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RESUMO

O crambe (Crambe abyssinica) € uma oleaginosa com elevado teor de 6leo rico
em &cido erucico, um acido graxo de grande aplicacao industrial. Na extracdo de
Oleos vegetais, tradicionalmente sdo empregados métodos como a prensagem
elou a utilizacdo de solventes organicos, que sdo conhecidos por apresentarem
diversos inconvenientes. Dentro deste contexto, o presente trabalho visa avaliar a
aplicacdo do propano em condi¢des subcriticas na obtencédo de 6leo de crambe,
comparando os rendimentos e caracteristicas do 6leo obtido por esta técnica ao
Oleo extraido pelo método convencional com os solventes organicos hexano e
diclorometano. Um planejamento experimental 22 foi empregado para avaliar os
efeitos da temperatura e pressao no rendimento da extragdo com propano
subcritico, sendo utilizadas nos experimentos temperaturas entre 40 e 80 °C e
pressdes entre 80 e 160 bar, com vazdo fixa de solvente de 1,6x10° kg min™ e
tempo total de extracdo de 80 minutos. Também foi realizada a modelagem
matematica da cinética de extracdo subcritica empregando o modelo de Sovova.
O Oleo de crambe foi caracterizado quanto ao perfil de acidos graxos totais,
compostos livres de glicerol e teores de tocoferdis. Ainda, analises calorimétricas
foram realizadas para determinar a estabilidade oxidativa do 6leo e seu ponto de
fusdo. Nas sementes e farelos foram determinados sua composi¢cdo centesimal e
teores de compostos fenolicos. Os resultados comprovaram o elevado teor

lipidico das sementes de crambe, sendo obtidos rendimentos de 51 e 48% nas

Xi



extragbes com diclorometano e hexano, respectivamente. Na extracdo com
propano subcritico, a temperatura foi a Unica variavel que apresentou efeito sobre
a resposta, sendo o maior rendimento (32,8%) obtido na condicédo de 80 °C e 160
bar. As condicBes experimentais ndo revelaram diferencas significativas quanto
ao perfil de &cidos graxos totais, ao nivel de significancia de 5%, e estes sao
constituidos majoritariamente por acidos graxos monoinsaturados, como o acido
eracico (56,72 a 59,38%). Na fracdo néo ligada ao glicerol, os acidos graxos livres
apresentaram teores abaixo de 2% e, dentre os fitosterois, além do B-sitosterol e
campesterol, foi possivel identificar e quantificar o brassicasterol, caracteristico da
familia a qual o crambe pertence. Quanto aos tocoferois, o 6leo de crambe
extraido com propano subcritico apresentou teores elevados destes compostos,
principalmente de y-tocoferol, o que incidiu diretamente na sua estabilidade
oxidativa. O farelo, residuo da extracdo, além de potencial proteico revelou ser
fonte de compostos antioxidantes, como os fendlicos. Em relagdo a modelagem
matematica, o modelo de Sovova representou satisfatoriamente os dados

experimentais em todas as condi¢cdes empregadas.

Palavras-chave: Crambe abyssinica, 0Oleo, extracdo com propano subcritico,

farelo.
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ABSTRACT

Crambe (Crambe abyssinica) is an oilseed with high content of oil rich in erucic
acid, a fatty acid with industrial application. In the extraction of vegetable oils are
traditionally employed methods such as pressing and/or organic solvents, which
are known to have several inconvenient. Within this context, this work aims to
evaluate the use of propane in subcritical conditions in obtaining crambe oil,
comparing the yields and characteristics of the oil obtained by this technique to oll
produced by the conventional method with organic solvents hexane and
dichloromethane. A 22 factorial design was employed to evaluate the effects of
temperature and pressure on the yield of extraction with subcritical propane being
used in experiments at temperatures between 40 and 80 °C and pressures

and

between 80 and 160 bar, with a fixed solvent flow rate of 1.6 x10 kg min’
the total extraction time of 80 minutes. Mathematical modeling of the kinetics of
subcritical extraction was also performed using the model of Sovova. Crambe oll
was characterized as the total fatty acids, free glycerol compounds and levels of
tocopherols profile. Also, calorimetric analyzes were performed to determine the
oxidative stability of the oil and its melting point. In seeds and bran were
determined their chemical composition and contents of phenolic compounds. The
results confirmed the high fat seeds of crambe, and obtained yields of 51 and 48%
in extractions with dichloromethane and hexane, respectively. In subcritical
propane extraction, temperature was the only variable that had an effect on the

response, with the highest yield (32.8%) obtained in the condition of 80 °C and
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160 bar. The different experimental conditions revealed no significant differences
in total, at a significance level of 5% fatty acid profile, and these consist mainly of
monounsaturated fatty acids, such as erucic acid (56.72 to 59.38%). In the free
fraction glycerol, free fatty acids content below 2% and among the phytosterols, -
sitosterol beyond and campesterol was possible to identify and quantify the
brassicasterol, characteristic of the family to which belongs the crambe. Regarding
tocopherols, crambe oil extracted with subcritical propane showed high levels of
these compounds, especially y -tocopherol, which directly focused on the oxidative
stability. The bran extraction residue, was found to be a source of protein and
potential antioxidants, such as phenolic. As for the mathematical modeling, the
model Sovova satisfactorily represented the experimental data in all conditions

employed.

Keywords: Crambe abyssinica, oil, extraction using subcritical propane, bran.
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1 INTRODUCAO

O crambe (Crambe abyssinica) é uma oleaginosa da familia Brassicaceae,
proxima a canola e a mostarda (DESAI, 2004; LAZZERI et al., 1994). Suas
sementes apresentam elevado teor de 6leo, em média 38% (NO, 2011;
CARLSSON, 2009). O d6leo de crambe, principal produto da oleaginosa, € rico em
acido eruacico (50-60%), um acido graxo monoinsaturado de grande aplicacdo na
industria farmacéutica, cosmética, de lubrificantes, de plasticos, entre outras. As
sementes sdo ricas em proteinas (25-35%), sendo o farelo utilizado na

alimentagao de ruminantes.

Embora ainda pouco conhecida no Brasil, se destaca como uma cultura
promissora, principalmente, como matéria-prima para a producdo de biodiesel.
Além de bom potencial produtivo, o crambe € tolerante a seca e a geadas e tem
curto ciclo de cultivo (FALASCA et al., 2010). Também, o seu cultivo é totalmente
mecanizavel sendo possivel empregar os mesmo equipamentos ja utilizados para
as culturas tradicionais (PITOL et al., 2010).

Os Oleos vegetais ndo comestiveis sdo os mais adequados para a
producdo sustentavel do biodiesel, tendo o crambe como uma fonte importante de
0leo, ndo somente para a producdo de biodiesel, mas também como lubrificante,
em substituicdo aos 6leos minerais provindos do petréleo (CARLSSON, 2009;
SHASHIDHARA & JAYARAM, 2010).

Na obtencdo do 6leo de oleaginosas, tradicionalmente emprega-se a
extracdo por prensagem seguida da extracdo com solvente organico, usualmente
o hexano. Entretanto, o uso de solventes organicos apresenta varios
inconvenientes tanto relacionados a qualidade dos produtos obtidos quanto a
seguranca e impacto ambiental. Além disso, sdo necessdrias etapas posteriores

para purificacéo do 6leo (GARCIA-RISCO et al., 2011).

Assim, a extracdo com fluidos pressurizados torna-se uma alternativa para
substituir os métodos convencionais. A tecnologia se baseia no uso das
propriedades do fluido quando este se encontra no estado subcritico, como
elevada densidade, grande molhabilidade e poder de penetracdo na matriz solida.

Trata-se de uma tecnologia limpa, pois, ao final da extracdo, o solvente é

1



totalmente removido do soluto por uma simples despressurizagéo do sistema e

pode ser recuperado.

Embora o dioxido de carbono seja o fluido mais empregado neste tipo de
extracdo, 0 propano subcritico apresenta elevadas taxas de extracdo quando
empregado na obtencdo de Oleo vegetal, além de se trabalhar com pressdes mais
baixas, 0 que se torna uma vantagem para as industrias de extracdo de Oleos,
sendo essa a principal limitacdo na aplicacdo da tecnologia. No entanto, as
informacdes sobre 0 uso deste solvente em extracdes ainda sdo escassas, 0 que

dificulta a sua implantacéo.

Tendo em vista o atual interesse de aplicacdo do crambe na matriz
energética do pais e as vantagens da tecnologia subcritica em relacdo as
convencionalmente aplicadas, o presente trabalho visa estudar a extracao do 6leo
desta cultura empregando o propano subcritico de forma a avaliar as variaveis
temperatura e pressao no rendimento, bem como a qualidade do 6leo e farelo
obtidos.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o processo de extracdo do 6leo de
sementes de crambe (Crambe abyssinica), cultivar FMS Brilhante, utilizando
propano em condi¢des subcriticas como solvente e caracterizar o 6leo e farelo
obtidos.

2.1 Objetivos Especificos

o Avaliar os rendimentos das extracbes do 6leo de crambe empregando
propano em condicfes subcriticas em comparacdo aos obtidos pelo método
convencional com os solventes organicos hexano e diclorometano;

o Obter as curvas cinéticas de extracdo do 6leo de crambe com propano
subcritico, avaliando os efeitos da temperatura e pressdo no rendimento total;

o Modelar as cinéticas de extracdo do 6leo com propano subcritico;

o Caracterizar o Oleo de crambe, obtido nas diferentes condicdes
experimentais, quanto ao perfil de acidos graxos totais, compostos livres de
glicerol (acidos graxos livres e fitosterdis) e teor dos antioxidantes a, y e o-
tocoferol;

o Analisar a estabilidade oxidativa e ponto de fusdo do 6leo pelo método
DSC;

o Avaliar a quantidade proteica nas sementes e farelo bem como a dos

compostos fendlicos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Crambe (Crambe abyssinica)

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) € uma oleaginosa pertencente a
familia Brassicaceae (Cruciferae), que compreende aproximadamente 338
géneros e 3709 espécies (WARWICK et al., 2006). A familia apresenta espécies
importantes economicamente, tais como: vegetais comestiveis (couve, Brassica
oleracea); condimentos (mostarda, Brassica juncea e Sinapis alba); oleaginosas
destinadas para a producdo de o6leo comestivel e industrial (canola/colza,

Brassica napus), entre outras.

O género Crambe é composto por cerca de 44 espécies (PRINA &
MARTINEZ-LABORDE, 2008) divididas em trés secdes, de acordo com sua
distribuicdo geogréfica e caracteristicas morfoldgicas: Sarcocrambe (19 espécies
distribuidas da regido entre a Europa Ocidental e Asia até o leste do Himalaia);
Dendocrambe (18 espécies na regido do arquipélago Macaronésia) e
Leptocrambe (7 espécies distribuidas a regido do Mediterraneo). Nesta dltima
destaca-se o Crambe abyssinica Hochst por apresentar sementes ricas em 6leo
com propriedades importantes para aplicacéo na industria quimica (ONYILAGHA
et al., 2003).

O crambe é uma planta herbacea anual de 1-2 m de altura (FALASCA et
al., 2010), ramifica-se proxima ao solo para formar galhos (trinta ou mais) (Figura
3.1-a), os quais se ramificam, formando galhos terciarios (OPLINGER et al.,
1991). Apresenta folhas ovais e assimétricas e flores brancas ou amarelas

(Figura 3.1-b) que produzem inimeras sementes (DESAI et al., 1997).

O fruto € uma capsula (siliqua), inicialmente verde-claro, tornando-se
amarelo com a maturidade (Figura 3.2-a,b). Cada fruto contém uma Unica
semente esférica, envolvida por uma estrutura denominada pericarpo de cor
verde ou marrom esverdeado (DESAI et al., 1997). As sementes variam de 0,8 a
2,6 milimetros e possuem 35,6-42,8% de 6leo (ATABANI et al., 2013;
CASTLEMAN et al., 1999).



(@) (b)

Figura 3.1 — (a) Plantacao de crambe (FALASCA & FLORES, 2006); (b) Galhos
de crambe com frutos e flores (VEDANA, 2007).

(a) (b)
Figura 3.2 — (a) Fruto de crambe (b) Fruto de crambe maduro (VEDANA, 2009).

A espécie Crambe abyssinica é originaria da regido de transicdo entre
clima temperado e quente e com precipitacgdo moderada da Etiopia, mas foi
adaptada as regifes frias e secas do Mediterraneo (MASTEBROEK et al., 1994,
WEISS, 1983).

Foi cultivado pela primeira vez em 1933 pela Estacdo Botanica Voronez na
antiga Unido Soviética (PAPATHANASIOU et al., 1966), sendo posteriormente
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testado em outras regides da URSS, Suécia e Pol6nia (ZIMMERMANN, 1962).
Na década 1940 foi introduzido nos Estados Unidos pela Estagdo Experimental
de Agricultura de Connecticut que logo o identificaram como uma fonte
promissora de acido erucico (PRINCEN, 1983), mas somente em 1990, apos
intensivos estudos e melhoramentos genéticos, comegou a ser produzido
comercialmente (JOHNSON & SELL, 1994).

Atualmente, a oleaginosa vem se expandindo para outros continentes,
com plantios registrados na Austrélia, Africa do Sul, Paraguai e Brasil (PITOL et
al., 2010).

No Brasil, as pesquisas com o0 crambe iniciaram-se em 1995 pela
Fundacdo MS, em Maracaju-MS, que trouxeram material do México com o
objetivo inicial de avalia-lo como cultura de cobertura de solos (PITOL et al.,
2010), entretanto as espécies ja existentes para esse fim se mostravam mais

atraentes e ndo havia demanda para a nova planta.

Devido ao bom potencial da planta na producéo de gréos, a Fundacdo MS
direcionou seus estudos para este fim, identificando-a como uma oleaginosa com
potencial de cultivo para a producdo de biodiesel. Em 2007 foi registrada a
cultivar FMS Brilhante, com producéo inicial entre 1000 e 1500 quilos por hectare
(FALASCA et al., 2010). Até o ano de 2010 ja foram registradas produtividades
de até 2300 quilos por hectare (PITOL et al., 2010).

Deve-se ressaltar que a cultivar registrada no Brasil foi obtida pelo método
de selecdo massal da populagdo oriunda do México, sendo verificada
variabilidade fenotipica para diversas caracteristicas na cultivar. Assim,
melhoramentos genéticos podem ser aplicados a fim de obter caracteristicas
reprodutiveis além de aumento na produtividade, no teor de 6leo, teor de &cido

erucico, reducdo dos compostos antinutricionais, etc. (LARA, 2013).

Na Tabela 3.1, sdo apresentadas algumas caracteristicas do crambe
cultivar FMS Brilhante na regido sul do estado de Mato Grosso do Sul (PITOL et
al., 2010).



Tabela 3.1 — Descricdo das principais caracteristicas agronémicas do crambe
cultivar FMS Brilhante.

Caracteristicas Descricao
Altura média 80 cm
Aspecto da planta Herbaceo
Tipo do Caule Ramificado
Ciclo total 90 dias
Ciclo (inicio florescimento) 35 dias
Tipo de Inflorescéncia Racimo
Cor da flor Branca
Tipo do fruto Céapsula
Formato do grao Redondo
Cor do gréo Marrom-claro
Tamanho do grdo 2 mm
Teor de 6leo (com casca) 36 a 38%
% de casca 22%
Produtividade 1000 a 1500 kg/ha

Com origem em regides quentes e com precipitacdo moderada, o crambe
foi inicialmente domesticado a regifes secas e frias (KNIGHTS, 2002), por isso
essa planta apresenta bons resultados quando cultivada no inverno brasileiro,
tanto nas regides mais frias (sul do Brasil e sul do Mato Grosso do Sul), mas
também nas regides mais quentes do Centro Oeste (norte de Mato Grosso do

Sul, Mato Grosso e Goias).

Assim, o crambe é uma 6tima opc¢ao para a rotacdo de cultura com soja,
milho, trigo entre outros, sendo mais uma alternativa para a safrinha
(FUNDACAO MS, 2008). O cultivo do crambe pode chegar a 4 ciclos por ano,
com investimento aproximado de R$ 300,00 por hectare, chegando a ser
produzido 560 kg de Oleo de crambe (PLEIN et al., 2010). As sementes podem
ser colhidas, transportadas e armazenas com maquinas e estruturas similares as
utilizadas para as culturas da soja e do milho, necessitando somente pequenas
adaptacdes. Assim, ndo ha necessidade de investimentos especificos para a

cultura.



A baixa densidade das sementes, em média 340 kg por metro cubico,
retrata o principal entrave no estabelecimento dessa cultura (PLEIN et al., 2010),
pois eleva os custos de transporte e armazenamento. No entanto, o
descascamento das sementes eleva a densidade das mesmas se aproximando a
da soja. Esse procedimento, segundo PITOL et al. (2010) ndo € complicado pois

h& diferenca suficiente de densidade entre a casca e a parte interna do grao.

3.2 Oleo de crambe

O 6leo € o principal produto do crambe. Os grdos inteiros contém de 35,6-
42,8% de Oleo (ATABANI et al., 2013; CASTLEMAN et al., 1999). No Brasil a
variedade FMS Brilhante apresenta em média 36% de dleo (PITOL et al., 2010).

Os lipidios de fontes vegetais sdo constituidos em sua maior parte por
acidos graxos esterificados com glicerol, predominantemente sob a forma de
triacilglicerdis (95-98%). Os &cidos graxos que esterificam com o glicerol
apresentam cadeias alifaticas saturadas e insaturadas. Oleos vegetais, na
maioria, sdo liquidos a temperatura ambiente e, portanto, predominantemente

constituidos de acidos graxos insaturados.

O 6leo de crambe é constituido em sua maior parte por acidos graxos
monoinsaturados, com predominancia acido erucico (50 — 60%) (LESSMAN &
BERRY, 1997; LAZZERI et al., 1994; FALASCA et al., 2010), seguido do acido
oleico (BONDIOLI et al., 1998). Os acidos graxos saturados somam cerca de 6%
(SINGH & SINGH, 2010; BRAS, 2011).

