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RESUMO

MATTOS DE PAULA, Regina Céassia. Oleo de semente de maracuja (Passiflora setacea
BRS Pérola do Cerrado e Passiflora alata BRS Doce Mel): Propriedades quimicas e
efeito do processamento no perfil de compostos volateis. Rio de Janeiro, 2015. Tese
(Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos) - Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.

O uso de sementes geradas como co-produtos da industrializagdo de sucos de fruta tém
contribuido para a oferta de Oleos vegetais ricos em compostos bioativos, assim como
cosméticos e alimentos funcionais. Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
processamento no perfil dos compostos volateis encontrados no 6leo de semente de maracuja
P. setacea BRS Pérola do Cerrado e P. alata BRS Doce Mel. Ambas séo oriundas de estudos
de pesquisa da Embrapa onde foram realizadas modificaces genéticas a fim de encontrar
uma cultivar que atendesse a exigéncias de produtividade, tolerancia a doencas, tamanho do
fruto, cor da casca, cor da polpa e monitorar as caracteristicas sensoriais e quimicas. Para
avaliar o contetido de 6leo nas sementes, foi realizada a determinacdo de lipideos pelo método
de Sohxlet. As sementes foram secas a 50 °C em secador convectivo até que a amostra
atingisse sua umidade de equilibrio. A obtengdo do dleo bruto foi feita por esmagamento em
prensa continua do tipo rosca sem fim (expeller). As prensagens foram realizadas a
temperatura ambiente, controlada em 26 + 2 °C, denominada a frio e a quente, acima de 50
°C. Para fins comparativos, o 6leo de maracuja também foi obtido utilizando-se como
solvente o etanol anidro (PA). A analise dos compostos volateis do dleo de maracuja foi
realizada por cromatografia em fase gasosa utilizando-se a técnica de microextracdo em fase
solida (SPME) no modo headspace (HS) dindmico. O cromatdgrafo foi acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM). A discriminacdo entre amostras foi realizada pela analise
de componentes principais (ACP) das areas cromatograficas absolutas dos componentes
individuais identificados, obtidos por HS-SPME-CG-FID. A da ACP foi possivel mostrar a
influéncia do processamento na composicdo quimica dos extratos lipidicos obtidos. Os
compostos volateis para o 6leo de P.setacea sdo em sua maioria os terpenos (23%), ésteres
(23%), alcoois (19%), aldeidos e cetonas (8%). Para o 6leo de P. alata os compostos volateis
sd0 em sua maioria 0s ésteres (35%), aldeidos (30%), alcoois (23%), terpenos e acidos
carboxilicos (9%). Portanto, o perfil de compostos volateis nos Oleos das sementes de
maracuja depende ndo apenas da espécie, mas também do processamento aplicado na etapa de

extragéo.



Palavras-chave: 6leo de semente de maracuja; extracdo por prensagem; extracdo com etanol;

compostos volateis do éleo de semente de maracuja



ABSTRACT

MATTOS DE PAULA, Regina Céassia. Oleo de semente de maracuja (Passiflora setacea
BRS Pérola do Cerrado e Passiflora alata BRS Doce Mel): Propriedades quimicas e
efeito do processamento no perfil de compostos volateis. Rio de Janeiro, 2015. Tese
(Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos) - Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.

The use of seed byproducts from juice processing has contributed to increase the supply of
vegetable oils rich in bioactive compounds regarding consolidated cosmetics and functional
foods. The aim of this study was to evaluate the effect of processing on volatile compounds
profile in the lipids extracts from species P. setacea BRS Pérola do Cerrado and P. alata BRS
Doce Mel passion fruit seed oil. Both species come from research studies of Embrapa Cerrado
(Brazil), where genetic modification were conducted in order to select species that meets the
standard requirements regarding size, skin color, flesh color, number of seeds and a more
sweet pulp flavor. In addition the species selected is more resistant to pests typical of passion
fruit cultivation in Brazil. To evaluate the oil content in seeds, the lipid determination was
carried out by Soxhlet method. The seeds were dried at 50 °C in a convective dryer until the
equilibrium moisture was achieved. The crude oil was obtained by crushing in continuous
press expeller-type. For comparative purposes, passion fruit oil was also obtained using
anhydrous ethanol (PA) as solvent. The volatile compounds analysis of passion fruit seed oil
was performed by gas chromatography using Solid-Phase Microextraction technique (SPME)
in Dynamic Headspace (HS) mode. The chromatograph was attached to mass spectrometer
(GC-MS). Discrimination among samples was performed by Principal Components Analysis
(PCA) of the absolute chromatographic areas of identified individual compounds obtained by
Dynamic  Headspace/Solid-Phase ~ Microextraction/Chromatography/Flame  lonization
Detector (HS-SPME-GC-FID) using grayfiber
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CA/PDMS). The PCA shows
discrimination among samples obtained applying different processing. The most abundant
volatile compounds from P.setacea oils were terpens (23 %), esters (23 %), alcohols (19 %),
aldehydes and ketons (8 %). Regarding P. alata oils, the majority volatile compounds were
esters (35 %), aldehydes (30 %), alcohols (23 %), terpenes and carboxylic acids (9 %).
Therefore the volatile profile depends not only on the species, but also on the process used for

oil extraction.



Key words: passion fruit seed oil; extraction by pressing; extraction with ethanol; volatile

compounds with passion fruit seed oil.
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| - INTRODUCAO

O género Passiflora possui um grande namero de espécies, mais de 400, sendo cerca
de 120 nativas do Brasil (BERNACCI, 2003). A cultura do maracujazeiro no Brasil ocupa
posicdo de destaque, sendo o pais 0 maior produtor e maior consumidor dos frutos. Segundo
Ferreira (1998), mais de 50 espécies foram cultivadas ou apresentaram potencial comercial,
devido as qualidades nutricionais de seus frutos e propriedades farmacéuticas de seu suco,
casca e semente. Mais de 40 espécies de maracuja sdo encontradas no Cerrado das quais cinco
recebem o nome popular de Maracuja-do-cerrado (OLIVEIRA & RUGGIERO, 2005). As
mais conhecidas sdo: Passiflora cincinnata, P. alata, P. setacea e P. nitida. De acordo com
Oliveira e colaboradores (1994); Souza e Meletti (1997) citadas por Lopes e colaboradores
(2008) o numero de espécies no Brasil é de 111 a 150, sendo que o maior centro de
diversidade genética deste género localiza-se no Centro-Norte do Brasil.

Considerando todas as espécies de maracuja cultivadas, 0 maracuja azedo (Passiflora
edulis), até 2001, era responsavel por 95 % da area plantada no Brasil enquanto o maracuja
doce (Passiflora alata) representava apenas 5 % (MELETTI & BRUCKNER, 2001), (IBGE,
2012).

No ano de 2010 o maracuja teve 29% de ascensdo dentro da produgdo nacional de
frutiferas. S6 no estado da Bahia, 0 maracuja representou aumento de 45,2 %. O estado é o
maior produtor nacional de maracujé responsavel por mais da metade da producéo brasileira
(IBGE, 2010)

O maracujd, P.edulis, o mais consumido na forma de sucos, foi considerado uma fruta
de pomar doméstico durante muitos anos, em razdo das suas propriedades medicinais. Seu
valor comercial foi descoberto bem mais tarde, no final da década de 60, quando os primeiros
pomares paulistas foram instalados. Historicamente, trata-se de um curto periodo de
producédo, representado apenas por 40 anos, bastante significativo ao se considerar que o pais
€ 0 maior produtor mundial de maracuja-amarelo, ha mais de duas décadas (MELETTI,
2011).

Considerada como uma alternativa agricola interessante para a pequena propriedade
cafeeira é a frutifera que mais tem atraido produtores. Representa uma boa opcéo entre as
frutas por oferecer o mais rapido retorno econémico, bem como a oportunidade de receita
distribuida pela maior parte do ano considerando que a maioria das outras frutas leva alguns
anos para entrar em producdo (MELETTI et al., 2010).
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A agricultura familiar encontrou no maracuja uma op¢ao técnica e economicamente
viavel dessa forma, tem sido responsavel pela expansdo dos pomares comerciais (MELETTI,
2011).

A participacdo do maracuja no mercado de hortifrutigranjeiros é garantida, adequando-
se perfeitamente a este segmento que valoriza produtos de alto valor agregado (MELETTI et
al., 2010).

A década de 90 foi marcada pela valorizacdo do preco da fruta fresca. Isto mudou o
habito de consumo do maracuja: por um longo periodo, cerca de 30% da producdo eram
reservadas ao mercado in natura e 70% seguiam para a industria de sucos. Por volta de 1998,
essa situacdo inverteu-se. Na década seguinte, cerca de 50% da producdo foram destinadas a
cada um desses segmentos. Mais recentemente, 60% da producao sdo destinadas ao consumo
de frutas frescas, sendo o restante destinado as agroinddstrias de processamento. O suco é o
principal produto derivado (FERRAZ & LOT, 2006).

Vaérias industrias de sucos foram surgindo em diversos estados, estimulando ainda
mais a expansdo da atividade. Na ultima década, o maracuja transformou-se numa
oportunidade de capitalizacdo em curto prazo (MELETTI, 2011).

O aumento da produtividade pode ser explicado, de um lado, pela integracdo de bons
produtores a cultura, mais a adoc¢do da tecnologia de produgdo recomendada para a cultura, a
utilizacdo de sementes selecionadas e cultivares hibridas langadas pelo Instituto Agronémico
em 1999, de alta produtividade (MELETTI, 2000), e pela Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria), em 2008 (EMBRAPA, 2008), somadas a qualidade das mudas na
instalagdo de pomares.

As sementes envolvidas nesse estudo fazem parte do banco de germoplasma da
Embrapa Cerrados. As sementes sdo oriundas de duas espécies: Passiflora setacea BRS
Pérola do Cerrado e Passiflora alata BRS Doce Mel. Estas séo residuos de frutos hibridos
obtidos através de pesquisas de melhoramento genético.

O BRS Pérola do Cerrado, primeira cultivar de maracujazeiro silvestre (Passiflora
setacea) da Embrapa, foi lancada em 2013. Obtido a partir da selecdo massal e do cruzamento
de acessos silvestres, 0 material tem quadrupla aptiddo: consumo in natura (é um maracuja
doce), uso pela industria, uso ornamental e aplicagcdo funcional (EMBRAPA, 2015).

As frutas da zona temperada sdo normalmente caracterizadas por grande porcao
comestivel e quantidades moderadas de residuos como cascas e sementes. Em contraste, as

frutas tropicais e subtropicais geram quantidades maiores de residuos. Devido ao aumento da
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producdo, o descarte desses residuos representa um problema, uma vez que esse material é
propenso a deterioracdo microbiana limitando assim sua maior exploracdo. Por outro lado,
custos operacionais envolvendo secagem, armazenamento e transporte desses subprodutos séo
fatores limitantes economicamente. Em geral os residuos agroindustriais sdo utilizados como
fertilizante, cuja demanda € variavel e depende dos rendimentos agricolas. O problema da
eliminagdo dos subprodutos é também agravado pelas restricbes legais. Assim, 0
processamento desses materiais tém se mostrado técnica e economicamente viavel em
diversas cadeias produtiva (SCHIEBER et al.,2001).

No Brasil, devido a grande quantidade de suco processado, € importante considerar a
utilizagdo de subprodutos como cascas, membranas, sementes e outros componentes.
Residuos da producdo de sucos de frutas sdo fontes de celulose, fibra péctica, lipideos,
aromas, compostos fendlicos dentre outras (ASKAR, 1998; BRADDOCK, 1995; OZAKI et
al., 2000; SILIHA et al., 2000).

O processamento das espécies silvestres de maracuja é caseiro ou em pequenas
industrias de producdo de polpa congelada. As sementes de maracuja provenientes do
processo de obtencdo do suco, atualmente sdo utilizadas por produtores rurais na
suplementacdo da alimentacdo animal, como racdo para bovinos e aves, ainda sem muita
informacdo técnica adequada. Entretanto este volume representa inumeras toneladas, agregar
valor a estes subprodutos é de interesse econdmico, cientifico e tecnoldgico (FERRARI et al,
2004).

Tradicionalmente os 0leos vegetais sdo empregados em diferentes setores da industria
de transformacdo: quimica, alimentos, cosméticos e farmacos. Os dleos vegetais contém
acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais, além de compostos fenolicos bioativos. Esses
compostos sdo metabolitos secundarios presentes nos vegetais e descritos como substancias
protetoras de estresse oxidativo (LIMA & PONTES, 2011).

O mercado mundial de 6leos vegetais tem se caracterizado pelo crescimento mais
acentuado na demanda que na oferta. O maior crescimento foi registrado para o 6leo de palma
(41 %). Em 2008, o consumo de O6leos vegetais registrou expansdo de cerca de 5 %,
alcancando cerca de 190 milhdes de toneladas, contrastando com o acréscimo de apenas 3 %
na oferta, de aproximadamente 175 milhdes de toneladas (OIL WORLD, 2009). A producdo
mundial de sementes oleaginosas em 2012 caiu cerca de 9 milhdes de toneladas, enquanto a
demanda aumentou em torno de 12 milhGes de toneladas, segundo o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos da América (EUA) (MEYER & HOOK, 2012).

12



Provedores de aromas e fragrancias mais intensos ou mais tradicionalmente associados
a matérias-primas naturais oriundas de fontes renovaveis, também investem na ampliacdo de
sua capacidade de producdo no Brasil. O publico brasileiro busca o diferencial dos produtos
naturais, porém tem essa demanda, de certa forma, contida pelos precos geralmente mais
elevados em comparacdo as fragrancias sintéticas. Dependendo do conceito a ser aplicado no
produto, esse é um grande atrativo (SANTOMAURO, 2011).

Os compostos volateis podem ser utilizados em diferentes contextos, e dentre suas
aplicacOes, pode-se destacar o seu uso na industria alimenticia como, por exemplo, na
caracterizacgdo, reconstituicdo e formulagdo de aroma com maior fidelidade ao aroma natural
de determinado alimento (FRANCO, 2003; NOGUEIRA, 2002).

A gama mais ampla de compostos volateis, provenientes de lipideos, surge mediante a
atividade de lipoxigenases. Muitos dos esteres, alcoois e acidos carboxilicos vem da
degradacdo oxidativa de acido linolénico, promovida por esta enzima seguida de clivagem
catalisada por liase (WHITFIELD & LAST, 1991; LINDSAY, 1996; HATANAKA et al.,
1993). Sucessivas reacbes ocorrem modificando o perfil dos compostos volateis. Aldeidos e
cetonas, por exemplo, podem ser convertidos em &lcoois correspondentes, 0s quais
apresentam aromas mais fortes.

Considerando o grande volume de residuos gerados na industria de suco de maracuja,
tornou-se necessario oferecer alternativa viavel para aproveitamento das sementes, até o
momento descartadas. Além disso, a utilizacdo comercial das espécies P. setacea BRS Pérola
do Cerrado e P. alata BRS Doce Mel, desenvolvidos pela Embrapa, abre a possibilidade de
identificar novos compostos e aplicacBes para a matéria-prima. Portanto, este trabalho teve
como objetivo estudar as propriedades quimicas e avaliar o efeito do processamento no perfil

dos compostos volateis da semente de maracuja.
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OBJETIVO GERAL

v" Avaliar o efeito do processamento no perfil de volateis dos dleos de semente de
maracuja obtidos a partir de duas espécies: Passiflora setacea BRS Pérola do Cerrado
e Passiflora alata BRS Doce Mel;

OBJETIVO ESPECIFICO

v' Avaliar e comparar as propriedades quimicas dos Oleos de semente de maracuja
extraidos por prensagem a frio, prensagem a quente e usando etanol como solvente;
avaliar a capacidade antioxidante, estabilidade oxidativa, perfil de &cidos graxos e
compostos volateis dos 6leos de semente de maracuja, oferecendo alternativa de
aproveitamento dos residuos da agroinddstria de suco de maracuja com agregacao de
valor e minimizando os impactos ambientais com o descarte de sementes de maracuja

das industrias produtoras de sucos.

14



Il - REVISAO DE BIBLIOGRAFIA
2.1 O melhoramento genético do maracuja

O melhoramento genético seleciona e recombina as melhores caracteristicas e tenta
atender aos desejos e necessidades do homem. Além de objetivos bem definidos é preciso ter
conhecimento da espécie a ser melhorada, sua biologia floral, sistemas de propagacéo,
diversidade genética e métodos de melhoramento adequado ao padrdo de segregacdo genética
da espécie. A interacdo desses conhecimentos é que ira definir as estratégias de melhoramento
da espécie (FALEIRO, F.G. et al, 2005).

2.1.1 Passiflora setacea BRS Pérola do Cerrado

A cultivar do maracujazeiro silvestre BRS Pérola do Cerrado foi obtido da Embrapa
Cerrados, em Planaltina, Distrito Federal, resultante de um processo de sele¢cdo massal de uma
populacdo de acessos silvestres de Passiflora setacea de diferentes origens visando,
principalmente o aumento da produtividade e do tamanho do fruto, além de resisténcia as
principais doencas. O primeiro ciclo de selecdo foi feito em 1994 apds quase 20 anos de
pesquisa. A Embrapa disponibilizou esse cultivar para a sociedade.

Trata-se de uma variedade obtida por policruzamento entre plantas selecionadas. A
BRS Pérola do Cerrado é a primeira cultivar de maracujazeiro silvestre registrada (RNC N°
21714) e protegida (SNPC certificado N°20120197) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento.

Os frutos quando maduros tém coloracao verde-claro a amarelo-claro com seis listras
longitudinais verde-escuras. O peso do fruto varia de 50 a 120 gramas. A polpa tem coloracédo
amarelo-creme e solidos soltveis variando de 15 a 18° Brix. O rendimento da polpa é entorno
de 35% (Figura 1).

R L
Figura 1: P setacea BRS Pérola do Cerrado, 2014 (PAULA, R.C.M. de).
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Como as demais espécies do género Passiflora, a germinacdo natural da espécie
Passiflora setacea cv. ‘BRS Pérola do Cerrado’ ¢ baixa e bastante irregular, podendo se
estender de 10 dias a trés meses. Com a finalidade de aumentar a porcentagem de germinacao
de sementes e uniformidade das mudas desta espécie, varias metodologias foram testadas,
sendo que as mais eficazes empregaram o tratamento das sementes como indutoras da
germinacdo (PRODUCAO DE MUDAS DE MARACUJAZEIRO SILVESTRE, 2014).

As sementes precisam de tratamento com fitohorménios para aumentar a percentagem
de germinacdo e uniformidade das mudas. Por esse motivo, a logistica para conseguir as
mudas é via viveiristas licenciados pela Embrapa (EMBRAPA, 2013).

Nas condic6es do Distrito Federal, a BRS Pérola do Cerrado, tem produzido de 10 a
25 ton.ha™ sem o uso de polinizacdo manual, o que representa em torno de 10 a 15 Kg de
fruta por planta por ano.

Por ser um maracuja silvestre, tem apresentado alta resisténcia a pragas e doengas. A
Figura 2 abaixo ilustra diferencas na resisténcia a doencgas de plantio de maracuja comercial
(Passiflora edulis) e do BRS Pérola do Cerrado (Passiflora setacea). O maracuja silvestre é
mais resistente as doencas da parte aérea como a virose (detalhe das folhas na figura abaixo),

bacteriose, antraquinose, verrugose e morte precoce.

