UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO - UFMA
CENTRO DE CIENCIAS SOCIAIS, SAUDE E TECNOLOGIA - CCSST
DEPARTAMENTO DO CURSO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

RAFAEL VILARINS SILVA

AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DO OLEO DE MURICI
(Byrsonima crassifolia L. Kunt) OBTIDO A PARTIR DE HIDROLISE ENZIMATICA
ASSISTIDA POR ULTRASSOM

IMPERATRIZ — MARANHAO
2016



RAFAEL VILARINS SILVA

AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DO OLEO DE MURICI
(Byrsonima crassifolia L. Kunt) OBTIDO A PARTIR DE HIDROLISE ENZIMATICA

ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Monografia apresentada ao Curso de
Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal do Maranhdao (UFMA), como
requisito para obtencao do Titulo de
Bacharel em Engenharia de Alimentos.

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Crispim
de Freitas.

IMPERATRIZ — MARANHAO

2016



Silva, Rafael Vilarins

Avaliagdo da estabilidade termo-oxidativa do 6leo de murici (Byrsonima crassifolia L.
Kunt) obtido a partir de hidrdlise enzimatica assistida por ultrassom. / Rafael Vilarins
Silva. - Imperatriz, 2016.

86f.: il.

Orientadora: Prof* Dr*. Adriana Crispim de Freitas.

Monografia (Graduagdo em Engenharia de Alimentos) — Curso de Bacharel em
Engenharia de Alimentos, Centro de Ciéncias Sociais, Saude e Tecnologia de
Imperatriz (CCSST), Campus Avancado do Bom Jesus / Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA), 2016.

1. Oleos vegetais - Extracdo 2. Tecnologias limpas 3. Termogravimetria. I. Titulo.

CDU 665.3
S586a




RAFAEL VILARINS SILVA

AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DO OLEO DE MURICI
(Byrsonima crassifolia L. Kunt) OBTIDO A PARTIR DE HIDROLISE ENZIMATICA
ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Monografia apresentada ao Curso de
Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), como
requisito para obtencao do Titulo de
Bacharel em Engenharia de Alimentos.

Aprovada em: 15 de margo de 2016

/ ﬁANCA EXAMINADORA
/./" / ,
/B - T ,!J_.A

| “ Dra. Adriana Crispim de Freitas
/ Universidade Federal do Maranhdo — COEA/UFMA

MsC. Lara Lima Seccadio
Universidade Federal do MaranhZo — COEA/UFMA

Blistsme ol ot Ml

Dra. Virlane Kelly Lima Hunaldo
Universidade Federal do Maranhao — COEA/UFMA



A Deus,
Porque dEle, por Ele e para Ele s&o todas as coisas

A minha familia,
Minha maior motivacao

Aos meus professores, em especial a minha orientadora,
“Um professor afeta a eternidade, é impossivel dizer até onde vai a sua influéncia”
(H. B. A.)

Aos amigos e colegas,
Belos incentivos em dias de cansaco e falta de estimulo
“Tesouros do coragédo”

DEDICO



RESUMO

A busca pela integralizagdo de métodos alternativos e que se apresentem como
forte influéncia nas condicdes de rentabilidade e sustentabilidade dos mais variados
processos industriais tem tornado iminente a preocupag¢ao com o uso de tecnologias
limpas e que se utilizam de matérias-primas tdo pouco exploradas. Nessa
perspectiva, a biotecnologia aplicada em processos avanga para a otimizagdo de
resultados e tem seu emprego nos diferentes setores de producao, inclusive o de
alimentos. E nisso, tem se mostrado tendenciosamente significativa na utilizagao de
enzimas em processos de extracao de Oleos vegetais, melhorando as condi¢des de
rendimento de processo e apresentando influéncias diretas na qualidade e nas
condicoes de estabilidade do produto acabado. Considerando que as condi¢des de
processos classicos impostas no tratamento de matérias-primas para extracdo de
6leos vegetais se configuram tendenciosas na reducao de sua qualidade, o presente
trabalho prop6s-se em avaliar a estabilidade termo-oxidativa do 6leo vegetal de
murici (Byrsonima crassifolia) obtido a partir de hidrdlise enzimatica assistida por
ultrassom. Os frutos de murici foram obtidos entre os meses de janeiro e fevereiro de
2015, sendo submetidos a processo de despolpamento. Foi realizada a
caracterizagao fisico-quimica da polpa, com determinagdo dos teores de lipidios,
proteinas, cinzas, carboidratos, Acidez Total Titulavel (ATT), pH e carotenoides
totais. As extragcbes do 6leo foram seguidas por planejamento fatorial 23, com
variabilidade dos fatores diluicdo da polpa em agua, concentracdo de enzima e
tempo de exposigcdo ao ultrassom, na avaliagdo do rendimento da extracdo. A
temperatura de extracao foi mantida constante, sendo de 40+2°C, e o tempo total de
processo de duas horas. O 6leo extraido foi avaliado quanto a composigao fisico-
quimica de acordo com os métodos oficiais de andlise e quanto a sua estabilidade,
sendo submetido a testes de andlises térmicas e oxidativa, por termogravimetria
(TG/DTG/DTA) e DSC, e por meio da determinagdo do Periodo de Inducao (PI)
oxidativa. A polpa de murici apresentou teor de lipidios de 7,58%, com teor de
umidade de 74,8%, B-caroteno de 23 ug/g e Acidez em &cido citrico de 1,36%. A
composigao fisico-quimica do 6leo de murici apresentou Indice de Acidez (IA) de
2,27 mgKOH/g e Indice de Refracado (IR) de 1,463 (a 20°C). A temperatura de
decomposicdo do Oleo de murici, determinada por analise termogravimétrica foi
préxima de 350°C e o Periodo de Inducéo (Pl) a oxidacao do 6leo determinado em
Rancimat nao foi detectado nas 6 horas de submissdo da amostra as condicbes de
analise. Os ensaios de extracao nao apresentaram significAncia estatistica quanto a
interacdo entre fatores para o rendimento de extracdo, no entanto as varidveis
empregadas se mostraram significativas no aumento da estabilidade do 6leo obtido,
demonstrando que o método se qualifica como alternativa viavel na obtencao de
6leos vegetais, e em se tratando do 6leo de murici, podendo ser indicado para uso
como Oleo comestivel, e possivel fonte para producdo de cosméticos e
biocombustiveis.

Palavras-chave: Tecnologias limpas; extragao de 6leos vegetais; termogravimetria.



ABSTRACT

The search for integration of alternative methods and who present themselves as
strong influence on profitability conditions and sustainability of the most varied
industrial processes has been become imminent concern for the use of clean
Technologies and that use raw materials as little explored. In this perspective,
applied biotechnology process advances to the results of optimization and have
employ in different sectors of production, including the food. And this, it has been
shown significant tendency on the use of enzymes in vegetable oil extraction
process, improving process yield conditions and presenting direct influence on the
quality and stability of the finished product conditions. Whereas the conditions of
classical processes imposed in the treatment of raw materials for vegetable oil
extraction are configured biased in reducing of your quality, the present work
proposes to evaluate the thermo-oxidative stability of vegetable oil murici (crassifolia
Byrsonima) obtained from enzymatic hydrolysis assisted by ultrasound. The fruits of
nance were obtained between the months of January and February 2015, being
subjected to pulping process. It has been held the physicochemical characterization
of the pulp, to determine the lipid content was Performed, protein, ash,
carbohydrates, the total titratable acidity (TTA), pH and the total carotenoids. The oil
extractions were followed by 23 factorial planning, with variability of dilution factors of
water in pulp, enzyme concentration and ultrasound exposure time, the evaluation of
the extraction yield. The extraction temperature was kept constant, being 40 + 2 ° C
and the total time of process was two hours. The extracted oil was evaluated for
physical and chemical composition according to the official methods of analysis and
as your stability and underwent tests of thermal analysis and oxidative by
thermogravimetry (TG/DTG/DTA) and DSC, and by determining Induction Period
oxidative (IP). The pulp of nance presented 7.58% fat content, moisture content of
74.8%, B-carotene 23 mg / g and acidity in citric acid of 1.36%. The physical-
chemical composition of nance oil presented Acidity Index (Al) of 2.27 mg KOH / g
and Refractive Index (RI) of 1.463 (20 ° C). The decomposition temperature of the oil
nance determined by thermogravimetric analysis was close of 350 ° C and the
induction period (IP) to the determined oil Rancimat oxidation was not detected in
sample 6 hours of submission to analysis conditions. The extraction tests don't
presented statistical significance regarding the interaction between factors for the
extraction yield, however the variables used show statistically significant in increasing
the stability of the oil obtained, showing that the method qualifies as a viable
alternative in obtaining vegetable oils, and in the case of nance oil and may be
suitable for use as edible oil, and possible source for the production of cosmetics and
biofuels.

Keywords: Clean technologies; vegetable oil extraction; thermogravimetry.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico mundial se mostra cada vez mais progressista
na direcao dos processos biotecnoldgicos, voltado principalmente para os interesses
de substituicdo de processos quimicos convencionais por processos enzimaticos,
devido a irreversivel tendéncia de prevaléncia das politicas ambientais (COELHO et
al., 2001).

Diante dessa nova perspectiva, 0 emprego de processos biotecnoldgicos nos
mais diversos setores da industria de alimentos tém se destacado cada vez mais no
aprimoramento de seus métodos de producdo. Consoante a isso, a utilizagdo de
enzimas nos processos industriais € de amplo interesse, especialmente pela
facilidade dos mecanismos empregados na sua obtengdo e quanto as vantagens
apresentadas em relacao aos catalisadores de natureza quimica, quando essas se
configuram mais vantajosas em termos de especificidade, consumo energético e nas
condicOes de velocidade das reacbes (MUSSATTO et al., 2007).

Nesse sentido, a aplicacdo de enzimas nos processos de extracao de Oleos
vegetais tem surgido como uma nova alternativa na solugcao de problemas com o
uso de solventes, no emprego em métodos convencionais, que se apresentam
potencialmente ofensivos ao meio ambiente. Além de conferirem condicbes de
periculosidade ao processo, quando se trabalha com temperaturas elevadas. E os
solventes sdao, em sua grande maioria, inflamaveis, e se configuram potenciais
sequestradores de substancias antioxidantes naturalmente presentes nas espécies
vegetais. Fato que associado as altas temperaturas de processamento, influencia de
forma negativa nas condi¢des de estabilidade e qualidade dos produtos acabados
(TURATTI, 1999).

Os 6leos de origem vegetal estdo frequentemente sujeitos a tratamentos
térmicos e n&o isoladamente também estdo expostos ao oxigénio, fatores
amplamente comprometedores da condicdo de sua estabilidade. Assim, o uso de
6leos vegetais para diversos fins tem levado a necessidade de avaliar melhor a sua
qualidade e o seu grau de resisténcia, principalmente sua estabilidade ao
armazenamento e aos processos térmicos que podem provocar a perda de
qualidade nutricional e funcional (REDA e CARNEIRO, 2007).

O d6leo contido nos frutos do muricizeiro (Byrsonima crassifolia) representa
aproximadamente 23% da matéria seca total da polpa, equivalendo aos teores
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presentes nas sementes de linho e de milho e superiores ao de 6leo de soja
(CASTRO, 2007). Dispde ainda de perfil lipidico rico em acidos graxos mono e poli-
insaturados, consistindo em mais de 80% de sua composi¢do, podendo estar
equiparado aos valores encontrados para o azeite de oliva (REZENDE e BRAGA,
2003). Também, em virtude de sua potencial constituicdo por compostos de
natureza antioxidante, entre os quais o 6leo de murici se configura um produto de
alto valor agregado em termos de manutencao da sua estabilidade.

Varios métodos vém sendo empregados no intuito de avaliar a extensibilidade
da deterioracao térmica e oxidativa de 6leos vegetais, e que se baseiam em ensaios
termo analiticos e de inducao a oxidacao acelerada. Sdo métodos que, por sua vez,
submetem a amostra a condigdes que aceleram o processo de oxidagcdo normal e
sdo0 mais vantajosos do que os métodos convencionais, porque S&0 mais precisos,
sensiveis, requerem menor quantidade de amostra e os resultados sdo obtidos mais
rapidamente (HASSEL, 1976; SANTOS et al, 2002). Também sado largamente
usados no controle de qualidade de 6leos vegetais, pois fornecem, com rapidez,
dados sobre a estabilidade do Oleo perante seu comportamento térmico
(WESOLOWSKI, 1998).

A andlise térmica possibilita uma ampla faixa de aplicacao para medidas de
propriedades fisicas, estudo de reacdes quimicas, avaliacao da estabilidade térmica,
determinacdo da composicdo de materiais e desenvolvimento de metodologia
analitica. As técnicas termogravimétricas dinamicas, por sua vez, podem ser usadas
para estimular o patamar de estabilidade destes 6leos e gorduras (FARIA et al.,
2002).

Os ensaios de estabilidade oxidativa expressam a capacidade de manutencéo
da estabilidade a oxidacao de acidos graxos em termos de um periodo de indugéo
(Pl) na formagéo de acidos orgéanicos volateis resultantes de condi¢cdes de oxidagcao
aceleradas, e sua determinacéo esta baseada no aumento da condutividade elétrica
(KNOTHE et al., 2005).

Com o intuito de prestar contribuicbes sobre os métodos alternativos para
extragdo de 6leos vegetais, e principalmente na avaliagdo das suas condigdes de
estabilidade perante as situacées de processamento e de estocagem, o presente
trabalho consiste em avaliar a estabilidade termo-oxidativa do éleo de murici
extraido por hidrélise enzimatica assistida por ultrassom.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a estabilidade termo-oxidativa
do éleo da polpa de murici (Byrsonima crassifolia) obtido a partir de hidrélise

enzimatica assistida por ultrassom.

2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizagdo da composigéo centesimal da polpa do murici;

e Extracdo do Oleo da polpa do murici através dos métodos enzimatico
combinado com ultrassom e por solvente;

e Otimizacdo das condicoes de extracdo enzimatica do 6leo através de
planejamento experimental;

e (Caracterizacao fisico-quimica do 6éleo extraido através dos indices de
qualidade dos acidos graxos constituintes;

e Avaliar a estabilidade termo-oxidativa dos Oleos extraidos por método
enzimatico e por solvente, por meio das técnicas termogravimétricas e
Rancimat;

e Determinar os eventos exotérmicos e endotérmicos caracteristico do 6leo

extraido por hidrélise enzimatica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Murici

3.1.1 Classificacao Cientifica e morfolégica

O muricizeiro, planta tipica do cerrado brasileiro, tem sua classificacao
botanica feita do seguinte modo: arvore pertencente ao Reino Plantae; Divisdo
Magnoliophyta; Classe Magnoliopsida; Ordem Malpighiales; Familia Malpighiaceae;
Género Byrsonima; Espécie B. crassifolia.

Em termos de composicdo morfoldgica, Byrsonima crassifolia € um arbusto
que pode atingir até 5 metros de altura podendo, entretanto, se apresentar como
simples arbusto de 1 m de altura nos campos cerrados da regido Amazénica.
Apresenta tronco tortuoso de 15-25 cm de diametro, revestido por casca grossa e
aspera. Suas folhas sdao simples, concentradas em direcdo a extremidade dos
ramos, curto-pecioladas, de superficie tomentoso-vilosa em ambas as faces, de 14-
20 cm de comprimento por 6-12 cm de largura. A inflorescéncia do murici é do tipo
racemo simples concentrados nas axilas da extremidade dos ramos, de 15-25 cm de
comprimento, sobre pedunculo de 1-6 cm, com muitas flores de cor amarela e
vermelha muito vistosas. O fruto € uma drupa globosa, com aproximadamente 1,3 a
1,5 cm de diametro, glabra (sem pélos), de polpa suculenta e adocicada; amarelo;
fino; nuculénio 1 a 3 léculos com cerca de 6 mm de didmetro, sementes 1 a
3,adnatas ao endocarpo; calice ligeiramente acrescente no fruto (ALMEIDA et al.,
1998; LORENZI, 1998).