Acido ertcico é um é&cido graxo de cadeia longa monoinsaturada com 22
carbonos de ocorréncia natural na familia das cruciferas (NO et al., 2013). Sua
formula molecular é C,,H4,0,, notado como 22:1 w-9 e, também conhecido como
acido cis-13-docosenodico. Sua longa cadeia carbbnica confere ao 06leo a
capacidade de suportar altas temperaturas e de permanecer liquido a baixas
temperaturas, o que o torna um o6leo lubrificante de alta qualidade, pois é muito
mais eficaz e biodegradavel do que os 6leos minerais (WANG et al., 2000) e
também promissor para a producéo de biodiesel por apresentar alta estabilidade
e baixo ponto de fusdo (FUNDACAO MS, 2010).



O uso de acido erucico derivado de "matéria-prima verde", notadamente
de espécies cruciferas, em diversas aplicagbes industriais aumentou
consideravelmente nos ultimos 10 anos (ZANETTI et al., 2009). A aplicacéo
primaria de Oleos ricos em acido erucico € para a producdo de erucamida
(RCONH2), um agente deslizante utilizado na fabricagéo de filmes de polietileno
e polipropileno (TEMPLE-HEALD, 2004).

Estima-se que o consumo anual de agentes deslizantes derivados de
acido eracico, como a erucamida seja de 30000 toneladas, com crescimento de
3-5% ao ano (ZANETTI et al.,, 2009). Os maiores produtores de erucamida
empregam a colza (Brassica napus), que apresenta um percentual de
aproximadamente 47% em acido erucico. Entretanto a demanda atual de acido
erdcico ndo consegue ser suprida somente com esta cultura. Assim, o crambe
surge como uma melhor alternativa de fonte do &acido, pois apresenta de 8 a 9%
a mais deste 4cido graxo, com a vantagem de ser mais bem adaptado para areas
tropicais, ja que os maiores produtores sdo dos Estados Unidos (JASPER, 2009;
ZANETTI et al., 2009).

Embora sua principal aplicacédo seja na fabricacao da erucamida, o acido
erucico e/ou seus derivados também tem grande aplicacdo industrial. E utilizado
na fabricacdo de lubrificantes, detergentes, cosméticos, surfactantes, produtos
farmacéuticos, inibidor de corrosédo, entre outras (LAZZERI et al., 1994,
MIKOLAJCZAK et al., 1961). Também sao utilizados na preparacéo de filmes de
polietileno, &lcool beénico, &cido beénico, revestimentos, nylons, materiais
fotograficos e emulsificantes (TEMPLE-HEALD, 2004; LEONARD, 1994). O éleo
pode ser empregado como fluido de refrigeracdo e de lubrificacdo (MULDER &
MASTEBROEK, 1996).

O &cido erucico é tbéxico para a saude por causar danos cardiacos,
aumento do nivel de colesterol nas glandulas suprarrenais e lipidose nos tecidos
cardiacos. Assim, 6leo de crambe ndo é adequado para alimentacdo humana, o
que € uma vantagem em relacdo as demais oleaginosas, pois esta cultura fica
destinada apenas para fins industriais (PITOL et al., 2010; KNIGHTS, 2002).



3.2.1 Mecanismo da deterioracdo de 6leos

A principal reacdo de deterioracdo dos Oleos vegetais (constituidos
majoritariamente por acidos graxos insaturados) € conhecida como autoxidacao
ou peroxidacgdo. A oxidacao lipidica e responsavel por causar sabor desagradavel
aos oleos, perda de nutrientes e formacao de substancias toxicas (O’CONNOR &
O’BRIEN, 2006).

E uma reacdo espontanea que acontece pelo ataque do oxigénio aos
acidos graxos insaturados, monoinsaturados e poliinsaturados, e 0 seu
mecanismo envolve trés etapas consecutivas: iniciacdo, propagacdo e

terminacédo, conforme o mecanismo mostrado na Figura 3.3.

INICIACAD PROPAGACAO TERMINACAO
0
hv, sens
RH —— »Re Le

s Le o Compostos
LH 7—> LOO'7—> estaveis, sem
LOOH radicais livres
0, +0;*»H0, OHe + LO» LOOe-

LH
M2t M3+ OH-

»= LOOH
K M2+

LH M3* + OH-

hv, sens

- log

LOe=

Aldeidos,
cetonas,
hidrocarbonetos

Produtos
secundarios
da oxidacio

Figura 3.3 — Mecanismo de oxidacgdao lipidica. Adaptado de BERDAHL et al.
(2010).

10



Na etapa inicial, fatores como calor, luz, enzimas, ions metalicos e
oxigénios reativos provocam a formacédo de radicais livres (KANNER et al., 1987;
ERICKSON, 2002), espécies responsaveis pelo inicio da oxidacao lipidica devido
a sua forte tendéncia em adquirir elétrons (CHOE & MIN, 2006). Em vegetais, a
acdo da lipoxigenase antes e durante a extracdo do 6leo pode conduzir a
formacdo de pequena quantidade de hidroperoxidos. A principal reacdo de
iniciacdo de oxidacdo em O6leos vegetais € pela presenca de hidroperéxidos, uma
reacdo de baixa energia catalisada por ions metalicos. Nesta fase, os radicais
livres formados retiram um hidrogénio do &cido graxo insaturado (LH), formando o

radical lipidico (L¢), altamente instavel.

Na etapa de propagacao, o radical (L¢) reage rapidamente com o oxigénio
atmosférico para a formagdo dos radicais perdxidos (LOOe). Novamente, os
radicais instaveis formados ligam-se ao hidrogénio dos lipidios insaturados (LH)
resultando nos hidroperoxidos (LOOH), que sdo os produtos primarios da
oxidagao, e novos radicais livres (L), propagadores da reagcdo em cadeia. Nesta
etapa, os hidroperoxidos formados podem se decompor pela reacdo com ions
metalicos para a formacéo de novos radicais reativos, os alcoxi (LO¢), que por sua
vez, decompBem-se em produtos secundarios da oxidacdo (aldeidos, cetonas,

alcoois e hidrocarbonetos).

Na finalizacdo, os radicais livres se combinam para formar os compostos
estaveis. Embora seja de baixa energia, a reacdo de terminacéo é limitada pela
concentracdo de radicais livres e pela correta orientagdo dos mesmos para que
possam colidirem entre si. Esta fase € caracterizada pelo aumento da viscosidade

do Gleo decorrente da formacéo de compostos poliméricos (JENSEN, 2002).

Segundo KAMAL-ELDIN (2006), a taxa de oxidacao dos lipidios aumenta
na ordem 1:40:80 de acordo com o numero de insaturagbes na cadeia (n=1, 2,
3), respectivamente. Assim, o 6leo de crambe, constituido em sua maior parte
por acidos graxos monoinsaturados, € um 6leo considerado altamente estavel.
Esse aspecto € uma vantagem para a cadeia produtiva do crambe, pois o tempo
de comercializacédo do 6leo pode ser estendido sem que ocorra a degradacao do
mesmo e, além disso, reduz os custos de armazenamento por ndo necessitar de

grande quantidade de antioxidantes adicionais.
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3.2.2 Avaliagéo da estabilidade oxidativa - DSC

Como ja dito, a oxidacao lipidica € um processo espontaneo que incide
diretamente na qualidade e tempo de prateleira dos produtos. Métodos de
oxidacdo acelerada sdo utilizados para verificar a resisténcia dos lipidios a
degradacéo, visto que o monitoramento das alteragdes ocorridas nestes produtos
em condi¢cbes normais de armazenamento se torna inviavel (ANTONIASSI, 2001,
SILVA et al., 1999).

Nestas técnicas, os lipidios sdo submetidos a fatores que favorecem o
inicio da oxidag&o, como luz, calor, metais, oxigénio, etc, e, posteriormente o seu
estado oxidativo é monitorado com o objetivo de se obter o parametro periodo de
inducdo, que é o tempo para atingir nivel de rancidez detectavel ou para que

ocorra um aumento repentino na taxa de oxidacédo (VELASCO et al., 2004).

Os métodos utilizados para este fim se dividem em cinco grupos com base
no que eles medem: a absorcdo de oxigénio, perdas de substratos iniciais,
formacdo de radicais livres e formacdo de produtos de oxidacdo primarios e
secundarios (DOBARGANES & VELASCO, 2002).

Embora o mecanismo mostrado na Figura 3.3 pareca simples, deve-se
levar em consideracdo que os lipidios sdo constituidos de uma mistura néo
homogénea de acidos graxos, com diferentes tamanhos de cadeia, posicao e
namero de insaturacdes. Consequentemente, muitas reacdes acontecem em
diferentes velocidades durante a oxidacdo lipidica e essas reacdes, por sua
complexidade, ndo podem ser medidas por um simples método que, na maioria,
guantificam somente um ou mais produtos das diferentes etapas das reacfes
(KAMAL-ELDIN & POKORNY, 2005). Nesse sentido, a técnica DSC surge como
uma alternativa bastante promissora para a avaliacdo de parametros de

estabilidade de 6leos.

Baseada na medida do calor liberado pelas rea¢des oxidativas, a técnica
de calorimetria diferencial de varredura (DSC) tem sido amplamente utilizada para
medir a estabilidade oxidativa de o6leos por ser um método simples, rapido,

confiavel, que usa pequena quantidade de amostra e nao utiliza reagentes ou
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solventes quimicos (SHAHIDI & ZHONG, 2010; SALDANA & MARTINEZ
MONTEAGUDO, 2013).

Nesta técnica, o calor liberado pelas reacdes de oxidacdo, tanto em
analises isotérmicas quanto ndo-isotérmicas, € comparado ao calor que flui de um
material-referéncia, ambos aquecidos a mesma taxa. O calor liberado em cada
etapa da oxidacdo € proporcional a quantidade de amostra analisada. Na Figura
3.4 apresenta-se um termograma ideal de oxidacdo, com as trés etapas de

oxidacdo (iniciacdo, propagacao e terminacao).

Periodo de inducdo ;
< > (3) Terminacéo

(1) Iniciacdo
>— (2) Propagacéo

Fluxo de calor

i iia, Linha de base

Formacéo de radicais

Tempo

Figura 3.4 — Termograma ideal da oxidacdo lipidica isotérmica. Adaptado de
SALDANA & MARINEZ-MONTEAGUDO (2013).

A duracao do periodo de inducdo é uma medida da estabilidade do 6leo e,
como pode ser visto na Figura 3.4, durante este periodo ndo ocorrem reacfes
qguimicas. A separacédo do sinal do fluxo de calor da linha de base indica o inicio
da oxidacéo (etapa inicial - 1). E nesta etapa que ocorrem as reacoes dos radicais
livres formados durante o periodo de inducdo e os acidos graxos insaturados,
formando os hidroperoxidos, produtos instaveis que rapidamente propagam a
reacao de oxidacéo (etapa de propagacao - 2). E, na etapa de terminacéo (3) sao

formados os produtos estaveis.
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Apesar das técnicas que se baseiam no aumento da condutividade elétrica
pela formacdo de volateis, com a utilizacdo dos equipamentos Rancimat e Oil
Stability Instrument OSI, serem as mais aplicadas para a analise de estabilidade
de Oleos, nota-se que a técnica DSC tem sido extensivamente aplicada e
correlacionada satisfatoriamente com esses métodos, com a principal vantagem
de reducdo de tempo de andlise, uma vez que na oxida¢éo pelo DSC emprega-se
oxigénio puro enquanto que no Rancimat utiliza-se fluxo de ar (aproximadamente

21% de oxigénio).

TAN et al. (2002) avaliaram os métodos DSC e OSI na estabilidade
oxidativa de diferentes 6leos vegetais com o objetivo preliminar de encontrar
correlacdo entre os métodos. Os autores, além de verificarem que os resultados
obtidos pelo DSC sdo tdo confiaveis quanto os obtidos pelo método OSI,
concluiram que cada aumento de 10 °C na temperatura aplicada na andlise DSC
reduz o tempo de inducao pela metade.

ARAIN et al. (2009) oxidaram isotermicamente amostras de Oleo das
sementes de Bauhinia purpurea, de farelo de arroz e de sementes de algodao em
DSC e Rancimat e verificaram que, embora o tempo de oxidacdo utilizando o
segundo método fosse menor, os tempos de inducdo oxidativa obtidos por ambas

as técnicas mostraram elevada correlagéo.

Da mesma forma, tempos de inducdo menores foram obtidos com o0 uso
DSC, comparado ao método do Rancimat, na analise oxidativa do éleo da polpa

de buriti, das sementes de seringueira e maracuja (PARDAUIL et al., 2011).

3.2.3 Atuacao dos antioxidantes

Os componentes de Oleos podem ser divididos em dois grupos, 0s
glicerideos e os néo-glicerideos. Pertencentes ao primeiro grupo estdo os
produtos da esterificagdo da molécula de glicerol com até trés moléculas de
acidos graxos, dentre estes incluem-se os triacilgliceréis, diacilglicerdis,
monoacilglicerdéis, fosfolipideos, entre outros. A fracdo nao ligada ao glicerol

(também conhecida como fracéo insaponificavel) é formada por esterdis, acidos
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graxos livres, tocoferdis/tocotriendis (importantes antioxidantes), compostos

fendlicos, carotendides, pigmentos, metais, etc. (GUSTONE, 2005).

Antioxidantes sdo compostos que significativamente inibem ou retardam
processos oxidativos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). S&o classificados de
acordo com seu mecanismo de acgdo: 0s primarios removem ou inativam 0s
radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagacdo das reacOes
oxidativas e os secundarios, também conhecidos como preventivos, diminuem a
taxa das reacdes de oxidacdo. Alguns antioxidantes exibem, ainda, mais de um
mecanismo de acgdo, sendo referidos como antioxidantes mistos (LUZIA &
JORGE 2009).

Os antioxidantes primarios sdo os mais efetivos, pois interrompem a acao
dos radicais livres, conhecidos por iniciar o processo de oxidacéo ou de propagar
a reacdo em cadeia. Normalmente, estes antioxidantes contém anel aromético ou
fendlico e sédo capazes de doar um atomo de hidrogénio para os radicais livres,
formando espécies inativas e um radical inerte do antioxidante (Ae). O radical
formado é estabilizado por ressonancia, ndo sendo capaz de iniciar ou propagar
reagcbes de oxidacdo. O mecanismo da reacdo dos antioxidantes primarios €
dado pelas Equacbes 3.1 e 3.2 e 0 mecanismo da estabilizagcdo do radical

formado é apresentado na Figura 3.5.
LOO++AH — LOOH + A- (3.1)

LO++AH —> LOH + A+ (3.2)

o* 0 O O
ROO® ROOH
.\ } L] L]

Figura 3.5 — Estabilizacdo do radical fendlico inerte do antioxidante por
ressonancia (WANASUNDARA & SHAHIDI, 2005).

OH
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Dentre os naturais, os tocoferbis sdo 0os mais importantes antioxidantes
presentes nos Oleos vegetais (RAMALHO & JORGE, 2006). Tocoferdis e
tocotriendis sao oito compostos (a, B, y € &) que juntos compreendem a vitamina
E. Sdo constituidos de um nucleo cromanol, formado por um anel fendlico e outro
heterociclico, ligados a uma cadeia isoprénica formada por 16 carbonos. Ambos
possuem a mesma estrutura, no entanto, os tocoferéis possuem cadeia saturada,
enquanto os tocotriendis apresentam trés duplas ligacbes. Apresentam uma
variedade de isdbmeros que diferem na estrutura de acordo com o numero e a

localizag&o de grupos substituintes no anel cromanol (Figura 3.6 e Tabela 3.2).

Cadeia isoprénica (Sc)

Cromanol CH; CH; CH;
IWCH;
Tocoferol

Tocoftrienol

Figura 3.6 — Estrutura quimica dos tocoferéis e tocotriendis (Adaptado de
KAMAL-ELDIN, 2005).

Tabela 3.2 — Grupos substituintes dos anel cromanol (Adaptado de KAMAL-

ELDIN, 2005).
Tocoferol Tocotrienol Ry R2
a-tocoferol a-tocotrienol CHs CHs
B-tocoferol B-tocotrienol CHjs H
y-tocoferol y-tocotrienol H CHs
o-tocoferol d-tocotrienol H H

A atividade antioxidante dos tocoferéis € atribuida a sua capacidade de

doar seus hidrogénios fenolicos aos radicais lipidicos. In vivo, a atividade
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antioxidante dos a, B, y € ® decresce nesta ordem enquanto que em oleos

vegetais a atividade aumenta nesta ordem (DIAZ et al., 2004).

A atividade antioxidante dos tocoferdis é dependente da temperatura. A
80 °C, a atividade do d-tocoferol é cerca de duas vezes a do a-tocoferol, sendo
que este Ultimo comeca a se desativar acima dos 110 °C. Ambos perdem a
atividade antioxidante acima dos 150 °C (REBLOVA, 2006).

De acordo com SCHMIDT & POKORNY (2005), os tocoferodis est&o
presentes nos 0leos vegetais em concentracdes proximas a da atividade maxima
dos mesmos. Em um estudo realizado por GOFFMAN et al. (1999), foram
relatados teores de 68 a 2474 mg de tocoferol por quilo de 6leo para espécies da
familia Brassicaceae, a qual o crambe pertence, sendo predominante o y-

tocoferol.

3.3 Farelo do crambe

Apos a extracdo do O6leo de crambe, dependendo da tecnologia
empregada, resulta o subproduto do crambe: torta ou farelo. Quando a extracdo
€ realizada de forma mecénica obtém-se a torta, que contém um residual de 6leo
em torno de 15-29% (SOUZA et al., 2009). Ja4 quando se aplica a extracdo com
solvente, o residual de 6leo chega a menos 3-5% (GOULARTE et al., 2010),
obtendo-se o farelo. Ambos apresentam qualidade proteica para serem utilizados

como suplemento na alimentacao de ruminantes (MIZUBUTI et al., 2011).

Quando processado com casca, o farelo possui de 25 a 35% de proteina e
46 a 58% de proteina quando sem casca (FALASCA et al., 2010), com uma boa
composicdo de aminoacidos essenciais, semelhante a caseina (HARTWIG et al.,
2005; YONG-GANG et al., 1993).

