Rendimento(%) Recuperacao(%)
1 CO; 10 20 0,83 150 19,15 45,02

2 CO, 25 20 0,99 150 31,80 74,78

3 CO, 10 60 0,29 150 <0,1 <0,23

4 CO; 25 60 0,77 150 27,83 65,45

) CO, 17,5 40 0,79 150 19,04+0,99 44,77+2,34
1 GLP 0,5 20 0,121 5 42,29 99,43

2 GLP 2,5 20 0,343 5 39,75 93,47

3 GLP 0,5 40 0,051 5 <0,1 <0,23

4 GLP 2,5 40 0,314 5 39,20 92,18

) GLP 15 30 0,241 5 41,70+0,60 98,06+1,41
Soxhlet n-hexano - ebulicdo - 480 42,53 100

O experimento 5 corresponde a médiatdesvio padrédo da triplicata do ponto central

Por outro lado, a temperatura de extracdo influencia na densidade do solvente e na
pressdo de vapor do soluto, dependendo da intensidade da pressdo de operacdo. Observou-se
que a pressdao de 10 MPa, o aumento na temperatura de 20 para 60 °C, levou a uma alta
reducdo no rendimento de Oleo. Isso ocorre devido a reducdo na densidade do solvente com o
aumento da temperatura, que diminui a solubilidade do 6leo no CO..

Nas extracbes com GLP (Tabela 2) o maior rendimento (42,29%) e o maior percentual
de recuperacdo do 6leo (99,43%) foi obtido na condicdo de 0,5 MPa/20 °C. Observou-se que,
a pressdo de 0,5 MPa, um aumento na temperatura de 20°C para 40°C causou grande reducédo
no rendimento de Gleo. Isso ocorreu devido ao aumento da pressdo de vapor dos compostos
do extrato e também dos componentes do GPL com o aumento da temperatura, oque diminui
a densidade e o poder de solvatacdo [11].

Os resultados encontrados foram superiores aos de Silva et al. [18] que relataram
rendimentos de 33 a 34% na extracdo de dleo de perilla utilizando n-propano comprimido, e

40% de rendimento na extracdo convencional por solventes.
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Observou-se que as extracdes de Oleo de perilla utilizando GLP pressurizado
apresentaram rendimentos mais elevados em tempos extremamente reduzidos, se comparadas
as extragBes com CO, presssurizado.

Os resultados da influéncia da pressdo e da temperatura no processo de extracdo com
CO; e GLP estdo apresentados na Tabela 3. Para ambos 0s solventes, a interagédo entre as duas
variaveis (pressdo e temperatura) foram significativas (p<0,05) e positivas. O efeito isolado da
pressdao no rendimento de 6éleo também foi significativo (p<0,05) e positivo, enquanto a
temperatura também teve efeito significativo (p<0,05), porém negativo. Observa-se que na
extracdo com CO; o efeito mais pronunciado foi o efeito positivo da pressdo, enquanto na
extracdo com GLP foi o efeito negativo da temperatura.

Abaide et al. [19] também relatou efeito significativo da pressdo na extracao de 0leo
de abacate utilizando CO; supercritico como solvente, onde o aumento da presséo de 15 a 25

MPa elevou consideravelmente o rendimento de oleo.

Tabela 3: Efeito das variaveis estudadas (pressao e temperatura) no rendimento da extracdo de
0leo de perilla com fluidos pressurizados
CO; GLP

Efeito Erro padréo p Efeito Erro padrédo p

Media/Interacdo 19,436 0,377 <0,001* 35,211 0,227 <0,001*
(1) Presséo 20,197 0,997 0,002* 18,288 0,602 0,001*
(2) Temperatura -11,510 0,997 0,007* -21,370 0,602 <0,001*

1X2 7,540 0,997 0,017* 20,820 0,602 <0,001*

[*] Houve efeito significativo considerando significancia de 95%.

Soares et al. [20] utilizando GLP comprimido na extracdo de 6leo de farelo de arroz,
verificaram que o aumento da pressdo e da temperatura mostrou uma tendéncia em melhorar o
rendimento das extra¢cdes, quando foram alteradas as condi¢6es de extracao de 0,5 MPa/20 °C
(9,99% de rendimento) para 1.5 MPa/30 °C (11,7% de rendimento) ou 2,5 MPa/40 °C (12,07
% de rendimento). Resultados semelhantes com efeito significativo e negativo para a
temperatura na extracdo foram relatados por Dal Pra et al. [11] na extragdo de 6leo de palma

com GLP comprimido.
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Silva et al. [18] ao extrairem Oleo de semente de perilla utilizando n-propano
comprimido como solvente, ndo encontraram efeito significativo de pressdo, temperatura, ou
interacdo entre as duas no rendimento da extracdo, utilizando pressdes de 8-16 MPa e
temperaturas de 40-80 °C por 80 minutos. Por outro lado, Novello et al. [21] descreveram
uma reducdo no rendimento da extracdo de Oleo de andiroba de 17,8 para 13,1% quando
alteradas as condigcdes de extracdo com n-butano comprimido de 0,7 MPa/25 °C para 1
MPa/35 °C mostrando que a pressdo e temperatura tiveram influéncia negativa na extracgéo.

Na Figura 1 pode ser observado o comportamento das extraces do 6leo de perilla com
CO; e GLP pressurizados. Observa-se, na Figura 1A, que durante toda a extracdo com CO,, e
ao fim dos 150 minutos de extragdo, a condicdo de 25 MPa/20 °C obteve um rendimento
maximo, ou seja, a taxa de extracdo nesta condicdo foi significativamente maior. Ja nas
extracOes com GLP (Figura 1B) observou-se que nos primeiros instantes da extracédo, todas as
condigdes apresentaram um comportamento semelhante. Proximo a 2 minutos de extragéo, a
condicdo de 0,5 MPa/20 °C comecou a apresentar um rendimento superior as demais,

comportamento que seguiu ateé o final dos 5 minutos de extracao.

Figura 1: Curva cinética da extracéo de oleo de perilla com CO, (A) e GLP (B)
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3.3 Caracterizacdo dos pontos 6timos de 6leo de perilla

A Tabela 4 mostra os resultados encontrados para indice de acidez, indice de iodo,
perdxidos e indice de refracdo dos pontos 6timos (maior rendimento) dos Oleos de perilla
extraidos com CO; e GLP pressurizados . Para extracdo do 0leo de perilla com CO,, 0 ponto
6timo foi 25 MPa/20 °C e para GLP foi 0,5 MPa/20 °C.

Tabela 4: Caracterizacgdo fisico-quimica dos pontos étimos do éleo de perilla

Extracédo Indice de acidez Indice de lodo Perdxidos indice de
(mg KOH/g) (g 1,/1009) (mEq O, /Kg) refracéo
CO, 1,74° 0,12 179,06°+0,95 1,31° +0,13 1,49%+<0,01
GLP 1,87%* +0,14 155,83°+0,93 1,03°+0,12 1,49%+<0,01
Soxhlet 2,13%+0,14 169,70°+1,47 1,65% 0,04 1,49%+<0,01

Os valores expressos como média + desvio padrdo com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.



65

Oleos vegetais nio refinados podem apresentar indice de acidez de até 4 mg KOH/g e
indice de perdxidos de 15 mEq O/kg, segundo RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005 da
ANVISA [22].