Figura 1 - Configuracdo morfoldgica da Byrsonima crassifolia: A - ramo com frutos;
B - folha; C - flor; D - gineceu; E - estame; F — fruto. Fonte: ALEXANDRINO, 2011.
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Figura 2 - Fotos do muricizeiro (Byrsonima crassifolia): Visédo da conformacao do
arbusto (A), inflorescéncia tipo racemo terminal (B), frutos verdes (C), fruto maduro
inteiro e com corte longitudinal (D). Fontes: Flickriver (photograph by rainy city e
Victor de la Rocha Mondragon); CARDIM, 2012; Theferns (by Reinaldo Aguilar).

3.1.2 Distribuicao geografica

Os muricis do Brasil sdo muitos e variados, sendo, em sua maioria, plantas da
familia Malpighiaceae. Em suas diferentes espécies, os muricis distinguem-se por
suas cores e locais de ocorréncia. Conhecidos o murici-amarelo, o muricibranco, o
murici-vermelho, o murici-de-flor-branca, o murici-de-flor-vermelha, o murici-da-
chapada, o murici-da-mata, o murici-da-serra, o murici-das-capoeiras, o murici-do-
campo, o murici-do-brejo, 0 murici-da-praia, entre outros (EMATER, 2006).

As espécies de muricizeiro mais comuns e de ocorréncia no Brasil sdo: B.
crassifolia (CORREA, 1974) que ocorre das Guianas até a Bahia; B. verbascifolia,
sua ocorréncia € no Brasil Central e regido Amazénica, em cerrados, cerraddes e
campos cerrados (LORENZI, 1998); e B. intermédia, nativo dos cerrados do Brasil
(LORENZI e MATQOS, 2002).

Para Giacometti (1993), a planta ocorre nos seguintes centros de diversidade
(area biogeografica onde se concentram as espécies de organismos endémicos ou
nao, quer seja em comunidades ou populacées e mostrando elevado nivel de
variabilidade inter e intraespecifica essenciais a sua evolugdo e sobrevivéncia e
também oportunidade a domesticacdo): zonas de cerrado da Amazodnia,
principalmente Para e Amapa, areas de tabuleiros costeiros, cerrados e baixadas
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litordneas do Nordeste, e cerrados do Brasil Central até o Pantanal. A figura 3
apresenta os centros de distribuicao geografica de cultivo de murici no Brasil.

o 545 1 0%"

el o 74 Cerrado
. y
@& Pantanal

*  Byrsonima verbascifolia

Figura 3 - Distribuicdo geogréfica de cultivo de murici no Brasil. Fonte: EMBRAPA,
2006.

3.1.3 Caracteristicas gerais de Byrsonima crassifolia L.

O murici (Byrsonima crassifolia, Malpighiaceae) € um fruto do Cerrado
consumido principalmente in natura, sendo encontrado de dezembro a margo, nas
regides serranas do Sudeste, nos cerrados de Mato Grosso e Goias e no litoral do
Norte e Nordeste do Brasil. Quando maduro, apresenta-se amarelado, com diametro
de 1,5 a 2 cm e um forte odor semelhante a queijo rancoso (REZENDE e BRAGA,
2003; ALVES e FRANCO, 2003). Sua comercializacao se restringe as feiras livres e
mercados locais. A polpa é carnosa e macia, podendo ser consumida in natura ou
sob a forma de sucos, geleias, sorvetes e licores (ALVES e FRANCO, 2003).

O plantio do murici é feito por sementes e, raramente, por mudas, com
brotamento ocorrendo da 42 a 82 semana seguinte. Desenvolve-se bem em solos
areno-argilosos, mas ja foram encontrados exemplares vegetando normalmente em
solos arenosos e muito argilosos e, até mesmo, em picarras. No entanto, sabe-se
que a planta n&o tolera solos encharcados, preferindo aqueles que possuem uma
boa drenagem (GOMES, 1983).
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O inicio da floracdo ocorre no final de agosto e a frutificagcdo comega no final
de setembro e termina em meados de janeiro, podendo se estender até marco em
algumas regides, dependendo da incidéncia de chuvas. A colheita ainda é efetuada
de maneira rudimentar, devido a grande incidéncia de queda dos frutos maduros.
Cada planta produz em média 15 kg de frutos por ano (EMATER, 2006).

Entre as diversas espécies do Cerrado, o murici destaca-se pelo elevado
valor nutricional e medicinal. Tem sabor forte, agridoce e ligeiramente oleoso
(FILHO, 2008).

O fruto tem sido utilizado pela populagdo como alimento ou como agente
terapéutico, por sua acao cicatrizante e anti-inflamatéria. H4 estudos que mostram
que O murici possui componentes antioxidantes, como os compostos fendlicos,
carotenoides e acido ascérbico (GUIMARAES E SILVA, 2008; BARRETO et al.,
2009; ALMEIDA et al., 2011; DE SOUZA et al., 2012).

O consumo de polpa de murici (100 g) contribui para suprir as necessidades
didarias de vitamina C em criancas adultos e gestantes (156%; 43%; 46%,
respectivamente), conforme referéncia do Institute of Medicine (IOM-US, 2001).

Em estudos da composicado nutricional e propriedades funcionais do murici,
Siguemoto (2013) determinou quantidade de carotenoides totais de frutos coletados
em trés municipios, apresentando valores médios entre 14,9 mg e 29,4 mg por 100 g
de base fresca, com predominancia de luteina. Os carotenoides precursores da
sintese de vitamina A (B-criptoxantina e B-caroteno), representaram quantidades
inferiores em relacao a luteina.

O consumo da polpa de murici (100 g) contribui para suprir as necessidades
didrias de vitamina A da crianca, adulto, gravida (55%; 24%:; 28%, respectivamente),
de acordo com a referéncia do Institute of Medicine (IOM-US, 2001).

A luteina e a zeaxantina sdao os Unicos carotenoides presentes na regiao
macular da retina, assim sugere-se que estes compostos tém um papel na saude
dos olhos. MA e LIN (2010) e STRINGHAM et al. (2010), relatam que a presenca de
luteina e zeaxantina na macula lutea reduzem o desconforto e o tempo de
recuperacao ap0s a exposicdo a um ambiente muito claro, aumenta o alcance
visual, melhora os contrastes de cores, reduz o risco de degeneracao macular e
catarata.

Além disso, 0 extrato metandlico dos frutos do murici apresentam 2,9 mg de
polifendis/ g de matéria seca e 0,2 mg/ g de flavonoides. Este extrato aumentou a
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resisténcia da LDL a oxidacdo, embora tenha apresentado baixa atividade
scavenger do radical peroxil (SOUZA et al., 2008).

Em modelo animal de diabetes, o extrato hexanico do murici reduziu as
concentragdes de glicose (efeito hipoglicémico), incrementou a atividade da SOD e
catalase hepéticas, restaurou as concentracdes de glutationa e reduziu as
concentragdes de TBARS, colesterol e triacilgliceréis (PEREZ-GUTIERREZ et al.,
2010).

3.1.4 Composicao quimica da polpa do Murici

De acordo com Gusmao et al., (2006), a polpa de murici contribui em média
com 73,63% da massa de matéria fresca total do fruto, se configurando como
demonstrativo do bom rendimento de polpa.

O murici é boa fonte de energia com alto teor de gordura (BRASIL, 2002). O
fruto destaca-se como fonte de ferro, fibra, carboidrato e vitamina C. A composigao

centesimal da polpa de murici encontra-se descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicado quimica e valor energético do murici, obtidos de 100 g de
polpa.

Composicao quimica Murici (Byrsonima crassifolia)
Valor energético (Kcal) 66
Umidade (g) 82,80
Proteinas (Q) 0,90
Lipideos (Q) 1,30
Glicidios (g) 14,40
Fibra (g) 2,20
Cinzas (g) 0,60
Célcio (mg) 33,00
Fosforo (mg) 17,00
Ferro (mg) 2,00
Vitamina A (mcg) 7,00
Vitamina B1 (mg) 0,02
Vitamina B2 (mg) 0,04
Vitamina C (mg) 84,00
Niacina (mgQ) 0,40

Fonte: IBGE (1996).
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3.2 COMPOSICAO DE OLEOS VEGETAIS

Os 6leos vegetais sao formados principalmente por triglicerideos, ésteres de
acidos graxos com glicerol (NELSON e COX, 2011). Os triglicerideos, devido as
diferentes funcionalidades presentes em sua estrutura quimica, éster e insaturagoes,
apresentam uma grande versatilidade reacional (SUAREZ e MENEGHETTI, 2007).

R
H-C—0—C—R
(0] HO - CH; | 0
/ | i
3R-C + HO-CH, - H-C—0—C-R  +3H,0
N oH | ’ 1
HO - CH; H- (|: 0—C—R
H
Acido graxo Glicerol Triglicerideo Agua

Figura 4 - Reacao de formacédo dos Triglicerideos a partir de uma molécula de
glicerol com um éster de &cido graxo. Fonte: (LEHNINGER, 1995).

Os triglicerideos constituem o grupo de composto majoritario, chegando a
representar normalmente 95-97% do total em dOleos brutos (MORETTO e FETT,
1998). Os mono e diglicerideos ainda que se encontrem na forma natural em
pequena quantidade nos 6leos, podem ser resultado da hidrélise dos triglicerideos.
Dentro de cada espécie de triglicerideo também se pode estabelecer outra
classificacdo em funcéo do tipo de acido graxo e a posicdo do mesmo dentro da
molécula (MARTINEZ, 2007).

Além de acidos graxos, os Oleos vegetais apresentam componentes de
importancia nutricional como os tocoferdis, os fitoesterdis e os carotenoides. Esses
constituintes, uma vez presentes na sua composicao seria a causa provavel da
caracterizacao de 6leos vegetais como alimentos que apresentem propriedades
funcionais.

3.2.1 Acidos graxos
Os acidos graxos séo acidos carboxilicos com cadeia carbdnica longa. Além

disso, a grande maioria dos 4cidos graxos naturais ndo apresentam ramificagbes e
contém um numero par de carbonos (12 a 24 carbonos) devido a rota bioquimica de
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sintese. Os &cidos graxos diferem entre si pelo nimero de carbonos da cadeia e
também pelo nimero de insaturacbes. Nota-se que usualmente as ligacoes duplas
apresentam-se como isdbmero cis e quando o acido é poli-insaturado, ou seja, tem
mais de uma ligagdo dupla na cadeia, existe um carbono com hibridacao sp3 entre
as ligacbes duplas. A Tabela 2 apresenta os acidos graxos naturalmente
encontrados em 6leos de composicao vegetal, com a identificacdo do numero de

carbonos na cadeia principal e numero de duplas ligacdes respectivos a cada tipo.

Tabela 2 - Identificacao de acidos graxos encontrados naturalmente em vegetais.

N2 de carbonos : n2 de duplas ligacoes Nome Comum
C12:0 Laurico
C16:0 Palmitico
C18:0 Estearico
C20:0 Araquidico
C18:1 Acis (bmega 9) Oleico
C18:2 A 9,12 cis cis (bmega 6) Linoleico
C18:3 A 9,12,15cis cis cis (bmega 3) Alfa — linolénico
C18:3 A 6, 9, 12 cis cis cis (bmega 6) Gama - linolénico

Fonte: Embrapa Agroindustria de Alimentos, 2006.

Os acidos graxos tém uma participacao muito importante na constituicado das
moléculas de triglicerideos, chegando a representar até 96% do peso total dessas
moléculas (MORETTO e FETT, 1998).

A determinacédo dos acidos graxos é fundamental para o conhecimento da
qualidade dos 6leos, verificacdo do efeito do processamento, adequagéo nutricional
do lipideo ou do alimento que o contém (MACHADO et al., 2006). Para Costa Neto
et al. (2000), a andlise da composicado de acidos graxos constitui o primeiro passo
para uma avaliagdo preliminar da qualidade do éleo bruto e/ou de seus produtos de

transformacao.
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3.2.2 Acilglicerois

Quimicamente, os 6leos vegetais sao formados por moléculas de acilgliceréis,
mostrado na Figura 5, que sao origindrias da condensagao entre acidos graxos e
glicerol (tri-alcool), formando ésteres de acidos graxos. Assim, estes compostos séo
classificados em mono, di ou triacilgliceréis, dependendo se uma, duas ou trés
moléculas de acido graxo se associa(m) covalentemente ao glicerol,
respectivamente, formando ésteres de acido graxo. E importante salientar que os
triacilglicerdis podem ser formados por acidos graxos iguais ou diferentes entre si, e,
dependendo da origem da matéria prima, podem ser saturados ou insaturados
(UHREN, 2007).

H 0
H—r;l:—r:: — ll‘.—{CHg}1s—GHa
0

H—C—0— C—(CHzlz —CH=— CH—(CH_); —CH,

0
I

H—C—0— ¢—I(CH,);—CH=CH—CH;—CH=—=CH—(CH,),—CHj

Figura 5 - Triacilglicerol insaturado com radicais carboxilicos diferentes: Porgcéo a
esquerda - Glicerol. Porcao a direita (de cima para baixo) — acido estearico, acido
oleico e acido linoleico. Fonte: (LEHNINGER, 1995).

As unidades acila presentes no triacilglicerol podem conter de 4 a 30 atomos
de carbono, dependendo do &cido graxo que Ihe deu origem. Estas unidades acila
podem ser saturadas ou insaturadas. O niumero de insaturagdes pode variar entre 1
e 6, sendo que trés insaturagdes sdao comuns. Normalmente, sdo encontrados
acidos graxos saturados, que contém de 8 a 22 atomos de carbono; com uma
insaturacdo, que contém de 10 a 22 atomos de carbono; e com duas e trés
insaturagdes, cuja maioria contém 18 dtomos de carbono, conhecidos como acidos
linoleico e linolénico, respectivamente (OOMMEN, 2002).

Uma vez que existem trés posicoes disponiveis na molécula de glicerol para a
esterificacdo dos acidos graxos, os 6leos e gorduras sdo compostos de misturas
complexas de triacilglicerdis. A cadeia alquilica indica as caracteristicas fisicas dos
lipidios, pois quanto maior a cadeia maior o ponto de fuséo, portanto podera ser
sélido a temperatura ambiente (gorduras), quanto menor a cadeia e quanto mais
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insaturada; menor ponto de fuséo, portanto liquido a temperatura ambiente (6leos).
Na natureza a maioria dos insaturados tem configuracao “cis”, o que provoca ainda
mais a diminuicdo do ponto de fusdo (menor empacotamento) (BLOCK, 1992;
ARAUJO, 1999).

Além dos triacilglicerois, os 6leos e gorduras contém componentes menores,
como mono e diacilglicerois, que possuem o glicerol esterificado com um ou dois
acidos graxos apenas, fosfolipidios, esterois, tocoferdis e pigmentos, que
influenciam sobre as propriedades fisicas e quimicas dos 6leos e gorduras (BLOCK,
1992).

3.2.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos tetraterpendides que formam um dos grupos
de pigmentos mais difundidos na natureza, sendo responsaveis pela coloracao
amarela, laranja e vermelha de um grande numero de vegetais (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999; BOBBIO e BOBBIO, 2001). A estrutura dos carotenoides confere
inimeras propriedades, que caracterizam suas diversas fungbes e agdes nos
organismos vivos. S80 essenciais para a fotossintese e para a vida em uma
atmosfera que necessita de oxigénio (BELITZ e GROSH, 1992).