Entretanto, a presenca de glucosinolatos na torta/farelo restringe a
utilizacdo deste subproduto na alimentacdo de animais. Os glucosinolatos
contém enxofre e s&o toxicos aos suinos e aves (FAHEY et al., 2001), pois
geram produtos toxicos quando degradados e/ou conjugados por bactérias no

intestino dos mesmos (WALLIG et al., 2002) podendo causar danos ao figado, ao
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rim e diminuicdo no apetite (OPLINGER et al., 1991; WALLIG et al., 1992). No

entanto, em ruminantes estes produtos tém pouco efeito.

Estudos revelam tratamentos especificos podem ser utilizados para
remover ou reduzir o teor de glucosinolatos em farelo, dentre eles: irradiacdo por
microondas (MAHESHWARI et al., 1980; AUMAITRE et al., 1989); tratamentos
com solucdes metalicas (LUDKE & SCHONE, 1988; DAS & SINGHAL, 2005);
processos de extrusdo (HUANG et al., 1995); fermentacao (VIG & WALIA, 2001,
RAKARIYATHAM & SAKORN, 2002); tratamentos térmicos (JENSEN et al.,
1995; NEWKIRK et al., 2003), entre outros.

O o6rgéo responséavel pela defesa animal e vegetal dos Estados Unidos
(FDA — Food and Drug Administration) aprovou a adicdo de 4,2% do farelo de
crambe na dieta de bovinos de corte, no entanto, ndo foi aprovado para a

alimentacao de n&o ruminantes.

Os farelos de oleaginosas também sé&o fontes importantes de compostos
bioativos antioxidantes, principalmente de compostos fendlicos mais polares, tais
como os acidos fendlicos e flavonoéides (SCHMIDT & POKORNY, 2005) que, por
possuirem pelo menos um anel aroméatico com um ou mais grupos hidroxila, sao
capazes de inibir a oxidacdo lipidica, ou seja, sdo antioxidantes primarios.
Alguns, ainda, tém potencial como quelantes de metais (CARTEA et al., 2011).

Entretanto, os compostos fenodlicos presentes nos farelo causam
adstringéncia, escurecimento, odores desagradaveis, sabor amargo (SHAHIDI &
NACZK, 2004), e, portanto devem ser removidos ou terem seus teores reduzidos

para aplicacdo na alimentacédo de animais.

Desta forma, esses residuos podem ser fontes valiosas de compostos
antioxidantes para alimentos, em substituicdo aos antioxidantes sintéticos, como
o butil-hidroxi-anisol (BHA) e o butil-hidroxi-tolueno (BHT), que possuem varios
inconvenientes como: sdo altamente volateis, instaveis em altas temperaturas e
suspeitos de terem propriedades toxicas (BOTTERWECK et al., 2000).

MATTHAUS (2002) realizou a extragdo de compostos fendlicos no farelo
de crambe (Crambe abyssinica) empregando diferentes solventes e encontrou
teores de 3,6 a 16,6 mg g. Dentre estes, foram quantificados os flavonoéides,

sendo obtidos de 0,64 a 9,36 mg de catequina g de farelo.
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3.4 Métodos de extracdo do 6leo

3.4.1 Método convencional

A prensagem é o método mais popular para obtencdo de dleo de
oleaginosas (MREMA & MCNULTY, 1985 citado por SINGH & BARGALE, 2000),
podendo ser realizada também a extracdo com solvente ou a combinacédo de
ambos os métodos (MORETTO e FETT, 1998).

O processo de extragcdo por prensa mecanica realiza o esmagamento das
sementes removendo parcialmente o 6leo. A operagdo é simples e facilmente
adaptavel a diversos tipos de oleaginosas, bastando para isso alguns simples
ajustes mecanicos. Segundo SINGH & BARGALE (2000) o processo feito sem
uso de produtos quimicos € bem mais seguro, podendo ser instalado em
pequenas propriedades rurais além de permitir o uso do subproduto da extracéao

mecanica, torta rica em proteina, como adubo e racdo animal.

A eficiéncia da extracdo por prensagem do 6leo de crambe depende do
tipo de equipamento utilizado. De acordo com ATABANI et al. (2013), as prensas
hidraulicas retiram de 60-65% do Oleo contido em sementes, enquanto que as
prensas expellers (tipo parafuso) extraem de 68-80%, isso porque a matéria-

prima pode ser submetida a prensagens por diversas vezes.

Segundo a Fundacdo MS (PITOL et al., 2010), em testes utilizando os
equipamentos de prensagem existentes no mercado (com sistemas de pré-
aguecimento, cozinhadores ou sistema de extrusdo), extrairam-se em torno de
70% do 6leo total presente nas sementes de crambe. SOUZA et al. (2009),
atingiram 79% de eficiéncia na extracdo aplicando a dupla prensagem sem pré-

aguecimento.

A extragdo por prensagem apresenta 0O inconveniente de necessitar de
etapa posterior de filtracdo para remocdo de residuos solidos do 6leo além da
parte sélida resultante deste processo, a torta, apresentar elevado teor de 6leo,
segundo TANDY (1991), de 12% em meédia. Ainda, as prensas existentes no

mercado sao projetadas para alguns tipos de sementes sendo que a extracdo de
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O0leo de outros tipos de oleaginosas fica comprometida (MAHANTA &
SHRIVASTAVA, 2004).

Na indastria, a extracdo de Oleos vegetais €, tradicionalmente, realizada
em duas etapas: prensagem mecanica seguida da utilizacdo de solventes
(PEDERSSETTI, 2008). A solubilizacdo do 6leo no solvente ocorre por dois
mecanismos: a dissolugcdo por simples contato entre as células vegetais
destruidas durante a prensagem ou moagem, ou através de difusédo, onde o 6leo
atravessa lentamente as paredes semipermeaveis das células para o meio
liguido (RAMALHO & SUAREZ, 2013). O solvente mais empregado é o hexano
por ser seletivo, possuir estreita faixa de ebulicdo e ser imiscivel com a agua, o
gue evita misturas azeotropicas (MORETTO e FETT, 1998).

Outra técnica utilizada usualmente para a obtencdo de 6leo em pequena
escala € a extragcdo Soxhlet, tida como referéncia para comparacdo de
rendimento em Oleo com outras técnicas. Nesta técnica, também s&o utilizados
solventes organicos, notadamente o hexano, e consiste na remocdo de
compostos sollveis pela passagem do solvente pela amostra por diversas vezes

(WU et al., 2011).

7

Para a remocdo do solvente do Oleo e do farelo é necessaria uma
operacédo adicional de evaporacao (GEANKOPLIS, 2003), que aumenta o custo
do processo, podendo causar perda de compostos volateis importantes. Além
disso, o uso de solventes organicos, como o hexano, apresenta muitas
desvantagens, tais como: alta inflamabilidade, alta capacidade explosiva,
potencial poluidor além de ser provindo de fonte ndo renovavel. Assim, a
utilizacdo deste vem encontrando restricdes. (TEMELLI, 2008, AHANGARI &
SARGOLZAEI, 2012).

3.4.2 Extracdo com fluido no estado supercritico ou subcritico

Tendo em vista os elevados tempos de extragdo empregando as técnicas
convencionais como prensagem e extracdo com solventes, além de etapas

posteriores serem requeridas para separacao de residuos solidos e/ou solventes,
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a extracdo com fluidos no estado supercritico ou subcritico surge como uma

alternativa atraente.

A temperatura critica de um gas € aquela acima da qual o gas nao pode

mais ser liquefeito, ndo importando a quanto se eleve a pressdo. Analogamente,

a pressao critica de um gas € definida como sendo aquela acima da qual o gas

ndo pode mais ser convertido em liquido pela diminuicdo temperatura (MAUL,

1999).

Quando uma substancia encontra-se acima da sua temperatura e pressao

criticas, Figura 3.7, ela € definida como sendo um fluido supercritico, que se

caracteriza por combinar propriedades tanto da fase liquida como da fase gasosa

(PENEDO, 2007), como mostrado na Tabela 3.3.

A
LiQuIDo ; _
COMPRIMIDO : SUPERCRITICO
U NSRSV SRR
: Ponto
SOLIDO ,  critico
o LiQuIDO -
=
L7/
W
Ll
v
o
5 >
TEMPERATURA I

Figura 3.7 — Diagrama de fases para substancia pura (Adaptado de SMITH, VAN

NESS & ABBOTT, 2005).
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Tabela 3.3 — Propriedades fisicas dos diferentes estados do fluido (BRUNNER,
2005).

Estado Densidide Difusi\Z/id?de Viscosilda(lje
(gcm™) (cm®s™) (gcm™s™)
Gas

P=1 bar (0,6 — 2,0)x107® 0,1-04 (0,6 — 2,0)x10™
T=15-30°C

Liquido

P=1 bar 0,6—1,6 (0,2 - 2,0)x10° (0,2 — 3,0)x107
T=15-30°C
Supercritico
P= Pc; T=Tc 0,2-0,5 0,7x107 (1-3)x10™
P=4Pc; T=Tc 0,4-0,9 0,2x10° (3-9)x10™

Entretanto, a transicdo de fase de uma substancia no estado liquido ou
gasoso para o estado supercritico ndo ocorre descontinuamente, como sugerido
pelo diagrama de fases. Assim, o estado supercritico € obtido pelo aumento
simultaneo da temperatura e pressdo da substancia, modificando o estado de
agregacdao entre as moléculas (LANCAS, 2002).

Nas condicBes supercriticas, o gas comprimido apresenta elevada
densidade (préxima a de liquidos), o que fortalece as suas propriedades de
solvente, por outro lado, a viscosidade, a difusividade e a tensdo superficial
apresentam valores préximos aos do estado gasoso, o que torna as propriedades
de transporte favoraveis ao processo de extracdo (grande molhabilidade e poder
de penetracdo nas matrizes porosas dos sélidos). Este fluido pode ser
considerado tanto como um liquido expandido como um gas comprimido e essas
caracteristicas conferem ao fluido supercritico boas condicbes de serem
utilizados em processos de extracdo de solutos a partir de matrizes sdlidas
(RODRIGUES, 2005).

Outra importante carateristica da extracdo supercritica é que as
propriedades fisicas dos solventes (densidade, difusividade, viscosidade,

constante dielétrica) podem ser alteradas pela alteracdo da pressdo e da
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temperatura, tornando-o mais seletivo durante a extragao (PRONYK & MAZZA,
20009).

Quando uma substancia encontra-se no estado liquido, aumentando sua
temperatura a uma pressdo constante, a densidade diminui constantemente
tendendo atingir o estado gasoso. Caso a pressao aplicada seja suficientemente
elevada, de forma que a substancia ndo chegue ao estado gasoso, a mesma
estara em um estado intermediario entre o liquido e gasoso. Neste caso, se a
temperatura e a pressao estiverem acima dos seus valores criticos, a substancia
estard no estado supercritico. Entretanto, se uma das variaveis nao estiver acima

do seu valor critico, a substancia é dita estar no estado subcritico.

Da mesma forma, aumentando a pressdo de um gas a temperatura
constante ocorre a elevacdo da densidade, tendendo atingir o estado liquido,
coexistindo ambos os estados liquido e gasoso e, se a temperatura ou pressao
ndo encontrar-se acima do seu valor critico, a substancia estara no estado
subcritico (LANCAS, 2002).

Substancias que estejam em um estado préximo a regido supercritica
(liquido ou gasoso) exibem propriedades fisicas semelhantes as do estado
supercritico, isso porque, segundo o diagrama de fases, ndo héa alteracao brusca
das propriedades quando se move do estado supercritico para o estado liquido
ou gasoso (FERREIRA, 1991; QUEIROZ, 1993).

A aplicacao da extracdo com fluidos supercriticos teve inicio na Alemanha,
no final dos anos 70, com o processo de remoc¢do da cafeina do café. Desde
entdo, 0 emprego da extracado supercritica em processos industriais vem se
destacando principalmente pela qualidade dos extratos obtidos e também pelos
aspectos ambientais envolvidos: € uma tecnologia limpa, livre de residuos
toxicos, os extratos ndo sofrem degradacdo térmica quando sao utilizadas
temperaturas amenas, e ainda ndo € necessario aplicar um tratamento posterior
a extracdo para eliminacdo de solvente, jA que esse é eliminado por meio da
despressurizacdo do sistema (MAUL, 1999; MICHIELIN et al., 2005; ALMEIDA,
2006).

O processo de extracao supercritica de matrizes soélidas consiste de duas

etapas: a extracao e a separacao do extrato do solvente. Na extracao, o solvente
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atravessa um leito fixo de particulas sélidas que o absorvem, fazendo com que a
estrutura das células dilate o que causa a diminuicdo da resisténcia a
transferéncia de massa. Os componentes soluveis da matriz sélida séo
dissolvidos e transferidos por difusdo de dentro do solido e transportados pelo
fluido. A transferéncia de massa ocorre até que o equilibrio seja alcancado
(BRUNNER, 1994). O leito € encamisado para que se possa fazer o controle da
temperatura. A segunda etapa € a separacdo do extrato do solvente, que ocorre
devido a diferenca de pressao na saida do extrator, sem haver a necessidade de

etapas posteriores de purificacdo do extrato para separa-lo do solvente.

A escolha de um solvente para extragdo como fluido supercritico ou
subcritico depende dos compostos que se deseja solubilizar. Em geral, o
solvente deve apresentar boa solubilidade no soluto a ser extraido, ser inerte e
de féacil separacdo do produto, ter baixo custo e atdéxico (HIERRO, 1994). A
Tabela 3.4 apresenta alguns exemplos de substancias que podem ser utilizadas

como fluidos supercriticos e sua respectiva Tc e Pc.

Tabela 3.4 - Propriedades criticas de alguns solventes que podem ser
empregados na extragdo supercritica (DIEHL, 2008).
Solvente Temperatura Critica Pressao Critica
(°C) (bar)
Di6xido de Carbono 31,10 73,76
Etano 32,30 48,84
Etanol 240,75 61,40
Etileno 9,30 50,36
Propano 96,70 42,45
Propileno 91,90 46,20
Ciclohexano 280,30 40,73
Benzeno 289,00 48,94
Tolueno 318,60 41,14
Clorotrifluormetano 28,90 39,21
Amoénia 132,50 112,77
Agua 374,20 220,48
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O CO; supercritico é o solvente mais utilizado nos processos de extragédo
supercritica, pois apresenta carater ndo toxico e ndo inflamavel, é
ambientalmente seguro, apresenta alta disponibilidade e alcanca alto grau de
pureza a baixo custo (DIAZ-REINOSO et al., 2006, HUANG et al., 2011).

O propano também tem sido utilizado para extracdo de produtos naturais,
sendo em muitos casos, melhor solvente que o diéxido de carbono. Embora ndo
apresente algumas das vantagens do didxido de carbono, ele é relativamente
barato, ndo deixa residuo téxico e tem alto poder de solvatacdo (SPARKS, 2006).
Ainda, as pressdes empregadas na extracdo sdo menores e a solubilidade do
propano em 6leos vegetais € maior quando comparada a solubilidade do diéxido

de carbono.

Geralmente, na utilizacdo do propano como solvente, sdo empregadas
temperaturas abaixo da sua temperatura critica, tendo em vista que seu elevado
valor (96,7 °C) pode comprometer a qualidade do produto final. Neste caso, o
fluido é definido como subcritico, ou entdo, como liquido comprimido (KING et al.,
2011).

Dessa forma, do ponto de vista econdmico, processos com baixas
pressbes e temperaturas podem reduzir custos na extracdo, apresentando alto
rendimento, baixos tempos de extracdo e menor consumo de solvente (ILLES et
al., 2000; BRAVI et al.,, 2002; CORSO et al.,, 2010; FREITAS et al., 2008;
PEDERSSETTI et al., 2011).

A extracdo com fluidos pressurizados torna-se uma alternativa para
substituir os métodos convencionais. Dentre algumas vantagens, podem ser
citadas: facilidade de remocéo do solvente apds a extracdo, sem a necessidade
de etapas posteriores; o0s extratos quase ndo sofrem hidrdlise, oxidacao,
esterificacdo, caramelizacdo ou alteracfes térmicas; maior difusividade do soluto;
a seletividade de um dado soluto pode ser controlada manipulando-se a
densidade do solvente ou ainda, adicionando-se um co-solvente e o extrato fica
isento de solventes (REVERCHON & OSSEO, 1993).

A principal desvantagem da extracdo supercritica € o elevado custo de
estruturacdo inicial, uma vez que, trabalhar com elevadas pressdes exige

equipamentos de qualidade e de seguranca. Entretanto, SOVOVA (1994) afirma
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gue embora os equipamentos de alta pressdo sejam mais caros do que aqueles
usados nos processos de separacdo convencional, o custo de operacdo €
geralmente inferior, consequentemente, os custos totais sGo comparaveis se 0s

processos sao realizados em condi¢cdes 6timas de operacao.

3.4.2.1 Aplicagédo de propano subcritico na extragao de 6leo

Na maioria dos casos, tem-se que os rendimentos e as taxas de extracéo
de dleos vegetais sdo baixos quando utilizado o dioxido de carbono. FERREIRA
et al. (2011) e NDIAYE et al. (2006) relatam que isso se deve a baixa
solubilidade dos triacilglicerideos neste solvente. Neste contexto, 0 propano se
torna uma alternativa atraente na obtencdo destes solutos, pois como ja dito,
apresenta maior solubilidade em 6leos vegetais em relacdo ao CO, e, assim,
torna a extracdo mais rapida, com maior rendimento e menor consumo de

solvente.

FREITAS et al. (2008) empregaram dioxido de carbono e propano
pressurizado na extracdo do 6leo de sementes de uva. Para o CO,, utilizaram
temperaturas variando de 30 a 60 °C e pressdes de 60 a 254 bar e, para o
propano fixou-se a pressdo em 100 bar avaliando as temperaturas de 30 e 45°C.
O propano mostrou-se mais favoravel a extracdo do 06leo, com rendimentos

elevados e cinética de extragdo mais rapida.

CORSO et al. (2010), avaliaram os fluidos propano subcritico e diéxido de
carbono supercritico na extracao de 6leo de gergelim. Para o CO,, empregaram
temperaturas de 30 a 60 °C e pressdes de 190 a 250 bar. Ja para o propano,
foram testadas temperaturas de 30 a 60 °C e pressGes de 80 a 120 bar. O
propano mostrou-se mais vantajoso que o diéxido de carbono, pois foram obtidas
maiores taxas de extracdo do 6leo com menor consumo de solvente empregando

condi¢des de pressao inferiores.