De acordo com a Tabela 4, foram encontrados valores de 1,74 e 1,87 mg KOH/g para
0 indice de acidez do Oleo de perilla extraido por CO, e GLP, respectivamente, nao
apresentando diferenca significativa (p>0,05) entre os dois solventes. Os resultados foram
mais elevados que os encontrados por Li et al. [23], que mostraram indice de acidez de 0,77
mg KOH/g para dleo de perilla extraido com n-hexano assistido por ultrassom. No entanto, a
amostra extraida por Soxhlet apresentou indice de acidez maior (2,13 mg KOH/g) mostrando
que nas extracdes com fluidos pressurizados houve preservacdo da qualidade do 6leo.

Os valores de peroxidos do 6leo de perilla ficaram entre 1,03 e 1,31 mEq O/kg, para
as amostras de 0leo extraidas com GLP e CO; respectivamente. Estes valores foram inferiores
aos encontrados por Li et al. [23] (1,70 mEq O,/kg). O indice de peroxido é um dos métodos
mais utilizados para medir o estado de oxidacdo de Oleos e gorduras. Valores baixos de
peréxidos podem indicar a presenca de compostos antioxidantes no dleo de semente de
perilla.

O indice de iodo relaciona-se com a quantidade de acidos graxos poli-insaturados
presentes na amostra [24]. Li et al. [23] encontraram valores de indice de iodo de 176,78 g I,/
100g, valores semelhantes ao encontrados neste estudo, que foram de 179,06 e 155,83 I,/
100g, para o 6leo de perilla extraido por CO, e GLP respectivamente, apresentando diferenca
significativa entre as duas amostras (p<0,05).

O indice de refracdo para os 6leos de perilla extraidos com os dois fluidos nédo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si, e estdo em concordancia com Li et al.
[23] que encontraram indice de refracdo de 1,482 para o Oleo de perilla extraido com n-

hexano assistido por ultrassom.

3.4 Atividade antioxidante dos 6leos de perilla

A Tabela 5 apresenta a atividade antioxidante dos 6leos de perilla, obtidos nas
diferentes condicbes de extracdo utilizando CO;, e GLP pressurizados na concentracdo de 20
mg/mL, expressa em porcentagem de sequestro de radicais DPPH. Para as extragdes com
CO,, a condicdo de menor atividade antioxidante em DPPH foi a 25 MPa/20 °C (46,44
AA%), enquanto que a que apresentou maior potencial antioxidante foi a 17,5 MPa/40 °C
(92,03 AA%). Nas extracbes com GLP a condicdo de 2,5 MPa/40 °C obteve a maior
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atividade antioxidante em DPPH (59,17 AA%). As condi¢des 10 MPa/60 °C (extragdo com
CO;) e 0,5 MPa/40 °C (extracdo com GLP) por apresentarem um rendimento muito baixo,
ndo obtiveram quantidade de amostra suficiente para realizacdo da técnica de atividade

antioxidante.

Tabela 5: Atividade antioxidante dos Oleos de perilla obtidos por fluidos pressurizados,

expressa em porcentagem de sequestro de radicais DPPHe

Experimento Solvente P(Mpa) T (°C) AAY%

1 CO, 10 20 74,28+-0,14°
2 CO, 25 20 46,44+-0,12°
3 CO; 10 60 Nao analisada
4 CO, 25 60 85,84+-0,17"
5 CO, 175 40 92,03+-0,09%
1 GLP 0,5 20 50,20+-0,06°
2 GLP 2,5 20 50,59+-0,06"
3 GLP 0,5 40 Né&o analisada
4 GLP 2,5 40 59,17+-0,16°
5 GLP 1,5 30 50,32+-0,13™

Os valores expressos como média + desvio padrdo com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey.
Analises realizadas em triplicata

O experimento 5 corresponde a médiatdesvio padrédo da triplicata do ponto central

A Tabela 6 mostra o efeito das variaveis estudadas na porcentagem de atividade
antioxidante (AA%) dos 0Oleos de perilla extraidos com CO, e GLP. Para as extracfes com
CO, pressurizado houve efeito significativo (p<0,05) e negativo da interacdo entre pressao e
temperatura, mostrando que quanto menores as pressdes e temperaturas maior a atividade
antioxidante. A pressdo, isoladamente, apresentou efeito significativo (p<0,05) e negativo,
enquanto a temperatura apresentou efeito significativo (p<0,05) e positivo.

Por outro lado, nas extragfes com GLP (Tabela 6) houve efeito significativo (p<0,05)

e positivo de interacdo entre presséo e temperatura, mostrando que 0 aumento na presséo e na
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temperatura leva a um aumento na porcentagem de atividade antioxidante do 6leo extraido
com GLP pressurizado. Quanto analisadas separadamente, a presséo teve efeito significativo
(p<0,05) e positivo, e a temperatura ndo teve efeito significativo (p>0,05).

Tabela 6: Efeito das variaveis estudadas (pressdo e temperatura) na atividade antioxidante do
6leo de perilla extraido com fluidos pressurizados
CO; GLP

Efeito Erro padrdo p Efeito Erro padréo p

Média/Interacdo 92,036 0,056 <0,001* 50,320 0,007 <0,001*

(1) Presséo -51,793 0,177 <0,001* 9,320 0,237 0,000*
(2) Temperatura 63,333 0,177 <0,001* -0,250 0,237 0,402
1X2 -23,713 0,177 <0,001* 8,930 0,237 <0,001*

[*] Houve efeito significativo considerando significancia de 95%.

Analisando o 0leo de perilla extraido com os dois fluidos pressurizados, pode-se
observar que a extracdo com CO, apresentou 6leos com maior atividade antioxidante. No
entanto, nos pontos 6timos de rendimento para as duas extragdes, observou-se que 0s
resultados de atividade antioxidante em DPPH foram maiores para a extracdo com GLP do
que com CO;, (50,20 e 46,44%, respectivamente), na concentracdo de 20 mg /mL.

Capeletto et al. [25] analisaram a atividade antioxidante em DPPH de extratos de
semente de guavirova obtidos por extragdo com CO, supercritico (25 MPa/40 °C) e n-butano
comprimido (1 MPa/35 °C). Os resultados indicaram que houve uma capacidade de inibicao
do radical DPPH bastante similar entre os dois tipos de extracdo, ndo apresentando diferenca
significativa. No entanto, na concentracdo de 20 mg/mL, os resultados encontrados ficaram
em torno de 20 % AA em DPPH, valor bastante inferior ao encontrado para os éleos de

semente de perilla obtidos neste estudo, na mesma concentracao.
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3.5 Perfil de &cidos graxos e fitoesterdis dos Oleos de perilla extraidos com CO, e GLP

pressurizados

Para o0s 0Oleos extraidos com CO; (Tabela 7) foi possivel identificar 17 acidos graxos
diferentes, onde o &cido graxo majoritéario foi o linolénico (C18:3n3), chegando a 62,80 % do
total extraido, seguido do linoléico (C18:2n6c) e do oléico (C18:1n9). Entre os saturados, o
acido graxo majoritério foi o palmitico (C16:0).

A razdo n6/n3 variou de 0,22 (25 MPa/20 °C, condigdo 2) a 0,27 (25 MPa/60 °C,
condicdo 4). Os acidos graxos dmega-3 sdo essenciais para 0s seres humanos e suas
propriedades benéficas sdo geralmente atribuidas a proporcdo né:n3 [26]. Os acidos graxos
de perilla estdo entre dleos que oferecem menor quantidade de n6 do que de n3, podendo ser
utilizado como fonte de acido graxo a-linolénico para enriquecer a dieta, e consequentemente,
reduzir a raz&o n6/n3 da mesma.

