UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

CAMILO BARROSO TEIXEIRA

ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DO PRE TRATAMENTO TERMICO OU
ENZIMATICO PARA EXTRACAO AQUOSA E PROPRIEDADES DO OLEO DE
PALMA (Elaeis guineensis)

BELEM/PA
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DO PRE TRATAMENTO TERMICO OU
ENZIMATICO PARA EXTRACAO AQUOSA E PROPRIEDADES DO OLEO DE
PALMA (Elaeis guineensis)

CAMILO BARROSO TEIXEIRA

(Engenheiro de Alimentos)

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pds-graduagédo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal do Para
como requisito parcial para
obtencdo do titulo de mestre em
ciéncia e tecnologia de alimentos.

Prof. Dr. ANTONIO MANOEL DA CRUZ RODRIGUES (Orientador/UFPA)
Profa. Dra. GABRIELA ALVES MACEDO (Co-orientadora/UNICAMP)

BELEM/PA 2011



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
Biblioteca do Programa de Pds-Graduaciio em Engenharia Quimica

Teixeira, Camilo Barroso

Estudo comparativo dos efeitos do pré tratamento térmico ou
enzimatico para extragdo aquosa e propriedades do éleo de palma (
Elaeis guineensis) / Camilo Barroso Teixeira; orientador, Antonio
Manoel da Cruz Rodrigues e Gabriela Alves Macedo ._ Belém - 2011

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Para. Instituto
de Tecnologia. Programa de Pds-Graduagédo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, 2011

1. Oleo de palma- extragdo 2. Enzimas 3 .Antioxidantes  |.
Titulo

CDD 22.ed. 660.28424




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Manoel da Cruz Rodrigues

(FEA/ITEC/ UFPA - Orientador)

Profa Dra. Gabriela Alves Macedo

(DCA / FEA / UNICAMP — Co-orientadora)

Prof. Dr. Sylvain Henri Darnet

(ICB / UFPA — Membro)

Dra. Juliana Alves Macedo

(Pos-doc Universidade Sao Francisco/USF)

Prof.Dr. Hamilton Mendes de Figueiredo

(FEA/ITEC/UFPA)



O equilibrio e o sinergismo sustentam a
Natureza e consequentemente a vida.

Camilo Barroso Teixeira



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pela sensatez e maturidade na tomada de decisdes e

nos momentos de superacao.
Aos meus pais pela confianga, apoio moral e amor incondicional.

A minha irma por ser a melhor do mundo e ao meu sobrinho (Pedrinho) por

existir na minha vida. Ao pai dele (Jodo Elbio) pela amizade que virou familia.

Ao prof. Anténio e a prof?. Luiza pelo apoio, confianga, além da paciéncia

comigo, experiéncia profissional e dedicagao.

A prof® Gabriela pela compreenséo, confianca, paciéncia, dedicacdo e por me

aguentar por tanto tempo.

A Juliana Macedo, ao prof.Sylvain, ao prof. Hamilton e ao prof. Jesus pelas

corregdes e sugestdes que ajudaram a melhorar o trabalho.

A todos do LAMEFI: Cecilia, Daniele, Erica, Josilene, Julio, Lidiane, Milena,

Rafaela, Rafael, Rafaele e Rebeca.

A todos do laboratério de Bioquimica do DCA: Ana Luiza, Bia, Dani Branta,
Evandro, Fabiano, Fran, Haroldo, Joelise, Ju Macedo, Marcela, Marcio, Paty

Schons, Paulinha, Pri Becker, Pri Hoffman, Roberta, Ruann, Val, Vivi e Zé.

A todos da minha casa em Belém: Fernando, Fabricio, Graci, Diene, Jussara,

Fernando (urso) e Manu.

A todos de onde morei em Campinas: Ademilde, Yvana, Ramon, Mariana e

Paulo.
A Capes pela concessao de bolsa.

A AGROPALMA pela doacdo de matéria-prima e pela analise de AGL, cor e

Rancimat.
Ao CNPQ pelo projeto de parceria entre as universidades.
A todos os professores que fizeram parte da minha formacgao.

A todos que participaram de forma indireta ou direta na execugao do projeto.



Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:
Figura 10
Figura 11

Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:
Figura 17:
Figura 18:
Figura 19:
Figura 20:
Figura 21:
Figura 22:
Figura 23:
Figura 24:
Figura 25:

Figura 26

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica do Triacilglicerol............cccooooiiiiiiiiiiii e 20
Estrutura quimica dos acidos oléico e linoleiCo............cccceeeeeevveeennnnn.... 21
Alguns exemplos de carotenos e xantofilas ...........ccccccviiiiiiiiii, 24
Estrutura de tocoferdis e tocotriendis ..........ccceeeeiiiiiiiiiii e 25
Estruturas de acdios fendlicos: 1) galico 2) caféico 3) ferrulico.............. 27
Modelo da estrutura da parede celular vegetal de frutos ...................... 33
Representacéo estrutural da atividade de celulase .........cccccccccccoenneiii. 35
Formacé&o de celotriose e celotetraose ..........ccccooveiiii 36
Representacgao estrutural da hidrolise da pectina ..........ccccccceeieeieienenn. 36
: Hidrélise do acido tanico pela Tanase ........cccccvvvveeiviiiiiiinieeeeeeiie e 38
: Hidrélise da Epigalocatequina Galato por Tanase .........cccccevvveveeveennnees 39
Fluxograma dos experimentos dos processos de extracao................. 41
Fluxograma da producgao de Tanase por Paecilomyces variofii........... 44
Superficie de resposta e curva de contorno para tratamento térmico..58
Relagao entre valores experimentais e os preditos ...........ccccceeeeeeenen.n. 59
Superficie de resposta para Diluicdo com concentracdo de Enzima . .66
Superficie de resposta para pH e concentragdo de enzima................ 67
Superficie de resposta para pH e Diluicdo no Rendimento de dleo.....68
Relagao entre pontos preditos e experimentais.............cccceeevvviveeeenes 68
Ajuste dO MOAEIO LOG.......couuueiiiie e 72
Ajuste do modelo Pseudo-segunda ordem ..........cccoeeeevvviiiiiiiineeeinnnnnn. 72
Correlagao entre Fendis Totais e DPPH fragao hidrofilica................... 81
Correlagao entre Fendis Totais e DPPH hidrofilico sem Tanase......... 82
Correlagao entre carotenos totais e DPPH fragao total dleo................ 83
Correlagao entre carotenos totais e DPPH fragao lipofilica.................. 83
: Correlagao entre carotenos totais e DPPH da fragéo hidrofilica.......... 84



Figura 27: Correlacdo entre Tocoferoéis Totais e Estabilidade Oxidativa............... 87
Figura 28: Correlacdo entre carotenos totais e estabilidade oxidativa.................. 88
Figura 29: Correlagao entre acidos graxos livres e relacao oleico/linoleico.......... 91
Figura 30: Correlagao entre relagéo oleico/linoleico e DPPH fragao lipofilica....... 91

Figura 31: Regress&o multipla entre Carotendides e Tocoferois .............ccceeeeeeee 93



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Nomenclatura e ponto de fusdo dos acidos graxos........ccccceeeeeeeeeeenene. 22
Tabela 2: Composicao centesimal do fruto de palma..............coooeviiiiiiiiiceeennnnn. 29
Tabela 3: Composicdo em Acidos Graxos do Oleo de Palma..........ccccocveveeenn.... 29
Tabela 4: Componentes insaponificaveis do 6leo de palma.........cccccceevvvvvveevnnnnnn. 30
Tabela 5: Caracteristicas Oleo de Palma...............cccooveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
Tabela 6: Gordura solida (%) para o 6leo de palma refinado............ccccceeeeeeeee. 32
Tabela 7: Niveis das variaveis do DCCR para tratamento térmico....................... 43
Tabela 8: Niveis das variaveis do DCCR para tratamento enzimatico.................. 49
Tabela 9: Matriz Experimental para processo térmico do éleo de palma.............. 56
Tabela 10: Coeficientes de regresséo para 0 processo térmico..........ccccceeeeunnnn.n. 56
Tabela 11: Analise de varidncia para processo t&rmiCo............coeeveeeeiuuiieeeeeeennnnnn. 57
Tabela 12: Valores de média para extragao de 6leo em diferentes pH................. 61
Tabela 13: Atividade enzimatica dos extrato bruto e comercial..............cccccceeeee. 62
Tabela 14: Matriz DCCR para tratamento enzimatico...............cccooeeeeiieiiiiininienen. 63
Tabela 15: Coeficientes de regressao para modelo do processo enzimatico....... 64
Tabela 16: Analise de variancia para pré-tratamento enzimatico.......................... 65
Tabela 17: Validacao experimental do modelo polinomial..............ccoovveeieeninnnnn.... 69
Tabela 18: Efeito da Tanase no rendimento de extragdo de 6leo de palma......... 70
Tabela 19: Parametros cinéticos dos ajustes dos modelos matematicos............. 73
Tabela 20: Resultados para Fendis Totais no 6leo e efluentes dos processos....75
Tabela 21: Teor de carotenos totais presente nas amostras de dleo.................... 77
Tabela 22: Concentracio de tocoferdis totais presentes no 6leo das amostras.. .78
Tabela 23: DPPH das fragdes hidrofilica, lipofilica e total das amostras de 6leo..80
Tabela 24: Analises de cor, acidos graxos livres e estabilidade oxidativa............ 86
Tabela 25: Perfil de acidos graxos das amostras de éleo de palma..................... 89
Tabela 26: Relacao das concentragdes de acido oleico e linoleico....................... 90



Tabela 27: Valores dos coeficientes para Regresséo Multipla............cccceeeeeeeennn.

Tabela 28: Analise de variéncia para regressdo multipla



SUMARIO

RESUMO........eeeeiennnnnnennnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnnnnnsnnnnnnnsnnnnnnnnnnnnnnnssssssssnnnnnnssssssnnnnsnnn 13
= 2 I O P 15
1 INTRODUGAO..........coeirererireeseseesesessessssessssssssssessssesssssssessssssssnssssssssssssssssssssennn s 16
2 OBUJETIVO GERAL........c e ciecrcsmme s s e s s s s s sssmms s s s s s smmn s s e e s s s s s s s s e e e nn e s 18
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coo oottt 18
3 REVISAO DA LITERATURA . ......couiirceriicectseesessesssssssssssesss s ssessssssssssssssssssan s e os 19
3.1 OLEOS VEGETAIS ..ottt e e 19
3.2 CAROTENOIDES........cooeiecteeeeeeeeeeee ettt ne e e 23
3.3 TOCOFEROIS E TOCOTRIENOIS.......ccooveeeeeieeeeeeeee e 25
B4 POLIFENOIS. ...ttt ettt n e n e e 27
3.5 OLEO DE PALMA . ...ttt 28
3.6 COMPOSICAO CELULAR VEGETAL......coeoieeeeeeeeceeeeeeee e, 32
3.7 EXTRACAO ENZIMATICA DE OLEOS VEGETAIS.....cooviieeeeeeeeeeee e, 34
4 MATERIAIS E METODOS..........coetiueirneseensseeesssessssssessssssessssssssssssssssssesssssssssssss s as 40
4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS ... ..o 40
A2 METODOS. ...ttt ettt e et 41
4.2.1 Processo de Extragdao Aquosa do Oleo de Palma...........cceeeeuerueinrennens 41
4.2 1.1 ESEOVILIZACAO. ... 42
42,12 THIHUPAQAO. ...ttt 42
4.2.2 ProcesSO TEIMICO......ccuuiiiiiiiiiiineirrr s ssssssss s ssss s s n s snnnnnes 42
4.2.2.1 Delineamento Composto Central Rotacional para Processo Térmico............. 42

4.2.3 Produgao do Extrato Enzimatico Bruto de Tanase por Paecilomyces
17 L o {1 44
4.2.3.1 MICFOVGANISTNO. ........ooocueeeeiiee et e e et e e e et e e e e nnneaeeeeenes 44
G.2.3.2 PPE-TNOCULO. .......cc.ooeeeieieeeie ettt e e e aaaae e e e 45
4.2.3.3 Processo Fermentativo em Estado SOlido..................cccoccovveviciiiniineiaiiiinnnnn. 45
G234 EXIFACAO. ... 45
4.2.3.5 LIOSIIZAGQAO. ..ot et e e e e aaaae e 46
4.2.4 Atividade Enzimatica...........ccccvvvvemmriiniimnn s 46
4.2.4.1 Poligalacturonase (PG)...........ccccccoueeeiueemiieieeiie e 47
4.2.4.2 CarboxXimetilcelULASe. ...................ccccueevuieiiiieeiiieeiee e 47
B.2.4.3 TANASE. ...ttt e e et e e e et 47
4.2.5 Tratamento ENZimatico.........cccvvmriiiiiiminiincnr s 48
4.2.6 Extracao com solvente...........ooooiiiiiiiiiiiicciin 50
T S0 (0% 1 - Tod (=] 4 2= o Lo J PRSP 50
4.2.7.1 Umidade do 6leo (Karl FiSCRET).............ccc.ccoceeveuiieiiiiiaiiieaiieeeiie e 50

4.2.7.2 Umidade da Polpa de Dendé.....................c.cccoccurouiniiiiniiiniiiiiiiniiie e 50



4.2.7.3 Acidos Graxos Livies Ca 5Q-40..........ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51

4.2.7.4 Perfil de acidos graxos (Cromatografia GasoSQ@) ..............ccc.cccccueeeeeueeeennneann. 51
4.2.7.5 Estabilidade OXidativa ................ccc..ccooeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeccieeeeaaa e 51
4.2.7.6 COF (CCI3€-92)..ceiiiieiieieeeeeee et 52
4.2.8 Compostos AntioXidantes.........cccccccummmmmnnnnnnnnnnnnnnsnnnnsnn s 52
4.2.8.1 Carotenoides TOUALS .................ccccueeeeeiiueeieeiiiee e 52
G.2.8.2 TOCOSCFOLS ..ottt e et e e e e asaaaeeens 52
4.2.8.3 EXIrACAO de FEROIS................ooooeeeiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeeiie e 53
4.2.8.4 FENOUS TOLALS ........oooceeeeeeeeeeeeee et 53
4.2.9 Capacidade Antioxidativa..........ccccocmrmrririisissssmmrrrre s eeeees 54
4.2.9.1 MEtOAO DPPH ..........c..cooveieieieieeieeeiee et 54
4.2.10 Analise estatistiCa..........cccccrrrrriiiiiiccirrr e 54

5 RESULTADOS E DISCUSSOES.........ccoeceeerirereressesssessesessessssssssssssssssssssssssssssesees 55
5.1 AVALIACAO DO TRATAMENTO TERMICO.......ccooviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeen 55
5.1.1 Influéncia do Potencial Hidrogeniénico no Tratamento Térmico........ 60
5.2 AVALIACAO DO TRATAMENTO ENZIMATICO......cooviiieeieeeeeeeeeeeeeeee 61
5.2.1 Atividade enzimatica ..........cccciiiiiiiiiiiii s 61
5.2.2 Planejamento Experimental...........cccoovmmmiiiiiincciiseree e 62
5.2.3 Validagao Experimental do Modelo............cccovvmmmmmiiiiinnininnnnnnnn 69
5.2.4 Efeito da Tanase no Rendimento de Extragao de Oleo............ccceevnnenen. 70
5.2.5 Cinética de Extragao Enzimatica........ccccceemmmmmmmmmmmmmmmmmmnnciinirrseennsssseeeeenns 71
5.3 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES......coiii it 75
ES I TR I =Y Lo T =T I e - | 75
5.3.2 CarotenOides .........cccciiiiiiiiniiiinnrrrsrr 76

£ TR T o Yo o3 =T o =S 78
5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)...cccoiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeee 79
5.4.1 Correlagao entre Fendis Totais e DPPH...........cccorrrrcrrccrcccce, 81
5.4.2 Correlagao entre Carotendides Totais e DPPH............ccccoieeeeeciiiireeee. 82
5.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA.........cooeieeeeeeeeeeeeeee e 85
5.5.1 Cor, Acidez e Estabilidade oxidativa............ccceerrmeiiimeiiinnsiineeinreseneennnes 85
5.5.2 Perfil de ACIOS GraXos........coouveeeruereeerueseesssesessssessssssessssesssssssssessessesssssns 89
5.6 REGRESSAO MULTIPLA.......ooteitee ettt n e 92
6 CONCLUSOES.........ooeeeeecrctreene e sse e e sss e sse s ese s sas e sae s s e sae e ssesasassnssnns e o 95

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cccoenieeecccnenesesesesssesesesessssssssssssssssssses e s 96



RESUMO

No presente estudo o processo aquoso de extragdo de 6leo de palma (Elaeis
guineensis) utilizando pré-tratamento térmico ou enzimatico foi avaliado para
rendimento de extragdo por centrifugacao e propriedades antioxidantes do d6leo. As
enzimas empregadas para o pré-tratamento foram pectinase e celulase comerciais e
tanase produzida por Paecilomyces variotii proveniente do Laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) foi aplicado para os dois processos sendo que para o térmico utilizadas
duas variaveis independentes: tempo de centrifugagcdo e relacdo agua/amostra
(Diluicdo), mantendo-se fixa a temperatura em 95°C durante 1 hora. Para processo
enzimatico utilizando Pectinase, Celulase e Tanase, as variaveis independentes
foram pH, concentragcdo enzimatica (% UA/p) e relagéo solugado enzimatica:amostra
(Diluicao) mantendo fixa a temperatura em 50°C durante 1 hora. Para os dois
processos a variavel resposta foi rendimento de extracdo de 6leo. O teor total de
lipideos da polpa de dendé foi determinado por extragdo com solvente com valor de
70,91% em base seca. Os resultados do DCCR para processo térmico indicaram a
Diluigdo como variavel mais significativa exercendo efeito negativo para rendimento
de extracido que resultou em cerca de 58% do teor total de lipideos. Para processo
enzimatico, pH foi a variavel mais significativa, de acordo com a atividade das
enzimas Pectinase, Celulase e Tanase. Os rendimentos maximos alcangados foram
entre 90 e 93% do teor total de lipideos da polpa sendo alcangado nas condigbes de
processo (4,7% Enzima, pH 4 e Diluicdo = 2x V/m) em 30 minutos de incubagéo. O
fruto de dendé apresentou concentragao de fendis totais de 1222,87 + 89,58 ug de
equivalente acido galico (W gEAG/g) em polpa seca de dendé. O d6leo da amostra
extraido com o extrato de Tanase apresentou maior resultado de fendis totais
adsorvidos com valor de 26,43+0,58 (MQEAG/g Oleo) e seu respectivo efluente
(428,97+9,55 ygEAG/mL). A amostra extraida apenas com extrato de Tanase
apresentou concentracao de 346,76 ppm de Carotendides Totais sendo 154% maior
que a amostra Controle. Para fracdo total do d6leo, a amostra extraida com
pectinase, celulase e tanase apresentou maior atividade antioxidante (854,1+18

umol Trolox/g 6leo). No entanto, os resultados de atividade antioxidante e



estabilidade oxidativa n&o tiveram relacéo direta entre si. O tratamento enzimatico foi

significativo para atividade antioxidante mas n&o para estabilidade oxidativa

Palavras-chave: Oleo de Palma, Extracdo Enzimatica de Oleo, Tanase, Polifendis.



