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RESUMO

O oleo de gérmen de milho ¢ tradicionalmente usado no cozimento de alimentos, saladas e
margarinas devido ao sabor suave e poder nutricional existente em sua composicao.
Atualmente, o método mais utilizado na extracao do 6leo de gérmen envolve o uso de solventes
organicos, que em sua maioria, apresentam altos custos, demandam longos tempos de
extra¢do,além de niveis de flamabilidade e toxicidade consideraveis. Diante disso, buscando-se
a obtencdo do 6leo com melhor qualidade, maior viabilidade técnica e econdmica e, ainda
sustentabilidade ambiental, destaca-se a extragdo supercritica com o uso de CO> como uma
tecnologia limpa, inovadora, eficiente, com extratos ambientalmente amigdveis. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi o estudo da extracdo do 6leo de gérmen de milho
com o uso de didxido de carbono e adi¢do de cossolventes (hexano, acetona e etanol). Com o
intuito de avaliar a influéncia da temperatura e pressdo no rendimento do 6leo de gérmen de
milho, experimentos foram conduzidos em temperaturas de 45-85 °C, pressao de 150-250 bar e
vazdo de 3 mL COz/min, para os ensaios conduzidos apenas com CO; supercritico. Para os
ensaios com adi¢ao de cossolventes foram utilizadas faixas de temperatura de 40-80 °C, pressao
de 250 bar e vazao de CO> de 4 mL/min, respectivamente e vazoes de cossolventes de 0,01 a 0,1
mL/min. A extra¢do convencional com o uso dos solventes organicos etanol, acetona e hexano
também foi realizada para efeito de comparagdo. As amostras de 6leo extraidas foram
submetidas a analises de densidade, indice de refracdo, acidez, perdxido, quantificacdo de
acidos graxos e atividade antioxidante. Os resultados mostraram que a pressdo teve efeito
positivo e a temperatura efeito negativo sobre o rendimento da extragdo com o uso de CO»
supercritico. Os resultados de rendimento com a adi¢do de cossolventes foram maiores do que
com o uso de CO; puro, alcangando um rendimento maximo de 13,81% com o uso de etanol, o
melhor cossolvente utilizado. Na extragdo convencional, o uso do etanol acarretou maior
rendimento de 35,70%. Além disso, as analises realizadas de densidade, indice de refragao,
perfil de 4cidos graxos e acidez ndo apresentaram diferencas significativas entre os oOleos
obtidos pelo método convencional, uso de CO; e adi¢do de cossolventes.

Palavras-chave: o6leo de gérmen de milho, extragdo, fluido supercritico, cossolventes,
processos de separacao.
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ABSTRACT

Corn germ oil is commonly used for cooking, salads, margarines and animal nutrition due to the
mild flavor and nutritional power in its composition. Currently, the most widely used method of
corn germ oil extraction involves the use of organic solvents, which are mostly expensive,
require long extraction time, and they present considerable levels of flammability and toxicity.
In order to obtain the oil with better quality, greater technical and economic viability, and
environmental sustainability, the supercritical extraction with the use of CO; stands out as a
clean, innovative, efficient technology with environmentally friendly extracts. The objective of
the present work was the study of the extraction of corn germ oil with the use of carbon dioxide
and addition of cosolvents (hexane, acetone and ethanol). In order to evaluate the influence of
temperature and pressure on corn germ oil yield, experiments were carried out at temperatures
0f45-85 °C, pressure of 150-250 bar and flow rate of 3 mLCO2/min for the tests conducted with
supercritical CO,. For the tests with addition of cosolvents, temperature range of 40-80 °C,
pressure of 250 bar, CO; flow rate of 4 mL/min, and cosolvents flow rates of 0.01 up to 0.1
mL/min were used. The conventional extraction with the use of organic solvents ethanol,
acetone and hexane was also performed for comparison purposes. The extracted oil samples
were submitted to density analysis, refraction index, acidity, peroxide index, fatty acids profile
and antioxidant activity. The results showed that pressure had a positive effect and temperature
had a negative effect on the yield of the extraction with the use of CO.. The yield results with
the addition of cosolvents were higher than the use of supercritical CO», reaching a maximum
yield of 13.81% using ethanol. In addition, the analysis of density, refractive index, acidity,
peroxide and fatty acids profile did not present significant differences between the oils obtained
by the conventional method, with the use of CO; and cosolvents addiction.

Key words: corn germ oil, extraction, supercritical fluids, cosolvents, separation processes.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O uso da extragdo com fluidos supercriticos tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas como uma alternativa em potencial que apresenta diversas vantagens sobre as
técnicas convencionais de extragdo de oOleos. A tecnologia ¢ relativamente simples e
fundamenta-se na exploracao das propriedades que os fluidos apresentam nas proximidades de
seus pontos criticos. Deste modo, pequenas modificacdes em temperatura e/ou pressao
acarretam enormes alteragdes no poder de solvatagdo, densidade e possibilitam a separagao
entre o solvente e o soluto proximo aos seus pontos criticos, o que torna desnecessario novas
etapas de separacao subsequentes (NIMET et al., 2011).Diversos compostos podem ser usados
como fluidos supercriticos, tais como, propano, diéxido de carbono e n-butano, mas o mais
comumente utilizado ¢ o CO; por suas propriedades de seguranca a saude humana e meio
ambiente, evitar reagdes desnecessarias, ser reciclavel em processos industriais € por possuir
temperatura critica de 31,2 °C, o que ajuda na preservagao dos extratos, desde que ao final da
extragdo, o COszseja eliminado levando a um extrato livre de solvente (SILVA et al., 2015).

A utilizag¢do de cossolventes em extragdo com fluidos supercriticos - que se refere a
pequenas quantidades de solventes organicos combinadas com o fluido supercritico usado
como solvente - também tem sido empregada como alternativa para melhorar a eficiéncia da
extracdo supercritica, aumentando o rendimento ¢ modificando a seletividade do processo. O
cossolvente pode alterar caracteristicas, como polaridade e interagdes especificas com o soluto,
formando pontes de hidrogénio ou interagindo com os sitios ativos da matriz sélida
(DALMOLIN et al., 2010).

A extragdo supercritica ¢ afetada por varios parametros, tais como, temperatura,
pressdo, tempo de extracdo, vazdo e tamanho da particula (UQUICHE et al., 2015). A
compreensdo dos efeitos dos diferentes parametros no processo € do rendimento da extracao
com fluidos supercriticos ¢ essencial ndo apenas para avaliagdo econdmica e otimizagao da
extracdo, mas também para a habilidade de prever o processo, o que € util em scale-up assim
como no design e otimizagdo de uma planta industrial (JOKIC et al, 2012).

Baseado nestes aspectos, o objetivo do presente trabalho foi o estudo da extragdo de
0leo de milho com o uso de didxido de carbono em condi¢des supercriticas e adicdo de

cossolventes. Neste estudo foi feita a comparagdo entre os métodos de extracdo com uso de



solvente organico, de CO2 em condi¢des supercriticas e de CO: supercritico com acréscimo de
cossolventes. Além disso, teve-se como objetivos especificos:
v’ Avaliagdo o efeito dos pardmetros T e P na extragdo em condi¢des supercriticas;
v" Compara¢do dos métodos de extragdo supercritica com o uso de CO», supercritico com
adi¢ao de cossolventes e extracdo convencional (Soxhlet) do 6leo de milho;
v Realiza¢do de analises das propriedades fisico-quimicas e composi¢do do Oleo:
densidade, indice de refracgao, acidez, perdxido, atividade antioxidante e perfil de acidos

graxos nas amostras de 6leo obtidas pelos métodos utilizados.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MILHO

O milho é um cereal altamente versatil, sendo usado para o consumo humano e animal
(ragdes) e largamente utilizado na produ¢do de elementos espessantes, colantes, etanol e dleos.
O cereal apresenta grandes propriedades nutricionais, tais como, fibras, vitaminas, gorduras,
agucares e celulose, sendo considerado um dos alimentos mais nutritivos € uma importante
fonte energética para o homem (SINDMILHO & SOJA, 2017). O grao ¢ formado de
aproximadamente 73% de amido, 10% de proteina, 5% de 6leo e o restante 12%, composto por
fibra, vitaminas e minerais. Seus componentes basicos sdo o endosperma, o pericarpo € o
gérmen, como pode ser observado na Figura 1. O endosperma corresponde a maior por¢ao do
grao, sendo composto basicamente de amido, gliten e pequena porcentagem de gordura e
outros componentes. O pericarpo compde a camada mais externa, composta principalmente de
celulose e hemicelulose e, por fim, o gérmen, compde a parte vegetativa e fonte de 6leo do
milho (cerca de 82,6% do 6leo presente no grdo), contendo a informagdo genética para a

propagacao da planta de milho (WATSON, 1994).

4B

Endosperma———»

Pericarpo ——»

s

Gérmen . »

Figura 1. Componentes basicos do grao de milho.
Fonte: (Adaptada de Watson, 1994).

O gérmen de milho ¢ a parte do grao com elevada quantidade de oleo em sua
composi¢ao e, portanto, a matéria-prima de todo o 6leo de milho produzido e comercializado, o

que justifica a nomenclatura mais precisa e comumente utilizada de “6leo de gérmen de milho”.



Sua obteng¢do ocorre durante o processo para retirada do amido por via imida, no qual, o milho
¢ umedecido para amaciar a semente e facilitar a separa¢do do gluten, proteina e gérmen. A
qualidade nutricional de um o6leo esté relacionada a quantidade de acidos graxos presente em
sua composicao, em que, um alto teor de acidos graxos poli-insaturados significa que o 6leo
apresenta um alto valor nutricional e o gérmen de milho € rico em triacilglicerois. A Tabela 1
apresenta o teor de acidos graxos comumente presente em 6leos vegetais. O 6leo de milho
possui em sua composig¢ao alto teor de acido linoléico, que € um acido graxo essencial, ou seja,
requerido pelo corpo humano, mas que ndo pode ser biossintetizado € necessita ser obtido
através da dieta alimentar. Uma outra caracteristica vantajosa do gérmen é o baixo nivel de
acidos graxos saturados e baixo teor de acido linolénico que apresenta. Este tltimo € suscetivel
a oxidagdo, levando a rancificagdo (GUNSTONE, 2002). A rancificagdooxidativa pode
ocasionar alteracao na qualidade do sabor, cor, aroma, propriedades nutricionais e diversos

outros parametros do dleo, inviabilizando o consumo.

Tabela 1. Teor de 4cidos graxos em Oleos vegetais

Sleos Acido graxo Acido graxo Acido graxo poli-insaturado
saturado monoinsaturado

Linoléico Linolénico

Canola 6% 58% 26% 10%
Girassol 11% 2% 69%

Milho 13% 25% 61% 1%
Oliva 14% 77% 8% <1%
Soja 15% 24,5% 54% 7%

Fonte: Food Ingredients Brasil (2014)

2.1.1 Métodos para obtengao do 6leo de milho em condigdes supercriticas

O 6leo de milho tém sido extensivamente objeto de pesquisas e estudos da relagao da
gordura dietética nos niveis de colesterol no sangue, pois ele ¢ o melhor para reduzir os niveis
de colesterol no sangue. Estudos mostraram também que as dietas enriquecidas com acidos
graxos poli-insaturados do 6leo de milho podem diminuir significativamente a pressao
sanguinea com a reducgdo de cerca de 12% na pressao arterial de homens e 5% em mulheres que

manifestavam hipertensao leve (CORN REFINERS ASSOCIATION, 2006).



Reconhecido como uma rica fonte de tocofer6is que sdo antioxidantes naturais, o
gérmen de milho ¢ responsavel por inibir reagdes de oxidagdo bioldgica prejudiciais ao
organismo humano, auxiliando na manuten¢ao da qualidade de 6leos vegetais também devido a
inibicdo de processos oxidativos e apresentam ainda efeitos anticarcinogénicos (YU et al.
2002).

Dentre os tocoferois presentes no 6leo de milho, o a-tocoferol recebe o maior destaque
devido a sua elevada composi¢ao de vitamina E, no entanto, os outros isomeros, vy, B €
O-tocoferois, também sao conhecidos por valiosas propriedades antioxidantes (GUNSTONE,
2002). A vitamina E ¢ um importante antioxidante natural dos alimentos, especialmente aqueles
ricos em acidos graxos insaturados. Acredita-se que a vitamina E protege o organismo humano
contra efeitos degenerativos, principalmente contra canceres e doengas cardiovasculares
(CARLUCCI, 2001).

Os processos tradicionais para extracao do 6leo de gérmen de milho sdo os métodos de
prensagem mecanica e de extragdo com solventes organicos (em aparato Soxhlet), podendo-se
ainda combinar os dois processos, em etapas de condicionamento (aquecimento), seguido por
prensagem mecanica (pré-prensagem) e, por fim, extragdo (GUNSTONE, 2002). As técnicas
de extracao influenciam de forma direta na composicao e qualidade do 6leo, sendo necessaria a
escolha do solvente e/ou cossolvente a ser utilizado, com afinidade quimica e polaridade
compativeis com os compostos a serem extraidos.

O processo de extragdo por prensa mecanica ¢ conduzido em prensas continuas tipo
parafuso, em que o eixo helicoidal gira num cesto composto por barras de aco retangulares
espacadas por meio de laminas. As barras tem seu espacamento regulado para permitir a saida
do 6leo e a0 mesmo tempo agir como filtro para as particulas da torta (residuo de prensagem). O
gérmen entra na prensa, por meio de um eixo alimentador que movimenta o material para
frente, comprimindo-o ao mesmo tempo. Este procedimento pode ser precedido de um
aquecimento controlado do gérmen, com o objetivo de aumentar o rendimento da extragao, que
varia de acordo com o tipo de matéria-prima (JORGE, 2009).