Passiflora setacea Fassiflora edulis

2

Figura 2: Resisténcia a doencas da Passiflora setacea e Passiflora edulis.
(Imagem: Embrapa - EMBRAPA, 2013).

O cultivo dessa espéci é também uma alternativa para o mercado de frutas especiais
destinadas a industria de sucos, sorvetes, doces e para consumo in natura. Suas belas flores
brancas (Figura 3) e sua ramificacdo densa evidenciam seu potencial ornamental para

paisagismos de grandes areas. Por ser altamente vigoroso e resistente a doencas e pragas,
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apresenta grande potencial para cultivo em sistema orgéanico. Outro ponto relevante para
lancamento do potencial produtivo é a qualidade fisico-quimica e funcional da polpa. Este
material silvestre é também alternativa interessante para plantio em quintais e pequenas
chacaras para fornecimento de sombra, flores e frutos. Assim como o maracujazeiro azedo
(comercial), este maracujazeiro silvestre é autoincompativel, sendo necesséario o plantio de

pelo menos duas plantas para a realiza¢do da fecundagéo cruzada.

Figura 3: P. setacea BRS Pérola do Cerrado - flores brancas, 2014 (PAULA, R.C.M. de).

Essa cultivar foi selecionada no Distrito Federal, mas com base nos locais de
validacdo, ha indicadores da adaptacdo da cultivar em altitudes de 250 a 1100m, latitude de 9°
a 23°, plantio em qualquer época do ano (quando irrigado) em diferentes tipos de solo. N&o se
adapta a regi0es sujeitas a geadas e solos sujeitos ao encharcamento (EMBRAPA, 2015).

2.1.2 Passiflora alata Doce Mel

A P. alata é caracterizada como maracuja-doce. Os trabalhos realizados com
maracujazeiro doce (Passiflora alata L.) na Embrapa Cerrados iniciaram-se no final da
década de 1990. Para dar continuidade a esse programa foram realizadas avaliacGes de
acessos silvestres e comerciais com base em caracteristicas agrondmicas e moleculares.
Matrizes promissoras foram selecionadas e hibridos foram desenvolvidos e testados nas
condi¢des do Cerrado e Mata Atlantica. A P. alata tem potencial para consumo in natura e
dentro dessa linha, o programa de melhoramento realizado na Embrapa Cerrados tem
trabalhado com selecio de populacdes silvestres (FALEIRO et al., 2008). E uma planta
alégama (fecundacdo cruzada) que expressa elevada variabilidade genética possivel para ser
usada para fins de melhoramento (JUNG et al., 2007).

Matrizes promissoras foram selecionadas para o desenvolvimento de hibridos. A
utilizacdo de acessos silvestres de P. edulis na base dos cruzamentos permitiram a obtencao
de materiais genéticos com a coloracdo de polpa mais avermelhada e menos dependente da

polinizacdo artificial (FALEIRO et al., 2011).
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O maracuja-doce (Passiflora alata) apesar de menor representatividade atinge precos
unitarios mais expressivos no segmento de frutas frescas (BERNACCI et al., 2003). Segundo
Costa e Tupinamba (2005) seus frutos apresentam elevados teores de agUcares, vitaminas (A,
B e C), sais minerais (destaque para calcio, ferro e fésforo) e substancias com potencial
farmacoldgico.

Para essas variedades, ainda sdo incipientes os trabalhos de caracterizagcdo de seus
compostos nutricionais e funcionais, e 0s que existem, ndo sdo muito divulgados, sendo estes
dados informacdes importantes tanto para o programa de melhoramento, bem como para
diversificar os sistemas produtivos com novos alimentos funcionais e medicinais (SANTOS et
al., 2005.

Ha previsdo para o langcamento de essa nova cultivar P. alata BRS Doce Mel para o
fim do ano de 2016.

2.1.3 Morfologia das sementes de Passiflora

O suco de maracuja é extraido por separacdo de pequenos sacos onde reside a polpa de
maracuja. Essa primeira operacdo preliminar pode ser feita mecanicamente. Ja a segunda
etapa que consiste na remocédo das sementes onde restam 0s sacos remanescentes com a polpa,
é uma operacdo delicada, pois a semente pode se romper (FLOREZ et al., 2003).

O arilo encontra-se numa cavidade locular que corresponde a parte comestivel do
fruto. Arilos com semente representam, em peso, 52% + 5% do fruto. O arilo é formado por
trés diferentes membranas. Uma membrana externa onde é formada o saco do suco anexado
ao foliculo. O saco exterior contém 64% + 3% (p/p) do total do suco do arilo. A membrana
intermediaria onde é formada o saco do suco anexado ao foliculo é dividido em filamentos
finos, semelhante a uma franja. Ali se encontra uma alta concentracdo de amido. E por altimo,
uma terceira membrana transparente que envolve completamente a semente (Figura 4)
(FLOREZ et al., 2003).
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Figura 4: Corte longitudinal do fruto de maracuja, arilo e semente (FLOREZ et al., 2003).
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Figura 5: Morfologia do arilo do fruto de maracuja (FLOREZ et al., 2003).

2.2 Processo de Extracéo de Oleaginosas
2.2.1 Extracdo do 6leo através de prensagem mecanica

O cultivo de oleaginosas e 0 seu processamento para Oleo e torta empregam
substancial parcela da forca de trabalho no pais, constituindo-se em atividade de importancia
econdmica consideravel (TURATTI, 2000). Sao trés os métodos de extracdo de 6leo, podendo
sofrer algumas modificagdes ou serem utilizados combinados entre si: prensa hidraulica por
batelada, prensa mecéanica continua (expeller), e extracdo por solventes. As prensas
hidraulicas estdo sendo substituidas por prensas mecanicas, mais eficientes na extragdo do
6leo com funcionamento simples e baixo custo de aquisicio e manutencdo, sendo
recomendada para pequenas cooperativas (WEISS, 1983).

Os expellers possuem capacidade de processamento variando de 40 a 1000 Kg/h. As
prensas de pequena capacidade, como as de 40 Kg/h, embora sejam mais indicadas para
pequenas propriedades rurais, apresentam baixa eficiéncia, deixando entre 8 a 14 % de 6leo

na torta (SRIKANTHA, 1980). A prensa (Figura 6) tem como caracteristicas a facilidade de
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transporte, 0 baixo consumo de energia, 0 baixo custo de investimento, a pequena area de
ocupacdo, a mdo de obra ndo especializada, a simplicidade na instalacdo e operacao e sua
versatilidade para uso com diversos tipos de sementes oleaginosas. E ideal para propriedades
e cooperativas de pequenos produtores, com capacidade de processamento de 20 a 50 kg de
materia prima por hora (ECIRTEC, 2003).

Figura 6: Esquema geral da prensa mecénica tipo expeller. <www.oekotec.igh.monforts.de> (acesso
em: 06/03/2015)

As prensas promovem o rompimento das paredes celulares dos tecidos onde a fracdo
lipidica esté localizada. O 6leo é entdo separado da torta por filtragdo e submetido a processos
finais de beneficiamento. Em alguns processos, com o objetivo de aumentar o rendimento,
costuma-se submeter & matéria-prima oleaginosa a tratamento térmico que promove maior
rompimento das paredes celulares e permite maior liberacdo de O6leo. Entretanto tal
procedimento podera reduzir a estabilidade quimica dos 6leos e seus derivados (HARTMAN,
1981; ROHR, 1971).

Singh e colaboradores (2002) relatam em seus estudos, a importancia em se definir
uma faixa étima de umidade para obter o maior rendimento em 6leo. Eles observaram que
valores muito altos reduzem a friccdo da massa de grdos causando baixo rendimento. Ja
valores de umidade muito baixos, prejudicam o funcionamento da prensa. Foi concluido que a
diminuicdo no teor de umidade e 0 aumento na temperatura, melhoram o rendimento em éleo.

A prensagem a frio é o método mais antigo e mais simples, utilizado especialmente
para a extracdo de dleos de sementes, principalmente quando se deseja que o dleo esteja livre
de contaminacdo por misturas de solventes. Ja na extracdo de dleo de polpa de frutas o
método artesanal utiliza o processo de cozimento, que tem como fatores limitantes o baixo
rendimento e a rapida alteracdo na sua composi¢cdo quimica em funcdo das reacdes de
oxidacao.

O rendimento do 6leo pode ser afetado por pardmetros construtivos da prensa, como o

dimensionamento do eixo sem fim e da gaiola, pressdo aplicada sobre a massa de gréos e
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também pelo preparo prévio da matéria-prima a ser processada, como temperatura de
prensagem e umidade das amostras (WIESENBORN et al., 2001).

2.2.2 Extracédo com etanol anidro.

O consumo mundial de produtos naturais tal como suco de frutas, tem contribuido para
0 aumento da producéo de frutas no Brasil. A producédo industrial de sucos de fruta produz
grande quantidade de residuos como sementes e cascas, como na producdo de suco de
maracuja. A quantidade de residuos eliminados para 0 meio ambiente esta se tornando um
problema crescente do meio ambiente. Grande parte dos residuos solidos é derivada das
sementes do maracuja que é fonte de dleo que ndo tem sido explorado. Esse 6leo pode ser
utilizado para alimentos, cosméticos e industrias farmacéuticas (OLIVEIRA et al., 2013).

Na extracdo com solvente organico, inicialmente as matérias-primas oleaginosas séo
trituradas com objetivo de aumentar a superficie de contato e facilitar a percolacdo dos
solventes organicos apolares no interior das células, formando a micela. Em seguida
promove-se a separacdo do 6leo das micelas e o solvente recuperado retorna ao processo de
extracdo. Varios sdo os solventes usados na extracdo de 6leo, com destaque para 0 hexano,
que possui composicdo homogénea, extrai com facilidade o Oleo sem afetar outros
componentes da fragdo lipidica, imiscivel com a agua ndo formando azedtropo e tem baixo
calor latente de ebulicdo (HARTMAN, 1981).

Apesar dos processos que utilizam solventes apolares como 0 hexano apresentarem
rendimento superior a 95 % a ocorréncia de explosao e incéndio em plantas comerciais de
extracdo de 6leos com solventes organicos leva a exigéncia de cuidados especiais na sua
manipula¢do uma vez que, em sua maioria, sao liquidos de alta volatilidade e inflamabilidade
(NASCIMENTO, 2008).

O que de fato vem sendo utilizado na extracdo do 0leo das sementes é a prensagem ou
utilizacdo de solventes. O hexano é o mais utilizado, no entanto outros solventes tém sido
utilizados para o processo de extracdo devido a preocupacdes relacionadas com 0 meio
ambiente e a salde publica. Em adicdo a prevencdo dos riscos ambientais que ja foram
citados, a ligacdo entre a gestdo da tecnologia e do ambiente, foi enfatizada recentemente por
diferentes empresas, indicando que as industrias podem realizar pequenas a¢des que podem
resultar em mudancas significativas para a sua qualidade ambiental, perfis especialmente para
areas industriais. Neste contexto, é de se notar que ha crescimento da filosofia quimica verde

como descrito por Yadav & Jadhav (2003), Lenarddo e colaboradores (2003) que salientam
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que essa ideia de quimica verde, ndo é apenas ética, mas também politicamente poderosa. Do
seu ponto de vista a quimica de processos que geram 0s problemas ambientais, deve ser
substituida por alternativas que sdo ou menos poluentes ou nao poluentes em tudo.

Novos solventes foram testados no processo de extracdo, incluindo a acetona, etanol e
isopropanol (RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012). No entanto, apenas o etanol, o isopropanol e
ocasionalmente acetona podem ser utilizados como solventes na industria alimentar porque
eles geram menos residuos do gque os outros solventes.

Além da utilizacdo de outros solventes na operacdo de extracdo, outras técnicas tém
sido desenvolvidas e utilizadas para extrair o 6leo das sementes, que incluem agitador de
extracdo com ultrassom entre outras (RODRIGUEZ- ROJO et al., 2012).

A busca de novas tecnologias para substituir o hexano apresenta o uso potencial do
alcool etilico para a extracdo de 0leo vegetal. O alcool etilico é derivado de fonte renovavel e
considerado um solvente mais limpo para 0 meio ambiente podendo representar alternativa
economicamente promissora em paises onde sua disponibilidade o torna menos caro que 0
hexano. O uso do alcool etilico como auxiliar na extracdo de 6leo foi estudado para os 6leos
de café e girassol em escala de laboratorio e para o 6leo de soja em escala piloto. Esses
estudos indicaram, no entanto, que a baixa solubilidade do dleo vegetal no alcool etilico
comercial representa um fator limitante para a sua utilizacdo havendo necessidade de ajustes
da tecnologia para superar o problema (FREITAS & LAGO, 2007).

2.3 Antioxidantes

Os antioxidantes naturais de 6leos vegetais apresentam potencial efeito na prevencédo
de doencas crbnicas, pois sdo capazes de proteger sistemas biolégicos contra a acdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, responsaveis por danos oxidativos aos lipideos,
proteinas e acidos nucleicos (SZYLOWSKA-CZENIAK et al., 2008). Além de apresentarem
bioatividade no organismo humano, os antioxidantes naturais protegem o0s 0leos vegetais
contra a acao de radicais livres que iniciam e perpetuam a peroxidacao lipidica, que consiste
na principal forma de degradacgdo dos 6leos vegetais e em importante fonte de prejuizos para a
industria de alimentos (CHAIYASIT et al., 2007). Dessa forma, os antioxidantes naturais
presentes nos 6leos vegetais tém sido foco de interesse cientifico e tecnologico nas areas de
ciéncia de alimentos, salde e nutricdo, a partir de duas abordagens principais: promocao de
maior estabilidade oxidativa dos 6leos e bioatividade no organismo humano.

Uma grande variedade de antioxidantes naturais esta presente nos 6leos vegetais, tais

como tocois (a-, B-, v- € 6-tocoferol e tocotrienol), os carotenoides, os compostos fendlicos e
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os esterois. Além disso, diversos antioxidantes sintéticos podem ser adicionados aos 6leos
com a finalidade de protegé-los da oxidacdo, tais como o Butil-Hidroxi-Anisol (BHA), Butil-
Hidroxi-Tolueno (BHT) e Terc-Butil-Hidroquinona (TBHQ) (CHAIYASIT et al., 2007). A
atividade dos compostos antioxidantes depende de diversos fatores fisico-quimicos, como, por
exemplo, interagdes entre compostos antioxidantes e destes com outros componentes do meio,
como acidos graxos, quimicamente ligados a fosfolipideos ou triacilglicerdis (WU X et al.,
2004). Portanto, o estudo de um composto, isoladamente, pode levar a resultados limitados.
Existe crescente interesse por métodos capazes de avaliar de forma integrada a acdo de
compostos antioxidantes presentes nos Oleos vegetais. Possivelmente, 0s ensaios de
capacidade antioxidante irdo atender a essa demanda ja que ha um interesse continuo
crescente (HUANG et al & PRIOR et al., 2005).

A determinacdo da capacidade antioxidante em 6leos pode ser considerada um desafio
analitico, pois a maioria dos métodos foi desenvolvida para a analise de compostos
hidrofilicos em amostras aquosas ou hidrofilicas. Os 06leos vegetais sdo hidrofébicos e ndo se
misturam ao meio aquoso, peculiar aos ensaios de capacidade antioxidante.
Consequentemente, a turbidez da amostra prejudica a determinacdo e os resultados gerados
nédo sdo reprodutiveis (NINFALI et al., 2002).

Dessa forma sdo necessarias adaptacdes nos ensaios de capacidade antioxidante para
amostras cujos componentes majoritarios sejam lipideos. Alguns ensaios sdo de dificil
adaptacdo para a analise de 6leos vegetais, tornando os resultados de dificil interpretacdo e
pouco informativos. E crescente o numero de investigacbes a respeito da capacidade
antioxidante de 6leos vegetais, porém ainda ndo ha consenso a respeito da melhor maneira de
adaptar os ensaios disponiveis, e a quantidade de informacdo publicada ainda é insuficiente
(PAULA et al., 2012).

2.3.1 Composicao fisico-quimica de dleos vegetais e sua relagdo com a capacidade
antioxidante total

Os Oleos vegetais constituem-se predominantemente por triacilglicerdis,
frequentemente ricos em &cidos graxos poli-insaturados. Também estdo presentes alguns
lipideos formados durante o processamento, como mono- e diacilglicerois e acidos graxos
livres. Além disso, os 6leos vegetais contém pequenas quantidades de esteroéis, tocoferdis,
compostos fenolicos, pigmentos (carotenoides e clorofilas) e metais de transicdo como ferro e
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cobre (CHAIYASIT, 2007). Dentre esses compostos, 0s tocdis e compostos fenolicos tém
sido objeto de diversos estudos, devido a sua atividade antioxidante.

Os 0Gleos vegetais sdo a principal fonte de tocdis da alimentacdo. Os tocotrienois séo
menos comuns, estando presentes em maiores concentragdes apenas em alguns 6leos, tais
como os de palma e arroz. Os tocGis constituem um grupo de moléculas que apresentam
atividade de vitamina E. Existem na natureza quatro formas (o, 3, y € d) de tocoferdis e
tocotriendis que sdo potentes antioxidantes lipofilicos. O a- ¢ o y-tocoferol sdo os mais
encontrados na maioria dos 6leos vegetais (HALLIWELL, 1996). O a-tocoferol é o mais
estudado dos tocois, devido a sua elevada atividade biolégica como vitamina E; entretanto,
sugere-se gque outros tocdis apresentem maior capacidade de proteger os 6leos vegetais contra
a peroxidacdo lipidica (CHAIYASIT, 2007). Existem evidéncias de que a capacidade
antioxidante dos Gleos vegetais pode ser influenciada pelo teor de tocois totais, bem como
pela concentragdo de alguns tocoferdis individuais como y- ¢ &-tocoferdis (ESPIN et al.,
2000; PELLEGRINI et al., 2003; VALAVANIDIS, 2004). Por outro lado, em testes de
oxidacdo acelerada (175 °C/18h) observam-se correlagGes da capacidade antioxidante dos
6leos vegetais com os tocoferois a- e y-, ou auséncia de correlagcdes com tocéis (RAMADAN
et al., 2006; ROSSI et al., 2007). A atividade antioxidante dos quatro tocoferois apresenta a
seguinte ondem de eficacia: 6>y = f>a; contudo essa ordem pode ser alterada por diversos
fatores, tais como temperatura, disponibilidade de oxigénio, exposi¢do a luz, entre outros
(CHAIYASIT, 2007). Além disso, sabe-se que alguns tocoferdis podem agir como pro-
oxidantes (HUANG et al., 1995). Essas controvérsias quanto ao papel dos tocdis como
determinantes da capacidade antioxidante em 6leos vegetais indicam a necessidade de mais
estudos para esclarecer esses pontos.

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas, que exibem
variedade de acOes bioldgicas, especialmente devido a suas propriedades antioxidantes
(BALASUNDRAM et al., 2006). Assim como ocorre para 0s tocois, a atividade antioxidante
varia sensivelmente entre os diferentes compostos fenolicos. Os fendlicos mais comumente
detectados nos Gleos vegetais fazem parte da classe dos acidos fenolicos, especialmente 0s
acidos cafeico, vanilico, p-cumarico, siringico, p-hidrixibenzoicos, além de oleuropeina, 3-
hidroxifenil-etanol e 3,4 dihidroxifenil-etanol (VALAVANIDIS et al.,2004; GUTFINGER,
1981). Em geral esses compostos sdo encontrados em baixas concentracdes nos Oleos
refinados devido & sua baixa estabilidade ao processo de refino (SZYDLOWSKA-

CZERNIAK et al.,2008). Uma excecdo entre 0s Oleos vegetais comestiveis comerciais é o
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azeite de oliva extra virgem, que é rico em fendlicos, por ndo ser submetido ao processo de
refino com suas temperaturas caracteristicamente elevadas. O azeite de oliva extra virgem
apresenta no minimo 30 compostos fendlicos conhecidos que apresentam atividade
antioxidante (GORINSTEIN et al., 2003; DEL CARLO M et al., 2004). Existem evidéncias
de que esses compostos apresentem maior contribuicdo para a estabilidade e para a
capacidade antioxidante do azeite de oliva extra virgem do que os tocoferdis nele presentes.

