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RESUMO

O cupuacgu (Theobroma grandiflorum), fruta nativa brasileira originaria da Amazénia,
possui amplo consumo de sua polpa no Brasil, porém mesmo a sua semente
apresentando grande quantidade de 6leo em sua estrutura, tem destino inadequado,
muitas vezes virando rejeito. Desta forma, este trabalho teve como objetivo contribuir
com o aproveitamento da semente de cupuacu por meio da extracido deste 6leo
usando solventes organicos variados, como o hexano, etanol, isopropanol e acetato
de etila, visando avaliar as caracteristicas de cada produto obtido. As extracdes com
cada solvente ocorreram por dois métodos distintos, o Soxhlet e o ultrassom, para
se avaliar o teor de dOleo obtido em cada ensaio.. Além disso, os produtos das
extragdes foram analisados por cromatografia gasosa para determinagédo dos acidos
graxos constituintes do 6leo e suas concentragdes e pelo método DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil) para analisar quantitativamente a presenca de atividade antioxidante
nas amostras. Assim, foi possivel correlacionar os resultados dos ensaios de acordo
com o solvente utilizado e com o método de extragao estudado. Obteve-se um
rendimento de 6leo entre 10 e 36% com o uso do ultrassom, sendo 10% obtido com
etanol e 36% com acetato de etila, e de 25 a 36%, sendo 25% obtido com etanol e
36% com isopropanol e acetato de etila, para 0 método de Soxhlet. Ja em relagao
aos dados da cromatografia gasosa observou-se que 0s acidos graxos nao
sofreram grandes variagdes com a mudanga de método e de solvente, havendo
predomindncia dos acidos oleico e estearico. Os resultados para atividade
antioxidante mostraram-se elevados com todos os solventes e indiferente com
relagcdo ao método de extragéo, variando entre 26% com o acetato de etila, a 103%
com o etanol. Concluiu-se que a extracdo de 6leo com solventes alternativos foi
eficiente, visto que obteve-se bons resultados dos acidos graxos analisados e
grande potencial antioxidante do 6leo de cupuagu.

Palavras-chave: extracdo de 6leo; ultrassom; solventes alternativos; atividade
antioxidante.



ABSTRACT

Cupuagu (Theobroma grandiflorum) is a native Brazilian fruit, belonging to the
Sterculiaceae family, widely consumed in Brazil. It stands out for the characteristic
flavor of its acidic pulp and intense aroma. Its seed has its fate neglected, turning into
a waste, although it has a large amount of oil in its structure. The extraction of
vegetable oils can be done using various organic solvents, such as hexane, but in
this case, we sought to replace it with alternative solvents, such as ethanol,
isopropanol and ethyl acetate, due to its toxicity, aiming at a better quality of the oils
linked to a similar amount. The factors that act on the extraction mechanisms are
temperature, particle size and the type of method used. Therefore, extraction was
also carried out using two different methods, Soxhlet and ultrasound, with the aim of
proving the difference in oil quality due to high temperatures. The present work aims
to extract cupuacgu oil by the Soxhlet and ultrasound methods and characterize them
by gas chromatography and the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method,
quantitatively analyzing the presence of antioxidant activity in the samples. Thus, it
was possible to correlate the results of the tests according to the solvent used and
the extraction method studied. An oil yield of between 10 and 36% was obtained
using ultrasound, with 10% obtained with ethanol and 36% with ethyl acetate, and 25
to 36%, with 25% obtained with ethanol and 36% with isopropanol. In relation to gas
chromatography data, it was observed that fatty acids did not suffer major variations
with the change of method and solvent when analyzing the data obtained by gas
chromatography, with the predominance being oleic and stearic acids, as literature.
The results for antioxidant activity were high with all solvents and regardless of the
protection method, varying between 26%, with ethyl acetate, to 103%, with ethanol. It
is concluded that oil extraction with alternative solventes was efficient, given that it
obtained good results for fatty acids analysed and high antioxidant potential in the
cupuagu oil.

Keywords: oil extraction; ultrasound; alternative solvents; antioxidant activities.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores de espécies nativas do mundo, com
uma vasta diversidade genética, destacando-se por sua produgao de frutas tropicais
e colocando o pais em terceiro lugar como maior produtor mundial de frutas, atras
da China e da india (ESALQ, 2022). Devido ao elevado indice de produtividade, ha
um grande numero de agroindustrias instaladas pelo Brasil, sendo assim grande
também a producgédo dos seus residuos (BELING, 2005; LOUSADA et al., 2005;
SCHIEBER et al., 2001).