PEDERSSETTI et al. (2011) estudaram a extracdo do Oleo de canola
utilizando dioxido de carbono supercritico e propano subcritico. Para o CO, as
temperaturas utilizadas foram de 40 a 60 °C e pressdes de 200 a 250 bar; para o
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propano foram utilizadas temperaturas de 30 a 60 °C e pressoes de 80 a bar. O

propano apresentou maior rendimento em tempo menor de extracao.

NIMET et al. (2011) avaliaram o emprego de dioxido de carbono
supercritico e propano subcritico na extracdo de 6leo de sementes de girassol.
As temperaturas empregadas na extracdo com CO, foram de 40 a 60 °C e
pressdes de 190 a 250 bar. Para o propano, os experimentos foram conduzidos
com temperaturas de 30 a 60 °C e pressdes de 80 a 120 bar. Da mesma forma
gue os trabalhos descritos anteriormente, o propano mostrou-se melhor solvente

que o didxido de carbono.

Na extracdo do Oleo das sementes de romd, AHANGARI & SARGOLZAEI
(2012) empregaram diéxido de carbono supercritico e propano subcritico e,
novamente o propano mostrou ser um solvente adequado e seletivo para a
extracdo de 6leo, devido ao menor tempo de extracdo (80 minutos com o
propano e 180 com o CO;) e pressbes mais baixas que as do CO, supercritico

(de 80 a 120 bar com o propano e de 200 a 300 bar com o CO»).

Na extracdo do 6leo de crambe ONOREVOLI (2012) também empregou
ambos os fluidos diéxido de carbono supercritico e propano subcritico. A autora
relata que a extragdo com CO, supercritico ndo foi viavel, em funcdo do baixo
rendimento. Entretanto, para o propano foram estudadas as temperaturas de 20
a 60 °C com pressdo de 150 bar. Os resultados mostraram que o propano é
apropriado para a obtencdo do 6leo de crambe, atingindo elevado rendimento em
baixo tempo de extracdo e baixo consumo de solvente. Em média 25% de
rendimento em massa foram obtidos em 20-30 minutos de extracdo, sendo que
rendimentos semelhantes foram obtidos com a extracdo por prensagem e

Soxhlet, entretanto, empregando 72 e 5 horas, respectivamente.

3.5 Modelagem matematica

A modelagem matemética permite que os resultados obtidos através de
experimentos em escala laboratorial possam ser aplicados a novas condicfes de
trabalho. Assim, a principal vantagem da modelagem é a predi¢c&o das curvas de

extracAo num processo em larga escala, pois experimentos nesse nivel sdo
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dispendiosos (MARTINEZ et al., 2003; MARTINEZ & MARTINEZ, 2008). Além

disso, permite avaliar o comportamento cinético da extracao.

Existem trés tipos de abordagem matematica que descrevem as curvas de
extracdo supercritica: empirico; baseados em analogia entre transferéncia de
calor e massa,; e aqueles por balanco de massa diferencial (REVERCHON & DE
MARCO, 2006). Dentre estes, os modelos empiricos se limitam a condi¢fes
operacionais especificas, visto que os dados experimentais sdo ajustados a uma

simples equacéo empirica (MARTINEZ, 2002).

Modelos baseados em balancos de massa levam em consideracdo a
existéncia de duas fases: uma fase sdélida composta da matriz vegetal, de onde
se busca extrair os compostos de interesse; e uma fase fluida composta do

solvente supercritico mais o extrato dissolvido nele (BRUNNER, 1994).

Nesta abordagem, o sistema de extragdo é considerado um leito cilindrico
formado por particulas da matéria-prima dispostas de forma homogénea pelo
qual o solvente flui axialmente, solubilizando e arrastando os compostos. Os
fendbmenos de transferéncia de massa que ocorrem neste processo sao: difuséo
na matriz solida, transferéncia de massa na interface sélido-fluido, disperséo e

conveccao no fluido.

Em geral, nos processos de transferéncia de massa que ocorrem em
cilindros com comprimento bem maior que o diametro e velocidade de fluido na
direcdo axial, sdo desprezadas todas as formas de transferéncia que ocorrem
nas dire¢cdes radiais e tangenciais. Desta forma, considerando-se, ainda, a ndo
ocorréncia de reac¢fes quimica, o balanco de massa para as duas fases do

sistema é dado pelas Equacbes 3.3 e 3.4.

Para a fase fluida:

oY oY a( oY) J(X,Y)
—+u = N o +—>

A 3.3
ot oh ¢oh (33)

Acumulo Conveccdo Dispersdo T.M. Interfacial
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Para a fase solida:

oX 0 ( axj J(X,Y)
“—=—|Dy — |-t
ot oh) (L-¢)ps
J \ J
Y Y Y

Acumulo Difuséo T.M. Interfacial

(3.4)

Em que:

¢ . porosidade do leito;

pr - densidade do fluido (M L),

ps . densidade do solido (matéria-prima) (M L73);

u: velocidade superficial do fluido (L T™);

t: tempo (T);

h: coordenada axial (L);

Y : raz&o entre massa de soluto e massa de solvente (M M™);

X : razdo entre massa de soluto e massa de solido inerte (M M™);

J(X,Y): taxa de transferéncia de massa (M L3 ™;
D,, : coeficiente de disperséo na fase fluida (L2TY;

D,, : coeficiente de dispersdo na fase sélida (L* T™).

As Equacbes 3.3 e 3.4 servem como base para a aplicacdo de modelos
especificos que, a partir de sua resolucdo, juntamente com a Equacdo 3.5,

fornecem curvas com os perfis de massa de soluto extraido em funcao do tempo.

m(t) = jY(h = H,t)rm_dt (3.5)
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Sendo:
me : vazdo massica de fluido (M ™.

Na literatura, existem diversos modelos matematicos de extracdo
supercritica em leito fixo que se baseiam na resolugcédo de balancos de massa da
fase solida e fluida (LEE et al., 1986; TAN & LIOU, 1989; REVERCHON et al.
1993; SOVOVA, 1994; FERREIRA, 1996; MEIRELES, 1999). Dentre estes, 0
modelo de SOVOVA (1994) é considerado um modelo geral para processos de
extragdo supercritica de 6leos em matrizes vegetais e, portanto sera descrito

neste trabalho.

3.5.1 Modelo de Sovova (1994)

O modelo proposto baseia-se em balan¢cos de massa que consideram o
escoamento axial do solvente com velocidade superficial através de um leito fixo
de secéo transversal cilindrica. O solvente esté livre de soluto na entrada do leito
e a temperatura e a pressao sdo mantidas constantes. O tamanho das particulas
e a distribuicdo do soluto no interior do sélido séo considerados homogéneos e o

soluto encontra-se nas células do sdlido, protegido pela parede celular.

O pré-tratamento da matriz vegetal, como a moagem, que tem por
finalidade aumentar a superficie de contato entre o soluto e o solvente, faz com
que parte das paredes celulares se rompa deixando o soluto exposto ao

solvente.

Assim, a quantidade inicial de soluto no sélido (O) é dividida entre o soluto
(P), que se concentra na superficie do sélido, e o soluto que se encontra no

interior do sélido (K), de facil e dificil acesso, respectivamente.

0=P+K (3.6)

Em que:

P : a massa de soluto de facil acesso na superficie do sélido (M);
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K: a massa de soluto depositado no interior do sélido, de dificil acesso
(M).

A massa de inerte (M) n&o se altera durante a extragédo e a concentragéo

de soluto na fase solida é relacionada como:

_:_+£:x0:xp+xK (3.7)
m

Neste modelo, os balancos de massa do solido e do solvente para um

elemento do leito sdo representados, respectivamente, por:

oX
=) X 2 3(x,Y) (3.8)
ot
oY oY
— u—=J(X,Y 3.9
PE€ at + PE 2h ( ) (3.9)

Comparando as Equactes 3.3 e 3.4 com as Equacgdes 3.8 e 3.9, pode-se
perceber que Sovova negligencia os termos de transferéncia de massa por
dispersédo, tanto na fase solida quanto fluida. O autor considera ainda, que o
primeiro termo da Equacdo 3.9 pode ser desprezado, porque todos estes
fenbmenos sdo despreziveis quando comparados a transferéncia de massa por
conveccao. Desta forma, as equacdes de balanco de massa para as duas fases

(solido e solvente) sdo dadas por, respectivamente:

%2——J(X’Y) (3.10)
ot ps—e) .
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LAY _IXY)

3.11
T (3.11)

Dependendo da localizacdo do soluto no sélido, a taxa de transferéncia de

massa J(X,Y) é representada pelas Equacdes 3.12 e 3.13, sendo que, quando
ocorre a extragdo do soluto nas superficies das células X, a resisténcia a

transferéncia de massa € a difusdo no filme externo e, entéo, utiliza-se a Equacao

3.12. Enquanto que, durante a extragéo do soluto do interior das células X, , a

resisténcia predominante para a transferéncia de massa é a difusdo do 6leo no
interior do solido, e, portanto, usa-se a Equacao 3.13.

I(X > X,.Y)=k-ap. (Y —Y) (3.12)

J(X <X, Y)= ksapSX(l—Yi) (3.13)

S

Onde:
Y : solubilidade do soluto no solvente (M M'l);
kea: coeficiente de transferéncia de massa no filme externo (T™);

k.a: coeficiente de transferéncia de massa no sélido (T™).
E as condicdes iniciais e de contorno séo, respectivamente:
X(ht=0)=X, (3.14)

Y(h=0,t)=0 (3.15)
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Levando-se em conta todas as considera¢cfes do modelo, o processo de
extracdo pode ser divido em trés etapas: na primeira, a resisténcia a transferéncia
de massa é a difusdo no filme externo, com taxa constante de extragdo — CER,
em que o soluto é de facil acesso (X,); na ultima etapa, a taxa de extracdo é
limitada pela difusdo na fase solida, estando o soluto no interior das células com
dificil acesso (X,); e na etapa intermediaria estdo presentes ambos os

mecanismos de transferéncia de massa (etapa de taxa decrescente de extragéo —
FER).

A resolucédo das Equacdes 3.10-3.15, do balanco de massa para as fases
sélida e fluida, em conjunto com as Equacodes 3.16, 3.17 e 3.18 (que fornecem a

massa extraida em funcao do tempo) resulta na curva cinética do modelo:

Para t <t.g:

m(t) = . Y, tl—exp(-2)] (3.16)

Para tog St<tg:

m(t) = MY | t—tees €XP VfDY(S In{ L [em[meJ(tCER _t)_rJ}_Z (3.17)

0

Para t >t.:

Y WX Wi
m(t) =m, O—V—\;In{l+[exp( y OJ_ljexp(%}(tCER —t)r} (3.18)
S

Em que:
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_ Keam, pe

Z i (3.19)
Me pg
w = _Msksa (3.20)
mF(l_g)
(@—r)m, X,
t. o=~/ s°0 3.21
Y Zm, (3:21)
m WX
trer =teen +W—mFln{r+(1—r)exp[ YSOH (3.22)

Onde: m_ é a vazdo massica de solvente (M T™), t é o tempo de extrac&o
(T), X, é a concentracéo inicial do 6leo na matriz sélida (M M), m; é a massa de

sélido isenta de 6leo (M), I é a fragdo de 6leo facilmente acessivel ( X,/ X,), tee

€ 0 tempo em que se esgota 0 soluto presente na superficie das células na parte

inicial do leito (T), t, & O tempo em que se esgota 0 soluto presente na

superficie das células na parte final do leito (T), Ze W sao os parametros

adimensionais do modelo.

3.6 Consideracfes Parciais

A revisdo da literatura apresenta caracteristicas do crambe (Crambe
abyssinica), uma cultura relativamente nova no Brasil que vem se destacando
devido ao seu elevado teor de 6leo atrelado a elevada produtividade e rusticidade
de plantio. No pais, o maior interesse do crambe é para a producéo do biodiesel,
entretanto, o O0leo de crambe, rico em acido eracico também é aplicado em

diferentes setores industriais.
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A extracdo de Oleos vegetais com fluidos pressurizados, notadamente o
propano em condi¢cdes subcriticas, apresenta-se como uma alternativa aos
métodos usualmente utilizados, como prensagem e extracdo com solventes
organicos. Além de elevados rendimentos, a técnica é considerada limpa, pois o
solvente é removido do extrato pela despressurizacdo do sistema, sendo possivel

a sua recuperacao.

Dentro deste contexto, o presente trabalho visa avaliar a tecnologia com
fluido pressurizado na extracdo do 6leo de crambe, comparando rendimentos e
qualidade do Oleo aos obtidos pela aplicagdo do método convencional com o0s
solventes hexano e diclorometano e, ainda, analisar a composi¢cao proteica do

farelo bem como o potencial em compostos bioativos, como os fendlicos.

A literatura apresenta a aplicacdo do propano subcritico em 6leos vegetais,
dentre ele, o crambe. No entanto, para esta oleaginosa nao foram encontrados
trabalhos que visassem o estudo das condi¢des operacionais, com a utilizacao de
planejamento experimental. O presente trabalho também se destina a
caracterizacéo do 6leo obtido, visto que informacdes escassas foram encontradas
sobre o mesmo, principalmente para o cultivar FMS Brilhante. Dessa forma, um
estudo mais completo a respeito do 6leo e do residuo solido apds a extracao

(farelo) pode conduzir a novas aplicacdes deste valioso 6leo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, amostras de Oleo de crambe, extraidas com propano
subcritico e com o0s solventes organicos hexano e diclorometano, foram
caracterizadas quanto sua composicdo em acidos graxos totais, compostos livres
de glicerol e teor de compostos antioxidantes. Também foram realizadas anélises
de composicdo centesimal das sementes e farelo parcialmente desengordurado,
bem como de compostos fendlicos. As metodologias utilizadas sdo descritas a

sequir.

4.1 Materiais

4.1.1 Sementes de crambe (Crambe abyssinica)

As sementes de crambe (Crambe abyssinica) ja secas naturalmente, da
variedade FMS Brilhante (produzida pela Fundacdo MS), foram fornecidas pela

Faculdade Assis Gurgacz — FAG, localizada no municipio de Cascavel — Pr.

4.1.2 Reagentes

Na extracdo do Oleo de crambe foram utilizados os seguintes solventes:
propano grau analitico com 95% de pureza (Linde G&s) na extracao subcritica;
diclorometano 99,5% (Vetec) e n-hexano 99% (F.Maia) nas extracdes

convencionais em Soxhlet.

Nas andlises de acidos graxos totais foram utilizados os reagentes
hidroxido de potassio PA, metanol PA (Vetec) e heptano (99,6% de pureza,
Merck); e nas andlises de acidos graxos livres: o derivatizante N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoro-acetamida-BSTFA com trimetilclorosilano-TMCS (Sigma
Aldrich), padrées de 5a-colestano e heptadecanoato de metila, ambos da Sigma

Aldrich, e como solvente o heptano (99,6% de pureza, Merck).
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Para as analises de compostos antioxidantes foram utilizados: padrdes q,
y e d-tocoferol (Sigma Aldrich), isopropanol e metanol (J.T. Baker, grau HPLC),
agua ultrapura, acido galico anidro (Sigma Aldrich), reativo de Folin-Ciocalteu
(Sigma Aldrich), carbonato de sédio (Biotec), etanol (J.T. Baker) e acido cloridrico
(Vetec).

No método de quantificacdo de proteina foram utilizados os reagentes:
acido sulfarico (Vetec), dioxido de titanio, sulfato de cobre e sulfato de potassio,

todos anidro (Nuclear), hidréxido de potassio (Synth) e acido cloridrico (Vetec).

Os gases utilizados nas andlises cromatogréficas foram: hélio (White
Martins), hidrogénio (Linde Gas), nitrogénio (Linde Gas) e ar sintético (Linde
Gas). Nas analises calorimétricas foram utilizados os gases: nitrogénio (White

Martins) e oxigénio (Linde gas). Todos 0s gases com pureza acima de 99,99%.

4.2 Preparacdo das sementes para a extracao do 6leo

As sementes de crambe foram submetidas a uma leve trituracdo em
liquidificador doméstico (Philips, Rl 1710) para a quebra de suas cascas que,
posteriormente foram separadas incidindo ar comprimido sobre o material. As
sementes trituradas foram classificadas de acordo com a série padrao de
peneiras Tyler de 12 a 32 mesh em agitador de peneiras, sendo utilizada nos
experimentos a fracdo retida na peneira de 14 mesh, que correspondeu a fracao
com maior quantidade de massa. O material foi acondicionado em saco pléastico,

por aproximadamente quatro meses, até a sua utilizacéo.

4.3 Extracdo do oleo

4.3.1 Extragéo convencional - Soxhlet

As extragbes convencionais do 6leo de crambe foram realizadas em

conjunto Soxhlet (Laborglas). Aproximadamente 10 g de sementes foram
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submetidas a extragdo por 480 minutos com o0s solventes organicos
diclorometano e hexano. Estes solventes foram escolhidos devido as diferencas
de polaridades, o hexano é considerado um solvente apolar, enquanto o
diclorometano polar. Também foram realizadas extracbes de 80 minutos para
posterior comparagdo com o rendimento obtido na extracdo subcritica. Os

experimentos foram realizados em duplicata.

Ao final da extracéo, o solvente foi removido do 6leo utilizando uma estufa
a temperatura de ebulicdo dos solventes hexano e diclorometano, 69 e 40 °C,
respectivamente. Os extratos foram armazenados em frascos ambar. Os
cartuchos contendo as sementes foram colocados em estufa a 50 °C para
evaporacao do solvente e, posteriormente as sementes foram armazenadas em

sacos plasticos.