Ja foram identificados cerca de 600 tipos de carotenoides, mas somente 30 a
40 estdo presentes na alimentacdo, e 13 compostos e 8 metabdlitos sao
encontrados em tecidos humanos, variando conforme as dietas individuais (HORST
e LAJOLO, 2007).

Devido ao seu sistema conjugado de duplas ligacdes, os carotenoides séao
altamente instaveis, sensiveis ao calor, luz, acidos, oxigénio e enzimas como
lipoxigenase, podendo levar a alteragdes ou parcial destruicdo dos pigmentos e
perda da atividade pré-vitamina A. Isto é resultado da isomerizacdo da forma trans,
mais estavel, a cis, que pode ocorrer durante o processamento e armazenamento do
produto que contém estes carotenoides (BELITZ, GROSH, 1992).

A importancia dos carotenoides ndo é somente atribuida a coloracdo que
conferem a determinadas frutas e hortalicas, mas também aos beneficios a saude,
tanto pela atividade pré-vitaminica A que alguns destes compostos apresentam,
como pela acao antioxidante e imunoduladora (DAVISON et al.,1993).
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Em geral, a capacidade antioxidante destes compostos esta relacionada a
desativacao de radicais livres e ao sequestro do oxigénio singleto. Os carotenoides
removem os radicais perdxidos, modulam o metabolismo carcinogénico, inibem a
proliferacao celular, estimulam a comunicagdo entre células e elevam a resposta
imune (SHAMI e MOREIRA 2004; UENOJO et al., 2007). Para Moraes e Colla
(2006), devido a sua estrutura, atuam protegendo as estruturas lipidicas da oxidagéao
ou por sequestro dos radicais livres gerados no processo foto-oxidativo.

E importante salientar que sob elevada pressdo de oxigénio e em altas
concentragcdes, os carotenoides podem atuar como pré-oxidantes. Além disso, na
presenca de ions ferro, o efeito pré-oxidante pode ser incrementado com
concomitante redugdo da oxidacdo do carotenoide e reducdo de sua atividade
“scavenging” (atividade sequestradora de radicais livres) (POLYAKOV et al., 2001).

3.2.4 Tocoferois

Os tocoferéis sao importantes constituintes minoritarios da maioria dos 6leos
vegetais. Sao antioxidantes, auxiliando na prevencdo de rancidez oxidativa, e sao
também fontes de vitamina E. S&o parcialmente removidos pelo calor durante o
processamento e podem ser adicionados depois, para melhorar a estabilidade
oxidativa dos 6leos (VACLAVIK e CHRISTIAN, 2003).

Os tocoferdis estdo presentes naturalmente em muitos dleos vegetais e
despertam grande interesse em funcdo da sua atividade como vitamina E e seu
efeito antioxidante. De acordo com a localizacdo e grau de substituicdo de grupos
metila no anel, sdo denominados a, B, y e d&-tocoferol conforme sua forma de
isomerizacdo (SANCHEZ-PEREZ et al., 2000). Do ponto de vista da estabilidade
oxidativa, o teor de tocoferdis nos Odleos vegetais esta préximo do 6timo, mas
durante o refino, principalmente na etapa de desodorizacao, é observada uma perda
de cerca de 40% destes compostos. O Destilado de Desodorizacdo do Oleo de Soja
(DDOS), um subproduto da desodorizagéo, € rico em tocoferdis e € utilizado como
fonte para a producdo de antioxidantes naturais para alimentos (POKORNY e
PARKANYIOVA, 2005).

A atividade antioxidante dos tocoferdis ocorre devido, principalmente, a sua
capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos,
interrompendo a etapa de propagacdo da reacdo em cadeia, e depende, além da
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estrutura quimica, de fatores como temperatura, composicdo, estado fisico da
gordura (liquida, emulséo), concentracdo de tocoferdis e da presenca de espécies
quimicas que podem atuar como pré-oxidantes (NOGALA-KALUCKA et al., 2005;
LAMBELET et al., 2001; WHITE, 2000).

Yoshida et al.(1991), afirmaram que a poténcia bioldgica dos tocoferdis como
vitamina E decresce conforme a sequéncia a, 3, y, ® e segundo Jorge e Gongalves
(1998), sua atividade como antioxidante aumenta nessa mesma sequéncia.

O a-tocoferol pode atuar como antioxidante ou pré-oxidante dependendo do
sistema testado, da concentracdo, do tempo de oxidacdo e do método usado para
acompanhar a oxidagao; a concentracdo de tocoferol para otimizar a estabilidade
oxidativa de 6leo de soja € entre 400 e 600 mg/kg (FRANKEL, 1996).

Tendo como base a formacao de hidroperoxidos, em Oleo de milho, a-
tocoferol exibiu 6tima atividade antioxidante em concentragbes menores (100 mg/kg)
que na correspondente emulsao éleo/ agua (250-500 mg/kg). Entretanto, baseando-
se na decomposicdo de hidroperoxidos, medida pela formacdo de hexanal, a
atividade do a-tocoferol aumentou com a concentracdo, tanto no éleo quanto na
emulsdo (HUANG et al., 1994).

Por outro lado, Jung e Min (1990) definiram concentracdes 6timas de 100
mg/kg para a, 250 mg/kg para y e 500 mg/kg para & tocoferdis para aumentar a
estabilidade oxidativa de éleos de soja purificados e armazenados no escuro, a
temperatura de 55°C. Os tocoferdis apresentaram significantes efeitos prd-oxidantes
em concentracées acima destes niveis. Os tocoferbis sédo labeis na presenca de
oxigénio, luz e calor. A velocidade relativa de decomposicdo de tocoferol em
aquecimento de 6leo de soja e girassol simulando fritura (180°C por 12 h) foia > 3 >
y > 0.

Em estudo da acdo antioxidante dos tocoferdis em gorduras vegetais
parcialmente hidrogenadas de soja e algodao com variacao no indice de iodo, Stell
(2002) notou uma destruicao mais rapida de a e y tocoferdis que de B e & tocoferdis
durante a termoxidacdo a 180°C por 10 h. A destruicdo dos tocoferdis originais,
naturalmente presentes nos Oleos e gorduras, foi maior nas gorduras mais
saturadas, enquanto que a dos tocoferéis adicionados, em geral, foi maior nas
gorduras mais insaturadas, demonstrando haver uma relagcdo da resisténcia dos
tocoferdis ndo s6 com o substrato, mas também, com o fato de serem naturais ou

adicionados.
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O tocoferol € ainda considerado o maior antioxidante lipossoluvel, o qual atua
como scavenger de radicais livres, doando hidrogénio para o radical peroxil e
inibindo a peroxidagao lipidica. Apos este processo, o tocoferol € inativado e o
radical tocoferoxil é gerado (BRIGELIUS-FLOE, 2009). Buscando evitar a
desativacao desta molécula, as células dispéem de um mecanismo sinergético de
regeneracao da vitamina E com o ascorbato nas membranas celulares e com a
ubiquinona na membrana mitocondrial (BARREIROS et al,2006). A Figura 6
apresenta o esquema de mecanismo sinergético de regeneracao da vitamina E pela

vitamina C.
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Figura 6 - Agédo antioxidante da vitamina E (tocoferol) na peroxidagéao lipidica e sua
regeneracao pela vitamina C. Fonte: (BRIGELIUS-FLOE, 2009).

A formacao do radical inicial, quando h& abstracdo de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) pode ser desencadeada por luz, calor, metais e
radicais livres. A subsequente reagdo do radical lipidico com o oxigénio forma o
radical peroxil, que se nao for eliminado pela vitamina E, propaga a reagcao em
cadeia de lipoperoxidagéo. O tocoferol até poderia reagir com o radical lipidico, mas
essa reacao € fisiologicamente dificil em virtude da elevada velocidade de reacéo
entre ele e o oxigénio e devido as altas concentragdes de oxigénio molecular
(BRIGELIUS-FLOHE, 2009).

Os hidropero6xidos lipidicos, quando formados, podem gerar aglomerados que
criam poros nas membranas através dos quais qualquer substancia € capaz de
difundir-se para dentro da célula. No final, a membrana lipidica pode perder sua
funcionalidade (VAN ACKER et al., 1993).
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3.3 Oleo de Murici

O 6leo obtido da extragdo da polpa do fruto de murici € de grande interesse
industrial no setor de elaboracdo de cosméticos e de farmacos como também de
produtos alimenticios, devido a sua propriedade antioxidante e por apresentarem
elevados teores de acidos graxos insaturados (cerca de 60%) e betacaroteno em
sua composigao.

Vendruscolo et. al, (2013) em estudos para a determinagédo do teor de 6leo
presente no murici (Byrsonima crassifolia), visando a producdo de biodiesel
quantificou a concentragao lipidica por extragdo de diferentes partes da fruta. Para
0S ensaios extrativos da polpa de murici, a composicdo em Oleo apresentou
percentuais de 22,75 para a polpa seca e de 5,17 para polpa umida.

A partir da determinacdo de propriedades antioxidantes e da caracterizagéo
dos acidos graxos a partir do extrato hexanico do murici (Byrsonima crassifolia L.),
Castro et al., (2007) mostrou que a composi¢cao em 4cidos graxos do 6leo de murici
a partir da sua transmetilacao caracterizou-se por fragcdes percentuais de 21,01 em
acido oleico, 16,34 em acido palmitico e 15,35 de oleato de etila, em concentracdes
majoritarias. A composicao total em &cidos graxos presentes no Oleo de murici
encontra-se descrita na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao percentual de acidos graxos constituintes do 6leo de murici.

Constituintes % em 6leo de murici
Acido laurico 9,29
Acido Miristico 9,75
Acido Palmitico 16,34
Palmitato de Etila 2,12
Acido Linoleico 12,07
Acido Oleico 21,02
Acido Esteérico 1,92

Fonte: CASTRO et al., 2007.

O dleo total da polpa do murici também apresentou cerca de 0,717 mg/Kg de
beta-caroteno nos estudos conduzidos por Castro et al., (2007). Esse alto valor
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assume equivaléncia aos 6leos de sementes de linho e de milho e superior aos

Oleos de girassol e de sementes de uva, conforme mostra Tuberoso et al. (2006).
3.4 METODOS ALTERNATIVOS PARA EXTRAGAO DE OLEOS VEGETAIS

Em se tratando de procedimentos extrativos de éleos vegetais, a adogcao de
seus métodos configura-se importante condicao na determinagcédo da tecnologia de
matérias lipidicas de composi¢do essencialmente graxas. A extracdo consiste na
obtencdo de um 6leo puro e sem alteragdes, e cujo processo garanta 0 maximo
rendimento possivel atrelado as condi¢cdes de economia para realiza-lo, além de que
seja necessario para garantir a qualidade do produto final.

Realiza-se a extracdo com o fim de isolar o éleo da matriz que, no caso da
maioria dos Oleos vegetais, é a semente (BRUNETON, 1991). No entanto, existem
espécies vegetais que também apresentam consideraveis concentragdes de 6leo em
sua polpa, como é o caso do murici (Byrsonima crassifolia).

Classicamente, a extracdo de um éleo vegetal é realizada numa sequéncia de
etapas que compreendem o pré-tratamento térmico, prensagem e extracao da torta
final com hexano. O dleo bruto assim extraido é turvo, instavel quimicamente e
contém diversos compostos indesejaveis resultantes da oxidacdo dos lipideos
durante o processamento (PARMENTIER et al., 2004).

A prensagem a frio € um método mais antigo e mais simples, utilizado
especialmente para extracdo de Oleos de sementes, principalmente quando se
deseja que o Oleo esteja livre de contaminacdo por misturas de solventes. Ja na
extracao de 6leo de polpas de frutas 0 método artesanal mais comumente aplicado é
o cozimento, que tem como fatores limitantes o baixo rendimento e a rapida
alteracdo na sua composicdo quimica em fungdo das reagbes de oxidagcao
(MARIANO, 2008).

Os processos industriais de extracao de 6leo que utilizam enzimas, em geral,
causam baixo impacto ambiental, reduzem o consumo de energia e aumentam a
qualidade do produto final. O uso de enzimas na extracdo de O6leos vegetais foi
pesquisado intensamente nas Ultimas décadas e foi aplicado para todas as
oleaginosas de interesse comercial. O tratamento enzimatico tem se mostrado
eficiente na degradacdo das paredes dos tecidos vegetais, propiciando maior
rendimento na extracdo de Oleos, melhoria na qualidade nutricional da torta e
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aumento na estabilidade do produto final (FREITAS et al, 1996; SANTOS e
FERRARI, 2005).

Outra técnica que tem sido eficientemente aplicada é a utilizacdo de um
banho de ultrassom (sonicador) que melhora o0 processo de extracao
significativamente, uma vez que a agao do ultrassom nos liquidos pode provocar
efeitos de cavitacdo, ou seja, colapso de bolhas perto da fronteira de duas fases
imisciveis, diminuindo as limitacées a transferéncia de massa dos reagentes. A
cavitagdo consiste na criagcdo e implosdo de microbolhas de gas na fase liquida. A
variacdo de pressao cria em um ponto do liquido, momentos de compressao e
descompressao (rarefacao) alternados. A cavitacdo pode ser afetada por diversos
parametros, tais como: frequéncia, intensidade de irradiacdo, tipo de solventes
empregados e temperaturas aplicadas (BARBOZA e SERRA, 1992).

O ultrassom é um método promissor para as extracdes de 6Oleo, por ser de
baixo custo, com alta eficiéncia, reducao no tempo de extracdo e aumento nos
rendimentos (CRAVOTTO et al, 2008). A exemplo disso, Wei et al. (2008)
demonstraram a partir de experimentos realizados com microalgas de uma espécie
especifica, a eficacia da aplicacdo do ultrassom no rompimento das paredes
celulares, aumentando consideravelmente o rendimento da extracdo de 6leo,
quando comparado ao método classico, com uso de solvente hexano, por Soxhlet.
Os rendimentos demonstraram percentuais respectivos de 25,9% e 4,8% de
extracao pelos métodos por ultrassom e por solvente.

Ainda, pode ser empregada a utilizacdo de métodos de extracao associados,
que em seu uso conjunto aumentam efetivamente as taxas de extracdo e
influenciam diretamente no rendimento do O6leo extraido. Também, quando
empregados de maneira controlada, esses métodos auxiliam no processo, tendo
influéncia nas condicbes de qualidade do produto, sejam elas atreladas as
propriedades sensoriais, nutricionais e condicbes de estabilidade pos-

processamento.
3.4.1 Extracao por processo enzimatico em fase aquosa
O uso de enzimas na extracao de éleo de sementes ou frutos consiste em um

processo que envolve o tratamento do material contendo o éleo com enzimas que

degradam a parede celular, com o objetivo de extrair 0 6leo e outros componentes.
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A técnica possibilita melhores condi¢cdes de processamento, pois a temperatura de
extracao é relativamente baixa, requer pouco investimento financeiro e de energia e
ndao ha utlizacdo de solventes organicos (ROSENTHAL et al, 1996;
HANMAOUNGIAI et al., 2001).

A aplicacao da tecnologia enzimatica na industria de éleos pode ser feita por
extracdo aquosa ou extragcao combinada. Em se tratando da extragcdo aquosa, a
matéria prima € submetida a um pré-processamento que, em geral, consiste na
diluicdo e trituracdo a quente para inativacdo das enzimas naturais e preparo de
uma emulsdo homogénea. A seguir, a mistura é transferida para um reator onde a
enzima é adicionada ao substrato mantido sob incubagdo (COURI e FREITAS,
1997). A diluicdo, o tempo e a concentragcdo do preparado enzimatico sao
parametros relevantes e devem ser otimizados durante o desenvolvimento do
processo. A temperatura deve ser fixada em funcao da atividade maxima da enzima,
de preferéncia no pH natural da emulsdo (FREITAS, et al., 1996). O dleo é
separado da agua por centrifugagao, resultando em um produto praticamente isento
de fosfatideos e, consequentemente, com baixa turbidez (FREITAS et al., 1998;
COURI e FREITAS, 2001; NASCIMENTO, 2004).