A capacidade antioxidante do azeite de oliva extra virgem apresenta correlacdo com o
teor de fendlicos totais e individuais, especialmente com o 3,4 dihidroxifenil-etanol
(hidroxitirosol) (PEREZ-JIMENEZ et al., 2007; DEL CARLO M et al., 2004; CARRASCO-
PANCORBO et al., 2005). Apds o processo de refino, o azeite de oliva apresentou reducédo de
50% na capacidade antioxidante, que apresentou associacdo com a reducdo dos compostos
fendlicos totais, mas ndao com a reducdo de a-tocoferol (SANCHEZ et al., 2007). Portanto,
sugere-se que 0s compostos fenolicos sejam os principais determinantes da capacidade
antioxidante do azeite de oliva. E possivel que outros 6leos vegetais prensados a frio
apresentem teores igualmente elevados de compostos fendlicos, os quais podem apresentar
importante papel como determinantes da capacidade antioxidante. Possivelmente outros
componentes dos 0leos vegetais com atividade antioxidante, tais como esterois, carotenoides e
clorofilas contribuem para a capacidade antioxidante total (DABBOU et al., 2002). No
entanto, assim como 0s compostos fenolicos, os carotenoides, as clorofilas e 0s esterdis sdo
parcial ou completamente removidos ou isomerizados durante o processo de refino,
apresentando-se em maiores concentragfes nos 6leos ndo refinados, como o azeite de oliva
extra virgem e o 6leo de palma. Logo, é razoavel supor que esses compostos podem contribuir
para a capacidade antioxidante de 6leos ndo refinados, mas provavelmente ndo influenciam a
capacidade antioxidante dos 6leos refinados, mais consumidos. Esses autores observaram que
os fatores que apresentaram correlacdo mais forte com a capacidade antioxidante, avaliada
pelo ensaio TEAC (capacidade antioxidante em equivalente trolox), em azeites de oliva foram
os teores de carotenoides e de clorofilas, seguidos pelo teor de fendlicos totais. Embora se
observem correlagdes significativas entre as variaveis, sdo necessarias mais investigacdes para
confirmar o papel desses pigmentos como determinantes da capacidade antioxidante de 6leos
vegetais. Além disso, é possivel que os carotenoides e as clorofilas apresentem acgdo pro-
oxidante, especialmente quando a concentracdo de oxigénio no meio é elevada, pois a energia
luminosa absorvida por esses pigmentos pode ser transferida para o oxigénio tripleto,

transformando-o em oxigénio singleto de maior energia, que é agente oxidante mais reativo.
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2.3.2 Capacidade antioxidante total e estabilidade dos 6leos vegetais

A estabilidade oxidativa ¢ um importante determinante da qualidade dos o6leos
vegetais. A oxidacdo dos 6leos é fortemente influenciada por sua composi¢cdo quanto aos
acidos graxos e antioxidantes. A peroxidacdo lipidica envolve complexas rea¢des radiculares
autopropagantes, resultantes das interagcbes quimicas entre acidos graxos insaturados e
espécies reativas de oxigénio. As consequéncias da peroxidacao lipidica, tais como as perdas
de acidos graxos essenciais (linoleico e a-linolénico) e antioxidantes naturais, a modificacdo
do aroma original e a producdo de diversos compostos, com potenciais efeitos adversos a
salde humana, tém impacto direto no valor nutricional e comercial, assim como na segurancga
dos 6leos vegetais (CHOE & MIN, 2006).

A degradacdo oxidativa dos Oleos pode iniciar-se espontaneamente e pode ser
acelerada por pré-oxidantes, como metais de transi¢do, exposicdo a luz UV ou visivel na
presenca de fotossensibilizador, elevadas temperaturas ou concentragdo de oxigénio. A
oxidacdo espontanea dos lipideos chamada auto-oxidacéo, é a principal via de degradacdo dos
o0leos fotoprotegidos e em temperatura ambiente. A auto-oxidacao divide-se em trés principais
etapas: iniciacdo, propagacédo e terminagdo, que podem ser inibidas ou retardadas pela acéo
dos antioxidantes presentes nos 6leos vegetais (CHALYASIT et al., 2007; HUANG et al.,
1994; MIKINEN et al., 2000).

Os tocdis sdo considerados antioxidantes primarios, pois reagem rapidamente com 0s
radicais livres e, assim, inibem por competicdo a oxidacdo dos acidos graxos insaturados.
Desta forma, os tocois retardam especialmente a etapa de propagagdo (HUANG et al., 1995;
MIKINEN, 2000).

Os compostos fendlicos s@o 0s principais responsaveis pela alta estabilidade oxidativa
do azeite de oliva virgem, assim como os tocoferois, agem sobre a etapa de propagacao. Além
disso, os fenolicos podem agir como quelantes de metais de transi¢do, inibindo a
decomposicdo dos hidro perdxidos catalisada por metais e, possivelmente, a formacao de
espécies reativas de oxigénio através da reacdo de Fenton (BENDINI, 2007). Aparicio et al.
(1999), verificaram que os fendlicos do azeite de oliva virgem contribuiram com 50% da
estabilidade oxidativa do dleo, durante teste de oxidagcdo acelerada a 100 °C e oxidacédo
forcada. Além disso, fenolicos especificos do azeite de oliva, como o hidroxitirisol, parecem
inibir especificamente a formagdo de produtos primarios da oxidagcdo (BENDINI, 2007).

Igualmente, a estabilidade oxidativa de azeite de oliva parece ser influenciada pela interacao
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entre os compostos fendlicos e o a-tocoferol, sugerindo que os compostos fendlicos sdo
capazes de regenerar o a-tocoferol, que continuara agindo como antioxidante (PSOMIADOU
& TSIMIDOQOU, 2002). Entretanto essa hipétese ainda nao foi confirmada diretamente.

Os pigmentos naturais carotenoides e clorofilas, além de conferirem a cor
caracteristica a tipos especificos de 6leos ndo refinados, particularmente ao azeite de oliva
estra-virgem e ao Oleo de palma, influenciam na estabilidade oxidativa dos 6leos. Os
carotenoides, em especial o B-caroteno, podem inibir ou retardar a iniciacdo ou a propagacao
a oxidacdo lipidica nos 6leos através da inativacdo de oxigénio singleto e dos radicais peroxila
(ROQO), respectivamente. Além disso, os carotenoides sdo efetivos em inibir a acdo de
fotossensibilizadores, como as clorofilas, que podem apresentar acdo pré-oxidante na foto-
oxidagdo de 6leos vegetais. Conforme citado por Cho e Min (2006), o B-caroteno foi capaz
de reduzir a oxidacdo do Oleo de soja exposto a luz, mesmo em presenca de clorofilas.
Ressalta-se que, embora as clorofilas apresentem acdo pré-oxidante nos 6leos vegetais
expostos a luz, esses compostos podem agir como antioxidantes primarios quando os 6leos se
encontram protegidos da luz (CHO & MIN, 2006).

Apesar do intenso conhecimento a respeito do papel da peroxidacdo lipidica como
principal via quimica de degradacéo oxidativa dos 6leos, € escasso 0s estudos que abordaram
a acdo integrada dos compostos antioxidantes presentes nos 6leos vegetais.

A fim de estudar essas relagdes fisico-quimicas, Ninfali et al., (2002) e Arranz et al.,
(2008) investigaram a associacdo entre a capacidade antioxidante e a estabilidade oxidativa,
avaliada em ensaio de oxidacédo forgada no equipamento Rancimat, em dleo de nozes e azeite
de oliva, respectivamente. Em ambos os trabalhos observaram-se correlagdes positivas:
r’=0,83 e p=0,03, para 0 azeite de oliva e ensaio do DPPH; r?=0,42 e p < 0,02 para 0s 6leos
de nozes e ensaio da ORAC (capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio). E precoce
afirmar que os resultados de capacidade antioxidante sejam capazes de estimar a estabilidade
oxidativa dos Oleos vegetais. Entretanto, as correlacbes observadas da capacidade
antioxidante com a estabilidade oxidativa avaliada no equipamento Rancimat, que €
considerado um método oficial para avaliacdo da estabilidade oxidativa dos 6leos, indicam
uso potencial da capacidade antioxidante como indicador da qualidade integral e da
estabilidade dos 6leos vegetais.

Sao necesséarios mais estudos utilizando outros 6leos, outros ensaios de capacidade
antioxidante e de oxidagéo acelerada, para que as associagdes entre capacidade antioxidante e

a estabilidade oxidativa dos Oleos seja determinada. Caso seja confirmada a
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representatividade da capacidade antioxidante como indicador da estabilidade oxidativa de
6leos vegetais, ensaios de capacidade antioxidante poderdo ser aplicados (CASTELLO
BRANCO & TORRES, 2011).

2.3.3 Métodos de analise da capacidade antioxidante total de 6leos vegetais

Os ensaios analiticos utilizados para a determinacdo da capacidade antioxidante séo
baseados em dois mecanismos de reacdo: Transferéncia de Atomo de Hidrogénio (HAT —
HydrogenAtomTransfer) e Transferéncia de um Elétron (SET — Single ElectronTransfer).
Para ambos 0s mecanismos de reacdo o objetivo é determinar o efeito protetor da amostra
contra os radicais livres, porém eles se diferenciam quanto ao radical iniciador, a cinética da
reacdo e as reac0es laterais (PRIOR et al., 2005).

Os metodos baseados no mecanismo de HAT investigam a capacidade dos
antioxidantes em bloquear a acdo de Radicais Peroxila (ROO®) através da doacdo de
hidrogénio. Esses ensaios sdo compostos por um gerador sintético de radicais, responsavel
pela manutencédo do fluxo constante de ROO", pelos antioxidantes (da amostra ou do padréo)
e por uma sonda molecular (substrato oxidavel) que, quando oxidada pela espécie reativa,
apresenta sinal mensuravel (absorbéancia UV-Vis ou fluorescéncia). O antioxidante inibe, por
competicdo, a oxidacdo do substrato pela espécie reativa de oxigénio. Consequentemente
ocorrerd mudanga no sinal medido, e a capacidade antioxidante da amostra pode ser
quantificada (HUANG et al., 2004; PRIOR et al., 2005).

Os métodos baseados no mecanismo de SET envolvem apenas dois componentes: 0S
antioxidantes e o agente oxidante, que também sera a sonda molecular, responsavel pelo sinal
mensurdvel da reacdo (absorbancia UV-Vis). A sonda oxidante abstrai um elétron do
antioxidante, causando uma mudanca na sua prépria absorbancia, permitindo o
acompanhamento da reacdo e a determinacdo da capacidade antioxidante da amostra
(HUANG et al., 2004; PRIOR et al., 2005) (Figura 7).

28



Sonda molecular Sonda oxidada

Espécie reativa C————— > Espécie reativa reduzida

ax>

Antioxidante Antioxidante oxidado

B
Espécie reativa [ >  Espécie reativa reduzida

¥

Antioxidante oxidado

Figura 7: Esquema do mecanismo HAT e SET. Adaptado de CASTELO-BRANCO & TORRES (2011).

Os mecanismos SET e HAT, na maioria das vezes, ocorrem simultaneamente nos
alimentos, e seu equilibrio é determinado principalmente pelas propriedades quimicas dos
antioxidantes e pelas caracteristicas fisico-quimicas do alimento. Portanto, para que a
determinacéo da capacidade antioxidante seja mais completa e representativa, recomenda-se o
uso de mais de um ensaio, de modo a contemplar ambos 0s mecanismos de reagéao.

As propriedades fisico-quimicas da fragdo hidrofilica e da fracdo lipofilica dos 6leos
vegetais sdo extremamente diferentes. Quanto a sua composic¢ao quimica, a fracao hidrofilica
apresenta os compostos fenolicos, enquanto a fracdo lipofilica apresenta os tocois, os esterois,
os carotenoides, as clorofilas e os acilglicerois. Devidos aos diferentes métodos de extracao da
fracdo hidrofilica, que em geral se utilizam de metanol ou acetona. Castelo-Branco & Torres
(2011) denominaram a fragdo hidrofilica como fracdo polar e a fracdo lipofilica, de fragdo
apolar. Wu X et al., (2004) sugere que para a obtencdo de resultados representativos da
capacidade antioxidante de 6leos, a fracdo apolar deve ser separada da polar, devendo ser
determinada separadamente a capacidade antioxidante de cada uma delas. Dessa forma, o
somatério da capacidade antioxidante das fracfes deve representar a capacidade antioxidante
integral do 6leo.

No entanto, a atividade antioxidante dos componentes dos 6leos pode ser afetada pelo
sinergismo entre 0s compostos antioxidantes e pela complexa afinidade dos compostos com
as interfaces ar-0leo, ar-agua e/ou 6leo/agua no meio (SHERWIN, 1976; FRANKEL, 1996).
A localizacdo dos antioxidantes em interfaces causa o fenébmeno conhecido como paradoxo
polar, no qual os antioxidantes polares sdo efetivos em meios apolares e vice-versa
(FRANKEL, 1996). Consistentemente com essas complexas interacdes moleculares, Espin et
al., (2000) observaram maiores valores de capacidade antioxidante em Oleos vegetais

analisados sem separacao de fra¢fes, quando comparados aos somatérios das fragdes polar e
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apolar. Esses resultados sugerem mecanismos de acdo distintos para 0S compostos
antioxidantes nas diferentes fracdes isoladas. E recomendavel determinar a capacidade
antioxidante integral dos Oleos através das duas abordagens, na amostra integral e pelo
somatodrio da capacidade antioxidante das fracdes polar e apolar. Essa recomendacdo tem sido
atendida em estudos recentes (TUBEROSO et al., 2007).

Recentemente, diversos métodos tém sido utilizados para determinagdo da capacidade
antioxidante em oOleos vegetais, como o0s ensaios TEAC (capacidade antioxidante em
equivalente trolox) (PELLEGRINI et al., 2003), DPPH" (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
(ESPIN et al., 2000; TUBEROSO, 2007) (SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2008), FRAP
(poder antioxidante por reducdo do ion férrico) e ORAC (capacidade de absorcdo de radicais
de oxigénio). Embora Prior et al., (2005) tenham sugerido que apenas 0s ensaios TEAC e
ORAC sédo possiveis de adaptacdo para os compostos lipofilicos, houve adaptacdes de
protocolos para outros ensaios (ESPIN et al., 2000; JIMENEZ-ALVAREZ et al., 2008). No
quadro 1, destacam-se algumas das principais caracteristicas e diferencas entre os ensaios
mais utilizados para a determinacao da capacidade antioxidante de 6leos vegetais.

Quadro 1: Caracteristicas selecionadas e principais diferencas entre 0s ensaios mais utilizados para a
determinacdo in vitro da capacidade antioxidante total (CAT) de 6leos vegetais.

Ensaio®  Mecanismo de Acompanhamento da Principio de calculo da CAT®  CAT lipofilica e
acdo” reacdo hidrofilica
DPPH HAT e SET Espectrofotometria ECsy N&o
515-528 nm
TEAC HAT e SET Espectrofotometria ADbSsina-AbSinicial Sim
734 nm
FRAP SET Espectrofotometria ADbSsina-AbSinicial Nao
595 nm
ORAC HAT Fluorimetria AUC de Absvs. T Sim
excitacdo 485nm

emissdo 525nm

®DPPH: ensaio do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; TEAC: capacidade antioxidante em equivalentes de
trolox, também conhecido como ensaio de ABTS, em funcio do radical ABTS usado no ensaio; FRAP: poder
antioxidante por reducdo do ion férrico; ORAC: capacidade de absorcao de radicais de oxigénio.

PHAT: transferéncia de 4tomo de hidrogénio; SET: transferéncia de um elétron.

°ECso: quantidade de amostra necessaria para reduzir a metade a absorbancia inicial do radical DPPH; Abs:
absorbancia; AUC: de Absvs. t(min), area abaixo da curva de absorbancia versus o tempo de ensaio em minutos.
Adaptado: Castelo-Branco & Torres, 2011.

O ensaio DPPH’ (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) é o mais utilizado para a
determinacdo da capacidade antioxidante em diferentes 6leos vegetais (ESPIN et al., 2000;
TUBEROSO, 2007; VALAVANIDIS, 2004). Esse ensaio envolve o mecanismo SET e
marginalmente o mecanismo HAT, e baseia-se na determinacdo da capacidade dos
antioxidantes (da amostra ou do padrdo) em reduzir o radical DPPH’. A capacidade redutora

da amostra € determinada atraves da redugdo da absorbancia (515-528 nm) do radical por 30
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minutos ou até cessar a queda na absorbancia (PRIOR et al., 2008). Geralmente, esses
resultados sdo apresentados como ECsg, que expressa a concentracdo de amostra antioxidante
ou padrao, necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do DPPH'. Originalmente, o
ensaio utiliza metanol como solvente para o radical DPPH" e para as amostras. No entanto,
como o metanol ndo dissolve Oleos comestiveis, sdo necessarios adaptacGes para 0S
compostos lipofilicos dos dleos vegetais, por meio da utilizacdo de solventes apropriados para
amostras lipidicas (CASTELO-BRANCO & TORRES, 2011).

Espin et al., (2000) testaram o efeito da dissolucdo do radical DPPH" e da fracédo
apolar dos 6leos vegetais com diferentes solventes organicos sobre a capacidade antioxidante.
Os melhores resultados foram obtidos com o acetato de etila, sendo esse protocolo seguido
em alguns estudos posteriores (TUBEROSO, 2007; VALAVANIDIS, 2004). Outros solventes
tém sido utilizados, tais como tolueno (RADAMAN & MOERSEL, 2006) e isooctano (LEE
et al., 2006), porém sdo menos frequentes na literatura. Nos estudos que utilizaram o DPPH’,
observa-se que, além de diferentes solventes, foram empregadas diferentes maneiras de
expressar 0s resultados, tornando-se ndo comparaveis diretamente (RADAMAN &
MOERSEL, 2006; ESPIN et al., 2000; TUBEROSO, 2007; VALAVANIDIS, 2004; LEE et
al., 2006).

O ensaio TEAC também baseia nos mecanismos SET e HAT. O ensaio TEAC estima
a capacidade do antioxidante em eliminar o radical croméforo ABTS™ (2,2’-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina)-6-sulfonico), que tem sua absorbancia reduzida a medida que reage com 0s
antioxidantes (MAGALHAES et al., 2008).

O ensaio FRAP ¢ totalmente baseado no mecanismo SET e estima a capacidade dos
antioxidantes em reduzir o complexo de Ferro Férrico Tripiridiltriazina (Fe*™*~TPTZ) ao
complexo de Ferro Ferroso Tripiridiltriazina (Fe*? — TPTZ) em pH 3,6. No ensaio FRAP, o
complexo Fe*? — TPTZ, formado na presenca de antioxidantes, apresenta coloracéo azul e
absorbancia da solugdo é medida em 595nm, permitindo o monitoramento da atividade
redutora da amostra. Recentemente, os resultados desse ensaio tém sido apresentados como
equivalentes de trolox (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006). Devido aos
potenciais redox comparaveis do Fe*-TPTZ (0,70V) e do ABTS (0,68V), 0s compostos
antioxidantes que reagem no ensaio FRAP tendem a reagir de forma similar no ensaio TEAC,
gerando resultados que se correlacionam positivamente (JIMENEZ-ALVAREZ et al., 2008).