A geragao desses residuos ocorre principalmente no processamento da fruta,
sendo geralmente constituidos de casca, carogo ou semente e bagago, e na maioria
das fabricas sao desperdicados. Porém, destaca-se que muitos nutrientes e
compostos antioxidantes se concentram majoritariamente nas cascas e sementes, e
diversos autores relacionam o seu consumo aos efeitos benéficos na saude do
homem (LIMA, 2001; KIM et al., 2007; MELO et al., 2008; NIKI et al., 2005).

Entre as espécies da Amazbnia, o cupuagu (Theobroma grandiflorum)
apresenta potencial oleaginoso, em que podem ser extraidos 6leos e gorduras com
excelentes propriedades fisico-quimicas. As sementes podem ser utilizadas para
diversas finalidades, tanto na industria cosmética quanto alimenticia, pois possuem
altos valores de proteinas (9,80g/100g), lipidios (63,13g/100g) e calorias totais
(671,73kcal/100g), além de serem fontes de compostos bioativos que podem ter
diferentes potenciais antioxidantes. Assim, busca-se constantemente tecnologias
para a extracao de gordura e 6leo do cupuacgu, porém a maior dificuldade € devida a
resisténcia da casca das sementes (ESALQ, 2022; SOUSA, 2011; VILALBA, 2003).

O método de extragdo mais utilizado € a solido-liquido, sendo o hexano o
solvente mais empregado devido a sua baixa temperatura de ebulicdo, alta
estabilidade e alta capacidade de dissolugdo. Em contrapartida, este solvente € um
grande contribuinte da poluicdo ambiental e seu uso pode afetar o sistema nervoso
central do manuseador. Assim, visando o meio ambiente e a seguranga do
trabalhador, tem-se estudado solventes alternativos, ou seja, solventes mais verdes
no processo de extragdo (GANDHI et al.,2003; OLIVEIRA et al., 2012).

Dentre os solventes verdes, os alcoois de cadeia curta, especialmente o

etanol e o isopropanol, ganharam atencdo como solventes potenciais para extracéo
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de oleos. Sdo solventes alcoolicos menos toxicos que o hexano e mais seguros
devido ao maior ponto de inflamacdo e possuem facilidade de adaptacdo as
instalagdes do processo industrial ja existente (SETH et al., 2007; BAKER, 1983).

Para minimizar os efeitos da degradagdo do Oleo decorrentes das altas
temperaturas e longas horas de processo, além do uso excessivo de solventes que
acontecem no método de extracdo por soxhlet, uma alternativa é a extracdo por
ondas ultrassénicas. Esta vem se mostrando eficiente, uma vez que em alguns
casos o rendimento de oOleo extraido chega proximo ao da extragdo por soxhlet,
porém sendo um método mais barato e rapido, menos perigoso e com menor
interferéncia no produto obtido (BRUNI et al, 2014; FREITAS et al., 2007).

Desta forma, considerando-se o grande potencial da semente de cupuagu € a
importancia dos compostos antioxidantes advinda do 6leo, este estudo objetivou
quantificar o 6leo de cupuagu obtido por extracdo ultrassbénica assistida e pelo
método soxhlet com diferentes solventes e avaliar a atividade antioxidante e o perfil
de acidos graxos dos produtos. Estudos e pesquisas na area agregam valor a esses
residuos, uma vez que colaboram com a utilizagao eficiente, econdbmica e segura

dos mesmos, sendo um assunto de interesse econdmico e ambiental de todo o pais.

1.1 Objetivo geral

Comparar o teor oleo obtido da semente de cupuagu por extragao
ultrassOnica assistida e pelo método de soxhlet com diferentes solventes e

determinar a atividade antioxidante e o perfil de acidos graxos dos produtos.

1.2 Objetivos especificos

e Realizar a extragao do 6leo de cupuagu pelo método de soxhlet e pelo banho
ultrassOnico, com proporgao solvente/amostra conhecidos e tempo de
extracdo ou ciclos de descarga pré-estabelecidos;

e Ultilizar os solventes hexano, etanol, isopropanol e acetato de etila para o
processo de extracao e quantificar o rendimento do 6leo bruto em cada caso;

e Determinar, por cromatografia gasosa, o perfil de acidos graxos dos 6leos
obtidos e compara-los quanto ao método e solventes utilizados;

e Quantificar a agao antioxidante de cada 6leo extraido pelo método de DPPH.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste tépico serdo abordados o cupuagu, 0os usos das suas sementes, 0s
Oleos vegetais, os métodos de extracdo de Oleos, a extragdo com solventes
alternativos e também as caracterizagdes dos o6leos, por cromatografia gasosa e
método DPPH.