A razdo poli-insaturados/saturados (PUFA/SFA) variou de 6,23 a 8,69 onde o maior
valor foi obtido condic¢do 25 MPa/20 °C (condicdo 2), mostrando que com maiores pressoes e
menores temperaturas houve maior extracdo de compostos poli-insaturados em relacdo a
saturados.

Da mesma forma, Sargi et al. [15] estudaram o perfil de &cidos graxos de oOleo de
perilla extraidos pelo método de Bligh & Dyer (1959), onde foi possivel a identificacdo e
quantificacdo de 9 acidos graxos. Entre eles, os majoritarios foram o &cido graxo linolénico
(539,07 mg/g), acido linoléico (139,04 mg/g) e éacido oléico (115,02 mg/g). Entre os
saturados, foram identificados o palmitico (63,33 mg/g) e estearico (15,59 mg/g). Ainda, a

razdo n6/n3 do 6leo de perilla foi de 0,26, valor préximo ao encontrado neste estudo.
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Tabela 7: Perfil de &cidos graxos (%) e fitoesterdis (mg /100g) do 6leo de perilla extraido com

fluidos pressurizados

CO, GLP
1 2 4 5 1 2 4 5
C14:0 0,04 0,03 0,03 0,03+<0,01 0,02 0,02 0,02 0,02+<0,01
C15:0 0,01 001 0,01 0,01+<0,01 0,01 0,01 0,01 0,01+<0,01
C16:0 857 7,00 882 880+082 7,27 7,34 7,30 7,08+0,32
Cl6:1 0,12 o011 0,12 0,12+<0,01 0,20 0,10 0,10 0,10+<0,01
C17:0 0,04 0,03 0,05 0,04+<0,01 0,04 0,04 0,04 0,04+<0,01
C18:0 206 161 230 2,12+0,25 233 2,35 2,31 2,23+0,09
C18:1n9¢c 14,11 12,02 14,94 14,21+1,10 15,37 15,04 15,18 15,70+0,60
Ci8:2n6c 15,10 14,34 15,19 15,09+0,24 14,93 14,77 14,97 14,91+0,13
C18:3n6 013 011 0,24 0,13+0,02 0,14 014 014 0,15+0,01
C18:3n3 57,66 62,80 56,19 58,00+1,67 57,22 57,03 57,55 57,24+0,87
C20:0 014 0,10 019 0,19+0,01 019 019 0,18 0,18+0,01
C20:1 011 0,09 013 0,11+<0,01 0,16 0,16 0,16 0,15+<0,01
C20:2 0,03 0,03 0,04 0,04%£0,01 0,05 0,04 0,04 0,05+£0,01
C21:0 0,03 0,03 0,03 0,03+<0,01 0,04 0,04 0,04 0,04+<0,01
C20:5n3 0,03 0,03 0,04 0,03+<0,01 0,04 0,04 0,04 0,04+<0,01
C22:0 0,02 0,01 0,02 0,01+<0,01 0,02 0,02 0,02 0,01+<0,01
C24:0 0,00 0,05 0,04 0,02+<0,01 0,03 0,03 0,03 0,02+<0,01
SFA 10,94 8,89 11,49 11,30+1,07 9,97 10,05 9,96 9,65+0,43
MUFA 14,35 12,22 15,18 14,45+1,12 15,63 15,30 15,44 15,96+0,60
PUFA 72,94 77,30 71,59 73,31+1,39 72,37 72,02 72,75 72,41+0,97
n6/n3 0,26 0,22 027 0,26£0,01 0,26 0,26 0,26 0,26+<0,01
PUFA/SFA 666 869 6,23 6,53%0,70 7,26 7,16 7,30 7,50+0,42
esqualeno 457 348 6,12 0,87+0,14 062 054 6,04 3,91+0,37
a-tocoferol 12,48 8,42 6,60 nd 4,65 nd 7,20 7,23t1,12
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B-sitosterol 72,61 62,34 56,32 19,98+2,08 12,72 16,83 38,63 44,88+6,63

Condicdes para CO,: 1 (10 MPa /20 °C); 2 (25 MPa/ 20 °C); 4 (25 MPa/ 60 °C); 5 (17,5 MPa/ 40 °C).
Condigdes para o GPL: 1 (0,5 MPa/ 20 °C); 2 (2,5 MPa/ 20 °C); 4 (2,5 MPa /40 °C); 5 (1,5 MPa/ 30 °C).

O experimento 5 corresponde a média + desvio padrdo da triplicata do ponto central

SFA: acidos graxos saturados; MUFA: acidos graxos monoinsaturados; PUFA: acidos graxos poli-insaturados
nd: ndo detectado

Os resultados encontrados foram superiores a Siriamornpun et al. [27] que ao
avaliarem o perfil de acidos graxos de sementes de perilla de trés localidades da Tailandia
encontraram predominancia de &cidos graxos poli-insaturados linoléico e linolénico (12 a
22% e 54 a 59%, respectivamente).

Li et al. [23] obtiveram 6leo de semente de perilla pela extragdo com hexano assistida
por ultrassom e também relataram como componente majoritario o &cido linolénico (61%),
seguido do oléico (16%) e do linolénico (14%), perfazendo aproximadamente 91% do total de
acidos graxos de semente de perilla. Ainda, a razéo poli-insaturados/saturados obtida foi de
10,91, mostrando a predominancia de &cidos graxos poli-insaturados em relagédo a saturados
neste oleo.

Ciftci, Przybylski e Rudzinska [28] avaliaram o perfil lipidico de éleo de semente de
perilla extraida pelo método de Folch, Less e Stanley (1957). O estudo quantificou 16 acidos
graxos e relatou que 7,5% dos acidos graxos de semente de perilla sdo saturados, 16,5% sdo
monoinsaturados e 75,8% sdo poli-insaturados, valores proximos aos encontrados no presente
estudo.

Para os 6leos extraidos com GLP (Tabela 7) o &cido graxo majoritario foi o linolénico
(C18:3n3) seguido do oléico (C18:1n9) e do linoléico (C18:2n6c). Entre os saturados, o
acido graxo majoritario foi o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0).

Para a razdo n6/n3 todas as amostras apresentaram valor de 0,26. Os resultados
evidenciam, novamente, que 0s acidos graxos de perilla estdo entre 6leos que oferecem menor
quantidade de n6 do que de n3. A razdo polinsaturados/saturados (PUFA/SFA) variou de 7,16
a 7,50, onde o maior valor foi obtido na condicdo 1,5 MPa/30 °C (condicéo 5).

Estatisticamente ndo foi possivel estabelecer relacbes (p>0,05) para o efeito de
pressdo, temperatura, e interacdo entre pressao e temperatura (dentro da faixa estudada) nos
valores de acidos graxos encontrados para os 6leos de chia extraidos com CO; e GLP
pressurizados. Isso mostra que qualquer condicdo do planejamento experimental levou a

resultados similares no perfil de acidos graxos.
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Diferindo destes resultados, Silva et al. [18] ao avaliarem a influéncia da pressao (8-16
MPa) e temperatura (40-80 °C) na extragcdo com n-propano, sobre a composicdo de acidos
graxos em sementes de perilla relataram haver influéncia significativa de ambos os fatores no
rendimento dos &cidos graxos, onde o aumento da pressdo e temperatura permitiu maior
extracdo de acidos graxos poli-insaturados, e uma melhor proporcdo entre poli-insaturados e
saturados.