O mecanismo desta extracao é representado pela hidrélise, com o auxilio das
enzimas, das estruturas dos polissacarideos ou das proteinas que formam a
membrana celular e do corpo de lipidios (Figura 7). As diversas enzimas séo
responsaveis por liberar o éleo acondicionado entre as paredes celulares dos
vegetais, sendo utilizada para cada matéria uma enzima especifica capaz de destruir
as estruturas onde esta preso o éleo (ROSENTHAL et al., 1996).

Figura 7 - Hidrélise dos polissacarideos do corpo lipidico. Fonte: ROSENTHAL et
al., (1996).
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As enzimas atuam principalmente na parede celular vegetal que é composta
por celulose, hemicelulose, lignina, proteinas e substancias pécticas, sendo que a
celulose é o principal componente estrutural, composta de um polissacarideo
formado por unidades de D-glicose (D-glicopiranose) unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo p — (1—4) (MARTINS, 2005).

A selecao dos extratos enzimaticos é o primeiro passo no desenvolvimento da
técnica e depende da composicao da parede celular da oleaginosa em questao,
tendo em vista que a sua composi¢ao é feita por diferentes polissacarideos ligados a
uma proteina estrutural. Quando se aumenta a concentracdo de enzima aumenta-se
a recuperacao do 6leo, porém compromete-se a viabilidade econémica do processo,
uma vez que o custo da enzima ainda € um fator limitante desta tecnologia. O pré-
tratamento da amostra antes da incubacdo enzimatica pode definir a viabilidade
desta técnica. Esta etapa € diferenciada e depende da matéria-prima usada no
processamento (COURI e FREITAS, 2001).

O extrato enzimatico deve conter enzimas com diferentes atividades
(celulases, hemicelulases, pectinases, amilases e proteases) (FREITAS et al., 1996;
GOMES et al., 2002). Enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas sédo as mais indicadas
para degradar a parede celular. As pectinases também sao efetivas, ja que as
substancias pécticas sdo componentes estruturais de células vegetais. Misturas de
enzimas e complexos com atividade multipla sdo mais eficientes que as enzimas
isoladas (SANTOS et al.,2005).

Segundo HARTMAN et al (1996) a extracdo aquosa apresenta como
vantagens a obtencao de um éleo mais facil de refinar e mais apropriado para
consumo humano e a obtengdo de proteina vegetal hidrolisada na forma de
peptideos de baixo peso molecular. No entanto, apresentam algumas desvantagens
como o custo das enzimas é alto e s6 é viavel para 6leos de maior valor agregado,
requer uma grande quantidade de agua para substratos proteicos e em algumas
matérias primas pode ocorrer oxidagdo dos lipideos durante a etapa de incubacao

em meio aquoso.

3.4.2 Extracao enzimatica assistida por ultrassom

A utilizagdo do ultrassom tem se tornado cada vez mais comum em

laboratérios quimicos de pesquisa e de producdo para limpeza de materiais,
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homogeneizacdo de emulsdes e suspensdes e reacdes quimicas entre outras.
Quando esses materiais ou substancias sdo submetidos ao banho de ultrassom,
possiveis rea¢des quimicas podem ser iniciadas acarretando em transformacgdes do
sistema. Em reagbes enzimaticas, o ultrassom é uma boa ferramenta a ser utilizada,
podendo perturbar ligacbes fracas e induzir a mudancas conformacionais na
estrutura das proteinas (BABICZ, 2009).

O processo enzimatico utilizando a irradiagdo com ultrassom € um método
alternativo para reduzir as limitagdes de transferéncia de massa em reagdes
enzimaticas (VULFSON et al., 1991; YACHMENEYV et al., 2004).

Devido aos efeitos da cavitagdo, o ultrassom pode melhorar reacdes
heterogéneas (catalisador sdélido com substrato liquido) e também formas
transitérias de espécies reativas, podendo tornar-se uma util ferramenta em reacdes
enzimaticas (YACHMENEV et al., 2004, YOSHIMOTO et al., 2005).

A cavitacao, fenbmeno de formacao e subsequente colapso de microbolhas
de gas em um liquido, € a principal responsavel pelos efeitos sonoquimicos
(MIZUKOSHI et al., 1999; RASO et al.,, 1999). Quando atinge um tamanho critico, a
cavidade implode liberando calor e pressao muito elevados em intervalos curtos de
tempo e em locais especificos do liquido (KORN et al., 2003).

Na cavitacao, dois tipos de bolhas sao formados: as estaveis e as transitérias.
As primeiras oscilam no meio e seu volume cresce com a penetragcdo de gas
dissolvido no liquido, na fase de descompresséo. Elas precisam de varios ciclos de
expansao e compressao para atingir o volume critico e podem tornar-se transitérias,
que sao as bolhas com tempo de vida curto, de poucos ciclos, que implodem na fase
de compressdo, sendo, entdo, responsaveis pela cavitacdo (SINISTERRA, 1992).
Existem muitos fatores que afetam a cavitacdo: presenga de gas dissolvido,
frequéncia de irradiacdo, temperatura, viscosidade, tensdo superficial, pressao
externa e presenca de particulas em solugéo (RASO et al., 1999).

Estudos em sistemas homogéneos indicam que existem duas regides de
reatividade. A primeira corresponde a fase gasosa dentro da bolha, denominada
“‘ponto quente”, onde se inicia a implosao cuja eficiéncia depende da volatilidade do
solvente. Ja a segunda, trata-se de uma fina camada liquida em volta da bolha. Em
sistemas heterogéneos, a destruicdo da bolha ocorre assimetricamente originando
um jato de liquido em direcéo a superficie sélida, podendo causar eroséo localizada.

Mas existem também micro fluxos de liquidos que acabam por favorecer o transporte



34

de massa entre a fase liquida e a superficie sélida, acelerando algumas reacdes
quimicas. Quando em sistemas com liquidos imisciveis, este colapso das
microbolhas pode promover uma eficiente agitagdo. Com o aumento na velocidade
de formacéo de goticulas microscopicas, com aumento da superficie de contato e
das forcas coesivas podem ser formadas ainda micro emulsdes. Espécies reativas e
a inducao de mudancas conformacionais na estrutura de proteinas também podem
ocorrer (LIU et al., 2008).

O efeito fisico do ultrassom em processos biotecnologicos consiste
principalmente na alteracao da temperatura e pressdo do microambiente em funcao
do efeito cavitacional. O fator limitante mais comum para o uso de ultrassom nas
reagdes bioquimicas € o aumento na temperatura promovido pela irradiacdo, uma
vez que enzimas podem ser inativadas termicamente. Contudo, este ndo € de todo
um fator negativo ja que a inativagédo térmica de enzimas é de muita importancia em
alguns processos biotecnol6égicos, sendo a pasteurizacado ultrassénica um deles
(BABICZ, 2009).

O ultrassom pode ser de baixa intensidade (alta frequéncia) ou alta
intensidade (baixa frequéncia). O ultrassom de baixa intensidade em geral € utilizado
para andlises nao destrutivas, como a observacao de érgaos por ultrassonografia ou
a localizagéo de falhas em metais. O ultrassom de alta intensidade é usado para
promogao de mistura, dispersdo e emulsdo. Quando um liquido esta sob a influéncia
de ultrassom de alta intensidade, as ondas sonoras se propagam no meio,
alternadamente, resultando em intervalos de alta pressao e baixa pressdo. Durante
um intervalo de baixa pressao, pequenas bolhas de vacuo sao criadas no liquido.
Quando estas bolhas atingem um volume que ndo podem mais absorver energia,
elas colapsam violentamente, promovendo o fendmeno de cavitagdo (HIELSCHER,
2005).

Compresséo
Rarefacdo o
O g
Crescimento de bolhas de Imploséo resultando em

cavitagdo em presséo negativa forga de cisalhamento

Figura 8 - Efeito de Cavitagdo acustica adaptado de EPIGENTEK, 2014.
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Existem basicamente dois tipos de sonicadores, de banho (banhos de
ultrassom) e de sonda. Ambos usados para processos em batelada, mas podem ser
adaptados para processos continuos pela adicdo de bombas (LEE et al., 2012).

Os banhos sonicadores usam transdutores alocados no fundo do reator para
gerar ondas ultrassdnicas, com o numero e arranjo dos transdutores variando de
acordo com tamanho e forma do reator. Normalmente possuem capacidades de até
3 L, tendo o limite de capacidade dado pela rapida dissipacao da energética com a
distancia, podendo ser adaptado para processos industriais continuos (LEE et al.,
2012).

Babicz et al. (2010) avaliaram a glicerdlise enzimatica em ultrassom utilizando
diferentes lipases. Os autores relataram que, com frequéncia de 47 kHz e poténcia
de 125 W, utilizando 1% de enzima, a producéo de diacilglicerdis foi de 40% com
Lipozyme TL IM, 41% com Lipozyme RM IM e de 32% utilizando Novozym 435. Os
experimentos foram conduzidos em pressao atmosférica, temperatura de 55 °C e
taxa de agitacao de 700 rpm, por 1 hora e 30 minutos.

No entanto, até o presente momento ndo se conhece o verdadeiro potencial
do ultrassom, devido a falta de conhecimento sobre os exatos efeitos moleculares do
ultrassom em enzimas e células vivas. Nas aplicagdes em enzimas, o ultrassom tem
mostrado um aumento na estabilidade e atividade catalitica da enzima, bem como a
longevidade de biocatalisadores enzimaticos. No entanto, uma melhor compreenséo
do efeito do ultrassom nas propriedades das enzimas torna-se necessaria para
desenvolver biocatalisadores mais eficientes com aumento da atividade e
estabilidade (ROKHINA et al., 2009).

Em estudo realizado por Yachmenev et al. (2009) utilizando a acao
combinada de bioprocessamento com enzima e a utilizagdo de ultrassom, concluiu-
se que: (a) os efeitos da cavitacao agem melhorando o transporte de
macromoléculas de enzima até a superficie do substrato, (b) impactos mecanicos,
produzidos pelo colapso de bolhas de cavitagcdo, proporcionam um beneficio
importante da "abertura" da superficie de substratos sélidos para a acdo de enzimas,
(c) o efeito de cavitacdo € muito maior em sistemas heterogéneos do que nos
homogéneos, e (d) em agua, os efeitos maximos da cavitagdo ocorrem em cerca de
50 °C, que é a temperatura 6tima para muitas enzimas.
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3.5 ASPECTOS RELACIONADOS A ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DOS
OLEOS VEGETAIS.

A estabilidade de um 06leo é a resisténcia do mesmo a mudancgas de ordem
quimica, tais como hidrélise, oxidacao ou a desintegragao fisica como mudancas na
cor e viscosidade. A avaliagdo do estado de oxidacao de éleos e gorduras é uma
determinacdo importante a nivel industrial para garantir a qualidade e
consequentemente a aceitagao por parte do consumidor (SMOUSE, 1995).

3.5.1 Determinacao da estabilidade térmica

A estabilidade térmica de um 6leo ou produto qualquer é definida como a
capacidade da substancia em manter suas propriedades, durante o processamento
térmico, o mais proximo possivel de suas caracteristicas iniciais. A estabilidade
térmica necessita de ser considerada em termos do ambiente imposto ao material e
das fungbes que ele deve executar (MOTHE e AZEVEDO, 2002). Muitos
medicamentos e alimentos contém &cidos graxos, e eles estdo frequentemente
sujeitos a um tratamento térmico durante o processamento, estocagem e
preparacdo. A estabilidade térmica dos 6leos depende de sua estrutura quimica,
sendo que os dleos com &acidos graxos saturados sao mais estaveis do que os
insaturados (EYCHENNE et al., 1998).

Nas Uultimas décadas, as técnicas termo analiticas adquiriram importancia
crescente em todas as areas de conhecimento na quimica basica e aplicada. Esse
incremento na utilizacdo dessa metodologia, realmente dotada de grande
potencialidade, foi favorecido pela disponibilidade de instrumentos controlados por
microprocessadores, capazes de fornecer informagdes quanto ao comportamento
térmico dos materiais de forma precisa e num tempo relativamente curto. Estes
métodos sdo largamente usados no controle de qualidade de 6leos vegetais, pois
fornecem, com rapidez, dados sobre a estabilidade do O6leo, perante seu
comportamento térmico (OCHOCKA et al., 1990; WESOLOWSKI, 1998).

Entre os métodos de avaliacdo da estabilidade térmica tem-se a
Termogravimetria e Termogravimetria derivada (TG/DTG), que se baseia no estudo

da variagdo de massa de uma amostra, resultante de uma transformacao fisica
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(sublimacéo, evaporacao, condensacao) ou quimica (degradacdo, decomposicao,
oxidacdo) em funcdo do tempo ou da temperatura (MOTHE e AZEVEDO, 2002).
FARIA et al., (2002), avaliaram a estabilidade térmica de 6leos e gorduras de
vegetais do cerrado como um controle de qualidade e suas viabilidades industriais,
usando TG, DTG e DTA. As técnicas utilizadas nesse trabalho foram consideradas
rapidas, eficientes e capazes de avaliar com seguranca a estabilidade térmica de

Oleos e gorduras vegetais.

3.5.1.1 Método de Analise por Termogravimetria (TG/DTG) e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise termogravimétrica ou termogravimetria pode ser definida como um
processo continuo que mede a variagdo de massa (perda ou ganho) de uma
substancia ou material como uma fungdo da temperatura e/ou tempo (MOTHE,
AZEVEDO, 2002). J& a termogravimetria derivada (DTG), nada mais é que um
arranjo matematico no qual a derivada da variagdo de massa em relacdo ao tempo
(dm/dt) é registrada em funcao da temperatura ou tempo. Em outros termos, a DTG
€ a derivada primeira da TG (DENARI e CAVALHEIRO, 2012).

O equipamento de analise termogravimétrica € composto basicamente pela
termobalanca, que permite a pesagem continua de uma amostra em funcdo da
temperatura, a medida que ela é aquecida ou resfriada. Os principais componentes
de uma termobalancga s&o: balanca registradora, forno, suporte de amostra e sensor
de temperatura, programador de temperatura do forno, sistema registrador e
controle da atmosfera do forno (DENARI e CAVALHEIRO, 2012). A figura 15
representa o diagrama de um equipamento de termogravimetria genérico.

Geralmente a razdo de aquecimento pode atingir de 1°C/min até 100°C,
dependendo do fabricante. A temperatura final vai depender do forno, podendo
chegar a até 2000°C. A sensibilidade é da ordem de 0,1 pg, geralmente com
capacidade de até 1 g (DENARI e CAVALHEIRO, 2012).

As diversas curvas obtidas podem ser classificadas em varios tipos conforme
ilustrado na Figura 9 e descritas abaixo, de acordo com o tipo de alteracao sofrida
pelos materiais submetidos aos diferentes tipos de andlises.
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Figura 9 - Principais tipos de curvas termogravimeétricas (TG). Fonte: CAPONERO e
TENORIO (2000).

Curvas tipo (i): Este tipo de curva é caracteristico de uma amostra que néo
apresenta variacées de massa no ciclo térmico aplicado.

Curvas tipo (ii): A rapida perda inicial de massa é em muitos casos associada
a perda de umidade da amostra ou a dessoracao de gases.

Curvas tipo (iii): Esta curva representa a decomposicdo de uma amostra em
um unico estagio.