A extracdo com solventes ¢ altamente utilizada em escala laboratorial, especialmente
em extragdes de matrizes sélidas, como € o caso das extracdes em gérmen de milho. A extracao
em Soxhlet, geralmente, ¢ realizada com solventes apolares, como o hexano (como no caso do
gérmen de milho)e o éter de petréleo como solventes, por 8 a 20 horas ininterruptas com a
extracdo ocorrendo de forma continua. O processo ocorre com a inser¢do do gérmen em
envelopes de filtro que sdo lacrados e do solvente no interior de um baldo volumétrico. A manta

de aquecimento fornece calor para o sistema até que o solvente atinja o ponto de ebulicdo
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apressao atmosférica. Dessa forma, o solvente consegue extrair os compostos de acordo com a
sua afinidade quimica e polaridade. O extrato, no entanto, ¢ separado do solvente que ¢
evaporado e mais uma vez colocado em contato com o gérmen, o que ocorre repetidas vezes até
o término da extracdo (Métodos quimicos e fisicos para analise de alimentos do Instituto Adolfo
Lutz , 2004).

A extra¢do Soxhlet ¢ uma metodologia de entendimento e execugdo simples, que
apresenta alto rendimentopela constante renovacdo do solvente utilizado, ja que o extrato
permanece no Soxhlet, o que favorece a transferéncia de massa. O processo necessita de etapas
posteriores para eliminagdo do solvente, pois parte residual do solvente ¢ indesejavel no
produto alvo devido a toxicidade. As altas temperaturas utilizadas também alteram as
caracteristicas fisicas e quimicas do gérmen e o processo € pouco seletivo, extraindo todos os
compostos possiveis (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Estas
caracteristicasindesejadasjustificam a necessidade deencontrar métodos alternativos de

extragdo, para obtencao de produtos com melhor qualidade em termos de propriedades fisicas,

quimicas e composicao e, ainda com sustentabilidade economica e ambiental.
2.2 PROCESSOS DE EXTRACAO EM CONDICOES SUPERCRITICAS

Desde os primoérdios historicos, a extragcdo de substancias a partir de vegetais vém
sendo praticada com finalidades alimenticias, aromaticas e medicinais. A finalidade ¢ de se
obter um produto puro e padronizado. Dessa forma, as técnicas para a extragdo de componentes
ativos de insumos naturais evoluiram significativamente no decorrer dos tempos (MAUL et al.,
1986). As tecnologias de extragdo convencionais envolvem o uso de grandes quantidades de
solventes organicos, que ndao sdo amigaveis ao meio ambiente, exigem pré-purificacao
adicional, etapas de concentracdo podem resultar em perda ou degradacdo dos extratos e
métodos de separacdo que exigem longo tempo. Diante disso, as tecnologias com fluidos
supercriticos tém-se desenvolvido consideravelmente em um grande nimero de setores
industriais. Fluidos supercriticos sdo empregados na extragdo de diversas substancias, tais
como, cafeina do café, nicotina do tabaco, 0leos de alimentos, etc., em corantes de tecidos
fabris ou como fase médvel em cromatografia de fluidos supercriticos (CASAS et al., 2009;
MARSAL et al.,2000; ROSTAGNO et al., 2002). A primeira observacao da ocorréncia de uma
fase supercritica foi feita pelo Bardo Cagniard de la Tour em 1822. Ele observou visualmente

que os limites entre gas e liquido desapareciam quando a temperatura de certos materiais era



elevada e cada um era aquecido em um frasco fechado. Com estes primeiros experimentos, o
ponto critico de uma substancia foi descoberto (SAIRAM et al., 2012).

Os primeiros pesquisadores a demonstrar o poder de solvatacdo dos fluidos
supercriticos em sélidos foram Hannay e Hogarth, em 1879. Eles estudaram as solubilidades do
cloreto de cobalto II, do cloreto de ferro I1I, do brometo de potéssio e do iodeto de potassio em
etanol no estado supercritico e observaram que as concentracdes desses haletos em etanol, no
estado supercritico, eram maiores do que aquelas previstas por suas pressdes de vapor. Os
autores observaram que uma elevagdao na pressao causava um aumento na solubilidade,
enquanto que um decréscimo na pressdo acarretava em uma precipitagdo. No entanto, mesmo
com o conhecimento da alta capacidade de solvatagao de um fluido supercritico, a extragdo com
o uso de fluidos supercriticos despertaram pouco interesse durante a primeira metade do século
XX (TAYLOR, 1996). Em 1970, um significativo desenvolvimento na extracdo com fluido
supercritico incentivou os trabalhos extensivosde remocao de cafeina do café com o uso de CO>
na Alemanha (SAIRAM et al., 2012).

A extracdo com fluidos supercriticos tém despertado grande interesse de pesquisa
devido as suas vantagens na qualidade dos produtos extraidos quando comparados com aqueles
extraidos por técnicas tradicionais na tecnologia de extragdo e fracionamento (JUSTO ef al.,
2005; SAHENA et al., 2009). A Tabela 2 apresenta algumas das vantagens e desvantagens do
processo de extragdo supercritica com o uso de CO».

As aplicagdes industriais da extragdo supercritica encontram-se nas mais diversas
areas: farmacéutica, cosméticos, alimentos, perfumaria e processamento quimico, com diversas
finalidades e continuam a crescer em todo o mundo, em parte, impulsionada pela demanda
crescente de produtos de alta qualidade e da globaliza¢do da economia (MAUL, 1986).

Nas industrias de alimentos, pode-se citar a extracdo e refino de 6leos comestiveis; a
extracdo de lupulo para a industria de cerveja; a descafeinizacdo do café e do mate; a
concentracdo de o6leos citricos; a producdo de condimentos de alta qualidade; entre outros
(FILIPPIS, 2001).Nas industrias de processamento quimico, a extragao supercritica ¢ utilizada
para isolamento, remog¢do, € ou, concentracdo de principios ativos naturais, antioxidantes,
corantes, constituintes organolepticamente caracteristicos e produtos indesejaveis, como a
remogao da nicotina do tabaco para a producao de cigarros “light”’; separacao de aromaticos de
produtos do petroleo; purificagdo de polimeros; extragdo de hidrocarbonetos liquidos do carvao

de pedra e da hulha; etc. (FILIPPIS, 2001; MAUL, 1986).



Tabela 2. Vantagens e desvantagens da extragdo supercritica com CO»

Vantagens

Desvantagens

v Os solventes utilizados sdo gasosos a

pressio normal e temperatura
ambiente, portanto, podem ser
facilmente eliminados dos residuos
de extracdao e dos produtos extraidos
e recuperados (MAUL, 1986);

O uso de CO> permite a extracao
diferencial de solutos nao polares até
solutos de polaridade média, livres de
umidade, além de ser um material
inerte, ndo inflamavel e baixo custo
(MAUL, 1986);

A extragdo supercritica ¢ um método
rapido, eficiente e limpo para a
extracdo de produtos naturais de
matrizes  vegetais (PEREIRA;
MEIRELES, 2010);

As condi¢gdes de operacdo e/ou a
adicdo de cossolventes podem ser
modificadas facilmente para
aumentar o poder de solvatacao
(PEREIRA; MEIRELES, 2010).

v" Compostos polares dificilmente sdo

extraidos sem a adicdo de um
cossolvente adequado (FILIPPIS,
2001; MAUL, 1986);

O processo torna-se caro, devido ao
alto investimento inicial, tal como o
custo dos equipamentos e construgao
de uma unidade industrial, o que
inviabiliza  economicamente a
extragao de produtos de baixo valor
agregado e de baixo rendimento
(MAUL, 1986);

Periculosidade ao operar com altas
pressoes (FILIPPIS, 2001);

v Nao had um modelo matematico geral

que representa a extragdo de produtos
naturais, visto que cada matriz se
comporta de forma particular perante
0o processo e suas condigdes de

operagio (SOVOVA, 1994).

2.2.1 Fluido Supercritico

Quando se percorre a linha de coexisténcia liquido-vapor de uma substancia pura em
direcdo a altas pressdes e altas temperaturas, como mostrado na Figura 2, a densidade do
liquido decresce e a do vapor cresce até um ponto em que se tornam iguais. Esse ponto
corresponde ao estado em que se tem liquido e vapor saturados e as duas fases se tornam
idénticas. A temperatura em que isso ocorre ¢ chamada de temperatura critica e a pressao de
vapor correspondente ¢ chamada de pressdo critica. Estes valores de temperatura e pressao
definem um ponto critico que € Unico para cada substancia. O estado da substancia ¢ chamado
de fluido supercritico quando a temperatura e a pressao excedem os valores do ponto critico

(MUKHOPADHYAY, 2000).
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Figura 2. Diagrama pressao versus temperatura para um componente puro

Fonte: (Adaptada de BRUNNER, 2005).

As propriedades fisicas de um fluido supercritico, intermedidrias entre um gés e
liquido, facilitam a extragdo de componentes. A compressibilidade semelhante a um gés, a
dissolugdao de solutos como um liquido (quando suficientemente comprimido), a baixa
viscosidade e a tensdo superficial como um gas possibilitam a fécil penetracao do fluido na
matriz s6lida da qual o componente ativo serd extraido. A difusividade intermediaria entre
gases e liquidos, variando com a densidade, facilita a rdpida transferéncia de massa e a extracao
em um periodo de tempo menor em comparagdo com o uso de solventes liquidos
convencionais. Um fluido supercritico mantido a densidade relativamente alta tem a
capacidade de dissolver uma variedade de materiais, semelhante ao comportamento de liquidos
convencionais (MAUL et al., 1986; MUKHOPADHYAY, 2000).

Uma comparagdo de propriedades fisicas do gas, liquido e fluido supercritico €
apresentada na Tabela 3. As propriedades dos fluidos supercriticos sdo expressas em termos de
seus valores reduzidos, temperatura reduzida (T,= T/T¢), pressdo reduzida (P.= P/P.) e massa
especifica reduzida (p.= p/pc), sendo que quando T; e P; sdo maiores que a unidade, a substancia

esta no seu estado supercritico (BRUNNER, 2005).



Tabela 3. Propriedades fisicas do gas, liquido e fluido supercritico

Estado do fluido Densidade Difusividade Viscosidade
(g/cm?) (cm?/s) (g/(cm s))

Gas
P=1 atm, T=15-30°C (0,6-2,0) x107 0,1-0,4 (0,6-2,0) x10*
Liquido
P=1 atm, T=15-30°C 0,6-1,6 (0,2-2,0) x10°° (0,2-3,0) x107
Fluido Supercritico
P=P.; T~T. 0,2-0,5 0,7x107 (1-3) x10*
P=4P.; T=T. 0,4-0,9 0,2x107 (3-9) x10*

Fonte: BRUNNER, 2005

Diversos solventes sdo usados na extragdo com fluidos supercriticos. De fato,
qualquer solvente pode ser usado como um solvente supercritico; entretanto, a viabilidade
técnica (propriedades criticas), toxicidade, custo e poder de solvatagao determinam o solvente
mais adequado para uma aplicagdo particular (PEREIRA; MEIRELES, 2010). Alguns
solventes utilizados em extragdes supercriticas e suas propriedades criticas sdo listados na
Tabela 4.

O COz ¢ o solvente mais comumente utilizado para extrair compostos bioativos de
fontes naturais em extracdo supercritica, apresentando a capacidade de extrair facilmente
compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres, ésteres, cetonas e aldeidos e substancias
polares, como agucares, polissacarideos, aminoacidos, proteinas, fosfatideos, glicosideos e sais
organicos nao soluveis (MAUL et al., 1986). O COzpossui condi¢des criticas facilmente
atingiveis (31,1 °C e 7,39 MPa) em que as extra¢gdes podem ser conduzidas a uma temperatura
suficientemente baixa para nao prejudicar as propriedades organolépticas e fisicas dos extratos.
O diagrama pressao versus temperatura do dioxido de carbono pode ser observado na Figura 3.

O CO; ¢ inerte em extragdes supercriticas, ndo oferece riscos de reagdes secundarias,
como oxidagdes, reducdes, hidrolises e explosdes, ¢ um solvente seguro, ndo poluente, ndo
toxico, de uso significativo na gaseificacdo de bebidas, e reconhecido como seguro (GRAS —
Generally Recognized as Safe) para uso na indlstria alimenticia. A polaridade do gas
carbdnico estd proxima a do pentano e do hexano, solventes apolares, comumente usados em
extragdes tradicionais por solvente. Outra caracteristica importante do uso de CO; ¢é a

possibilidade de se alcangar extratos livres de solventes. Uma vez que o procedimento de
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extragdo ¢ finalizado, a despressurizagdo do sistema torna o CO» gés, enquanto 0os compostos

extraidos da matriz solida precipitam (HERRERO et al., 2013; MAUL et al., 1986).