Os resultados encontrados para a quantificacao de esqualeno, a-tocoferol e 3-sitosterol
nos Oleos de perilla extraidos com CO, e GLP variando as condi¢des de pressao e temperatura
estdo apresentados na Tabela 7.

Em relacdo aos dleos extraidos com CO, foi possivel identificar esqualeno e os valores
variaram de 0,87 mg/100g (17,5 MPa/40 °C, ponto central) a 6,12 mg/100g (25 MPa/60 °C,
condigdo 4). Foi possivel a identificagdo de a-tocoferol em somente trés amostras e os valores
variaram de 6,60 a 12,48 mg/100g, onde a condi¢do 1 (10 MPa/20 °C) apresentou 0 maior
valor. Para B-sitosterol, os valores variaram de 19,98 mg/100g (17,5 MPa/40 °C, ponto
central) a 72,61 mg/100g (10 MPa/20°C, condigéo 1).

Nas extracOes de Oleo de perilla utilizando GLP (Tabela 7) tambem foi possivel
identificar esqualeno e os valores variaram de 0,54 mg/100g (2,5 MPa/20 °C, condicdo 2) a
6,04 mg/100g (2,5 MPa/40 °C, condi¢ao 4). O composto a-tocoferol ndo foi identificado em
todas as amostras, e os valores variaram de 4,65 a 7,23 mg/100g, onde a condi¢cdo de 1,5
MPa/30 °C (ponto central) apresentou o maior valor. Para B-sitosterol, identificado em todas
as amostras, os valores variaram de 12,72 mg/100g (0,5 MPa/20 °C, condicdo 1) a 44,88
mg/100g (ponto central).

Ciftci, Przybylski e Rudzinska [28] avaliaram tocoferdis por HPLC e fitoesterdis por
CG em 0leo de semente de perilla. Foram verificados 2,1 mg/100g do composto a-tocoferol,
valor inferior aos encontrados no presente estudo, tanto para CO, como para GLP. Para
fitoesterdis, o composto majoritario foi o B-sitosterol, apresentando 337 mg/100g, valores
superiores aos encontrados neste estudo.

Um et al. [29] avaliaram o perfil de fitoesterois e tocoferdis por CG de 6leos de
semente de perilla de diferentes variedades e relataram valores médios de 4,29 mg/100g para
esqualeno e 46,2 mg/100g para B-sitosterol. O a-tocoferol apresentou valor de 0,8 mg/100g,
inferior ao encontrado neste trabalho. Da mesma forma, Li et al. [23] reportaram valores de
318,6 mg/100g de p-sitosterol, superior ao encontrado neste estudo.

A Tabela 8 mostra a influéncia da pressdo e da temperatura na quantificacdo de

compostos bioativos nos dleos de semente de perilla obtidos nas extra¢cbes com CO, e GLP
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pressurizados. Para as extragdes com CO; como solvente, pode-se observar que houve efeito
significativo (p<0,05) de interagdo entre a pressdao e temperatura. Isso demonstra que o0s
maiores valores obtidos tanto para esqualeno como para [-sitosterol sdo obtidos quando se
utilizou maiores pressdes e temperaturas no processo de extracdo. Quando analisadas
separadamente, a presséo teve efeito significativo (p<0,05) e positivo, enquanto a temperatura

teve efeito significativo (p<0,05) e negativo.

Tabela 8: Efeito das varidveis estudadas (pressdao e temperatura) na variavel esqualeno e -

sitosterol dos dleos de perilla extraidos com fluidos pressurizados

Esqualeno B-sitosterol
CO;
Efeitos  Erro Padrdo p Efeitos Erro Padrdo p
Média/Interacéo 0,878 0,085 0,009* 19,994 1,206 0,003
(1) Pressao 7,847 0,268 0,001* 78,677 3,815 0,002*
(2) Temperatura -6,303 0,268 0,001* -94,971 3,815 0,001*
1X2 8,942 0,268 <0,001* 88,944 3,815 0,001*
GLP
Efeitos  Erro Padrdo p Efeitos Erro Padrdo p
Média/Interacéo 3,911 0,216 0,003* 44,884 3,829 0,007*
(1) Presséo -1,235 0,684 0,212 -34,306 12,109 0,105
(2) Temperatura 6,654 0,684 0,010* 60,208 12,109 0,038*
1X2 -1,158 0,684 0,232 -38,408 12,109 0,086

[*] Houve efeito significativo considerando significancia de 95%.

Ja para as extracdes utilizando GLP como solvente pode-se observar que houve efeito
significativo (p<0,05) e positivo da temperatura, isoladamente. 1sso demonstra que 0s
maiores valores obtidos para esqualeno e B-sitosterol sdo obtidos quando se usou maiores

temperaturas no processo de extragdo com GLP comprimido.
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N&o foi possivel estabelecer a influéncia estatistica significativa da pressdo e
temperatura na variavel a-tocoferol nos dois fluidos estudados.

Silva et al. [18] extrairam 6leo de semente de perilla com n-propano variando pressdo
(8-16 MPa) e temperatura (40-80 °C) a fim de avaliar a influéncia destas na composicao de
fitoesterois e tocoferdis do éleo. Os resultados mostraram que ndo foi possivel identificar o-
tocoferol nas amostras estudadas e [-sitosterol apresentou um valor méaximo de 171,5
mg/100g e 165,58 mg/100g, nas condicGes 8 Mpa/80 °C e 16 Mpa/80 °C, respectivamente
sugerindo que maiores teores foram encontradas em condicbes de maior temperatura,

independente da pressao utilizada, concordando com os dados obtidos no presente estudo.

4. Conclusdes

Para as extracdes de Oleo de perilla com CO; houve influéncia positiva da presséo,
onde o maior rendimento (31,80%) foi obtido na condicdo de 25 MPa/20 °C. Por outro lado,
nas extragdes GLP houve influéncia negativa da temperatura e a condi¢do 0,5 MPa/20 °C foi
a que apresentou maior rendimento (42,29%). Nestas condicdes de extracdo, a atividade
antioxidante foi maior para os 6leos extraidos com GLP comprimido.

A caracterizagdo fisico-quimica do Oleo de perilla extraido pelos dois fluidos
pressurizados mostrou que o0s Oleos obtidos estdo dentro dos padrdes de qualidade
estabelecidos pela legislacéo.

O perfil de acidos graxos dos Oleos extraidos pelos dois fluidos pressurizados nas
diferentes condigdes de pressdo e temperatura foi bastante similar, onde o acido graxo a-
linolénico foi componente principal em todas as condi¢cdes de extracéo.