O ensaio ORAC baseia-se no mecanismo HAT, sendo o método mais indicado para

avaliar a capacidade protetora de amostras de alimentos contra ROO’. A sonda molecular
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(fluoresceina) usada nesse ensaio tem sua fluorescéncia reduzida como consequéncia da
oxidacdo promovida por radicais livres. A capacidade dos antioxidantes em retardarem a
reducdo da fluorescéncia da sonda molecular € monitorada fluorometricamente. A
quantificacdo dos resultados € realizada por meio do célculo da &rea abaixo da curva e
expressa como equivalentes de trolox, que é usado como padrdo (HUANG et al., 2005;
NINFALI et al., 2002).

E importante notar que a polaridade dos solventes influencia ambos os mecanismos de
atividade antioxidante dos ensaios, pois afetam a doacdo de atomos de hidrogénio e a
transferéncia de elétrons (PRIOR et al., 2005; PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO,
2006). Pérez-Jiménez & Saura-Calixto (2006) avaliaram a influéncia da polaridade do
solvente sobre a capacidade antioxidante, determinada pelos ensaios DPPH’, FRAP, ORAC e
TEAC, em sistemas-modelo de antioxidantes. Verificou-se clara influéncia do solvente nos
quatro ensaios. Os ensaios ORAC e TEAC foram os mais afetados pela polaridade do
solvente, porém distintamente. O ensaio ORAC apresentou maior capacidade antioxidante
guando solventes mais apolares foram utilizados, enquanto o ensaio TEAC apresentou maior

capacidade antioxidante quando solventes mais polares foram utilizados.

2.4 Compostos Volateis

Mais complicada que a identificagdo dos numerosos compostos volateis é a defini¢do
das rotas bioquimicas e quimicas que levam a sua formacao. No género Passifloraceae todas
as frutas exibem intenso e distinto aroma composto de ésteres, terpenos e alguns compostos
sulfurados (CONDE-MARTINEZ et al., 2014).

Existem muitos caminhos para a formacdo dos numerosos compostos volateis que
conferem o aroma/sabor tipico de alimentos. Algumas poucas rotas envolvem biossintese,
mas a maioria sdo reacles de clivagem/fragmentacdo de precursores nao volateis. Alguns
volateis sdo formados no alimento intacto, decorrente do metabolismo dos seus componentes,
outros sdo formados somente quando os tecidos sdo rompidos, liberando enzimas requeridas,
ou apos fermentacdo ou tratamento térmico. Em um dado alimento, vérias rotas estdo em acéao
simultaneamente, inclusive com interagdes entre produtos das diferentes rotas. O panorama é
complexo, mas 0s avancgos nas investigacdes tém proporcionado melhor compreensdo da
formagéo sabor/aroma nos diversos alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

A geracdo enzimética de compostos volateis a partir de &cidos graxos € rota

extremamente importante na formacdo do sabor caracteristico de frutas e verduras durante o
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amadurecimento. Isso acontece através de dois caminhos: oxidacdo de acidos graxos
insaturados, mediante lipoxigenase e [ oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

Os eésteres de muitas frutas maduras sdo formados de outra maneira: a partir de
aminoacidos ramificados como leucina (1,5,7). Este caminho inicia-se pela perda dos
substituintes tipicos de aminoacidos, ou seja, ocorrem desaminacdo e descarboxilacdo. Um
aldeido é formado, o qual pode ser transformado no alcool correspondente, que com
incorporacdo de acido acético produz acetato de isoamila. Alternativamente, o aldeido pode
ser convertido em &cido, que, com incorporacdo de etanol, produz etil-3-metil-butirato. Os
aldeidos, alcoois e é&cidos formados no decorrer deste caminho, também contribuem
diretamente ao sabor de frutas amadurecidas, mas sdo 0s ésteres que constituem os compostos
de impacto (RODRIGEUZ-AMAYA, 2002).

Os compostos volateis sdo encontrados em quantidades extremamente pequenas, sao
termolabeis, podendo durante o preparo da amostra, a qualquer aumento de temperatura
acarretar reacfes quimicas, como rearranjos, hidrdlises, cicliza¢6es, entre outras modificacbes
levando a alteracdo da amostra original (FRANCO & JANZANTTI, 2003).

Os compostos quimicos volateis sdo perceptiveis aos receptores nasais durante a
degustacdo (deteccdo retro-nasal), quanto pelo aroma percebido a distancia, caracterizando
assim, o sistema complexo ja que o olfato humano pode discriminar entre milhares de
compostos volateis. Estima-se que o processo de percepcdo pelo olfato (aroma) é mais
sensivel do que pelo paladar (sabor) (MOTTRAM, 1994).

O conhecimento dos compostos quimicos responsaveis pelo sabor e aroma
caracteristico das frutas tropicais ou subtropicais justifica-se pela importancia que estes
desempenham na qualidade dos frutos e seus produtos (NARAIN et al., 2004).

O consumidor busca produtos (alimentos, bebidas e cosméticos), de qualidade, de
forma que o aroma é importante pardmetro usado pelo consumidor para aceitar ou a rejeitar o
produto. Mardstica (2006) relata que a atracdo por produtos preparados com ingredientes
naturais em substituicdo aos aditivos quimicos, leva esses produtos a apresentarem apelo de
mercado diferenciado.

Oliveira e colaboradores (2012) identificaram trinta e um compostos volateis no
extrato obtido pela técnica de hidrodestilacdoo simples em residuos do processamento de
maracujd, sendo os principais compostos: neral (26,19%), cinamato de metila (18,52%),
linalol (16,82%), 1-undecanol (5,60%), cis-0xido de linalol (4,41%), benzaldeido (3,92%) e
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1-hexanol (3,48%). Para a hidrodestilagdo com arraste de gas nitrogénio, trinta compostos
foram identificados, sendo que, em maior porcentagem de area, destacam-se: cinamato de
metila (30,41%), neral (24,46%), B-ianona (13,81%), linalol (4,0%) e é&cido butanoico
(2,19%). Esse estudo revelou que os residuos de maracuja apresentam compostos volateis que
podem ser extraidos na forma de aromas, apresentando potencial para gerar esséncias naturais
com valor agregado.

Os compostos volateis da polpa de maracuja amarelo (Passiflora edulis forma
Flavicarpa) foram capturados pela técnica de headspace dindmico e analisados no sistema de
cromatografia gasosa de alta resolugdo e espectrometria de massa. Foram identificados 48
compostos volateis da polpa de maracuja. Os compostos predominantes na polpa pertencem
as seguintes fungdes quimicas: ésteres (48,76%), alcoois (21,69%), aldeidos (11, 61%) e
cetonas (4,19%). Os compostos aromaticos caracteristicos foram: [-ianona e linalol

(NARAIN, 2004).

2.4.1 Métodos de identificacdo de compostos volateis

A qualidade do método analitico é determinada pela qualidade de suas etapas, com
seus erros experimentais. Esta qualidade depende da técnica de amostragem, com a qual se
seleciona uma fracdo presumivelmente representativa da amostra primaria. Nesta fracdo
devem-se identificar e quantificar analitos, que sdo 0s componentes quimicos que, também a
definem. E comum n&o analisar quimicamente matrizes na forma bruta, pois elas costumam
ter e gerar interferéncias e incompatibilidades com equipamentos analiticos. Para contornar
tais problemas sdo empregados procedimentos de preparo de amostra, com 0s quais se
procura isolar e concentrar os analitos a niveis adequados e obter um nivel de limpeza da
amostra que ndo comprometa a sua analise quimica. O preparo da amostra também inclui a
sua compatibilizacdo com a técnica que fornecerd os dados quimicos. A Microextracdo em
Fase Sdélida (MEFS ou SPME, Solid Phase Micro-extration, sigla em Inglés) € a opgdo que
tem sido muito empregada para essas operagdes que criam 0 elo entre a matriz quimica e o
instrumental analitico, sendo particularmente interessante para Cromatografia Gasosa (CG)
(VALENTE & AUGUSTO, 2000).

As técnicas de isolamento de compostos volateis devem ser econdmicas, rapidas,
apresentar baixa discriminagdo quanto a volatilidade e fungdo quimica das substancias
presentes, ndo promover alteracdo das estruturas quimicas, reduzir o uso de solventes, em

consonancia com o avanco do enquadramento das metodologias analiticas nos principios da
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quimica verde, minimizar manipulacdo da matriz, etc. A partir destes pré-requisitos, a técnica
de Micro-Extracdo em Fase Solida (SPME) com amostragem no Headspace, vem sendo
utilizada intensivamente e se mostrou vantajosa se comparada a técnicas mais classicas como
a extracdo por destilagbes simultaneas (SDE, sigla em inglés), Headspace e Headspace com
injecdo a frio na entrada da coluna (cold on-column injection, em inglés) (PAGE, 2013).

O método de preparo da amostra através da técnica de SPME é muito vantajoso
porque ndo utiliza solvente, tem alto poder de concentracdo (adequando-se com as
sensibilidades dos detectores de CG), é aplicavel a muitos tipos de analitos e facilita o
transporte do material extraido para o cromatdgrafo (VALENTE & AUGUSTO, 2000).

O SPME é uma microtécnica, em que 0s processos de extracdo e pré-concentracdo de
analitos ocorrem numa escala dimensional que ndo é das mais usuais. O dispositivo basico de
SPME consiste de um bastéo de fibra otica de silica fundida (FS) de 100mm de diametro, com
10mm de extremidade recoberto com filme fino base um polimero. As espessuras do
recobrimento de fibras comerciais variam de 7um a 100um e seus volumes de 0,03um a
0,7um (Figura 8). A extracdo ocorre mergulhando-se a secdo recoberta no seu Headspace
(Figura 9) (VALENTE & AUGUSTO, 2000). Este sistema de captura dos volateis deve ser
realizado em vaso hermeticamente fechado para evitar a perda de massa. A SPME ¢ o
processo baseado em equilibrios simultaneos entre matriz-Headspace, Headspace-adsorvente,
Headspace-parede do frasco, interacdo dos analitos entre si e, eventualmente, Headspace-
bastdo usado como suporte para a fibra adsorvente. Neste caso, define-se como Headspace as
substancias em fase gasosa em equilibrio com a matriz nas fases liquida ou solida (PAGE,
2013).

el — @ [

1 2

i D

Figura 8: (1) Embolo; (2) Fibra recolhida; (3) Fibra liberada (BIAJOLI, 2008).
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(a) (b)
Figura 9: Etapas da microextragdo em fase sélida: (a) Extragdo no modo headspace; (b) Adsor¢do dos analitos
pela fibra (BIAJOLI, 2008).

O desenvolvimento da técnica de SPME se intensificou a partir da introducéo da fibra
interior da agulha adaptada numa micro-seringa, o que facilitou bastante a coleta dos analitos
e introducdo da amostra no injetor do cromatografo com posterior dessorcdo térmica. Uma
vez introduzida no septo do recipiente contendo a amostra, a fibra de silica € exposta ao meio
e ocorrera a extracio de analitos (DOREA et al., 2008).

A fase extrativa pode ser posicionada em contato com o vapor em equilibrio com a
amostra solida (Figura 9). Apds certo periodo de tempo, necessario para que se estabeleca o
equilibrio entre as fases envolvidas, a fibra € reposicionada no interior da agulha. Em seguida
a seringa é levada ao cromatdgrafo a gas, onde a fibra € introduzida no seu injetor, ficando
exposta a acdo do calor — os analitos sdo dessorvidos e o processo de separagdo/quantificacdo
entdo tem inicio (DOREA et al., 2008).

2.4.2 Compostos volateis gerados a partir de nao lipideos e de lipideos

Estudos apontam que os compostos volateis gerados em 6leos vegetais podem também
ser provenientes da parte ndo volatil da matriz analisada. Os glicosideos e as agliconas sdo 0s
principais precursores desses aromas (CONDE-MARTINEZ et al., 2014; CHASSAGNE et
al., 1999).

Um estudo anterior de compostos volateis de Passiflora molissima identificou a
presenca de hidrocarbonetos alifaticos e aromaéticos, terpenos, aldeidos, cetonas, ésteres,
alcoois e lactonas como componentes principais (FROHLICH et al., 2009). A composicdo de
trés frutos pertencentes ao género Passifloracea foi analisado por SPME acoplado ao um EM
onde identificaram 22 compostos volateis, 3 ocimene, hexil butanoato ¢ 1- hexanol, relatado

como principais constituintes (PONTES et al., 2009).
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Conde-Martinez e colaboradores (2014) identificaram compostos volateis de “odor
ativo” do fruto de P. mollissima e avaliou a influéncia dos compostos ndo volateis precursores
de aromas, os glicosideos.

A presenca de varios compostos volateis alifaticos C¢ com aroma ativo do fruto P.
mollisima, sugere a degradacdo oxidativa enziméatica do 4cido linolénico (C 18:3 % *2%°) por
meio da 13-lipoxigenase (LOX), enzima altamente ativa nesta fruta. A enzima
hidroxiperoxido liase (HPL), ramificacdo da via 13-LOX, direciona a formacédo de acidos
graxos Ci; e aldeidos Cg, tal como (Z)-3-hexenal e hexanal e seus respectivos derivados (Z)-
3-hexen-1-ol, 1-hexanol e (Z)-3-hexil acetato responsavel por notas de aroma verde que
fazem lembrar o frescor do fruto (Figura 10A). Também foi identificada a producdo de
ésteres-acetatos a partir da B oxidagdo de lipideos devido a remogédo sucessiva de C, (Acetil
CoA) a partir do acido graxo original. O terpenoide linalol, composto de aroma relevante na
P. mollisima, foi produzido por via biossintética (Figura 10B) (CONDE-MARTINEZ et al.,
2014).

= = =
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Figura 10: Proposta de um mecanismo biogénico de alguns compostos volateis gerados no fruto de P.
mollisima. (A) Compostos C6 (LOX: lipoxigenase, HPL: hidroperoxidoliase, AER: oxiredutase, ADH: alcool

desidrogenase, AAT: alcool acil transferase); (B) monoterpenois. (Adaptado de Osorio et al., 2010).

Damodaran e colaboradores (2010) afirmam que a rancidez oxidativa causada pela
enzima lipoxigenase pode ser atribuida & oxidacdo de &cidos linoleico (C18:2 “%'%) e

linolénico (C 18:3 ** *#*°

) e a sua consequente decomposi¢cdo quimica em varios aldeidos e
cetonas aromaticos.

O aroma das frutas também pode mudar com o aquecimento devido & liberacdo de
volateis gerados a partir de precursores glicosidicos oriundos da oxidagdo. Conde-Martinez e
colaboradores (2014) identificaram na P. mollisima alguns compostos volateis ativos como 1-
hexanol, (Z2)-3-hexen-1-ol, linalol, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona e o monoterpenol, a-
terpineol, liberados a partir da hidrélise enzimética da glicosidase. Esses resultados estavam
de acordo com Chassagne e colaboradores (1999). O diagndstico do espectro de glicosideos
acetilados indicou um monossacarideo (hexose) como o agucar precursor de aromas. Luan e
colaboradores (2006) identificaram alguns compostos provenientes do linalol através do
mecanismo oxidativo de sua degradacdo. Estes resultados sugerem uma relacdo entre a
biossintese de Cg e compostos volateis de monoterpenos e seus precursores glicosidicos no
fruto de P. mollisima. Chassagne e colaboradores (1999) identificaram o geraniol, uma
aglicona, na P. edulis como composto volatil de impacto.

Os produtos primarios da autoxidacdo de acidos graxos insaturados sdo 0s
hidroperoxidos que ndo apresentam odor. Estes se decompfem em produtos secundarios
como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas que influenciam o sabor. Estes produtos

sofrem oxidacdo e decomposicdes adicionais, produzindo grande variedade de compostos
38



como hidrocarbonetos de cadeias curtas, aldeidos, dialdeidos, epoxidos, cetonas, &cidos,
alquiltrioxanos, dioxolanos, furanos. Em pequenas quantidades, estes compostos contribuem
para 0 aroma/sabor desejavel de alguns alimentos, mas se transformam em sabor rancoso em
niveis mais altos (RODRIGUEZ- AMAYA, 2002).

A gama mais ampla de compostos volateis, provenientes de lipideos, surge mediante a
atividade de lipoxigenase. Muitos ésteres, alcoois, acidos e carbonilicos alifaticos vem da
degradacéo oxidativa de acidos linolénico, promovida por lipoxigenase, por exemplo, seguida
de clivagem catalisada por liase (WHITFIELD & LAST, 1991; LINDSAY, 1996;
HATANAKA et al., 1993). Sucessivas reagdes ocorrem e 0 aroma muda com o0 tempo.
Aldeidos e cetonas, por exemplo, podem ser convertidos em alcoois correspondentes, 0s
quais apresentam aromas mais fortes.

O desenvolvimento de aroma agradavel durante o amadurecimento de frutas como o
maracuja se da através da [ oxidacdo de acidos graxos insaturados de cadeia longa,
inicialmente encurtando a cadeia do derivado CoA de dois carbonos de cada vez, e com
reacdo com alcoois, formando ésteres muito importantes no aroma, chegando a ser compostos
de impacto. Durante esse processo pode ocorrer isomerizacao, resultando em isémeros trans-
cis (RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

A andlise de compostos volateis gerados pelo processamento de alimentos séo
amplamente relatados, mas a comparagao entre estudos é desafiado em parte porque a maioria
dos resultados de pesquisas sdo semi-quantitativos para os analitos devido a limitada
disponibilidade de padrdes quimicos. Recentemente foi introduzido uma nova estratégia para
a criacdo de um amplo espectro de padrdes isotdpicos para anélise quantitativa exata. Gmez-
Cortéz e colaboradores (2015) quantificaram 25 compostos volateis de sete 6leos comestiveis
oxidados termicamente: (1) 6leo de soja parcialmente hidrogenado, (2) 6leo de soja com
baixo valor de acido a-linolénico contendo nominalmente 55% de &cido linoleico e 3% de
acido linolénico, (3) 6leo de soja refinado contendo nominalmente 55% de acido linoleico e
7% de acido linolénico, (4) 6leo prensado e refinado de nozes, (5) 6leo prensado a frio ndo
refinado e ndo filtrado de linhaca, (6) 6leo de figado de bacalhau e (7) 6leo refinado de peixe
(mix de anchova, arenque e sardinha). Apds a oxidacdo total, os resultados quantitativos dos
valores de compostos volateis de alto valor de acidos graxos émega 3 (AG n-3) (6leo de
linhaca, 6leo de peixe e 6leo de figado de bacalhau) foram de 120-170mg/Kg enquanto que
para os Oleos vegetais de baixos valores de AG n-3 foram menores do que 50mg/Kg. A série

AG n-3 é encontrada em maior concentracdo nos 6leos de origem animal em detrimento dos
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6leos vegetais. Estudos anteriores indicaram a degradacdo do AG n-3 ndo somente quando ele
encontra-se numa posicao terminal, mas também no interior da molécula. Como esperado,
para os 0leos vegetais 0 Gnico AG n-3 identificado foi o acido a-linolénico (C 18:3, cis-9, cis-
12 e cis-15) que foram responsaveis por 0,5%, 3%, 7%, 12% e 56% de gordura total nos dleos
(1), (2), (3), (4) e (5) respectivamente. A baixa estabilidade oxidativa associada a presenca do
acido a-linolénico - em comparagéo ao acido linoleico e ao &cido oleico - é relacionada ao
maior nimero de ligacGes duplas. O aumento do numero de ligacdes duplas acarreta no
aumento da taxa de oxidacdo, reacdo quimica com baixa energia de ativacdo. Nesse estudo a
composicdo de volateis identificada foi maior no 6leo de linhaca (6leo vegetal rico em AG n-
3) e nos 6leos de origem marinha. Para o 6leo de linhagca os compostos volateis produzidos de
maior impacto foram: (E,E)-2,4-heptadienal (61902 + 1474 ng.g™ de 6leo), acetaldeido
(13972 + 4084 ng.g™* de 6leo), propanal (12729 + 2973 ng.g™* de 6leo), 4cido acético (8617 +
508 ng.g™ de 6leo), 4cido propanoico (5993 + 401 ng.g™ de 6leo), (E)-2-pentenal (3649 + 38
ng.g” de 6leo), (E)-2-butenal (2707 + 29 ng.g™ de 6leo), 2-propenal (1773 + 102 ng.g™) de
6leo ), 1-hidroxi 2-butanonona/butanoate (1473 + 58 ng.g™ de 6leo), hexanal (1318 + 62 ng.g”
! de 6le0), 5-metil-2(5H)-furanona 1029 + 80 ng.g™ de 6leo).
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111 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Diagrama de Blocos 1 — Etapas realizadas durante o experimento.