ABSTRACT

In the present study the aqueous extraction process of palm oil (Elaeis guineensis)
using thermal or enzymatic treatment was evaluated for extraction vyield by
centrifugation and the antioxidant properties of the oil. The enzymes used for
pretreatment were commercial pectinase and cellulase and tannase produced by
Paecilomyces variotii from the Laboratory of Biochemistry, College of Food
Engineering (FEA), State University of Campinas (UNICAMP). Central Composite
Design (CCD) was applied for the two cases, in the thermal process two independent
variables: centrifugation time and solution/sample ratio (Dilution) and keeping the
temperature fixed at 95 °C for 1 hour. For enzymatic process using Pectinase,
Cellulase and Tannase, independent variables were pH, enzyme concentration (%
AU / p) and enzyme solution: sample ratio (Dilution) keeping the temperature fixed at
50 °C for 1 hour. In both processes the response variable was oil yield extraction.
The total lipid content of palm oil pulp was determined by solvent extraction with a
value of 70.91% on dry basis. The results of the CCD for thermal process indicated
that the Dilution was the most significant variable and exerted negative effect on
extraction yield which resulted in approximately 58% of the total content of lipids. For
enzymatic process, pH was the most significant, according to enzymatic activity of
Pectinase, Cellulase and Tannase. The maximum yields obtained were between 90
and 93% of the total lipid content of the pulp being achieved in the process conditions
(4.7% enzyme, pH 4 and Dilution = 2x V / m) in 30 minutes of incubation. The palm
oil fruit showed concentrations of total phenols 1222.87 + 89.58 ug of gallic acid
equivalent (ug GAE / g) of dried palm oil pulp. The oil extracted from the sample with
Tannase's extract showed higher total phenol adsorbed with 26.43 +0.58 ug GAE / g
oil and it respective effluent (428.97 +9.55 ug GAE / mL). The sample extracted only
with extract of tannase showed concentration of 346.76 ppm total carotenoids which
was 154% higher than the control sample. For the total oil fraction, the extracted
sample with pectinase, cellulase and tannase showed higher antioxidant activity
(854.1 + 18 umol Trolox / g oil). However, the results of antioxidant activity and
oxidative stability had no direct relationship between them. The enzyme treatment

was significant for antioxidant activity but not for oxidative stability.

Keywords: Palm Oil, Enzymatic Extraction of oil Tannase, polyphenols.
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1 INTRODUGAO

Oleos vegetais representam uma fonte importante de nutrientes como os
acidos graxos essenciais e compostos funcionais como fitoesterdis, vitaminas
lipossoluveis, carotendides e polifendis. Além disso, atribuem caracteristicas de
sabor, aroma e textura aos alimentos e s&o as maiores fontes de energia entre as
substancias alimentares. Oleos vegetais podem também ser usados na industria de
alimentos para fabricagdo de Oleos de fritura, 6leos de salada, margarinas,
manteigas, maioneses e cremes vegetais. Também sao usados como mateéria prima
para obtengdo de biocombustiveis, cosmeéticos, sabonetes, detergentes,

medicamentos e lubrificantes.

Oleos e gorduras conferem consisténcia e caracteristicas de fusdo especificas
aos produtos que os contém, atuam como meio de transferéncia de calor durante o
processo de fritura e como carreadores de vitaminas lipossoluveis e aromas (GOH,
1994). Além disso, os lipidios afetam a estrutura, a estabilidade, o sabor, o aroma, a
qualidade de estocagem e as caracteristicas sensoriais e visuais dos alimentos
(O’BRIEN, 1998)

O fruto do dendé produz dois tipos de 6leo: 6leo de dendé ou de palma (palm
oil, como é conhecido no mercado internacional), extraido da parte externa do fruto,
0 mesocarpo; € 6leo de palmiste (palm kernel oil), extraido da semente, similar ao
Oleo de coco e de babagu. (EMBRAPA, 2009).

Os processos de extragcdo de 6leos vegetais mais utilizados s&do: prensagem e
extracao por solvente ou a combinagao dos dois. O método mais adequado depende
da quantidade de 6leo presente na semente, a quantidade de o6leo que pode
remanescer na torta, quantidade de proteina desnaturada permitida na torta, capital
de investimento disponivel e como as leis ambientais restringem a emissdo de
compostos organicos (O'BRIEN, 2004).

A Enzimologia industrial € um importante ramo da Biotecnologia. Processos
enzimaticos permitem a transformacéo de produtos naturais em produtos acabados.
As enzimas oferecem caminhos alternativos para se conseguir produtos previamente

obtidos a partir de processos quimicos convencionais (TURATTI, 1999). Esses
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processos biotecnoldgicos sdo considerados como processos verdes (limpos) por
causarem menor impacto ambiental, além disso, diminuem o consumo de energia e

obtém produtos de melhor qualidade.

A utilizacdo de tecnologia enzimatica na extragdo de Oleos se baseia no
mecanismo de hidrélise da parede celular vegetal e de compostos de alto peso
molecular como proteinas, polifendis e polissacarideos que envolvem o 6leo com o
objetivo de facilitar a dissolucéo e extragdo. O uso de enzimas na extracao de 6leos
vegetais foi pesquisado intensamente nas ultimas décadas e foi aplicado para

oleaginosas de interesse comercial.

Ao favorecer as extragcado do 6leo dos tecidos vegetais, compostos de interesse
tais como polifenois, tocoferdis e carotendides podem ser adsorvidos e incorporados
ao 6leo com ganho de valor em fungcado de propriedades funcionais e estabilidade

oxidativa, tais como ocorrem no processo de extragao do oleo de oliva por exemplo.
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OBJETIVO GERAL.:

Avaliar a aplicacdo de enzimas de maceragdo comerciais (pectinase e

celulase) e tanase microbiana ndo comercial no processo aquoso de extragdo por

centrifugacédo do d6leo de palma (Elaeis guineensis) para verificagdo de rendimento

de extracao de 6leo e da incorporagao de compostos bioativos como antioxidantes.

2.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o processo aquoso de extragdo por centrifugagdo utilizando pré-
tratamento térmico avaliando a relagdo soluto/solvente (Diluicdo), tempo de

centrifugacao e pH.

Estudar o processo aquoso de extragdo por centrifugacédo utilizando pré-
tratamento com Pectinase, Celulase e Tanase, avaliando os efeitos da

concentracao de enzima, pH e relacao soluto/solvente.

Quantificacdo de compostos antioxidantes, andlise da capacidade

antioxidante e a estabilidade oxidativa do 6leo obtido nos dois processos.
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3 REVISAO DA LITERATURA:

3.1 OLEOS VEGETAIS

Os d6leos vegetais sdo compostos basicamente por ésteres de acidos graxos
unidos a uma molécula de glicerol (cujo nome oficial da IUPAC é 1, 2,3-propanotriol),
que sado denominados acilglicerdis (podendo ser mono- di- ou triacilglicerdis). Os
Oleos e gorduras sdo constituidos principalmente de triacilgliceréis (TG) que variam
no comprimento da cadeia alquilica ou carbdnica (a partir de 3 a 25 carbonos) e
também na saturagédo da cadeia. As gorduras possuem a cadeia carbdnica saturada,
ja os oleos possuem de 1 a 4 insaturagdes (duplas ligagdes) na cadeia carbénica.
Os acidos graxos mais abundantes na natureza tém 16 ou 18 atomos de carbono.
Estdo incluidos entre eles os acidos palmitico, estearico, linoléico e oléico (WADA,
2007).

Em sua maioria, os 6leos vegetais brutos apresentam uma faixa de 1 a 3% de
acidos graxos livres. Entretanto, sua concentragdo no 6leo bruto varia fortemente,
dependendo da fonte e das técnicas de extracdo, sendo considerada uma boa
medida da qualidade tanto do éleo bruto quanto do refinado. Alguns 6leos de melhor
qualidade apresentam acidez de 0,5 % ou menos, enquanto alguns outros (como o
6leo de arroz) podem apresentar teores proximos a 5 %. Acidos graxos livres de
cadeia longa geralmente n&o prejudicam as caracteristicas sensoriais, ao passo que
os de cadeia curta impelem ao 6leo odor e sabor de rangco (DRESCHER et al.,
1999).

A parte nao gliceridica afeta a estabilidade do produto final em termos de cor,
sabor e odor e podem gerar problemas durante o processamento, como a formagao
de espuma e fumaca, quando n&o retiradas. Os fosfatideos, por exemplo, sao
responsaveis pelo escurecimento do o6leo quando submetido a elevadas
temperaturas. Tanto a etapa de degomagem como o refino sdo responsaveis por

diminuir o teor destes compostos.

Deve-se ressaltar, porém, que nem todos os compostos nao gliceridicos séo

indesejaveis e, muitas vezes, € interessante manté-los no éleo refinado. Os esterdis
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sdo os principais constituintes da matéria insaponificavel dos 6leos vegetais, que
também possui hidrocarbonetos, como o esqualeno. Os esterdis sdo compostos sem
cor, termicamente estaveis e relativamente inertes (PRYDE, 1995). As altas
temperaturas da desacidificagao por via fisica e da desodorizacdo sdo capazes de
remové-los de forma efetiva, concentrando-os no destilado (O’'BRIEN, 2004). Os
esterdis sao utilizados na industria farmacéutica, na producao de hormoénios e
corticoides (WOERFEL, 1995). Os fitoesterdis sdo os micronutrientes funcionais
mais estudados na atualidade. Tém mostrado competicdo com colesterol na
absorgcao pelo intestino (LAW, 2000) e oferecer protegdo contra a oxidagao de

Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL).

Quase a totalidade dos Oleos vegetais brutos passa por algum tipo de
processamento antes de ser destinado ao consumo humano. Os objetivos do
processamento sdo diversos: remoc¢ao de odor e acidez, alteragcbes no sabor e na
cor do o6leo, modificagdbes em sua estrutura molecular e de suas propriedades
termodinamicas (O’'BRIEN, 2004). A remocado de acidos graxos livres
(desacidificagao) é a etapa mais importante do processo de purificagdo de dleos,
principalmente porque o rendimento do 6leo neutro nesta operagéo tem um efeito
significativo no custo do refino (BALCHEN et al., 1999).

Como ja foi salientado, a variabilidade na composi¢cao dos 6leos vegetais é
alta, tanto nos esteres de acidos graxos ligados ao glicerol, quanto na porgao nao
gliceridica. Este fator gera diferencas no processamento a ser seguido nas

refinarias.

Acidos graxos sdo formados por uma cadeia de carbonos e possui propriedade
lipossoluvel. As Figuras 1 e 2 apresentam respectivamente um exemplo de estrutura

quimica dos triacilglicerdis e a estrutura dos acidos oleico e linoleico.

HQT_DW
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Figura 1: Estrutura quimica do Triacilglicerol
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Figura 2: Estrutura quimica dos acidos oléico e linoleico

Os triacilglicerois apresentam a propriedade de polimorfismo, isto €&, se
cristalizam em mais de uma forma, tem a mesma composicdo quimica, porém

diferem em propriedades fisicas e algumas quimicas.

O conhecimento das caracteristicas quimicas dos hidrocarbonetos ajuda a
esclarecer o comportamento de lipidios cujas propriedades dependerao em grande
parte da cadeia alquilica. Quanto maior a cadeia, maior o ponto de fusdo, portanto
podera ser solido a temperatura ambiente (gorduras). Quanto menor a cadeia e
quanto mais insaturada, menor sera o ponto de fusado, portanto, liquido a
temperatura ambiente (6leos). Na natureza a maioria dos acidos graxos insaturados
possui configuragao “cis”, o que provoca ainda mais, a diminuigdo do ponto de fuséo
(menor empacotamento) (WADA, 2007). A Tabela 1 mostra a nomenclatura e ponto

de fusdo dos acidos graxos.
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Tabela 1: Nomenclatura e ponto de fusdo dos acidos graxos.

Acido Graxo Simbolo Ponto de Fusao ( °C)
Butirico (butandico) C4:0 -8
Caprdico (hexandico) C6:0 -3,4
Caprilico (octandico) C8:0 16,7
Caprico (decandico) C10:0 31,6
Laurico (dodecandico) C12:0 442
Miristico (tetradecandico) C14:0 54,4
Palmitico (hexadecandico) C16:0 62,9
Palmitoléico C16:1cis 45
Estearico (octadecandico) C18:0 69,6
Oléico (9-octadecendico),(w-9) C18:1cis 16
Elaidico C18:1trans 43,7
Linoléico (9,12-octadecadiendico, (w-6) C18:2cis -7
Linolénico (9,12,15-octadecatriendico, (w-3) C18:3 cis -13
Araquidico (eicosandico) C20:0 75,3
Behénico (docosandico) C22:0 79,9
Erucico C22:1 cis 33,5
Lignocerico (tetracoisandico) C24.0 84,2

Fonte: O’BRIEN,2004

De acordo com TURATTI e PASTORE (1999), as principais fungdes de oleos e
gorduras na alimentagdo humana sao: fornecer matéria prima (acidos graxos) para
producdo de energia, através da [-oxidacdo em nivel celular, necessaria a
realizacéo de todos os processos de biosintese pelo corpo humano, pois um grama
de gordura fornece de 9,1 a 9,3 kcal, sendo que carboidratos e proteinas fornecem
cerca de 4 kcal/g; fornecer ao organismo compostos organicos como os acidos
graxos essenciais (linoléico e araquiddnico), vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K),

horménios (esterdis), entre outros.

Os acidos graxos poliinsaturados podem ser classificados em dmegas-9 (w-9),
Omegas-6 (w-6) e dmegas-3 (w-3), de acordo com a localizagdo da primeira dupla
ligacdo, contando a partir do grupo metil terminal da molécula. Os acidos graxos
poliinsaturados acido linoléico (w-6) e o acido a-linolénico (w-3), quando
metabolizados formam outros poliinsaturados como acido araquidénico e acido
eicosapentaendico, respectivamente (CALDER, 2003). Vaérios estudos tém
demonstrado efeitos benéficos dos w-3 a saude: no metabolismo lipidico;

provocando uma diminuigdo nos niveis plasmaticos dos triacilglicerdis e um aumento
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da HDL (NESTEL, 2000); possuem também uma acgao antiinflamatdria, provocada
pela diminuicdo da sintese de potentes mediadores quimicos da inflamacao,
derivados do acido araquidonico: prostaglandina E2 (PGEZ2), tromboxano A2 (TXA2),
prostaciclina (PGI2) e leucotrieno B4 (LTB4) (KREMER, 2000).

3.2 CAROTENOIDES

Os carotenodides sdo um grande grupo de pigmentos presentes na natureza,
com mais de 600 estruturas caracterizadas (SU et al.,, 2002; WINTERHALTER &
ROUSEFF, 2002; FRASER & BRAMLEY, 2004), com uma producgao estimada em
100 milhdes de toneladas por ano (ZORN et al., 2003c; FRASER & BRAMLEY,
2004), identificados em organismos fotossintetizantes e nado fotossintetizantes,
plantas superiores, algas, fungos, bactérias e em alguns animais (SU et al., 2002;
MALDONADO-ROBLEDO et al., 2003; FRASER & BRAMLEY, 2004; HORNERO-
MENDEZ & MINGUEZ-MOSQUERA, 2007). Somente microrganismos e plantas
podem sintetizar carotendides. Nos animais, estes compostos sao originarios dessas
duas fontes e podem ser modificados durante o metabolismo e se acumular nos
tecidos (DELGADO-VARGAS et al., 2000; UENOJO, 2008).

Quimicamente os carotendides podem ser classificados em dois grandes
grupos: aqueles que contém apenas atomos de carbono e hidrogénio designados
carotenos e aqueles que contém pelo menos um atomo de oxigénio, compondo
grupos ceto-hidroxi ou epoxicarotendides, que recebem o nome de xantofilas (VAN
DEN BERG, 2000). Parte dos carotendides sao aciclicos, como o licopeno, porém a
grande maioria contém um ou dois anéis na molécula, como o 3-caroteno. (MATOS,

2006). Na Fiigura 3 sao apresentados alguns exemplos de carotendides.
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Figura 3: Alguns exemplos de carotenos e xantofilas (Rodrigues-Amaya, 1999).

A estrutura quimica dos carotendides € o elemento responsavel pelo seu
potencial antioxidante, o qual esta relacionado a presenga de duplas ligagbes
conjugadas, as quais tornam possivel a captacao de radicais livres. Além disso, os
tipos de grupamentos terminais (ciclicos ou aciclicos) e a natureza dos substituintes
em carotendides de cadeias ciclicas, influenciam na agdo supressora de radicais
livres destes compostos (HIRAYAMA et al., 1994, KIOKIAS, 2004; SOUZA, 2008).

Também podem ser classificados como primarios ou Ssecundarios.

Carotendides primarios sdo necessarios na fotossintese dos vegetais ([3-caroteno,
violaxantina, neoxantina) e os carotendides secundarios estdo presentes em frutas e
flores (a-caroteno, B-criptoxantina,

zeaxantina, anteraxantina,

(DELGADO-VARGAS et al., 2000; UENOJO, 2008).

capsantina)

Carotendides sao lipofilicos, soluveis em lipideos ou em solventes organicos
nao polares. A coloragdo é devida ao sistema de duplas ligagbes conjugadas,
principalmente na configuragéo frans, sua forma natural. Possuem baixa energia no
estado excitado, portanto, a energia de transigao esta localizada na regido do visivel
(400 a 500 nm). A cadeia carbdnica é altamente reativa e susceptivel ao ataque de
reagentes eletrofilicos responsaveis pela instabilidade dos carotendides a oxidagao
(RODRIGUES-AMAYA, 1999; DELGADO-VARGAS et al., 2000; UENOJO, 2008).



25

3.3 TOCOFEROIS E TOCOTRIENOIS

Os tocoferdis sdo antioxidantes naturais e tém acgado sobre os radicais livres.
Sua presenga no 6leo é altamente desejavel (O’BRIEN, 2004), mas, em alguns
casos, o0 processo de desodorizagao é delineado de forma a recupera-lo no destilado
(AHRENS, 1998). Dependendo de quéo drastico for o tratamento térmico sofrido
pelo 6leo durante a desodorizagao, a concentracao final de tocoferdis no destilado
pode chegar a 14% (WALSH et al., 1998). Possuem atividade de vitamina E e séo
divididos em dois grupos : Tocoferdis e Tocotriendis. A Figura 4 ilustra a estrutura

quimica de Tocoferois e Tocotriendis.
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Figura 4: Estrutura de tocoferdis e tocotriendis (PEIXOTO, 2004).

A atividade biolégica dos isémeros de tocoferol anteriormente era dada pelo
teste de reabsorcéo fetal em ratos, entretanto com o reconhecimento da seletividade
dos isbmeros através da agao da proteina de transferéncia do a-Tocoferol (a- TTP),
atualmente determina-se o requerimento para humanos usando o isébmero a-
Tocoferol. Assim, a atividade biologica in vivo é diferenciada para cada isémero,
sendo a-T>B-T>y-T>0-T, podendo variar sua atividade e proporcdo nas diferentes
matrizes bioldgicas (EITENMILLER & LEE, 2004).

Estudos indicam que o aumento de tocoferdis na alimentagédo diminui o risco do
aparecimento de doengas no coragao (FRANKEL, 1996; AHMED et al., 2005). O a-
tocoferol exerce fungdo importante como inibir a oxidacdo dos radicais livres,

reagindo com o oxigénio e impossibilitando a transformagdo dos acidos graxos
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insaturados em aldeidos (FRANKEL, 1996, RODRIGO et al., 2002, AU YEUNG et
al., 2005).