2.1 Cupuacgu

O cupuacuzeiro € uma espécie nativa das florestas tropicais, encontrado,
principalmente, no Brasil nos estados do Para, Amazonas, Rondbnia e Acre.
Pertence a familia Malvaceae, género Theobroma, composto por 22 espécies de
plantas, e estda em processo de domesticacao, recebendo cada vez mais atencao de
instituicbes de pesquisa (PUGLIESE, 2010).

O cupuacgu (Theobroma grandiflorum) destaca-se entre as frutas de potencial
econdmico na regido amazénica devido as suas caracteristicas distintas de paladar,
fragrancia e as oportunidades que sua polpa oferece nos setores doméstico e
agroindustrial. Essa fruta €& considerada uma das culturas mais rentaveis na
Amazobnia e ja esta atraindo interesse global no mercado de frutas exdticas tropicais
(SANTOS, 2010).

O fruto do cupuaguzeiro € uma baga com a casca dura de forma eliptica
podendo pesar em média 1,500 kg, sendo até 45% do seu peso representado pela
polpa. Devido a sua forte acidez, a polpa de cupuagu nao costuma ser consumida
diretamente, sendo entdo destinada principalmente para o preparo de sucos,

sorvetes, geleias, mousses e bolos. (ALVES et al., 2007).
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Figura 1: Cupuagu

My = ‘”‘"‘ \ D)
Fonte: Almeida; B

n (2023).

Por outro lado, as sementes representam uma fragdo significativa do fruto,
visto que correspondem de 15 a 21,1% de seu peso, apresentando-se em numero
de 35 a 50 por fruto. Possuem forma circular achatada com dimensdes médias de
2,5 a 2,6 cm de diametro por 2,0 a 2,3 cm de largura e 0,9 a 1,1 cm de espessura
(SAID, 2011). Além disso, as sementes frescas contém cerca de 84% de umidade e
teor de gordura de aproximadamente 60% do peso seco (AZEVEDO et al., 2003).

Antes consideradas residuos, as sementes do cupuacu estdo despertando
interesse, uma vez que é possivel obter produtos semelhantes aos derivados das
sementes de cacau, seguindo processos idénticos de processamento (OLIVEIRA,
2003; LANNES et al., 2004). A torra das sementes de cupuagu resulta em améndoas
semelhantes as do chocolate, sendo usadas em um produto similar, conhecido como
cupulate, porém com um teor lipidico 10 vezes maior. Devido a esta caracteristica, o
fruto é bastante visado na industria farmacéutica e alimenticia (FRANCO et al.,
2000; TACO, 2006; LUCCAS et al., 2001).

Outra destinacao possivel para as sementes esta na sua extragao de dleo,
que possui ésteres (butonoato de etila, hexanoato de etila) formados a partir de
acidos graxos ligados ao glicerol. Tem-se dos acidos graxos saturados, os mais
importantes que sao o laurico, palmitico e estearico e dos insaturados temos os
acidos oléico, linoléico e linolénico (OLIVEIRA et al., 2003; ALLINGER et al. 1976;
FREITAS, 2007).

O d6leo, também denominado de manteiga, € um triglicerideo que apresenta
equilibrio em sua composi¢cao de acidos graxos saturados e insaturados, conferindo

assim baixo ponto de fusdo (aproximadamente 30°C) o que faz com que em
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temperatura ambiente seu estado seja solido e macio que funde rapidamente
entrando em contato com a pele (ARAUJO et al., 2007; LUCCAS et al., 2001;
AZEVEDO, 2001). Na Tabela 1 é possivel observar os principais acidos graxos e

suas quantidades presentes na da manteiga de cupuagu.

Tabela 1: Composicédo do acido graxo de cupuacu.

Acido graxo %
(C16:0) palmitico 6,6-7,8
(C18:0) estearico 30,8 —43
(C18:1) oleico — 6mega 9 42,2 — 46
(C18:2) linoleico — 6mega 6 3-4,6
(C20:0) araquidico 2-11
(C22:0) behénico 1,8-3,2

Fonte: Adaptado de Lannes et al. (2004).