Dessa forma, pode-se dizer que o GLP comprimido foi um solvente eficiente na
extracdo dos Gleos de perilla devido a altos rendimentos em tempos extremamente reduzidos e
atividades antioxidantes superiores nas condi¢cdes de maior rendimento. Entretanto, os dois
fluidos foram 6timos para extracdo de 6leos com altas quantidades de acido a-linolénico e
compostos bioativos envolvidos na prevencdo de doencas cardiovasculares, podendo ter
grande potencial dentro da industria de alimentos para elaboracdo de produtos com altos

teores de &cidos graxos poli-insaturados.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi extrair 6leos de semente de chia e perilla com fluidos
pressurizados nas condicgdes a 40 °C/17,5 MPa para CO; e 30 °C/1,5 MPa para GLP e avaliar
diferencas entre as duas sementes quanto ao teor de Oleo, atividade antioxidante, teor de
acidos graxos poli-insaturados e fitoesterdis. A semente de perilla apresentou um teor elevado
de 6leo em relacdo a chia. O 6leo de perilla na concentracéo de 20 mg mL™ ainda apresentou
atividade antioxidante superior ao 6leo de chia na concentragdo de 40 mg mL™ quando
extraido com CO,. No entanto, o 6leo de chia mostrou uma concentragdo maior de C18:2 e
C18:3 nos dois tipos de extracdes e valores de esqualeno e B-sistosterol maiores nas extragdes

com CO.,.

Palavras-chave: Salvia hispanica. Perilla frutescens. Dioxido de Carbono. Gas Liquefeito de
Petréleo. Acido a-linolénico.

1.Introducéo

Oleos e gorduras sdo fundamentais na alimentacido humana. Fornecem calorias, sio
fontes de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos essenciais como o linoléico e linolénico
(CASTRO et al., 2004). Alem disso, os 6leos de algumas sementes sdo significativa fonte de
tocoferois e fitoesterdis (SCHMITZ, 2008).

Chia (Salvia hispanica) € uma planta herbacea anual, nativa do sul do México e do
norte da Guatemala. Chia desapareceu como safra por séculos e foi redescoberta em meados
do século 20. A composicdo de acidos graxos do 6leo de semente de chia € uma alternativa
atraente para aplicacdo em alimentos pela presenca de grandes quantidades de acidos graxos
poli-insaturados (IXTAINA et al., 2010). Segundo Scapin et al. (2017) o 6leo de chia pode
apresentar teores de até 81% de acidos graxos poli-insaturados, sendo 0s componentes
principais o a-linolénico (62,97%) e linoléico (18,95%).

Perilla (Perilla frutescens) é uma planta herbacea nativa da Asia, pertencente a familia
Lamiaceae. Suas sementes possuem até 51% de lipidios totais, sendo que aproximadamente
77% € composta por acidos graxos poli-insaturados, com 48-61% de &cido graxo a-linolénico
e 13-16% de linoléico (SILVA et al., 2015; SCAPIN et al., 2017).

O interesse no uso de sementes de chia e perilla na dieta vém crescendo, uma vez que

beneficios foram reportados a estas oleaginosas, como redugdo de doencas cardiovasculares,
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cancer, doencas neuroldgicas e desordens hormonais, além de possuirem efeito antioxidante
no organismo (SARGI et al., 2013 ).

Tradicionalmente, os métodos de extracdo de dleos vegetais empregam solventes
orgéanicos com alta toxicidade, podendo causar danos ambientais e prejudicar a saude dos
consumidores, além da degradacdo de alguns componentes termolabeis com o uso de
temperaturas muito elevadas (REVERCHON et al., 2006). Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi extrair o 6leo das sementes de chia e perilla utilizando Diéxido de Carbono (CO5)
e Gés Liquefeito de Petroleo (GLP) pressurizados e comparar as duas sementes quanto ao teor
de éleo, atividade antioxidante, teor de acidos graxos poli-insaturados e fitoesterdis.

2.Materiais e Métodos

2.1 Matéria prima

Sementes de chia e perilla foram obtidas no comércio local da cidade de Santa Maria-
RS, Brasil, em junho de 2015. As sementes de chia tiveram procedéncia da cidade de
Maringa- PR, Brasil, enquanto as sementes de perilla foram oriundas de Mogi das Cruzes-SP,
Brasil. Primeiramente, as mesmas foram desidratadas em estufa com ar forcado a 55 °C por
24 horas atingindo umidade de 7,36 g 100g™ e 4,03 g 100g™, respectivamente. Esta etapa foi
realizada com o intuito de reduzir o teor de agua das amostras, para que a mesma ndo atue
competindo com o soluto na interacdo com o solvente, que leva a uma reducdo na eficiéncia
da extracdo. Apds, as amostras foram trituradas utilizando um moinho analitico refrigerado a
4 °C (Quimis, modelo Q 298221, Brasil) com auxilio de banho ultratermostatizado (Solab,
modelo SL-152/10) por 1 minuto e acondicionadas em embalagem plastica escura a -4 °C até

0 momento dos experimentos.

2.2 Extracao dos 6leos de chia e perilla

Os lipidios das sementes de chia e perilla foram extraidos com n-hexano em Soxhlet a
80 °C durante 8 h, seguindo o método padréo da IUPAC (1992).

Ainda, as sementes foram submetidas a extragdo com fluidos pressurizados (CO, e
GLP). Os experimentos foram realizados em uma unidade de escala laboratorial, que consiste
numa celula extratora (encamisada) de aco inox, uma bomba de alta presséo do tipo seringa
(1SCO, modelo 500D) e dois banhos termostaticos (Quimis, modelo Q214M2).
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As amostras secas e moidas (aproximadamente 5g) foram carregadas na célula
extratora. O solvente (CO; ou GLP) foi bombeado para o leito e mantido em contato com a
matriz vegetal durante 1 h para permitir a estabilizacdo do sistema. Em seguida, com a
abertura da valvula micrométrica repetidas vezes, o extrato foi recolhido. Os experimentos
foram conduzidos a 17,5 MPa/40 °C para CO; e 1,5 MPa/30 °C para GLP, seguindo
metodologia de Scapin et al. (2017). A vazdo dos solventes foi de 4 g min™. Para o
experimento com CO,, a extragdo teve duracdo de 150 min, e para 0 GLP, 5 min. As

extragdes foram realizadas em triplicata.

2.3 Atividade Antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante dos Oleos foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Al-Fatimi et al. (2007), utilizando o método de sequestro de radicais
livres (DPPHe- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil). As amostras de 0leo de chia foram diluidas em
etanol a uma concentragdo de 40 Mgsieo ML eanor € de perilla a 20 Mgsio ML  etanol,
concentracdes definidas através de testes previos. Apds, procedeu-se da seguinte forma: 1500
ML da amostra diluida foram adicionadas a 1480 pL da solugdo de DPPH 0,1 mM e 20 pL de
etanol. Paralelamente foi conduzido um branco para cada amostra (1500 puL da amostra
diluida e 1500 pL de etanol) e um branco para o0 DPPH (1480 uL de solucdo de DPPH e 1520
pL de etanol). A leitura em espectofotdometro UV-VIS (UV-2600, Shimadzu) a 522nm foi
realizada ap6s 30 minutos de reacdo sob abrigo da luz. O calculo da atividade antioxidante
frente ao radical DPPH foi realizado através da equacdo 1, onde Apppy COrresponde a
absorbancia da solucdo de DPPH, A e Ag as absorbancias da amostra e branco,

respectivamente. As analises foram realizadas em triplicata.

Aoren — (A~ AB))-100 Equaciol

APpppy = [
PPH

2.4 Acidos graxos poli-insaturados

Para obtengdo do perfil de &cidos graxos das amostras obtidas pela extracdo com CO; e

GLP pressurizados, cerca de 100 mg das mesmas foram pesadas em tubos de ensaio contendo
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1 mg do padréo interno (Pi) tricosanoato de metila (C23:0Me) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Apds foram derivatizados de acordo o método descrito por Hartman e Lago (1973).

Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram analisados pela injecdo de 1 pL
em cromatdgrafo a gas equipado com detector de ionizagdo em chama (GC-FID) da marca
Varian, modelo Star 3400 CX (CA, USA) e amostrador automatico Varian, modelo 8200
(CA, USA). O injetor manteve-se no modo split com razdo 50:1 e temperatura de 250 °C. Gas
de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressdo constante de 15 psi. Os FAME foram separados
em coluna capilar CP-Wax 52 CB (Middelburg, The Netherlands) (50 m x 0,32 mm x 0,20
pm). A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, onde permaneceu 1 min, aumentando para
180 °C com taxa de 10 °C min™, ap6s até 200 °C com taxa de aumento de 2 °C min™ e entéo
com taxa de 10 °C min™ até atingir 230 °C mantendo-se em isoterma por 5 min. O detector
foi mantido a temperatura de 240 °C. A identificagio dos FAME foi realizada por
comparacgdo dos tempos de retencdo dos analitos com padroes FAME Mix-37 (P/N 47885-U;
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Os resultados foram expressos em porcentagem de acidos
graxos a partir do uso do Pi de massa conhecida e dos fatores de correcdo do FID
(VISENTAINER, 2009).

2.5 Determinacéo de fitoesterois

Os 6leos obtidos nas extracfes com CO;, e GLP pressurizados também derivatizados
pelo método descrito por Hartman e Lago (1973). Foram analisados em cromatografo a gas
equipado com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) da marca Varian, modelo Star 3400
(CA, USA) e amostrador automatico Varian, modelo 8100 (CA, USA). Procedeu-se a injecao
de 1 pL da amostra em injetor no modo splitless por 1 min seguido split com razdo 30:1 e
temperatura de 320 °C. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressdo constante de 15
psi. Os fitoesterois foram separados em coluna capilar RTX-5MS (Restek-USA) (30m x 0,25
mm x 0,25 pum). A temperatura inicial da coluna foi de 200 °C, onde permaneceu 5 min,
aumentando para 280 °C com taxa de 15 °C min™ e entdo com taxa de 5 °C min™ até atingir
330 °C, mantendo-se em isoterma por 10 min. O detector foi mantido a temperatura de 320
°C. Os fitoesterois foram positivamente identificados pela compara¢do dos tempos de
retengdo e dos espectros de massa dos analitos com os dos padrdes de a-tocoferol, B-sitosterol
e esqualeno, obtidos em cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrémetro de massas (GC/MS)
Shimadzu, QP-2010 Plus (Tokyo, Japan) nas mesmas condi¢fes cromatograficas descritas

acima, utilizando hélio como géas de arraste, operando no modo de ionizag&o por elétrons (IE)
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a 70 Ev, com varredura de 35 a 350 m/z. A quantificacdo foi realizada pelo método de
padronizacdo externa, comparando-se as areas obtidas de solugbes de concentracbes
conhecidas dos padrdes de o-tocoferol, B-sitosterol e esqualeno com as areas obtidas das

amostras de 6leo por meio de uma curva.
2.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
entre si através do teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 95% (p<0,05). Os
resultados foram analisados através do programa STATISTICA 8.0 (STATSOFT, INC).
3. Resultados e Discusséo
3.1 ExtracGes dos 6leos

Na Tabela 1 podem ser observados os teores de 6leos de chia e perilla extraidos com

Soxhlet, CO, e GLP. Verificou-se que as sementes de perilla apresentaram teor de Oleo
superior as sementes de chia nos trés métodos de extracdes, havendo diferenca significativa

entre as duas sementes (p<0,05) nas extracdes com Soxhlet e GLP.

Tabela 1: Teor de 6leos (%) das sementes de chia e perilla extraidos por Soxhlet e fluidos

pressurizados

Soxhlet CO, GLP
Chia 32,77°%+0,370 17,40%°+0,390 24,78"°+0,896
Perilla 42,53*4+0,340 19,04%8+0,998 41,70*4+0,602

Letras minusculas diferentes na coluna: houve diferenca significativa p <0,05 entre as duas sementes
Letras mailsculas diferentes na linha: houve diferenca significativa p <0,05 entre o método utilizado na extracéo

Quanto a0 método empregado nas extracBes, observa-se que tanto para chia como
perilla, 0 método de referéncia (Soxhlet) foi o que obteve um maior rendimento, seguido das
extragdes com GLP. O 6leo de chia e perilla, de carater apolar, se solubiliza mais facilmente
em hexano, que também apresenta um carater mais apolar. Ainda, a solubilidade do 6leo com

Soxhlet é maior devido ao fato de o solvente estar em temperatura elevada.
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A extracdo do 6leo de perilla com GLP comprimido ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) em relacdo ao Soxhlet, ou seja, a extragdo foi bastante eficiente. As
extragdes com CO, apresentaram rendimento menor, tanto para chia como para perilla.

Ixtaina et al. (2011), em extracbes com Soxhlet, encontraram 33,6% de dleo em
sementes de chia provenientes da Argentina, valores proximos ao encontrado neste estudo, e
26,7% de sementes provenientes da Guatemala. Existem diversos fatores que podem estar
relacionados as variagdes das concentracdes dos compostos ativos presentes nas sementes de
chia. Um deles é a &rea de cultivo da planta, que esta relacionada as diferencas no ambiente,
mudancas climéticas, disponibilidade de nutrientes, ano de cultivo, ou as condi¢des do solo,
que desempenham um papel crucial para as variagdes (DUBOIS et al., 2007). As diferencas
entre os locais sdo presumidamente ocasionadas por um ou mais fatores ambientais. Os
efeitos como a temperatura, luz, solo e nutricdo podem afetar a quantidade e a qualidade do
0leo das sementes.

Zanqui et al. (2015) avaliaram o teor de 0leo de chia extraido por diferentes métodos,
incluindo Soxhlet e n-propano subcritico. A extracdo com Soxhlet teve um rendimento de
30,21%, enquanto a extragdo com n-propano comprimido teve rendimento variando de
23,61% (8 MPa/ 30 °C) a 28,16% (10 MPa/ 45 °C), resultados proximos aos encontrados no
presente estudo em extracdo com GLP pressurizado.

Tang et al. (2013) observaram que o rendimento de 6leo de perilla em uma extracéo
com Soxhlet foi de aproximadamente 45%, valores proximos aos obtidos neste estudo, e
ainda verificaram que a extracdo do 6leo com CO, supercritico nas condi¢bes de 20 MPa/40
°C por 2 horas apresentou rendimentos de 34%, valor superior ao encontrado neste estudo
(19,04%). Isso pode ser explicado pela pressdo inferior que foi utilizada, que diminui a
densidade do solvente e consequentemente, o poder de extrair o 6leo (SCAPIN et al., 2017).

Silva et al. (2015) compararam extracoes de 6leo de perilla com n-propano, éter etilico
e éter de petrdleo e observaram que as extragdes com solventes tiveram rendimento
estatisticamente superior (40,06%) as extracdes com n-propano (33-34%) nas condicdes de 8-
16 MPa e 40-80 "C por 80 minutos, valor inferior ao encontrado no presente estudo utilizando

GLP comprimido.