Os compostos da familia da vitamina E oferecem beneficios a saude humana,
tendo como fungao essencial o transporte de elétrons para dentro das mitocondrias
no sistema fisiologico (ABIDI, 2000). Atuam como antioxidantes lipossoluveis,
protegendo as membranas celulares de radicais e espécies mutagénicas. Os
radicais livres s&o responsaveis por varios processos patolégicos, como cancer,
arteriosclerose e perda celular causando o envelhecimento. E importante o consumo
de alimentos que contenham antioxidantes para a protecdo contra processos
degenerativos (FRANKEL, 1996; PELLEGRINI et al., 2001)

Em estudos recentes, a vitamina E tem sido considerada como “gene protetor”
devido a sua atuagcdo na proteina do RNA. Esta vitamina atua também como
imunoprotetor, anticoagulante, redutora da oxidagao LDL (low density lipoprotein) e
antitrombose (FRANKEL, 1996; ABIDI, 2000).

Na natureza, os tocoferois ocorrem em 6leos de cereais e sementes, frutos,
vegetais e grdos em geral. Nos alimentos sdo encontrados nas margarinas e
derivados, molhos, sobremesas e acompanhamentos. Ja nos tecidos animais, as
principais reservas de vitamina E sao nos adipdcitos e na derme (MACHLIN, 1984).
Na dieta de humanos e animais, todas as formas de vitamina E estdo presentes,
destacando-se o a-tocoferol, que é o principal isbmero na dieta e o y-tocoferol, que
atualmente tem apresentado potente efeito antioxidante (ESKIN &SNAIT, 2006). A
contribuicdo de tocoferdis por 6leos e gorduras na dieta humana é altamente
significativa, pois além de serem consumidos diretamente na alimentagdo, s&o
utilizados como insumo para a producao de alimentos. Portanto, além de atuar como
vitamina e antioxidante em seres vivos, os tocoferdis sdo importantes aditivos
antioxidantes na industria de alimentos, auxiliando a estabilidade durante o

armazenamento e processamento destes (LAMPI et al., 2002).

Tocotriendis contam com mais de 50% do total de vitamina E do endosperma
de sementes de monocotiledéneas, enquanto tocoferdis ocorrem mais amplamente
em folhas e sementes de dicotiledéneas (CAHOON et al., 2003).
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3.4 POLIFENOIS

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacdo, identificacao,
quantificagao e utilizagcdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos
problemas metodoldgicos, pois, além de englobarem em uma gama enorme de
substancias (fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e
ligninas), eles sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos, e
suscetiveis a acao de enzimas (KING & YOUNG, 1999).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizagado ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transi¢cdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela agdo de
antioxidantes fenodlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel

aromatico presente na estrutura destas substancias

Os compostos fendlicos mais encontrados nas sementes oleoginosas séo os
acidos fenolicos, coumarina, flavonoides, taninos e lignina (RIBEREAU-GAYON,
1972) .

Os acidos fendlicos séo algumas das substancias que constituem o grupo dos
compostos fendlicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,
conferindo propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para o
organismo, sendo, por isso, indicados para a prevengdo do cancer, doencgas
cardiovasculares (KERRY & ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998;
FERGUSON & HARRIS, 1999). Na figura 5 sdo apresentadas as estruturas de
alguns acidos fendlicos.
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Figura 5: Estruturas de acdios fendlicos: 1) galico 2) caféico 3) ferrulico
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Medindo a eficiéncia de alguns acidos fendlicos como antioxidantes em sistema
lipidico, através do Rancimat, verificou-se que os acidos protocatequinico, caféico,
ferulico, galico e sinapico possuem uma boa atividade (DZIEDZIC & HUDSON,
1984), embora estes compostos, assim como os demais acidos fendlicos, possuam
baixa solubilidade neste sistema, limitando em parte, sua utilizagdo e seu potencial
antioxidante (PRATT, 1992). Contudo, estas substancias podem ser modificadas
para se tornarem lipossoluveis através de alquilacdo ou esterificacdo com acidos
graxos de cadeia longa ou alcoois. Ademais, em avaliagdo do potencial dos acidos
caféico, protocatequinico, p-hidroxibenzéico, ferulico e p-cumarico em sistema

lipidico, alguns deles, como o caféico e o protocatequinico, apresentaram atividade
antioxidante maior que o a-tocoferol e o BHT (VON GADOW et al., 1997; SOARES,
2002).

A atividade antioxidante da fragado polar contida em 6leo de oliva refinado foi
testada nele mesmo através do método de Shall (estufa a 60°C, na auséncia de luz),
determinando-se o indice de perdoxidos como indicador do processo oxidativo
(PAPADOPOULOS & BOSKOU, 1991). O extrato contendo a fragdo polar é
constituido praticamente por compostos fendlicos, em particular por acidos fendlicos.
Os resultados mostraram uma certa agao por parte da fragao polar do 6leo de oliva,
mas esta foi inferior a do BHT. Foi testada também a atividade antioxidante de cada
acido fendlico contido na fragao polar, individualmente, utilizando a mesma
metodologia. O acido caféico mostrou uma atuagao maior que a do BHT, enquanto
os acidos protocatequinico e siringico, apesar de terem apresentado atividade,
foram inferiores a do BHT. Por outro lado, os acidos o-cumarico, p-cumarico, p-
hidroxibenzdéico e vanilico demonstraram pouca ou nenhuma propriedade
antioxidante (SOARES, 2002).

3.5 OLEO DE PALMA

O d6leo de palma bruto é caracterizado por uma intensa cor alaranjada devido
ao elevado teor de carotenos (0,03 a 0,15%). Sua porgao gliceridica € formada

basicamente por triacilglicerdis, dos quais 7,9% séo trisaturados. Difere dos demais



29

Oleos devido ao seu alto teor de acido palmitico, carotendides (500 a 700 mg/kg),
tocoferdis (600 a 1000 mg/kg), esterois, fosfatideos, perdxidos e produtos de
oxidagao formam a porg¢ao nao-gliceridica (O'BRIEN, 2004).

A polpa do fruto de palma é caracterizada por alto teor de lipideos de acordo
com a Tabela 2 abaixo:

Tabela 2: Composicao centesimal do fruto de palma.

Componentes (% p/p) Polpa Semente
Umidade 4,0+0,3 4407

Lipideos 732+19 32,6408

Proteinas 34+04 10,9201
Cinzas 1,9+0,1 1,7+0,1

Fibras 4,3+0,6 15,6+1,9

Carboidratos exceto fibras (por 35,1
diferenca) 13,3

Fonte: Bora et al.,(2003)

Na Tabela 3 é representada a composigao de acidos graxos do 6leo de palma.

Tabela 3: Composicdo em Acidos Graxos do Oleo de Palma

Composicio de Acidos (%)
Graxos

Acido Laurico (C 12:0) <0.4
Acido Miristico (C 14:0) 0.5-2
Acido Palmitico (C 16:0) 35-47

Acido Palmitoleico (C 16:1) <06
Acido Estearico (C 18:0) 3,5-65
Acido Oléico (C 18:1) 36 -47
Acido Linoléico (C 18:2) 6,5-15

Acido Linolénico (C 18:3) <05

Acido Araquidénico (C 20:0) <1

Acidos Trans
Fonte: (A\GROPALMA, 2009); AOCS




30

Na Tabela 4 sao representados os compostos insaponificaveis do 6leo de

palma.

Tabela 4: Componentes insaponificaveis do 6leo de palma.

Componentes mg.kg™
Carotendides 500-700
Tocoferdis e tocotriendis 600-1000
Esterdis 326-527
Fosfolipidios 5-130
Alcool triterpeno 40-80
Metil esterdis 40-80
Esqualeno 200-500
Alcoois alifaticos 100-200
Hidrocarbonetos alifaticos 50

Fonte: CHOO, 1994; PEIXOTO, 2004.

A extragao do oleo de palma é feita por prensagem. O refino fisico € o método
de purificagdo mais empregado na industria de 6leo de palma e compreende as
etapas de degomagem, branqueamento e desodorizacao/desacidificagao que utiliza
altas temperaturas (240 a 260 °C) e pressdes entre 1 e 3 mmHg (ROSSI et al.,
2001). Sob estas condicdes de operagédo, os carotendides sao decompostos
termicamente. (BASIRON, 1996).

O d6leo de palma apresenta propriedades fisicas necessarias para multiplos
usos em alimentos pela caracteristica semi-solida. A consisténcia deste oleo
favorece seu emprego na formulagdo de produtos gordurosos solidos. O d6leo de
palma, a oleina e a estearina sdo amplamente utilizados na fabricacdo de
margarinas, e também na industria de frituras em todo o mundo (RITTNER,1996;
WADA, 2007).

Na Tabela 5 sdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de

palma.
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Tabela 5: Caracteristicas Oleo de Palma.

Caracteristicas Limites
Acidez (% Palmitico) Menor igual 0,05
indice de Peréxidos Menor igual 1,0
(mEg/kg)

Cor Lovibond Red 5 74 Menor igual 4,0
Ponto de Fuséo ( °C) 34 - 38
indice de lodo (Wijjs) 51-55

Fésforo (ppm) Menor igual 3,0
Rancimat 130 °C, 20 L/h Maior ou igual 6
Sabor / Odor Neutro

Fonte: AGROPALMA (2009); (AOCS)

Em virtude de sua composicdo peculiar, rica em acido palmitico, destaca-se o
comportamento do 6leo nas transigdes e coexisténcia de fases sdlidas e liquidas,
que Ihe confere uma consisténcia semi-sélida, permitindo flexibilidade para produzir
uma grande variedade de produtos alimenticios (RITTNER, 1996;
SAMBANTHAMURTHI et al., 2000; WADA, 2007).

O conteudo de gordura solida (SFC) expressa qual a quantidade de
triacilglicerdis solidos presentes em uma determinada temperatura; desde que a
gordura € uma mistura de triacilglicerdis com diferentes pontos de fusdo e com
solubilidade mutua, a cada temperatura a presenca de sélidos e liquidos podera ser

diferente. Valores tipicos de SFC para o 6leo de palma apresentam-se na Tabela 6.
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Tabela 6: Gordura soélida (%) para o 6leo de palma refinado.

Referéncias

Temperatura Bibliograficas
10°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C 45°C
50 21 12,5 8 5 2,5 0 Agropalma, 2009
48,9 22,9 14,2 7,5 4,3 - - D’ Agostini, 2001
50,3 23,2 15,5 9,1 5,7 2 1,1 Rittner,1996
47-56  20-27 - 6 11 - 16 - O’ Brien, 1998

Fonte: WADA, 2007.

3.6 COMPOSICAO CELULAR VEGETAL

As paredes celulares ndo sao uniformes. Sua composi¢do, forma e tamanho
dependem da fungdo da célula dentro da planta. Elas sdo estruturas complexas
constituidas de multicomponentes formando um emaranhado de polissacarideos
unidos por ligagdes intermoleculares. Apesar da estrutura quimica dos componentes
ja ser bem elucidada, a proporcao relativa de cada um deles parece ser pouco
conhecida. Pode-se dizer que a parede celular contém quatro principais
componentes: celulose, polissacarideos nao celulésicos, proteinas e polifendis
(CONN e STUMPF, 1975; TURATTI, 1999). A chave da atividade enzimatica
necessaria para abrir as paredes de forma a liberar o 6leo para uma fase oleosa,
baseia-se na degradagdo de varios polissacarideos complexos encontrados nas

paredes celulares de materiais de plantas (TURATTI, 1999).

CARPITA e GIBEAULT (1993) descreveram um modelo primario de parede
celular, composto de celulose e hemicelulose generalizado para plantas que
florescem (angiospermas). As fibras estdo imersas numa matriz de polissacarideos
pécticos, acido poligalacturénico e alguns desses grupos sao ligados ainda a
proteinas estruturais (TURATTI, 1999).

Geralmente, a estrutura da parede celular é subdividida em parede primaria,
parede secundaria e parede terciaria. As distribuicdes da celulose, da hemicelulose
e da lignina variam consideravelmente entre as camadas. A Figura 6 ilustra a

estrutura de uma parede celular vegetal.
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Figura 6: Modelo da estrutura da parede celular vegetal de frutos (SIGMA-
ALDRICH, 2010).

Lipideos associados as proteinas formam um complexo macromolecular na
parte interna de células vegetais e animais. Estdo presentes nos tecidos de
armazenamento de sementes e frutas. Um exemplo é a oleosina que € ligada aos
lipideos acumulados nos tecidos de plantas, tanto no citosol como nos plastideos
(MURPHY, 2005).

Essas estruturas estdo ligadas tanto as membranas quanto aos lipideos
armazenados nas células vegetais. Por exemplo, a familia caleosina inclui algumas
isoformas que sdao os maiores componentes dos 6leos armazenados em sementes
enquanto outra isoforma similar esta ligada a membrana em que é responsavel pela

resisténcia mecanica ao estresse, a secagem e a salinidade (MURPHY, 2005).

Oleosinas sdao uma classe de proteinas alcalinas de baixo peso molecular que
se acumula na superficie dos lipideos de sementes tolerantes a dessecagao
(MURPHY, 2005).
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3.7 EXTRAGCAO ENZIMATICA DE OLEOS VEGETAIS

Os processos industriais normais utilizados na producido de 6leo consistem de
prensagem continua ou hidraulica e/ou extragao por solventes. Esses processos tém
certos inconvenientes: equipamentos muito caros para instalar e manter, alto nivel
de perigo devido as grandes quantidades de solvente empregadas e indesejaveis
efeitos colaterais na qualidade dos produtos acabados, principalmente devido as

altas temperaturas alcangadas em algumas etapas (TURATTI, 1999).

A extragcdo enzimatica de O6leos vegetais, principalmente para aumentar o
rendimento de obtencao de 6leo, fornece resultados promissores quando aplicada
simultaneamente com processos puramente mecanicos. Entretanto, a aplicagao
desta tecnologia em escala comercial esta restrita a obtengdo apenas do 6leo de

oliva.

Trabalhos de utilizagdo de enzimas na extragdo de Oleos vegetais tém sido
publicados (PASSOS et al.,, 2009, NAJAFIAN et al., 2009, NASCIMENTO et al,
2008; DE FAVERI., 2008, SOTO et al, 2006; SANTOS e FERRARI, 2005; GOMES et
al, 2002; ROSENTHAL et al, 2001; SHANKAR et al, 1997). A partir das observagdes
feitas sobre a acumulagdo do 6leo nos espacos intracelulares em células vegetais,
0s pesquisadores tém estudado substancias capazes de afetar a estrutura das
células com objetivo de melhorar a extracdo de 6leo, mas a aplicacdo de um

tratamento enzimatico requer uma estratégia especifica para cada caso.

Preparacbes comerciais enzimaticas contendo pectinases, celulases e
hemicelulases comecaram a ser utilizadas para extracdo de d6leo de oliva, sendo
adicionadas durante a prensagem das azeitonas para melhorar o processo de
extracdo (BHAT, 2000; KAYSHAP, 2001; UENOJO, 2003). A aplicagao desta
tecnologia em escala comercial esta restrita a obtencdo apenas do 6leo de oliva
devido ao alto valor agregado gerado pela qualidade do produto que é relacionada a
alta concentracdo de compostos bioativos como polifendis presente no 6leo extraido

por processo enzimatico.

Varios autores reportaram que a adicdo de preparagdes enzimaticas

comerciais durante a maceracao pode reduzir a complexagao de fendis hidrofilicos



35

com polissacarideos, aumentando a concentragao de fendis livres na massa de oliva
e sua consequente dissolugao no oleo e efluente liquido durante o processamento
(RANALLI & MATTIA, 1997 ; VIERHUIS et al., 2001; DE FAVERI et al., 2008a; DE
FAVERI et al., 2008b).

O uso de enzimas de maceragdo aumenta a extracdo de agentes anti-
oxidantes e de vitamina E em 6leo de oliva extra virgem, reduz a indugao ao rango,
aumenta a extracdo, melhora o fracionamento na centrifugagcao e produz 6leo com
baixo teor de umidade (BHAT, 2000; UENOJO, 2003).

Os processos enzimaticos utilizam temperaturas baixas evitando a degradacao

de compostos termosensiveis como pigmentos e antioxidantes.

As enzimas mais utilizadas para extracdo de oleos vegetais sdo: celulases,

pectinases, hemicelulases e proteases.

A Celulase (EC 3.2.1.4) ou [-1,4-D-glucanohidrolase, cataliza a endohidrolise
das ligagdes B-1,4-glicosidicas na celulose e cereais (3-D-glucanos. Nas Figuras 7, 8

e 9 sdo apresentadas as atividades estruturais de celulase.

endo-1,4-B-D-Glucanase (EG) CHLOH
A o OH
o i
I CHLOH |/ OH
v A OH
Cellobiosidase || ik

Cellobiosidase |

s ]

Figura 7: Representacao estrutural da atividade de celulase (SIGMA-ALDRICH, 2010)

As endo-1,4- B-D-glucanases (EGs) clivam a celulose em suas regides internas

nao terminais aumentando o rendimento de oligosacarideos.
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As duas formas de celobiohidrolase (CBH) sao consideradas exo-1,4- B-D-
glucanases, liberando dissacarideos de celobiose da extremidade redutora da
cadeia da celulose (CBHI) e da extremidade nao redutora (CBHII). A B-glucosidase &
uma exo-hidrolase que aumenta a liberagédo de glicose de oligossacarideos soluveis
como a celobiose.

Outras atividades sdo encontradas em preparacbes comercias de celulase

como xilanase, hemicelulase e laminarinase (SIGMA-ALDRICH, 2010).

Cellulase
B and Laminarinase CH’DH

Cellulase
CH-O H CH ;_CI

Cellulase CH O’x < >I ; >
CHHD'-\ O p-(1 - 4)}-D-glucose f-(1,-3)-D-glucose
o 0O

o . OH

ke | p=(1,-4)-D-glucose

OH
—  P-{1-4)-D-glucose

Figura 8: Formacéao de celotriose e celotetraose separadas por unidades de -(1,3)-
D-glicopiranose (SIGMA-ALDRICH, 2010).

A Pectinase (EC 3.2.1.15) ou poligalacturonase cataliza hidrolise aleatéria das
ligacbes «a-1,4-D-galacturbnicas na pectina e outros galacturbnicos (SIGMA-

ALDRICH, 2010).

Pectinase Peclinase
Endo-pectin Lyase F‘ec.tln esterase

Figura 9: Representagdo estrutural da hidrélise da pectina (SIGMA-ALDRICH, 2010).

As substancias pécticas podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas,
produzidas em diferentes combinagdes pelas plantas e por microrganismos como
fungos, leveduras e bactérias (SAKAI et al., 1993; GAINVORS et al., 1994), muito
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utilizadas nas industrias de sucos de frutas, vegetais e vinhos, para melhorar a
extracdo de Oleos e no tratamento e degomagem de fibras da industria téxtil
(TARAGANO e PILOSOF, 1999; BLANDINO et al., 2001; LIMA et al., 2002). A
combinagdo de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de
enzimas de maceracao, € usada na extracao e clarificacdo de sucos de frutas e
vegetais para aumentar o rendimento e melhorar o processamento sem o aumento
de custos. Sdo empregadas em duas etapas: (1) apos corte, para macerar a polpa
até a liquefacdo parcial ou total da fruta para aumentar o rendimento, diminuir o
tempo de processamento e melhorar a extragdo dos componentes da fruta e (2)
apos a extracao, pectinases sao aplicadas para clarificagdo, diminuir a viscosidade
para posterior concentragao e filtragdo e estabilidade do produto final (BHAT, 2000;
BRAVO et al., 2000).