4.3.2 Extracdo com propano subcritico

Os experimentos para obtencdo do 6leo de crambe utilizando propano
subcritico foram realizados na unidade de extracao supercritica do Laboratério de
Tecnologia Supercritica da Universidade Estadual de Maringa — UEM. O Aparato
constitui de um reservatério para o solvente, uma bomba seringa marca Isco,
modelo 500D e dois banhos termostaticos - o primeiro (Julabo, modelo F25-ME)
com a finalidade de resfriar o fluido na bomba seringa e o segundo (Quimis,
modelo Q214M2) para manter o extrator aquecido nas temperaturas desejadas, e
um extrator de aco inox com capacidade de aproximadamente 58 cm?® (diametro

de 1,95 cm e altura de 19,4 cm), conforme Figura 4.1.

Em cada extracdo, aproximadamente 30 g de sementes foram utilizadas
para carregar o extrator. Na bomba, o solvente resfriado foi pressurizado em
intervalos de presséo de 10 bar até a pressao desejada e entdo bombeado para
extrator, ja estabilizado termicamente na temperatura de extragao.
Imediatamente a estabilizacdo da pressdo no extrator, a valvula de expansao foi
aberta para uma vaz&o massica de solvente de 1,6x107° kg min™. Durante os 80
minutos de extracdo, o Oleo foi coletado em frasco de vidro ambar e sua massa

pesada em intervalos de tempo predefinidos.
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Para determinar a influéncia dos fatores principais, pressao e temperatura
sobre o rendimento da extracdo foram testados trés niveis das varidveis, como
mostrado na Tabela 4.1, utilizando um planejamento fatorial 2% com triplicata do

ponto central.

=, ; V2
{ D

\N-._,_ _--/ |- LI

Figura 4.1 — Representacdo do médulo experimental de extracdo com propano
subcritico (Adaptado de SILVA et al., 2014):
(A) cilindro de gés; (B) bomba seringa; (C) extrator; (D) e (E) banhos
termostaticos; (F) controlador de temperatura na valvula micrométrica de
expansdao; (G) frasco coletor do dOleo; (V1), (V2), (V3) e (V4) valvulas agulha.

Tabela 4.1 - Niveis de temperatura e pressao utilizados nos ensaios de extracdo
do Gleo de crambe.

Nivel Temperatura (°C) Presséao (bar)
-1 40 80
0 60 120
+1 80 160
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4.3.2.1 Solubilidade do 6leo de crambe no propano subcritico

A solubilidade do 6leo de crambe no solvente subcritico foi obtida através
da curva cinética da extracéo. No inicio da extracéo, o solvente esta saturado com
a fracdo de oleo facilmente removivel e, portanto, a concentra¢éo na saida € igual
a concentracdo de equilibrio. Desta forma, a solubilidade é determinada

utilizando-se os dados da parte linear da curva de extracdo, conforme a Equacao
4.1.

mé eo
YS = m—l (41)

solvente

Onde:

Y, : solubilidade do 6leo no solvente (M M™;

Mseo - Massa total de 6leo obtido apenas na parte inicial (linear) da curva de

extracao (M);
M.,.ene: Massa de solvente gasto apenas na parte inicial (linear) da curva
de extracao (M).

4.3.2.2 Caracterizacédo do leito de particulas

4.3.2.2.1 Densidade do leito

A densidade do leito de particulas (p.y,) foi determinada a partir da

Equacéo 4.2:

Preito =5 (42)

leito

<
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Em que:

my: massa de inerte, sendo esta a massa alimentada no extrator

descontada a quantidade de 6leo extraida (M);

Vi.io : Volume do leito (L3).

4.3.2.2.2 Porosidade do leito

A porosidade do leito foi calculada utilizando a Equacgéo 4.3:

8=1_ pleito (4.3)
Ps

Onde:

Pri - densidade do leito (M L);

p,: densidade da semente (M L®), determinada de acordo com sec¢&o

4.3.2.2.3.

4.3.2.2.3 Densidade real das sementes

A determinacdo da densidade das sementes de crambe, pg, ja

descascadas e trituradas, foi realizada em picnémetro (Micromeritics®, modelo
Accupyc 1330) utilizando gas hélio, no Laboratorio de Recursos Analiticos e de
Calibracdo — LRAC da Faculdade de Engenharia Quimica, Unicamp. As
condicoes utilizadas na andlise sdo apresentadas na Tabela 4.2. O resultado final

de densidade real foi obtido pela média de 10 determinagdes.
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Tabela 4.2 — Condi¢cbes utilizadas para determinacdo da densidade real por
picnometria de gés hélio.

Massa de amostra (Q) 4,63

Temperatura do ensaio (°C) 23,92
Numero de purgas 20

Presséo de enchimento na purga (psig) 19,5

Presséo de enchimento na corrida (psig) 19,5

Taxa de equilibrio (psig/min) 0,005

4.4 Modelagem matematica da cinética de extracdo com propano
subcritico

Foi utilizado o0 modelo matematico de SOVOVA (1994), descrito na sec¢io
3.5.1, para a modelagem das curvas cinéticas de extracdo do 6leo de crambe
com propano subcritico. O pardmetro r é constante devido o processo de
preparacdo (moagem e peneiramento) ser 0 mesmo para todo o material e este

foi ajustado aplicando o método “golden search”, com a seguinte fungao obijetivo:

n_exp N
F= 3 Y (mse—mer ) (4.4)

i=1 j=1

Os parametros Ze W foram determinados com o emprego do método de
otimizacdo multivariavel Simplex Down-Hill (Nelder and Mead, 1965) a partir da

minimizacdo da funcado objetivo dada pela Equacéo 4.5.

N
_ Calc Exp
F= Z(moil,- — Mg, ) (4.5)
j=1
Onde: mg® é a massa de Oleo extraida obtida pelo modelo de Sovova;

me’; € a massa de Oleo obtida experimentaimente, n_exp € o numero

experimentos e N o nimero de pontos da curva cinética experimental.
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4.5 Caracterizagdo do 6leo de crambe

As amostras de Oleo de crambe foram caracterizadas quanto ao perfil de
acidos graxos totais, compostos livres de glicerol (acidos graxos livres e
fitosterois) e tocoferdis (a, y e 0). Todas as analises foram realizadas em

duplicada, sendo expressas pela média *+ desvio padréo.

4.5.1 Acidos graxos totais

A analise dos acidos graxos totais presentes no 6leo de crambe foi
realizada utilizando um cromatografo a gas Agilent 7890 equipado com uma
coluna capilar (ZBWAX, 30m x 0,25mm x 0,25 um) programada a uma
temperatura inicial de 120 °C, aumentando para 180 °C a uma taxa de
15 °C min®, e para 240 °C a 5 °C min™, permanecendo nesta temperatura
durante 5 minutos. A vazdo do gas de arraste foi de 1,5 mL min™. As analises
foram realizadas com a temperatura do injetor a 250 °C e detector a 250 °C,
utilizando um volume de inje¢do de 1 pL, no modo split 1:50. Com a finalidade de
determinar os acidos graxos totais presentes nas amostras de 6leo, foi realizada
a derivatizacdo do 6leo com solucdo metanélica de KOH 2 mol L™ seguindo a
metodologia padrdo AOAC Ce 2-66 (1990). A identificacdo dos componentes
presentes no Oleo de crambe foi realizada por comparacdo dos dados do
espectro com os apresentados na biblioteca Wiley.

4.5.2 Compostos livres de glicerol

Para esta analise, os compostos nao ligados ao glicerol (acidos graxos
livres e fitosterodis) foram derivatizados com N,O-bis(trimetilsilil)trifluoro-acetamida
(BSTFA) e trimetilclorosilano (TMCS), conforme FREITAS et al. (2008). Em
aproximadamente 20 mg de Oleo foram adicionados 20 pL do derivatizante
BSTFA/TMCS, 80 pyL do padrdo interno para quantificacdo dos fitosterois
(5a-colestano, 3470 mg L™ ) e 50 pL do padrédo interno para quantificacdo dos
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acidos graxos livres (heptadecanoato de metila, 5570 mg L™). A solucéo foi
completada para o volume final de 1 mL com heptano e mantida a 60 °C durante

30 minutos.

As analises foram realizadas em cromatografo a gas acoplado a espectro
de massa, Thermo-Finnigan, pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a
Pesquisa, COMCAP-UEM. Para a separacdo cromatogréfica foi utilizada uma
coluna capilar Agilent HP-5MS (30 m x 0,250 mm x 0,25 um) e as condi¢des
utilizadas foram: injecdo de 0,4 puL no modo split 1:10, temperatura inicial da
coluna de 100 °C, mantida nesta temperatura por 6 minutos, aumentando até
230 °C & taxa de 5 °C min™ e para 280 °C & 15 °C min*, permanecendo por 15
minutos. A vazdo do gas de arraste, hélio, foi de 1 mL min™®. O programa

Xcalibur® (Thermo Electron) foi empregado para identificacédo dos compostos.

4.5.3 Tocoferdis (vitamina E)

Os tocoferdis a, y e & presentes no 6leo de crambe foram analisados em
cromatdgrado liquido de alta eficiéncia LC-20AT com detector UV-vis SPD-20A,
ambos da marca Shimadzu. A coluna utilizado foi a C-18, modelo Shim-pack
CLC-ODS (M) com 4,6mm x 25 cm e diametro de particula de 5 pum. Utilizou-se
um loop de 50 pL e o fluxo de fase movel (mistura metanol:dgua 96:4) de
1 mL min™* no modo isocratico. O comprimento de onda utilizado para a detecgéo
foi de 292 nm (FREITAS, 2007).

Aproximadamente 20 mg do 6leo foram diluidos com isopropanol em balédo
de 1 mL antes de sua injecdo no equipamento. Para a quantificacdo dos
tocoferdis nas amostras foram construidas curvas padrdo com concentracfes de
a, y e d variando de 0,5 a 5 mg L a partir de solucbes estoques de
aproximadamente 1000 mg L™ dos respectivos padrdes. As curvas de calibracédo

para o q, y e d-tocoferol sdo apresentadas nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4.
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Figura 4.3 — Curva de calibracdo do y-tocoferol
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Figura 4.4 — Curva de calibragdo do d-tocoferol.

4.6 Analises térmicas do 6leo de crambe

As amostras de 6leo de crambe extraidas com propano subcritico a 80 °C
e 160 bar, hexano e diclorometano foram caracterizadas quanto a estabilidade
oxidativa e ponto de fusdo utilizando um calorimetro DSC Shimadzu — 60,
previamente calibrado com o metal indio (99,99% de pureza). Em ambas as
andlises foram utilizados cadinhos de aluminio de 6 mm de didmetro e 1,5 mm de
altura (P/N 201-52943, Shimadzu).

4.6.1 Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A estabilidade do 6leo de crambe foi determinada pela técnica de
calorimetria diferencial de varredura, que consiste na oxidacdo do 6leo quando

este é submetido a um fluxo constante de oxigénio. Foram pesados 2 mg de 6leo
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em cadinho de aluminio e este colocado sem tampa no compartimento de
amostra do equipamento. Um cadinho vazio foi utilizado como referéncia.
Segundo metodologia proposta por TAN et al. (2002), cada amostra foi submetida
a quatro diferentes temperaturas (110, 120, 130 e 140 °C) com fluxo de oxigénio
(99,99% de pureza) de 50 mL min™. O tempo de inducado oxidativa (t) foi obtido
da curva de oxidacao, equivalente a intersecdo da linha de base e a tangente na

borda da isoterma.

4.6.2 Determinacao do ponto de fuséo

Aproximadamente 1 mg de Oleo de crambe foi pesado em cadinho de
aluminio e colocado no calorimetro, juntamente com um cadinho vazio utilizado
como referéncia. A amostra, submetida a um fluxo de nitrogénio de 50 mL min™,
foi resfriada a -40 °C com a utilizacdo de nitrogénio liquido e, entdo aquecida até
30 °C a uma taxa de 10 °C min™. As temperaturas referentes ao inicio, pico e fim
da fuséo, T;, T, e T, respectivamente, foram obtidas da curva de fusdo. Varia¢des
endotérmicas no fluxo de calor correspondem a processos de fusdo que foram
quantificados quanto ao calor absorvido, utilizando o programa TA-60WS,
Shimadzu.

4.7 Composicdo quimica das sementes e farelo parcialmente

desengordurado

A composicdo centesimal das sementes de crambe trituradas e do farelo
parcialmente desengordurado, obtido apds a extragdo com propano subcritico a
80 °C e 160 bar, foi realizada de acordo com os métodos AOAC (2005),
correspondentes a determinacdo de teor de umidade, cinzas e proteinas,
respectivamente. As determinagbes foram realizadas em triplicata sendo

expressas pela média e desvio.
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4.7.1 Determinacé&o do teor de umidade

A determinacdo da umidade das amostras foi realizada por meio do
método gravimétrico que se baseia na perda de umidade e volateis quando a
amostra é submetida a 105 °C. Foram pesados aproximadamente 2 g de amostra
em capsula de aluminio e, esta colocada em estufa (SPLabor, modelo SP-100) a
105 °C por 3 horas, sendo posteriormente acondicionada em dessecador com
silica gel até atingir a temperatura ambiente e, posteriormente pesadas. O
procedimento foi repetido até a massa ficar constante e o teor de umidade e
volateis calculado pela diferenca entre a massa antes e ap0s a secagem.

4.7.2 Teor de cinzas

O método determina o residuo mineral remanescente apos a calcinacdo da
amostra. Para isso, 2 g de sementes e farelos foram submetidos a 550 °C por 6
horas em mufla. ApGs o resfriamento em dessecador, a amostra foi pesada e a
porcentagem de cinzas dada pela diferenca entre a massa inicial e final da
amostra apoés a calcinagéo.

4.7.3 Proteina bruta

O conteudo de proteina bruta nas sementes e farelo foi determinado de
acordo com o método Micro-Kjeldahl, baseado no teor de nitrogénio total.
Aproximadamente 0,3 gramas de amostra foram digeridos com acido sulfarico e
mistura catalitica (di6xido de titanio, sulfato de cobre e sulfato de potassio na
proporcao 0,3:0,3:6) em chapa de aquecimento (Marconi, MA447) por cerca de 3
horas. O material digerido foi destilado em destilador de nitrogénio. A amonia foi
recolhida e a solu¢do de hidréxido de amdnia formada foi titulada com acido
cloridrico (0,1 M) utilizando vermelho de metila como indicador do método. Para a

quantificacdo foi utilizado o coeficiente de proteinas 6,25.
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4.7.4 Cor

Para a andlise de cor utilizou-se o colorimetro Minolta®. Os atributos de cor
L" (luminosidade), a" (componente vermelho-verde) e b" (componente amarelo-

azul) foram determinadas pelo sistema de cor CIELAB.

4.8 Determinacdo de compostos fendlicos totais e flavondides

As sementes cruas e os farelos obtidos apds a extracdo do 6leo com
propano subcritico e com solventes organicos foram caracterizado quanto ao teor

de compostos fendlicos e flavondides totais.

4.8.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi quantificado baseando-se na
metodologia proposta por SINGLETON et al. (1999). Inicialmente realizou-se a
extracdo dos compostos fendlicos de cada amostra solubilizando 0,1 g em 50 mL
de 4gua destilada. A mistura foi submetida as ondas de ultrassom (UltraCleaner
1400, Unigue) durante 10 minutos e centrifugada a 6000 rpm. Foi retirada uma
aliquota de 0,5 mL da solucéo e adicionada a 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu
10% que reagiu durante 5 minutos. Decorrido o tempo, 2,0 mL da solugdo de
carbonato de sédio 7,5% foram adicionados. A mistura foi deixada reagir por 2
horas, na auséncia de luz e, posteriormente sua absorbancia foi determinada em
740 nm (UV-Vis 1800, Shimadzu). O teor de fendlicos totais foi quantificado
mediante a equacdo da reta da curva padrdo de acido gélico e expresso em

mg de &cido galico 100 g* de amostra.

Para a construcdo da curva de calibragdo utilizaram-se concentracdes de
acido galico de 0,0224 a 0,064 mg mL? e o mesmo procedimento citado

anteriormente, sendo o extrato substituido pela solu¢éo de acido galico.
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Figura 4.5 — Curva de calibragcéo do acido galico.

4.8.2 Flavonoéides totais

Os flavondides presentes nas amostras de farelo de crambe, bem como
nas sementes, foram quantificados segundo método de FRANCIS (1982). A1,0g
de cada amostra foram adicionados 50 mL da solucdo extratora etanol-HCI 1,5 N
e a mistura foi homogeneizada em agitador vortex por 2 minutos e deixada em
repouso por 24 horas ao abrigo de luz. O material foi filtrado e sua absorbancia
medida em 374 nm. Os resultados foram expressos em mg de flavonéides 100 g™

de amostra utilizando 76,6 como fator de flavondides.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Serdo apresentados os resultados das extragdes do 6leo de crambe com
propano subcritico e com solventes organicos, bem como a modelagem
matematica da cinética de extracdo subcritica. Além disso, a caracterizacdo do
0leo quanto aos acidos graxos totais, compostos livres de glicerol (acidos graxos
livres e fitosterdis) e teores de tocoferdis. Também, a composi¢cédo centesimal das

sementes e farelo e teores de compostos fendlicos.

5.1 Extracédo do 6leo de crambe

5.1.1 Método convencional

A extragdo convencional foi realizada em extrator Soxhlet utilizando os
solventes hexano e diclorometano em suas respectivas temperaturas de ebulicdo
69 e 40 °C. O dleo foi extraido durante 80 minutos para posterior comparacio
com o rendimento obtido pela extracdo com fluido subcritico. Também, procedeu-
se a extracdo de forma exaustiva em Soxhet por 480 minutos para a completa
remocdo do O6leo das sementes. As determinacdes foram realizadas em

duplicada, sendo os resultados médios mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Rendimento das extracdes do 6leo de crambe com os solventes
organicos (hexano e diclorometano).

indice de Rendimento em Rendimento em
Solvente ) _ _
Polaridade 80 minutos (%) 480 minutos (%)
Hexano 0 26,1+ 0,54 47,5 + 0,45
Diclorometano 31 29.0+ 0,50 51,0+ 0,33

As extracbes comprovaram o elevado teor lipidico nas sementes de
crambe, sendo observados rendimentos de 47,5% para a extragao com hexano e

51% para o diclorometano. As diferencas encontradas se devem a polaridade do
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solvente utilizado. O diclorometano € um solvente pouco polar capaz de extrair

tanto os lipidios neutros quanto os polares (BRUM et al., 2009).