3.2 Atividade antioxidante

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de atividade antioxidante dos éleos de chia

e perilla nas concentragdes de 40 mg mL™ e 20 mg mL™ respectivamente, obtidas por
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extragdo com fluidos pressurizados. Observa-se que nas extragdes com CO,, 0 bleo de perilla,
mesmo em concentragdo menor, apresentou atividade antioxidante significativamente superior
(p<0,05) ao dleo de chia (92,03 e 79,47 % respectivamente). Ja nas extracbes com GLP
comprimido, ocorreu o0 oposto, 0 Oleo de chia apresentou atividade antioxidante
estatisticamente superior ao 6leo de perilla.

Tabela 2: Atividade antioxidante de sementes de chia (40 mg mL™) e perilla (20 mg mL™)
extraidos CO, e GLP pressurizados, expressa em porcentagem de sequestro de radicais
DPPH-

CcO, GLP
Chia 79,47°+0,436 61,52°+0,092
Perilla 92,03%+0,097 50,32°+0,130

Letras minusculas diferentes na coluna: houve diferenca significativa p <0,05 entre as duas sementes

Observou-se ainda que, tanto para o 6leo de chia como de perilla, as extracfes com
CO, apresentaram atividade antioxidante superior as extracdes com GLP. Resultados
semelhantes foram encontrados por Abaide et al. (2017) ao analisar a atividade antioxidante
de 6leo de abacate na concentracdo de 40 mg mL™, extraido com CO, supercritico e GLP
comprimido, onde foi relatado atividade antioxidante superior para os 0leos extraidos com
CO,, chegando a valores maximos de 82%, enquanto os Oéleos extraidos com GLP
comprimido apresentaram valores maximos de atividade antioxidante de 31%.

Entre os antioxidantes mais encontrados em 6leos podem ser citados tocoferois e 0s
acidos fenolicos. Os tocoferdis estdo presentes de forma natural na maioria dos Gleos
vegetais, em alguns tipos de pescado e atualmente sdo fabricados por sintese. A atividade
antioxidante dos tocoferois é principalmente devida a capacidade de doar seus hidrogénios
aos radicais livres lipidicos interrompendo a propagacdo em cadeia. Os acidos fendlicos
caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, que conferem propriedades
antioxidantes (JORGE; RAMALHO, 2006).
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3.3 Acidos graxos poli-insaturados e fitoesterois

O teor dos principais acidos graxos poli-insaturados das sementes de chia e perilla
estdo apresentados na Tabela 3. Os OGleos de chia e perilla extraidos com CO, néo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si quanto ao teor de C 18:3 (acido a-
linolénico) apresentando valores de 60,63 e 58,00 %, respectivamente. A proporcao poli-
insaturados/saturados também nao apresentou diferenca significativa entre as duas sementes, e
evidenciou a predominancia de acidos graxos poli-insaturados em relagdo a saturados nas

mesmas.

Tabela 3: Composicdo de &cidos graxos poli-insaturados (%) dos 6leos de chia e perilla
extraidos com CO; e GLP comprimido
C18:3 C18:2 Poli/Sat n6/n3
CO, Chia  60,63%0,306 18,72°+0,133 6,49°+0,190  0,30°+0,001

Perilla  58,00%+1,678 15,09°+0,250  6,52°+0,705  0,26°+0,012

GLP Chia  61,43*+1,360  18,49°+0,075  6,71°+0,531  0,30%+0,007
Perilla  57,24°+0,877 14,92°+0,14 7,50%+0,428  0,26°+0,002

Letra minGscula diferente na coluna indica diferenca significativa p<0,05 entre as duas sementes, para cada
método.

Quanto ao C18:2 (&cido linoléico), a semente de chia teve um valor estatisticamente
(p<0,05) superior a perilla (18,72 % e 15,09 %, respectivamente), levando a uma proporcao
n6/n3 maior para a semente de chia, na extracdo com CO, . Apesar disso, tanto as sementes de
chia quanto as de perilla mostram a predominancia de acidos graxos n3 em relacdo a n6 nas
mesmas, ou seja, as sementes de chia e perilla podem ser utilizadas como fonte de
enriquecimento de 6mega 3 na dieta.

Atualmente, a busca de fontes alternativas e complementares de acidos graxos poli-
insaturados 6Gmega-3 tornou-se uma necessidade, a fim de se alterar a razdo entre o somatério
dos acidos 6mega-6/6mega-3 (n-6/n-3) ingeridos. As quantidades de acidos graxos e as razbes
entre os acidos graxos das familias n-6 e n-3, ingeridas atualmente pelo homem, sdo dificeis
de serem analisadas, pois dependem da fisiologia, disponibilidade de alimento e dieta de cada
individuo. Ainda ndo foram precisamente estabelecidas as taxas minimas do consumo de
acidos graxos das séries n-3 e n-6 para atender as exigéncias humanas destes nutrientes,

porém, ha necessidade de um equilibrio entre as disponibilidades destes acidos graxos na
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alimentacéo. De acordo com o Simopoulos (2011) a relagdo satisfatéria da razdo entre n-6/n-3
é de 10:1 a 5:1, enquanto hoje, em dietas ocidentais, a relacdo atinge 10 a 25:1, causando um
desbalanceamento dos &cidos graxos no organismo humano.

Por outro lado, para os 6leos de chia e perilla extraidos com GLP, houve diferenca
significativa (p<0,05) no teor de &cido graxo a-linolénico e linoléico, onde o dleo de chia
apresentou resultados superiores para estes dois acidos graxos. A propor¢do n6/n3 foi
estatisticamente maior para a semente de chia, mas evidenciou que as duas sementes podem
ser usadas para enriquecer a dieta com acidos graxos poli-insaturados. Estes acidos graxos sao
considerados essenciais, pois ndo podem ser sintetizados no corpo e, portanto, precisam ser
adquiridos através da dieta (AGUIAR, 2011).

A propor¢do poli-insaturados/saturados ndo apresentou diferenga significativa
(p>0,05) entre as duas sementes extraidas com GLP comprimido, porém evidenciaram altas
concentragdes de acido graxo poli-insaturado nas mesmas.

Zanqui et al. (2015) avaliaram a extracéo de 0leo de chia com n-propano subcritico e
relataram valores 0,32 a 0,35 para a proporcdo n6/n3 dependendo das condicGes de presséo e
temperatura utilizadas, resultados similares aos encontrados neste estudo (0,30) para a
extragdo com GLP.

Uribe et al. (2011) extrairam 6leo de chia com CO, supercritico e encontraram
resultados de até 18,15% para acido linoléico e 66% para acido linolénico, dependendo das
condicdes de extracdo, valores proximos aos encontrados neste estudo.

Ixtaina et al. (2011) relataram uma propor¢do poli-insaturados/saturados de 8,8-9,2
dependendo das condices de pressdo e temperatura utilizadas no processo de extracdo de
6leo de chia com CO; supercritico. Estes valores foram superiores aos encontrados neste
estudo, que foram de 6,4 a 6,7.

Jung et al. (2012) estudaram as extracOes de 6leo de perilla com n-hexano (Soxhlet),
CO, supercritico e por prensagem e o0s resultados encontrados mostraram que 0s 0Oleos
extraidos pelos trés métodos ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao acido graxo
a-linolénico (61 a 62%). Estes resultados estdo em concordancia com o presente estudo, onde
0 método ndo influenciou no teor de &cido linoléico e a-linolénico.