A degradacédo da parede celular por enzimas pectinoliticas permite seu uso
para extragdo de Oleo vegetal em processo aquoso, pela liquefacdo dos
componentes estruturais das paredes celulares das sementes que contém odleo
(KAYSHAP, 2001).

As proteases sao enzimas cuja funcao catalitica é hidrolisar ligagdes peptidicas
de proteinas. Sdo também chamadas de enzimas proteoliticas. As proteases diferem
na sua capacidade de hidrolisar varias ligacbes peptidicas em que cada tipo de
protease quebra uma ligacdo peptidica especifica. Como exemplos de proteases
tém-se as aminopeptidases, dipeptidases, carboxipeptidases, serina, cisteina e

metalo proteases.

SANTOS e FERRARI (2005) estudaram diferentes enzimas na extragdo de

oleo de soja e obtiveram rendimento maior quando utilizaram proteases.

A hidrolise de proteinas pode ser realizada com enzimas, acidos ou alcalis,
mas a hidrélise enzimatica é mais indicada que métodos quimicos rigorosos para a
producgao de hidrolisados com aplicagdes nutricionais. Adicionar enzimas em vez de
reagentes quimicos oferece muitas vantagens porque permite o controle da
hidrélise, melhorando as propriedades do produto final. Além disso, o processo de
hidrélise enzimatica € mais simples, eficiente e envolve condicdes alcalinas
moderadas que nao destroem as proteinas recuperadas por racemizagao e outras
reacdes quimicas (FONKWE e SINGH, 2005).



38

Neste trabalho propde-se além da aplicacédo de enzimas ja conhecidas como
enzimas de maceragao que trazem beneficio ao processo e ao produto final, a
aplicagdo de uma enzima que até o momento nao foi empregada na extracdo de

Oleos vegetais.

A Tanase (EC 3.1.1.20) ou tanino-acil-hidrolase (TAH) catalisa a hidrdlise de
ligacbes ésteres de acido galico nas moléculas de taninos hidrolisaveis (KUMAR,
2007; TREVINO-CUETO, 2007). Esta enzima é produzida por alguns fungos
filamentosos, principalmente das espécies: Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Trichoderma, mas também pode ser produzida por bactérias do género Bacillus,
Corynebacterium, Klebsiella, Streptococcus e Selenomonas. A tanase também é
produzida por vegetais para acelerar o processo de amadurecimento de frutas
(DESCHAMPS, 1983; AGUILAR e GUITIERREZ-SANCHEZ, 2001b; BELMARES,
2004; AISSAM, 2005; BATRA, 2005; VAN DE LAGEMAAT, 2005; PUROHIT, 2006;
RODRIGUES, 2007; HAMDY, 2008; RODRIGUEZ, 2008; MADEIRA JUNIOR, 2010).

A Figura 10 ilustra a hidrélise de uma molécula de acido tanico realizada por tanase.

OH

OH
OH
© OH
o ° .
0 OH TA.NASE Glicose
HO o o E.C..3.1.1.2D> -+
0.0 o OH OH
o o)
H
OH
o OH
OH HO OH

HO
(o]
5o
OH
Acido Galico

H

Acido Ténico

Figura 10: Hidrélise do acido tanico pela Tanase (BATTESTIN, 2004).

As Tanases sao capazes de hidrolisar as ligacbes éster e depsidica de
substratos como acito tanico, epicatequina galato, epigalocatequina galato, acido
clorogénico, etc (GARCIA-CONESA et al., 2001; BATTESTIN et al., 2008) .
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BATTESTIN et al., 2008 estudaram o potencial das propriedades antioxidantes
de epigalocatequina galato (EPGC) antes e depois da reagédo enzimatica utilizando a
tanase produzida por Paecilomyces variotii (BATTESTIN, PASTORE & MACEDO,
2005 ). A identificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotdmetro de massas (CG/MS). Foi verificado que apds a reacao
enzimatica, as concentragcdes de epigalocatequina galato reduziram enquanto as de
acido galico aumentaram. Além disso, a atividade antioxidante por DPPH foi medida
antes e depois da reagdo, obtendo um aumento de atividade apds a reacao

enzimatica. A Figura 11 apresenta a reacao de hidrélise da epigaalocatequina galato

pela Tanase.

OH

OH
OH o CH
/ OH OH
OH N
Tannase from OH o
—C=—0 P variotii OH
& +
O°C 30 min
QH OH OH
OH OH
EGCG (MW458) EGC (MW308) Gallic acid (MW 170)

Figura 11: Hidrdlise da Epigalocatequina Galato por Tanase de Paecilomyces variotii (BATTESTIN,
2007b).

Um dos tépicos mais estudados sobre TAH refere-se as propriedades quimicas
desta enzima mas o0 mecanismo de agao e regulagdo ainda nao é totalmente
compreendido. A tanase é um glicoproteina formada por um mistura de esterase e
depsidade. O conteudo de carboidratos pode variar de 25,4 a 66,2% do peso total da
enzima O papel exato desses elevados conteudos de carboidratos ndo € conhecido,
suspeita- se que seja a maneira de proteger o nucleo protéico da agao desnaturante
dos taninos hidrolisaveis e de direcionar o substrato ao centro ativo da enzima para
possibilitar a quebra desse em seus respectivos componentes, glicose e acido galico
(AGUILAR e GUITIERREZ-SANCHEZ, 2001). A enzima TAH fungica tem pH de
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estabilidade na faixa de 3,5 e 8,0; pH 6timo de 5,5 e 6,0; temperatura de estabilidade
na faixa de 30 e 60°C; temperatura 6tima entre 30 e 40°C; ponto isoelétrico de 4,0 e
4.5 e massa molecular entre 186 e 300 kDa. Essas propriedades variam de acordo
com o tipo de microrganismo e condigdes de cultivo da linhagem usada. A TAH é
inibida por Cu*), Zn*), Fe* Mn*? e Mg™, sendo inativada por EDTA, 2-
mercaptoetanol, tioglicolato de sodio, sulfato de magnésio e de calcio e o-
fenantrolina (AGUILAR, 2001a; AGUILAR, 2007; BATTESTIN, 2007a; BELMARES,
2004; MAHOPATRA, 2005; SHARMA, 2007; SHARMA, 2008; MADEIRA JUNIOR,
2010).

Na extracdo de d6leos vegetais ndo ha relatos na literatura da utilizagdo de
tanase e o objetivo principal de testar esta enzima € verificar a possivel incorporagao
de polifendis ao 6leo, o que poderia trazer beneficios ao produto tanto funcionais
quanto tecnolégicos, como estabilidade oxidativa, aumentando o valor agregado do

produto.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os experimentos foram executados no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Ciéncia de Alimentos (DCA) da Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) situada em
Campinas-SP; no Laboratorio de Medidas Fisicas (LAMEFI) e no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do
Para (FEA/UFPA) localizada na cidade de Belém-PA. A matéria-prima (frutos de
dendé) foi doada pela empresa AGROPALMA situada no municipio de Tailandia-PA.
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4.2 METODOS

4.2.1 Processo de Extracdo Aquosa do Oleo de Palma

O trabalho foi realizado de acordo com processo de extracdo apresentado no
fluxograma da Figura 12:

MATERIA-PRIMA
I

ESTERILIZACAO
|
DEBULHA
|
CONGELAMENTO
|
TRITURACAO
TRATAMENTO TRATAMENTO
SOLVENTE TERMICO ENZIMATICO
EVAPORACAO CENTRIFUGACAO | | CENTRIFUGACAO
OLEO BRUTO OLEO BRUTO OLEO BRUTO

Figura 12: Fluxograma dos experimentos dos processos de extragdo de 6leo de palma

Todos os experimentos realizados no presente trabalho utilizaram o mesmo
lote de frutos doado pela empresa AGROPALMA. Esses frutos foram esterilizados,
debulhados e congelados no Laboratério de Medidas Fisicas da FEA/UFPA em
Belém-PA e transportados para cidade de Campinas-SP para a realizacdo dos
experimentos no Laboratério de Bioquimica de Alimentos da FEA/UNICAMP. A partir
dessa etapa, dois processos foram feitos e comparados entre si com relagdo ao
rendimento de extragcdo de dleo, de polifendis e quanto a qualidade final do 6leo
bruto obtido: a) Extragdo por solvente organico (BLIGH & DYER, 1959) utilizada
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como referéncia para teor total de dleo; b) Tratamento térmico; c) Tratamento

enzimatico.

4.2.1.1 Esterilizagdo

ApOs a recepgdao dos cachos, os mesmos foram acondicionados em
embalagens flexiveis e autoclavaveis para posteriormente serem submetidos a
etapa de esterilizagdo, em temperatura de 125°C por 5 minutos em autoclave. Os
objetivos dessa etapa foram: facilitar a debulha manual dos frutos; eliminar as
enzimas lipases, peroxidases, polifenoloxidases e lipoxigensases responsaveis pela
hidrolise dos triacliglicerois, oxidagao de polifendis e carotenos dos frutos frescos.
Além disso, o calor aplicado auxilia no rompimento da parede celular vegetal da

polpa que facilita a extragéo do éleo.

4.2.1.2 Trituragao

Os frutos foram descongelados em temperatura ambiente, retiradas as
sementes manualmente e reduzido o tamanho das particulas em processador de
alimentos WALLITA Master R17633 (Brasil) até a formacédo de massa uniforme, com
o objetivo de aumento na relagdo area superficial por volume de polpa de dendé.
Apos isso, a massa foi acondicionada em embalagens flexiveis em temperatura de

refrigeracao (5°C) até o momento dos experimentos.

4.2.2 Processo Térmico

4.2.2.1 Delineamento Composto Central Rotacional para Processo Térmico

A Digestdo ou Tratamento Térmico, no presente trabalho, foi avaliada por
Delineamento Experimental Composto Central Rotacional (DCCR) utilizando um

Planejamento experimental fatorial completo 22 com 3 repetigdes no ponto central.
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As variaveis independentes foram tempo de centrifugacédo (Tempo) e relagcéo de
agua/massa de fruto (Diluigdo) mantendo-se fixa a temperatura a 95°C durante 1
hora de operacdo. A variavel resposta foi rendimento de extragcdo de o6leo em

porcentagem calculado de acordo com a Equacgéo 1:

Rendimento,,, = massa oleo(g)/m?ssa polpalg| 100
oreo Teor total de dleo| gl g| (1

Onde, o teor total de 6leo (%) € a relagao entre massa de 6leo (g) extraido pelo

método Bligh&Dyer e massa de polpa de dendé (g).

Os niveis das variaveis sao apresentados na Tabela 7:

Tabela 7: Niveis das variaveis do DCCR para tratamento térmico.

Niveis/variaveis X1 (Tempo) X2 (v/m)
-1,41 8 2,6
-1 10 3
0 15 4
1 20 5
1,41 22 54

e X1 — Tempo de centrifugagéo (minutos); X2 — Relagdo Volume solugdo (mL)/(g) massa de fruto
(Diluigao)

O processo térmico foi realizado utilizando erlenmeyer de 125 mL como reator
em banho termostatico com agitacdo magnética. A solugdo aquosa de agua
destilada, com volume determinado para cada ensaio experimental, foi colocada em
banho durante 5 minutos até o equilibrio de temperatura, depois 10g de polpa de
dendé triturada foram incubadas no erlenmeyer e agitado por 1 hora a 95+5 °C.
Apés o final do processo, a solugdo foi distribuida em tubos e submetidos a
centrifugacédo (Centrifuga Fanem Excelsior Modelo 206BL — Brasil) a 2012 x g. A

massa de oleo foi determinada gravimetricamente e armazenada a -18 °C.
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4.2.3 Produgdao do Extrato Enzimatico Bruto de Tanase por Paecilomyces
variotii

O extrato enzimatico de Tanase foi produzido de acordo com a metodologia de
SCHONS (2009), conforme (BATTETSTIN e MACEDO, 2007a), através de
fermentacdo em meio sdlido, utilizando o fungo Paecilomyces variotii, previamente
selecionado por MACEDO et al., (2005). A linhagem pertence ao Laboratério de
Bioquimica de Alimentos da Faculdade de engenharia de Alimentos da UNICAMP. O

processo de produgéao foi executado de acordo com o fluxograma na Figura 13:

| Fungo em placa |

| Pré-inbculo |

|Fermentag:éo sélida|
v

| Extracao |
v

| Filtracdo |
v

| Centrifijgagéo |

| Liofilizacgo |
v
| Armazenagem |

Figura 13: Fluxograma da produgdo de extrato de Tanase por Paecilomyces variotii.

4.2.3.1 Microrganismo

O microrganismo Paecilomyces variotii foi selecionado dentre 400 linhagens
fungicas pertencentes ao laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp. Este fungo apresentou melhor capacidade de
sintese de tanase conforme descrito por MACEDO et al., (2005). O microrganismo
foi mantido em meio Potato Dextrose Agar (PDA — OXOID - CM0139) em tubos de
ensaio com suplemento de 0,2% de acido tanico (Tanal B — Prozyn - BioSolutions) e
incubados em estufa a 30°C (Estufa de Cultura Modelo 002 CB - FANEM-LTDA)
durante 72 horas.
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4.2.3.2 Pré-in6culo

Inicialmente o meio de cultura agar batata (PDA) em pé foi diluido e aquecido
sob agitacado até formacao de gel. Foram adiconados 10mL de PDA em tubos de
ensaio e colocados em inclinagdo de aproximadamente 30° durante 5 horas. Apos
isso, 0 microrganismo mantido em placa de petri sob refrigeragao (5°C) foi inoculado
com alca de niquel nos tubos de ensaios, na superficie do PDA, depois incubados

em estufa a 30 °C por 72 horas.

4.2.3.3 Processo Fermentativo em Estado Soélido

Em Erlenmeyer de 500mL foi adicionado 20g de farelo de trigo, 20mL de agua
destilada, 10% de acido tanico (Tanal B - Prozyn) e 1,2% de nitrato de amoénio. O
meio de cultivo foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Ao atingir a temperatura
ambiente, foi inoculado suspensao de esporos (pré-indculo) de 1,6 X 107 esporos/mL
(os esporos foram removidos adicionando-se 2,5 mL de agua e raspados com
auxilio de uma alga de inoculagéo). A contagem dos esporos foi feita em Camera de

Neubauer. Os Erlenmeyers foram incubados em estufa a 30°C por 120 horas.

4.2.3.4 Extracéo

A extracdo das enzimas foi feita apds fermentacdo adicionando 160mL de
tamp&o acetato 0,02 M - pH 5,0 em cada frasco Erlenmeyer. Em seguida agitou-se a
200rpm em agitador orbital (EDISON) durante 1 hora. O extrato foi filtrado em gase e
centrifugado a 9630x g por 30 minutos a 4°C. Recolheu-se o0 sobrenadante e
adicionou-se sulfato de amdnio a concentragao final de 80% de saturagao (561g/L).
O extrato foi mantido sob refrigeragao por 12 horas, cetrifugado novamente a 9630g

por 30 minutos a 4°C.
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4.2.3.5 Liofilizagao

Apds congelamento, o extrato foi submetido a liofilizacdo durante 48 horas em
liofilizador (LioTop Liobras L101 Ltda). O produto final com caracteristicas de pé foi

armazenado em congelador a -18°C.

4.2.4 Atividade Enzimatica

O extrato enzimatico bruto de Paecilomyces variotii, Pectinase e Celulase
comerciais foram caracterizados com relagdo a atividade de Tanase,
Poligalacturonase (PG) e Carboximetilcelulase (CMCase). As analises feitas
utilizaram técnicas colorimétricas com espectrofotobmetro (Beckman Coulter DU 640,
EUA) calibrado com solugéao feita pelos reagentes usados na determinacédo menos a
solugdo enzimatica (controle) que foi substituida por agua destilada na mesma
proporcado. No tubo controle foi feita a reacdo com extrato enzimatico submetido a

tratamento térmico (10 minutos em ebulicdo). A absorbancia final foi obtida pela

Equacao 4:
AAbS = AbS amostra — AbS controle
U/mL=AAbs.d . 10° U/ mL = pmol / min.mL (2)
c.v.mol.t
Onde:

¢ = Coeficiente angular da curva de calibragdo do substrato (Abs.mL/mg)
v = Volume de extrato enzimatico adicionado a reagao (mL)

d = Diluicdo do extrato enzimatico

t = Tempo de reacao de hidrélise (minutos)

mol = massa molar do substrato (g/mol)

Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a quantidade em pmol
do substrato (especifico para cada enzima) hidrolisado durante 1 minuto de reacéo

(Mmol/min).
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4.2.4.1 Poligalacturonase (PG)

Incubou-se 0,5ml de extrato enzimatico e 0,5ml de solugdo de pectina citrica
0,1% em solugao tampéo citrato fosfato 0,1M; pH 5,5 a 40°C por 20 minutos. A
reacao foi interrompida pela inativagcdo enzimatica por banho em ebulicdo por 10
minutos (Rizzato, 1999). A quantificagdo foi feita utilizando curva de calibragdo com
glicose (SYNTH) através do método de SOMOGYI-NELSON (1945) determinando a

concentracao de agucares redutores.

4.2.4.2 Carboximetilcelulase

Os procedimentos empregados na determinagdo de atividade de
Carboximetilcelulase (CMCase) foram efetuados de acordo com a metodologia
descrita por MACEDO et al,.(2005a). Pipetou-se 4mL da solugéo de substrato (0,5%
de carboximetilcelulose em tampéao citrato-fosfato 0,05M — pH 5,0) em tubos de
ensaio. Estes foram incubados em banho-maria a 40°C por 10 minutos para
homogeneizar a temperatura; adicionou-se 1mL de solugdo enzimatica , seguiu-se a
incubacao por mais 20 minutos. Para paralisar a reacgao, os tubos foram imersos em
banho de gelo. Os agucares redutores foram quantificados pelo método de
Somogyi-Nelson (1945). A atividade foi calculada empregando-se curva padrdo de
glicose (SYNTH).

4.2.4.3 Tanase

A medida da atividade de enzima foi feita de acordo com Mondal et al,. (2001)
com modificagbes (SCHONS, 2009). Adicionou-se 150 UL de substrato (solugao de
acido tanico 0,2% p/v em tampao acetato pH 5,5 ; 0,2M); foi adicionado também
250L de solucdo enzimatica e a solugao foi incubada a 60°C por 30 minutos. Foi
paralisada a reagao pela adicdo de 1,5 mL de solucdo de albumina de soro bovino
(Biogras) na concentracao de 1 mg/mL (solugao preparada em tampéao acetato 0,2M
— pH 5,0 contendo 0,17 M de NaCl), em seguida foi centrifugada a 7100 x g por 15

minutos a 4°C em Centrifuga Beckman Coulter. O precipitado contendo acido tanico
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que a enzima nao hidrolisou foi ressuspenso em 1,5 mL de solugdo dodecil sulfato
de sédio (SDS)-trietanolamina (SDS 1% p/v adicionado de 5% v/v de trietanolamina)
acrescida de 0,5 mL de solugao de FeCl; (0,01 M de FeCl; em 0,01 M de HCI). Apés
15 minutos de repouso procedeu-se a medida de absorbancia a 530 nm em
espectrofotdbmetro . A atividade enzimatica foi calculada através de uma curva de
calibracéo de acido tanico (MERCK). O FeCl; reage com os compostos fendlicos do
tanino por atragdo nucleofilica e forma uma coloragdo marrom, dependendo da

intensidade da coloragao formada € necessario fazer diluigdo em agua.