A extracdo do 6leo de crambe, na maioria dos trabalhos, € realizada apoés a
guebra das sementes, sem a remoc¢ao das cascas. Tendo em vista que as cascas
das sementes representam aproximadamente 22% da massa total das mesmas
(PITOL et al.,, 2010, RAUBER et al., 2001), pode-se concluir que ONOREVOLI
(2012) obteve em torno de 35% de rendimento em oOleo utilizando hexano em
Soxhlet por 5 horas de extracdo e ROSSETO et al. (2012) encontraram 48% de
Oleo para 6 horas de extragdo. No ultimo trabalho, os autores empregaram
sementes de crambe da mesma procedéncia que este trabalho e, como pode ser
observado na Tabela 5.1, o teor de 6leo encontrado em ambos os trabalhos foi

aproximadamente o0 mesmo.

5.1.2 Extracdo com propano subcritico

Foram avaliados os efeitos da temperatura e presséo do propano subcritico
no rendimento da extracdo do 6leo de crambe utilizando um planejamento fatorial
2%. As condicBes utilizadas nos experimentos foram escolhidas a partir dos
trabalhos de CORSO et al. (2010), PEDERSSETTI et al. (2011) e NIMET et al.
(2011), que empregaram propano subcritico na extracdo dos 6leo de gergelim,

canola e girassol, respectivamente.

Na Tabela 5.2 sédo apresentadas as condicdes experimentais das
extragGes, os rendimentos obtidos e a solubilidade (Ys) do 6leo no solvente,

determinada pelo método dindmico através do coeficiente angular da parte linear
da curva de extracdo, descrito na secdo 4.3.2.1. A maior quantidade de 6leo
(32,8%) foi obtida na condi¢cdo de maior temperatura e pressao, 80 °C e 160 bar,

respectivamente.

Em 80 minutos de extracao total, sdo removidos de 51,6 a 64,3% do oleo
contido nas sementes. Resultados semelhantes foram reportados por outros
trabalhos de extracdo de Oleo de sementes com fracdo lipidica semelhante ao

crambe empregando propano subcritico. PEDERSSETTI et al. (2011), obtiveram
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eficiéncia de 48,9-64,4% em 85 minutos de extracdo do Oleo das sementes de
canola (Brassica napus), enquanto CORSO et al. (2010) extrairam de 57,3 a

72,1% do Oleo das sementes de gergelim (Sesamun indicum L.).

Comparando os rendimentos obtidos ao final de 80 minutos de extracédo,
observa-se que os mesmos foram proximos em ambas as técnicas aplicadas
(propano subcritico e Soxhlet). Entretanto, deve-se ressaltar que o tempo total
gasto na metodologia em Soxhlet foi superior devido a necessidade da etapa de

purificacdo para remocao do solvente, elevando ainda mais o gasto energético.

Tabela 5.2 — Condi¢des experimentais das extracdées com propano subcritico e
rendimentos obtidos ao final de 80 minutos.

_ T P pe° Ys Rendimento
Experimento o 3
( C) (bar) (g cm ) (géleo gsolvente-l) (%)
1 40 80 0,485 0,170 26,3
2 40 160 0,509 0,149 26,3
3 80 80 0,424 0,128 29,7
4 80 160 0,459 0,139 32,8
5 60 120 0,474 0,169 29,6% + 0,06

#Média da triplicata no ponto central + desvio padréo.
PNIST - National Institute of Standards and Technology.

Na Figura 5.1 estdo apresentadas as curvas cinéticas experimentais de
extracdo do 6leo de crambe com propano subcritico em diferentes condi¢des de
temperatura e pressao. O resultado da extracao foi representado em porcentagem
(razdo entre massa de extrato e massa de amostra alimentada) para que as
informacgdes se tornassem independentes da quantidade de amostra utilizada na
extracdo, embora a variagdo tenha sido de apenas 1,3%, possibilitando assim a

comparacao entre as diferentes condicdes empregadas.

De acordo com as curvas cinéticas da Figura 5.1, percebe-se que a
temperatura apresenta efeito sobre o rendimento da extracdo, sendo que as
maiores temperaturas proporcionaram maiores rendimentos em tempos menores.

A avaliagao dos efeitos da temperatura e pressédo no rendimento da extracao foi
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realizada mediante andlise estatistica e 0s resultados expressos no item seguinte
(5.1.2.1).
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Figura 5.1 — Curvas cinéticas experimentais das extracfes do 6leo de crambe
com propano subcritico.

5.1.2.1 Anéalise estatistica

Utilizou-se o programa computacional Statistica (V.8.0) da STATSOFT TM,
Inc, para a andlise estatistica dos efeitos considerando o modelo linear e um
intervalo de 95% de confianca. A Tabela 5.3 apresenta os efeitos das variaveis

temperatura e pressao sobre o rendimento da extracao.

Para as condicOes de temperatura e pressao utilizadas no planejamento
fatorial a temperatura foi a Unica variavel que teve efeito significativo
(considerando um p-valor de 5 %), aumentando o valor desta variavel aumenta-se
o rendimento, como mostra a Tabela 5.3 e o grafico de Pareto da Figura 5.2. A
pressdo ndo apresentou significancia devido aos experimentos 1 e 2 (Tabela 5.2)

apresentarem 0 mesmo rendimento duplicando o valor desta variavel a
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temperatura constante. Embora a pressdo ndo apresente significancia estatistica
para o nivel de confianca empregado (95%), é observado um efeito positivo para
esta variavel ao se analisar os experimentos 3 e 4, justamente na maior
temperatura empregada. Isso se deve a temperatura empregada estar mais
proxima da temperatura critica do propano, resultando na melhora do poder de
solvatacdo do solvente devido ao aumento em sua densidade (JESUS et al.,
2013).

Efeito similar foi encontrado por PEDERSSETTI et al. (2011); NIMET et al.
(2011) e CORSO et al. (2010), na extracdo com propano subcritico dos 6leos de
canola, girassol e gergelim, respectivamente. Na extracdo do Oleo de canola e
girassol (que empregaram tempo fixo de extracdo), os autores relatam uma
diminuicdo no rendimento para o aumento da pressdo a temperatura mais baixa
(30 °C). Entretanto, quando empregaram o aumento da pressao a temperatura de
60 °C, notaram uma elevacdo do rendimento, ressaltando o efeito citado
anteriormente. Em todos esses trabalhos, a temperatura foi a variavel

predominante.

Os resultados obtidos sugerem uma competicdo entre o efeito da
densidade e da pressao de vapor do soluto quando se eleva a temperatura da
extracdo. Conforme os dados da Tabela 5.2, 0 aumento da temperatura ocasiona
a reducdo na densidade do solvente, entretanto ndo se observa reducdo no
rendimento da extracdo, como esperado. Isso se deve a presenca de dois efeitos
contrarios: 0 aumento na temperatura aumenta a pressao de vapor do soluto e,
consequentemente ha o aumento da solubilidade; por outro lado a reducédo na
densidade do solvente ocasiona a diminuicdo da solubilidade (MICHIELIN, 2005;
ALMEIDA et al., 2007).

Esse efeito pode ser melhor visualizado comparando os experimentos 1 e 2
da Tabela 5.2. Com a elevacdo da pressdo ha o aumento da densidade do
solvente, o que ndo acontece com a solubilidade. Entretanto, a diminuicdo da
solubilidade ndo faz com que o rendimento seja inferior. Ou seja, neste caso
pode-se constatar claramente a presenca dos efeitos antagbnicos citados

anteriormente.

55



Para os experimentos 3 e 4, em que ha aumento da pressédo, nota-se que
houve elevacdo da solubilidade e do rendimento em contraste ao baixo valor da
densidade do solvente, o que indica a predominancia do efeito pressdo de vapor

do soluto para os experimentos realizados a mais alta temperatura (80 °C).

Tabela 5.3 — Tabela de efeitos para as variaveis temperatura e pressdo na
extracao do 6leo de crambe utilizando propano subcritico.

Variavel Média/intercepto T P TP
Efeito 29,100 4,950 1,550 1,550
p-valor® 0,000 0,025 0,193 0,193
Coeficiente 29,100 2,475 0,775 0,775
Erro padrao 0,328 0,401 0,401 0,401

%significancia estatitistica p<0,05.
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Figura 5.2 — Gréfico de Pareto de efeitos para as variaveis temperatura e
pressao na extracao do 6leo de crambe utilizando propano subcritico.

Na Figura 5.3 sdo apresentados os efeitos a partir de uma superficie de

resposta, na qual é possivel verificar a regido 6tima, com maior rendimento de

extracao do oleo.
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Figura 5.3 — Superficie de resposta.

A validade do modelo foi verificada pela analise do teste F, mediante dados
da anéalise ANOVA. O modelo é validado, ou seja, se ajusta satisfatoriamente aos
dados experimentais quando Fcac>Fap. O modelo obtido pela regressao linear
explica 95,7% das variagOes entre os valores experimentais e 0s previstos pelo
mesmo, indicando uma boa concordancia. A Tabela 5.4 mostra a analise da
estatistica “F” e o modelo é dado pela Equagao 5.1.

Rendimento (%)= 29,100 + 2,475XT +0,775xP +0,775XTxP (5.2)

Tabela 5.4 — Estatistica “F”.

Causade Soma Média a
. ~ L. GL L. Fcalc Ftab

variagdo quadratica guadratica
Modelo 29,308 3 9,769 18,352 8,94
Residuo 1,597 3 0,532

Total SQ 30,905 6 5,151

R?= 0,957

*Ftan(6;3;0,05)
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O planejamento experimental utilizado neste trabalho se limita a simples
identificag@o de variaveis que influenciam no processo e qual o efeito causado
pelas mesmas. Assim, planejamentos mais completos, como o DCCR-
delineamento composto central rotacional - devem ser utilizados quando se

pretende obter as condi¢des Otimas das variaveis.

5.1.3 Modelagem matematica da cinética de extracao

A cinética de extracdo do Oleo crambe utilizando propano subcritico foi
representada pelo de modelo de Sovova. Os parametros utilizados para a
modelagem matematica da cinética de extracdo foram: concentracdo inicial de
Oleo de 0,488 gsieo gsé"do'l (dada pela razdo entre a massa de 6leo nas sementes
e a massa de sdlido inerte), densidade do sélido de 1,120 g cm™ (determinada por
picnometria de gas hélio), densidade do leito de 0,343 g cm™, porosidade de
0,684, massa de material inerte de 19,9 g, vazdo massica de solvente de
1,6x10° kg min?, densidade do solvente e solubilidade do 6leo no solvente de

acordo com a Tabela 5.2.

Os parametros ajustados do modelo de Sovova sédo apresentados na
Tabela 5.5. O coeficiente de transferéncia de massa no filme externo, k,, foi
obtido usando o valor de Z e a Equacdo 3.19, enquanto que o coeficiente de
transferéncia de massa no filme sélido, k,,, empregando W e a Equagéo 3.20. O

parametro r (fracdo de oOleo presente na superficie das células) é constante, ou
seja, considera-se a eficiéncia da moagem como sendo a mesma para todas as

sementes devido a utilizagdo da mesma granulometria nos experimentos.

De acordo com os dados da Tabela 5.5, o modelo de Sovova pode ser
divido em trés periodos. O primeiro periodo (CER) é o mais rapido, entre 2,567 a
12,166 min, devido a elevada taxa de extracéo (K¢, entre 0,111 a 0,788 min™) da
fracdo de 0Oleo exposta diretamente ao solvente (0,670).

Ap6s o periodo CER, inicia-se o periodo FER. Nesta etapa, a fracdo de

oleo disponivel na superficie das células comeca a se esgotar passando a ocorrer

transferéncia de massa por difusdo juntamente com a conveccdo. A etapa se
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prolonga até 30,012 a 41,534 min e, a partir de entéo, inicia-se o terceiro periodo
(DCR).

Tabela 5.5 — Parametros ajustados do modelo de Sovova para as extracbes com
propano subcritico.

T P W r tCER tFER k Fa kSa

Z
(°C) (bar) (min)  (min)  (min) (min™)

40 80 2,146 0,297 0,670 12,166 41,534 0,111 6,924x10°
40 160 4,312 0,246 0,670 6,276 36,550 0,235 6,298x107
80 80 11,875 0,401 0,670 2,620 39,948 0,788 1,040x1072
80 160 8,769 0,583 0,670 3,206 38,200 0,549 1,541x1072

60 120 9,303 0,365 0,670 2,567 30,012 0,546 9,336x107°

No terceiro periodo ndo ha mais 6leo de facil remocéo por conveccao,
existindo somente a transferéncia de massa por difusdo, ou seja, a extracdo do
Oleo depende da eficiéncia do solvente em acessar a parte interna dos graos, na
qual as paredes celulares ainda estdo intactas. Devido a dificuldade em extrair
esta parcela de Oleo, considera-se o periodo DCR como etapa limitante da

extracdo, sendo o rendimento final funcédo da taxa de transferéncia de massa, que

é baixa, kg, entre 6,298x10° e 1,541x102 min™.

O maior valor de kg, foi obtido na condigdo de maior temperatura e presséo

(80 °C e 160 bar), evidenciando o maior rendimento obtido neste experimento.
Ainda, pode-se relacionar este parametro aos efeitos da temperatura e presséo
citados na secdo 5.1.2.1, sendo este maior quanto maior a temperatura

empregada.

As curvas cinéticas experimentais de extracao ajustadas com o modelo de
Sovova sédo apresentadas na Figura 5.4. Como pode ser visto, 0 comportamento
inicial das curvas é semelhante. Isso porque a quantidade de 6leo disponivel para
a transferéncia de massa por convecgao é constante (granulometria constante em
todas as condi¢cbes experimentais) e o solvente esta saturado com o soluto

facilmente removivel. Entretanto, nota-se a separacao das curvas apos 0 primeiro
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periodo de extracdo, mais pronunciada quando h& elevacdo da temperatura de
operagéo, o que se reflete diretamente no valor de kg, e, consequentemente no

rendimento final da extracao.
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Figura 5.4 — Cinéticas experimentais de extracdo com ajuste do modelo de
Sovova.

Os indicadores estatisticos da modelagem matemética (funcdo objetivo,
desvio médio absoluto — DMA e coeficiente de determinacdo — R?) sdo
apresentados na Tabela 5.6. O modelo de Sovova apresentou bom ajuste aos

dados experimentais, com erro médio absoluto maximo de 5,704%.

Tabela 5.6 — Valores dos indicadores estatisticos.

Funcao 5
T (°C) P (bar) o DMA (%) R
objetivo
40 80 0,1475 5,191 0,997
40 160 0,019 1,660 0,999
80 80 0,182 3,507 0,997
80 160 0,410 3,513 0,994
60 120 0,214 5,704 0,996
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5.2 Andlise dos acidos graxos totais

Os teores de acidos graxos das amostras de 6leo de crambe obtidas sob
diferentes condicbes de temperatura e pressdo com o solvente propano
subcritico, bem como o 6leo extraido de forma convencional com hexano (HEX) e

diclorometano (DCM), estédo apresentados na Tabela 5.7.

A andlise mostrou que ndo houve diferencas significativas entre os
resultados ao nivel de significancia de 5%, pois as distribuicbes de acidos graxos
foram semelhantes para as diferentes condicdes e solventes aplicados nas
extracdes, com excecdo dos 4cidos graxos palmitoléico e eicosadiendico.

Os acidos graxos insaturados predominam na composicdo do Oleo de
crambe (LALAS et al.,, 2012). Neste estudo, verificou-se que estes representam
cerca de 94% do total de acidos graxos presentes no 0leo, sendo que o
majoritario € o acido erdcico (C22:1), chegando a 59,4%, seguido do &cido oleico
(C18:1) com composicdo de até 20,17% e do linoleico (até 7,52%), em
concordancia com outros trabalhos reportados na literatura (SILVA et al., 2009;
BRAS, 2011; SINGH & SINGH, 2010; FONSECA et al., 2011; LALAS et al., 2012)

Cerca de 81% dos acidos graxos insaturados sao monoinsaturados e 0s
acidos graxos saturados presentes no 6leo somam aproximadamente 6%, sendo

gue o predominante € o acido behénico (C22:0), com até 2% da composicao total.

A distribuicdo (%) dos principais acidos graxos insaturados do oleo de
crambe, conforme a condicéo e o método de extracdo, € mostrada na Figura 5.5 e
a distribuicdo dos acidos graxos saturados, na Figura 5.6 (condicBes

experimentais conforme Tabela 5.2).
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Tabela 5.7 — Composicdo em &acidos graxos totais (%) encontrada no oleo

experimentais (conforme Tabela 5.2).

de crambe extraido sob diferentes condicdes

Acido 1 2 3 4 5 HEX DCM
Palmitico 1,74 + 0,17 1,75 + 0,08° 1,72 +0,08° 1,87 + 0,09 1,87 + 0,13 1,72+ 0,02° 1,79 + 0,05°
Palmitoleico 0,06 + 0,00 0,08 + 0,00* 0,06 + 0,00 0,05 + 0,01° 0,08 + 0,01*° 0,08 +0,01% 0,10 + 0,012
Estearico 0,93 + 0,09° 0,85 + 0,06 0,84 +0,11° 0,85 + 0,09° 0,94 +0,10° 0,89 + 0,03 0,93 + 0,00
Oleico 18,68 + 1,55 18,43 + 0,33° 20,17 +1,82° 19,72 + 1,14° 20,16 + 0,96° 17,87 +0,03° 18,01 +0,27°
cis-vacénico 0,24 +0,04° 0,20 + 0,10° 0,16 + 0,02 0,20 + 0,03% 0,23 +0,07° 0,26 + 0,01° 0,32 + 0,00
Linoleico 6,86 + 0,60° 6,99 + 0,10 7,14 + 0,34 6,71 + 0,15 7,23 +0,24° 6,99 + 0,01° 7,52 +0,22°
Linolénico 5,14 + 0,63% 5,05 + 0,01° 5,71+ 0,42° 5,08 + 0,05° 4,92 +0,38° 5,37 + 0,30 5,05 + 0,08
Araquidico 1,21 + 0,04 1,12 + 0,02 0,92 +0,12° 1,02 +0,02° 1,01 +0,12° 1,04 + 0,04 1,125 + 0,04°
Gadoleico 3,63 + 0,00 3,63+ 0,03" 3,58 + 0,34° 3,38 +0,02° 3,48 + 0,05° 3,44 + 0,15° 3,67 +0,01°
Eicosadiendico 0,61 +0,03% 0,65 + 0,04%° 0,55 + 0,04%° 0,57 + 0,04% 0,49 +0,08° 0,64 + 0,03 0,74 + 0,01
Behénico 1,75 + 0,35° 1,91 + 0,02 1,91 +0,17° 1,58 +0,18° 1,62 + 0,242 1,77 + 0,19 2,02 + 0,09%
Erdcico 58,64 + 2,63 58,89 + 0,51° 56,72 + 3,43° 58,53 + 1,61° 57,42 +1,18° 59,38 + 0,01° 58,49 + 0,33°
Lignocérico 0,33 +0,07° 0,40 + 0,02 0,35 + 0,01° 0,29 + 0,08° 0,43 + 0,05° 0,37 +0,00° 0,39 + 0,06
nd’ 0,19 + 0,01° 0,18 + 0,02 0,15 + 0,00 0,16 + 0,04° 0,18 + 0,04° 0,15 + 0,08° 0,21 + 0,00
Insaturados 93,86 + 0,11° 93,90 + 0,06 94,10 + 0,49° 94,23 + 0,24° 94,01 + 0,27° 94,03 + 0,09° 93,89 + 0,22°
Monoinsaturados 81,25 + 1,09 81,21 + 0,14 80,70 + 1,29 81,88 + 0,48° 81,37 + 0,26 81,03 + 0,17 80,59 + 0,07
Poliinsaturados 12,61 + 1,20 12,69 + 0,08° 13,40 + 0,80° 12,35 + 0,24° 12,64 + 0,53 13,00 + 0,277 13,31 +0,15°
Saturados 5,95 +0,12° 6,03 + 0,04 5,75 + 0,50° 5,61 + 0,29 5,86 + 0,18° 5,77 + 0,22 6,25 + 0,13

"n3o determinados.