Sementes de
maracuja
descongeladas

Secagem para determinacéo
de extrato etéreo em Soxhlet

Lavagem

das sementes

Secagem a 45, 50 e 55 °C das

Secagem a 70°C /Moagem

Extragdo com
etanol

amostras
[
[
Extracao por
prensagem a frio das Extracdo por prensagem a
amostras quente das amostras
Filtracdo a
vacuo Filtracdo a
i VAcuo
Obt%r}ggo do Torta
Obtencéo do Torta
6leo
Andlise do
poqe_r Andlise do
calorifico poder

calorifico

Filtracdo a
Vacuo

t Obtencéo do

oleo




3.2 — Diagrama de Blocos 2 - Analises Quimicas
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3.3 Matéria-prima e Processo

Os frutos cultivados pela Embrapa Cerrados foram transferidos, apds colheita, para a
Embrapa Agroindustria de Alimentos onde foram despolpados. As sementes foram enviadas
ao Laboratorio de Processamento de Matérias Primas Vegetais da Escola de Quimica — UFRJ
onde permaneceram armazenadas a -20°C até seu uso.

Ap0s descongelamento, as sementes foram lavadas em agua corrente (Figura 11) a fim
de reduzir a quantidade de polpa e mucilagem que ainda ficam aderidas as mesmas. Para
eliminar o excesso de agua elas foram distribuidas em peneiras e submetidas posteriormente

a etapa de secagem.

Figura 11: Lavagem das sementes (UFRJ/EQ)

3.3.1 Selecéo das condi¢bes operacionais

Nesta etapa, foram utilizadas amostras de sementes de maracuja da espécie P. setacea
com vistas a selecdo dos parametros de processo. Para este fim as sementes foram secas em 3
temperaturas e submetidas a prensagem e extracao com solvente (Tabela 1).

Tabela 1: Amostras analisadas preliminarmente para avaliar o rendimento de extragdo do 6leo de semente de P.
setacea.

Ensaio Temperatura de Tipo de extracao
secagem

E; 45°C Prensagem na temperatura ambiente (a frio)

E, 50°C Prensagem na temperatura ambiente (a frio)

Es 55°C Prensagem na temperatura ambiente (a frio)

E4 45°C Prensagem com aquecimento do sistema
(utilizagdo de resisténcia elétrica - a quente)

Es 50°C Prensagem com aquecimento do sistema
(utilizagdo de resisténcia elétrica - a quente)

Es 55°C Prensagem com aquecimento do sistema
(utilizacdo de resisténcia elétrica - a quente)

E; 70°C Etanol
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Estudos preliminares apontaram que a secagem das sementes na faixa de temperatura
entre 45 e 65 °C, garantem uma faixa de umidade na qual é possivel obter um melhor
rendimento nas extracfes por prensagem a frio. Ja a temperatura de secagem das sementes a
70 °C para extragdo com solvente, assegura baixissima umidade, o que é primordial para a
obtencao do 6leo.

Nesta etapa preliminar as condi¢fes selecionadas para extracdo do 6leo da espécie P.
setacea forneceram rendimentos elevados (superiores a 95%) e, por esta razdo, foram também
adotadas para extracdo do 6leo da espécie P. alata. Todos os 6leos obtidos foram submetidos
as seguintes analises: indice de acidez, teste de oxidacdo acelerada, analise da capacidade
antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), estabilidade do 6leo em
atmosfera controlada, identificacdo de &cidos graxos, analise de compostos volateis.

As amostras de P. setacea e P. alata que obtiveram melhores resultados de
rendimento, foram as extraidas por prensagem a frio e a quente, cujas secagens das sementes

partiram das amostras secas a 50 °C.

3.3.2 Extracéo do 6leo por prensagem mecanica

Apo6s o descongelamento de um mesmo lote, as amostras foram distribuidas em
bandejas de forma homogénea e levadas a um secador convectivo. A secagem foi realizada
em diferentes temperaturas 45 °C, 50 °C e 55 °C, por aproximadamente 6-9 h até atingir a
umidade de equilibrio (massa constante). As secagens foram realizadas em dias alternados e
em triplicata.

Durante o processo foi necessério trocar as bandejas de posicao e revolver a massa,
para haver maior uniformidade durante a secagem. ApOs a secagem e pesagem as sementes
foram submetidas ao processo de extragcdo por prensagem e obtencdo do 6leo bruto (Figura
12).

Figura 12; Secagem das sementes de maracuja em secador convectivo (UFRJ/EQ).
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A obtencdo do dleo bruto foi feita por esmagamento em prensa continua do tipo rosca
sem fim (expeller), marca IBG Monforts, modelo CA 59G A extracdo por prensagem foi
conduzida inicialmente na temperatura ambiente (inferior a 30 °C, denominada a frio) ou
utilizando-se um dispositivo munido de uma resisténcia elétrica acoplada a saida da prensa
onde o sistema foi aquecido (temperatura superior a 50 °C). Neste caso, a extracdo por
prensagem foi denominada a quente

O dleo bruto foi filtrado, identificado, embalado em frasco &mbar e armazenado a -20

°C. Na Figura 13 ilustra-se as etapas de prensagem da semente e filtragdo do éleo.

(A) (B)
Figura 13: (A) Prensagem; (B) Filtracdo a vacuo (UFRJ/EQ).

3.3.3 Extracdo do oleo utilizando etanol como solvente

Em paralelo, o 6leo de maracuja também foi obtido utilizando-se como solvente o
alcool etilico anidro. Para este fim, a amostra foi seca em secador convectivo a 70 °C até
atingir a umidade de equilibrio, proxima a zero. O baixo teor de umidade do solvente favorece
a solubilidade dos lipideos no etanol. Apds a secagem, a amostra foi moida em Moinho
MAO048 (Marconi modelo C48 série 05008121) (Figura 14). Para facilitar a difusdo do
solvente, o diametro de corte da peneira foi de 1 mm aumentando a superficie de contato
solido/liquido conforme recomendado por Silva e colaboradores (2012). A mistura foi
submetida, por 2 horas, a agitacdo de 50 rpm, propor¢do solvente-substrato de 4:1 (v:m) e
temperatura do banho entre 65 e 75°C conforme recomendado por Freitas colaboradores
(2007) (Figura 15). Para preservar 0os compostos volateis a amostra foi filtrada e o solvente
removido a frio (22 +1 °C). O oleo resultante foi filtrado, identificado, acondicionado em

frasco &mbar e armazenado a -20 °C.
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(A) (B)
Figura 15: (A) Banho-Maria; (B) Evaporacéo do etanol (UFRJ/EQ).

3.4 Métodos Analiticos
3.4.1 Determinacao de extrato etéreo (Soxhlet)

Inicialmente foi realizado um estudo para investigar o contetdo inicial do 6leo contido
em cada uma das espécies de semente de maracuja P. setacea e P.alata. Com esses resultados
estabeleceu-se os parametros para avaliar a eficiéncia da extracdo por prensagem mecanica e
da extracdo com solvente etanol.

A amostra foi seca em secador convectivo a 70 °C até atingir a umidade de equilibrio.
A secagem teve como objetivo eliminar a agua aderida as sementes e facilitar a etapa seguinte
de moagem. A amostra foi triturada em Moinho MAO048 (Marconi modelo C48 série
05008121) (Figura 14) com o objetivo de facilitar a penetracdo do solvente durante o
processo.

A determinacdo do extrato etéreo segundo o Official Methods and Recommended
Practices (AOCS Ad 3-52, 2009), consiste no tratamento sucessivo e intermitente da amostra

imersa no solvente, éter de petroleo, utilizando a sifonagem e subsequente condensagdo do
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solvente aquecido dentro de um baldo na base do aparelho de Soxhlet, onde a amostra
permanece dentro de um cartucho. A amostra em contato com o solvente e em constante

renovacdo, mantém a temperatura alta e o calor constante para evaporacédo do solvente.

3.4.2 Determinagdo do indice de acidez (1A)

Definido como o nimero de mg de hidréxido de potassio, titulado com auxilio de uma
bureta, necessario para neutralizar os acidos livres presentes em 1g da amostra. O indice de
acidez revela o estado de conservacdo do 6leo. A acidez pode ser expressa também em mL de
solucdo normal por cento v/p ou em gramas de &cido oleico por cento p/p. O indice de acidez
foi determinado de acordo com a metodologia padrdo da AOAC (2005), utilizando-se 2 g de
amostra e solucdo de alcali 0,1 N.

Célculo:

V+fxM=561 .
A= P , Indice de Acidez

onde:
V = n° de mL de solucéo de hidréxido de sédio 0,1M/0,1N gasto na titulagéo
f = fator da solucéo de hidroxido de sodio
M ou N = Molaridade ou Normalidade da solugédo (0,1M ou 0,1N)
P =n° de g da amostra

3.4.3 Teste de oxidacdo acelerada

A medida da estabilidade oxidativa se baseia na determinacdo da condutividade
elétrica da agua na presenca dos produtos volateis de degradacdo do Oleo por oxidagdo
acelerada. Por esse método uma curva de condutividade elétrica x tempo é automaticamente
registrada com o decorrer da reacdo e do teste, sendo o periodo de inducéo expresso em horas.
Essa analise foi conduzida em equipamento Rancimat, marca Metrohm, modelo 743 (Figura
16). Selecionou-se a temperatura de 110 °C, fluxo de ar de 20 L/h, para cada 3 g de amostra e
volume de 4gua destilada de 50 mL nos frascos contendo os eletrodos. Este procedimento

seguiu a norma regulamentadora IN14112.
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Figura 16: Rancimat (EQ/UFRJ)

3.4.4 Anélise da capacidade antioxidante pelo metodo do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil)

Para a determinacdo da capacidade antioxidante foi utilizado o radical DPPH" (2,2
difenil 1 picril hidrazil — Figura 17) como metodologia de analise (ESPIN et al., 2000 e
JIMENEZ-ALVAREZ et al., 2008) e adaptada neste trabalho. A solucdo de DPPH" foi
preparada em alcool metilico, como recomendado e o 6leo de semente de maracuja foi
solubilizado em alcool isopropilico devido sua baixa solubilidade deste em metanol.

O,N O,N
¥
N— NO, + R —= N—N NO,
O o o
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 17: Estrutura quimica do DPPH (RUFINO et al., 2007)
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Curva do DPPH

A partir da solugéo inicial de DPPH (60 uM) preparou-se em balfes volumétricos de

10mL, com auxilio de micropipetas calibradas, solug¢des variando de concentra¢des de 10 uM

a 50 uM conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Preparo de solugdes para a curva do DPPH.

Solugdo de DPPH  Alcool metilico

Concentracéo final

(mL) (mL) de DPPH (uM)
0 10 0
17 8,3 10
33 6,7 20
50 5,0 30
6,7 33 40
8,3 17 50
10,0 0 60

Determinacdo da curva do DPPH

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de aproximadamente 4 mL de cada
solu¢do de DPPH (10 puM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e 60 uM) para cubetas de vidro e

realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 515 nm. Utilizou-se alcool metilico como branco

para calibrar o espectrofotdmetro.

A curva de DPPH x Absorbancia foi construida e a partir dai, calculou-se a equacéo da

reta (Anexo A).

Partindo-se de uma solucdo com concentracdo de 0,1 g do 6leo de semente de maracuja

em 10 mL de alcool isopropilico, preparou-se 5 dilui¢des conhecidas de: 100, 75, 50, 25 e

12,5 mg/mL utilizando-se 0 mesmo solvente. A seguir adicionou-se 4 mL de solucdo de

DPPH’ preparada anteriormente. As diluicdes foram feitas em triplicata e armazenadas por 60

minutos ao abrigo da luz. A leitura foi realizada a 515 nm em espectrofotometro (Figura 18).
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(A) (B)

Figura 18: (A) Reducdo do DPPH. Inicialmente a coloracédo é violeta e com a redu¢do torna-se amarelada. (B)
Espectrofotdmetro utilizado na analise (UFRJ/EQ).
A leitura da absorbancia final para o calculo de ECs, 56 foi feita apos a estabilizacdo
da absorbancia.
Apos a leitura, a metade do valor encontrado da absorbancia inicial do controle, foi

substituido por y na equacéo 1, abaixo:

Equivaléncia de controle e DPPH

y=ax—b (Eq.l)

Equacdo da curva do DPPH representada no Anexo 1, onde:
y = absorbancia inicial do controle/2
x = resultado em puM de DPPH
O valor de x, expresso em UM de DPPH, foi convertido para g DPPH conforme indicado na

Equacéo 2.

g DPPH = (x/1.000.000).394,3 (Eq. 2)

onde: o valor 394,3 é a massa molar do DPPH)

A partir das absorbancias obtidas das diferentes dilui¢des, foi elaborado um gréfico,
cujo eixo Y representa os valores das absorbancias e o eixo X a diluicdo em mg/L. O ajuste
linear do dados fornece a equacdo da reta (Equacdo 3) usada para calcular o valor da
capacidade antioxidante equivalente a reducao de 50% da do radical DPPH (ECsp) (Equacao
3).
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Calculo de ECsp (Anexo B)

y=-ax+b | (Eq.3)

onde:

y = absorbéancia inicial do controle/2

x = EC 50 (mg/L DPPH)

A partir do resultado de x (mg/L DPPH) encontrado na Equacdo 3, foi necessario aplicar a
Equacéo 4, onde é possivel expressar: massa de 6leo em g /g DPPH.

ECsoexpresso em g 6leo/g DPPH

g 6leo / g DPPH = (ECso (mg/L) / 1000.1) g DPPH | (Eq.4)

3.4.5 ldentificacdo dos acidos graxos

As amostras foram previamente esterificadas segundo a metodologia proposta por
Hartman e Lago (1973). A andlise do perfil dos acidos graxos dos ésteres metilicos foi
realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM).
O equipamento utilizado foi CG Agilent 7890A, acoplado a espectrometro de massa (Agilent
Technologies modelo 7890), com analisador quadrupolo, utilizando coluna capilar J&W 122-
7032 (30m x 0.25mm x 0.25um de espessura do filme) e hélio como gas de arraste (1,0
mL.min™). A dessorcéo dos analitos ocorreu com temperatura do injetor de 200 °C por 15
min, em modo splitless. O forno foi programado para atingir 180 °C, por 1 min, seguida de
aquecimento até 240 °C a 3 °C.min™*, permanecendo a 240 °C por 15 min. As anélises foram
realizadas em triplicatas. As identificacbes foram efetuadas comparando os espectros de
massa obtidos com aqueles da biblioteca do equipamento (Wiley 6" edition). A sua
confirmacéo foi feita através de célculos de normalizacdo das areas (normalizagdo interna),
onde as areas dos picos dos é&cidos graxos identificados foram somadas e calculadas

proporcionalmente a area total obtida.

3.4.6 Andlise de compostos volateis do 6leo de semente de maracuja

A analise dos compostos volateis do 6leo de semente de maracuja foi realizada por
cromatografia em fase gasosa utilizando-se a técnica de microextracdo em fase sélida (SPME)
no modo headspace estatistico. Para cada analise foi utilizada 1,0 g do éleo acondicionado em
um frasco de vidro de 5 mL com selo de politetrafluoretileno (PTFE), mantido a 60 °C sob
agitacdo numa placa de aquecimento por 1 hora (Figura 19). A extracdo de compostos volateis
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foi feita através da exposicdo da fibra de MEFS (Supelco) ao headspace (HS) do frasco para
adsorcdo das substancias por mais 15 minutos. A fibra cinza utilizada era recoberta por
Divinylbenzene/ carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). As fibras
DVB/CAR/PDMS a presenca de divinilbenzeno aumenta a polaridade do material de
extracdo. Este tipo de fibra é a mais utilizada quando a amostra a ser extraida é composta por
substancias de diferentes polaridades e volatilidades, como é esperado no 6leo de semente de
maracuja (MAMEDE, 2012).

O cromatografo foi acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) (Figura 20). Para
semi-quantificacdo, as amostras foram injetadas em cromatdgrafo de fase gasosa, com
detector por ionizagdo em chama (DIC Detector por ionizagdo em chama ou Flame lonisation

Detector — FID). Ambas as metodologias estdo descritas a seguir:

Figura 19: Aquecimento do 6leo e liberagdo dos compostos volateis no headspace para adsor¢do da fibra
(Embrapa Agroindustria de Alimentos/RJ).

Figura 20: Cromatégrafo acoplado ao espectrdmetro de massas (Embrapa Agroindustria de Alimentos/RJ).
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3.4.7 Separacdo e identificagdo por cromatografia gasosa/espectrometria de massa
(CG/IEM)

A andlise cromatografica foi realizada em cromatografo Agilent modelo 7890 GC-
EM. Foi utilizada a coluna HP-5MS Agillent (30m x 0,25mm x 0,254) e hélio/gases
auxiliares como géas de arraste cujo fluxo foi de 1,5 mL/min. A dessor¢do dos analitos ocorreu
com temperatura de 250 °C em modo splitless. O forno foi programado para temperatura
inicial de 40 °C, por 3 min, seguida de aguecimento de 40 °C até 240 °C a 3 °C min™ e
permanecendo 240 °C por 10 mim. As analises foram realizadas em triplicatas.

A deteccdo e posterior obtencdo das areas absolutas dos picos cromatograficos, para
efeito de tratamento estatistico, foi realizada em um detector por ionizagdo em chama (DIC) a
280 °C e em um detector por espectrometria de massas (Agilent Technologies modelo 7890).
Neste, a ionizacao foi feita com impacto eletrénico a 70 eV, mantendo-se temperatura da
linha de transferéncia em 280 °C, da fonte ions em 220 °C e do analisador em 150 °C. O gas
de arraste usado em todos os sistemas foi 0 hélio (He).