4.2.5 Tratamento Enzimatico

As enzimas mais recomendadas para extracdo do Oleo de palma sao
pectinases e celulases. No presente estudo, além dessas enzimas recomendadas,
optou-se também pela aplicagao de tanase. O objetivo da aplicagcéo esta na possivel
hidrélise de polifendis do fruto de dendé que possam ser extraidos no 6leo. Para
avaliacdo do processo de extragdo enzimatica foi realizado um planejamento
experimental fatorial completo 2° com 3 repeticdes no ponto central utilizando
delineamento composto central rotacional (DCCR) combinado com a metodologia de

superficie de resposta (MSR).

As variaveis independentes do processo foram concentragdo em porcentagem
de enzima em relacdo a massa de fruto (Enzima), diluicdo da solugdo aquosa em
relacdo a massa de amostra do fruto (Diluicdo) e pH da solugao (pH). A temperatura
do meio foi fixada de acordo com condi¢des 6timas de atividade média das enzimas
(T=50°C). O pH foi modificado utilizando tampé&o citrato-fosfato 0,1 M. Na Tabela 8
sdo apresentados os valores dos niveis das variaveis para o DCCR do tratamento

enzimatico:
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Tabela 8: Niveis das variaveis do DCCR para tratamento enzimatico.

Niveis/variaveis X1 (%) X2 (v/im) X3 (pH)
-1,68 1,3 2,3 4
-1 2 3 4,7
0 3 4 9,9
1 4 5 6,3
1,68 4,7 5,7 7
. X1 — Concentragado de enzima; X2 — Relagéo solugdo tampéo (mL)/(g) polpa de dendé

Os experimentos foram executados utilizando mesmo sistema que o pré-
tratamento térmico: erlenmeyer de 125 mL em banho com agitagcdo magnética e
controle de temperatura (50°C). A solugédo do extrato enzimatico foi preparada de
acordo com cada ensaio do planejamento experimental, variando a concentragcéo
total de enzima em relagdo ao substrato (polpa de dendé). A concentragao foi
determinada por atividade de enzima em relagdo ao peso de substrato em que 1%
de concentracao de enzima apresenta 58,9U de Poligaractunose(PG), 67,2U de
Carboximetilcelulase (CMCase) e 3,18U de Tanase para 10g de polpa de dendé
(mesocarpo) previamente triturado e mantido em refrigeragdo (5°C). A solugéo
enzimatica foi preparada adicionando as enzimas a solugado tamponante de citrato-
fosfato 0,1M com pH especifico para cada ensaio experimental. A solugao foi
homogeneizada em erlenmeyer de 125 mL, no banho a 50°C sob agitacédo
magnética por 5 minutos. Apos isso, foi adicionado 10 g de polpa de dendé,
homgeneizado na solugado e a incubagédo com duragao de 1 hora sob agitagao, na
temperatura de 50+2 °C. Apos isso, a solugao enzimatica era inativada aquecendo a
90°C por 5 minutos, centrifugando (centrifuga Fanem Excelsior® ) durante 15
minutos. O Oleo foi determinado gravimetricamente e as amostras foram

armazenadas a -18°C.

Foi utilizada celulase de origem comercial do fabricante NOVOZYMES.
Celluclast® 1,5L é um preparado liquido de celulase produzido por fermentacéo
submersa de cepas selecionadas do fungo Trichoderma reeseri. (NOVOZYMES,
2001; SANTOS E FERRARI, 2005).
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Pectinase FE Multiefect (Genencor International, INC- Dinamarca) contém

atividades de pectinase, celulase e hemicelulase.

4.2.6 Extragdo com solvente

A extragao com solvente foi utilizada como controle do teor total de lipideos no
fruto. Foi utilizada a metodologia de BLIGH & DYER (1959) utilizando solvente
cloroférmio/metanol na proporcdo de 10/2 em relacdo a massa de polpa seca
adicionada em temperatura ambiente, sob agitacdo por 30 minutos, evaporagédo do

solvente seguido de determinagao gravimétrica do dleo.

4.2.7 Caracterizagao

4.2.7.1 Umidade do d6leo (Karl Fischer)

Metodologia que se baseia na oxidagao de SO, pelo I, que constituem o
reagente de Karl Fischer, na presenca de agua, conforme ilustrado na equacgao

quimica a seguir:

I, + SO, + H,O ===> 2H| + H,SO,

Esta metodologia foi realizada por titulagao volumétrica através do aparelho de
Karl Fischer KF-1000 (Analyser). Este aparelho fornece diretamente a porcentagem
de agua da amostra, sendo necessario fornecer a massa de amostra adicionada no

frasco de titulagao.

4.2.7.2 Umidade da Polpa de Dendé

Metodologia oficial AOAC 931.04 (AOAC, 1997) por determinagdo em estufa a

100°C até peso constante.
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4.2.7.3 Acidos Graxos Livres Ca 5a-40

Porcentagem em peso de um &cido graxo especifico (acido palmitico),
determinada por titulagdo acido-base de KOH para neutralizar os acidos livres

presentes em 1g de 6leo ou gordura (AOCS, 2002).

4.2.7.4 Perfil de acidos graxos (Cromatografia Gasosa)

A obtencdo de metil-esteres foi realizada via saponificacdo e esterificagcao
segundo metodologia descrita por RODRIGUES et al., (2010).

A separagao dos esteres metilicos foi realizada em um cromatografo a gas
VARIAN Modelo CP-3380, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID);
injetor split e coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 (60 m x 0,25 mm, VARIAN,
EUA). Os parametros de analise foram: Temperatura injetor (245°C), Temperatura
detector (280°C), Temperatura de coluna (175°C) por 26 minutos, aumentando na
taxa de 30°C/minuto até 205°C, ermanencendo nessa temperatura por 20 minutos.
Foi utilizado Hélio como gas de arraste a 1mL/minuto. Inje¢do no modo split, na
razao de 1:50, realizadas em duplicata. Volume de amostra injetado (1 pL). A
identificacdo dos acidos graxos foi realizada pela comparagdo dos tempos de
retencdo de esteres metilicos de acidos graxos de uma amostra padrdo (NU-
CHECK, EUA). A quantificagao foi calculada através do Software STAR W.S ver 6.0
(VARIAN, EUA).

4.2.7.5 Estabilidade Oxidativa

Este método considerado como indice de Estabilidade Oxidativa (OSI),
consiste em submeter uma amostra de 6leo as condi¢cdes aceleradas de oxidagao
determinando o tempo (em horas) para que uma amostra de 6leo ou gordura atinja
um nivel de oxidacao (rancificacdo) sob as condi¢gdes do teste, tal que os produtos
de oxidacdo formados alterem a condutividade elétrica. A analise foi executada nas
seguintes condi¢des: 3 g de amostra, T = 130 °C e vaz&o de ar (20 L/h) utilizando
aparelho RANCIMAT e método Cd 12b-92 (AOCS, 2002).
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42.7.6 Cor(Cc13e-92)

Método que utiliza o equipamento LOVIBOND PFX880 tintometer mensurando
as variaveis de cor primarias R (Vermelho), Y (Amarelo) e B (Azul) com o resultado

expresso em unidades de Vermelho e Amarelo. (AOCS 2002).

4.2.8 Compostos Antioxidantes

4.2.8.1 Carotenodides Totais

Analise de acordo com GUEDES (2006) utilizando método espectrofotométrico,
solubilizando 50mg de 6leo em 10 mL de hexano P.A, com leitura da absorbéancia
em comprimento de onda de 453 nm. Os resultados foram expressos como
micrograma equivalente de B-caroteno por grama de 6leo (pg/g) utilizando curva de

calibracdo com B-caroteno.

4.2.8.2 Tocoferois

Metodologia de acordo com LINS (2006): Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando aparelho Thermo Scientific Finningan Surveyour (EUA),
nas seguintes condigdes: detector de fluorescéncia com excitagcdo a 290 nm e
emissdo a 230 nm e detector UV em 284 nm, fluxo 1mL/min, fase metanol:agua
(95/5 vlv), coluna Gemini C18 fase reversa (250 x 4,60 nm 5um) utilizando padrbes
para construcdo da curva de calibracdo. O preparo da amostra foi realizado de
acordo com SAN ANDRES et al., (2010).
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4.2.8.3 Extracao de Fendis

Foi utilizada extracdo por solvente para determinar a concentracao de fendis

totais nos 6leos, nos residuos e na polpa (mesocarpo) de dendé.

As amostras de oleo foram diluidas em metanol 80% na diluicdo de 1/10 (g/mL)
em erlenmeyer de 125 mL e colocado sob agitagcao a temperatura de 50°C durante
60 minutos. Para amostras de polpa foi seguido o0 mesmo procedimento. Para agua
residual do processo aquoso de extragao, foi utilizado 1mL de amostra, filtrado em
papel filtro e diluido em metanol 1:2. Todas as amostras foram centrifugadas a 2012
x g (Centrifuga Fanem Excelsa-Modelo 206BL) por 5 minutos e recolhido o
sobrenadante. A fragdo metandlica recolhida foi lavada com 10 mL de hexano para

remogao de interferentes lipidicos.

4.2.8.4 Fenodis Totais

A concentracao de fendis totais foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu
descrito por SINGLETON & ROSSI, 1965. O método colorimétrico baseia-se na
capacidade de redugao do acido fosfomolibdico e fosfotungstico pelas hidroxilas dos

fendis produzindo uma coloragao azul.

300 pL de extrato metandlico foram adicionados ao tubo teste junto com 8,2 mL
de agua destilada e 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu. Depois de 5 minutos, foi
adicionado 1 mL de Na>COs; a 10 % (mg/mL), o tubo agitado e deixado em repouso
por 60 minutos em auséncia de luz. A curva de calibragao foi feita utilizando acido
galico como padrao (Sigma-aldrich) dissolvido em metanol e o branco feito com
todos os reagentes substituindo a amostra por agua destilada. Os resultados foram

expressos como [g de equivalente acido galico/ g de amostra (UgEAG/g).
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4.2.9 Capacidade Antioxidativa

4.2.9.1 Método DPPH

A analise espectrofotométrica com DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazill) foi utilizada
de acordo com TUBEROSO et al., (2007). Esse método se baseia na capacidade do
antioxidante em reduzir o radical cation DPPH. Os resultados foram expressos como
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) utilizando uma curva padrao
de Trolox. A atividade antioxidante in vitro dos 6leos (Fragao Total) e das Fracdes
Hidrofilica e Lipofilica foram determinadas. A separacdo das duas fragdes foi
realizada da seguinte maneira: 1g de 6leo dissolvido em 2mL de metanol (80%),
agitado durante 30 minutos em temperatura ambiente. Centrifugado a 700xg por 10
minutos; separada a fase metandlica (fracao Hidrofilica) e adicionado acetato de
etila no restante (frag&o Lipofilica). A Fracdo Total é a diluicdo do 6leo em acetato de
etila sem o fracionamento. Duas curvas de calibragao foram determinadas utilizando
Trolox em solvente metanol e outra em acetato de etila. Foi aplicado 500 uL de
amostra com 1,5 mL de solugdo de DPPH 0,2mM e monitorado o decaimento da
absorbancia durante 1 hora de incubagdo, em auséncia de luz e temperatura
ambiente, no espectrofotometro HITACHI, a 517nm, utilizando cubeta de quartzo. Os

resultados expressos em umol Trolox / g éleo.

4.2.10 Analise estatistica

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) utilizando Planejamento
fatorial completo 2° com 3 repeticbes no ponto central para o tratamento enzimatico
e planejamento fatorial completo 22 com 3 repeticdbes no ponto central para
tratamento térmico. A comparagao entre médias sera feito por analise de variancia
(ANOVA) e Teste de Tukey. A analise de correlacéo utilizando coeficiente de
pearson ( r ). Todos os calculos foram efetuados utilizando software STATISTICA
7.0 ® (STATSOFT INC, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DO TRATAMENTO TERMICO

O processo de pré-tratamento térmico foi estudado utilizando Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) através do planejamento fatorial completo 23

com 3 repeticdes no ponto central.

A Tabela 9 apresenta a matriz experimental do planejamento para as variaveis
independentes do tratamento térmico (T = 95°C) com os valores reais e codificados:
volume de agua/massa de fruto (X1) e tempo de centrifugagdo (X2) e rendimento
meédio de extragdo de 6leo (massa Oleo por massa total de 6leo)x100 como variavel

resposta (Y):

A analise do teor total do dleo presente na polpa de dendé realizada pelo
método BLIGH & DYER (1959) de extracdo por solvente a frio apresentou o
resultado de 59,32% com desvio padrdo de 2,43% de massa de 6leo por massa de

polpa fresca.

Considerando que a umidade determinada em estufa foi de 16,35% com desvio
padrao de 1,72%, o teor total de lipideos na polpa é de 70,91% b.s. Portanto, os
valores de rendimento de extracdo foram calculados com base neste valor,
considerando que 100% de extracao seria a extracdo de 71% aproximadamente de

massa de oleo por massa de polpa seca.

Todos os resultados de rendimento de extragdo de 6leo foram expressos em
relacdo ao teor total de lipideos da polpa de acordo com a equagao 3 do item
4221.

__massa 6leo| g |l massa polpa|g |
oleo ™

x100
Teor total de 6leo| gl g| (3)

Rendimento

O Teor total de 6leo foi definido como a porcentagem de massa de 6leo
extraida pelo método de BLIGH & DYER, 1959 em determinada massa de polpa de
dendé.
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Ensaios Tempo? Diluicdo ° R%° R%"
1 10 (1) 3(-1) 34,20 31,75
2 20 (1) 3 (-1) 44,00 41,33
3 10 (-1) 5 (1) 22,17 17,18
4 20 (1) 5 (1) 10,62 5,46
5 22 (1,41) 4 (0) 14,41 18,37
6 8 (-1,41) 4 (0) 16,18 19,88
7 15 (0) 5,4 (1,41) 5,39 11
8 15 (0) 2,6 (-1,41) 44,50 46,55
9 15 (0) 4 (0) 26,97 27,44
10 15 (0) 4 (0) 28,15 27,44
11 15 (0) 4 (0) 27,31 27,44

A Tempo de centrifugagdo em minutos, ® Volume (mL)/ massa (g); R%°® Rendimento experimental;
R%P Rendimento previsto pelo modelo

De acordo com a Tabela 9, o ensaio 8 obteve maior rendimento de extracao de

6leo com 46,55% do teor total de 6leo presente na polpa utilizando Diluigao (V/m) de

2,6 em temperatura de 95°C durante 1 hora com Tempo de Centrifugacdo de 15

minutos a 2012x g. O ensaio 4 obteve menor rendimento com 5,46% do teor total de

6leo nas condigdes: Diluigao (V/m) 5 por 20 minutos de centrifugacéo (2012x g) apds

tratamento a 95°C durante 1 hora.

Tabela 10: Coeficientes de regressao para o processo térmico.

Fator Coeficientes Erro p Limite Limite
de Regressao  Puro confianga confianca

95% -95%

Média* 27,44 0,35 0,0002 25,93 28,96
(1)Tempo (L) -0,53 0,43 0,1300 -2,92 0,79
(1) Tempo (Q)* -4,18 0,51 0,0038 -10,58 -6,15

(2)Diluigao(L)* -12,61 0,43 0,0000 -27,07 -23,36
(2)Diluigao(Q) 0,67 0,51 0,1203 -0,87 3,56
1 com 2* -5,33 0,6 0,0032 -13,27 -8,04

*Efeitos significativos a 5% de confiabilidade. (L) Linear, (Q) Quadratico.
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Na Tabela 10 sdo apresentados os valores de coeficientes de regressao que
revelam que os efeitos Tempo de centrifugagéo (Q), Diluicao (L) e a combinagao dos
dois efeitos foram significativos, em nivel de 5% de confiabilidade para Teste t de
student para o processo aquoso de extracdo de oleo de palma utilizando pré-
tratamento térmico. Todos esses efeitos tiveram sentido negativo indicando uma
relacdo de inversa proporcionalidade com o rendimento de extragdo de d6leo. O
efeito Diluicdo (L) teve maior efeito sobre o processo exercendo uma relagao linear
com a variavel resposta. Enquanto o Tempo de centrifugagcéo (Q) apresentou um

comportamento exponencial em relagao a resposta rendimento de dleo.

Para verificar a adequacao dos dados experimentais ao modelo predito é
necessaria a confirmacao com parametros estatisticos como a Analise de Variancia
(ANOVA) apresentada na Tabela 11.

Tabela 11: Analise de variancia para processo térmico.
Fonte SQ gL Qm Fcal Ftab p
300,76 11,53 5,05 0,0089

Regressao 1503,82 5

Residuos 130,38 5 26,08
Falta de ajuste 129,64 3 43,21 116,79 19,16 0,0085

Erro Puro 0,74 2 0,37

Soma dos
Quadrados 1634,2 10

R?=92,02 % ; R? ajustado = 84,04 %. Fcal — Valor do F calculado; Ftab — Valor do F tabelado

O coeficiente de determinagédo (R?) apresenta uma proporgdo de variancia
explicada pelo modelo de 92,02% dos resultados obtidos nos ensaios (p<0,05),
indicando que o rendimento da extracdo aquosa de 6leo com pré-tratamento térmico

tem correlacdo com as variaveis independentes.

Pela analise de variancia é possivel observar que tanto a regresséo quanto a
falta de ajuste foram significativas para o processo, considerando o valor de p menor

que 0,05 e o valor de F calculado maior que o tabelado. A falta de ajuste ocorreu
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devido ao desvio dos pontos em que a Diluicdo teve maiores valores, indicando que
o modelo ndo explica tdo bem o mecanismo do processo em altos valores de
Diluicdo. No entanto, os valores maximos de rendimento de extragdo de dleo sao
obtidos quando sao usados menores valores de Diluicdo. Assim como o coeficiente
de determinacéo tem um valor aceitavel e o F calculado da Regressao ser maior que
o tabelado, foi decidido que é possivel gerar o modelo preditivo (Equacgao 4) e a

superficie de resposta e curva de contorno (Figura 14):

Equacéao polinomial de segunda ordem para processo térmico utilizando

apenas os efeitos significativos para os coeficientes:

Y=-4,18.(X1)*-12,61.X2 — 5,33.X1.X2 + 27,44 4)

\‘“Q\‘&%\w%\&
o (Mim)

o1

Dilui

"8 10 15 20 22
Tempo Centrifugagdc (minutos)

Figura 14: Superficie de resposta e curva de contorno para tratamento térmico.

Observando a superficie de resposta e a curva de contorno (Figura 14) é
possivel verificar um maior rendimento de extragcdo de 6leo quando sao utilizados

baixas diluicdes combinadas em um tempo de centrifugagéo entre 15 e 20 minutos.

Rendimentos de extracdo de até 50% aproximadamente do teor total de éleo
da polpa de dendé podem ser preditos pelo modelo considerando as condi¢des de

contorno utilizadas para o processo.
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HANMOUNGUJAI et al., (2000) avaliaram a extracdo aquosa do 6leo de farelo
de arroz e verificaram que a variagao da relagéo solugdo/amostra (Diluigdo) nao teve

efeito para o rendimento de extragao.

A determinagdo da umidade do O6leo em estufa apresentou valor de

0,82+0,35% p/p para as amostras extraidas com pré-tratamento térmico.

A Figura 15 apresenta a relagdo entre os pontos experimentais e os preditos
pelo modelo polinomial. Os pontos com valores mais baixos apresentam maiores
desvios em relagdo aos pontos preditos. Essa diferenca pode ser devido ao
mecanismo global do processo n&o ser explicado pelo modelo em valores altos de

diluigao.