‘letras iguais na mesma coluna indicam que as médias n&o diferem entre si ao nivel de 5%.
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5.3 Compostos livres de glicerol: AGL e fitosterdis

Foram identificados os compostos nao ligados ao glicerol, acidos graxos
livres (AGL) e fitosterois, encontrados no 6leo de crambe extraido com propano
subcritico e com solventes organicos hexano (HEX) e diclorometano (DCM).
Estes estdo apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Identificacdo dos compostos nao ligados ao glicerol presentes no
Oleo de crambe.

Condic¢Bes Experimentais

Composto Férmula

1 2 3 4 5 HEX DCM
Acido palmitico C19H400,Si X X X X X X X
Acido linolénico Cy1H350,Si X X X X X X X
Acido linoleico C1H400,Si X X X X X X X
Acido oleico C»1H1,0,Si X X X X X X X
Acido estearico C21H440,Si X X X X X X X
Acido gadoléico C23H460,Si X X X X X X X
Acido araquidico C23H450,Si X X X X X
Acido erdcico C22H120; X X X X X X X
Acido ertcico CasHs00,Si X X X X X X X
Acido behénico CasHs,0,Si X X X X X X X
Monolinoleina C,7H540,4Si, X X X X X X
Acido lignocérico C27Hs60,Si X X
Tocoferol C31Hs605Si X X X X X X X
Brassicasterol C3Hs5,0OSi X X X X X X X
Campesterol C3Hs60Si X X X X X X X
B-sitosterol C3,Hs50Si X X X X X X X
'Si: radical.

Os acidos graxos livres sédo produzidos atraves de reacdes hidroliticas, em
que ocorre a quebra da ligagéo éster do triacilglicerol. Estas reacdes podem ser
catalisadas pelas enzimas lipases ou pela acéo de calor e umidade (OSAWA et

al., 2006) e contribuem para a aceleracédo do processo oxidativo dos 6leos.
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De acordo com a Tabela 5.8, pode-se verificar que a composi¢cdo em
acidos graxos livres € semelhante para as diferentes condigbes de extragdo. A
quantificacdo destes (Tabela 5.9) revelou diferencas significativas para as
amostras de Oleo extraido em diferentes condi¢cdes, embora todas apresentem
teores inferiores a 5%, indicando que estes Oleos podem ser armazenados por
longo periodo sem deterioracao lipidica por rango hidrolitico (GARCIA, 2012). Na
extracdo com propano subcritico, as maiores temperaturas de operacao
propiciaram maiores quantidades de AGL, devido a acdo do calor nas reacdes

hidroliticas.

A presenca do acido erdcico na forma néo derivatizada deve-se a
predominéancia deste composto no 6leo de crambe e o0 processo de derivatizacao
nao ser eficiente o bastante para o mesmo. Entretanto, o fato ndo comprometeu a

andlise, visto que a fragédo ndo derivatizada também foi detectada.

Tabela 5.9 — Quantificacdo dos acidos graxos livres (AGL) presentes no 6leo de
crambe.

Condicao experimental Teor de AGL (%)
40 °C e 80 bar 1,26 + 1,01x10°°

40 °C e 160 bar 1,16 + 3,50x10%°

80 °C e 80 bar 1,62 + 3,68x102

80 °C e 160 bar 1,70 + 4,76x102

60 °C e 120 bar 1,24 + 2,77x10%°
Hexano 1,19 + 1,47x10%
Diclorometano 1,71 + 1,07x102

*letras iguais na mesma coluna indicam que as médias nédo diferem entre si ao nivel de 5%.

Também livres de glicerol, os fitosterdis sdo uma classe de esteroéis
presentes nas plantas que podem ser utilizados para identificacdo das mesmas.
Dentre os mais de 200 tipos de fitosterois encontrados (RUGGIERO et al., 2013),
alguns sao especificos para certa familia ou planta (GUL & AMAR, 2006;
BENVENISTE, 2002). Esse é o caso do brassicasterol, encontrado nas espécies
da familia Brassicaceae em niveis de 5-20% (PHILLIPS et al., 2002).
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Embora existam diversos compostos existentes, os mais encontrados nas
plantas sao: B-sitosterol, campesterol e estigmasterol (AMAR et al., 2007). Em
relacdo a acdo dos mesmos, os fitosterdis sitosterol e campesterol atuam como
antioxidantes a peroxidacdo lipidica (YOSHIDA & NIKI, 2003), influenciando
assim, na estabilidade oxidativa dos 0leos.

Os fitosterGis foram quantificados no oOleo de crambe mediante
padronizacao interna, considerando a concentracdo e area do padrdo utilizado.
Na Tabela 5.10 estdo apresentados os trés fitosterois (FIT) encontrados no Oleo
de crambe (brassicasterol, campesterol e (3-sitosterol). Nao foi possivel detectar a
presenca do estigmasterol, devido sua composi¢cdo nas plantas da familia das
cruciferas ser baixa (PHILLIPS et al., 2002).

Tabela 5.10 - Quantificacdo de fitosterdis presentes no 06leo de crambe
(mg de FIT 100 g™* de 6leo).

Condicao

_ Brassicasterol Campesterol B-sitosterol Total’

experimental
40 °C e 80 bar 28,64+0,21 51,40+0,14 99,96+0,31 180,00 % 0,23
40 °C e 160 bar 25,97 +0,28 52,73+0,76 106,15+0,70 184,86 +0,34°
80 °C e 80 bar 25,82 +0,37 53,82 +0,57 101,50 + 0,98 181,14 + 0,78¢
80°Cel60bar 26,83+0,45 62,15+0,21 112,06 +0,21 201,05 +0,45°
60°Cel120bar 29,79+0,89 5824+0,62 104,73+0,22 192,76 +0,05"

Hexano 23,42+0,56 54,09+054 103,28+0,43 180,79 +0,41°
Diclorometano 23,59 +0,32 55,05 +0,55 107,80+0,55 186,44 +0,32°

*letras iguais na mesma coluna indicam que as médias néo diferem entre si ao nivel de 5%.

Diferencas significativas foram observadas na quantidade dos fitosteroéis
em relacdo a condicdo experimental de extracdo (Tabela 5.10). A quantidade
individual de brassicasterol, campesterol e B-sitosterol se encontra entre 23,42-
29,79, 51,40-62,15, 99,96-112,06 mg de FIT 100 g de 6leo, respectivamente. A
quantidade total de fitosterol foi de 180,00 a 201,05 mg de FIT 100 g™ de 6leo. Os
maiores teores foram encontrados na amostra de 0leo extraido com propano a
80 °C e 160 bar. Segundo PHILLIPS et al. (2002), o contetido de fitosterol no éleo
depende de varios fatores como a variedade/cultivar, condi¢cdes de cultivo,

armazenamento do grdo poés-colheita e método de extracdo e condigbes de
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armazenamento do 6leo. Desta forma, pode-se atribuir as condigbes de extracao
do 6leo os diferentes niveis de fitosterdis encontrados.

Os teores individuais de cada fitosterol no 6leo de crambe encontrados
neste trabalho (em média de 14% para o brassicasterol, 29,7% para o
campesterol e 56,3% para o B-sitosterol) sdo semelhantes aos encontrados por
LECHNER et al. (1999) e LALAS et al. (2012), levando-se em consideracao os
fatores citados acima. Os primeiros autores reportam o0s teores de
brassicasterol, campesterol e [(-sitosterol como sendo de aproximadamente
14,7, 25,5 e 53,6%, respectivamente. Os mesmos, ainda ressaltam que essa
composicdo é semelhante ao 6leo de canola (Brassica napus). Analogamente,
teores de 12,35, 21,98 e 51,93%,

0 segundo trabalho apresenta

respectivamente.

5.3.1 Analise dos tocofergis (vitamina E)

Tocoferdis sdo o0s mais importantes antioxidantes presentes nos 0leos
vegetais (SCHMIDT & POKORNY, 2005). As quantificacdes dos tocoferdis (TOC)
a, y e & para as diferentes condicdes experimentais de extracdo do 6leo de

crambe estdo apresentadas na Tabela 5.11.

Tabela 5.11 — Quantificacdo dos tocoferdis (a, y e &) presentes no 6leo de crambe
(mg de TOC 100 g™ de 6leo).

Condicao .

experimental a-tocoferol y-tocoferol o-tocoferol Total
40 °C e 80 bar 3,04 £0,16 118,00 +0,36 37,38 +0,06 158,41 + 0,58°
40°Ce 160 bar 2,69+0,021 132,32+1,63 5,22+0,004 140,23 +1,65'
80 °C e 80 bar 3,09 + 0,02 171,57 +0,34 27,52+0,25 202,18 +0,11°%
80 °C e 160 bar 2,95 +0,05 146,54+ 1,20 25,28+0,31 174,81 +1,56°
60 °C e 120 bar 3,43+0,01 155,04 +0,88 11,06 +0,05 169,53 +0,82°
Hexano 2,63 £0,01 138,59+1,58 22,19+0,11 163,41 +1,67°
Diclorometano 3,48 £0,05 95,00+0,17 3,97 +0,007 102,35+0,21°

*letras iguais na mesma coluna indicam que as médias nédo diferem entre si ao nivel de 5%.
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Os resultados revelaram teores elevados de tocoferéis no 6leo de
crambe. A concentracdo total de vitamina E variou entre 102,35 a
202,18 mg de TOC 100 g™ de 6leo e a amostra extraida com propano a 80 °C
e 80 bar apresentou o maior teor total em contraste a amostra extraida
convencionalmente com diclorometano. O Oleo apresentou maior contetudo de

Y, seguido do © e do a-tocoferol.

Embora os teores individuais de tocoferdis (a, y e ) ndo pudessem ser
correlacionados com as condi¢Bes de extracdo com propano subcritico, pode-
se perceber que a composicdo total apresenta influéncia da temperatura e
pressdo aplicada. A variavel temperatura apresenta o maior efeito positivo
enquanto a pressdo parece exercer um efeito negativo, mas com menor
intensidade. Ou seja, analisando 0s experimentos realizados a mesma
pressédo, o aumento da temperatura causa elevacgao dos teores de vitamina E.
Entretanto, o aumento da pressao faz com que os teores diminuam, porém
com menor intensidade. Desta forma, pode-se concluir que maiores
temperaturas e menores pressoes de extracdo fornecem 6leos de crambe com

maiores quantidades de tocoferdis.

Nas extracdes convencionais com solventes orgéanicos, o 6leo provindo
da extracdo com hexano revelou teor total de tocoferol préximo aos da
extracdo subcritica, notadamente da condicdo de 60 °C e 120 bar. JA o
diclorometano ndo mostrou-se favoravel na extracdo destes compostos, 0 que
€ explicavel pela sua polaridade e a baixa temperatura aplicada na extracao.
Os tocoferdis sdo muito apolares (DAMODARAN et al., 2008), enquanto
diclorometano é um solvente polar o que dificulta a afinidade para a extracéo

destes compostos.

Em relacdo a concentracdo de tocoferol total, o éleo de crambe obtido
neste trabalho apresentou niveis excelentes de vitamina E, visto que LALAS et
al. (2012) encontraram teores a, y e ©O-tocoferol de 0,767, 12,504 e
0,399 mg 100 g™, respectivamente, no 6leo de Crambe abyssinica extraido

com hexano.
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5.4 Anédlise térmica do 6leo de crambe

5.4.1 Estabilidade oxidativa

Dentre os tipos de oxidacgéo lipidica, a autoxidagéo é o principal mecanismo
de deterioracdo de 6leo e gorduras e consiste na reacdo do oxigénio com as
duplas ligacbes dos acidos graxos com consequente formacdo de peréxidos.
Devido o processo de oxidacéo lipidica ser exotérmico, a técnica de avaliacdo por
calorimetria em DSC se torna adequada para este fim visto que a liberacdo de
calor causa variagdo no sinal do equipamento sendo possivel a detec¢ao do inicio

da oxidacao.

Nesta andlise, o calor liberado quando ocorre a oxidacdo da amostra é
comparado ao calor que flui de um material inerte utilizado como referéncia
(cadinho vazio), ambos igualmente aquecidos. A duragdo do tempo de inducéao,
em que ndo acontece reag¢do quimica e, portanto, ndo se verifica variacdo no
sinal, é considerada uma medida da estabilidade do 6leo. O inicio da oxidacéo &
considerado assim que ocorre separagdo entre o sinal liberado pelo calor da
amostra e a linha de base.

Nas Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 estdo apresentadas as curvas isotérmicas
obtidas por calorimetria diferencial de varredura — DSC para as amostras de 6leo
de crambe a 110, 120, 130 e 140 °C. Foi selecionada a amostra de 6leo na obtida
condicdo de maior rendimento na extracdo com propano subcritico (80 °C e

160 bar) e as amostras extraidas convencionalmente com hexano e

D

diclorometano para realizacdo desta andlise. O tempo de inducdo oxidativa

verificado nos termogramas e identificado como to.
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Figura 5.9 — Curvas de estabilidade oxidativa do 6leo de crambe extraido de
forma convencional com diclorometano submetido ao fluxo de O,.

A Figura 5.10 mostra claramente que os picos exotérmicos das Figuras 5.7-
5.9 sdo referentes a oxidacdo do 6leo, pois quando a amostra de 6leo extraida
com hexano foi submetida ao fluxo de nitrogénio (50 mL min™?) a 140 °C (curva A)
ndo séo observadas variagcdes na isoterma, visto que o nitrogénio € um gas inerte

na temperatura de trabalho.

Pelos termogramas observa-se que o0 Oleo extraido com propano
apresentou maiores tempos de inducéo oxidativa quando comparado as amostras
extraidas com solvente organico. Na Tabela 5.12 constam os tempos de inducao
oxidativa (to), bem como as equacles ajustas da relacdo entre T e t, e seus

coeficientes de determinacéo R?.
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Tabela 5.12 — Tempos de inducao oxidativa do 6leo de crambe.

Condigoes to
de extracéo (min)
Solvente Regressao R?
P T 110 120 130 140
(bar) (°C) °C °C °C °C
Propano 160 80 420,2 265,2 1552 77,5 T=217,86-40,70*logioty 0,987
Hexano - - 2253 152,95 90,4 53,5  T=222,23-47,32*logioty 0,993
Diclorome-
. - - 90,2 35,0 22,9 - T=172,06-32,14*l0og0ty 0,907
ano

Os resultados obtidos mostram que as condi¢cdes de extracdo e o tipo de

solvente empregado influenciam na estabilidade oxidativa do Oleo de crambe,

sendo que as amostras analisadas apresentaram diferencas significativas quanto

ao tempo de inducdo oxidativa. Maiores tempos de inducdo oxidativa foram

verificados para a amostra extraida com propano a 80 °C e 160 bar. J& para as

amostras extraidas convencionalmente com solventes organicos percebe-se que
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o diclorometano apresenta oxidagdo mais rdpida para todas as temperaturas
avaliadas e, quando submetido a 140 °C ja apresenta-se oxidado, ndo sendo
possivel avaliar o experimento nesta condicdo, como mostrado na Figura 5.9. De
forma geral, a extragdo com propano subcritico fornece um 6leo de crambe mais

estavel a oxidagéo.

Os dados da Tabela 5.12 sugerem que a reducdo no tempo ty com o
aumento da temperatura ocorre de forma similar a observada por TAN et al.
(2002), ARAIN et al. (2009), PARDAUIL et al. (2011) em que o aumento de 10 °C
na temperatura ocasiona a reducdo do tempo pela metade do observado no
experimento anterior (relacdo entre temperatura e taxa de reacdo quimica).
Assim, a relacao linear entre temperatura e tempo de oxidacao proposta por TAN
et al. (2002) representou adequadamente os resultados obtidos neste trabalho,

apresentando coeficientes de determinacéo (R?) superiores a 0,9.