Curvas tipo (iv) e (v): Estas curvas apresentam estagios multiplos de
decomposicdo. Entretanto nas curvas do tipo (iv) pode-se determinar as
temperaturas limite de estabilidade dos reagentes. Curvas do tipo (v) tendem a
apresentar um comportamento mais préoximo do tipo (iv) quando a amostra é
submetida a menores velocidades de aquecimento ou resfriamento.

Curvas tipo (vi): Curva tipica de ganho de massa. Como por exemplo:
Oxidagao de metais.

Curvas tipo (vii): Este tipo de curva é muito dificil de ser observado. Um
exemplo é a oxidacao da prata e posterior decomposicao, a altas temperaturas, do
oxido formado.

A fim de que a curva termogravimétrica possa ser interpretada de forma mais
eficiente € comum se utilizar simultaneamente a derivada em fungéo do tempo desta
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curva, que é chamada de DTG. A Figura 10 faz essa comparacao entre as curvas
referenciadas.

TG

{a) )
l DTG

dmfdt
dm/dt

(ab ib)

Figura 10 - Comparagao entre as curvas TG e DTG. Fonte: CAPONERO e
TENORIO (2000)

Os fatores mais comuns que podem afetar as medidas de TG/DTG estéao

representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Principais fatores que podem afetar as medidas de TG/DTG.

Fatores Instrumentais Fatores de Amostra
Razao de aquecimento do forno Quantidade da amostra
Velocidade de registro (papel) Solubilidade dos gases envolvidos
Atmosfera do forno Tamanho das particulas e calor de reagéao
Geometria do suporte de amostra Empacotamento da amostra
Sensibilidade da balanca Natureza da amostra
Composicao do suporte de amostra Condutividade térmica

Fonte: MOTHE e AZEVEDO, 2002.

Entretanto ha diversos outros fatores que podem provocar tais alteracoes,
razdo pela qual se deve reportar 0 maior nimero possivel de detalhes quanto ao
experimento realizado, incluindo informacdes sobre o histérico da amostra, sempre
que possivel (DENARI e CAVALHEIRO, 2012).
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Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) pode ser definida como uma
técnica que mede as temperaturas e o fluxo de calor associado com as transi¢coes
dos materiais em fungcdo da temperatura e do tempo. Tais medidas fornecem
informagdes qualitativas e quantitativas sobre mudangas fisicas e quimicas que
envolvem processos endotérmicos (absorcdo de calor), exotérmicos (evolugdo de
calor) ou mudancas na capacidade calorifica (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

A DSC é uma técnica derivada da Analise Térmica Diferencial (DTA), sendo
consideradas complementares, ja que permitem avaliar as variagées entalpicas que
ocorrem em uma dada substdncia durante um processo de aquecimento ou
resfriamento (MATOS et al., 2009).

As curvas de DSC podem proporcionar informag¢des sobre caracterizagéo e
medidas especificas tais como: transigcdo vitrea, temperatura e tempo de
cristalizacao, ponto de fusdo, calor especifico, oxidacdo, pureza, estabilidade
térmica, ponto de ebulicdo, grau de velocidade de cura, cinética de reacao e outros
(MOTHE e AZEVEDO, 2002).

De acordo com o método de medicdo utilizado, ha duas modalidades:
calorimetria exploratéria diferencial com compensacdo de poténcia e calorimetria
exploratéria diferencial com fluxo de calor (IONASHIRO, 2004).

Na DSC tipo compensagdao de poténcia, a amostra e a referéncia sao
aquecidas individualmente. O controle de temperatura é feito através de dois
sistemas. O primeiro controla a temperatura média entre a amostra e a referéncia,
de forma que o aquecimento ou resfriamento possa ser feito a velocidade
controlada. O segundo garante que se ha diferenca de temperatura entre a amostra
e a referéncia, devido absorcdo ou perda de calor, a poténcia nos aquecedores
individuais é ajustada de forma a restaurar o equilibrio (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

Na DSC de fluxo de calor, a amostra e a referéncia sao colocadas em
capsulas idénticas, que se alojam em um disco termoelétrico e sdo aquecidas por
uma mesma fonte de calor. A transferéncia de calor que ocorre do disco para as
capsulas é controlada por meio de termopares conectados ao disco. A variagdao de
temperatura, em um dado momento, é proporcional a variagdo de entalpia, a
capacidade calorifica e a resisténcia térmica total ao fluxo calérico (JUNIOR, 2004).

Dessa forma, mantém-se a mesma temperatura para a amostra e para a
referéncia por meio de ajustes continuos e automaticos da poténcia. Monitora-se,

entdo, a diferenca de poténcia, proporcional a diferenca de calor transmitida para a
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amostra referéncia. Assim, o calor envolvido em processos endotérmicos e
exotérmicos é medido diretamente (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

3.5.2 Determinacao da estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa é definida como a resisténcia da amostra (éleos
vegetais, biodiesel, e etc.) a oxidacdo. Ela é expressa pelo periodo de inducéao (PI),
medido em equipamento apropriado, dada como o tempo decorrido entre o inicio da
medicdo e 0 momento em que ocorre um aumento brusco na formagao de produtos
da oxidacdo. Em geral o Pl é dado em horas (GARCIA-MESA, 1993).

A oxidacao lipidica constitui a principal causa de deterioracdo dos 6leos
vegetais. E um fendmeno espontaneo e inevitavel, capaz de reduzir o tempo de vida
util do 6leo, com uma implicagao direta na qualidade, devido ao desenvolvimento de
compostos responséaveis pela alteracdo do aroma e do sabor, e na seguranca do
6leo, através da formacdo de eventuais polimeros potencialmente tdxicos. A
degradacao de vitaminas lipossoluveis e acidos graxos essenciais afeta, também, a
qualidade nutricional dos 6leos (ANTONIASSSI, 2001; IQBAL et al, 2005;
POLVILHO et al., 2004; SMITH et al., 2006; ZHANG et al.,2009).

Os 6leos sao suscetiveis a oxidacao devido a determinadas caracteristicas
quimicas dos acidos graxos que compdem o TAG. A presenca de insaturagdes na
cadeia hidrocarbénica diminui a energia necessaria para a cisdo homolitica das
ligagcbes C-H na posicdo alilica, viabilizando a oxidagdo. Nos acidos graxos
saturados, este processo ocorre em menor extensido, pois a formacao de radicais
energicamente desfavoravel. A reatividade do oxigénio com TAG é proporcional ao
aumento do numero de insaturagdes na cadeia, portanto depende da origem do bleo
(GUNSTONE, 2009).

A oxidacao de 6leos é chamada de auto-oxidagdo ou rancificacdo oxidativa,
podendo ocorrer por meio de processos hidroliticos ou oxidativos. Os fatores mais
importantes que afetam ou catalisam esses processos sao a presenca de
insaturacdo nos acidos graxos, luz, temperatura, enzimas, metaloproteinas,
microrganismos e condicdes de armazenamento (MORETTO, 1998; GUNSTONE,
2008; GUNSTONE, 2011).

Os Oleos vegetais compostos por acidos graxos que apresentam
polinsaturagdes sdo mais propensos a processos oxidativos, principalmente aqueles
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com proporcdes variaveis dos acidos oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e linolénico
(C18:3) (KNOTHE, 2006). A velocidade das reagdes de oxidacao para estas
moléculas depende do numero e da posicao das duplas ligagbes (FREEDMAN e
BAGBY, 1989).

A auto-oxidagdo é o principal mecanismo de oxidagdo dos 6leos vegetais. E
um processo dindmico e evolutivo ao longo do tempo. Este fenbmeno quimico
complexo envolve uma sequéncia de reagOes classicamente definida em trés
etapas: iniciagdo, propagacéao e terminagao, conforme esquematizado na figura 11.

Na primeira etapa, ocorre a formagao do radical alquilo (R*) devido a saida de
um atomo de hidrogénio do carbono alilico da molécula do acido graxo. Estas
reacOes apresentam elevada energia de ativagdo (145 — 270 kJ mol) e ndo se
desencadeiam espontaneamente, sendo potencializadas pela luz, pelo calor, pela
presenca de metais ou metaloproteinas (com grupo heme). Na segunda etapa, os
radicais alquilo (R*) formados vao reagir com o oxigénio ocorrendo a formacao de
radicais peroxido (ROOQO"). Estes radicais vao reagir com outras moléculas de acidos
graxos surgindo os compostos primarios da oxidacao (peroxidos e hidroperéxidos),
cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes (ROOH). Os
radicais livres formados nesta fase (R°) atuam como propagadores da reagdo. Na
terceira etapa os radicais livres formados associam-se formando compostos
estaveis, de baixa massa molar, responsaveis pelo odor de ranco, como aldeidos,
alcoois, cetonas, furanonas, lactonas, ésteres, hidrocarbonetos, entre outros
compostos secundarios da oxidagdo (ROOR, ROOR + Oz, RR) (ALLEN et al, 1994;
CHOE et al, 2006; FOX et al, 2006; GUNSTONE, 2004; KANNER et al, 1992;
PARDAUIL et al, 2011; SMITH et al, 2006).

Iniciacdo RH — R +H
Propagacao R"+0, —> ROO"
|_) ROO"+RH —> ROOH + R

Terminacgdo ROO"+R* —> ROOR
ROO" + ROO- —> ROOCR+ 0,
R"+R" —> RR

Figura 11 - Esquema geral do mecanismo da oxidagao lipidica. Fonte: FOX et al,
2006.
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Segundo JAIN e SHARMA (2010), durante o periodo inicial de oxidacao, a
concentracao de hidroperdxidos é baixa até um intervalo de tempo conhecido como
periodo de indugdo. Depois que o periodo de indugdo é alcangado o nivel de
hidroperoxidos aumenta rapidamente indicando o inicio do processo de oxidagéao
global.

Uma das dificuldades detectadas reside na selecdo do momento mais
adequado para efetuar a determinagcdo do nivel de oxidacdo. De um modo geral,
pretende-se avaliar, em determinadas condicées padronizadas, o indice de
estabilidade oxidativa ou periodo de inducao da reacao, ou seja, o tempo decorrido
até que se atinja um ponto critico de oxidacao (alteracdo do aroma e do sabor,
deteccdo do ranco, aceleragao brusca da velocidade de oxidacdo). A determinacéao
deve ser efetuada ao longo do tempo para que seja representativa do tempo de vida
util do éleo (ANTONIASSI, 2001; CHOE et al.,, 2009; POLVILHO et al.,2004). A
Figura 12 representa graficamente a evolugcdao do processo oxidativo, com a

identificacdo do Periodo de Indugéo e a posterior propagacéo do processo oxidativo
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Figura 12 - Representacao grafica da evolucao do processo oxidativo. A - Periodo
de inducéo (iniciacao); B — Propagacéao. Fonte: Adaptado de Silva et al.,1999.

3.5.2.1 Método analitico por Rancimat

Para avaliar a estabilidade oxidativa ou a sua suscetibilidade a oxidagéo, o
O0leo ou gordura é submetido a teste de oxidacdo acelerada, sob condigcdes
padronizadas e um ponto final é escolhido, no qual se observam sinais de
deterioracdo oxidativa. Para se acelerar a oxidagao, os testes incluem elevacao de
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temperatura, adicao de metais, aumento da pressao de oxigénio, estocagem sob luz
e agitacdo. Porém, o aquecimento é o meio mais utilizado e eficiente (ANTONIASSI,
2001).

A determinacdo da estabilidade oxidativa baseada no aumento da
condutividade elétrica foi originalmente desenvolvida por Hadorn e Zurcher (1974),
utilizando o equipamento denominado Rancimat 617.

O método Rancimat (EN 14112) foi desenvolvido como um método acelerado
para avaliacdo da estabilidade oxidativa cujas condicbes de trabalho sao
semelhantes as do método do oxigénio ativo (AOM), embora neste caso se avaliem
os produtos secundarios de oxidacdo em vez de se determinarem os produtos
primarios (PRESA-OWENS et al.,1995).

O método baseia-se no monitoramento da condutividade de uma amostra de
6leo aquecida em um banho termostatizado, com borbulhamento de oxigénio (Figura
13). A medida que a amostra é degradada sdo formados &cidos volateis de baixa
massa molar que sdo carreados para o frasco contendo agua destilada e um
eletrodo de condutividade. Assim, a condutividade aumenta continuamente até que,
em um determinado tempo (periodo de inducdo) ocorre um aumento brusco neste
parametro. Este aumento brusco pode ser facilmente identificado pelo grafico de
condutividade versus tempo e, corresponde ao tempo que a amostra resiste a

degradacao acelerada, nas condi¢cdes experimentais utilizadas.

Entrada_’ |
de ar I <Célulade medigdo

— Ceélulade condutividade

)

A
Solugdo de
Amostra g absorcao (agua)

de oleo \

&

§
Blocode aquecimento (110 °C)

Figura 13 - Esquema de composicao e funcionamento do aparelho Rancimat. Fonte:
METHORM, 2010.
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A partir da curva de condutividade elétrica (us) vs tempo constroem-se duas
paralelas que se interceptam num ponto que corresponde na escala de tempo ao
periodo de inducao ou indice de estabilidade oxidativa (Figura 14). Abaixo deste
ponto, praticamente, ndo existe formagdo de compostos secundarios de oxidagao,
enquanto que acima do mesmo ocorre rapido aumento da taxa de oxidagédo, do
indice de peréxido, da absorcao de oxigénio e de formacgéao de volateis. O Rancimat
apresenta o resultado ja calculado do periodo de indugdo. Entretanto, tem sido
observado que as curvas podem apresentar formato que se distancia do
apresentado na Figura 14, o que dificulta a medida do periodo de inducgéo
(ANTONIASSI, 2001).

300

250:
2UO:
150:
100:

50

Condutividade (uS/cm)

O,- | L1} =
Periodo de Indugéo

DI1 2 3 4 5 6 T 8
Tempo (h)

Figura 14 - Curva condutivimétrica tipica para éleos vegetais, com determinacao do
periodo de indugao. Fonte: WILHELM e STOCCO, 2007.

Nos ensaios de estabilidade oxidativa mais comuns, a oxidacao é acelerada
pela temperatura e pela oxigenagcdo. As elevadas temperaturas potencializam a
ocorréncia de reacdes paralelas (ex.: polimerizacdo), normalmente irrelevantes a
temperatura normal de armazenamento. Como consequéncia, verifica-se a formacéao
de novos antioxidantes ou pré-oxidantes que podem falsear as determinagdes. Por
outro lado, a velocidade de oxidagdo depende, também, da concentracdo em
oxigénio, cuja solubilidade diminui com o aumento da temperatura (COMANDINI et
al, 2009; RUIZ et al, 2008).

Os testes de oxidacado acelerada nao fornecem garantias quanto a validade
da sua extrapolacao para as condi¢ées normais de conservacao e uso dos produtos,

neste caso, dos 6leos vegetais, uma vez que, a medida que se submete a amostra a



46

temperaturas elevadas, a luz, ao oxigénio ou outro fator, 0 mecanismo de oxidacao
altera-se. Assim, os resultados obtidos sofrem desvios dos valores reais, ja que o
comportamento do dleo nestas condicbes € diferente das condicbes normais de
armazenamento. As condicbes de ensaio devem aproximar-se, tanto quanto
possivel, das condi¢des normais de armazenamento. Os resultados de maior
validade sdo obtidos a temperaturas compreendidas entre os 40 — 60 °C. Para a sua
interpretacdo é fundamental considerar a eventual presenca de substancias
endégenas, como antioxidantes e/ou pro-oxidantes (ANTONIASSI, 2001;
COMANDINI et al, 2009; FOX et al, 2006).
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento da pesquisa e identificacao das unidades experimentais

Os estudos foram realizados visando a caracterizacdo da composicéao fisico-
quimica da polpa do murici (Byrsonima crassifolia), extracdo e modelagem por
planejamento experimental das condi¢ces de extracdo e avaliagdo fisico-quimica e
das condigbes termo-oxidativa do 6leo da polpa de murici.