Valores Preditos

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Walores Experimentais

Figura 15: Relagao entre valores experimentais e os
preditos pelo modelo polinomial.

O mecanismo do processo aquoso de extracdo de oleo ndo € explicado pelo
de extragao por solvente que se baseia na capacidade do 6leo em se dissolver e ser
extraido pelo solvente. No processo aquoso, o 6leo nao tem afinidade quimica pelo

solvente e por isso nao tem potencial quimico para ser dissolvido.

ROSENTHAL et al. (1996), explica que no mecanismo de extragdo por solvente
durante a dissolugdo espontanea, o sistema fica carregado com uma energia de
Gibbs negativa. A energia térmica é consumida para separar as moléculas do soluto
e dissociar as moléculas de solvente; essa energia é liberada quando as moléculas

de soluto dispersas interagem com as moléculas de solvente:
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A variacado total de entalpia sera mais negativa (exotérmica), se a energia
consumida durante as interagdes soluto-soluto e solvente-solvente forem menores
do que a energia liberada em interagcdes soluto-solvente. No entanto, se as
moléculas de soluto estdo fortemente vinculadas umas as outras como na agua, o
soluto se dissolve bem somente se a dissolugao resultar em forte interacdo soluto-
solvente. Este ndo é o caso da agua em 6leo onde as interagbes sao fracas e nao
conseguem compensar a grande quantidade de energia necessaria para romper as
ligagdes de hidrogénio na agua. Por outro lado, a solubilidade do 6leo em hexano é

alto porque as fortes interagdes soluto-solvente compensam a energia perdida.

Para processo aquoso de extragao de Oleo, a energia térmica é utilizada para
separar o oOleo dos outros componentes presentes que devido as caracteristicas
polares sdo dissolvidos na agua e assim separados do 6leo por centrifugacéo.
Portanto, o0 mecanismo do processo se baseia na insolubilidade do 6leo na agua

permitindo a dissolugao dos componentes solidos na fase aquosa.

Na teoria, o rendimento de extracdo pode ser maior com aumento da fase
aquosa, facilitando a dissolugao de componentes polares soluveis em meio aquoso.
No entanto, foi verificado o contrario pelo processo no presente trabalho em que a
diminuicdo da fase aquosa aumenta o rendimento de extracdo de dleo. Por isso, é
necessario uma investigacao mais detalhada sobre o processo para identificagao e

resolugao que explique tal fenébmeno.

5.1.1 Influéncia do Potencial Hidrogeniénico no Tratamento Térmico

Para estudar a influéncia do pH da solucdo na extragdo aquosa, um
experimento univariavel foi executado em ftriplicata para diferentes niveis de acidez

(pH entre 4 e 7) e uma amostra controle utilizando apenas agua destilada.

O processo foi aplicado utilizando uma relagcdo de 2:1 (volume de
solugdo:massa de fruto), temperatura de 95°C durante 1 hora e tempo de

centrifugacéo de 15 minutos. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Valores de média para extracao de 6leo em diferentes pH.

Controle pH 4 pH5 pH 6 pH7

95,63°+3,54 57,54°+ 2,79 57,30° + 3,95 95,30° + 1,15 54,36% + 3,40

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si de acordo com Teste de Tukey a 5% de
confiabilidade. Resultados expressos como % 6leo extraido em relagao ao teor total da polpa.

De acordo com a Tabela 12, a variagdo de pH de 4 a 7 para a solugdo do
tratamento térmico ndo apresentou diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5%
de confiabilidade. Portanto, foi decidido utilizar apenas agua destilada como solugéo

para o tratamento.

Para algumas oleaginosas, a mudanga de pH pode favorecer o aumento do
rendimento de extracdo do 6leo em processo aquoso. Essa mudanca de acidez
pode facilitar a hidrélise de componentes presentes na matriz e aumentar a
dissolugao dos componentes aquosos na solucdo. Isso pode ocorrer principalmente
em matrizes com alto teor protéico como a soja, o que contribui na liberagao do 6leo

devido a desnaturagao da emulséo lipoprotéica.

HANMOUNGUJAI et al., (2000) avaliaram o efeito do pH na extracdo aquosa de
oleo de farelo de arroz e verificaram aumento no rendimento de extracdo utilizando

pH alcalino enquanto que em baixos valores de pH ndo houve diferenca.

5.2 AVALIACAO DO TRATAMENTO ENZIMATICO

5.2.1 Atividade enzimatica

O extrato enzimatico bruto obtido da fermentacg&o sdélida de farelo de trigo pelo
fungo Paecilomyces variotii € as enzimas comercias de pectinase e celulase foram
caracterizadas com relagdo a atividade enzimatica de Poligalacturonase (PG) ,
Carboximetilcelulase (CMCase) e Tanase (TAH) e os resultados obtidos séao

apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Atividade enzimatica dos extrato bruto e comercial.

Enzimas Tanase (U/mL) CMCase (U/mL) PG (U/mL)
Extrato Tanase 106,03+2,34 71,24+1,16 43,3+0,87
Pectinase comercial - 367,65+21,34 1338,65+12,65
Celulase Comercial - 1800,46+37,45 581,23+12,34

U = umol substrato/min

O extrato enzimatico bruto obtido por Paecilomyces variotii apresenta
atividades de CMCase e PG necessarias para lise da parede celular da polpa de
dendé. No entanto, ndo sao suficientes para que ocorra a liberagao total do éleo. Por
esse motivo foi necessaria a introdugcado de enzimas pectinase e celulase comerciais
no presente estudo. O extrato bruto sera considerado a paritr de entdo, somente
como fonte de tanase e assim analisado seu efeito na adigdo ao processo junto com

as enzimas de maceragcao comerciais.

GOMES et al, (2002) utilizaram extrato enzimatico com atividade
Poligalacturonase (PG), Carboximetilcelulase (CMCase), celulase em papel de filtro
(FPase), protease e a-amilase produzido pela linhagem Aspergillus niger 3T5B8 por
fermentacao solida de farelo de trigo para processo de extragdo aquosa de 6leo de

pupunha obtendo maior rendimento que as enzimas comerciais.

5.2.2 Planejamento Experimental

Para a analise do processo de tratamento enzimatico para a extragcdo do dleo
de palma foi realizado Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). O
Delineamento consiste no planejamento fatorial completo 2° com 3 repetigbes no
ponto central combinado com a metodologia de superficie de resposta para melhor
visualizacdo do comportamento do processo nas condi¢cdes estudadas. Na Tabela
14 é apresentada a matriz com os pontos experimentais e os pontos preditos pelo

modelo:
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Tabela 14: Matriz DCCR para tratamento enzimatico.

X1 X2 Rendimento Rendimento
Ensaios (%Enzima) (Diluigao) X3 (pH) (%)? (%)°
1 -1(2) -1 (3) -1(4,7) 62,12 61,24
2 1(4) -1 (3) -1(4,7) 81,15 82,35
3 -1(2) 1(5) -1(4,7) 40,66 44,36
4 1(4) 1(5) -1(4,7) 75,39 70,61
5 -1(2) -1 (3) 1(6,3) 44,67 48,04
6 1(4) -1 (3) 1(6,3) 58,63 53,52
7 -1(2) 1(5) 1(6,3) 13,26 10,65
8 1(4) 1(5) 1(6,3) 21,81 21,27
9 -1,68 (1,3) 0 (4) 0 (5,5) 35,6 32,79
10 1,68 (4,6) 0 (4) 0 (5,5) 54,62 59,44
11 0 (3) -1,68 (2,3) 0 (5,5) 76,09 76,26
12 0 (3) 1,68 (5,6) 0 (5,5) 33,15 34,99
13 0 (3) 0 (4) -1,68 (4) 71,9 71,68
14 0 (3) 0 (4) 1,68 (7) 16,92 19,15
15 0 (3) 0 (4) 0 (5,5) 50,43 49,73
16 0 (3) 0 (4) 0 (5,5) 50,61 49,73
17 0 (3) 0 (4) 0 (5,5) 48,51 49,73

*Valores entre parénteses representam os valores reais das varidveis. Experimental; °Predito.

(%)Porcentagem de 6leo extraido em relag&o ao teor total de 6leo da polpa.

Foi observado na matriz de experimentos (Tabela 14) que o ensaio 2 obteve
maior rendimento de extracao de 6leo com 82,35% do teor total de 6leo na polpa a
partir das condigbes operacionais: concentracdo de enzima (%Enzima) a 4%,
Diluicdo 3.(V/m) e pH 4,7. O menor valor de extragdo foi obtido no ensaio 7 com
valor de 10,65% do teor total de 6leo na polpa a partir das condicdes operacionais:
concentragdo de enzima (%Enzima) 2%, Diluicdo 5.(V/m) e pH 6,3. Na Tabela 15

sao apresentados os efeitos para tratamento enzimatico:
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Tabela 15: Coeficientes de regressao para modelo do processo enzimatico.

Coeficientes de

Fator Regressao Erro Puro p
Média* 49,73 0,67 0,0002
(1) % Enzima (L)* 7,93 0,63 0,0015
% Enzima (Q) -1,28 0,69 0,0478
(2) Diluigao (L)* -12,28 0,63 0,0007
Diluigao (Q)* 2,09 0,69 0,0266
(3) pH (L)* -15,63 0,63 0,0004
pH (Q)* -1,53 0,69 0,0470
1 com 2 1,29 0,82 0,0889
1 com 3* -3,91 0,82 0,0109
2com3* -5,13 0,82 0,0016

*Efeitos significativos a 5% de confiabilidade. (L) — Linear; (Q) — Quadratico.

Os efeitos significativos de acordo com teste t de student sdo % Enzima(L),
Diluigao(L), Diluicao(Q), pH(L), pH(Q), %Enzima com pH e Diluicao com pH. O efeito
mais significativo para o processo de extragdo aquosa do 6leo de palma utilizando
pré-tratamento enzimatico foi o pH. Assim como a Diluigdo teve um valor alto de
significancia sendo as duas variaveis com sentido negativo, indicando uma relagao
de inversa proporcionalidade com o rendimento de extracdo de oleo como
observado no tratamento térmico. No entanto, a variavel %Enzima teve efeito com
sentido positivo indicando relagao diretamente proporcional com o rendimento de
extracdo de oleo indicando que as enzimas apresentam atividade na matriz e
auxiliam no processo de extragao como foi observado por ROSENTHAL et al. 2001,
NAJAFIAN et al., 2009; DE FAVERI., 2008, SOTO et al, 2006; SANTOS e FERRARI,
2005.

Para avaliacdo da adequagdo do modelo da regressdo aos pontos
experimentais obtidos utiliza-se a analise de variancia (ANOVA) apresentada na
Tabela 16:
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Tabela 16: Analise de variancia para pré-tratamento enzimatico.

ANOVA SQ gL Qm Fcal Ftab P
Regressao* 6728,54 9 747,61 41,66 3,67  0,00003
Residuo 125,61 7 17,94
Falta de
ajuste 122,91 5 24,58 18,14 19,29  0,0531
Erro puro 2,71 2 1,35
Total 6854,15 16

*Efeitos significativos a 5% de confiabilidade. SQ- Soma dos quadrados, gL- Graus de liberdade,
QM-Quadrado Médio. R? = 98,16% R? ajustado =95, 81%

Os resultados de analise de varidncia para a Regressao e para Falta de
ajuste revelam que a Regressao foi significativa enquanto a Falta de ajuste ndo. O
valor de F calculado para Regresséao foi maior que o de F tabelado, assim como o
valor de p foi menor que 0,05. Isso demonstra que o modelo definido pela regressao
€ adequado para representar 0 mecanismo do processo aquoso enzimatico de
extragdo de O6leo de palma nas presentes condi¢des. A Falta de ajuste nao
significativa demonstra que os pontos experimentais tiveram um baixo desvio em
relacdo aos pontos preditos pelo modelo polinomial. A partir desses parametros, foi
gerado o modelo matematico (Equagao 5) utilizando apenas os efeitos significativos

como coeficientes:

Y=7,93.X1 - 12,28.X2 + 2,09.(X2)* — 15,63.X3 - 1,53.(X3)? - 3,91.X1.X3 - 5,13.X2.X3
+49,73

S)

As superficies de resposta e curvas de contorno estdo representadas nas
Figuras 16, 17 e 18.
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Figura 16: Superficie de resposta e curva de contorno para efeito da Diluigdo com concentragao de
Enzima para Rendimento de extragdo de dleo.

Analisando a curva de contorno (Figura 16) € possivel verificar que o maior
rendimento de extracdo de 6leo é obtido quando o sistema é operado nas diluicoes
menores que 3(V/m) e a concentracdo de enzima maior que 3% alcangando

rendimento de extragédo de 6leo acima de 80%.

NAJAFIAN et al. (2009), utilizaram enzima Pectinex Ultra SP-L (Novo nordisk )
para extracdo de o6leo de oliva e verificaram que a concentragcdo de enzima foi

significativa, aumentando a extragdo de 6leo e polifendis.

O rendimento de extragdo € diretamente proporcional a concentracdo
enzimatica em relagdo a massa de polpa de dendé utilizada. Entretanto, em valores
altos de Diluicdo (acima de 4), a concentragdo enzimatica tem pouco efeito sobre o
rendimento de 6leo. Aumentando a concentragdo de enzima e diminuindo a relagéao
solugdo/amostra (Diluicdo) é favorecida a acessibilidade da enzima as paredes

celulares sendo mais efetivas em baixos valores de Diluigéo.

SANTOS e FERRARI, (2005) investigando o processo enzimatico de extracdo
aquosa de ¢6leo de soja e verificaram que a Diluigdo foi a variavel mais significativa
tendo relagdo direta com o rendimento de O6leo obtendo a relagdo de 1:20

amostra:solugdo como valor 6timo.
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ROSENTHAL et al., (2001) avaliaram os efeitos das variaveis concentragao
enzimatica (p/p), taxa liquido/sdlido (Diluigdo), granulometria do material (um) e
tempo de hidrélise para rendimento de extragdo de oleo e hidrolisado protéico;

verificando que a variavel Diluigdo apresentava efeito significativo positivo
apresentando relagao direta com o rendimento de 6leo.
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Figura 17: Superficie de resposta e curva de contorno para efeito do pH e concentragéo de enzima
para rendimento de extragcédo de 6dleo.

Observando a superficie e curva (Figura 17) é possivel afirmar que os maiores
resultados foram obtidos na faixa de pH entre 4 e 5,5. As enzimas comerciais
Pectinase e Celulase apresentam atividade o6tima nessa faixa de pH, o que
provavelmente determinou melhor rendimento de extragcdo de dleo. Além disso, em
pH 7 a concentracdo de enzima nao teve efeito para o rendimento de extragao de
6leo. PASSOS et al. (2009) utilizaram pré-tratamento enzimatico para extragao de
oleo de semente de uva aplicando celulases, pectinases, xilanases e proteases e
verificaram que o maior rendimento de extracdo do 6leo foi utilizando pH 3 e 4. Além
disso, ndo obtiverem aumento significativo de extracdo de dleo de semente de uva
quando aumentaram as concentragdes de pectinase, celulase, protease e xilanase

em pH 7 devido a baixa atividade dessas enzimas em pH neutro.
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Figura 18: Superficie de resposta e curva de contorno para os efeitos de pH e Diluigdo no
Rendimento de dleo.

Pela Figura 18 é possivel identifcar que a variavel pH teve maior influéncia em
ralacdo ao Rendimento de extracdo. Para processo em pH 4, a diluicdo nao
apresenta efeito para o rendimento de extracdo de d6leo. No entanto, em valores
altos de pH € observado uma diminuicdo no rendimento de extragdo quando os
valores de Diluicdo sao altos. Acima de pH 5,5 o mecanismo do processo perde a

caracteristica enzimatica devido a baixa atividade das enzimas nessa faixa de
acidez.

Valores Preditos

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0
Valores Experimentais

Figura 19: Relagao entre pontos preditos e
experimentais para processo enzimatico.
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Na Figura 19 é ilustrada a relacédo entre os dados experimentais e os do
modelo obtido pela regressdo. Os pontos experimentais possuem boa correlagcédo
com os do modelo polinomial preditivo confirmando a boa adequacdo dos dados,
além da capacidade da equacgao para reproduzir o mecanismo do processo has

condicdes estudadas.

5.2.3 Validagao Experimental do Modelo

Para validacdo do modelo, alguns experimentos foram realizados de forma
aleatdria e seus resultados comparados com os valores preditos pelo modelo. Os
resultados encontrados demonstram que os pontos experimentais podem ser

explicados pelo modelo.

Utilizando a concentragdo maxima de enzima (4,6%) e o menor valor de
Diluigédo (2,3) e pH (4) obteve-se resultado de maior rendimento de extracado do éleo
presente na polpa do fruto. Os resultados dos ensaios estdo apresentados na
Tabela 17:

Tabela 17: Validacdo experimental do modelo polinomial.

Diluigao
Enzima (%) (v/m) pH Experimental* Predito* -95,00% 95,00%
4,7 2,3 4 90,02 97,39 86,17 107
4,7 2,3 7 49,56 55,18 43,55 66,82
2 2,3 4 67,54 70,12 61,11 79,12
2 5 4 49,34 53,03 46,58 59,47

* % o6leo extraido em relagéo ao teor total presente na polpa do fruto de dendé.

Apesar de haver desvio entre os valores experimentais e preditos pelo modelo,
o resultado ainda se encontra dentro do limite de tolerancia de 5% para variagao do

sistema.
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5.2.4 Efeito da Tanase no Rendimento de Extracdo de Oleo

Para determinar a influéncia da enzima Tanase no rendimento de extragao de
oleo, alguns experimentos foram realizados utilizando as enzimas separadamente e
uma amostra controle. A amostra que utilizou apenas extrato bruto de Tanase teve
concentracéo de 42,4 U de Tanase (TAH); 28,5U de Carboximetilcelulase (CMCase)
e 17,3 de Poligalacturonase (PG) para 10g de polpa. A amostra que usou apenas
Pectinase e Celulase teve 727,8U de CMCase e 383,9U de PG. A amostra com a
mistura das trés enzimas teve 13,8U de TAH; 291,2 de CMCase e 255,2U de PG e
uma amostra controle utilizando apenas solugcédo tampéao. O processo foi conduzido
sob as seguintes condi¢cdes operacionais: relagdo volume:massa (diluigao) 3:1 e pH
4. Temperatura do sistema fixa em 50°C durante 1 hora e centrifugagao por 20

minutos a 3000 rpm. Os resultados obtidos sao apresentasdos na Tabela 18:

Tabela 18: Efeito da Tanase no rendimento de extragao de 6leo de palma.

Controle Tanase Pec+Cel Pec+Cel+Tan

26,18 +0,75 41,52 +0,35 78,73° +0,80 79,56°+0,30

Resultados expressos como porcentagem de rendimento de 6leo extraido em relacdo ao teor total de
6leo na polpa. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente de acordo com
Teste de Tukey a 5% de confiabilidade. Pec+Cel — Pectinase e Celulase; Pec+Cel+Tan- Pectinase,
Celulase e Tanase.