A identificacdo dos picos foi realizada pela comparagdo dos espectros de massas
obtidos com aqueles da biblioteca do equipamento (Wiley 6th edition), por comparacdo dos
indices de retencdo calculados (IRL) calculados (indice de Kovats) com valores da literatura
(Adams, 2001; Pherobase, 2012; base de dados NIST 1998). Para o célculo dos indices de
Kovats, uma mistura de padrdes de n-alcanos (C8 a C26) foi injetada no CG/EM, nas mesmas

condigdes de analise das amostras.

3.4.8 Andlise quimiométrica multivariada dos compostos volateis do 6leo de maracuja

A discriminacdo entre as amostras (6leo de semente de maracuji P.setacea e P. alata
extracdo por prensagem a frio, a quente, extracdo com etanol) foi realizada pela analise
estatistica multivariada por componentes principais (Analise de Componentes Principais,
ACP) das areas cromatograficas absolutas dos compostos individuais identificados, obtidos
por HS-SPME-CG-FID utilizando-se a fibra cinza DVB/CAR/PDMS. Foi utilizado o
programa Unscrambler versdo 10.3 (CAMO CORP) para ACP. As anélises foram realizadas
em triplicata.

A determinacdo qualitativa das substancias analisadas pode ser dada por duas
ferramentas: a comparacao dos espectros de massa e indices de retencao linear (IRL’s), para
cada composto identificado, de acordo com aqueles apresentados na literatura para o tipo de
coluna cromatografica utilizada (MONDELLO et al., 2005; ARRUDA et al., 2012).
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3.4.9 Poder Calorifico

Para avaliar o potencial de uso da torta desengordurada na geracdo de energia, a
analise do poder calorifico desta foi conduzida no calorimetro IKA C200 (Figura 21).

Em um cadinho de quartzo, 0,5 g (£0,1 mg) da amostra foi pesada e transferida para
um vaso de combustdo em aco de alta pressdo, onde um fio de algodédo foi conduzido até a
amostra para sua completa igni¢cdo. O vaso foi introduzido na bomba calorimétrica para a
determinacdo do poder calorifico da torta, resultante da prensagem mecanica do 6leo de

semente de maracuja.

(A) (B) (©)

Figura 21: (A) Vaso de combustdo; (B) Calorimetro IKA C200; (C) Injetor de oxigénio (EQ/UFRJ)
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Conteudo do 6leo nas sementes (extrato etéreo)

Os resultados obtidos para o extrato etéreo determinado pelo método padrdo AOCS
(Ad 3-52,2009) (Soxhlet) nas sementes de maracuji foram 32,2% e 22,5% respectivamente
para as espécies P. setacea e P. alata.

Malacrida e Jorge (2012) obtiveram 6leo de semente de maracuja da espécie P. edulis
f. flavicarpa utilizando o método padrdo de extracdo por Soxhlet obtendo um conteudo de
6leo de 30,4%. Liu et al. (2008) estudaram espécies de maracuja, ‘Tainung No. 1°, oriundas
da China da regido de Liuzhou (provincia de Guangxi) e utilizando a mesma metodologia
padrdo, obtiveram o valor de 35,10%. Ferrari et al (2004) extrairam o 6leo de semente de
maracuja de uma espécie nédo identificada. As sementes foram secas a 50 °C e moidas para
obtencédo de um farelo. O éleo do farelo foi extraido com hexano em extrator tipo Soxhlet e o
valor para extrato hexanico foi de 25,7% de massa seca. Os resultados reportados para o
extrato etéreo da semente de maracuja foram similares ao obtido para P. setacea (32,2%). No
caso do extrato hexanico o valor inferior (cerda de 20%) pode ser atribuido a espécie

selecionada.

4.2 Extragdo mecénica em prensa de parafuso (expeller)

O oleo de P. setacea foi obtido por extracdo mecéanica da semente desidratadas em trés
temperaturas distintas: 45°C, 50°C e 55°C cujos valores de umidade de equilibrio diferem
entre si (Tabela 3). A eficiéncia do processo foi calculada pela razdo da massa do
produto/massa obtida no extrator de Soxhlet. Como esperado, quanto maior a temperatura de
secagem menor a umidade de equilibrio. Os resultados do processo comprovam que existe
uma correlacao significativa entre a eficiéncia de extracdo do 6leo e o teor de umidade das
amostras prensadas. Neste caso,

a melhor temperatura de secagem das sementes 50 °C cuja umidade de equilibrio é cerca de
3,7 % favoreceu o rendimento do processo. Nesta condigdo, o rendimento do processo de
extracdo por prensagem mecanica do 6leo de semente de maracuja foi cerca de 30 %. Esse
valor indica uma eficiéncia em torno de 93% do processo de prensagem se comparado com 0s
valores calculados pelo contetido de 6leo obtido analiticamente (Soxhlet) que foi de 32,16% +

1,05 para o 6leo da semente de P. setacea.
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Tabela 3: Efeito da temperatura de secagem nas respectivas umidades de equilibrio e eficiéncia de processo de
extragio por prensagem’.

Temperatura de Umidade de Rendimento da Eficiéncia’ (%)
secagem (°C) equilibrio extracdo® (%)
(%)
45°C 4,57 17 53
50°C 3,74 30 93
55°C 2,66 29 90

'P. setacea; * 6leo extraido (g/100g de amostra seca); “6leo extraido (g)/6leo na amostra(g).

Utilizando um prensa de parafuso sem fim Wilhelm e colaboradores (2014) extrairam
0 6leo de semente de maracuja da espécie P. edulis. Os autores usaram condices de secagem
as condicOes de secagem distintas (15 minutos a 70 °C em um forno a lenha com umidade
relativa inferior a 10 %). Os resultados obtidos variaram de 24,1 a 24,5 % com eficiéncia de
extracdo de 86,1 a 87,7 %, inferior ao obtido para P. setacea neste trabalho. Isto pode ter
ocorrido, pois no tempo selecionado de 15 minutos ndo se pode garantir que o equilibrio foi
atingido. A umidade final da amostra, embora ndo relatada pelos autores, foi provavelmente
superior ao valor que maximizava a eficiéncia de prensagem.

A média da concentracdo de 6leo nas sementes de maracuja da espécie P. setacea
observada nesse trabalho, foi maior que as medias comumente relatadas na literatura de outras
espécies do género Passiflora. Ja na espécie P. alata as médias foram inferiores as relatadas
pela literatura. 1sso pode ser explicado pelas diferencas entre as espécies e acessos, que em
geral, apresentam composi¢do centesimal dependente dos gendtipos e das condicdes
ambientais durante o cultivo (MOSSE & BAUDET, 1983).

Os resultados da eficiéncia de processo cujas sementes foram secas a 45 °C foi baixo.
Isto ocorreu devido ao elevado valor da umidade relativa no equilibrio (4,57 %), dificultando
0 processo de extracdo por prensagem tanto a frio quanto a quente. Ja nos ensaios de secagem
a 55 °C a umidade de equilibrio foi baixa (2,66 %), causando um impacto negativo no
rendimento de extragcdo. Neste caso, nao foi possivel a prensagem, nem a frio nem a quente,
pois 0 material contendo lipoproteinas e fibras foi polimerizado durante a prensagem,
impedindo o escoamento do 6leo.

Singh e colaboradores (2002) relataram a importancia de se definir uma faixa 6tima

para o teor de umidade, quando se deseja otimizar a eficiéncia do processo de prensagem de
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sementes e fibras oleaginosas. Esses autores observaram que valores de teor de 4gua muito
alto reduzem a friccdo da massa, causando um baixo rendimento em 6leo extraido. Por sua
vez, valores muito baixos de umidade provocam a polimerizacdo da massa retendo o 6leo no
interior da amostra. Foi concluido, portanto, que o rendimento do dleo prensado tem uma alta
correlacdo com a umidade inicial. Beerens (2007) também corrobora com estas observagdes.
Os teores de umidade inicial nas sementes se muito elevados, reduzem a eficiéncia de
extracao do Oleo, pois elevam a capacidade de deformacdo do material, além de aumentarem a
emulsificacdo e plasticidade da massa, facilitando a passagem pela prensa e dificultando a
remocao do 6leo.

Pighinelli et al (2008) realizaram a extragdo por prensagem a frio em gréos de
amendoim em prensa do tipo expeller e observaram que a umidade entre 10 e 10,8 %,
temperatura de secagem dos grdos entre 50 e 65 °C afetaram de forma positiva o rendimento
do 6leo bruto. Nessas faixas de umidade e temperatura foram obtidos os rendimentos
méaximos de extracao por prensagem a frio.

A temperatura selecionada para extracdo das sementes de P. setacea (50 °C) foi
também utilizada na extracdo por prensagem mecanica para o 6leo de P. alata. O rendimento
do processo foi de 19 g de 6leo/100g de amostra seca. Estes resultados indicam uma
eficiéncia de 84% em o0leo bruto se comparado com o conteido de éleo inicial da semente
determinada por Soxhlet (22,53 % + 1,07).

De acordo com os célculos estatisticos de comparacdo de médias (Fisher LSD) os
rendimentos de prensagem para ambas as espécies, P. setacea e P. alata, ndo apresentaram
diferenga significativa (p<0,05) quando comparada aos resultados da eficiéncia da extracdo
por prensagem a frio e por prensagem a quente. Esperava-se um aumento na eficiéncia de
extracdo por prensagem a quente, uma vez que com 0 aumento da temperatura,
consequentemente haveria a reducao da viscosidade do 6éleo o que facilitaria seu escoamento
do interior da semente. Os resultados acima direcionaram a escolha do processo a frio para e
minimizar as reacGes de hidrolise, degradacdo térmica de triglicerideos - com aumento da
acidez e compostos de oxidacdo (RAMALHO & SUAREZ, 2012).

4.3 Extracao do 6leo utilizando etanol como solvente
As quantidades de 6leo de semente de maracuja extraidas com etanol anidro, para
ambas as espécies, foram muito baixas (cerca de 10 a 15 %) e ndo permitiram sua

quantificacdo precisa. Entretanto, a massa de o6leo, recuperada com pipeta pasteur, foi
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suficiente para prosseguir com as analises de capacidade antioxidante e identificagdo de
compostos volateis, que sdo as principais propriedades desejadas neste estudo.

Galvédo e colaboradores (2013) estudaram a recuperacdo de diferentes 6leos vegetais
como canola, girassol, milho e soja usando como solventes metanol, etanol e isopropanol. Os
ensaios foram conduzidos em diferentes temperaturas. Foi observado que a eficiéncia do
processo de extragdo aumentava com o aumento da temperatura do ensaio. Estes resultados
confirmam que a solubilidade dos lipideos em etanol varia significativamente com a
temperatura do processo. Estes autores reportaram resultados médios de 10,6 % a
aproximadamente 20,2 °C e de 24,4 % a 60,2 ° C. Neste caso, um gradiente de 40 °C
aumentou cerca de 14 % a eficiéncia de extracdo. Como a solubilidade dos lipideos em etanol
também depende da composicdo em acidos graxos e fosfolipideos no éleo vegetal, obteve-se
resultados crescentes de eficiéncia para os Oleos de girassol, canola, soja e milho, nesta
ordem. Os 6leos de canola, girassol, milho e soja apresentaram solubilidade parcial nos trés
alcoois investigados, diferente dos resultados com éter de petroleo ou n-hexano. A
solubilidade dos lipideos em alcoois aumenta com o0 aumento da temperatura, entretanto a
quantidade extraida depende também da natureza do material oleaginoso. Os 0leos
investigados mostraram maior afinidade pelos alcoois em uma relagdo crescente com o
aumento da cadeia carb6nica do alcool. Como esperado, este comportamento apresenta uma
dependéncia da solubilidade dos lipideos (apolares, em geral) com a reducéo da polaridade da
molécula do alcool. Devido a esta relagdo com a polaridade, os 6leos de semente de maracuja,
ricos em lipideos apolares, apresentaram maior capacidade de se solubilizar no isopropanol do
que no metanol e etanol.

Nos processos de transesterificacdo de lipideos, recomenda-se uma proporcdo molar
de 6:1 (etanol-6leo vegetal). Esta proporcdo representa cerca de 86 % da composicdo da
fracdo molar de uma mistura etanol-6leo vegetal e estd mais proxima da fase de oOleo. A
velocidade da reacdo depende da solubilidade do 6leo vegetal na fase etandlica. Silva e
colaboradores (2010) observaram que para os Oleos de canola, milho, jotropha curcas e
macaulba respectivamente, na relacdo 6:1 (etanol-6leo vegetal) as temperaturas para completa
extracio do oleo vegetal foram de 48,7 °C, 43,6 °C, 48,6 °C e 49,1 °C. Como esperado, a
solubilidade do 6leo aumentou com o aumento da temperatura. A solubilidade do 6leo de
milho em etanol anidro foi mais elevada do que nos outros 6leos nas mesmas condi¢des de
anélise. Este comportamento pode ser devido a diferentes cadeias de &cidos graxos

encontrados nos 0Oleos vegetais analisados. Em geral, a solubilidade dos acidos graxos em
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solventes organicos aumenta com a redugdo do comprimento da cadeia carbonica e 0 aumento
de duplas ligacdes. Os acidos graxos presentes no 6leo de milho, 6leo de jotropha curcas e no
0leo de macalba tém cadeias de tamanhos equivalentes. No entanto, o 6leo de milho
apresentou um maior valor de indice de iodo, ou seja um maior nimero de duplas ligacdes,
que corresponde a uma polaridade mais elevada aumentando sua solubilidade nos &lcoois
selecionados. Este resultado foi também confirmado por Follegatti-Romero e colaboradores
(2010). Estes autores observaram que a solubilidade do éleo ¢ influenciada pela saturacdo das
cadeias. Os resultados reportados indicaram que a solubilidade de dleos vegetais insaturados
com os Oleos de soja, girassol, farelo de arroz e semente de algoddo em etanol anidro, foi
maior do que a dos 6leos saturados nas mesmas condi¢des. Portanto, o rendimento de
extracdo dos triglicerideos usando-se solventes organicos mais polares aumenta com a
reducdo do comprimento da cadeia de carbono e 0 aumento de duplas ligacGes dos acidos
graxos.

De acordo com a composi¢do quimica dos acidos graxos obtidos para os 6leos das
sementes de maracuja, P. setacea e P. alata (Tabela 6 pagina 63), entre os saturados, 0s
acidos palmitico e estearico (16 a 20%) foram os mais abundantes; e dentre os insaturados, 0s
acidos oleico e linoleico foram majoritarios (57 a 59%). Observou-se que o perfil de acidos
graxos é similar em todas as amostras analisadas. A baixa solubilidade dos 6leos de semente
de maracuja em etanol poderia ser confirmada pelo perfil em acidos graxos apresentado.
Entretanto, o perfil de acidos graxos destes 6leos ndo difere de forma significativa do 6leo de
girassol, milho e arroz (FOLLEGATTI-ROMERO et al., 2010), (SILVA et al., 2010).

O resultado muito baixo para o rendimento de extracdo dos Oleos de semente de
maracuja com etanol pode ser explicado pela estrutura das membranas celulares que as
revestem. Segundo Florez e colaboradores (2003), as sementes de maracuja possuem trés
membranas de revestimento ricas em polissacarideos, como pode se observar na Figura 5. Na
primeira membrana, a mais externa, sdo formados os foliculos, uma cavidade em forma de
sacos, na qual se encontram 64% + 3% (m/m) do total do suco do arilo. A segunda membrana,
a intermediéria, onde é formado o saco do suco anexado ao foliculo, contém em seu interior
36% = 5% do suco do arilo e na base exterior pode-se também observar uma estrutura de
segmentos finamente divididos na qual se deposita uma alta concentracdo de amido. A
terceira e Ultima membrana, é transparente e envolve completamente a superficie da semente.
Portanto, acredita-se que esta Ultima camada, mais interna e mais aderida & semente, e parte

do amido da superficie externa da segunda camada, permanecem ap0s a etapa de
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despolpamento, formando durante a secagem do grédo, uma barreira com baixa porosidade
contendo amido modificado por aquecimento, dificultando a difusdo de etanol atraves da
parede. Esta hipotese explica o baixo rendimento obtido na extracdo do 6leo da semente de
maracuja com etanol, resultado que ndo tem suporte na literatura bem como nas diferentes

pesquisas reportadas pelo grupo de 6leos vegetais da EQ/UFRJ.

4.4 Acidez do 6leo

Na Tabela 4 estdo apresentados o indice de acidez (mg KOH/g) obtidos para os 6leos
de semente de maracuja. Os resultados encontrados revelam que o indice de acidez dos 6leos
de P. setacea e P. alata, com excecdo da extracdo da amostra obtida com etanol para a P.
setacea, estdo de acordo com a Resolugdo da ANVISA, RDC n° 270 (2005), que limita para
0leos prensados a frio e ndo refinados, a acidez maxima de 4,0 mg KOH/g. Os valores
estabelecidos pela ANVISA estdo em consonancia com os valores determinados pela AOCS
(méx. 4,0 mg KOH/qg).

Os resultados obtidos para os indices de acidez do dleo de P. setacea extraido com
etanol foi acima do indice estabelecido pela agéncia regulatdria. Observa-se, um aumento de
quase trés vezes, se comparado as amostras obtidas por prensagem a frio e a quente. Pode-se
inferir que nesse estagio de separacao do solvente da emulsdo dleo:etanol promove, por efeito
térmico, uma maior hidrolise dos acidos graxos se comparado ao processo de prensagem a
quente. Isto ocorre, pois na etapa de prensagem, o tempo de exposi¢do € muito menor embora
a temperatura (50 °C < T < 60 °C) seja préxima a temperatura de evaporacgédo a vacuo (60 °C).
A metodologia de extracdo com etanol é mais agressiva ao Gleo, pois além da elevada
temperatura (60 °C a75 °C) para evaporar o solvente, o processo € lento e favorece as

reacdes de hidrdlise e, como consequéncia, aumento do indice de acidez do 6leo.

Tabela 4: indice de acidez das amostras de 6leo de semente de maracuja P.setacea e P. alata.

Ensaio Acidez’ Indice de acidez’
P. setacea (prensagem a frio) 3,008 = 0,007 1,511 +3,5x 10™
P. setacea (prensagem a quente) 3,768 £ 0,142 1,893 £ 0,072
P. setacea extracdo com etanol 5,7474 £ 0,0131 2,888 + 6,6 x 107
P. alata (prensagem a frio) 0,708 +0,2114 0,356 + 0,106
P. alata (prensagem a quente) 0,758 +0,0733 0,381 + 0,036
P. alata extragdo com etanol 2,0594 £ 0,205 1,035 + 0,103

'mg KOH/g; * expresso em écido oleico (%).
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Repara-se que os indices de acidez para o 6leo de P. setacea sdo mais elevados do que
os indices de acidez para o 6leo de P. alata. Os valores sdo proximos aos reportados para o
azeite de oliva extra virgem (prensado a frio), cuja acidez maxima em acido oleico € de 0,8 %
(ANVISA, 2005). Wilhelm e colaboradores (2014) extrairam o 6éleo de semente de maracuja,
do género P. edulis, por prensagem a frio e obtiveram resultados de acidez em acido oleico
entre 1,33-1,57 %, embora superior aos indices encontrados para P. alata (0,356 + 0,100) os
resultados da literatura foram similares aos obtidos para P. setacea (1,511 £ 0,004).

EMBRAPA (2011) relata valores de indices de acidez entre 0,50 e 0,58 mg KOH/g
para o 6leo de semente de maracuja obtido por prensagem. De acordo com o processo descrito
por este autor, as sementes de maracuja sao lavadas em um equipamento especifico e, além da
agua aquecida, sdo acrescentados solventes para retirada da mucilagem. Os valores
encontrados para o indice de acidez foram ligeiramente superiores aos dados obtidos neste
estudo para o dleo de P. alata prensado (0,36 a 0,38) e muito inferiores aos dados obtidos

para o 6leo de P.setacea prensado.