Tabela 4. Propriedades criticas de alguns solventes usados em processos de extragdo

supercritica
Solventc Temperatura critica Pressao critica Volume critico
(K) (MPa) (cm?®/mol)
Amonia 405,4 11,35 72,5
COz 304,1 7,37 94,1
Dimetil éter 400,1 5,27 171,0
Etano 305,3 4,87 145,5
Etileno 282,3 5,04 131,0
Metanol 512,6 8,09 118,0
n-hexano 507,5 3,02 368,0
Propano 369,8 4,25 200,0
Agua 647,1 22,06 55,9
Xenonio 290,1 5,80 118.,0

Fonte: Adaptada de PEREIRA; MEIRELES, 2010.
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Figura 3. Diagrama pressdo versus temperatura para o dioxido de carbono

Fonte: (Adaptada da internet: http://slideplayer.com.br/slide/3153530/)
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Mesmo em altas densidades, o CO> possui uma habilidade limitada de dissolver
compostos com alta polaridade. Desta maneira, a adigdo de cossolventes (ou modificadores,
como também sao conhecidos) pode aumentar a eficiéncia da extracao elevando a solubilidade
do soluto e modificando a seletividade do processo. Os efeitos da adigdao de cossolventes tém
sido estudados por diversos pesquisadores ¢ um grande numero de mecanismos t€ém sido
propostos para explicar os efeitos. Park et al. (2007) estudaram o efeito de cossolventes na
descafeinacao de cha verde por extragdo supercritica com CO> e adicao de dgua e etanol como
cossolventes. As condi¢des operacionais foram: pressdo de 300 bar, temperatura de 70 °C,
adi¢do de 30% v/v de cossolventes e vazdo de COzde 8,5 g/min. Os resultados mostraramum
rendimento maximo de 31,10 mgcafeina/Echa verde seco, NA €Xtragdo com adi¢do de agua e 40,30
Mg/ eha verde seco, NA €Xtragdo em que etanol foi adicionado, enquanto a extragdo supercritica com
CO3 resultou em um rendimento de cafeina de apenas 3,7 mg/gcha verde seco-

A melhoria do processo deve-se as interagdes quimicas soluto-cossolvente (ligagdes
de hidrogénio e interacdes d4cido-base) ou pelas interagdes fisicas (dipolo-dipolo e
dipolo-dipolo induzido). Outra explicac¢do ¢ que o inchago da matriz sélida facilita o contato do
soluto pelo solvente. Um importante fator na melhoria da solubilidade ¢ o aumento na
polaridade do solvente quando o cossolvente ¢ adicionado. O efeito predominante na extragao
dependera do tipo de cossolvente, da matriz sélida e do soluto. Em geral, a quantidade de
cossolvente a ser adicionada varia de 1% a 15% (v/v). Em alguns casos, acima de um certo
valor, a adi¢do de cossolvente passa a nao ter efeito sobre o processo de extragdo (PEREIRA;
MEIRELES, 2010; DALMOLIN et al., 2010). A Tabela 5 apresenta alguns dos cossolventes
mais utilizados em extra¢des com CO> supercritico.

Santos et al. (2013) estudaram a extragdo com CO; supercritico do 6leo de candeia
com o uso de etanol e acetato de etila como cossolventes. Os ensaios foram realizados a 70 °C e
24 MPa e com variagdes de 1,3 ¢ 5 % (v/v) de cossolventes. O rendimento nas mesmas
condi¢des com CO», foi de 1,55% (g/g), enquanto com o uso de 5% (v/v) de etanol e acetato de

etila, o rendimento aumentou para 2,35% (g/g) e 1,86% (g/g), respectivamente.
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Tabela 5. Aditivos comumente usados em extragcdes com CO» supercritico

Constante .
Massa Indice de
dielétrica a ) T ebulicio
Cossolvente Tc(°C)  Pc(atm)  molecular polaridade
20°C (°C)
(g/mol)
(-) (-)
Metanol 239,40 79,90 32,04 32,70 5,10 64,70
Etanol 243,00 63,00 46,07 24,30 4,30 78,00
Acetona 234,45 48,00 86,18 20,00 4,80 56,00
Hexano 235,45 30,20 58,08 6,30 0,10 69,00
Acetonitrila 275,00 47,70 41,05 37,50 5,80 82,00
Cloroférmio 263,20 54,20 119,38 4,81 4,10 61,20
Agua 374,10 217,60 18,01 80,10 10,20 100,00

Fonte: Adaptado de MODEY et al., 1996

2.2.2  Cinética da extragdo supercritica
A cinética da extracdo com fluidos supercriticos pode ser representada pela curva de

extracdo global, como mostrada na Figura 4, que representa a curva tipica de extragdo com as

variaveis concentragdo e tempo.
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Figura 4. Curva tipica de extracdo supercritica

Fonte: (Adaptada de MEIRELES, 2009).

Ela ¢ determinada levando em consideracao a massa de soluto extraida e ¢ uma fungao

do tempo do processo ou solvente consumido, de acordo com a Equacao 1:
t
Miotar = Q fo Y(H,t)dt (1

Em que my,;q; € a massa do extrato, Q ¢ a vazao do solvente supercritico, e Y(H,t) ¢ a
proporcao da massa do soluto com a massa do solvente em um dado tempo (t) na saida do
extrator ou leito (H). Geralmente, como mostra a Figura 5, as curvas de extracao global sdao

caracterizadas por trés periodos de tempo (MEZZOMO et al., 2009; PEREIRA; MEIRELES,
2010):

(a) Um periodo de taxa de extragdo constante: nesta etapa inicial a superficie externa das
particulas ¢ coberta com soluto de fécil acesso e a convecgdo ¢ o mecanismo de

transferéncia de massa dominante;
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(b) Em seguida, ocorre a taxa decrescente de extracdo: nesta fase as falhas do soluto na
camada externa da superficie da matriz aparecem e, entdo, inicia-se 0 mecanismo de

difusdo, fendmeno que atua combinado com a convecgao;

(c) Finalmente, ocorre o periodo de difusdo controlada: onde a camada de soluto na
superficie externa praticamente desapareceu e a transferéncia de massa ocorre

principalmente por difusdo do interior das particulas da matriz so6lida.

Massa de extrato

Extracdo decrescente

Extracdo constante

v

Tempo

Figura 5. Periodos da extragdo supercritica

Fonte: (Adaptada de SANTOS, 2013).

A curva de cinética da extragdo supercritica depende dos parametros do processo
extrativo e dos fendOmenos que ocorrem no extrator durante o processo de extragdo e,
frequentemente fornece informacgdes relevantes para comparagdes em processos extrativos que

facam uso do mesmo equipamento e amostras (SANTOS, 2013).

2.2.3 Fatores que influenciam na extracao supercritica

a) Efeito da pressdo e temperatura
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Temperatura e pressdo afetam o poder de solvatagdo devido as suas agdes sobre a
densidade do solvente. Consequentemente, o poder de solvatagdo pode ser modificado
manipulando-se a pressdo e temperatura de operagdo (PEREIRA; MEIRELES, 2010). O
parametro de processo mais relevante € a pressao de extracao que pode ser usada para modificar
a seletividade da extracdo supercritica. A regra geral é: quanto maior a pressdo, maior o poder
de solvatacao e menor ¢ a seletividade (REVERCHON; MARCO, 2006; TEMELLI, 2009). O
efeito da pressdo na extracao supercritica de 6leo de girassol foi estudado por Nimet et al.
(2011) com variagdo de pressdo de 19,3 a 25 MPa e vazdo constante de CO> de 3 cm?/min. Os
autores obtiveram rendimentos de até 87% (g/g) a 25 MPa devido a elevagao da solubilidade
do 6leo ocasionada pelo aumento da pressdo, levando ao aumento do rendimento da extragao.

A temperatura também ¢ um parametro que afeta a extragao supercritica e seu impacto
sobre a solubilidade ¢ complexo ¢ dependente de parametros competitivos — densidade e
pressdo de vapor do soluto. Considerando-se uma extragdo com o uso de COz como fluido
supercritico, a densidade de CO> diminui com a temperatura enquanto a pressao de vapor dos
solutos aumenta, levando ao fendmeno bastante conhecido de “cross-over” para isotermas de
solubilidade. Portanto, o impacto resultante da temperatura na solubilidade ¢ ditado pelo
parametro que tem efeito dominante a uma dada pressdo. Além disso, a difusividade aumenta
com a temperatura elevando a cinética da transferéncia de massa durante a extragdo
(TEMELLI, 2009). Rebolleda et al. (2012) investigaram a extragdo de 6leo de gérmen de milho
em temperaturas entre 40 a 85 °C, a uma pressao constante de 45 MPa e vazao de CO2 de 9 kg/h.
Os autores observaram que quanto maior a temperatura, maior o rendimento da extragao, o que
pode indicar que o aumento da pressao de vapor do 6leo com a temperatura foi mais relevante
do que a diminui¢do da densidade de CO2.No estudo da extragdo de 6leo de gergelim,Corso ef
al. (2010), observaram que a 25 MPa, 3 cm?/min de vazio de CO; e temperaturas entre 40 e 60
°C, o aumento da temperatura induziu a um aumento do rendimento da extracdo, evidenciando

que a solubilidade foi favorecida pelo incremento na temperatura.

b) Efeito do tempo de extracao
O tempo de extracdo corresponde ao tempo total em que a extragdo ¢ realizada e, ¢
essencial para assegurar o contato entre o solvente supercritico e a matriz solida, levando a
completa extragao dos componentes desejados. O aumento do tempo de extragdo, geralmente
leva a uma maior extragdo dos compostos da matriz. No entanto, periodos longos de extragao
podem ocasionar efeitos adversos, como a degradacdo de determinadas substancias devido a

temperatura. Baysal ef al. (2000) estudaram o efeito do tempo de extracdo do licopeno a partir
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da pasta de tomate com tempos de extracdo de 60, 120 e 180 min e verificaram que o maior
rendimento foi obtido com tempo de extracdo de 120 min. De acordo com os autores, o tempo
de 60 min foi insuficiente para uma completa extracdo e que para o tempo de 180 min, uma
degradacao térmica levou a menor rendimento de licopeno. Os autores concluiram que um
estudo mais detalhado do tempo de extracdo € necessario para a reducao de custos e aumento da

eficiéncia energética do processo.

c) Efeito do fluxo do solvente

Segundo Reverchon e Marrone (2001), o fluxo de solvente ¢ um parametro
importante, seja o processo controlado pela resisténcia a transferéncia de massa externa ou pelo
equilibrio, j4 que a quantidade de solvente supercritico alimentado ao tanque extrator,
determina a taxa da extracdo. Em geral, a velocidade do fluxo do solvente supercritico tem forte
influéncia na eficiéncia da extracdo do 6leo e um fluxo alto de solvente aumenta a capacidade
de extragdo. Entretanto, em alguns casos, o uso de fluxos muito altos de solventepode diminuir
o rendimento devido a um tempo de contato insuficiente entre o soluto e o solvente. Este efeito
foi estudado por Papamichail et al. (2000) através da extragdo do 6leo de sementes de aipo
moido utilizando o CO> como solvente com variagao de fluxo de 1,1 a 3,0 kg CO2/h. Os autores
que a quantidade de 6leo extraida por quilograma de solvente utilizado foi menor para o maior
fluxo de solvente, de 3,0 kg CO2/h. A diminui¢ao do rendimento com o uso de um maior valor
de fluxo de solvente pode ser atribuido ao efeito de canalizagdo, pois com aumento do fluxo de
solvente, este flui rapidamente através da amostra ao invés de difundir. O solvente flui através
de canais preferenciais, que limitam o contato necessario para a extracdo do composto.
Ressalta-se que uma alta taxa de solvente promove uma elevacao dos custos operacionais e de
capital e, esse fato deve ser considerado para aplicagdo do processo em escala industrial

(PEREIRA; MEIRELES, 2010).

d) Efeito do tamanho da particula, forma e porosidade do material s6lido
O tamanho da particula, forma e porosidade do material s6lido apresentam efeitos
diretos sobre a transferéncia de massa do processo. Para aumentar a taxa de extragdo, a matriz
solida deve ser triturada para aumentar a area de transferéncia de massa. Por outro lado,
particulas muito pequenas devem ser evitadas, pois seu uso pode compactar a matriz,
aumentando a resisténcia a transferéncia de massa interna e causando canaliza¢do dentro do
leito do extrator. Geralmente, para produtos naturais, o tamanho da particula varia de 0,25 a

1,8mm. Entretanto, esse parametro deve ser avaliado para cada tipo de material. Outro fator que
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deve ser considerado ¢ a forma das particulas, ja que devido aos processos de moagem, as
particulas podem ter diferentes formas, como por exemplo, esféricas, flocos, planas, etc.
Dependendo da forma, a difusao pode ser favorecida ou ndo, devido a porosidade do leito, que
influencia a transferéncia de massa no processo de extracdo. Em geral, um aumento na
porosidade da matriz promoverd uma extra¢do mais eficiente e radpida e a porosidade estd
relacionada ao tamanho das particulas e sua distribuicdo no leito (PEREIRA; MEIRELES,
2010). Papamichail et al. (2000) observaram que na extracao supercritica de 6leo de sementes
de aipo com CO», quando o tamanho das sementes de aipo foram reduzidas de 490 para 210 um
(condigdes de extragdo de: 150 bar, 45 °C e vazao de COzde 1,1 kg CO2/h), a taxa da extracio
aumentava de 0,11 para 0,20 % (Kgextrato/K@sementes). Isso pode ser atribuido a quantidade de 6leo
liberada que aumenta a medida que o tamanho da particula diminui devido ao maior contato do
material com o solvente proporcionado pela redugdo do tamanho das sementes. Na extracao
supercritica de 6leo de soja, Fiori (2009) também observaram que a 280 bar e 40 °C, para um
diametro médio de 1,20 mm das sementes moidas, a quantidade de 6leo extraida era de 8% da
quantidade de sementes alimentadas. Por outro lado, para particulas menores de 0,31 mm, o
rendimento final do 6leo foide 23%, indicando que quanto melhor o grau de moagem ou menor
o tamanho da particula, maior a quantidade de 6leo extraida e, portanto, maior o rendimento da

extracao.