A selecdao e pré-tratamento dos frutos, despolpamento, embalagem e
armazenamento foram realizadas no Laboratorio de Processamento de Produtos de
Origem Vegetal da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Imperatriz, MA. A
caracterizacao fisico-quimica da polpa e do 6éleo extraido foram conduzidas no
Laboratério de Analise e Quimica de Alimentos (UFMA). A conduc¢ao do processo de
extracdo do O6leo ocorreu nos laboratérios de Tecnologia de Cereais e de
Microbiologia (UFMA). A determinagcdo das condi¢cdes termo-oxidativas do 6éleo
extraido foi realizada no Laboratério de Analises Térmicas (LAT) da Unidade de
Preparacao e Caracterizacdo de Materiais e Biocombustiveis do programa de pés-
graduacgao da Universidade Federal do Maranh&o (UFMA), Imperatriz, MA.

4.2 Matéria-prima e amostragem

Os frutos do murici foram coletados na zona rural do municipio de Amarante
do Maranhao, entre os meses de janeiro e fevereiro de 2015. A coleta ocorreu ao
acaso, do chdo, no mesmo dia da queda, estando os frutos em estagio ideal de
maturacdo (polpa amarelada) e propicios para o consumo in natura (polpa
suculenta, firme e de textura macia). Os frutos coletados foram lavados em agua
corrente e acondicionados em sacos plasticos limpos e secos, e armazenados em
freezer com temperatura controlada de — 22° C, até o momento de uso para
extracao da polpa.

4.3 Pré-tratamento da amostra

Os frutos inteiros (com casca) foram descongelados em condigdes de
refrigeracdo e posteriormente, selecionados quanto a aparéncia (formato e cor ideal
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dos frutos maduros), auséncia de injurias, cortes e podridées, escurecimento e
pontos pretos excessivos na casca, sendo lavados logo em seguida com agua
corrente.

Na sequéncia, procedeu-se com as etapas de sanitizacdo, enxague e
pesagem dos frutos, para finalmente realizar a extragdo da polpa e posterior
congelamento.

As principais etapas de pré-processamento aplicadas aos frutos e que
antecederam os procedimentos de caracterizagéao fisico-quimica da polpa e extracéo

do 6leo encontram-se esquematizadas no fluxograma apresentado na Figura 15.

SELECAO

(Frutos inteiros)

L 4

LAVAGEM

(em agua corrente)

A 4

SANITIZACAO
(Hipoclorito de sédio a 100 ppm/ 5min.

. 4

ENXAGUE

(com dgua corrente)

. 4

DESPOLPAMENTO

(despolpadeira mecéanica)

4

EMBALAGEM E ETIQUETAGEM

(sacos de polietileno)

. 4

CONGELAMENTO/ARMAZENAMENTO
(em freezer a -18°C)

Figura 15 - Fluxograma das etapas de pré-processamento da matéria-prima,
despolpamento e acondicionamento anteriores a sua utilizagdo. Fonte: O autor
(2016).
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4.4 Composicao Centesimal da polpa

4.4.1 Umidade Total

Para a determinac&o da umidade da polpa de murici, foram utilizadas porgdes
de 5g de amostra, em triplicata, de acordo com as Normas de Anadlises propostas
pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A saber, as amostras foram desidratadas em
estufa, a temperatura de 105°C, por seis horas.

Para o calculo percentual da umidade, procedeu-se com 0 uso da equacgao

seguinte:

100 x N

U(%) = P

Em que:

N = n° de gramas de umidade (perda de massa em gramas);

P = massa em gramas da amostra.

4.4.2 Proteinas

A quantificacdo de proteinas realizou-se por metodologia proposta pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), com aplicacdo do método de Kjeldahl, através do
processo de digestdao da amostra da polpa de murici seca, seguida por destilacdo e
titulacdo do destilado e, por fim, a quantificacdo da composicao proteica. A
determinacao foi realizada em triplicata.

O calculo percentual para protideos presentes na polpa do murici foi realizado
por meio da equacao:

Vx014 X f

P(%) = P

Onde:

V = Volume de HCI gasto na titulagao;
f = fator de correcao = 5,75 (fator de correcéao para proteina vegetal, segundo
BRASIL, 2003);

P = massa em gramas da amostra.
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4.4.3 Lipidios

Para a determinacgao de lipidios na polpa de murici empregou-se a técnica de
extracdo continua da gordura no aparelho de Soxhlet, a partir da polpa Umida,
utilizando hexano como solvente. O processo teve duracao média de 8 horas, com
realizacao posterior da evaporagcao do excesso de solvente em capela de exaustao,
seguida pela secagem em dessecador com silica gel por 2 horas. O éleo extraido foi
quantificado pela diferenga entre as pesagens do conjunto baldao mais éleo e o balédo
vazio (lIAL, 2008).

Foram utilizadas amostras de aproximadamente 3,0 g, e a determinacao feita

em triplicata. O calculo foi realizado pela férmula:

100 X N

L(%) = P

Em que:
N = n° de gramas de lipidios;

P = massa em gramas da amostra.
4.4.4 Cinzas

O teor de cinzas presentes na polpa de murici foi determinado por
incineragdo, em mufla, de trés amostras de polpa seca, dispostas em cadinhos
previamente tarados. As amostras empregadas foram provenientes da secagem em
estufa para determinacdo de umidade. O processo teve duragdo de 5 horas, com
uso de temperatura inicial de 250° C, com elevacao gradativa até 550°C (IAL, 2008).

O teor de cinzas foi obtido através da féormula:

100 X N

C(%) = P

Em que:
N = n° de gramas de cinzas (perda de massa em gramas);

P = massa em gramas da amostra.
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4.4.5 B-caroteno

O teor de B-caroteno foi avaliado na polpa fresca. O pigmento, por sua vez, foi
extraido com éter de petrdleo mediante agitacdo, durante uma hora, utilizando a
polpa fragmentada.

A quantificacao foi realizada por espectrofotometria UV-VIS em comprimento
de onda de 450 nm, com uso paralelo de curva padrdao, conforme metodologia
proposta pelo IAL (2008).

Calculo:
Bug/g) = A XV x10%
Mg g - E%z/ﬁnxp
Onde:

A = absorbéancia
V = volume da diluicao
E1% = coeficiente de absortividade em éter de petroleo

P = quantidade da amostra diluida em 100 mL de éter de petréleo.

4.4.6 Carboidratos

O teor de Carboidratos foi determinado por diferenca, subtraindo de 100% o
somatério dos valores encontrados para proteinas, lipidios, cinzas e umidade,
segundo norma estabelecida pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.5 Obtencao da enzima

A obtencdo do complexo enzimatico foi feita conforme metodologia
desenvolvida por Freitas (2009) utilizando, portanto, de processo de fermentacdo em
estado solido e a torta de canola como substrato. O agente de fermentacao utilizado
foi o fungo filamento Aspergillus oryzae NRRL 1911, com tempo de incubacao de 96
horas em estufa a 30°C. Apds este periodo o extrato enzimatico foi extraido com
adicao de agua destilada e filtragéo a vacuo.
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A concentracdo do complexo enzimatico foi realizada através de precipitacéo
com sulfato de aménia. Em seguida o material precipitado passou pelo processo de
didlise e liofilizacao, para obtengcéo do extrato seco.

A caracterizacdo e as condigbes ideais para a utilizacdo do complexo
enzimatico foram estudadas e descritas por Freitas (2009).

4.6 Planejamento experimental

Quando se pretende estudar os efeitos que um determinado fator é capaz de
causar sobre uma resposta, tem-se a partir de entdo, a necessidade de fazé-lo
variavel, observando como essa variacdo pode influenciar nos resultados.
Consoante a isto, a aplicacdo de planejamentos experimentais surge como
ferramenta bastante util em pesquisas.

Dessa forma, para estabelecer os parametros de extracao do éleo de murici a
partir de hidrélise enzimatica assistida por ultrassom, um planejamento experimental
composto central rotacional 23 com triplicata no ponto central foi utilizado para
avaliar o efeito das variaveis independentes sobre a variavel dependente, conforme

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Variaveis independentes e dependentes utilizadas no planejamento
experimental.

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Razao massa de polpa diluida em agua
(mg/mL)
Concentracao de enzima (%) Rendimento de éleo extraido (%)

Tempo de exposicao ao ultrassom

(min.)

Para tanto, utilizou-se de 17 tratamentos ocorrendo, dentre estes, 8 fatoriais a
partir das combinagdes entre os niveis -1 e +1; 6 axiais, empregando uma variavel
no nivel + 1,68 e duas outras variaveis no nivel 0; e 3 centrais, com todas as

variaveis no nivel 0.
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A determinacdo dos pontos centrais foi feita a partir de experimentos ja
descritos em literatura, cujas condigcdes de tratamentos apresentaram-se anélogas
aquelas empregadas aos ensaios aqui reproduzidos. As variaveis independentes do
processo foram avaliadas em trés niveis codificados (-1, 0 e +1), calculados a partir

da equacao descrita abaixo.

X — Z

X; =
ETUAX,

Em que:

Xi= Valor codificado da variavel i;

x= Valor real da variavel i;

AX= Valor do intervalo de variacao da variavel i;

Z= Valor real da variavel i no ponto central.

O delineamento central composto rotacional 23 apresentou ainda dois niveis
axiais codificados em +a e —a. Esse valor é dependente do numero fatorial (F) de
delineamento e da quantidade de variaveis independentes (K) e é calculado através

da equacéo seguinte,
a= Fa
Tem-se entdo, F = 2Xe K = 3. Assim:
@ = (2%)i = 1,682

A tabela 6 apresenta os niveis das variaveis independentes utilizados no
planejamento experimental e a tabela 7 os respectivos tratamentos realizados,

conforme o emprego das variaveis do planejamento.

Tabela 6 - Niveis de variaveis independentes no planejamento experimental.

Variaveis Cdodigo -1,68 -1 0 +1 +1,68

Razao massa de polpa X1 166 200 250 300 334
diluida em agua (mg/mL)

Concentracao de enzima X2 0,05 0,09 0,15 0,21 0,25
(%)

Tempo de exposicao ao X3 20 30 45 60 70
ultrassom (min)
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Tabela 7 - Delineamento experimental com trés variaveis, contendo trés pontos
centrais e seis axiais.

Variaveis Codificadas

Variaveis reais

Razao diluicdo Concentracao Tempo
Ensaios X1 X2 X3 é‘éi g‘z'nﬁ’g /renT) de e(’cf}oz)ima ex"(’r?]?rif)éo
1 -1 -1 -1 200 0,09 30
2 +1 -1 -1 300 0,09 30
3 -1 +1 -1 200 0,21 30
4 +1 +1 -1 300 0,21 30
5 -1 -1 +1 200 0,09 60
6 +1 -1 +1 300 0,09 60
7 -1 +1 +1 200 0,21 60
8 +1 +1 +1 300 0,21 60
9 -1,68 0 0 166 0,15 45
10 +1,68 0 0 334 0,15 45
11 0 -1,68 0 250 0,05 45
12 0 +1,68 0 250 0,25 45
13 0 0 -1,68 250 0,15 20
14 0 0 +1,68 250 0,15 70
15 0 0 0 250 0,15 45
16 0 0 0 250 0,15 45
17 0 0 0 250 0,15 45

A analise dos resultados experimentais através da metodologia da superficie

de resposta foi realizada por uso do software Statistica® 10.0.

4.7 Procedimentos de extracao do 6leo bruto

4.7.1 Extracao a partir de hidrélise enzimatica assistida por ultrassom

Para a extracao por via enzimatica em meio aquoso, assistida por ultrassom

do éleo de murici, procedeu-se conforme o pré-disposto em metodologia proposta

por Freitas et al. (1993), com adaptacdes no sentido de ter-se inserido a assisténcia

do banho ultrassénico aos procedimentos de extracdo, fazendo uso para tal, das
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condicoes propostas em metodologia descrita nos trabalhos de VOLL (2011) e
WATANABE et al. (2005). Ainda foram realizados ajustes nos parametros de
variabilidade do tempo de exposi¢do ao ultrassom consoante a poténcia nominal do
banho utilizado, como também nas varidveis concentracbes dos extratos
enzimaticos e razdo de diluicdo da polpa em meio aquoso, todos definidos
previamente em planejamento experimental.

As reagbes assistidas por ultrassom foram conduzidas em béquer com
capacidade para 600 ml. Em cada experimento, a quantidade de polpa de murici
empregada foi de 50 g, posteriormente diluida em agua destilada nas proporcdes
pré-definidas em planejamento experimental (relagdo massa de polpa/massa de
agua). Um pré-tratamento térmico para inativacdo das enzimas de composi¢ao
natural do fruto foi aplicado as amostras de polpa diluida em agua destilada, em
banho-maria a temperatura de 85°C por 15 min. Em seguida o meio foi resfriado até
que atingisse a temperatura de reag¢ao, em torno de 40 £ 2 °C.

Procedeu-se entdo com a adigdo do extrato enzimatico, nas proporgdes
determinadas em planejamento experimental, todas calculadas em relagdo a massa
de polpa utilizada. As extragdes se seguiram com a imersao do béquer contendo a
polpa diluida e extrato enzimatico em banho ultrassénico Limp Sonic, modelo LS-3D-
2 com capacidade de 2,8 L, frequéncia de 40 kHz, poténcia maxima de 90 W e
dimensdes da cuba de 13,7x24,0x10,0 cm. Ao conjunto, foi acoplado um agitador
mecanico da marca Fisatom e modelo 713D, usado ao longo do tempo de extragao
complementar (auséncia de atividade cavitacional do ultrassom) e um termémetro
digital tipo espeto Tramontina, modelo IM-910.0150E para controle de temperatura
ao longo do tempo de reacéo.

Ao término de cada tempo de reacéo, procedeu-se com a adigdo de 20 mL de
n-hexano ao reator a fim de interromper a reacéao e diminuir a viscosidade do meio.
A amostra foi entdo centrifugada a 3.000 rpm por 30 minutos. A fase que continha o
oleo foi recolhida com uso de uma pipeta Pasteur e a fase aquosa resultante da
centrifugacao foi entdo desprezada.

O éleo coletado foi mantido em estufa a 50°C, para evaporacao do solvente e
eliminacao de umidade residual, até a obtencao de peso constante. O produto final
foi quantificado por método gravimétrico, bem como seu rendimento e, em seguida,
acondicionado em frascos de vidros envoltos com papel aluminio para evitar

exposicao a luz, e armazenado sob refrigeracao.
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A Figura 16 apresenta a unidade experimental utilizada no desenvolvimento
dos ensaios de extracdo do 6leo de murici.

Figura 16 - Foto da Unidade Experimental para extragéo de 6leo de murici. Fonte: O
autor (2016).

4.7.2 Extracao classica por soxhlet

A extracdo do Oleo foi realizada com o solvente hexano em um extrator
soxhlet. Uma amostra de 50 g de polpa de murici foi pesada em papel filtro e
disposta na forma de cartucho, sendo posteriormente introduzida no extrator, por
sua vez acoplado a um baldo de fundo chato. O volume de hexano utilizado foi o
necessario para cobrir todo o cartucho contendo a amostra. A extracdo foi realizada
de forma continua durante 24 horas, com uso de temperatura constante e o dleo
extraido foi seco em estufa a 50°C, por duas horas, para eliminacdo do solvente
remanescente. O extrato foi entdo quantificado por gravimetria e acondicionado em

frascos de vidro cobertos com papel aluminio.