De acordo com os resultados obtidos pelo Teste de Tukey é possivel verificar
que apesar da capacidade de extrair dleo, o extrato bruto de Tanase teve efeito
menor sobre o rendimento de extracdo comparado as amostras extraidas na
presenca de pectinase e celulase comerciais. O extrato de Tanase foi
aproximadamente 58% maior que amostra Controle, enquanto que as amostras
extraidas na presenca de pectinase e celulase comerciais foram aproximadamente
200% maior que a Controle. No entanto, cabe ressaltar que o objetivo da utilizagao
da da tanase no presente estudo estaria relacionado com a capacidade de hidrolisar
compostos fendlicos e auxiliar ou propiciar a dissolugdo dos mesmos no Oleo,

migrando da matriz vegetal. Além disso, todas publicacbes sobre aplicagdo de
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tanase sao direcionadas a hidrolise de taninos hidrolisaveis (acido tanico), taninos
condensados (epigalocatequina galato) e sintese de propil galato (BANERJEE et al.,
2001; BATTESTIN et al., 2004).

O presente estudo considera o fato da enzima tanase ser uma esterase e por
isso, necessario investigar o grau de especificidade de substratos para tal enzima,
verificando se esta apresenta atividade em outros compostos fendlicos, além
daqueles ja descritos na literatura, como também na sua capacidade de facilitar a
extragdo de 6leo e de compostos bioativos que estejam em interagdo com os taninos

em uma matriz complexa como a polpa de dendé.

5.2.5 Cinética de Extragcao Enzimatica

Para estudo do perfil do processo enzimatico em relagdo ao tempo, foi
realizada uma cinética de extragdo nas seguintes condi¢des: concentragao
enzimatica de 13,8U de TAH; 291,2U de CMCase e 255,2U de PG , Diluigdo= 2.
(V/m) e pH 4 a 50°C. Os experimentos foram realizados em duplicata de acordo com
os tempos de operacao: 5, 10, 20, 30, 45, 60 e 80 minutos de incubacdo; 5 minutos

de aquecimento a 95°C e centrifugagao a 2012 x g.

A partir dos dados obtidos foi realizada uma regressao nao linear da cinética de
extracdo do 6leo ajustando a dois modelos matematicos: (Equacédo 6) modelo Log
proposto inicialmente por DUGGAL (1987) e modificado por KASHYAP et al., (2007)
para descrever as taxas de reagao de extracdo de 6leo de graos de soja hidrolisados
enzimaticamente e (Equacdo 7) modelo pseudo-segunda ordem de Lagragren
utilizado para descrever mecanismo de transferéncia de massa e de reagao quimica

simultaneamente.

R =exp (-k.t") (6)

R=R2kut  (7)
1+(R0.k2.t)
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Em que R é o rendimento de extracédo em relagcéo ao teor total de d6leo (%); R-
€ o rendimento de extragao no tempo infinito (t = «). K; é a constante de velocidade
do modelo Log e n é a ordem da reagéo. K, é a constante do modelo de pseudo-
segunda ordem. Nas Figuras 20 e 21 s&do apresentados os ajustes do modelo de

cinética de reagao e do modelo de pseudo-segunda ordem respectivamente.
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NaTabela 19 sdo apresentados os parametros cinéticos do ajuste dos modelos

matematicos de cinética de reacao e pseudo-segunda ordem.

Tabela 19: Parametros cinéticos dos ajustes dos modelos matematicos.

Modelos k R~ n R2
Cinética de 3,789 - 0,044 0,851

Reacao

Pseudo- 0,019 100,81 - 0,972

segunda ordem

K Constante de velocidade; R~ Rendimento de dleo no tempo infinito; n Ordem da reagdo; R?

Proporgao de variancia explicada.

De acordo com a Tabela 19, o modelo de Pseudo-segunda ordem apresentou
melhor propor¢ado de variancia explicada, apresentando menor desvio em relagéo
aos pontos experimentais, representando melhor o mecanismo de extracdo aquosa

enzimatica de 6leo de palma em diferentes tempos de incubacéo.

KASHYAP et al., (2007) avaliaram a hidrolise enzimatica de soja (Glycine max
L.) para aumento de rendimento de extragao do 6leo (hexano) em relagao ao tempo
de incubacgédo enzimatica e verificaram que o modelo Log modificado apresentava

coeficiente de correlagdo maior que r = 0,9.

HANDAYANI et al., (2007) avaliaram a extracdo de astaxantina de residuos de
camarao (Panaeus monodon) utilizando 6leo de palma e determinaram a cinética de
extragcdo comparando dois modelos matematicos: modelo de transferéncia de massa
e modelo de transferéncia de massa e de reagdo quimica simultanamente (Pseudo-
segunda ordem). Os ajustes dos dois modelos foram considerados satisfatérios, no
entanto o modelo Pseudo-segunda ordem apresentou maior valor de R? indicando
que a reacgao entre os grupos hidroxilas na astaxantina com os acidos graxos do
oleo também ocorreu durante o processo de extragdo, além da transferéncia de

massa.
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De acordo com o melhor ajuste do modelo Pseudo-segunda ordem para
representar os pontos experimentais de extracdo aquosa enzimatica de 6leo de
palma, € possivel verificar que o mecanismo do processo pode ser explicado
simultaneamente pela reacdo enzimatica e pela transferéncia de massa para fase
aquosa do processo. A atividade enzimatica favorece a hidrélise de polissacarideos
permitindo maior dissolugdo destes em meio aquoso facilitando a separagao e

extracao de dleo.

Foi observado que a partir de 50 minutos de reacdo o maximo de extracao foi
atingido. O tempo 6timo de operagédo para pré-tratamento enzimatico da polpa de
dendé foi de 30 minutos alcangando cerca de 90% do teor total de éleo presente na

polpa de dendé.

O valor maximo de 6leo extraido no processo aquoso enzimatico de dleo de

palma foi de 93% do teor total de 6leo presente na polpa de dendé.

JIANG et al., (2009) investigaram a extragdo aquosa simultdnea de dleo e
hidrolisado protéico de amendoin e verificaram que as condicbes otimas de
operagao foram: Temperatura (65°C), pH (9,5), concentragédo enzimatica 1,5% (p/p),
e tempo de hidrdlise de 5 horas obtendo 79,32% do teor total de éleo e 71,38% de

hidrolisado protéico.

ALIAKBARIAN et al., (2008) otimizaram a extracdo enzimatica de 6leo de oliva
utlizando pectinase, celulase e hemicelulase comerciais e obtiveram rendimento de
15 g de Oleo para 100 de fruto nas condigdes: tempo de 91,64 minutos e

concentragado enzimatica de 25 mL/kg de polpa de fruto.

KIM, (1989) avaliou a extracdo enzimatica de 6leo de palmiste e obteve em 30
minutos de operagdo um rendimento de extragdo de 84% do teor total de dleo
utilizando pH 7, relagcdo volume: amostra de 4:1 e temperatura de 45°C.
(ROSENTHAL et al,. 1995).
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5.3 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

5.3.1 Fenois Totais

As analises de fendis totais utilizando reagente Folin-ciocalteu para as amostras
de 6leo extraido com enzimas, pelo processo térmico e seus respectivos efluentes

aquosos estao representadas na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados para Fenois Totais no 6leo e efluentes dos processos.

Amostras Controle Tanase P+C Térmico P+C+T

Efluentes’ 160+13,56 428,97+9,55 333,77+11,38% 213,64+15,98 376+39,58°
Oleo?  21,43+0,58° 26,43+0,58° 17,43+1,53% 22,53+3,06*® 14,76+1,00°

' ugEAG/mL 2 ugEAG/g. P+C — Pectinase+Celulase; P+C+T — Pectinase+Celulase+Tanase. *Médias
seguidas de mesma letra na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
confiabilidade.

A concentracdo de polifendis totais para o fruto foram de 1222.87 + 89.58
micrograma de equivalente acido galico (ug EAG / g) por grama de polpa seca. Os
efluentes aquosos do processo (solugao + sdlidos) revelam que a enzima Tanase
apresentou atividade na matriz lipidica (polpa de dendé). O aumento da
concentracdo de fendis totais da amostra Controle para da Tanase sugere que a
enzima tenha hidrolisado alguns polifenéis de maior cadeia e solubilizando na agua
do processo. Houve aumento de cerca de 167% em relagcdo ao Controle. No
entanto, todas as amostras tiveram valores mais altos que o Controle, sugerindo

extracao de fendis pela pectinase, celulase e tratamento térmico.

Os resultados de fendis totais para o 6leo revelam que foram detectados baixos
valores de fendis adsorvidos no o6leo bruto de palma. As médias apresentaram
valores aproximados com poucas diferencas significativas entre si, com as amostras
extraidas com Tanase apresentando maior valor de 26,43+0,58 ngEAG/g mas nao
estatisticamente diferente do Térmico 22,43+3,06 ugEAG/g. As duas amostras
apresentaram aumento em relagdo a amostra controle de 23,3% (Tanase) e 5,1%
(Térmico). As amostras extraidas com Pectinase e Celulalse tiveram valores abaixo

do Controle, no entanto, essa diferenga nao foi estatisticamente significativa.
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DE FAVERI et al.,, (2008) analisaram a influéncia das enzimas pectinase,
celulase e hemicelulase separadamente e verificaram que a mistura das trés
apresentava maior eficiéncia de extragcdo de polifendis totais, indicando um efeito
sinergistico entre as atividades de cada enzima. Apds isso, ALIAKBARIAN et al.,
(2008) otimizaram o pré-tratamento enzimatico para extracdo de azeite de oliva
utilizando planejamento fatorial completo 32 e aplicando uma solugdo de pectinase,
celulase e hemicelulase comerciais; analisando os efeitos das variaveis
independentes tempo de maceragao e concentracdo enzimatica sobre as respostas
polifendis totais (TP), o-difendis (OD) e capacidade antioxidante (DPPH) e obtiveram
TP = 844.30 microgramas de equivalente de acido cafeico por grama de o6leo
(ugCAE/g oleo); OD = 120,80 ugCAE /g dleo e atividade antioxidante de 24.93

MgDPPH/uL de extrato como aumento de fendis totais.

NAJAFIAN et al., (2009) utilizaram Pectinex Ultra SP-L (Novo nordisk biochem
north america, inc) and Pectinase 1.6021 (Merk company, Darmstadt, Germany)
para extracdo aquosa de 6leo de oliva e verificaram que o efeito da concentragao
era significativamente positivo para rendimento de dleo, cor e polifendis totais. Mas
ndo significativo para acidez, indice de peroxidos e indice de iodo. O teor de

polifendis apresentou aumento de 13.9 — 72.6% em relagao ao controle.

LATIF e ANWAR , (2009) avaliaram os efeitos do tratamento com varias
preparagdes enzimaticas para extragdo aquosa de Oleo de girassol e analisaram os
polifendis totais paras as amostras que apresentaram de13-15 mg EAG/100 g de

oleo e 9 mg EAG/100 g para a amostra controle.

NEO et al., (2010) identificaram oito tipos de acidos fendlicos presentes na
polpa de dendé (E. guineensis) sendo que o ferrulico, p-hidroxibenzdico e p-
cumarico foram os acidos fendlicos majoritarios na polpa variando de 55 a 376 ug/g
b.s.

5.3.2 Carotenodides

A determinacao de carotenos totais pelo método espectrofotométrico realizada

em ftriplicata nas amostras extraidas com tratamento enzimatico por Pectinase e
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Celulase; Pectinase, Celulase e Tanase; apenas Tanase; pelo tratamento térmico

(Térmico) e controle enzimatico (Controle) estdo apresentadas na Tabela 21:

Tabela 21: Teor de carotenos totais presente nas amostras de 6leo.

Pec+Cel Pec+Cel+Ta Tanase Térmico Controle

219,9+11,03* 269,67+67,5® 346,74+19,86° 152,60+1,42* 136,48+17,52%

Resultados expressos como pg B-caroteno/g de 6leo.*Médias seguidas de mesma letra ndo sao
diferentes estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de confiabilidade. Pec+Cel — Pectinase e

Celulase; Pec+Cel+Ta — Pectinase, Celulase e Tanase.

Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento térmico e enzimatico
apresentaram aumento no rendimento de extracdo de carotenos totais para o dleo
de palma. No entanto, apenas as amostras tratadas com tanase (Tanase e
Pec+Cel+Ta) foram diferentes estatisticamente das amostras Controle e Térmico. O
O0leo da amostra Tanase apresentou aumento de cerca de 154% do teor de
carotenos totais do 6leo em relagdo ao Oleo da amostra Controle (mesmos
parametros do tratamento enzimatico, no entanto sem enzima). Enquanto que a
amostra Pectinase, Celulase e Tanase teve aumento de 97% em relacdo ao
Controle. As duas amostras com a presenca de tanase nao foram estatisticamente
diferentes entre si. A média da ftriplicata para 6leo da amostra Tanase, com maior
teor, foi de 346,74 pg de B-caroteno/g de 6leo, enquanto da amostra Controle
(menor teor) foi de 136,48 ug de B-caroteno/g de 6leo. As amostras extraidas com
Pectinase e Celulase ndo tiveram diferenga significativa da amostra Pectinase,
Celulase, Tanase; Térmico e da Controle. Apesar de apresentar cerca de 61% de

aumento de concentragdo em relagao a amostra Controle.

As concentracdes de carotenos totais obtidas no processo aquoso de extragao
de oleo de palma tiveram valor abaixo do 6leo obtido por processo convencional de
prensagem (500-700 ppm) de acordo com CHOO, 1994; PEIXOTO, 2004.

CHOUDHARI e ANANTHANARAYAN (2007) utlizaram pectinase e celulase

para extracdo de licopeno dos tecidos de tomate e obtiveram aumento no
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rendimento de extracdo de 198% em relagcdo ao controle (132 pg/g) para amostras

tratadas com celulase e 224%(108 ug/g) para amostras tratadas com pectinase.

MORTENSEN , (2005) analisou um extrato de carotenos obtido do fruto de
dendé (Elaeis guineensis) por HPLC empregando uma coluna Cs e verificaram que
a- e [P-carotenos sdo os majoritarios correspondendo a 95% dos carotenos
presentes no extrato. Além disso, 60% de a- e B-carotenos estdo na forma isébmero

trans.

O presente estudo indica uma possivel atividade da tanase na liberagao de
carotendides na extracdo aquosa do 6leo de palma. Nenhum estudo avaliando o

efeito dessa enzima para extragcao de carotendides foi publicado ainda.

5.3.3 Tocoferois

A analise de tocoferdis totais realizada em HPLC tem seu resultado

apresentado na Tabela 22:

Tabela 22: Concentragao de tocoferois totais presentes no 6leo das amostras.

Pec+Cel Pec+Cel+Ta Tanase Térmico Controle

79,61 805 828,72 944,55 1029,96

Resultados expressos como ug de Tocoferdis totais / g de éleo (ug TT / g). Pec+Cel —
Pectinase+Celulase; Pec+Cel+Ta - Pectinase+Celulase+Tanase

De acordo com a Tabela 21 é possivel observar que o tratamento enzimatico
nao teve influéncia sobre a concentragdo de tocoferdis considerando o valor da
amostra Controle como maior concentragdo entre as amostras (1029,96 ug TT / g
oleo). No entanto, ndo é possivel afirmar com precisdo devido a falta de repeti¢cdes
de amostras para determinar uma relagao estatistica significativa entre as médias e

desvios das amostras.
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A amostra extraida com pectinase e celulase apresentou menor valor de
concentragédo de tocoferdis com valor de 79,61 ppm ou ug TT / g 6leo. A amostra
extraida com pectinase, celulase e tanase teve valor aproximado da amostra
extraida apenas com Tanase indicando um possivel valor médio sem diferenca (805
e 828,72 ug TT / g oleo respectivamente). A amostra extraida com tratamento
térmico apresentou valor maior que as amostras extraidas com tratamento

enzimatico (944,55 ug TT / g dleo).

As concentragbes de tocoferdis totais obtidas no tratamento com pectinase,
celulase e tanase e apenas tanase tiveram valor aproximado com as concentracdes
obtidas por processo convencional de prensagem (600-1000 ppm) de acordo com
(CHOO, 1994; PEIXOTO, 2004, O'BRIEN, 2004). No entanto, a amostra controle

apresentou concentragao maior.

WEI PUAH et al., (2007) estudaram as concentragdes de tocoferdis no éleo de
palma apos refino fisico e observaram o valor médio de 1273+18 ppm no oleo bruto
de palma, 1134120 ppm apos a degomagem, 1095+18 ppm apds branqueamento e

1029418 ppm apds a desodorizagao.

LATIF e ANWAR . (2009) utilizaram tratamento enzimatico com varias
preparacdes comerciais para extragdo aquosa de 6leo de girassol e observaram que
as amostras apresentavam concentra¢des de tocoferdis totais maior que a amostra
controle, indicando efeito significativo das enzimas no aumento de rendimento de
extragcdo de tocoferdis variando de 799-849 mg TT / kg de o6leo (ppm) para

asmostras enquanto que a controle com 778 ppm.

5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)

As anadlises de DPPH foram realizadas nas fragbes hidrofilicas (metandlica),
lipofilicas e totais das amostras de 6leo de palma. Os resultados sao apresentados

na Tabela 23 abaixo:
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Tabela 23: DPPH das fragdes hidrofilica, lipofilica e total das amostras de dleo.

Amostras Hidrofilico Lipofilico Total
P+C 377,8+66° 584,10+51° 728,5+20°
P+C+T 456,1+54° 991,8+217° 854,1+18°
Tanase 754,5+18 791,8+73%* 820,7+10°
Térmico 116,1+33° 535,7+67° 542,9+13
Controle 266,1+28% 644,6+47° 756,8+13°

* Resultados expressos como umolET/g 6leo *Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna
nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05); P+C — Pectinase + Celulase; P+C+T- Pectinase +
Celulase + Tanase

Os resultados demonstram que a amostra de oleo extraida com Pectinase,
Celulase e Tanase teve maior valor de potencial antioxidante da fracéo lipofilica
(991,8+217 pmol Trolox/g 6leo) e total (854,1+18 umol Trolox/g 6leo). No entanto,
nao diferiram estatisticamente das amostras Tanase pelo Teste de Tukey para as
duas fragdes. O que indica que a presenga da enzima tanase foi significativa para
aumento da atividade antioxidante. Para fragdo hidrofilica, o éleo extraido apenas
com Tanase teve maior valor de capacidade antioxidante (754,5+186 umolET/g

oleo) sendo diferente estatisticamente das outras amostras e do Controle.

Somente os valores para fragao total e lipofilica devem ser comparados, desde
ques estes sdo quantificados utilizando acetato de etila, no caso da fracao
metandlica, o solvente pode interferir na analise de DPPH (PEREZ-JIMENEZ &
SAURA-CALIXTO, 2006). Deve ser notado que apesar do 6leo restante apos a
extragcdo metandlica ndo possuir compostos polares, a fragdo hidrofilica contém
tanto compostos polares como compostos de polaridade intermediaria (PEREZ-
JIMENEZ et al. , 2008).
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5.4.1 Correlacao entre Fenois Totais e DPPH

As Figuras 22 e 23 representam a correlagdo entre Fendis Totais e DPPH da

fracao hidrofilica com e sem os valores da amostra Tanase respectivamente.

Quando séao correlacionados os valores de todas as amostras, o valor de r =
0,21 com p = 0,43 sendo nao estatiscamente signifcativo. No entanto, quando sao
correlacionadas as amostras sem a presencga dos valores da amostra Tanase o valor
de r = -0,86 com p = 0,0003 sendo estatisticamente signifcativa a correlagdo. Com
sentindo negativo indicando uma relagdo linear inversa entre Fenodis Totais e a
atividade antioxidante (DPPH).

28

26

ML

Fenois Totais (MgEAG/g dleo)

. Yy =18,8803 + 000417
r=02181 p=0434% > = 00476

“e._95% corfianca

0 100 200 300 400 500 800 700 800 900 1000
DPPH fragéo hidrofilica (pmol Trolox / g ¢leo)

Figura 22: Correlagao entre Fenois Totais e DPPH fragao
hidrofilica.