2.2.4 Estudos sobre a extracdo supercritica de 6leos vegetais

Diversos autores t€m estudado o processo de extragdo supercritica para a producao de
Oleos vegetais. Salgin et al. (2006) estudaram a extracdo de 6leo de girassol com CO>
supercritico. Os experimentos foram realizados com pressdes de 200 a 600 bar, temperaturas de
40 °C, 60 °C e 80 °C, vazdes volumétricas de 1 -4 e 6 mLCO>/min e didmetros de particula de
0,23, 0,55, 1,09 e 2,18 mm. O processo de extragao foi representado pelo modelo Shrinking
Corel Model (SCM), em funcao do tempo, pressao, temperatura, diametro de particula e vazao
de extragdo. Os autores observaram que a 40 °C, 40 MPa e 4 mL CO2/min, uma diminui¢ao no
tamanho da particula proporcionou o aumento no rendimento total de 6leo, pois para um
tamanho de 0,55 mm foi obtido um rendimento de 57,2 %(g/g) foi obtido € com o uso de uma
particula de 2,18 mm alcangou-se um rendimento de apenas 26,9 % (g/g). Os autores também
concluiram que o aumento da pressao, temperatura e vazao volumétrica causaram aumento na
quantidade de o6leo extraida e, que o modelo representou bem o processo de extragdo

desenvolvido, permitindo o calculo da solubilidade do dleo e da difusividade efetiva.
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Pederssetti et al. (2011) estudaram a extracdo do 6leo de sementes de canola usando
CO2 supercritico e propano comprimido como solventes. As extragdes foram realizadas em uma
unidade em escala laboratorial em temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressoes de 200, 225 e 250
MPa para o COy; para o propano, temperaturas de 30, 45 e 60 °C e pressoes de 80,100 e 120
MPa. Os autores observaram que o propano como solvente apresentou maior poder de
solvatacdo em comparagdo ao CO>, em que, nos ensaios realizados o valor de rendimento
maximo obtido com o uso de CO; e propano comprimido como fluidos supercriticos foram de
19,49 e 23,83 % (extrato/gsementes), respectivamente. A temperatura foi o fator que mais
influenciou na extragdo com propano e as extragcdes com esse fluido ocorreram mais
rapidamente do que aquelas feitascom CO», indicando que o propano foi melhor solvente para a
extracdo supercritica do 6leo de canola. Com relacdo a composi¢do do o6leo, a analise das
distribuicdes de acidos graxos foi similar independentemente das condi¢des de temperatura e
pressdo investigadas e do uso de COy, propano ou extracdo convencional em Soxhlet com
n-hexano.

Os efeitos dos parametros, temperatura, pressdo, vazao massica € tamanho
caracteristico de particula na extragdo de 6leo de soja com CO; supercritico foram investigados
por Jokic ef al (2012). Dois extratores com volumes de 0,2 L e 5 L foram usados para mostrar a
influéncia do tamanho do extrator no processo. Os resultados mostraram que as curvas de
extracdo foram afetadas por todos os pardmetros avaliados: pressao (300 a 500 bar),
temperatura (40 a 60 °C), vazao de solvente (0,194 a 6,41 kg/h), tamanho da particula (0,383 a
1,06 mm) e tamanho do extrator. O rendimento da extragdo aumentou com o aumento da
pressao e temperatura, sendo que em pressao constante de 400 bar e temperaturas de 40 e 50 °C,
respectivamente, o rendimento aumentou de 17,6 para 18,5% (kg/kg). Para temperatura
constante de 40 °C e pressdes de 300 e 400 bar, respectivamente, o rendimento aumentou de
18,5 para 19,3%. A vazao influenciou no inicio do periodo de extra¢@o e quanto maior a vazao
(6,41 kg/h), menor o tempo de extracdo requerido para se alcangar o mesmo rendimento das
vazoes menores usadas (0,194 kg/h).As particulas maiores causaram uma inclinagdo menor nas
curvas de extragdo, demonstrando que o conteudo de 6leo ndo estava saturado em CO> como
indica a literatura.

Salea et al. (2017) propuseram o estudo da otimizagao da extragdo supercritica de 6leo
de gengibre em um aparato de escala laboratorial usando o método de matriz ortogonal de
Taguchi. Os efeitos de pressdo, temperatura e vazao de CO> no rendimento do processo foram
avaliados em faixas entre 10-15 MPa, 35-45 °C e 10-20 g/min, respectivamente. Os autores

concluiram que o aumento na pressao e a diminui¢ao na temperatura e vazao de COzelevaram o
19



rendimento da extra¢do. A condig¢do 6tima de operagdo verificada foi de 15 MPa, temperatura
de 35°C e vazao de 15 g/min com rendimento de 3,10% e o experimento em condi¢des 6timas
mostrou-se em boa concordancia com o resultado previsto pelo modelo computacional.

Durante o periodo de realizagdo do presente trabalho foram encontrados poucos
estudos relacionando a extragdo de 6leo de gérmen de milho em condigdes supercriticas com o
uso de CO; e cossolventes. Christianson et al. (1984) investigaram a extracdo supercritica de
0leo de gérmen de milho em pressdes de 34-55 MPa e temperatura constante de 50°C. Os
ensaios experimentais resultaram em um O6leo de melhor qualidade, com um rendimento
maximo de 23,4 % (g/g) de 6leo no maior valor de pressdo avaliado (55 MPa) e caracteristicas
de armazenamento melhores do que o 6leo obtido pela extracdo com hexano, devido a sua cor
clara e sabor. Entretanto, Christianson ef al. (1984) observaram que altas pressdes
desnaturavam as proteinas, incluindo enzimas oxidativas.

A extragdo de oleo de gérmen de milho, soja e algoddo foi estudado por List e
Friedrich (1989) em temperaturas variando de 70-90 °C e pressdo constante de 83 MPa e
compararam os resultados da extracdo supercritica e convencional com solvente organico em
prensa mecanica. O contetido de tocoferdis encontradona extracdo supercritica foi similar
aquele obtido pela extragdo convencional para os trés 6leos avaliados. Para o 6leo de milho, o
conteudo de tocoferol encontrado variou de 1200 a 1800 pg/g nos ensaios da extragao
supercritica com o uso de CO; e de 1500 a 1700 pg/g nos ensaios em prensa mecanica.

O estudo da qualidade das propriedades funcionais das proteinas de gérmen de milho
foi avaliado por Ronyai et al. (1998) com a utilizagdo de uma mistura etanol-dgua, como
cossolvente, em extragdo supercritica com CO». Os experimentos foram conduzidos a pressao
constante de 300 bar e temperatura de 42 °C e com a mistura etanol-agua variando de 0 a 10%
em peso sobre a vazdo de CO;, fazendo-se uso de dois separadores. Os autores observaram que,
usando CO> e adicdo de 7,5 % (% em peso) da mistura etanol-agua, o rendimento obtido foi
superior a 50% (g/g) e concluiram que as propriedades funcionais do gérmen de milho
(propriedades sensoriais, emulsionantes e composicdo de acidos graxos) apresentaram
resultados satisfatorios para uso do 6leo na industria de alimentos.

Rebolleda et al. (2012) analisaram a influéncia da temperatura do processo (35-86 °C),
pressao (20-53 MPa) e vazao méassica de CO> (4-9 kg/h), no rendimento e qualidade na extracao
de oleo de gérmen de milho. O 6leo obtido exibiu baixos valores do indice de acidez: 1,6 +
0,1% de acido oléico na temperatura de extragcdo de 84 °C e 1,3 = de 0,1% de 4cido oléico para
temperatura de 56 °C. Além disso, a capacidade antioxidante observada alcancou o valor

maximo de 34 mol BHT/ kg, na temperatura de 84 °C, pressao de 44 MPa e vazao de CO> de 6
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kg/h. O efeito da temperatura e pressdo sobre a extracdo mostraram que altas temperaturas e
pressdes aumentaram o rendimento das extragcdes. Na pressdo de 45,0 MPa, constante e
temperaturas de 40 e 79 °C, obteve-se rendimentos de 0,65 e 0,80 % (kg/kg), respectivamente.
E em temperatura fixa de 85 °C e pressdes de 45 e 53 MPa, os valores de rendimento foram de
0,45 e 0,65, respectivamente. A vazao massica do solvente apresentou-se como um parametro
irrelevante no rendimento da extracdo sob as condi¢des adotadas (4-9 kg/h).

Considerando a importancia dos processos de extracdo com fluidos supercriticos e
visando complementar as informagdes ja contidas na literatura e avaliar novas condigdes de
operagdo, solventes ¢ qualidade das amostras extraidas, no presente trabalho optou-se por
investigar a extracao de 6leo de gérmen de milho com o uso de CO; supercritico e cossolventes.
Na extracdo com COz supercritico avaliou-se a temperatura (45-85 °C) e pressao (150-250 bar),
com vazao de CO; de 3 mL/min. Nas extra¢cdes com adicao de cossolventes avaliou-se a
temperatura (40-80 °C) e vazao dos cossolventes (0,01-0,1 mL/min) a uma pressao fixa de 250
bar. E ao final dos processos de extragdo analisou-se a qualidade e composi¢ao dos extratos e 0s

resultados foram comparados com o método de extracdo convencional em Soxhlet.
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CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

3.1MATERIAL

3.1.1 Gérmen de milho

O gérmen de milho utilizado neste trabalho foi gentilmente fornecido pela companhia
CARAMURU Alimentos S.A., Itumbiara — Goids, Brasil, engordurado (sem nenhum tipo de
remocao prévia do contetido de 6leo) e imido, ja moido. Suas propriedades em peso: 11,26 +
0,09% em umidade; 11,38 £ 0,13% em proteinas; 3,28 £ 0,05% em cinzas ¢ 7,67 + 0,47% em
fibras. O mesmo gérmen foi utilizado para todas as extragdes supercriticas com CO», com

adi¢ao de cossolventes e extragcdes convencionais em Soxhlet.

3.1.2 Gases, Reagentes e Padrdes

Nos ensaios de extra¢do supercritica com CO», adi¢ao de cossolventes e convencional
foram utilizados: didéxido de carbono (Gama gases especiais — IBG, 99% de pureza), hexano
(Sant, 98,5%), etanol (Anidrol, 99,5%) e acetona (Anidrol, 99,5%).

Na reacdo de derivatizagdo, para as analises de quantificacdo de acidos graxos por
cromatografia gasosa, os reagentes usados foram hidroxido de potassio (Vetec, 85%), metanol
(Dindmica, 99,8%) e heptano (Synth, 99%).

Nos ensaios da capacidade oxidativa utilizando o método de redugdo do radical livre
DPPHe foram utilizados metanol (Dinamica, 99,8%) e DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazina)
(Sigma-Aldrich, 95%).

Os ensaios de indice de acidez foram realizados com etanol (Anidrol, 99,5%), biftalato
de potassio (Synth), fenolftaleina (Synth) e hidroxido de sédio (Dinamica) e, os ensaios de
indice de perdxido foram realizados com acido acético (Synth, 100%), cloroféormio (Dindmica),

tiossulfato de sodio (Synth) e amido soluvel (Dinamica).
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3.2METODOS

3.2.1 Extracdo com CO; supercritico

Os experimentos de extragdo em condi¢des supercriticas com o uso de CO; foram
realizados em uma unidade de escala laboratorial, que constava de um cilindro de CO3; dois
banhos termostatizados, um dos banhos (THERMO SCIENTIFIC, A-10) utilizado para resfriar
o solvente antes de entrar na bomba e o outro (TECNAL, TE-184) usado para manter o extrator
aquecido na temperatura desejada; uma bomba do tipo seringa (ISCO, modelo 500D) e um
extrator com volume interno de aproximadamente 63 mL (diametro de 1,98 cm e altura 20,5

cm). A Figura 6 mostra a unidade de extrag@o supercritica utilizada.

Figura 6. Aparato experimental utilizado para a extragdo com CO; supercritico: (1) Cilindro de

CO»; (2) Bomba do tipo seringa; (3) Extrator; (4, 5) Banhos termostaticos; (6) Controlador de
temperatura da valvula de expansao; (7) Indicador de temperatura; (8) Indicador de pressao; (9)
Controlador da bomba; (10) Frasco de coleta das amostras; (V1,V2 e V3) Valvulas agulhas; (V4)

Valvula micrométrica.
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Para andlise preliminar foram realizadas extragdes com temperaturas variando de 30 a

90 °C, pressoes de 100 a 250 bar e vazdes de 1 a 5 mL/min de CO,. Dessa forma, de posse dos

resultados, 9 ensaios experimentais foram definidos para se avaliar os efeitos de temperatura e

pressao sobre o rendimento (variavel resposta). Além disso, a influéncia da densidade de CO»

na temperatura e pressdo foi estudada, com as densidades consultadas na literatura (NIST,

2017). As faixas de operagao utilizadas foram de temperaturas variando de 45 a 85 °C, pressoes

de 150 a 250 bar, como mostra a Tabela 6. Devido aos resultados dos testes preliminares e

limitagdes dos equipamentos € como a vazao no equipamento mostrou-se de dificil controle de

variacdo, a mesma foi mantida constante em 3 mL/min.