Destaca-se na Tabela 1 que a manteiga de cupuagu possui maiores teores
dos acidos estearico e oleico. O primeiro é sélido a temperatura ambiente, insoluvel
em agua, mas sollvel em solventes organicos como alcool e éter. E amplamente
utilizado na industria de sabdes, cosméticos e produtos farmacéuticos devido a sua
capacidade de formar sais de sddio, calcio e magnésio, além de suas propriedades
emulsificantes e estabilizantes. Em contrapartida, o acido oleico é liquido a
temperatura ambiente, € soluvel em alcool e éter, mas ligeiramente soluvel em agua.
E encontrado em o6leos vegetais, como o azeite de oliva, e é conhecido por seus
efeitos benéficos para a saude cardiovascular devido as suas propriedades de
reducéao do colesterol (BURDGE; CALDER, 2015).

Algumas das caracteristicas fisico-quimicas da manteiga de cupuacgu sao o
indice de lodo de aproximadamente 41,5 g 12/100 g e o indice de saponificacdo de
aproximadamente 190 mg KOH/g. Na fragdo nao saponificavel, os fitoesterois
encontrados sao: [-sitosterol (78,56%), estigmasterol (10,35%) e campesterol
(4,4%), que atuam como repositores da barreira lipidica da pele, diminuindo seu
ressecamento e sua desidratagdo11. As sementes também sao fontes de compostos
bioativos que podem ter diferentes potenciais antioxidantes contra o estresse
oxidativo associado a doencgas cronicas (FLECK; NEWMAN, 2012; LANNES et al.,
2004; REVILLA, 2002).

O cupuacu também desempenha um papel crucial na economia e

sustentabilidade da regidao amazobnica, sendo a fruta uma fonte de renda para
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comunidades locais, promovendo praticas agricolas sustentaveis e a conservagao
da biodiversidade (BARROS, 2016).

2.2 Oleos vegetais

A crescente demanda por 6leos e gorduras destinados ao consumo humano
com énfase em alimentos saudaveis e novos usos industriais aumentou o interesse
em fontes alternativas de oleos vegetais. Estas tem sido alvo de estudos, na busca
de fontes de lipidios com melhor valor nutricional e de potencializar o uso comercial.
Nesse contexto, a regido amazénica se destaca por apresentar muitas espécies que
produzem oleaginosas com caracteristicas interessantes e composi¢cdes Unicas
(DORNI et al., 2018).

Os Oleos vegetais sao gorduras extraidas de plantas, geralmente encontrados
nas sementes de seus frutos, mas como exemplos diferentes disso tem-se o 6leo de
abacate que é encontrado na polpa, o de canela encontrado na casca e o de
copaiba encontrado no caule. Estes sdo indispensaveis na dieta humana como
fornecedores de &acidos graxos essenciais e compostos bioativos lipossoluveis
(SERRA et al., 2019).

Em se tratando da composicdo dos Oleos vegetais, sao triglicerideos
formados por uma mistura de acidos graxos saturados ou insaturados e devido a
sua natureza apolar, sao insoluveis em agua, mas soluveis em solventes organicos.
Sao utilizados nos alimentos, nos medicamentos e também na producédo de
biocombustiveis (SUTILLE et al., 2007).

Sendo o cupuagu uma fruta com sementes ricas em 6leo, seu método de
extracdo ¢é vital para desbloquear uma variedade de beneficios visando a
conservagao de suas propriedades nutricionais, pois sédo utilizados nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica, destacando a importancia econémica e
sustentavel desse recurso da Amazoénia (BARROS, 2016).

Para a extracdo de Oleos e gorduras vegetais, as tecnologias industriais
incluem prensagem mecanica e hidraulica, a extracdo quimica, além de outras
técnicas mais avangadas utilizando fluido supercritico e enzimas. A principal
extracdo a quente aplicada em pesquisas utiliza o equipamento chamado soxhlet
(CARBONAR, 2022).



16

A utilizagdo de processos mecanicos é vantajosa para a produgao de 6leos de
alta qualidade, mas o rendimento do produto é relativamente baixo. Por outro lado,
rendimentos mais elevados sido alcancados utilizando métodos de extracdo com
solvente (CAVALCANTI et al., 2016).

Visando minimizar as desvantagens dos meétodos classicos de extracéo,
como longos tempos de processo, grandes volumes de solventes e sua toxicidade,
degradacgéo e perda de propriedades fisico-quimicas e bioquimicas de compostos
extraidos, é de suma importancia considerar tecnologias avangadas e verdes para a
extracdo de oleos, como € o caso da extracdo por ultrassom, dependendo do
solvente utilizado (FREITAS et al., 2007; LIAUW et al., 2008).