4.8 Analises fisico-quimicas do 6leo bruto

4.8.1 indice de acidez

O indice de acidez do éleo de murici foi determinado em conformidade com
as normas analiticas do IAL (2008), através da quantificacdo de acidos graxos livres
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presentes nas amostras durante o processo de extracdo. O método consistiu na
pesagem de 0,5 g do éleo de murici em frasco Erlenmeyer, diluido posteriormente
em solugdo neutra de éter-alcool (2:1) sob agitagdo constante e titulada, em
seguida, com solucao de hidréxido de sédio 0,1 M.

O indice de acidez foi calculado a partir da equacao:

Vxfx0,561

IA (mgKOH/g) = P
em que:

V= n? de mL de solucao de hidréxido de sédio 0,1M gasto na titulagéo.
f=fator de correcao da solucao de hidréxido de sodio

P= n?® de gramas da amostra

4.8.2 indice de refracdo

O indice de refracdo teve sua determinacado feita em refratbmetro Abbé,

modelo 2WAJ, a temperatura de 20°C, com uso de 10 yL de cada amostra.

4.8.3 indice de saponificacio

Para a determinacdo de matéria saponificavel, fez-se uso da metodologia
determinada pela AOCS, descrita pelo IAL (2008). Utilizou-se, para tanto, 0,5 g de
amostra de éleo, e a analise realizada em duplicata. O calculo para o indice de

saponificacao foi feito a partir da equacao seguinte:

S 28,06 Xfx (B—A)
T P

Onde:

A = volume gasto da titulacdo da amostra
B = volume gasto da titulagdo do branco
f = fator da solu¢do de HCI 0,5 M

P = massa, em gramas, da amostra.
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4.9 Avaliacao da estabilidade térmica do dleo por termogravimetria (TG/DTG e
DSC)

A anadlise termogravimétrica do 6leo de murici extraido foi realizada em uma
termobalanca com analise térmica simultanea TG/DTA, Shimadzu, modelo DTG-60,
em atmosfera de oxigénio com fluxo de 100 mL min', e razdo de aquecimento de
10°C min"'. A massa de 6leo utilizada para a andlise foi de aproximadamente 8 mg
para ambas as amostras de 6leo (por extracdo enzimatica e extracao por solvente)
dispostas em cadinho de aluminio.

A variacdo da massa de 6leo em funcdo da temperatura foi verificada no
intervalo de 25 a 900°C.

Para a analise de DSC foi utilizada amostras de até 3 mg, hermeticamente
fechadas em cadinho de aluminio e colocadas em um calorimetro Shimadzu, modelo
DSC-60, numa atmosfera de oxigénio de 100 mL min-', na razdo de aguecimento de
10°C min'! até a temperatura de 450°C.

4.10 Avaliacao da estabilidade oxidativa do 6leo por Rancimat

Para os ensaios de estabilidade oxidativa do 6leo de murici extraido, as
amostras foram submetidas a envelhecimento em equipamento Rancimat da
Methorm, modelo 873, fazendo para tal aplicabilidade do método regido pela norma
EN 14112. Para tanto, fez-se uso de 2 g de amostra de 6leo extraida por via
enzimatica e por extracdo classica com solvente. Ambas as analises foram
realizadas em duplicata.

As amostras foram submetidas a envelhecimento em temperatura de 110°C,
sob fluxo constante de ar atmosférico seco, a uma vazao de 10 L h''. A andlise teve
duracéo de 6 horas.

Os graficos de condutividade em fung¢do do tempo de envelhecimento foram
registrados automaticamente pelo software que acompanha o equipamento, assim

como o célculo para determinagao do periodo de indugéo (Pl).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal da polpa de murici

Considerando as condi¢cbes de composi¢cao das distintas partes do fruto do
muricizeiro, a polpa € rica em 6leo e agua, além de outros constituintes de natureza
nutricional. Os valores referentes aos dados de composi¢do centesimal da polpa de
murici estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Composi¢do centesimal e valores para pH, atividade de agua (Aw),
acidez titulavel (AT) e B-Caroteno para a polpa de murici.

Componentes Média + DP
Umidade (%) 74,78 +0,006
Carboidratos (%) 15,23
Lipidios (%) 7,5840,15
27,84 +0,09™
Cinzas (%) 1,89 0,74
Proteinas (%) 0,52 £0,006
B-Caroteno (ug/g) 23,4
Acidez Titulavel (%) 1,36 +0,008
pH 3,7 +0,20
Aw 0,99

"Em polpa imida  “Em polpa seca

O maior percentual em constituintes encontrado foi para a umidade (74,78%),
seguido pelo teor de lipidios em polpa seca (27,84%) e carboidratos (15,23%). O
teor lipidico encontrado pode ser considerado relativamente alto quando comparado
a outros resultados reportados em literatura. Considerando que a metodologia
empregada na extracdo do 6leo em estudo fez uso da polpa umida, vale referenciar
que em determinagdes analogas realizadas por diversos autores, o valor para o teor
de lipidios encontrado (em polpa Umida) encontra-se bem préximo do exposto
acima.

Vendruscolo et al., (2013) encontraram valores de 5,17% de lipidios para
extragbes em polpa Umida, quantidade que se encontra abaixo das determinadas
neste trabalho. Ainda, foram encontrados valores préximos aos dispostos em
estudo, em trabalho de caracterizagdo da polpa de murici, desenvolvido por Costa et
al., (2013) que obteve um percentual de 7,48%. Diversos estudos apresentam
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valores de composigéo lipidica de frutos de murici da espécie Byrsonima crassifolia
com valores, no entanto, bem abaixo dos pré-dispostos.

O teor médio para o residuo mineral fixo de 1,89% apresentou-se similar aos
de diversos trabalhos e dos descritos em literatura, e ainda em concordancia com a
faixa de teores de cinza para frutas e derivados descritos pela TACO (2011), que
esta entre 0,2 e 1,9%. O elevado teor pode ser explicado em razdo da composicao
em matéria mineral do fruto. Siguemoto (2013), avaliando a composicdo mineral de
muricis da espécie Byrsonima crassifolia de trés regides distintas observou
diferencas nas composi¢coes de minerais de acordo com a regiao de coleta do fruto,
verificando a maior predominancia de micronutrientes como o potassio, célcio,
magneésio e enxofre, encontrando valor médio para cinzas de 0,7 g/100 g. Morzelle
et al., (2015) avaliando de modo semelhante a composicdo quimica de frutos do
cerrado brasileiro, encontrou valor de 1,02% em residuo mineral fixo para o murici
da espécie B. crassifolia.

Essas variagbes ocorrem de acordo com o estado nutricional da planta, e
principalmente, com a disponibilidade de minerais no solo (CAMARGO, 2001).

O teor de carboidratos encontrado (15,23%) foi igual ao mesmo obtido em
determinagdes por Monteiro et al. (2015) para o mesmo fruto e espécie, embora
Morzelle et al. (2015) tenham encontrado um percentual de 18,85% para 0 mesmo
constituinte. E também ficou préximo do valor de carboidratos referéncia para polpas
de frutas frescas (14,40%) (BRASIL, 2000).

Com relacao ao teor de proteinas presente na polpa do murici (0,52%), o
mesmo encontra-se relativamente abaixo de valores determinados em literatura, em
estudos realizados com frutos da mesma espécie. Morzelle et al. (2015) determinou
teor de 1,94%, Siguemoto (2013) encontro valor médio de 1,0% e 0s menores
valores encontrados de 0,82% e 0,79% foram determinados respectivamente por
Monteiro et al. (2015) e Costa et al., (2013).

O teor de B-caroteno, considerado de grande importancia na inibicado de
efeitos oxidativos no fruto e no Oleo do murici, também se apresentou em
quantidades de significancia relativa, quando comparado com teores dispostos em
estudos realizados por Sales e Waughon (2013) e Sousa (2013), que verificaram
teores respectivos de 18,60 e 16,78 pg/g para o fruto do muricizeiro.

Segundo LUTEROTTI et al. (2013), o método espectrofotométrico em média
produz resultados 5 a 9% maiores do que aqueles quantificados por CLAE. Ainda
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assim, o valor em estudo se mostra representativo do ponto de vista fisico-quimico e
nutricional, estando também acima daqueles encontrados em frutas como mamao
(300 ug/100g) e manga (1550 ug/100g) (CAMPOS et al., 2005).

Além da importancia na manutencdo de estabilidade, esses teores de [3-
caroteno também se demonstram valiosos do ponto de vista nutricional.

Com relagéo ao valor de pH, observou-se que o mesmo corrobora com 0s
relatados por CANUTO et al. (2010) e SIGUEMOTO (2013), que determinaram
valores de pH médios respectivos de 3,7 e 3,5. O valor em estudo € semelhante aos
encontrados para outras espécies do mesmo género, B. verbascifolia (pH 3,4), B.
myricifolia (pH 3,6), B. dealbata (pH 3,5) (VALLILO et al., 2007; GUIMARAES e
SILVA, 2008; RUFINO et al., 2009).

De acordo com VILLACHICA (1996), frutos acidos como o murici, favorecem
processos de industrializagcdo como a fabricacao de sorvetes, doces e geleias.

A acidez titulavel da polpa de murici em estudo apresentou valor de 1,36%,
expressa em porcentagem de acido citrico, valor este préximo dos encontrados por
Sales e Waughon (2013) e Canuto et al. (2010), que foram de 1,68 e 1,0%,
respectivamente.

Em relacdo a atividade de agua, a polpa se caracterizou como um alimento
com elevado teor de agua livre (Aw > 0,9).

Vale ressaltar que aspectos de composicédo centesimal de frutos é bastante
variavel e depende de diversos fatores, entre os quais, a composi¢cao em nutrientes
do solo de plantio, a regido, o clima, entre outros. No entanto, a composic¢ao do fruto
em estudo apresentou-se de viabilidade notéria no propédsito de extracao da fragao

lipidica e na validacao da estabilidade pretendida para o produto extraido.
5.2 Extracao a partir de hidrolise enzimatica assistida por ultrassom

No intuito de avaliar o rendimento do 6leo mediante a aplicacdo do método de
extracdo combinado (enzima/ultrassom), as condi¢des de processo utilizadas foram
verificadas através de um delineamento composto central rotacional (DCCR) com
trés variaveis independentes: razdo de diluicdo da polpa em agua (RDA),
concentracao da enzima (CE) e tempo de exposicao ao ultrassom (TE).

Os valores experimentais obtidos para o rendimento sob as diferentes

condicOes testadas estao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Delineamento composto central rotacional para as variaveis razao de
diluicdo da polpa em agua (RDA), concentracdo da enzima (CE) e tempo de

exposicao o ultrassom (TE) com resultados para o rendimento.

Variaveis independentes

Variavel

dependente

Ensaios Razao diluicao Concentracao

Tempo de

Rendimento (%)

polpa em agua  de enzima exposi¢ao ao
(mg/mL) (%) ultrassom (min)
1 200 0,09 30 0,916707
2 300 0,09 30 1,116955
3 200 0,21 30 1,673967
4 300 0,21 30 1,310473
5 200 0,09 60 1,395528
6 300 0,09 60 2,213422
7 200 0,21 60 1,756589
8 300 0,21 60 1,767174
9 166 0,15 45 1,628888
10 334 0,15 45 1,997337
11 250 0,05 45 3,556162
12 250 0,25 45 1,713851
13 250 0,15 20 2,439868
14 250 0,15 70 1,713476
15 250 0,15 45 1,275417
16 250 0,15 45 2,091901
17 250 0,15 45 2,109931

A partir da Tabela 9 pode-se observar que o rendimento maximo (3,56%) foi

obtido em tempo de exposicao ao ultrassom de 45 minutos, concentracao de enzima

de 0,05 % e diluicdo da polpa em agua na razao de 250 mg/mL. Esse rendimento

equivale a 47% do Oleo presente na polpa Uumida do murici, correspondendo a

aproximadamente metade do seu teor lipidico.
Os resultados avaliados estatisticamente por regressao linear multipla

estimam os efeitos das varidveis independentes sobre a varidvel resposta

representada pelo rendimento, e seguem apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Estimativas dos efeitos para a resposta rendimento, a partir de
planejamento fatorial 23 com ponto central.

Fatores Efeitos Erro 1(7) p-valor Limite de Limite de
Padrao confianca- confianca
95% +95%

Interacao entre as 1,878832 0,441912 4,251599 0,003786 0,83388 2,923788
Médias

(1)Razao diluicado de  0,188237 0,415622 0,452904 0,664322 -0,79455  1,171027
polpa em agua
(mg/ml) (L)

(2) Concentracao da  -0,325317 0,416988 -0,780160 0,460858 -1,31134  0,660703
enzima (%) (L)

(3)Tempo de 0,133371 0,416988 0,319843 0,758422 -0,85265 1,119390
exposicao ao
ultrassom (min.) (L)

1L x 2L -0,342763  0,542797 -0,631476 0,547788 -1,62627  0,940747
1L x 3L 0,247931  0,542797 0,456766 0,661675 -1,03558  1,531441
2L x 3L -0,258991  0,542797 -0,477142  0,647798 -1,54250  1,024519

De acordo com os dados dispostos na Tabela 10, somente apresentou efeito
significativo o fator interacdo entre as médias dos tratamentos observados,
considerando que a razdo entre QMTratamentos (quadrados médios dos
tratamentos) e QMResiduos (quadrados médios dos residuos) apresentou valor de
1,87883, sendo este valor maior que 1. E também o p-valor encontrado a parir da
analise de regressao linear multipla mostrou-se abaixo do nivel de significancia
utilizado que foi de 0,05. Isso permite afirmar a existéncia de efeitos diferenciados
para, pelo menos dois tratamentos.

Pode-se observar que tratadas isoladamente, as varidveis tempo de
exposicao ao ultrassom e razao de diluicdo da polpa em agua apresentaram efeitos
positivos sobre a condicdo de extragdo do 6leo de murici, embora esse efeito nao
tenha sido significativo do ponto de vista estatistico. J& para a variavel concentracao
da enzima, quando avaliada de maneira isolada, esta provoca efeitos negativos
sobre a variavel resposta, o rendimento da extracao.

De modo analogo, para os efeitos combinados, somente as variaveis razao de
diluicdo da polpa em agua em relacdo ao tempo de exposicdo ao ultrassom

apresentaram-se positivas no rendimento da extragdo do Oleo, porém nao
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representando interacao significativa entre os fatores. A combinacao de efeitos com
a variavel concentragdo de enzima mostrou valor negativo sobre o aumento na
variavel resposta (o rendimento).

Os o6leos extraidos pelos métodos respectivos de hidrélise enzimatica e por
solvente, em Soxhlet encontram-se dispostos na Figura 17.

Figura 17 - Foto dos 6leos de murici extraidos por: 1 - hidrélise enzimatica assistida
por ultrassom; 2 - método classico com solvente. Fonte: O autor (2016).

5.3 Caracterizacao Fisico-Quimica do éleo bruto

As determinacdes de parametros fisico-quimicos para 6leos vegetais séo
relevantes nas suas especificagdes de qualidade, quando se trabalha com técnicas
que possibilitem reduzir ao maximo esses limites determinados em legislacao
vigente.

Os parametros possiveis avaliados para o 6leo de murici extraido por hidrélise
enzimatica assistida por ultrassom mostraram-se dentro das especificacbes de
limites estabelecidos para outros 6leos comestiveis, conforme a RDC n° 270 da
ANVISA (BRASIL, 2005). Os valores respectivos encontram-se dispostos na Tabela
11.

Tabela 11 - Caracterizagdo Fisico-quimica do 6leo de murici extraido por hidrolise
enzimatica.