Procedimento experimental da extragdo supercritica de 6leo de gérmen de milho com

o uso de COy:

1)
2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Inseriu-se a amostra no extrator;

Verificou-se se todas as valvulas estavam fechadas;

Ligou-se o banho termostatico a 5 °C na bomba seringa, para prevenir a vaporizagao do
solvente;

Atingida a temperatura do banho termostatico, abriu-se a valvula do cilindro de COz e a
valvula tipo agulha de entrada na bomba (V1), como mostra a Figura 6;

Fez-se um refil da bomba, que consistia no preenchimento do reservatorio da bomba
com o solvente (CO;). Aguardou-se um tempo de cerca de 30 minutos (tempo
usualmente utilizado em extragdes supercriticas) para completa acomodagdo de CO2 em
estado liquido e obter o volume maximo de gés;

Regulou-se o controlador de temperatura (modelo N1100), interligado ao bloco de
aquecimento na saida do extrator (mantido a 90 °C), para evitar o congelamento do
extrato na saida do sistema devido ao abaixamento de temperatura (efeito
Joule-Thompson) provocado pela expansao do gas;

Apo6s os 30 min, as valvulas do cilindro e de entrada na bomba seringa (V1) foram
fechadas e, em seguida, abriu-se a valvula de alimentacdo do sistema (Vz) e
pressurizou-se a bomba e o extrator simultaneamente na pressao desejada, em intervalos
de pressao de 10 bar, aproximadamente;

Alcangada a pressao operacional, aguardou-se um tempo, estipulado previamente em 30
min, para eliminagdo dos gradientes de temperatura e pressdao (chamado de tempo de

pré-extragao);
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9) Apoés a vazao volumétrica indicada pela bomba tipo seringa alcancar o valor zero,
anotou-se o volume de gis da bomba, encaixou-se o frasco coletor de amostra e
iniciou-se a extracao;

10) A valvula macrométrica foi aberta completamente (Vi) e a micrométrica (V3)
vagarosamente, até que a vazao de solvente de operagdo fosse alcangada;

11) As valvulas V3 e V4 foram fechadas em intervalos de 10 min para pesagem da amostra,
sendo que a cada pesagem do frasco anotou-se também o volume de CO> remanescente
na bomba;

12) A extragdo foi finalizada quando a massa instantanea (MmasSaexraida/tempo) fosse
esgotada da matriz sélida, ou seja, ndo apresentasse mais alteragdes na pesagem.

13) As amostras foram fechadas, lacradas e mantidas ao abrigo da luz em geladeira comum;

14) O sistema foi despressurizado e todos os equipamentos (bomba seringa, banhos

termostatizados e controlador de temperatura) desligados.

Tabela 6. Condicdes experimentais dos ensaios supercriticos de 6leo de gérmen de milho com

o uso de CO»

Ensaio Temperatura (°C) Pressao (bar) Densidade (g/mL)
1 52 164 0,715
2 80 164 0,484
3 52 235 0,811
4 80 235 0,663
5 45 200 0,813
6 85 200 0,563
7 65 150 0,554
8 65 250 0,762
9 65 200 0,692

Os rendimentos foram calculados pela Equacao 2 e ajustados em um modelo quadratico usando
analise de regressao e com o valor-p que menor do que 0,05 considerado como estatisticamente

significante.
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Rendimento = —— x 100 (2)

Mextseco

Na qual:
m,,— massa total de 6leo extraida;

Moyt seco— Massa de extrato seco (gérmen de milho).

3.2.2 Extracdo com CO; supercritico e cossolventes

Os experimentos de extracdo supercritica com o uso de COz e cossolventes foram
realizados na mesma unidade de escala laboratorial que os experimentos utilizando-se apenas
CO», com algumas modifica¢des apenas, como apresentado na Figura 7. A mesma constava de
um cilindro de CO»; dois banhos termostatizados, um dos banhos (THERMO SCIENTIFIC,
A-10) utilizado para resfriar o solvente antes de entrar na bomba e o outro (ETHIK
TECHNOLOGY, 521D) usado para manter o extrator aquecido na temperatura desejada; uma
bomba do tipo seringa (ISCO, modelo 500D); uma bomba HPLC isocratica (LabAlliance,
SERIES 1II) e um extrator com volume interno de aproximadamente 63 mL (didmetro de 1,98

cm e altura 20,5 cm). Os cossolventes utilizados foram: hexano, etanol e acetona.
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Figura 7. Aparato experimental utilizado para a extracdo com CO; supercritico e cossolventes:
(1) Cilindro de CO2; (2) Bomba do tipo seringa; (3) Controlador da bomba; (4, 7) Banhos
termostaticos; (5) Bomba HPLC isocratica (com erlenmeyer para alimentacao de cossolventes);
(6) Extrator; (8) Indicador de pressao; (9) Indicador de temperatura; (10) Controlador de
temperatura da valvula de expansao;(11) Balao de coleta das amostras; (V1,V2, V3, Vae Vs)

Vilvulas agulhas; (V) Valvula micrométrica.

As extragdes supercriticas com o uso de CO> e adigao dos cossolventes (hexano, etanol
e acetona) foram realizadas em temperaturas variando de 40 a 80°C, vazdes de 0,01 a
0,1mL/min decossolvente, pressdo fixa de 250 bar, vazdo de CO> de 3mL/min e tempo de 4
horas, com uma Unica pesagem da amostra extraida ao final de cada ensaio. A delimitagdo do
tempo de extragdo foi realizada devido a ndo existéncia deesgotamento dos cossolventesno
processo, visto que o mesmo era alimentado continuamente no extrator. A amostra foi pesada
uma Unica vez, ao final do processo, pois o cossolvente poderia evaporar durante o
procedimento experimental causando oscilagdes nos resultados das pesagens das amostras

extraidas.

Procedimento experimental da extragdo supercritica de 6leo de gérmen de milho com
o uso de CO; e cossolventes:
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1) Inseriu-se a amostra no extrator;

2) Verificou-se se todas as valvulas estavam fechadas;

3) Ligou-se o banho termostatico a 5 °C na bomba seringa, para prevenir a vaporizagao do
solvente;

4) Atingida a temperatura do banho termostatico, abriu-se a valvula do cilindro de CO; e a
valvula tipo agulha de entrada na bomba (V1), como mostra a Figura 6;

5) Fez-se um refil para preenchimento do reservatério da bomba com o solvente (CO»).
Aguardou-se um tempo de cerca de 30 minutos para completa acomodagdo de CO2 em
estado liquido e obter o volume maximo de gés;

6) Regulou-se o controlador de temperatura (modelo N1100), interligado ao bloco de
aquecimento na saida do extrator (mantido a 90 °C), para evitar o congelamento do
extrato na saida do sistema devido ao abaixamento de temperatura (efeito Joule -
Thompson) provocado pela expansao do gas;

7) Realizou-se a purga da bomba de liquido, para evitar que grande volume de ar entrasse
na bomba e atrapalhasse o funcionamento da mesma;

8) Apos os 30 min, as valvulas do cilindro e de entrada na bomba seringa (Vi) foram
fechadas e, em seguida, abriu-se as valvulas de alimentacdo do sistema (V2, Vi e Vi) e
regulou-se a vazao das duas bombas e esperou-se a bomba seringa atingir a pressao
desejada para a extragdo apenas com a regulagem da vazao;

9) Aguardou-se um tempo, estipulado previamente em 30 min, para elimina¢do dos
gradientes de temperatura e pressao (chamado de tempo de pré-extragdo);

10) Anotou-se o volume de gis da bomba, encaixou-se o frasco coletor de amostra e
iniciou-se a extracao;

11) Abriu-se a valvula macrométrica completamente (Vs) e a micrométrica (V)
vagarosamente, até¢ que a pressaode operagdao permanecesse no valor desejado;

12) A extragdo foi finalizada ao se completar 4 horas de processo e entdo foi realizada a
unica pesagem da amostra;

13) As amostras foram mantidas em estufa para eliminar o cossolvente remanescente até
pesagem constante;

14) As amostras, apos eliminacdo completa do cossolvente, foram fechadas, lacradas e
mantidas ao abrigo da luz em geladeira comum;

15)O sistema foi despressurizado e todos os equipamentos (bomba seringa, bomba

isocratica, banhos termostatizados e controlador de temperatura) desligados.
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3.2.3 Extragdo com solvente organico

A extragdo usando solvente organico foi realizada no equipamento Soxhlet
(Vidrolabor), segundo métodos quimicos e fisicos para andlise de alimentos do Instituto Adolfo
Lutz (2004). O aparelho consistia em um extrator do tipo Soxhlet, um condensador tipo bola e
um baldo de fundo redondo equipado com juntas esmerilhadas. A Figura 8 apresenta uma forma
esquematica do Soxhlet utilizado na extracdo de 6leo de gérmen de milho. Uma quantidade de
30 g de gérmen de milho foi adicionada em cartuchos de papel filtro dobrados e costurados com
fios limpos, de maneira a prevenir perda da amostra. Separadamente, 220 mL de cada um dos
solventes utilizados foram adicionados, sendo eles etanol, acetona e hexano no baldo de fundo
redondo. Os solventes organicos foram escolhidos devido as diferengas de suas polaridades e
constantes dielétricas. O etanol ¢ um solvente polar protico, a acetona € polar aprotica e o

hexano apolar e suas constantes dielétricas sdo, respectivamente, iguais a 30, 19,5 ¢ 1,88.

Figura 8. Aparato Soxhlet: (1) Manta aquecedora; (2) Baldo volumétrico de fundo redondo
com juntas esmerilhadas; (3) Extrator do tipo Soxhlet; (4) Condensador tipo bola; (5) Cartucho

poroso com a matriz sélida.
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O sistema foi mantido em refluxo durante 8 horas. Em seguida, evaporou-se o excesso
de solvente do extrato de interesse em um rotaecvaporador (IKA RV 10 digital) na rotacao de 140
rpm ¢ o material remanescente foi acondicionado em estufa até peso constante (+ 0,01 g). Os

resultados de rendimento foram definidos em relagdao a massa de amostra inicial (Equagao 3).

mg

Rendimento (%) = x 100 (3)

Malim

Em que:
mg =massa da amostra extraida;

Mgim =massa de gérmen de milho alimentada inicialmente.

3.2.4 Caracterizagao do extrato

3.2.4.1 Propriedades fisicas

a) Densidade

A determinagdo da densidade de oOleos tem importante papel nas industrias
alimenticias, possibilitando-se verificar a existéncia de adulteragdes nos produtos, seja por
adicdo de 4dgua ou presen¢a de substancias contaminantes. Neste trabalho, a determinacdo da
densidade foi feita por picnometria, segundo métodos quimicos e fisicos para analise de
alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2004), utilizando-se um picndometrode 1 mL com tampa e
gargalo esmerilhados para aumentar a precisao do volume de liquido, a 20 °C com o auxilio de
um banho termostatico. O procedimento consistiu em realizar medida de massa do picndmetro
vazio, em seguida, agua deionizada foi colocada no mesmo picndémetro, o mesmo era medido e
ap6s 10 min dentro do banho termostatico, para estabilizar a temperatura, era medido
novamente(a dgua foi utilizada por ser o liquido de referéncia na determinacdo de densidade de
liquidos).Conhecendo a massa (1, 9349 g) e densidade da 4gua a 20 °C (0, 9982 g/mL)
(WEAST et al, 1984), determinava-se o volume da 4dgua. Pela Equacdo 4 que representava o
volume do picndmetro, o procedimento era repetido, usando o 6leo. Dessa forma, a massa do

6leo de gérmen de milho poderia ser medidano picndmetroe, com conhecimento de sua massa e
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volume previamente determinado pela analise da agua, a densidade era calculada para os

extratos.
p=r (4)
Em que: p = densidade (g/mL);m = massa (g); V = volume (mL).

b) Indice de refragio

O indice de refragao refere-se a relacao da velocidade de radiagao de uma frequéncia
no vacuo com a mesma frequéncia no meio em que se esta trabalhando, indicando altera¢des na
densidade ¢ contaminac¢des da substancia em analise, sendo muito utilizado na industria
alimenticia. No presente trabalho, a determinagao do indice de refragao foi feita de acordo com
métodos quimicos e fisicos para andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2004),
fazendo-se uso de um refratometro de Abbée utilizando-se uma temperatura de 40 °C.

O procedimento consistia em, primeiramente, limpar os prismas comum algodao
umedecido com acetona. Apds certificagdo de que os prismas estavam completamente limpos e
secos, o instrumento e a luz eram ajustados para possibilitar uma leitura precisa e, entdo a
amostra era inserida em pequenas gotas nos prismas, os mesmos eram fechados e travados. A
amostra permanecia entdo por 2 minutos em repouso, até que a temperatura do aparelho fosse

atingida e a leitura entdo realizada.
3.2.4.2 Perfil de 4cidos graxos em cromatografia gasosa
a) Derivatizacdo

Uma por¢ao de 60 mg de cada amostra de 6leo de gérmen de milho obtida nos ensaios
de extragdo foi pesada em um tubo de ensaio com tampa e 2 mL da solucao de KOH/Metanol
previamente preparada foram adicionados e o tubo foi fechado. Em seguida, o tubo foi agitado
por 5 minutos ininterruptamente em agitador vortex e 5 mL de heptano foram adicionados.
Entdo, aguardou-se ocorrer a separagdo das fases e transferiu-se a fase superior para o

recipiente onde seria realizada a quantificagdo dos acidos graxos do 6leo de gérmen de milho.
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b) Analise do perfil de acidos graxos

Na analise do perfil dos acidos graxos do 6leo de gérmen de milho foi utilizado um
cromatografo gasoso, da marca Shimadzu, modelo GC — 2010, equipado como um detector FID
e uma coluna capilar (30 m x 0,32 mm de didmetro interno) RTX — Wax, da marca Restek. A
coluna foi mantida a 210 °C e a inje¢do e detec¢ao foram realizadas a 250 °C, usando hélio em
splitde 1:50. O método de padronizagao interna foi usado, sendo injetado o padrdo interno de
cada acido graxo e o padrao interno em separado para se conhecer os seus tempos de
retengdo.Dessa forma, os picos de acidos graxos foram identificados e determinados por
comparagdo com o tempo de retengdo de cada componente. A Tabela 7 apresenta os tempos de

retencao dos padrdes usados neste trabalho.