Rouphael et al. (2015) analisaram o perfil de acidos graxos de 6leo de perilla extraido
por Soxhlet e encontraram valores de 61,6% para 0 acido a-linolénico, valor superior aos
encontrados na presente pesquisa (maximo de 58,00% na extracdo com CO5).

A proporgdo de Oleos vegetais desempenha um papel importante na composicdo

quimica da semente. Isto é determinado pela relagdo entre os &cidos graxos saturados e
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insaturados. CondicGes que apresentam uma elevada quantidade de &cidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados sdo particularmente desejaveis em produtos alimentares
(LIEPA; GORMAN, 1988), levando as sementes de chia e perilla a terem um grande interesse
por parte da indistria para elaboracdo de produtos enriquecidos com gorduras poli-
insaturadas.

A Tabela 4 mostra os teores de esqualeno, a-tocoferol e B-sitosterol em sementes de
chia e perilla extraidos com CO, e GLP comprimido. O 6leo de chia apresentou resultados
estatisticamente superiores (p<0,05) ao 6leo de perilla quanto a teores de esqualeno e f-
sitosterol utilizando extragdo com CO,. Teores estatisticamente superiores de esqualeno
também foram identificados no 6leo de chia em comparagdo com o 6leo de perilla extraido
com GLP.

Tabela 4: Fitoesterdis (mg 100g™) dos 6leos de chia e perilla extraidos com CO, e GLP

comprimido

Esqualeno a-tocoferol  B-sitosterol
CO, Chia 18,18°+2,122 - 36,46°+3,571
Perilla  0,87°+0,150 - 19,98°+2,091

GLP Chia 27,14°+1,054 5,51°+0,714 28,62°+0,872
Perilla 3,91°+0,376  7,23%#1,127 44,88°+6,631

Letra minuscula diferente na coluna indica diferenca significativa entre chia e perilla para cada método

Ainda em relacdo aos dois 0leos extraidos com GLP, ndo houve diferenca significativa
em relacdo a quantidades de a-tocoferol em dleos chia e perilla e 0s teores de B-sitosterol
foram estatisticamente (p<0,05) superiores nas sementes de perilla. Os fitoesterdis possuem
qualidades bioativas com implicacbes positivas para saide humana (SEGURA et al., 2006),
especialmente a sua capacidade de diminuir o colesterol plasmatico. Os fitoesterdis sao
componentes chaves das membranas celulares vegetais, sendo que 0os mais abundantes em
alimentos sdo o B-sitosterol, o campesterol e o estigmasterol, que apresentam uma estrutura
quimica semelhante ao colesterol, diferindo somente em seus comprimentos da cadeia lateral
(HICKS, MOREAU, 2001). Esta similaridade na estrutura explica a capacidade dos
fitoesterdis em reduzir o colesterol. Uma dieta balanceada com quantidades adequada de
hortalicas fornece aproximadamente 0,2-0,4g de fitosterdis. A ingestdo de 3-4g/dia de

fitosterdis promove a redugdo de nivel de LDL-colesterol de 10-15% em média
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(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001). Suas fontes principais séo as
sementes, castanhas, hortalicas e frutas, 6leos vegetais e cereais (CHEIKH-ROUHOU et al.,
2008).

Kim et al. (2012) analisaram 0leo de perilla de diferentes localidades e encontraram de
0,62 a 1,01 mg 100g™ de a-tocoferol, valores inferiores aos encontrados no presente estudo, e
285 a 385 mg 100 g de B-sitosterol.

Cifcti et al. (2012), em sua pesquisa, compararam as sementes de chia, perilla e
linhaga quanto ao teor de tocoferdis e fitoesterdis e relataram que a semente de perilla
apresentou resultados estatisticamente superiores em relacdo a chia quanto ao teor de a-
tocoferol (2,1 mg 100 g™ para perilla e 0,8 mg 100 g™ para chia) e B-sitosterol (337 mg 100
g™ para perilla e 205 mg 100 g™ para chia), discordando dos resultados do presente estudo,

em que a chia teve teores superiores destes dois compostos.
4. Conclustes

Este trabalho mostrou que as duas sementes avaliadas, chia e perilla, sdo excelente
fonte de gorduras poli-insaturadas, independente do fluido utilizado para a extracdo. No
entanto, a semente de chia apresentou teores superiores de acido graxo &cido a-linolénico e de
fitoesterdis como esqualeno e B-sitosterol. Por outro lado, a semente de perilla, além de
apresentar um maior conteudo total de 6leo em comparacdo a chia, mostrou uma maior
atividade antioxidante.

Dessa forma, tendo em vista as caracteristicas encontradas para as duas sementes
pode-se concluir que as mesmas tem grande potencial para serem utilizadas na industria de

alimentos com o objetivo de enriquecer produtos com gorduras poli-insaturadas.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A obtencdo do 0Oleo de chia pela extracdo com fluidos pressurizados apresentou
rendimentos superiores nas condi¢des de maior pressdo e temperatura, alcangando valores de
21,93% (na condicdo 25 MPa/60 °C da extragdo com CO,) e 27,13% (na condicdo 2,5
MPa/40 °C da extracdo com GLP). Nestas condi¢bes, o 6leo obtido com GLP mostrou
atividade antioxidante em DPPH maior do que o 6leo obtido com CO, (70,16 AA% e 20,15
AA%, respectivamente).

Para as extracdes de Oleo de perilla com CO; houve influéncia positiva da pressao,
onde o maior rendimento (31,80%) foi obtido na condigdo de 25 MPa/20 °C. Por outro lado,
nas extracdes GLP houve influéncia negativa da temperatura e a condi¢do 0,5 MPa/20 °C foi
a que apresentou maior rendimento (42,29%), valor muito proximo ao obtido na extracéo
utilizando Soxhlet (42,53%), mostrando que a extracdo de 6leo de perilla com GLP foi
altamente eficiente. Nestas condi¢cdes de extracdo, a atividade antioxidante foi maior para o
0leo extraido com GLP comprimido.

Os 6leos de chia e perilla extraidos por CO;, e GLP pressurizados apresentaram valores
dentro dos padrdes de qualidade estabelecidos pela RDC n° 270 de 22/09/2005 da ANVISA.

A composicdo de &cidos graxos dos 6leos de chia extraidos pelos dois fluidos
pressurizados dentro da faixa de pressdo e temperatura estudada foi bastante similar, ou seja,
as condicdes de pressdo e temperatura utilizadas néo tiveram influencia significativa no perfil
de &cidos graxos dos 6leos extraido. O mesmo comportamento foi observado nas extracoes do
Oleo de perilla.

Observou-se que perilla tem contetdo total de 6leo e atividade antioxidante superior a
chia. Porém, chia apresentou conteudo superior de acido graxo a- linolénico e de fitoesterois.

Dessa forma, pode-se concluir que o GLP comprimido é um solvente promissor na
extracdo dos Oleos de chia e perilla, considerando seus altos rendimentos em tempos
extremamente reduzidos e maiores atividades antioxidantes nos pontos 6timos de rendimento.
Entretanto, os dois solventes se mostraram eficientes para extracdo de Oleos com altas
quantidades de acido a-linolénico e compostos bioativos envolvidos na prevencéo de doencas
cardiovasculares, podendo ter grande potencial dentro da industria de alimentos para

elaboragdo de produtos com altos teores de &cidos graxos poli-insaturados.
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