Parametros Unidade Oleo de Murici
Indice de Acidez (IA) mg KOH/g 2,27 +0,073
indice de Saponificacéo (IS) mg KOH/g 123,47

indice de Refraco (IR) - 1,463
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O indice de Acidez de 2,27 mg KOH/g equivale a acidez em &cido oleico de
1,14%, e apresenta valor inferior aquele permitido em Legislacao vigente para 6leos
prensados a frio e nao refinados, com um maximo de 4,0 mg KOH/g (BRASIL,
2005). COSTA et al., (2012) encontrou o valor de 2,72 mg KOH/g para o indice de
acidez do 6leo de murici extraido por método convencional em Soxhlet, que se
apresenta bem préximo do valor tabelado para o éleo em estudo, com diferenca no
teor de acidos graxos livres, que se apresentou menor para o Oleo extraido por
enzima.

No estabelecimento dos parametros de qualidade aceitaveis para 6leos
vegetais € importante que os valores para o indice de acidez sejam 0s menores
possiveis, uma vez que elevados valores sdo indicativos de alteragdes
pronunciadas, comprometendo a capacidade de utilizacdo dos mesmos, sejam para
fins alimenticios ou carburantes. O monitoramento da acidez dos 6leos vegetais
também é usado como método auxiliar durante as fases de processamento,
estocagem e controle de qualidade dos mesmos (GALVAQ, 2007).

O indice de refracao obtido a temperatura de 20°C (1,463) foi semelhante ao
reportado por COSTA et al., (2012) para o mesmo 6leo extraido por meétodo
convencional, com uso de solvente. Sendo responsavel pela caracterizagdo de cada
tipo de 6leo, dentro de certos limites, esse indice esta relacionado com o grau de
saturacéo das ligacoes, podendo ser afetado por outros fatores tais como: teor de
acidos graxos livres, oxidagao e tratamento térmico (IAL, 2008).

Assim, o indice de refracdo de um éleo aumenta com o comprimento da
cadeia hidrocarbonada e com o grau de insaturacao dos acidos graxos constituintes
dos triglicerideos (CECCHI, 2003).

Considerando que os maiores percentuais de acidos graxos constituintes do
0leo de murici determinados por Castro et al. (2007) sdo para os acidos oleico
(21,02%) e linoleico (12,07%) e correspondem a &cidos de cadeias com uma
insaturacao e duas insaturagdes, respectivamente, o indice de refracdo em estudo é
considerado representativo, quando o mesmo se equipara aos indices de refracao
para os Oleos de canola (1,473), girassol (1,475), milho (1,474) e soja (1,475)
(ALMEIDA et al., 2011).

Em relacdo ao indice de saponificacdo (123,47 mg KOH/qg), indicativo do peso

molecular dos acidos graxos, o valor determinado em estudo apresentou-se superior
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aos também descritos por Costa et al., (2012) para o mesmo 6leo em processo de
extragdo com solvente, apresentando teor de 110,39 mg KOH/q).

Essa caracteristica permite classificar o 6leo extraido por via enzimatica com
propriedades melhores para a utilizagdo em processos de elaboragdo de
cosméticos. No entanto, quando da sua utilizagao para producgédo de biodiesel, este
necessita de tratamentos prévios para a correcao tanto do indice de saponificacéo,
como do indice de acidez. Uma vez que elevados indices de saponificacdo e de
acidez podem dificultar no processo de lavagem do produto e diminuir o rendimento

das reagdes de transesterificacao.

5.4 Avaliacao da estabilidade térmica do O6leo de murici por analises

termogravimétricas e calorimétrica

Os aspectos de decomposicao térmica do 6leo de murici avaliados através da
analise termogravimétrica em atmosfera de oxigénio, e representados pelas curvas
simultaneas de TG/DTG demonstraram uma sequéncia de 4 eventos térmicos de
perda de massa, sendo os 3 dultimos de maior relevancia para o estudo do
comportamento da estabilidade térmica do 6leo referido, conforme apresentado na

Figura 18.
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Figura 18 - Curva TG/DTG para o 6leo de murici obtido por hidrélise enzimatica,
assistida por ultrassom, com taxa de aquecimento de 10°C min-'.
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O primeiro deles se caracterizou por uma rapida perda de massa ocorrendo
entre as temperaturas de 26-205°C, estando associado a perda de materiais mais
suscetiveis a volatilizacdo ou mesmo a vaporizagéo, tendo em vista que o método
de recuperacao do Oleo na extragcdo nao o isenta integralmente da presencga de
umidade. Esse primeiro evento se caracterizou pela perda de massa em agua e pela
volatilizacdo de acidos graxos insaturados e saturados de cadeia curta, sendo o
valor percentual dessa perda em torno de 5,0% (0,41 mg).

O segundo e mais relevante evento de decomposi¢cdo aconteceu na faixa de
temperatura de 205-400°C, com perda de massa de 77,5% (6,4mg), correspondendo
ao periodo de decomposicéao de acidos graxos insaturados como os acidos oleicos e
linoleicos (33% da composicao de acidos presentes no 6leo de murici). A maxima
perda de massa verificada corresponde a temperatura de pico representada na
curva DTG, em 350°C. Essa temperatura € equivalente a maior resisténcia do 6leo a
efeitos de degradacao.

O terceiro evento, por sua vez, apresentou perda de massa de 8% (0,66 mg),
na faixa de temperatura de 400-460°C, correspondendo ao processo de oxidacao do
6leo. Um discreto aumento de massa € observado devido a formacao de polimeros
provenientes do processo oxidativo. O quarto evento de perda de massa se
caracteriza justamente pela combustdo desses polimeros, no intervalo de
temperaturas de 460-560°C. O percentual de massa perdido foi de 9,18%, e a
amostra ndo apresentou massa residual representativa, evidenciando sua
decomposicao completa na temperatura de 600°C.

O 6leo de murici apresentou boa estabilidade térmica, tendo em vista a
temperatura inicial (Ti) de decomposicao em 205°C ser superior a de degradacao de
6leos vegetais utilizados em processo de fritura.

Partindo do parametro de temperatura onset (Tonset) verificado na curva
termogravimétrica (350°C), o 6leo de murici extraido por hidrélise enzimatica pode
ser considerado mais estavel termicamente que diversos 6leos comestiveis, como 0s
de girassol, soja, canola, milho e oliva (DWECK, 2004)

CARVALHO (2011), avaliando o perfil térmico do éleo da semente do quiabo
extraido por método classico, observou comportamento similar ao 6leo de murici
aqui referenciado, com inicio de perda de massa significativa em temperatura de
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195°C, apresentando maxima perda de massa em 380°C, com o percentual de
massa (acidos graxos insaturados) perdida de 70%.

Os eventos observados na curva de TG consistiram em transicées do tipo
exotérmicas, conforme se evidencia na curva de DTA disposta na Figura 19. Os
respectivos eventos sao responsaveis pela caracterizacao dos tipos de reacdes
ocorridas ao longo das perdas de massas evidenciadas. Portanto, verificou-se que o
primeiro evento exotérmico ocorreu com maior liberagdo de energia com

temperatura maxima de 360°C, préxima da Tonset. E estes se caracterizam pela

decomposicao de acidos graxos poli-insaturados, seguido pela oxidacao do éleo e

formacao de polimeros e a posterior combustao polimérica.
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Figura 19 - Curva TG/DTA do 6leo de murici extraido por hidrolise enzimética
assistida por ultrassom, com taxa de aquecimento de 10°C min-! e caracterizagio de
eventos térmicos.

O dbleo da polpa seca de murici, extraido por método convencional em Soxhlet
também teve sua estabilidade térmica avaliada. O termograma referente a andlise
encontra-se disposto na Figura 20.

O comportamento térmico do éleo obtido por método classico com solvente
apresentou-se de maneira semelhante ao extraido por via enziméatica em relacédo
aos eventos de perda de massa. No entanto, o intervalo entre as temperaturas de
inicio (Ti = 200°C) e fim (Tf = 415°C) que caracterizam essa perda de massa de
forma representativa, mostrou-se maior em comparag¢ao com aqueles obtidos para o
6leo extraido por hidrélise enzimatica. Essa caracteristica é permissivel na
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determinacao de que o 6leo obtido por processo enzimatico se mostrou mais estavel
a degradacao térmica que o 6leo extraido por solvente.

Mothé e Azevedo (2002) afirmam que a diferenga entre as duas temperaturas
(Tf — Ti) € chamada de intervalo da reagéo e, quanto menor for esse intervalo, mais
estavel é o material a decomposicdo. A estabilidade térmica se define como a
capacidade da substancia em manter suas propriedades, durante o processamento
térmico, 0 mais préximo possivel de suas caracteristicas iniciais. Nesse sentido, com
relacdo aos eventos térmicos de degradacao para a amostra de Oleo extraido em
Soxhlet, foi observado que a mesma também sofreu processo de oxidagao antes do
término do estagio de maior perda de massa verificado. E ainda, a temperatura em
que teve inicio essa oxidagcdo, em torno de 385°C, mostrou-se abaixo daquela
constatada para o processo de decomposicdo da amostra de dleo obtido por
hidrélise enzimatica (400°C). Isso pode ser atribuido a maior quantidade de acidos
graxos livres dispostos para a formagdo de radicais alquilos responsaveis pelo
desencadeamento das reacgdes oxidativas. Os processos de formacao de compostos
poliméricos e sua combustao posterior tornaram-se identificaveis por meio da curva

de DTA.
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Figura 20 - Curva TG/DTA do 6leo de murici extraido por método classico com
solvente, em Soxhlet, com taxa de aguecimento de 10°C min-'.

A andlise calorimétrica em DSC do 6leo de murici obtido por processo de
extracdo enzimatica caracterizou-se por dois eventos de transicdo, a saber, um

inicialmente endotérmico, consequentemente relacionado a desidratagcdo da amostra
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e a volatilizacdo de &cidos graxos de cadeias curtas, culminando na fusdo da
amostra em temperatura de pico caracteristica de 200°C. E o outro exotérmico,
correspondente aos eventos de volatilizagdo/decomposi¢céo de acidos graxos mono
e poli-insaturados. N&o foi possivel de observar o evento de decomposigéo
caracteristico pela oxidagdo da amostra, tendo em vista a amostra submetida a
analise nao ter suportado temperaturas superiores aos 300°C, nas condi¢ces de
tratamento impostas. A Figura 21 apresenta o grafico representativo da curva DSC e
a Tabela 12 os eventos observados e suas respectivas temperaturas de pico e

variagao de energia.
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Figura 21 - Curva DSC para o 6leo de murici obtido por hidrélise enzimatica
combinada com ultrassom.

Tabela 12 - Eventos observados por analise de DSC para o 6leo de murici obtido
por hidrélise enzimatica combinada com ultrassom.

Eventos Tonset (°C) Energia (kJ/g) Atribuicao
1 30 -3,8x103 Desidratacao
2 200 -8x103 Fusao
3 290 3,2x103 Volatilizagao

5.5 Avaliacao da estabilidade oxidativa do d6leo de murici por método
Acelerado em Rancimat

Os 6leos de murici extraidos por hidrolise enzimatica e por método classico
com solvente (Soxhlet) tiveram sua estabilidade oxidativa avaliadas por método
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acelerado em Rancimat. As Figuras 22 e 23 apresentam as curvas caracteristicas
para o Periodo de Inducgéo (PI) a oxidagao para as amostras respectivas.

Os periodos de inducdo para ambas as amostras ndo foram observaveis no
tempo de analise proposto (6 horas). Portanto, sé foi possivel de se determinar que
este periodo de inducédo se encontra acima de 6 horas, considerando que nao foi
identificavel a regido correspondente ao aumento brusco de condutividade, quando

este ocorreria.
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Figura 22 - Periodo de inducgéo (PI) para o 6leo de murici obtido por hidrélise
enziméatica.
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A andlise gréfica, no entanto, permite inferir que para os dois processos de
extracao, os Oleos apresentaram estabilidade representativa, principalmente quando
comparados com outros 6leos vegetais como os de amendoim (Pl = 4,20 h),
gergelim (Pl = 2,01h), dendé (Pl = 2,64 h), linhaga (Pl = 1,18 h) e pequi (Pl = 2,52 h)
(MELO, 2010).

Da avaliagdo comparada entre os métodos de extracdo em estudo, observou-
se que embora os periodos de indu¢cao ndo tenham sido detectaveis no tempo de
analise utilizado, o 6leo obtido por via enzimatica apresentou-se menos tendencioso
ao processo oxidativo, quando mostrou valor de condutividade elétrica (30 uS/cm)
menor que aquele para o 6leo obtido em Soxhlet (55 uS/cm) nas 6 horas de

submissao das amostras as condi¢des de andlise.
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6 CONCLUSAO

A extracao por hidrélise enzimatica, assistida por ultrassom, do éleo contido
na polpa do murici (Byrsonima crassifdlia) e os eventos posteriores de avaliagdo da
estabilidade termo-oxidativa do referido O6leo foram realizados conforme as
proposi¢cdes deste trabalho. Embora a significAncia do método de extragdo néo
tenha sido verificada nas condicées de rendimento do 6leo, todavia mostrou-se
representativa na avaliagdo da sua estabilidade térmica e oxidativa.

A caracterizagdo da composicao centesimal da polpa do murici apresentou-se
dentro dos padrbes estabelecidos em legislacdes especificas vigentes e de acordo
com os pré-dispostos em estudos semelhantemente realizados, tornando
asseguradas que as variagoes mais significativas nos teores avaliados se remetem a
condigdes de cultivo, caracterizagdo do solo e espécie da matéria-prima empregada.

Os métodos de extracdo empregados se mostraram efetivos no propdésito de
obtencéo do 6leo. Entretanto, as condicées de rendimentos ndo foram satisfatérias
para 0 método enzimatico com assisténcia do ultrassom, enquanto que para o
método classico de extracdo com solvente esse rendimento mostrou-se em
concordancia com os indices fisico-quimicos verificados para a matéria-prima
empregada.

O planejamento experimental utilizado ndo se apresentou progressista no
intuito de otimizacdo das condi¢gdes de extragdo, nem tampouco demonstrou-se
significativo do ponto de vista estatistico quando da mensuracao de valores para as
variaveis empregadas, principalmente para a concentracao enzimatica.

A caracterizagdo fisico-quimica do Oleo extraido pelo método proposto
mostrou bons indices de qualidade, tendo apresentado valores em conformidade
com aqueles dispostos em legislacdo especifica vigente.

Quanto a caracterizacdo da estabilidade termo-oxidativa para os 6leos
extraidos pelos métodos supracitados, os termogramas demonstraram que o 6leo
mais estavel termicamente foi aquele obtido por via enzimatica, considerando as
variacbes de massa mais representativas em intervalos de temperaturas que regem
0 processo menores que 0s observados para o 6leo extraido com solvente.

Os periodos de inducdo, embora ndo identificados no tempo de analise
proposto, demonstraram maior suscetibilidade as condi¢cdes de oxidacéo para o 6leo

extraido com solvente.
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A andlise calorimétrica por meio das curvas de DSC permitiu a identificacao
dos eventos térmicos caracteristicos para o éleo de murici extraido por hidrélise
enzimatica, com caracterizagdo deterministica dos valores para as variagées de
energia no processo e para os estados de transigao entre as fases.

De um modo geral, diante dos resultados conseguidos no presente trabalho,
observa-se que o método de extracdo proposto para o éleo em estudo mostrou-se
promissor no melhoramento das suas condigbes de estabilidade termo-oxidativa,
embora haja a necessidade de tornar-se potencialmente viavel nas condi¢cdes de
rendimento de processo. Vale ainda ressaltar a viabilidade do método, em se

tratando de uma técnica limpa e segura.
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