Tabela 7. Padrdes de acidos graxos e tempos de retencdo utilizados na analise quantitativa de

6leo de gérmen de milho (Rade et al., 2015)

. ) Composicao
Acido graxo Tempo de retengao (min)
(% em peso)
Palmitico 4,720 12,00
Estearico 6,303 2,90
Oléico 6,447 32,20
Linoléico 6,856 52,20
Linolénico 7,474 0,70

3.2.4.3 Analise da atividade antioxidante - DPPHe

A atividade antioxidante foi determinada utilizando-se o radical livre estavel DPPHe,
que sofre reducdo na presenca de antioxidantes, segundo método descrito por Rufino et al.
(2007). O ECsp refere-se a uma estimativa da concentragdo da amostra necessaria para reduzir
em 50% a concentragdo inicial do DPPHe. Portanto, quanto menor o seu valor, maior ¢ a
capacidade antioxidante das substancias presentes.

O reagente DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazina)(SIGMA ALDRICH CO) foi usado
como padrdo e as solugdes foram preparadas com o uso de metanol como solvente. O
procedimento consistiu, inicialmente, no preparo da solugdo de alcool metilico a 50% e da

solucao de acetona a 70%, ambos em agua e da solugao controle de dlcool metilico, acetona e
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dgua. Esta ultima foi preparada adicionando-se 40 mL de cada solu¢dao preparada e
completando o volume para 100 mL com 4agua destilada, seguida por homogeneizagdo e
armazenamento a temperatura ambiente. Apos o preparo das solugdes acima, 0,024 g de DPPHe
foram dissolvidos em alcool metilico e completou-se o volume para 100 mL em um balao
volumétrico também com alcool metilico. Ap6s homogeneizagao, a solucdo foi transferida para
um frasco de vidro ambar (para prote¢ao do contato com a luz). A partir da solugdo inicial de
DPPHe, foram preparadas as solugdes para a constru¢ao da curva do DPPHe, variando de 10uM

a 50uM, conforme a Tabela 8.

Tabela 8. Preparo das solugdes para a curva do DPPHe

Solugdo de DPPHe (mL)  Alcool metilico (mL) Concentragdo final de DPPHe (uM)

0 10 0
1,7 8,3 10
3,3 6,7 20
5,0 5,0 30
6,7 3,3 40
8,3 1,7 50
10 0 60

Em um ambiente escuro, uma aliquota de cada solu¢do de DPPHe (10uM a 60um) foi
transferida para cubetas de vidro e foi realizada a leitura em espectrofotometro (Pré-analise,
V1200), no comprimento de onda de 515nm, utilizando-se dlcool metilico, como branco para
calibracdo do equipamento. Com os resultados, as concentracdes de DPPHe (uM) foram
determinadas através de um grafico de absorbéncia versus concentragdo DPPHe (uM).

Para os extratos, foram preparadas cinco diluigdes em duplicata com agua destilada.
Em ambiente sem luz, uma aliquota de 0,1 mL de cada dilui¢do do extrato foi transferida para
tubos de ensaio com 3,9 mL do DPPH+ e homogeneizada agitando-se manualmente. Entdo,
utilizou-se 0,1 mL da solugdo controle com 3,9 mL do DPPH* e homogeneizou-se também. O
alcool metilico foi utilizado como branco, para calibrar o espectrofotdmetro. As leituras foram
monitoradas a cada minuto para observacdo da absorbancia até sua estabilizagdo. Apos a
leitura, o valor correspondente & metade da absorbancia inicial do controle foi obtido através da
equagdo da curva do DPPHe anteriormente calculado, para encontrar o consumo em pM de

DPPHe.
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Para o seu célculo, foi construido um grafico de absorbancia no eixo versus a dilui¢do
em (mg/L) e determinou-se a equacdo da reta Para o célculo da atividade antioxidante,
substituiu-se a absorbancia equivalente a 50% da concentragdo do DPPHe e encontrou-se o

resultado do ECsy.

3.2.4.4 indice de acidez

A determinag¢do do indice de acidez fornece uma importante avaliagdo do estado de
conservagdo do 6leo e foi realizada de acordo com o método Ca 5a-40, como apresentado por
Abdala et al. (2014). As amostras foram homogeneizadas e 0,1 g pesadas em um béquer de 250
mL. Adicionou-se 25 mL de alcool (96%, em 4gua), 25 mL de éter etilico e 0,2 mL do indicador
fenolftaleina. Titulou-se com a solug¢do de hidroxido de sddio 0,1 M (preparada em um baldo de
250 mL, com a quantidade de 1 g de NaOH, 10 mL de 4gua e o restante do balao completado
com etanol) movendo-se o béquer vagarosamente e até aparecimento da cor rosa (aspecto mais
intenso, escuro) e permanéncia por 30 segundos. Anotou-se, entdo, o volume gasto na titulacao.

Com o resultado da titulagdo, calculou-se o indice de acidez em termos de
porcentagem de acido oleico (acido graxo utilizado no célculo de acidez de 6leos e gorduras)

com o uso da Equagdo 5.

282xCMxV
10xmgy

Acido oléico ( 9 ) =

100 mg (5)
Em que:

CM = concentragdo molar do NaOH (M) ;

V = volume de NaOH usado na titulagdo (mL);

m, = massa da amostra (g).
3.2.4.5 Indice de Peroxido

O teste de indice de peroxido foi realizado segundo os métodos quimicos e fisicos para
analise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2004). O procedimento consistiu,
primeiramente, no preparo de uma solugao saturada de iodeto de potassio. Mediu-se 30 g de
iodeto de potassio e adicionou-se 21 mL de 4dgua, mantendo-se, entdo, a mesma em frasco

ambar at¢é o momento de sua utilizagdo. Em seguida, pesou-se 5 g da amostra em um
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erlenmeyer de 250 mL, adicionando-se, 30 mL de uma solugao acido acético-cloroformio 3:1 e
agitando até a dissolugdo da amostra. Adicionou-se, a seguir, 0,5 mL da solucdo saturada de KI
e deixando em repouso, protegendo da luz, por um minuto. Acrescentou-se 30 mL de agua e
titulou-se com solugao de tiossulfato de soédio 0,1 N, com constante agitagao até que a coloracao
amarela desaparecesse.

Posteriormente, adicionou-se 0,5 mL de solu¢do de amido indicadora (0,5% m/v) e
procedeu-se com a titulagdo até o completo desaparecimento da coloragdo azul e anotou-se o
volume gasto na titulacdo. Uma prova em branco também foi preparada e titulada nas mesmas
condi¢des. Com o resultado da titulagdo, calculou-se o indice de per6xido em miliequivalentes

de oxigénio ativo por quilograma de 6leo (meq/ kg 6leo) com o uso da Equacao 6.

(V4=VB)XNXfx1000
my

Indice de peroxido =

(6)

Onde:

V, = volume da solugdo de tiossulfato de sodio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagdoda amostra;
Vg = volume da solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulacdo do branco;
N = normalidade da solucao de tiossulfato de sodio;

f = fator da solucao de tiossulfato de sédio;

m, = massa da amostra.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e a discussdo sobre a extracao supercritica com
CO: e adicao de cossolventes, propriedades fisicas e qualidade do 6leo de gérmen de milho, a

partir das analises de potencial oxidativo, perfil de 4cidos graxos, acidez e peroxido.

4.1 Processos de extracao do 6leo

4.1.1 Curvas cinéticas da extragdo supercritica

As curvas cinéticas de extracao, relacionando a massa de 6leo extraida com o tempo e
rendimento dos extratos com o tempo, obtidas para os ensaios 1, 2, 3 ¢ 4 de extracao

supercritica com o uso de CO» (PCC) sdo apresentadas na Figuras 9 e 10.

1.8 T T T T T T T T T T

-
Ta
T

1

Massa de extrato (g)
T

|:|,|:| 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

Figura 9. Curvas massa de extrato versus tempo do processo de extracdo de 6leo de gérmen de

milho em diferentes condig¢des de extragdo utilizando o CO, supercritico como solvente (Ensaio

1 (@) 52°C e 164 bar; Ensaio 2 (m) 80 °C e 164 bar; Ensaio 3 (A ) 52 °C e 235 bar; Ensaio 4 (»)
80 °C €235 bar)
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Rendimento (% g/g)

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
Figura 10. Curvas rendimento versus tempo do processo de extracao de 6leo de gérmen de

milho em diferentes condig¢des de extragdo utilizando o CO, supercritico como solvente (Ensaio

1 ()52 °C e 164 bar; Ensaio 2 (m) 80 °C ¢ 164 bar; Ensaio 3 (A ) 52 °C e 235 bar; Ensaio 4 (»)
80 °C e 235 bar)

As curvas obtidas mostram o comportamento ndo linear tipico da cinética de extragdo
com fluido supercritico. Observa-se pela Figura 9,que o tempo minimo de extracao foi de 140
min ¢ o tempo maximo de extracao foi de 280 min, ambos suficientes para extrair o 6leo no
gérmen de milho. Além disso, nota-se que dois periodos de tempo merecem destaque. No
primeiro, ocorre um rapido aumento na massa de extrato acumulado em um curto periodo de
tempo, caracterizando o periodo teer, tempo da taxa de extra¢do constante. Para o ensaio 1, o
periodo CER ocorre entre 0 e 50 minutos € no ensaio 30 teerocorre entre 0 e 30 minutos, o que
demonstra a variagdo de ocorréncia existente em cada ensaio, decorrente das diferentes
condi¢cdes de temperatura. No segundo periodo (platd da curva) nota-se que a extragdo do 6leo
de gérmen de milho no CO> supercritico € quase nula, caracterizando o periodo tfr (tempo da
taxa de extracdo decrescente). Para o ensaio 3 o periodo FER ocorre entre 75 e 140 minutos e no
ensaio 4 o trrocorre entre 35 e 220 minutos. A ndo visualizagdo completa das trés fases tipicas
de uma curva cinética ¢ bastante comum e isso ocorre com frequéncia quando se tem alta
solubilidade do extrato no CO; supercritico (SANTOS,2012).

Com os resultados da Figura 10, observa-se que o maior valor de rendimento obtido
ocorreu no ensaio 3 que apresentou o menor tempo de extragdo (140 minutos),um periodo de

extracdo CER de 0 a 30 minutos e um periodo de extracdo FER de 30 a 130 minutos. J4 o menor
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valor de rendimento ocorreu no ensaio 2 com um tempo total de extragdo de 210 minutos, um
periodo de extracao CER de 0 a 50 minutos e um periodo de extragdo FER de 50 a 180 minutos.
Estes resultados demonstraram que o menor tempo total de extragdo e menores tempos de
duragdo dos periodos CER e FER proporcionaram maior rendimento no ensaio 3. O mesmo
resultado ¢ observado para os ensaios 1 e 4, pois o ensaio 1 com rendimento de 5,00%
apresentou maior tempo total de extracdo e periodos CER e FER, com relag@o ao ensaio 4, que
apresentou um rendimento maior de extracao de 5,68%. Portanto, pode-se afirmar que menores
tempos de ocorréncia dos periodos CER e FER ocasionaram os maiores rendimentos nos

ensaios de extragdo supercritica.

4.1.2 Extragdo com COz supercritico, efeito da temperatura e pressao do processo

Com resultados de testes preliminares foi possivel observar os limites de temperatura e
pressdo a serem utilizados no equipamento de extracdo. Na pressao de 100 bar, ndo se obteve
resultados de rendimento, independente do valor de temperatura utilizado e tal resultado
permitiu a exclusdo desse valor de pressao na definicdo dos limites a serem usados no
planejamento experimental. Dessa forma, os limites para os 9 ensaios experimentais foram
definidos como: temperaturas variando de 45 a 85 °C, pressoes entre 150 e 250 bar e vazao
constante de 3 mL/min. Os resultados dos experimentos da extracdo com CO> em condigdes
supercriticas para avaliacdo dos efeitos de temperatura e pressdo sdo apresentados na Tabela 9.

Observou-se pelos valores obtidos, que as extragdes realizadas a pressdo constante
apresentaram uma diminui¢do no rendimento da extragdo supercritica com a elevagdo da
temperatura (ensaios 1 e 2 realizados a 164 bar, ensaios 3 e 4 realizados a 235 bar e ensaios 5 e
6 realizados a 200 bar), o que demonstra o efeito negativo da temperatura sobre o rendimento.
Salgin et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes na extracdo supercritica de 6leo de
girassol, em que, a pressdes abaixo de 300 bar o aumento da temperatura resultou em uma
diminui¢do significativa do rendimento e da solubilidade. Estes resultados podem ser
explicados pelo efeito “crossover”, ou seja, 0 aumento na temperatura, com pressao constante,
ocasiona uma queda na densidade de CO> bem como o aumento na pressao de vapor do soluto.
A queda na densidade de CO; ¢ significativa a pressdes proximas ao ponto critico, resultando
em uma queda na solubilidade. Ozkal et al. (2005 a) também observou uma queda na
solubilidade com o aumento da temperatura, na extracdo de sementes de damasco a 150 bar,
atribuindo os resultados ao efeito “crossover”. Rebolleda et al. (2012) estudaram a extragao

supercritica de oleo de gérmen de milho com CO», mas verificaram efeito contrario quanto a
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influéncia da temperatura. No entanto, a pressdo de operacao constante utilizada foi de 450 bar,

significativamente maior do que a pressdo utilizada no presente estudo.