Sem a presenca dos valores da amostra Tanase a correlagdo tem valor
negativo, indicando efeito contrario do aumento de fendis totais para o atividade

antioxidante da fragao hidrofilica.

A analise de polifendis totais pelo método de Folin ciocalteu é considerada
como um método quantitativo de compostos que apresentam fenol na cadeia nao
identificando os compostos especificos. Porém, alguns compostos fendlicos
apresentam atividade antioxidante diferente entre si, podendo apresentar atividades

diferentes em uma mesma concentragao de polifendis totais.
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Figura 23: Correlagéo entre Fendis Totais e DPPH fragdo
hidrofilica sem os valores da amostra Tanase.

A amostra Tanase apresentou uma tendéncia contraria as outras amostras
sugerindo aumento de atividade antioxidante com a concentragdo de polifendis
totais, o que pode ter sido ocasionado pela presenca de compostos fendlicos

diferentes, devido a hidrélise enzimatica, diferente das outras amostras.

Além disso, é possivel também que existam compostos presentes no extrato
hidrofilico com caracteristicas polares como proteinas e fosfolipidios que possam

interferir na atividade antioxidante ou na determinacao de polifendis totais.

Para uma melhor investigacao do efeito dos polifendis do 6leo de palma na
atividade antioxidante € necessario uma metodologia analitica mais precisa e

especifica como HPLC/DAD, determinando o perfil fendlico do extrato.

5.4.2 Correlacao entre Carotendides Totais e DPPH

As Figuras 24, 25 e 26, apresentam as correlagdes entre Carotendides Totais e

DPPH para fragdes total, lipofilica e hidrofilica respectivamente.
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De acordo com as Figuras 24, 25 e 26, é possivel observar que a concentragao

de carotenodides totais apresentou correlagao significativa positiva para a atividade

antioxidante (DPPH) das fragdes total, lipofilica e hidrofilica com coeficiente de

correlagador =0, 63, r=0,70 e r = 0,9 respectivamente.
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Figura 26: Correlacado entre carotenos totais e DPPH da fragéo
hidrofilica.

A correlagao mais significativa foi com a fracado hidrofilica que corresponde ao
extrato metandlico obtido do 6leo. Devido a apolaridade dos carotendides, nao é

considerada a presenca destes na fracao hidrofilica do éleo.

De acordo com KRINSKY (1993), a atividade antioxidante de carotendides em
solugdes organicas é relacionada a concentragao de oxigénio, estrutura quimica dos

carotendides e a presenca de outros antioxidantes (polifendis e tocoferol).

KIOKIAS e OREOPOULOU, (2006) estudaram os efeitos antioxidantes de
extratos naturais de carotendides em emulsdes dleo-em-agua de girassol (utilizando
radical soluvel em agua) analisando a formagao de hidroperoxidos e verificaram que
carotendides com caracteristicas polares tinham atividade antioxidante maior. Além
disso, verificaram que a mistura de luteina ou B-caroteno com isémeros de tocoferol

aumentaram a atividade antioxidante dos carotendides individuais.

CANO et al., (2003) avaliaram a fragao hidrofilica e lipofilica de tomates e
verificaram que o licopeno apresentava correlagdo positiva com atividade
antioxidante pelo método ABTS utilizando Trolox como padrédo (r = 0,91 para
p<0,05).
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Nao foi verificado correlagao direta entre Tocoferdis Totais e DPPH (todas as
fragdes). No entanto, ndo é possivel afirmar pois apenas um dado foi obtido das
concentragbes de tocoferol. Alguns estudos indicam que os tocoferdis apresentam
correlacdo direta e positiva com atividade antioxidante, além disso, sao

considerados como um potente antioxidante lipofilico.

ROSSI et al.,, (2007) avaliaram a estabilidade de tocoferdis de diferentes
amostras de O6leos comercias durante processo de fritura e verificaram uma
correlagdo positiva entre Tocoferois Totais e atividade antioxidante (DPPH) com

valorde r =0,94.

Para estudar a correlagdo entre as duas variaveis € necessaria uma
investigacédo do efeito dos isébmeros de tocoferol isoladamente, pois na literatura é
reportado que a-tocoferol tem menor atividade antioxidante, no entanto apresenta
maior atividade de vitamina E (BELITZ e GROSCH, 1999; ROSSI et al., 2007).

HUANG et al.,(1994) observaram que a 100 ppm de concentragao, a-tocoferol
teve maior atividade antioxidante em o6leo de milho quando comparados com vy-
tocoferol. No entanto, em concentragcdes maiores que 250 ppm, a-tocoferol comeca
a apresentar efeitos pré-oxidantes e o tocoferol com melhor atividade em

concentracdes acima de 1000 ppm foi y-tocoferol (SILVA et al., 2010).

A falta de correlagcao entre as duas variaveis pode ser devido a presenca de
interferentes das analises que estdo presentes nas amostras de 6leo bruto de palma

e poucos dados de concentragcao de tocoferol.

5.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.5.1 Cor, Acidez e Estabilidade oxidativa

As caracteristicas fisico quimicas obtidas das amostras de 6leo de palma estao

representadas na Tabela 24:
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Tabela 24: Analises de cor, acidos graxos livres e estabilidade oxidativa.

Amostras Cor Cor (amarelo) Estabilidade AGL (%)’
(vermelho) Oxidativa (horas)
P+C 8,4 70 5,352 1,3?
P+C+T 12,8 70 5,812 1,722
Tanase 13,8 70 5,562° 1,48°
Térmico 9,8 70 5,89° 1,38°
Controle 14,1 51 6,2° 1,512

P+C — Pectinase+Celulase; P+C+T — Pectinase+Celulase+Tanase. Médias seguidas de mesma letra

na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de confiabilidade.

' Acidos Graxos Livres (% &cido palmitico)

Na Tabela 24 sao observados os resultados para as analises de cor, realizadas
em duplicata e estabilidade oxidativa (Rancimat) e porcentagem de acidos graxos
livres (AGL %) realizadas em triplicata. A amostra Controle apresentou maior
intensidade da cor vermelha (13,8), enquanto a amostra Pectinase+Celulase
apresentou menor valor (8,4). Para cor amarela, observou-se que apenas a amostra

Controle apresentou valor inferior as outras amostras (51).

Para analise de estabilidade oxidativa (Rancimat), € possivel verificar que o
tratamento enzimatico nao teve efeito significativo de acordo com o teste de Tukey a
5% de confiabilidade. A Figura 27 representa a correlagéo entre Tocoferois Totais e

Estabilidade Oxidativa para as amostras de 6leo.

Foi observada uma correlagao linear positiva entre as duas variaveis com r =
0,81 sendo estatisticamente significativa a 90% de confianga. Isso indica uma
possivel dependéncia da concentracdo de tocoferdis para obter maior estabilidade

oxidativa.

APARICIO et al., (1999) estudaram a influéncia de polifendis totais, tocoferdis e

relagéo oleico/linoleico para a estabilidade oxidativa (Rancimat) do dleo de oliva e
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verificaram que polifendis totais foi a variavel mais significativa, seguida da relagao
oleico/linoleico e a-tocoferol como variaveis com menor influéncia sobre a
estabilidade oxidativa do dleo de oliva. Além disso, verificou que as amostras com
maior estabilidade também apresentavam maiores valores de taxa oleico/linoleico,

maior concentragao de clorofila, carotendides totais e a-tocoferol.

1200

1000 fo

800 *

500

400

Mg (a-Tocoferol / g gleo)

200
XY r=08123,p=00948 = 06539

. 95% confianca

0 .,
52 53 54 55 56 57 58 59 0 6,1 52 63

Estabilidade Oxidativa (Horas)
Figura 27: Correlacéo entre Tocoferdis Totais e Estabilidade
Oxidativa.

Na Figura 28 é representada a correlagao entre carotenos totais e estabilidade
oxidativa que apresentou valor negativo indicando inversa proporcionalidade entre
as duas variaveis (r = -0,64). No entanto, essa correlagdo nao foi estatisticamente
significativa.
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Figura 28: Correlagéo entre carotenos totais e estabilidade
oxidativa.

Alguns trabalhos relacionam a estabilidade oxidativa de oOleos com
carotendides devido a presenga de licopeno. MONTESANO et al., (2006) reportaram
que a adigdo de 0,5% de licopeno em 1% de azeite de oliva extra virgem
preservaram os carotenoides presentes durante o tempo de estocagem devido a

protecao de polifendis e a-tocoferol.

Alguns trabalhos mostram que B-caroteno atua como pré-oxidante durante a
oxidacdo lipidica tanto na luz (TERAO et al., 1980) quanto no escuro (SUZUKI,
USUKI, & KANEDA, 1989).

Nao foi verificado correlagdo entre a estabilidade oxidativa e atividade
antioxidante (DPPH). O ensaio DPPH é baseado na eliminagdo do radical
cromogeno DPPH;. a desvantagem principal deste ensaio € que este radical, que &
um radical nitrogénio estavel disponivel comercialmente nao tem qualquer
semelhanga aos altamente reativos, como os radicais transientes formados na
peroxidagao lipidica (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010).

BENAKMOUM , (2008) avaliaram a adigao de extrato de polpa de tomate com

licopeno em d6leo de oliva refinado e 6leo de girassol e verificaram aumento de
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atividade antioxidante (DPPH) das amostras, no entanto, os resultados n&o tiveram

correlagdo com estabilidade oxidativa (Rancimat).

KOPRIVNJAK et al., (2008) avaliaram o efeito da adicdo de fosfolipidios em
Oleo de oliva e analisaram a atividade antioxidante (DPPH) e a estabilidade oxidativa
(Rancimat) e verificaram que o aumento de concentragdo de fosfolipidios diminuiu a
atividade antioxidante enquanto que a estabilidade oxidativa aumentou obtendo uma
correlagao linear positiva (r = 0.9849) . Além disso, verificou que o aumento da

concentracéo de lecitina também aumentou a concentragao de Tocoferois Totais.

5.5.2 Perfil de Acidos Graxos

Na Tabela 25 sédo apresentados valores dos perfis de acidos graxos realizados
em duplicata para as amostras de 6leo de palma:

Tabela 25: Perfil de acidos graxos das amostras de éleo de palma.

Acidos P+C P+C+T Tanase Térmico Controle
Graxos (%)

C 12:0 0,02 0,02 - 0,02 0,02
C 14:0 0,82 0,72 0,63 0,87 0,87
C 16:0 46,78 48,94 46,16 46,02 46,02
C 16:1 0,16 0,18 0,17 0,15 0,15
C17:0 0,08 0,08 0,08 0,09 0,09
C 18:0 4,39 3,67 4,42 4,73 4,73
C 18:1 37,61 35,71 38,59 38,21 38,21
C 18:2 9,61 10,14 9,58 9,35 9,35
C 18:3 0,32 0,31 0,31 0,34 0,35
C 20:0 0,21 0,21 0,18 0,2 0,21

 P+C — Pectinase+Celulase; P+C+T - Pectinase+Celulase+Tanase
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Os dados referentes a composigcdo dos acidos graxos obtidos apresentados na
Tabela 24, na qual observa-se que os acidos em maiores concentragdes foram o
palmitico e oleico, respectivamente, de acordo com a composi¢cédo peculiar do 6leo
de palma e estdo de acordo com os dados do perfii da AGROPALMA (2009).
Também é possivel observar que os processos ndo modificaram o perfil de acidos

graxos do 6leo de palma. Na Tabela 26 € observada a relagao entre acido oleico e

linoleico.
Tabela 26: Relagdo das concentragdes de acido oleico e linoleico.
Acido P+C P+C+T Tanase Térmico Controle
Graxo/Amostra
C 18:1* 37,61 35,71 38,59 38,21 38,21
C 18:2* 9,61 10,14 9,58 9,35 9,35
C18:1/C18:2 3,91 3,52 4,03 4,09 4,09

*Valores em porcentagem para teor total de acidos graxos presente no o6leo. P+C —

Pectinase+Celulase; P+C+T — Pectinase+Celulase+Tanase.

Os valores da relagéo entre as médias de oleico e linoleico demonstram que as
amostras Tanase, Térmico e Controle apresentaram maior teor de linoleico em

relacéo ao oleico.

A Figura 28 representa a correlacdo entre acidos graxos livres (AGL) e a
relacao oleico/linoleico. Essa correlagdo apresentou valor negativo de r = - 0,7 no
entanto n&o foi signifcativa estatisticamente. O sentido negativo indica uma relagcéo
de inversa proporcionalidade entre as duas variaveis. O aumento de acidos graxos
livres (AGL) é responsavel pela diminui¢do no valor de acidos graxos polinsaturados

(C18:2) que sao os mais suscetiveis a hidrélise.
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Figura 29: Correlacdo entre acidos graxos livres e relagao
oleicol/linoleico.

Na figura 29 é observado a correlagdo entre atividade antioxidante (DPPH
fracao lipofilica) e relagéo oleico/linoleico que apresentou correlagdo negativa (r = -
0,81) indicando um decaimento na atividade antioxidante com o aumento da relagéo

oleico/linoleico.
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Figura 30: Correlagéo entre relagéo oleico/linoleico e DPPH fragéo
lipofilica.
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A atividade antioxidante € medida pela reagdo de neutralizacdo do radical
DPPH durante determinado tempo, gerando uma diferenca de concentragdo da
inicial que € expressa como a concentragao equivalente a um antioxidante sintético
(Trolox) capaz de neutralizar uma certa concentragdo de DPPH. Considerando a
matriz 6leo, esse radical ndo necessariamente reagira apenas com os antioxidantes
presentes na matriz, podendo reagir com acidos graxos polinsaturados (moléculas
reativas devida as insaturacbes) que serdo oxidados pelo DPPH e
consequentemente neutralizando o radical, indicando uma diminuicdo da
concentracdo de DPPH e induzindo a conclusdo de aumento de atividade

antioxidante.

De acordo com SIMONNE e EITENMILLER, (1998), tocoferdis e tocotriendis
parecem degradar mais rapido em oOleos com maior fragdo de acidos graxos
saturados. Na verdade, pode ser suposto que, no caso de dleos contendo altos
niveis de acidos graxos polinsaturados, as duplas ligagdes que determinam a
insaturagao competem com tocoferdis e tocotriendis como substratos para oxidacgao,

determinando um decaimento mais lento desses antioxidantes.

Nao foi verificado correlagdo entre a relagao oleico/linoleico e estabilidade

oxidativa (Rancimat) do éleo de palma no presente estudo.

APARICIO et al., (1999) verificaram que a relagdo oleico/linoleico apresentava
efeito positivo na regressédo para modelo preditivo que reproduz os dados de

estabilidade oxidativa (Rancimat) de 6leo de oliva.

CECIl e CARELLI , (2010) avaliaram a estabilidade oxidativa de azeite de oliva
proveniente da Argentina e verificaram que o efeito da relagao oleico/linoleico era

maior que o do Polifendis Totais para a estabilidade oxidativa do 6leo.

5.6 REGRESSAO MULTIPLA

Os dados obtidos para concentragdes de Carotendides Totais e Tocoferdis
Totais tiveram correlagdo direta significativa com a Estabilidade Oxidativa

(Rancimat) e por isso foram submetidos a regressdo multipla para verificar um
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possivel modelo preditivo para representar a Estabilidade Oxidativa a partir das
concentracbes desses compostos antioxidantes. Na Figura 31 é ilustrada a

superficie de resposta que representa a regressao:

Carotendides Tocoferdis:Rancimat. Multiple Ri{zhy) = 09819, p = 0,0359
Rancimat = 5,8004-0 0023%+0 0007y R*=0 964

RIS

Figura 31: Regressao multipla entre Carotendides e Tocoferdis para resposta
Rancimat.

Na Tabela 27 sdo apresentados os valores dos coeficientes para a equagao de
regressao:

Tabela 27: Valores dos coeficientes para Regressao Mdltipla.

Parametros B Erro Padrao de B p
5,800449 0,167268 0,000831
Carotendides -0,002313 0,000560 0,053825
Tocoferois 0,000730 0,000117 0,024830

*Significativo a 5% de confiabilidade. R* = 0,964 ; R? ajustado = 0,928
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Os coeficientes obtidos para regressao foram significativos estatisticamente a
90% de confianga. Para 95%, apenas Tocoferdis foi significativo. Os efeitos das
concentragbes desses compostos sdo significativos para a Estabilidade oxidativa do
oleo de palma extraido por processo aquoso térmico ou enzimatico. Na Tabela 28

estao representados os dados da Analise de Variancia para regressao:

Somados gL Média dos Fcalc Ftab p
Quadrados Quadrados
Regressao 0,422782 2 0,211391 26,863 19 0,036

Residuos 0,015738 2 0,007869

Total 0,438520

GL — Graus de liberdade. Fcalc — Valor de F calculado. Ftab — Valor de F tabelado. Confiabilidade de
5%.

A Anadlise de Variancia (ANOVA) revela que a Regressao foi significativa em
relagcdo aos Residuos, demonstrando que o modelo apresentou baixos desvios para
os pontos experimentais, permitindo concluir que o modelo pode ser considerado
como preditivo para a resposta Estabilidade Oxidativa, de acordo com as condi¢des

de contorno empregadas no presente estudo.

APARICIO et al., (1999) avaliaram os efeitos de compostos antioxidantes para
estabilidade oxidativa do azeite de oliva (variedades Picual e Hojiblanca) medida por
Rancimat. Uma regressdo linear baseada na relagdo oleico/linoleico e
concentragcbes de fendis e tocoferdis mostrou boa correlagdo (R? ajustado = 0,91
para Hojiblanca e 0.95 para Picual) com a estabilidade (Rancimat). O efeito da
concentragdo de fendis foi maior (50%) para a estabilidade seguido da relagéo
oleico/linoleico (27%), Tocoferois (9%) e 14% para variavel ndo identificada. Além
disso, concluiram que 78% da estabilidade é explicada pelo efeito combinado das

variaveis fendis e relagao oleico/linoleico.
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6 CONCLUSOES

* A operagao de pré-tratamento enzimatico teve resultados de rendimento de
extracdo aquosa de 6leo de palma maiores que o tratamento térmico obtendo

resultados superiores a 90% do teor total de lipideos na polpa.

» A Tanase apresentou atividade em matriz lipidica, possivelmente hidrolisando
compostos fendlicos, aumentando a extracdo de polifendis de menor cadeia
solubilizados na fracdo aquosa do sistema devido a polaridade desses

compostos.

« A atividade antioxidante teve aumento significativo com o tratamento

enzimatico com a enzima Tanase.

 As amostras extraidas com a enzima Tanase apresentaram maior valor de
concentracdo de carotendides totais indicando possivel efeito da enzima na
extracdo desses compostos. Além disso, tiveram correlagdo positiva com a

atividade antioxidante.

* Os valores de estabilidade oxidativa apresentaram correlagado direta positiva
com os valores de Tocoferodis Totais e negativa com os Carotendides Totais.
O tratamento enzimatico nédo teve efeito significativo sobre a estabilidade

oxidativa medida pelo Rancimat.

* O tratamento enzimatico permite utilizar temperaturas mais brandas e por isso
evita a degradagdo de compostos fendlicos além do menor consumo de

energia NO Processo.

A adicdo de enzimas aplicadas combinadas a um processo mecanico de
prensagem convencional pode aumentar o rendimento de extragdo de dOleo e

de compostos antioxidantes.
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