2.2.1 Extragéo pelo método de soxhlet

A técnica de extracao de 6leo a quente utilizando o método de soxhlet € um
processo onde ocorre a transferéncia dos constituintes de um material inerte para o
solvente em contato. O dleo transferido para o solvente é recuperado sem reacao
quimica, sendo este um ponto favoravel ao processo (SUTILLE et al., 2007).

O nome é dado ao aparelho de laboratério inventado em 1879 por Franz von

Soxhlet, um quimico agricola de origens germanicas conforme a Figura 2.

Figura 2: Soxhlet.

Extrator .
Amostra G
Frasco de
destilacio I . Fonte de
aquecimento

Fonte: adaptado de Jensen (2007).

Na extragdo em laboratdrio, as sementes sao colocadas em cartuchos no
extrator. O solvente aquecido fica conectado ao soxhlet em um baldo e evapora,
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condensando sobre o material solido diversas vezes, denominadas ciclos. O
solvente condensado atinge certo volume na camara do soxhlet contendo a fase
sélida, depois escoa novamente para dentro do baldo, onde é aquecido e
novamente evaporado (SUTILLE et al., 2007).

As vantagens da extracdo pelo método de soxhlet consistem na metodologia
simples, ndao sendo necessario treinamento especializado para o0 processo, na
quantidade final maior de d6leo extraido quando comparado a outros métodos e em
nao haver necessidade de filtracdo do sdlido ao término da extragao, visto que a
amostra fica envolta nos cartuchos (LEMES, 2018).

Foi apresentado no trabalho de Pereira et al. (2017) uma comparagao entre
métodos de extragdo do 6leo da semente de maracuja, sendo o 6leo avaliado em
termos de rendimento, propriedades fisico-quimicas e propriedades de
bioatividades. Como esperado, o maior rendimento em peso foi obtido pelo método
soxhlet usando n-hexano como solvente, e, além disso, o maior teor de tocoferdis e
atividade antioxidante foram encontrados nos extratos obtidos com etanol usando
soxhlet e a técnica de extracao assistida por ultrassom.

Apesar da maior quantidade de Oleo extraido a extracdo pelo soxhlet
apresenta desvantagens devido ao tempo de extragao longo, na grande quantidade
de solvente utilizado e, principalmente, nas elevadas temperaturas utilizadas durante
a extragdo, sendo estas responsaveis pela degradacéo das propriedades do 6leo
(LEMES, 2018).

2.2.2 Extragao por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom € uma técnica alternativa a extragao por
solvente a quente (soxhlet) e tem se mostrado igual ou até mais eficiente que a
mesma. Este método tem apresentado resultados promissores, e possui vantagens
como a simplicidade do equipamento, a redugdo da quantidade dos reagentes
utilizados, gerando assim uma economia de custos, a possibilidade de usos de
variados solventes na extragdo e também a diminuigdo do tempo necessario para
realiza-las (BRUNI et al, 2014; FREITAS et al., 2007; MATA et al., 2009; MULET et
al., 2002).
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Figura 3: Banho ultrassoénico.
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Fonte: Low (1989).

Na Figura 3 encontra-se a representagdo de uma amostra em banho
ultrassonico. A amostra (mistura reacional) é colocada dentro do baldo de fundo
redondo inserido, geralmente, na agua do banho, que precisa cobrir o nivel da
amostra dentro do baldo, pois ela é responsavel pela emissao das ondas geradas no
transdutor ultrassénico, fazendo assim ocorrer o processo de cavitacdo (LOW,
1989).

No banho ultrassénico, as ondas se propagam no meio liquido devido a
variagdo de pressao, causando mudangas fisicas e quimicas gerando assim as
forcas de cavitacao resultantes, onde as bolhas geradas podem se chocar de forma
intensa e produzir pressao local causando a ruptura dos tecidos, favorecendo a
liberacdo de substancias intracelulares do solvente (BRUNI et al, 2014; VALLADAO
et al, 2017).