Embora o inicio da degradacdo do Oleo pela técnica DSC dependa
principalmente da composicdo do 6leo, temperaturas empregadas e quantidade
de 6leo (SALDANA & MARTINEZ-MONTEAGUDO, 2013), pode-se verificar pela
comparacdo com outros trabalhos reportados na literatura que o 6leo de crambe
extraido com propano subcritico apresenta excelente resisténcia a oxidagéo (420
minutos a 110 °C e 77,5 min a 140 °C). TAN et al. (2002) investigaram a
estabilidade oxidativa dos 6leos comerciais de canola, girassol, coco, milho, uva,
gergelim, soja e amendoim e encontraram o maior tempo indutivo para o 6leo de
gergelim (542,70 min a 110 °C e 69,55 min a 140 °C). Entretanto, deve-se
ressaltar que nos Oleos comercias sdo adicionados antioxidantes artificiais

visando diminuir a autoxidacao lipidica.

Similarmente, CORSO et al. (2010) avaliaram o tempo de inducao oxidativa
do dleo de gergelim bruto extraido com propano, encontrando 405 min a 110 °C e
62 min a 140 °C. Para o 6leo de canola, pertencente a mesma familia do crambe,
extraido com propano subcritico, PEDERSSETTI et al. (2011) encontraram 240
min de periodo indutivo a 110 °C e 75 min a 140 °C.

Oleos com maior grau de insaturacdes, notadamente os poliinsaturados
sdo mais suscetiveis a oxidacdo (PARDAUIL et al., 2011). Embora ndo se tenham

verificado diferencas significativas (ao nivel de 5%) para os teores de acidos

73



graxos poliinsaturados nas amostras de 6leo de crambe extraidos em diferentes
condicdes (Tabela 5.7), deve-se levar em consideracdo que estes acidos estao
mais propensos a autoxidacdo, notadamente quando a concentracdo de
antioxidantes naturais € baixa. A relacdo entre a quantidade de acidos graxos
poliinsaturados e o teor de tocoferdis, leva-se a conclusdo de que estes fatores
estdo intimamente ligados a estabilidade oxidativa do 6leo de crambe.

Antioxidantes naturais, como o0s tocoferdis, agem na reacdo oxidativa,
removendo ou inativando os radicais livres formados durante o inicio ou
propagacdo da mesma, com consequente retardamento da oxidacdo (KAMAL-
ELDIM, 2006; RAMALHO & JORGE, 2006).

5.4.2 Determinacado do ponto de fuséo do 6leo

As amostras de 6leo extraidas com propano subcritico a 80 °C e 160 bar e
as extraidas com hexano e diclorometano foram caracterizadas quanto ao ponto
de fuséo. A andlise foi realizada em calorimetro, sendo a amostra resfriada a
-40 °C e aquecida a taxa de 10 °C min™ até a temperatura de 30 °C. Variacdes
endotérmica no fluxo de calor liberado pela amostra sdo considerados processos
de fusdo, enquanto que variacbes exotérmicas representam cristalizacbes de
estruturas polimérficas, caracteristicas em 6leos e gorduras. Nas Figuras 5.11,

5.12 e 5.13 sado apresentados as curvas de aquecimento do 6leo de crambe.
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Figura 5.11 — Curvas de DSC para o aquecimento do 6leo de crambe
extraido com propano subcritico a 80 °C e 160 bar.
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Figura 5.12 — Curvas de DSC para o aquecimento do 6leo de crambe
extraido hexano.
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Figura 5.13 — Curvas de DSC para o aquecimento do 6leo de crambe
extraido com diclorometano.

Na amostra de 6leo de crambe extraido com propano subcritico (Figura
5.11), nota-se, primeiramente, um pico endotérmico (pico A, T= -18,49 °C)
seguido de um pico exotérmico (pico B, Ti= -14,22 °C). Isso se deve ao fato de
parte dos cristais formados durante o resfriamento da amostra ter derretido (pico
A) e recristalizado novamente (pico B) em uma estrutura polimorfica mais estavel
(transicao a para B). Como aumento da temperatura ha fusdo completa de todos
os cristais (pico C, Ti= -6,69 °C e T,= 4,51 °C) e na T= 9,82 °C e o 6leo esta

completamente derretido (entalpia de fusdo de -80,79 J g™).

No d6leo extraido com hexano (Figura 5.12) sdo verificados dois picos
exotérmicos (B e D) subsequentes a dois picos endotérmicos (A e C). Neste caso,
ha fusdo dos cristais a, seguida da recristalizagcdo na forma mais estavel B’ e
posterior fusdo dos mesmos. Finalmente, ocorre a cristalizagdo na forma (3, que é
a mais estavel com maior ponto de fusdo e maior calor latente (SOUTO et al.,

2011). O aumento da temperatura ocasiona a fusdo completa dos cristais (pico E,

76



Ti= -6,53 °C) e em T= 10,05 °C o 6leo estd completamente na fase liquida.
(To= 4,45 °C, entalpia de fus&o de -82,83 J g™%).

Para o Oleo extraido com diclorometano (Figura 5.13) ha, inicialmente, o
derretimento dos cristais a (pico A) e sua recristalizagdo (pico B) na forma mais
estavel B. Na temperatura de -3,58 °C inicia-se a fusdo completa do dleo,
Tp= 4,62 °C, e em 9,34 °C o 6leo funde-se totalmente. O calor de fusdo desta

amostra é de -83,18 J g™

A taxa de resfriamento representa grande importancia no tamanho, nimero
e forma polimoérfica de cristais (RODRIGUES-RACT et al, 2010). Diferentes taxas
de resfriamento conduzem a formacéo de diferentes formas polimorficas. Desta
forma, a ocorréncia dos cristais intermediarios (B’) na amostra de 6leo extraida
com hexano pode ser explicada devido a velocidade de resfriamento da amostra
nao ser controlada pelo equipamento. Portanto, as amostras podem ter sido
resfriadas a diferentes taxas, o que resultou na formagao ou ndo dos diferentes

cristais.

A diferenca de calor de fusdo entre as amostras deve-se a insaturacao dos
acidos graxos (NASSU & GONCALVES, 1994). Quanto mais saturado o Oleo
maiores a entalpia e a temperatura de fusdo. Os maiores valores de calor e
temperatura de fusdo foram encontrados para o 6leo extraido com diclorometano
seguido das amostras extraidas com hexano e propano, o que esta de acordo

com a Tabela 5.7 que apresenta as porcentagens de acidos graxos saturados.

5.5 Caracterizacdo das sementes de crambe e do farelo parcialmente

desengordurado

As sementes de crambe (Crambe abyssinica) passaram por uma etapa de
descascamento e trituragdo antes de sua utilizacdo nas extracbes. Apds a
extracdo com propano subcritico a 80 °C e 160 bar, o farelo obtido e as sementes
de crambe foram caracterizados quanto a sua composi¢cdo centesimal e

parametros de cor. Os resultados estdo expressos na Tabela 5.13.
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Tabela 5.13 - Caracteristicas da
desengordurado.

matéria-prima e farelo

parcialmente

Composicado centesimal (g 100 g™ Semente Farelo
Umidade 4,06 + 0,02 3,93+0,05
Lipidios 51,00 + 0,33 14,91+ 3,05
Cinzas 3,18 £ 0,04 4,44 + 0,09
Proteina bruta 20,13+ 0,04 27,66+ 0,08
Parametros de cor

L 55,30 + 0,53 73,67 £ 0,58
a 2,00 £ 0,14 0,76 £ 0,01
b" 43,38 £ 0,61 33,21 £ 0,39

As sementes de crambe cultivar FMS apresentaram elevado teor de lipidios
(51%) e baixo teor de umidade (4%). A composicao do crambe é semelhante para
as oleaginosas da mesma familia, como a canola e a mostarda. Resultados
parecidos aos encontrados neste trabalho foram reportados por CARLSON &
TOOKEY (1983), ERICKSON & BASSIN (1990) e RAUBER et al. (2001) que
reportam teores médios de 47% de lipidios no 6leo de crambe.

Neste trabalho, evidenciou-se o elevado teor de proteina tanto na semente
guanto no farelo obtido ap6s a extracdo parcial do 6leo, aproximadamente 28%.
SOUZA et al. (2009) analisaram a composi¢do centesimal das sementes com
casca e torta de crambe obtida por prensagem. Neste estudo, 0s autores
encontraram 31,73% de proteina para a torta com aproximadamente 16% de
lipidios. MIZUBUTI et al. (2011) obtiveram 29,17% de proteina para a torta com

24.90% de 6leo remanescente.

Levando-se em consideracdo que a fracdo proteica € menor quando o grao
€ processado com casca e quando ha presenca de lipidio, conclui-se que a
matéria-prima utilizada neste trabalho apresenta menor porcentagem de proteina

gue as empregadas pelos autores citados acima.

Em relacdo & anélise de cor, o parametro L representa a luminosidade e

sua escala varia de 0 (preto) a 100 (branco), ou seja, quanto mais proximo de seu

78



valor maximo mais branca é a amostra. O componente b" varia de amarelo (+)

para verde (-) e a coordenada de cromaticidade a’ de vermelho (+) para azul (-).

Comparando os resultados da Tabela 5.13 percebe-se que ha diminuicao
de b com a retirada do 6leo, o que ja era esperado visto que o éleo confere esta
cor a semente. Da mesma forma, o farelo parcialmente desengordurado
apresenta coloracdo mais branca (L"). A tonalidade vermelha (a) é praticamente

reduzida a zero com a extracéo do oleo.

5.6 Determinacdo de compostos fendlicos

Residuos de sementes apés a extracdo do Oleo, os farelos séo
considerados fontes promissoras de substancias bioativas com atividades
antioxidantes (MATTHAUS, 2002). Dentre estes, destacam-se 0S compostos
fendlicos, responsaveis por contribuir para o escurecimento, sabor amargo e
adstringéncia dos farelos (CVJETKO, 2009) e, portanto devem ser removidos dos

mesmaos.

Embora contribuam para a diminuicdo da qualidade dos farelos, os
compostos fendlicos quando removidos dos mesmos podem ser utilizados como
antioxidante natural em 6leos e gorduras em substituicdo aos sintéticos para

diminuir a rancificacdo (XUE et al., 2009).

5.6.1 Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais nas sementes e farelo de
crambe foi expresso em termos de massa de acido gélico (EAG). Os resultados
para os farelos obtidos na extracdo com propano e com solvente organico estéao
distribuidos na Tabela 5.14.
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Tabela 5.14 — Quantificacdo dos teores de fendlicos totais nas sementes e no
farelo de crambe.

Teor de fendlicos

Condicéao experimental 1 .
(mgEAG 100 g~ de amostra)

Sementes 336,97 + 4,33°
40 °C e 80 bar 354,04 + 0,83%¢

40 °C e 160 bar
80 °C e 80 bar
80 °C e 160 bar

366,48 + 1,72¢
432,99 + 1,48°
475,68 + 4,99°

60 °C e 120 bar 423,22 + 5,28°
Hexano 488,95 + 0,89°
Diclorometano 542,63 + 0,842

*letras iguais na mesma coluna indicam que as médias nado diferem entre si ao nivel de 5%.

As amostras de farelo apresentam teores de fendlicos entre 354,04 e
542,63 mgEAG 100 g* e o farelo obtido apés a extracdo do 6leo com
diclorometano apresentou a maior quantidade de fendlicos. As amostras
apresentaram diferencas significativas entre si, evidenciando a influéncia do

processo de extracdo do 6leo.

Analisando os dados das Tabelas 5.14, 5.1 e 5.2, percebe-se que as
maiores quantidades de compostos fendlicos foram encontradas para os farelos
com menor teor de Oleo residual e a analise estatistica mostrou ndo haver
diferencga significativa em termos de fendlicos para os farelos com quantidade
similar de 6leo. Efeito semelhante foi reportado por SEVERINO et al. (2013) na
extracdo de compostos fendlicos da farinha de girassol. Os autores encontraram
menores teores para os farelos com mais 6leo. Isso pode ser atribuido a uma
possivel “protecao” causada pelo 6leo que causa uma menor eficiéncia na
extracdo dos fendlicos pela agua, o que € evidenciado pelo menor teor de

fendlicos encontrados para a amostra de sementes.

MATTHAUS (2002) avaliou a quantidade de compostos fendlicos no extrato
de farelo de Crambe abyssinica obtidos com diferentes solventes de extragéo. O
autor relata valores entre 260 e 1660 mgEAG 100 g farelo, sendo a maior
quantidade obtida na extragdo dos fendlicos com agua. Deve-se ressaltar que o

mesmo aplicou uma extracdo exaustiva dos compostos fendlicos (o extrato final
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se referiu & mistura dos extratos de trés sucessivas extragdes do farelo: a primeira
em agitador orbital por 16 horas, seguida de duas extracdes com 0 uso de
ultrassom por 45 minutos cada), diferentemente deste trabalho no qual se aplicou
uma simples extracdo em banho de ultrassom por 10 minutos. BUKHARI et al.
(2013) reportam uma quantidade de 1060 mgEAG 100 g* de fendlicos para a
espécie Crambe cordifolia, em que a extracdo foi realizada por 2 semanas em

solucéo de metanol.

Comparando os resultados obtidos com trabalhos que reportam o teor de
fendlicos em farelos de oleaginosas da mesma familia do crambe, foram
encontrados valores semelhantes a este trabalho. CVJETKO et al. (2009)
apresentam o teor de fenolicos de 330 mgEAG 100 g* para o extrato de canola
(Brassica napus L.) obtido da extracdo com solucdo de metanol. Para a mesma
matéria-prima, OSKOUEIAN et al. (2011), relatam 530 mgEAG 100 g*. Para o
farelo de mostarda (Brassica nigra), SREERAMULU & RAGHUNATH (2011)
apresentam o valor de 725 mgEAG 100 g™.

A utilizacdo do reagente Folin-Ciocalteu para a determinacdo de compostos
fendlicos pode conduzir a resultados superestimados, visto que este reage com
outras substancias redutoras nédo fendlicas como os hidratos de carbono, aminas
aromaticas e acido ascorbico, sendo estes também quantificados como fendis
(HUANG et al., 2005). Por isso faz-se necessario a quantificacdo de classes

individuais destes compostos, dentre eles, os flavondides.

5.6.2 Flavondides totais

Na Tabela 5.15 sédo apresentados os teores médios de flavonéides nas
sementes de crambe e nos farelos obtidos apds as extragfes com propano e com
0s solventes organicos hexano e diclorometano. Similarmente aos resultados de
compostos fendlicos totais, as amostras de farelo extraidas com diclorometano e
hexano apresentaram os maiores teores de flavondides (71,63 mg 100 g™ e
59,11 mg 100 g de farelo, respectivamente). Os farelos obtidos da extracdo com
propano subcritico ndo apresentaram diferenca significada quanto o teor de
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flavonodides, exceto para a amostra extraida na condicdo de 40 °C e 160 bar, que

apresentou valor proximo ao das sementes.

Tabela 5.15 — Quantificacdo dos teores de flavondides totais nas sementes e no
farelo de crambe.

_ _ Teor de flavondides
Condicéao experimental 1 .
(mg 100 g~ de amostra)

Sementes 47,32 +0,64°
40 °C e 80 bar 55,73 + 0,54°
40 °C e 160 bar 47,02 + 0,55°
80 °C e 80 bar 55,40 + 0,51°
80 °C e 160 bar 57,95 + 0,87°
60 °C e 120 bar 57,32+ 0,67°
Hexano 59,11 + 0,12°
Diclorometano 71,63 + 0,30°

*letras iguais na mesma coluna indicam que as médias nado diferem entre si ao nivel de 5%.
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6 CONCLUSOES

o As extracdes realizadas com propano subcritico proporcionaram elevado
rendimento em 80 minutos, ressaltando que este solvente é favoravel para
obtencéo do 6leo vegetal. A melhor condi¢éo, ou seja, de maior rendimento em
6leo (32,8%) foi a de maior pressao e temperatura (80 °C e 160 bar);

o A analise estatistica mostrou que somente a temperatura exerce efeito
sobre a variavel resposta, apresentando efeito positivo, quanto maior a
temperatura maior o rendimento. Embora a variavel pressdo ndo tenha sido
significativa, deve-se levar em consideracdo que, para temperaturas mais
elevadas, ou seja, mais proximas a temperatura critica do solvente, a elevacéo da
pressdo conduz a maiores rendimentos e isso se deve a predominancia do efeito
da pressao de vapor do soluto;

o Os Oleos obtidos pelos diferentes processos e condi¢cdes de extragcdo nao
revelaram diferencas significativas quanto ao perfil dos acidos graxos totais,
sendo predominantes no 6leo o acido erucico, seguido do acido oleico, linoleico e
linolénico. Apresentaram teores de acidos graxos livres inferiores a 2% e o B-
sitosterol € o fitosterol predominante no crambe, sendo o brassicasterol também
identificado;

o O oleo de crambe extraido com propano subcritico apresentou teor mais
elevado de vitamina E em relacdo aos Oleos extraidos com hexano e
diclorometano, sendo que este Ultimo apresentou a menor concentracao;

o Nas andlises de estabilidade oxidativa, o 6leo extraido com propano
subcritico apresentou o0s maiores tempos de inducgdo, fato relacionado a
guantidade de acidos graxos poliinsaturados e ao teor de tocoferéis. Quanto ao
ponto de fusdo, este varia em uma faixa de temperatura de aproximadamente -7 a
10 °C;

o O farelo obtido apés a extracdo com propano apresentou elevado conteudo
proteico (aproximadamente 28%) e a analise de compostos fendlicos nas
sementes e farelos parcialmente desengordurados revelou que os maiores teores
destes compostos sdo obtidos das amostras com menor quantidade de dleo

residual;
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o O modelo matematico de Sovova ajustou-se adequadamente aos dados
experimentais para a descricdo das cinéticas de extracdo subcritica em todas as

condi¢gbes empregadas.
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7 ATIVIDADES FUTURAS

Para a complementacdo deste trabalho sdo apresentadas as seguintes

sugestoes:

o Avaliar outras variaveis na extracdo do 6leo com propano subcritico, como
granulometria e vazao de solvente;

o Avaliar um planejamento completo na extracdo do éleo com propano
subcritico visando encontrar as condicdes G6timas das variaveis empregadas;

o Avaliar o dioxido de carbono supercritico e a utilizagdo de co-solventes na
extracao do 6leo das sementes de crambe;

o Avaliar e identificar os compostos fendlicos presentes no 6leo e farelo e
otimizar as condi¢cdes de extragcdo dos compostos fendlicos do residuo da
extracao;

o Determinar a capacidade calorifica do 6leo.
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