Tabela 9. Rendimento da extracao supercritica com o uso de CO; a diferentes condi¢des de

temperatura e pressao

Ensaio Temperatura (°C) Pressdo (bar) Densidade de CO; (g/mL) Rendimento (%)

1 52 164 0,72 5,00
2 80 164 0,48 1,90
3 52 235 0,81 6,83
4 80 235 0,66 5,68
5 45 200 0,81 6,71
6 85 200 0,56 3,39
7 65 150 0,55 2,34
8 65 250 0,76 6,41
9 65 200 0,69 5,86

O efeito da pressdo no rendimento do 6leo extraido em condi¢des supercriticas
também foi avaliado. De acordo com a Tabela 10, notou-se que a pressdo teve um efeito
positivo no rendimento do 6leo a temperatura constante. Nos ensaios 2 e 4 realizados a 80 °C e
ensaios 7,8 e 9 realizados a 65 °C, a elevacao da pressao ocasionou um aumento no rendimento
das extragdes. Rebolleda er al. (2012); Pederssetti et al. (2011) e Nimet et al. (2009) que
realizaram a extragdo supercritica de oOleo de gérmen de milho, canola e girassol,
respectivamente, verificaram o mesmo efeito, principalmente a pressdes acima de 200 bar.

Para comparac¢dao com os resultados das extragdes em condigdes supercriticas com o
uso de CO» foram realizadas extragdes com o uso de solventes organicos, em um aparato
Soxhlet e obteve-se os maiores rendimentos de 6leo com o uso de etanol (35,70 %), seguido do
hexano (30,24 %) e acetona (22,50 %). A extracdo em Soxhlet com etanol apresentou o maior
rendimento, o que pode ser justificado pelo fato do etanol ter natureza polar, podendo extrair
ndo somente compostos polares, que nao se dissolvem no hexano, como também componentes
apolares. Além disso, o contato entre o solvente e o substrato na extragao em Soxhlet ¢ diferente

do existente na extragdo supercritica. No Soxhlet, o solvente ¢ aquecido em refluxo, o vapor
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passa por uma “alca de by-pass” para chegar ao condensador. Em seguida, o solvente goteja
para dentro do sistema e se difunde na matriz do substrato. As substincias a serem extraidas,
consequentemente, se dissolvem no solvente e esta mistura de solvente e substancias extraidas
se difundem da matriz do substrato de volta ao solvente. Uma vez que a mistura no extrator
alcanga o topo da “al¢a”, o solvente e o extrato retornam ao baldo. Portanto, esse € um processo
de extragdo em batelada. Na extracdo supercritica com o uso de CO2 e também de cossolventes,
uma vez que o CO; difunde na matriz do substrato e solubiliza os componentes extraiveis, em
seguida, a mistura de componentes e CO» difunde da matriz do substrato e flui com o volume da
fase fluida. Portanto, a extrag@o supercritica ¢ um processo continuo, envolvendo fendmenos de
transporte diferentes da extragdo em Soxhlet, que proporcionam uma maior seletividade do
processo e, consequente extragdo de compostos de maior interesse (ZHAO; ZHANG, 2014).

No entanto, apesar dos maiores rendimentos obtidos com o uso de solventes organicos
em Soxhlet, estas extragdes foram realizadas por um longo tempo de extragao, cerca de 8 horas.
Além disso, uma grande quantidade de solvente ¢ utilizada, o que ndo ¢ unicamente
dispendioso, mas também fonte de problemas ambientais adicionais. As amostras foram
extraidas por longos periodos, o que pode resultar em decomposi¢do térmica dos compostose
ndo apresenta alta seletividade (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). J& os ensaios das
extracdes em condigdes supercriticas foram realizados em menores tempos de extracao, deno
maximo 4 horas (tempo dependente do esgotamento da amostra extraida), o que pode levar a
menor degradacao do 6leo. A técnica utiliza um solvente reconhecido como seguro para a saude
humana e meio ambiente. Além disso, o extrato ¢ preservado do contato com a luz, onde
reacoes luminosas poderiam ocorrer e ocasionar oxidagdo do oleo sendo que a eliminagao do
solvente da amostra e sua posterior recuperacdo do mesmo ocorre facilmente com a
despressuriza¢do do sistema. Estes fatores, portanto, justificam a extra¢do supercritica como
uma alternativa promissora para a extra¢ao do 6leo de milho.

Dentro da faixa experimental avaliada, pode-se notar uma correlacdo linear entre
rendimentos e densidade de CO,, como mostrado na Figura 11. Para experimentos posteriores,
essa correlagio, que alcangou um coeficiente de correlagio (R?), pode ser ttil para rendimentos

preditos estimados.
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Figura 11. Correlagdo linear entre rendimentos e densidade de CO» na extragdo supercritica

com o uso de CO;
4.1.3 Extragao com CO» supercritico e cossolventes

Os resultados dos ensaios realizados nas extracdes de gérmen com o uso de CO; e
adicao dos cossolventes etanol, hexano e acetona sao mostrados na Tabela 10. As condi¢des de

processo utilizadas foram: temperaturas de 40 a 80°C, pressao e vazao de CO; constantes de 250

bar e 3 mL/min, respectivamente e vazoes de cossolventes de 0,01 a 0,10 mL/min.
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Tabela 10. Resultados dos ensaios realizados nas extragdes de 6leo de gérmen de milho com o
uso de CO> e cossolventes a temperaturas de 40, 60 e 80°C, vazdes de cossolventes de 0,01;

0,05 ¢ 0,1 mL/min, pressao e vazao de CO» constantes de 250 bar e 3 mL/min.

Temperatura Vazdo de .
°C) cossolvgnte Rendimento (%):
(mL/min)
Etanol Acetona Hexano

0,01 11,42 10,72 6,12

40 0,05 11,14 10,83 6,01
0,1 12,80 10,94 5,98
0,01 10,62 13,54 11,01

60 0,05 13,03 13,43 10,50
0,1 13,81 13,12 10,25
0,01 9,55 11,30 6,36

80 0,05 10,08 12,41 6,88
0,1 11,25 13,04 7,37

Krichnavaruk et al. (2008) observaram quena extracao supercritica de astaxantina com
o uso de oOleos vegetais que a adicdo de cossolventes aumentou o rendimento da extracao
alcangado. O ensaio a 70 °C, 40 MPa e 3 mL/min de CO> com a adi¢dao de 10% de 6leo de soja,
resultou em um rendimento de 51,03% (g/g), em relagdo ao rendimento obtido no mesmo
ensaio com o uso de CO: puro (36,36 % g/g). Sanchez-Vicente et al. (2009) também
observaram no estudo da extra¢do supercritica do 6leo da semente de péssego usando CO> e
etanol como cossolvente, que a 51 °C e 19,80 MPa, aumentando-se a vazao do etanol utilizado
como cossolvente, de 2,5 para 5,0 % mol, o rendimento aumentou de cerca de 30% para 40%
(g/g).Avaliando-se o efeito da variacdo da temperatura de operagdo e mantendo-se a vazao
constante, nota-se que os maiores valores de rendimento de 6leo foram obtidos a temperatura de
60 °C, para os trés cossolventes utilizados: 11,01% de hexano, 13,54% de acetona e 13,81% de
etanol. Este resultado de temperatura coincidente nas extragdes com os trés cossolventes
utilizados indica a possibilidade de existéncia de uma temperatura 6tima para extragao de 6leo

de milho com cossolventes.

4.2 Propriedades fisicas

4.2.1 Densidade ¢ indice de refragao

A densidade ¢ o indice de refragdo foram determinados nos ensaios realizados no

planejamento experimental com o uso de CO> supercritico, assim como nos experimentos com
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o uso de cossolventes e solventes organicos (Soxhlet), em triplicata. Observou-se que nao
houve variagdo destas propriedades nos oOleos obtidos pelos diferentes tipos de extracdo
realizados (Tabela 13). Comparando-se os valores da Tabela 11 com os resultados obtidos por
Rebolleda et al. (2012) observa-se que o valor da densidade foi coincidente e que o valor do

indice de refragdo foi similar (densidade, 0,92 + 0,01 g/cm?®; refracdo, 1,472 = 0,001).

Tabela 11. Propriedades fisicas do 6leo de gérmen de milho

Parametro Fisico Valor médio Desvio padrao
Densidade (g/cm?) 0,9175 +0,0003
Indice de refracdo 1,4665 +0,0007

4.2.2 Indice de acidez

O indice de acidez das amostras de 6leo de gérmen de milho extraidas com o uso de
solventes organicos, CO> supercritico ¢ adicdo de cossolventes foi avaliado pelo método de
titulacao acido-base. O indice de acidez ¢ um importante indicador da qualidade e estado de
conservacdo do o6leo vegetal, definido como a quantidade de hidroxido de potassio em mg
necessario para neutralizar 1 g do 6leo extraido e estes sdo comumente expressos em termos do
componente acido principal, o 4cido oléico. Este indice ¢ dependente de diversos fatores
relacionados a composi¢do do dleo, ao procedimento de extracdo usado, ao grau de pureza da
gordura e, principalmente, as condi¢cdes de conservagdo e a qualidade da matéria-prima
utilizada na analise (FUENTES, 2011; REBOLLEDA et al., 2012).

Os resultados obtidos foram de 4,02 a 4,03 % +0,1 (acido oléico) para todos os
ensaios realizados neste trabalho. Este valor encontra-se dentro do limite dos valores
comumente descritos e aceitos na literatura para o 6leo de gérmen de milho obtido por
extragdes convencionais, que indica a faixa de 1,5 a 4,0 % de acido oléico (ANVISA, 1999;
JOHNSON, 2004 apud REBOLLEDA et al., 2012). Entretanto, em comparacdo com o0s
trabalhos de Rebolleda et al. (2012) e List ef al. (1984) os valores deste trabalho sdo mais altos
do que os valores encontrados por eles. Destacando-se a extragdo por CO; supercritico,
realizada por List et al. (1984), ao comparar o indice de acidez em extragdes com o uso de
prensa mecanica € com o uso de CO; supercritico, menores valores de acidez pela extracao

supercritica foram observados. Os valores encontrados nas condigdes de 70 °C e 12000 PE
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foram: 0,7% = 0,1 acido oléico, em prensa mecanica e de 0,5% =+ 0,1 &cido oléico na extra¢ao

com COy, em condi¢des supercriticas.

4.2.3 Indice de perdxido

O indice de peroxido ¢ um pardmetro comumente avaliado em 6leos, relacionado a
oxidagdo primaria de produtos, indicando o nivel de deterioragdao do 6leo, no qual os radicais
lipidicos sao atacados pelo oxigénio para formar hidroperoxidos lipidicos. O indice de peroxido
¢ a quantidade de peroxidos, expressa em miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma da
amostra, que ocasionam a oxidacdo do iodeto de potéassio, com a solugdo dissolvida em acido
acético e cloroférmio. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos na analise de indice de
perdxidos para as amostras extraidas com o uso de solventes organicos, CO2 supercritico e CO2
supercritico com adi¢ao de cossolventes. A temperatura ¢ um dos fatores que podem afetar o
estagio de iniciacao e, portanto a oxidacao do 6leo, pela formagao dos peroxidos ser menor que
a sua decomposicdo. O indice de perdxido ¢ um teste aplicavel a todos os 6leos e gorduras
normais, incluindo margarinas e creme vegetal e geralmente, admite-se que o seu valor ndo
ultrapasse 10 meq/ kg 6leo, para se ter normalidade (ANVISA, 1999).

Observa-se pelos resultados uma variag¢ao no indice de peroxidos de 16,45 a 22,38 meq/
kg 6leo em todos os ensaios de extragdo analisados, o que significa que o Oleo ja estava em
processo de oxidacdo e, consequente deterioragdo. Os melhores resultados foram observados
para as amostras extraidas com o uso de solventes organicos, seguida pela extragcdo com CO; e
adicao de cossolventes. Para as amostras extraidas com CO; supercritico, os resultados
encontram-se em acordo com Rebolleda ef al. (2012) que também observaram valores elevados
de indice de perdxido (20 a 25 meq/kg 6leo). Listet al. (1989) apud Rebolleda et al. (2012)
afirmaram que os 6leos vegetais extraidos por extragdo supercritica sofrem rapida deterioragao
e que diversos fatores podem afetar a estabilidade oxidativa dos dleos, tais como, a composi¢ao
de 4cidos graxos, a estabilidade de antioxidantes e a presenga de componentes pro-oxidantes

(4acidos graxos livres, peroxidos lipidicos, ou metais pro-oxidantes).
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Tabela 12. Resultados das analises de indice de perdxido obtidos nas extracdes de oleo de
gérmen de milho com CO; em condi¢des supercriticas, com o uso de solventes organicos e com

o uso de cossolventes.

Indice de perdxido

Método de extragao Condigdes e/ou solventes
(meq/kg 6leo)
1 (T=52°C e P =164 bar) 21,56 £0,12
CO:2 Supercritico 2(T=80°CeP=164bar) 21,21 +0,92
3(T=52°CeP =235 bar) 22,38 +£0,69
Etanol 16,45 £ 0,22
Soxhlet Hexano 16,92 + 0,40
Acetona 18,14+ 0,11
Etanol (0,1 mL/min e 60 °C) 20,15+ 0,85

CO2 Supercritico + .
Hexano (0,1 mL/min e 60 °C) 20,12 + 1,08
Cossolventes

Acetona (0,1 mL/min e 60 °C) 20,87 + 0,98

4.2.4 Perfil de 4cidos graxos em cromatografia gasosa

A andlise do perfil de 4cidos graxos do 6leo de gérmen de milho foi realizada para
todas as amostras resultantes dos ensaios realizados com o uso de solventes orginicos em
Soxhlet (hexano, etanol e acetona) e em alguns pontos do planejamento experimentalcom
diferentes valores de rendimentos (ensaios 1, 2 € 3) e com o uso de cossolventes a 60 °C ¢ 0,01

mL/min. A Tabela 13 apresenta os resultados das analises.
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Tabela 13. Perfis de acidos graxos obtidos nas extra¢des de 6leo de gérmen de milho com CO»
em condi¢des supercriticas, com o uso de solventes organicos € com o uso de cossolventes

(etanol=E; hexano = H e acetona=A).