4.5 Capacidade antioxidante e estabilidade oxidativa (oxidagao acelerada)
Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados obtidos para a capacidade antioxidante e

estabilidade oxidativa dos 6leos de semente de P. setacea e P. alata.

Tabela 5: Método indicativo de andlise de capacidade antioxidante e estabilidade oxidativa dos 6leos de P.
setacea e P.alata.

P.setacea P. alata
Extracéo ECs, g 6leo/g Estabilidade ECs, g 6leo/g Estabilidade oxidativa
DPPH oxidativa (h)** DPPH (h)**
Prensagem a frio 6054 £ 4 7,14 £0,01 15880 + 1590 6,15+ 0,01
Prensagem a quente 7449 + 144 7,35+ 0,01 19591 + 3757 6,13 £ 0,01
Etanol 4124 £ 712 11,64 £0,33 5354 +£1201 192+0,1

! obtida em aparelho Rancimat.

Por definicdo, os menores valores de ECsy indicam uma maior concentracdo de
antioxidantes na amostra, pois neste caso uma menor massa sera utilizada para reduzir metade
da concentracdo inicial do radical livre DPPH. N&o existe até 0 momento, um consenso entre
0s pesquisadores em adotar uma unidade padrdo para expressar o valor de ECsy, 0 que

dificulta a comparacéo com dados ja reportados (SILVA, 2013).
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Pode-se observar que para o 6leo de semente de maracuja das espécies P. setacea e P.
alata, os valores de ECsg, para extracdo com etanol, foram inferiores indicando uma maior
capacidade antioxidante presente no 6leo. Silva (2013) encontrou valores de ECsy para 0s
6leos de semente de uva, 18,9 g/g DPPH e 6leo de semente de romd, 645 g/g DPPH, ambos
extraidos com etanol. Esse comportamento ja& era esperado uma vez o alcool etilico (solvente
polar) transfere para o 6leo um maior nimero de compostos antioxidantes como tocoferadis,
compostos fenolicos, fitoesterdis e carotenoides. Os dleos de semente de maracuja extraidos
com etanol (P. setacea e P. alata) apresentaram capacidade antioxidante semelhante aos
valores reportados para o azeite de oliva, 2057 g de dleo/g DPPH (RUFINO et al., 2011).
Sanchez e colaboradores (2007) relataram que o azeite de oliva possui um grande contetdo de
compostos antioxidantes, principalmente os compostos fendlicos, que sdo preservados devido
ao seu processo de extracao a frio.

A capacidade antioxidante total de dleos vegetais resulta da acdo integrada da mistura
complexa de antioxidantes presentes em 0leos contra reagfes de oxidagdo. Portanto, a
capacidade antioxidante de um Gleo pode ser um indice abrangente devido a sua potencial
correlacdo com os indices de qualidade do 6leo, em especial com a estabilidade oxidativa. A
estabilidade quimica, que é associada com a resisténcia a oxidagdo, depende da composicéo
quimica do 6leo, especialmente antioxidantes, compostos oxidaveis e interfaces quimicas, no
meio ambiente, onde os reagentes podem interagir (CASTELO-BRANCO et al., 2015). Como
reportado por Castelo-Branco e colaboradores existe uma forte correlacdo entre a capacidade
antioxidante e a estabilidade oxidativa do 6leo. Para ambos os 6leos de semente de maracuja,
P. setacea e P. alata, extraidos com etanol, a estabilidade oxidativa foi superior a dos 6leos
prensados confirmando a maior capacidade antioxidante dos mesmos. Deve-se ressaltar,
entretanto, que esta correlacdo sé pode ser feita se os 6leos apresentarem composicdo similar
em &cidos graxos saturados e insaturados. Todavia, essa restricdo ndo € citada na grande
maioria das publicacdes acessadas.

Os 6leos extraidos por prensagem a quente apresentaram os maiores valores de ECs
para ambas as espécies analisadas. Nas extracdes por prensagem a frio, os valores de ECs
foram menores indicando um aumento significativo na capacidade antioxidante. Silva (2013)
obteve para 0 6leo de semente de uva o valor de ECs de 31.441 g/g DPPH e para o 6leo de
romda ECsp 1065 g/g DPPH, ambos extraidos por prensagem a frio, e em condi¢des
semelhantes a esse estudo. Diferente do 6leo de semente de uva, o 6leo de semente de

maracuja é rico em &cidos graxos poli-insaturados o que certamente contribui para a reducéo
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da estabilidade oxidativa do mesmo durante sua exposicdo a fatores desfavordveis (alta
temperatura e oxigénio). Szydlowska-Czerniaketal (2008) fez referéncia a baixa capacidade
antioxidante no 6leo de semente de maracuja devido a sua baixa estabilidade, mas néo

apresentou uma correlacdo com o alto teor de poli-insaturados.

4.6 Perfil de &cidos graxos

Na Tabela 6 apresenta-se a composicdo em &cidos graxos obtidos nos Oleos das
sementes de maracuja pelos diferentes processos avaliados. Entre os saturados, os acidos
palmitico e estedrico foram os mais abundantes; e entre os insaturados, os &cidos oleico e
linoleico foram majoritarios. Como esperado, o perfil de acidos graxos € similar em todas as
amostras analisadas, pois ndo depende de forma significativa do processo. Entretanto, no 6leo
da semente de maracuja, P. alata, o destaque é para a presenca de acido miristico e tragos de

acido palmitoleico que ndo foram identificados no éleo de P. setacea.

Tabela 6: Faixa da composicdo dos acidos graxos do dleo de P. setacea e P. alata extraidos por prensagem a
frio, a quente e extracdo com etanol.

Acidos graxos % %
Nome P.setacea P. alata P.setacea!  P. alata?

C14:0 Miristico Ni 1,0 Ni 0,48
C16:0 Palmitico 11a12 16 a 18 10,1 18,8
C18:0 Estearico 4,0a5,0 3,0a4,0 3,50 1,70
C 18:1(9) Oleico 18a20 16 a 18 19,7 15,0
C18:2 (9,12) Linoleico 58 a 59 57 a58 64,8 63,2
C 18:3(9,12,15) Linolénico 1,0 1,0 0,50 Ni
Total saturados - 16 al7 21 a23 13,6 20,5
identificados

Total insaturados 78 a 80 75a77 85,0 79,5

identificados

ni- ndo identificados; “oriunda do banco de germoplasma da Embrapa Cerrados (LOPES et al, 2008); * banco de
germoplama do Centro de Fruticultura do Instituto Agrondmico de Campinas - Monte Alegre do Sul — SP
(VIEIRA, 2006).

O perfil encontrado neste trabalho para o 6leo da P. setacea difere significativamente
no percentual dos acidos palmiticos e linoleico quando comparados com os resultados obtidos
por Lopes e colaboradores (2008) e Vieira (2006) (Tabela 6). Isto ocorre, provavelmente,
devido as modificacdes genéticas introduzidas nesta espécie para tornd-la mais resistente e

mais produtiva. Lopes e colaboradores (2008) compararam a distancia genética da
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composi¢do de acidos graxos do 6leo de P. setacea (oriunda do banco de germoplama da
Embrapa Cerrados) em relacdo ao 6leo de P. edulis, espécie comercial, e concluiram que o
6leo de P. setacea é um dos que mais se aproximam geneticamente da espécie P. edulis.

Vieira (2006) analisou o perfil de &cidos graxos do Oleo de semente de P. alata
oriundo do banco de germoplasma do Centro de Fruticultura do Instituto agrondémico de
Campinas no municipio de Monte Alegre do Sul, SP e encontrou os resultados apresentados
na Tabela 6. O percentual de acido miristico nesta espécie (1 % e 0,48 %) de ambas as origens
pesquisadas, mesmo em pequenas quantidades, pode viabilizar o uso desse 6leo, fracionado,
para a produgédo de emulses como substituto de gorduras vegetais.

A Figura 22 apresenta as estruturas quimicas dos acidos graxos identificados para 0s

6leos das sementes de P. setacea e P. alata.

acidos graxos saturados

il
h N%AVAN\/\)J\OH HSC/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

acido estedrico acido palmitico

HyC MOH

acido miristico

Acidos graxos monoinsaturados

e

7
i
oA OH

acido palmitoléico acido oléico (®-9)

Acido graxo poliinsaturado
H H

W_{_IH

acido linoléico (® -6)

Figura 22: Estrutura quimica dos &cidos graxos majoritarios de P. setacea e P. alata. (VIEIRA, 2006).
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A presenga de &cido palmitico aumenta a estabilidade do 6leo contra a oxidacéo
lipidica e o percentual entre 15 — 25% € considerado adequado para a producdo de diversos
tipos de cremes vegetais (SAASTAMOINEN et al., 1989).

O teor de acido linoleico, acido graxo essencial, nos 6leos de girassol, milho e soja sdo
em média de 68 %; 52% e 55 % (JORGE et al., 2005) similar aos resultados obtidos para 0s
Oleos de P. setacea e P.alata.
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As Figuras 23, 24 e 25 apresentam o0s cromatogramas obtidos na identificacdo dos
acidos graxos dos 6leos de semente de maracuja P. setacea extraidos por prensagem a frio e
com etanol e P. alata extraido a quente respectivamente. Os ensaios foram realizados em

triplicata e os demais graficos encontram-se no ANEXO C-Q.
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Figura 23: Cromatograma de identificacdo dos acidos graxos do Oleo de semente de maracuja P. setacea
extraido por prensagem a frio.
Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 6427min — C16:0 (ac. palmitico); 9585min — C18:0 (ac. estedrico);
10025min — C18:1(9) (ac. oleico); 11001min — C18:2(9,12) (ac. linoleico); 12114min — C18:3(9,12,15) (ac.
linolénico).
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Abundance TIC: Maracuja cetacea etanel 1.0\data.ms
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Figura 24: Cromatograma de identificacdo dos &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea
extraido com etanol.

Tempo de retencdo (min) — &cido graxo: 4176min — C14:0 (&c. miristico); 6431min — C16:0 (&c. palmitico);
9592min — C18:0 (&c. estearico); 10042min — C18:1(9) (&c. oleico); 11029min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12116min — C18:3(9,12,15) (&c. linolénico).
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Abundance TIC: Maracuja alata guents 1.0Ndata.ms
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Figura 25: Cromatograma de identificacdo dos acidos graxos do éleo de semente de maracuja P. alata extraido
por prensagem a quente.

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 4185min — C14:0 (ac. miristico); 6505min — C16:0 (ac. palmitico);
9736min — C18:0 (&c. esteérico); 10157min — C18:1(9) (4c. oleico); 11150min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12188min — C18:3(9,12,15) (&c.linolénico).
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4.7 Perfil de compostos volateis

4.7.1 Compostos identificados por HS-SPME-CG-EM

Com a técnica de HS-SPME foram obtidos cromatogramas e selecionados aqueles
com boa resolucdo cromatografica e que apresentaram espectros de massas passiveis de
analise ou identificacdo por comparacdo com a biblioteca Wiley, 6% edicdo, com similaridade
igual ou superior a 90%.

Em razdo da ampla representatividade de funcdes organicas, simplicidade,
versatilidade e rapidez fornecida pela técnica de HS-SPME com a fibra DVB/CAR/PDMS, foi
possivel comparar o perfil de compostos volateis dos éleos de semente de maracuja (P.
setacea e P. alata) submetidos a extracdo por prensagem a frio e a quente e extracdo com
etanol. A técnica de HS-SPME-CG-EM mostrou-se reprodutivel para 53 compostos na analise

do 6leo de P. setacea e para 20 compostos na analise do 6leo de P. alata.
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Passiflora setacea
Foram identificados 53 compostos volateis no 6leo de P. setacea extraido a frio, a
guente e com etanol e os 14 mais importantes, estdo apresentados na Tabela 7, separados por

funcdo quimica.

Tabela 7: Correlacdo entre os compostos mais importantes identificados por ACP no 6leo de semente de
maracuja P. setacea extraido a frio, a quente e com etanol.

Func¢do Quimica Identificacéo Area % no Ordem crescente de
processo scores
Terpenos *(18) alfa terpeniol (alcool 4,76 6°
terpeno)
*(13) beta ocimene (monoterpeno) 8,95 4°
*(11) cis ocimene (monoterpeno) 2,06 10°
*(38) geraniol (mono terpenoide) 2,02 11°
*(15) linalol (alcool terpeno) 25,75 1°
*(35) linalol oxide (monoterpeno) 1,11 14°
Ester *(6) &cido hexanoico metil éster 1,99 12°
*(1) butanoato de etila 3,13 8°
*(9) etil coproate 9,17 3°
Alcool *(5) 2 heptanol 1,84 13°
*(3) 1 hexanol 2,12 9°
Aldeido *(12) benzeno acetaldeido 3,71 7°
Cetona *(4) 2 heptanona 5,59 5°

*Qs numeros sdo correspondentes ao grafico da ACP da figura 30(b).

Foram identificados ésteres, aldeidos, alcoois, acido carboxilico, éter, furanos, terpeno
e hidrocarboneto, como as principais funcdes quimicas presentes nos compostos volateis do
6leo de semente de maracuja. Além da comparacdo dos espectros de massa, 0s indices de
retencdo linear (IRL’s), para cada composto identificado, estdo de acordo com os IRL’s
apresentados na literatura para o tipo de coluna cromatogréafica utilizada (MONDELLO et al.,
2005; ARRUDA et al., 2012).

A Figura 26 apresenta um cromatograma obtido pela técnica HS-SPME-CG-EM de
uma amostra caracteristica de extracdo por prensagem a frio do 6leo de semente de maracuja
P.setacea, obtido no presente estudo. E possivel observar a complexidade do perfil de volateis
pela quantidade de picos cromatogréaficos e a indicacdo dos sinais de algumas das principais

substancias com suas respectivas estruturas moleculares.
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Figura 26: Cromatograma de uma amostra de prensagem a frio do 6leo de semente de maracujé P. setacea.

75.00

*Substancias caracteristicas do flavor do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido por prensagem a frio e identificadas por CG-EM e IRL’s: 1) 2-heptanona; 2) etil

coproate; 3) beta ocimene; 4) linalol; 5) n-octil acetato; 6) &cido hexanoico.
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Além da anélise qualitativa dos compostos volateis presentes nas amostras, foram
realizadas as normalizacbes internas, que € a porcentagem de cada substancia no
cromatograma, tomando-se como 100% a area cromatogréafica total. Nesse tipo de método,
assume-se que a constante que representa o fator de resposta (concentragdo versus area) € a
mesma para todos os componentes detectados (SKOOG, 2008).

Um fator limitante na quantificacdo das substancias s@o os mdltiplos estagios de
equilibrio que ocorrem na extracdo por SPME. A area do pico cromatografico é proporcional
a massa de substancia introduzida no cromatografo, no entanto, devido a dificuldade de se
determinar com precisdo a proporcdo de analito que é liberada da matriz e a propor¢éo
adsorvida na fibra de microextracdo, torna esta técnica ndo apropriada para a quantificacdo de
substancias mesmo com a utilizacdo de padrdes (padronizacdo externa e interna). Os efeitos
limitantes estdo associados a complexidade da matriz, que acarreta multiplas interagdes, sua
viscosidade e seu carater lipidico. Além disso, deve-se considerar a inexisténcia de padrdes
para a maioria das substancias detectadas. No entanto, a normalizacdo interna permitiu
estimar as fun¢Bes quimicas das substancias que mais contribuiram para o flavor dos 6leos de
semente de maracuja (PAGE, 2013).
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A Figura 27 apresenta a contribuicdo (em porcentagem) das principais funcgdes

quimicas das substancias identificadas no perfil de volateis do 6leo de semente de maracuja P.

setacea.

Prensagem a frio - P.setacea

8% Cetona
8% 23%
Aldeido Terpenos

TN
19% Ac.

carboxilico ,
23% Ester

19%
Alcool

Prensagem a quente - P. setacea
Aldeido [ Cetona 27%
Terpenos

19% Ac.
carboxili-
co

19%
Alcool

23% Ester

Extragdao com etanol - P. setacea

8% 4% 20%

32%
B Terpenos ® Ester
m Alcool W Acido carboxilico
H Aldeido Cetona

Figura 27: Area percentual das fungdes quimicas identificadas em cada amostra.
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Passiflora alata

Os 20 compostos volateis, mais importantes, foram identificados no éleo da espécie P.

alata extraido a frio, a quente e com etanol e estdo separados por funcdo quimica de acordo

com a Tabela 8.

Tabela 8: Correlacdo entre os compostos identificados por ACP do 6leo de semente de maracuja P. alata
extraido a frio, a quente e com etanol.

Func¢do Quimica Identificacdo Area%no  Ordem crescente
processo de scores
Ester *(12) &cido 2 butandico etil éster 13,17 3°
*(11) 4cido 2 butandico metil éster 10,95 5°
*(20) acido acético etil éster 1,65 12°
*(15) é4cido butanoico 3 hidroxi etil 1,12 15°
éster
*(13) &cido butanoico 3 metil éster 4,39 7°
*(8) &cido butirico metil éster 0,22 21°
Aldeido *(7) 2 metil butanal 4,72 6°
*(6) 3 metil butanal 16,21 2°
*(2) acetaldeido 0,68 20
*(16) fenil acetaldeido 17,61 1°
*(1) hexanal 1,00 17°
*(4) isobutanal 1,25 13°
Alcool *(9) 3 metil 1 butanol 2,34 9°
*(10) 2 metil 1 butanol 0,83 18°
*(19) fenil etil alcool 0,54 19°
Ac. carboxilico *(5) acido acético 12,76 4°
Eter *(3) éter etilico 2,31 10°
Furano *(14) 2 (3H) diidro furanona 1,11 16°
Terpeno *(17) trans beta ocimene 3,75 8°
Hidrocarboneto *(18) dodecano 1,24 14°

*Qs numeros sdo correspondentes ao grafico da ACP da figura 31(b).

A Figura 28 apresenta um cromatograma obtido pela técnica HS-SPME-CG-EM de

uma amostra de extracdo por prensagem a frio do 6leo de semente de maracuja P.alata,

obtido neste estudo.
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Figura 28: Cromatograma de uma amostra de prensagem a frio do 6leo de semente de maracuja P. alata.

*Substancias caracteristicas do 6leo de semente de maracuja P. alata extraido por prensagem a frio e identificadas por CG-EM e IRL’s: 1) 4cido acético; 2) butanal; 3) 4cido
2-butanoico metil éster; 4) &cido butanoico; 5) etil hidroxi butirato; 6) trans beta ocimene.
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A Figura 29 apresenta a contribuicdo (em porcentagem) das principais funcgdes

quimicas das substancias identificadas para o perfil de volateis de todas as amostras

analisadas para o 6leo de semente de P. alata.

35% Ester

Prensagem a frio - P. alata

—— 4% Ac.

carboxili-
co
22% — Aldeido
Alcool
Prensagem a quente - P. alata
32% Terpenos <
Ester P 9% Acido
carboxili-
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27%
0,
,234' Aldeido
Alcool

15% Ester

23%
Alcool

46%
Aldeido

Extragao com etanol - P. alata
8%
Terpenos

8% Ac.
carbo-
xilico

Figura 29: Area percentual das funcdes quimicas identificadas em cada amostra.
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A teoria de SPME baseia-se no equilibrio da concentragdo do analito na amostra e na
fase extrativa. Logo ap06s a introducgéo da fibra, os analitos comegam a migrar da matriz para o
meio extrativo. Considera-se o final do processo, na maioria das vezes, 0 momento a partir do
qual o analito alcanca a concentragio de equilibrio de fases (DOREA et al., 2008).