Acido Graxo (% g/gsieo)

Método de Ensaio/ Estearico Palmitico Oléico Linoléico Linolénico
extracdo Solvente C18:0 C16:0 Cl18:1 C18:2 C18:3
1 1,52 +0,35 13,84 £0,48 34,89+0,34 47,55+0,64 0,76 +0,02
CO; 2 1,51 +0,02 12,35+ 0,13 35,85+0,15 48,70 +£0,08 0,81 £0,04
Superecritico
3 1,77+ 0,15 11,74 £ 0,77 37,02+0,35 48,71+0,27 0,77+0,01
E 1,22 +0,15 13,70 £ 0,55 34,63 +£0,59 49,20 +0,05 1,27 £0,16
Soxhlet H 1,22+0,11 11,77 £ 0,74 36,55+0,59 49,30 +£0,80 1,18 +£0,43
A 1,37 +£0,20 13,81+ 0,75 37,05+0,75 47,70+ 0,88 0,57 £0,37
E 1,25+ 0,02 12,87 +£ 0,44 37,25+0,05 47,69+0,27 0,92+0,10
Cossolventes
(0,1 mL/min H 1,20£001  1140+1,14 3737004 4900105 | (o (47
e 60 °C)
A 1,65 +£0,58 13,13 £2,73 35,76 £1,74 48,74+1,71 1,72+ 0,11

Verifica-se que os acidos graxos encontrados em maior propor¢ao foram os acidos
insaturados linol€ico e ol€ico, respectivamente, para todos os tipos de extracdo realizados,
enquanto que os acidos graxos saturados, palmitico e estearico foram encontrados em menor
quantidade. Além disso, os resultados obtidos nas analises quantitativas dos acidos graxos para
0 6leo de gérmen de milho com o uso de diferentes métodos de extracdo ndo evidenciaram
variacao significativa dos teores de acidos graxos entre as condi¢des ou solventes utilizados.

Para as extragdes com CO; supercritico, 0 mesmo resultado de maior propor¢ao dos
acidos insaturados linoléico e oleico, foi observado por Rebolleda ef al. (2012) para a extragao
do gérmen de milho e, também, para outros 6leos vegetais, tais como, para a extracao do 6leo de
canola por Pederssetti ef al. (2011) e 6leo de girassol por Nimet ef al. (2011), as faixas de cada

acido graxo obtido nos estudos citados sao mostradas na Tabela 14.
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Observou-se na comparacao dos resultados com Rebolleda et al. (2012), que o perfil
de acido oléico (responsavel por ajudar a reduzir o colesterol ruim e consequentemente o risco
de doenca cardiaca e acidente vascular cerebral) encontrado no presente trabalho foi
significativamente mais alto e que a composicao de acido linoléico (caracterizado como
essencial, ndo produzido pelo organismo humano e por isso de ingestdo necessaria por meio da
alimenta¢do ou da suplementagdo alimentar) foi equivalente ao dos autores. E, ainda, quanto a
composi¢ao de acido linolénico (causador da rancidez em alimentos) os perfis evidenciados
foram cerca de 8 vezes menores do que os encontrados por Rebolleda et al. (2012).

Estes resultados demonstram a excelente composi¢ao ¢ qualidade do 6leo de gérmen de milho,
em termos de acidos graxos e, especialmente, a necessidade da realizagdo de processos

posteriores para refino do 6leo, afinal, os testes foram realizados com o 6leo bruto.

Tabela 14. Perfil de acidos graxos para outros 6leos vegetais extraidos com o uso de CO»

supercritico como solvente

Acido Graxo (% g/ gsleo)

Estudo
Estearico  Palmitico Oléico Linoléico Linolénico
C18:0 C16:0 C18:1 C18:2 C18:3
Rebolleda et al.
(2012) 1,9-2,0 10,5-10,7 23,4-24,5 455-475 8,0
(0leo de gérmen de
milho)

Nimetet al. (2011) 44-49 59-74 173-19,1 68,3-70,1 0,1-0,2

(6leo de girassol)

Pederssettiefal. 24-25 47-51 668—683 151-16,1 7,8-9,0
(2011)

(6leo de canola)

4.2.5 Analise da atividade antioxidante - DPPHe

A atividade antioxidante das amostras obtidas com o uso de CO: supercritico,
solventes organicos e CO> supercritico com a adi¢do de cossolventes foi determinada pelo
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método DPPHe que refere-se a habilidade de doacdo de ions de hidrogénio ou elétrons dos
compostos presentes nas amostras de o6leo de gérmen de milho. Em geral, o método ¢ mais
eficiente em fragdes polares contendo componentes fenolicos, que apresentam maior poder de
solvatacao do que outros compostos (CAPELETTO et al., 2016).

O ECso representa uma estimativa da concentracdo da amostra necessaria para
decrescer em 50% a concentragdo inicial do DPPHe, expressa em pg/mL, sendo que quanto
menor o consumo de DPPHe de uma amostra, maior serd a sua ECso. Os resultados referentes ao
ECso obtido a partir da equacdo da reta gerada do grafico da % A.A. em fun¢do das
concentragdes da amostra (ug/mL), sdo mostrados na Tabela 15. A Tabela 16 apresenta a

classificagdo de Garmus et al. (2015), dos extratos, de acordo com o valor de ECs obtido.

Tabela 15. Potencial antioxidante das amostras de 6leo de gérmen de milho usando o método
DPPH?* nas extra¢des com o uso de CO; e cossolventes em condi¢des supercriticas € com 0 uso

de solventes organicos por Soxhlet

Meétodo de extracao Condigdes e/ou solventes ECso (ng/mL)
1 (T=52°C eP =164 bar) 8,69 + 0,09
CO: Supercritico 2(T=80°CeP=164bar) 5,03+0,16
3(T=52°CeP =235 bar) 7,93 + 0,00
Etanol 12,95 +0,22
Soxhlet Hexano 16,34 + 0,73
Acetona 14,90 + 0,29
CO: Supercritico + Etanol (0,1 mL/min e 60 °C) 12,29 £ 0,03
Cossolventes Hexano(0,1 mL/min e 60 °C) 17,43 £ 1,89
Acetona(0,1 mL/min e 60 °C) 14,85 + 1,35
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Tabela 16. Classificacdo do potencial antioxidante das amostras de 6leo de gérmen de milho

usando o método DPPHe

Grupo Classificagao
ECs0< 50 ng/mL Extratos muito ativos
100<ECs0>50 pg/mL Extratos moderadamente ativos
200<ECs50>100 pg/mL Extratos ligeiramente ativos
ECs0> 200 pg/mL Extratos inativos

Observa-se que todos os extratos apresentam atividade antioxidante, sendo
classificados como muito ativos. Os menores valores de ECso e, portanto, os melhores
resultados de atividade antioxidante foram obtidos com a extra¢do supercritica com o uso de
CO:s. Isso demonstra que os compostos responsaveis pela atividade antioxidante presentes no
6leo de gérmen de milho possuem maior afinidade por solventes apolares.

Ressalta-se que os resultados da extragdo supercritica com CO», foram obtidos com
variagoes de temperatura ¢ pressdo, parametros que interferem na densidade de CO: e no
processo de extragdo devido a transferéncia de massa. Em relagdo a pressao, observou-se que a
variagdo de 164 bar para 235 bar ocasionou uma diminui¢@o sobre os valores do ECso, 0 que
demonstra que, com a elevagdo da pressdo, a concentracdo dos compostos extraidos com
atividade antioxidante também aumenta. O efeito da temperatura mostrou um comportamento
semelhante ao da pressdo, em que, ao se aumentar a temperatura, mantendo a pressao constante,
ocorreu diminui¢do do ECso, ou seja, um aumento da concentragdao dos componentes com
potencial antioxidante, efeito este mais pungente que o efeito da pressao.

Os extratos obtidos por Soxhlet e pela extracdo com adi¢do de cossolventes
apresentaram resultados semelhantes, com o etanol apresentando-se com o maior potencial
oxidante, seguido da acetona e hexano, respectivamente, confirmando os estudos de Kitzberger
et al. (2007), de que a natureza polar do etanol favorece o seu uso como cossolvente para

obten¢ao de componentes antioxidantes.

Com as analises de qualidade e composigao do 6leo de gérmen de milho com o uso de
CO supercritico e cossolventes, observou-se que o 6leo de milho extraido apresenta um alto
valor de indice de peroxido, indicando o inicio do processo de deterioragdo do 6leo, no entanto,
deve-se ressaltar que estes testes e os posteriores foram realizados no 6leo bruto de gérmen de

milho, sem qualquer tipo de tratamento ou refino posterior ao processo de extracao, o que pode
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explicar os resultados. O indice de acidez encontrou-se nos limites aceitaveis. Por outro lado, o
6leo de gérmen de milho apresenta 6tima densidade e indice de refracdo, também possui um
excelente perfil de acidos graxos, contendo grande quantidade de acido linoléico e pequena
quantidade de 4cido linolénico, ou seja, alto poder nutritivo e ainda possui elevado potencial
antioxidante, com os melhores resultados encontrados nas extragdes com o uso de CO
supercritico. Portanto, apesar de alcangcarem menores valores de rendimento, quando
comparados com o método de extracdo convencional com Soxhlet, a qualidade do 6leo extraido
com o uso de CO> supercritico e cossolventes ¢ alta, compensando e viabilizando seu uso em
farmacos e alimentos de forma segura e sustentavel a saude e meio ambiente, em detrimento do

processo convencional.
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CAPITULO 5
CONCLUSAO

5.1 PRINCIPAIS CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no trabalho, pode-se concluir que:

v O rendimento global de extragdo do o6leo de gérmen de milho obtido por fluido
supercritico variou de 1,90% a 6,83% a partir das condi¢des definidas nos ensaios
experimentais. A condi¢do de extracdo que favoreceu o maior rendimento para o 6leo de

gérmen de milho foi de 52 °C e 235 bar.

v’ A variavel temperatura mostrou-se significativamente negativa quanto a sua elevagdo
sobre os valores de rendimento de 6leo de gérmen de milho obtido, nas faixas estudadas,
enquanto a pressao apresentou-se como significativamente positiva sobre os resultados,

quando elevada.

v" Os rendimentos dos extratos obtidos com o uso de CO; e adi¢do de cossolventes
(hexano, acetona e etanol) foram maiores quando comparados aos rendimentos
apresentados pela extragdo supercritica com o uso de CO> apenas, sendo que, o etanol

mostrou ser o melhor cossolvente, com rendimento maximo de 13,81%.

v Os solventes organicos apresentaram os maiores valores de rendimento dentre todos os

ensaios realizados, com os mesmos variando de 22,50% a 35,70%.

v Os compostos majoritarios encontrados no 6leo de gérmen de milho pelos métodos de
extracao utilizados foram: acido linoléico (47,55 — 49,30%), acido oléico (34,63 —
37,37%), acido palmitico (11,40 — 13,84%), acido estearico (1,20 — 1,77%) e acido
linolénico (0,57 — 1,72%).

v Os resultados das propriedades fisicas densidade e indice de refragdo e, também do
indice de acidez ndo apresentaram diferengas de acordo com o método de extragao

utilizado e em concordancia com a literatura.
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A analise de DPPHe evidenciou que o dleo de gérmen de milho apresentou elevado
potencial antioxidante para todas as amostras analisadas, no entanto, quanto a
estabilidade oxidativa, o teste de indice de peroxido indicou que as amostras ja estavam

em processo de deterioracao pelos altos valores encontrados.

Comparando-se os diferentes métodos de extragdo, o 6leo de gérmen de milho extraido
com CO; supercritico apresentou menores rendimentos. No entanto, ainda assim, o
método de extragdo supercritica mostrou-se uma alternativa promissora, uma vez que se
utilizaou solventes sustentaveis ambientalmente, que podem difundir facilmente através
de materiais s6lidos e possibilitar extragdes mais rapidas, maior poder de solvatacdo e
0leo de maior qualidade. Além disso, a adi¢do de cossolventes aumentou a eficiéncia da
extracdo elevando a solubilidade do soluto ¢ modificando a seletividade do processo de

forma mais segura para a saude humana e meio ambiente.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao estudo da extracdo supercritica do 6leo de gérmen de milho

com o uso de CO» e adicao de cossolventes, as principais sugestoes para futuros trabalhos sao:

v

v

Avaliar a influéncia da vazao para a extragdo supercritica do 6leo de gérmen de milho
com o uso de CO; e também a influéncia em conjunto das vazdes COz/cossolventes;

Avaliar o uso de outros cossolventes, que possam elevar o rendimento do o6leo de
gérmen de milho e a sua qualidade;

Realizar a modelagem matematica das curvas cinéticas da extragdo do 6leo de gérmen
de milho com CO; supercritico;

Realizar andlises para melhora da qualidade do 6leo a ser produzido;

Estudar o efeito em separado e em conjunto das demais variaveis (tamanho de particula,
empacotamento do leito, etc.).
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