A SPME no modo headspace envolve o equilibrio do analito em trés fases: a amostra
liquida (6leo), a fase gasosa sobre a amostra (headspace) e a fase extrativa (solido
adsorvente). ldealmente a matriz deve ser completamente homogénea e os analitos estaveis
nas fases envolvidas. A termodindmica se refere ao processo de parti¢do, caracteristico do
recobrimento da fibra com filme liquido polimérico. Por meio de equacBes matematicas
envolvendo balangco de massa entre a fibra, o headspace e a amostra, conclui-se que a
quantidade do analito coletado pela fibra no modo headspace, segue uma dependéncia linear
com a concentracgdo inicial do analito na amostra (VALENTE & AUGUSTO, 2000). Todavia
o coeficiente de particdo é diferente para cada analito presente na amostra e depende,
simultaneamente, da solubilidade e pressdo de vapor de cada um (SMITH et al., 2007).
Portanto, é necessario considerar a Lei de Henry e a Lei de Raoult. Se a temperatura é
mantida constante, a Lei de Henry enuncia que um gas dissolvido em uma matriz liquida é
diretamente proporcional a pressao parcial que o gas exerce sobre o liquido. A Lei de Raoult
por sua vez, considera que a pressdo de vapor da solucdo depende diretamente da fragdo
molar dos analitos no solvente. Desde que se conheca as constantes da Lei de Raoult e da Lei
de Henry para cada composto, pode-se estimar o coeficiente de particdo de cada analito.
(BRADY & HUMISTON, 1986).

As leis de Henry e Raoult sdo postuladas para solucbes ideais e as constantes
disponiveis sdo tabeladas para misturas em meio aquoso (meio polar). Portanto, quando o
solvente é um 6leo graxo, o transporte de massa para a fase vapor, favorece os compostos que

tem menos afinidade com o dleo, ou seja, 0s mais polares.

77



4.7.2 Andlise por componentes principais (ACP) das areas cromatograficas dos
compostos identificados por HS-SPME-CG-EM

A analise por componentes principais (ACP), que vem sendo utilizada nos altimos
anos para a avaliacdo estatistica de compostos de aromas, € uma andlise estatistica
multivariada, pertencente ao ramo da andlise fatorial, usada para reduzir a dimensionalidade
de dados para um pequeno numero de fatores ortogonais, de mais facil interpretacdo
(VANDEGINSTE, et al., 1998). Esta técnica ndo requer informacGes prévias para que as
amostras sejam classificadas, ja que o agrupamento tem como base a similaridade dos dados

extraidos pelos métodos fisico—quimicos de analise empregado experimentalmente.

Passiflora setacea

A anélise dos componentes principais (ACP) indicou diferenca significativa entre 0s
compostos volateis das amostras de 6leo de P. setacea submetidas a diferentes processos de
extracdo como ilustrado na Figura 30(a). Foram identificados 53 compostos volateis cujas
funcBes organicas variaram entre terpenos, ésteres, alcoois, aldeidos e cetonas. Destes, os de
maior importancia para a formacao do flavor (14), estdo representados na Figura 30(b).

Na Figura 30(a) é interessante notar a disposi¢do das varidveis ao longo de PC-1
(componente principal 1) que modela 68% das variaveis originais e PC-2 modela 21 % da
informagdo. As extragOes por prensagem a quente 1,2 e 3 se contrapdem as extracbes com
etanol 1,2 e 3. A extragdo com etanol apresenta maior peso, contribuindo para o valor de PC-
1, refletindo a maior variabilidade ao longo dos compostos volateis identificados. De fato esse
resultado é condizente, pois na extracdo com etanol encontrou-se um maior nimero de
compostos volateis que ndo coincidem com os da extracdo prensagem a frio e a quente.

Na Figura 30(b) mostra-se o grafico dos scores para as componentes principais PC-1 e
PC-2. Conforme pode ser observado, os compostos volateis de mesma funcao quimica tendem
a agrupar-se ocupando a mesma regido no grafico de scores. Enquanto os terpenos, compostos
volateis que tém mais predominédncia no aroma dos 6leos, estdo mais a direita do gréfico, os
demais compostos que também contribuem para o aroma estdo espalhados mais a esquerda.
Observa-se ainda que o terpeno linalol (15) (Figura (30b)) é predominante entre 0s compostos
identificados com um percentual de area total do cromatograma de 25,75 %, ocupando o
primeiro lugar na ordem crescente de scores. Acredita-se que o linalol apresentou o maior

peso contribuindo de forma mais significativa para o valor de PC-1.
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Figura 30(a): Separagdo das extracdes por prensagem a frio, a quente e extracdo com etanol do 6leo de semente
de maracuja P.setacea.
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Figura 30(b): Correlagdo de scores e variaveis originais do 6leo de semente de maracuja P. setacea.
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Passiflora alata

A ACP para os compostos volateis nos 6leos obtidos a partir das sementes de P. alata

indicou uma distingdo significativa tanto entre as amostras obtidas por prensagem a frio e a

quente quanto entre as amostras obtidas com etanol, como ilustrado na Figura 31(a). Foram

identificados 20 compostos volateis que estdo representados graficamente, Figura 31(b). As

fungdes organicas variaram entre: aldeidos, cetonas, &lcoois e terpenos.

(a)
0,2 -
Cold 2
: Cald 1 0,15 -
. 0,1 -
) Cold3
;,é 0,05 | Ethanol 3.
™ Ethanol 2
UI T T O T T T 1
o-04 -0,2 0,2 0,4 0.6
-0,05 -
01
Hot 1
o 0,15
Hot 2
02 -
PC-1(91%)

0.8

Figura 31(a): Separagdo das extracGes por prensagem a frio, a quente e extracdo com etanol do éleo de P. alata.
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Figura 31(b): Correlacdo de scores e variaveis originais do éleo de maracuja P. alata.
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Na Figura 31(a) observa-se que a disposicdo das varidveis ao longo de PC-1 modela
91% das variaveis originais. A segunda componente principal, PC-2, modela apenas 8% da
informacdo. As amostras obtidas por prensagem a quente se contrapdem aquelas obtidas com
etanol, mesmo comportamento observado nos resultados para a P. setacea.

A Figura 31(b) revela que os compostos volateis que mais contribuiram para a
formacdo do aroma do oOleo de P. alata, os ésteres e os aldeidos, encontram-se mais a
esquerda do gréfico. De fato, isso foi observado, pois 0s compostos volateis obtidos na
extracdo com etanol, pouco contribuiram para a formacao do aroma desse 6leo. Esse resultado
pode ser explicado pela prépria técnica de extracdo do 6leo com solvente. A exposicdo entre
65-70 °C, por 2 h sob agitacdo, deve ter contribuido para o inicio das reacdes de oxidagdo
lipidica e para a evaporacdo parcial do etanol. Possivelmente estes seriam os fatores
determinantes para explicar a baixa concentracdo de compostos volateis que contribuiriam
para a formacdo do flavor do 6leo de P. alata extraido com solvente. Todavia esta amostra foi
a que obteve melhor resultado de capacidade antioxidante comparado com o 6leo da mesma
espécie extraido por prensagem a frio e a quente. SupBe-se que a maior capacidade
antioxidante inibiu a total oxidacdo lipidica, uma vez que foi observada a presenca de
compostos volateis aromaticos, mesmo com pequenos valores percentuais de area, que
participam do flavor no 6leo de P. alata.

Observa-se ainda que o fenil acetaldeido (16) (Figura 31(b)), contribuiu para 0 maior
peso do valor de PC-1 (91 %). Esse composto volatil é predominante entre 0s outros
encontrados uma vez que o valor total de percentual de area no cromatograma foi de 17,61 %,
superando os demais na ordem crescente de scores. Embora a maior concentracdo de fenil
acetaldeido seja dominante, ndo significa que esse composto quimico foi o que mais
contribuiu para a formacdo do flavor do 6leo de P. alata. Como se observa a maioria dos
compostos € de natureza oxidativa, entretanto aqueles compostos aromaticos que exprimem
um maior valor no flavor do dleo continuam sendo os ésteres e terpenos, mesmo em pequenas
concentragoes.

Como ja reportado na literatura (RIBEIRO et al, 2010) o perfil de volateis dos éleos de
semente de maracuja tem correlagdo com a composicdo quimica das amostras uma vez que 0s
acidos graxos poli-insaturados séo, em geral, 0s principais precursores destes compostos e sua
abundancia tem um impacto significativo nas reagdes de oxidacdo ou de hidrdlise que

resultam em compostos com elevada pressdo de vapor.
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A identificagdo de compostos volateis nos 6leos vegetais de sementes sdo complexas e
dificeis de identificar sua origem. O composto volatil pode ser oriundo da decomposicao do
6leo ou mesmo da polpa que fica aderida a semente. Foram identificadas trés possiveis rotas
distintas para geracdo de compostos volateis: (1) B oxidagdo de acidos graxos, (2) oxidagdo
enzimatica do &cido linoleico e do &cido linolénico, (3) presenca de glicosideos precursores.
Todos os produtos dessas rotas podem gerar compostos aromaticos de grande impacto nos

6leos de semente de maracuja.

4.8 Poder calorifico das tortas residuais

Os resultados obtidos a partir da analise do poder calorifico das tortas
desengorduradas, residuos da extracdo por prensagem a frio e a quente foi de 21276,33 +
157,22 KJ.Kg™. Esses valores sdo semelhantes aos reportados para residuos da industria
agricola (VIEIRA, 2012). Nesse caso, os valores de 20440,30 KJ.Kg™ e 18972,60 KJ.Kg™
foram obtidos para casca de castanhas e para o sabugo de milho, respectivamente. Por sua
vez, 0 valor da energia residual da biomassa da semente de maracuja desengordurada foi bem
superior ao valor registrado para o bagaco de cana, cerca de 8903,40 KJ.Kg™.

Os resultados encontrados para poder calorifico das tortas de extragdo por prensagem
indicam o potencial destas para geracdo de energia na propria usina. Durante a extracdo por
prensagem o residuo ja em forma de pellets, facilita a logistica de armazenamento e/ou
transporte, 0 que pode vir a ser uma grande vantagem se comparado com o0s bagacos de frutas

da industria de sucos.
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V — CONCLUSOES

O 6leo de P. setacea apresentou maior capacidade antioxidante e maior periodo de
inducdo quanto comparado com o 6leo de P. alata. Por sua vez, os 6leos extraidos com etanol
apresentaram capacidade antioxidante superiores aos Oleos prensados e semelhantes aos
valores reportados para 6leos nobres.

O perfil de &cidos graxos de ambos os 6leos de semente de maracuja foram similares.
Entretanto, a presenca do acido estearico, mesmo em pequenas proporc¢des, na semente do
maracuja da espécie P. setacea e P.alata os qualificam para uso na elaboragdo de substitutos
de gorduras vegetais.

A andlise estatistica por componentes principais contribuiu tanto para o
reconhecimento de padrdes quanto para ilustrar a relacdo entre 0s compostos volateis e suas
concentragOes relativas. Os compostos aromaticos obtidos em ambos 0s dleos apresentaram
semelhanca com os compostos de aroma das polpas de maracuja das respectivas espécies.

O processo de extracdo teve um impacto significativo na formacdo dos aromas, tanto
para P. setacea quanto para P. alata.

No oleo de P. setacea foram identificados mais compostos volateis de impacto, em
especial aqueles com notas florais, do que no éleo de P. alata, o que torna a variedade P.
setacea de maior interesse para o setor de aroma natural.

O perfil de volateis dos o6leos tem uma correlagdo com a composi¢cdo em acidos
graxos, em geral principais precursores destes compostos em matrizes lipidicas
Sugestodes

Para facilitar a completa difusdo e a solubilizacdo do 6leo no processo de extracdo
com etanol, sugere-se o uso de enzimas hidroliticas com objetivo de remover a membrana
celular que fica aderida a semente.

Microencapsulamento para concentrar e preservar 0s compostos volateis.

Realizar procedimento de analise sensorial com provadores treinados.
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VIl - ANEXO

ANEXO A - Curva de calibracéo

Curva Padrao
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ANEXO B — Curva para calculo de ECsg
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ANEXO C - Extracéo com prensagem a frio 2 — P. setacea.

Abundance " TIC: Maracuja setacea frio 2.0'data.ms
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a frio (2° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — &cido graxo: 6420min — C16:0 (&c. palmitico); 10011min — C18:0 (4c. estedrico);
10103min — C18:1(9) (&c. oleico); 10974min — C18:2(9,12) (ac. linoleico); 12111min — C18:3(9,12,15) (&c.
linolénico).
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ANEXO D - Extracédo com presnsagem a frio 3 — P. setacea

Abundance TIC: Maracuja setacea frio 3. Ddata.ms
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a frio (3° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — &cido graxo: 6421min — C16:0 (&c. palmitico); 9579min — C18:0 (&c. esteérico);
10016min — C18:1(9) (4c. oleico); 10983min — C18:2(9,12) (4c. linoleico); 12111min — C18:3(9,12,15) (&c.
linolénico).

98



ANEXO E - Extragdo com prensagem a quente 1 — P. setacea.

Abundance THC: Maracuja setacea quente 1.00datams
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a quente (1° ensaio).

Tempo de reten¢do (min) — acido graxo: 4179min — C14:0 (ac. miristico); 6453min — C16:0 (&c. palmitico);
9639min — C18:0 (ac. estearico); 10096min — C18:1(9) (&c. oleico); 11133min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12142min — C18:3(9,12,15) (4c. linolénico).
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ANEXO F - Extragdo com prensagem a quente 2 — P. setacea.

Abundance TIC: Maracuja sefacea quente 2. Didata ms
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a quente (2° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 6412min — C16:0 (ac. palmitico); 9572min — C18:0 (ac. estedrico);
10000min — C18:1(9) (&c. oleico); 10952min — C18:2(9,12) (ac. linoleico); 12107min — C18:3(9,12,15) (&c.
linolénico).
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ANEXO G - Extragdo com prensagem a quente 3 — P. setacea.

Abundance
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos &cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a quente (3° ensaio).
Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 6393min — C16:0 (ac. palmitico); 9553min — C18:0 (ac. estedrico);
9954min — C18:1(9) (&c. oleico); 10852min — C18:2(9,12) (ac. linoleico).
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ANEXO H - Extragéo com etanol 2 — P. setacea.

Abundance TIC: Maracuja cetacea etanol 2.0Vdatams
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos acidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a quente (2° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 6408min — C16:0 (ac. palmitico); 9567min — C18:0 (ac. estedrico);
9993min — C18:1(9) (&c. oleico); 10942min — C18:2(9,12) (&c. linoleico); 12105min — C18:3(9,12,15) (Ac.
linolénico).
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ANEXO | - Extracao com etanol 3 — P. setacea.

Anzmme 10.b50 TIC: Maracuja cetacea etanel 3.0Vdata.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos acidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. setacea extraido
por prensagem a quente (3° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 6413min — C16:0 (ac. palmitico); 9571min — C18:0 (ac. estedrico);
10004min — C18:1(9) (ac. oleico); 10959min — C18:2(9,12) (ac. linoleico); 12103min — C18:3(9,12,15) (ac.
linolénico).
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ANEXO J - Extragao com prensagem a frio 1 — P. alata.

Abundance TIC: Maracuja alata fiio 1.00data.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos acidos graxos do 0leo de semente de maracuja P. alata extraido
por prensagem a frio (1° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 4177min — C14:0 (ac. miristico); 6427min — C16:0 (&c. palmitico);
9572min — C18:0 (ac. estearico); 9998min — C18:1(9) (ac. oleico); 10974min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12108min — C18:3(9,12,15) (ac.linolénico).
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ANEXO K - Extragdo com prensagem a frio 2 — P. alata.

Abundance TIC: Maracuja alata frio 2.DVdata.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos acidos graxos do 0leo de semente de maracuja P. alata extraido
por prensagem a frio (2° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 4179min — C14:0 (ac. miristico); 6461min — C16:0 (&c. palmitico);
9608min — C18:0 (ac. estearico); 10054min — C18:1(9) (&c. oleico); 11091min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12132min — C18:3(9,12,15) (ac.linolénico).
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ANEXO L - Extragdo com prensagem a frio 3 — P. alata.

— - — "
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos acidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. alata extraido
por prensagem a frio (3° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 4175min — C14:0 (4c. miristico); 6412min — C16:0 (4c. palmitico);
9560min — C18:0 (&c. estedrico); 9976min — C18:1(9) (&c. oleico); 10926min — C18:2(9,12) (4c. linoleico);
12102min — C18:3(9,12,15) (ac.linolénico).
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ANEXO M - Extragdo com prensagem a quente 2 — P. alata.

Abundance TIC: Maracuja alata quente 2 DMdata.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos acidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. alata extraido
por prensagem a quente (2° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — &cido graxo: 4176min — C14:0 (&c. miristico); 6423min — C16:0 (&c. palmitico);
9570min — C18:0 (ac. esteérico); 9998min — C18:1(9) (4c. oleico); 10969min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12105min — C18:3(9,12,15) (&c.linolénico).
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ANEXO N - Extracdo com prensagem a quente 3 — P. alata.

Abundance 10.b7 TIC: Maracuja alata quente 3. 0Mdata.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos acidos graxos do 0leo de semente de maracuja P. alata extraido
por prensagem a quente (3° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 4176min — C14:0 (ac. miristico); 6427min — C16:0 (&c. palmitico);
9574min — C18:0 (&c. esteérico); 10004min — C18:1(9) (&c. oleico); 10979min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12107min — C18:3(9,12,15) (ac.linolénico).
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ANEXO O - Extragéo com etanol 1 - P. alata.

AD.W TIC: Maracuja alata etanol 1.0Vdata.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos é&cidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. alata extraido
com etanol (1° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — &cido graxo: 4176min — C14:0 (&c. miristico); 6396min — C16:0 (&c. palmitico);
9552min — C18:0 (&c. estedrico); 9959min — C18:1(9) (ac. oleico).
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ANEXO P - Extracdo com etanol 2 — P. alata.

Abundance TIC: Maracuja alata etanol 2 D'data.ms
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Legenda: Cromatograma de identificacdo dos acidos graxos do 6leo de semente de maracuja P. alata extraido
com etanol (2° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — &cido graxo: 4185min — C14:0 (&c. miristico); 6520min — C16:0 (&c. palmitico);
9791min — C18:0 (Ac. estearico); 10211min — C18:1(9) (4c. oleico); 11116min — C18:2(9,12) (ac. linoleico);
12209min — C18:3(9,12,15) (ac.linolénico).
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ANEXO Q - Extragéo com etanol 3 - P. alata.

Abundance o TIC: Maracuja alata etanol 3.0'data.ms
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Legenda: Cromatograma de identificagdo dos acidos graxos do 0leo de semente de maracuja P. alata extraido
com etanol (3° ensaio).

Tempo de retencdo (min) — acido graxo: 4175min — C14:0 (ac. miristico); 6414min — C16:0 (&c. palmitico);
9563min — C18:0 (&c. estedrico); 9982min — C18:1(9) (&c. oleico); 10937min — C18:2(9,12) (&c. linoleico);
12099min — C18:3(9,12,15) (ac.linolénico).

111