A cavitagao é diretamente proporcional a frequéncia do equipamento, ou seja,
quanto maior a frequéncia, maior a cavitagao resultante. Neste processo ocorre a
geracao de microbolhas que implodem gerando pontos de alta temperatura e
pressao facilitando assim o processo extrativo. Deve-se considerar também o meio
em que se esta inserida a amostra, no caso de um liquido promove-se efeitos de
ativacdo em reacdes quimicas e otimizagdo em processos extrativos (VALLADAO et
al, 2017; MATOS et al., 2009).
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Figura 4: Processo de cavitagdo do banho ultrassénico.
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Fonte: Adapto de Van Wijngaarden (2016).
(A) Formacéo de bolas de cavitacdo; (B) Efeito de cavitagdo observado no banho ultrassénico;

Segundo Bruni et al. (2014), em seu trabalho sobre o estudo do método de
ultrassom para a extragdo de 6leo de sementes de uva provenientes de rejeitos do
processo, obtiveram o resultado de 15,15% de 6leo pelo método de extragcédo por
ultrassom, e 15,50% de 6leo pelo método de extracao por solvente a quente. Assim,
mostrou-se que que o método de ultrassom é uma alternativa ao método de
extracdo a quente, pois utiliza temperatura e tempo menores, evitando assim perdas
na qualidade de 6leo decorrente destes fatores, sendo entdo considerado mais
vantajoso.

Conforme Schons et al. (2017), utilizando-se a a extragdo assistida por
ultrassom da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), foi possivel obtiver um
rendimento de 37,38% de 6leo. Os resultados de caraterizagdo mostraram uma boa
qualidade do o6leo obtido, e a comparagao feita com os resultados obtidos por
prensagem e soxhlet demonstrarem a eficiéncia da extragao por ultrassom.

Em se tratando do tempo, a extragdo assistida por ultrassom se destaca por
ser um método adequado para extragcdo de 6leo em tempos menores do que 0s
utilizado no soxhlet. O trabalho de Pereira et al. (2017) mostrou que a extragao por
ultrassom com etanol resultou em um rendimento do 6leo da semente de maracuja
semelhante ao obtido por soxhlet, porém aquele em um tempo menor (60 min)

contra 240 min para este. A intensa agitacdo do solvente utilizado na extracdo por
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ultrassom aumenta o contato e a interagao entre o solvente e o soluto compostos,
aumentando a transferéncia de massa e a solubilidade dos sistemas e melhorando

assim o rendimento da extracéo.

2.2.3 Extragdo com solventes alternativos

Os solventes usualmente utilizados em extracbes de Oleos sdo organicos,
como € o caso do hexano, que € o mais utilizado, sendo um solvente apolar, com
baixo ponto de ebulicado, facilitando a posterior separacao, e elevada capacidade de
dissolver o dleo. Entretanto, suas desvantagens incluem questdes ambientais, de
seguranga operacional e de saude, como ser um solvente altamente toxico e com
potencial cancerigeno, levando assim a busca da sua substituicdo por solventes
alternativos, menos toxicos ou solventes verdes (BAKER; SULLIVAN, 1983;
DAGOSTIN; CARPINE; CORAZZA, 2015; FREITAS; LAGO, 2007).

Solventes atéxicos, derivados de fontes renovaveis e produzidos em larga
escala séo fatores determinantes na escolha dos solventes para a extragdo. Logo,
dentre muitos outros, tem-se o etanol, também chamado de alcool etilico (C2HsO),
que € um biocombustivel derivado de recursos naturais renovaveis, que apresenta
menor emissado de gases poluentes quando comparado aos demais combustiveis e
possui um custo mais acessivel, devido a produgao nacional em grande escala
(FREITAS; LAGO, 2007). Porém, sendo um composto polar, este tem a capacidade
de extrair também a agua e compostos bioativos presentes nas amostras, além de
ser um solubilizante mais fraco de triacilgliceréis (DAGOSTIN et al., 2015).

Tem-se também o acetato de etila (C4HsOz2), derivado do etanol, que € um
solvente organico oxigenado, de polaridade moderada, n&o higroscopico e de baixa
toxicidade. Possui custo mais elevado que o etanol, visto que sua producao envolve
muitas etapas de processamento e utiliza reagentes diversos e acidos minerais
como catalisadores (CHAZIN, 2012; FREITAS, 2010). Vem sendo utilizado como
substituto para os solventes de origem petroquimica, especialmente os aromaticos
considerados cancerigenos (INT, 2009).

Alcoois de cadeia curta sdo classificados como solventes alternativos, entre
eles, além do etanol, temos o isopropanol (C3HsO), produzido a partir do petrdleo.
Apresenta como vantagens maior seguranca ambiental, possuir menor toxicidade

que o hexano, ter menor probabilidade de ocorréncia de problemas operacionais,
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além de produzir 6leo de alta qualidade contendo altas quantidades de tocoferdis e
compostos fendlicos (GANDHI et al., 2003; RODRIGUES; ARACAVA; ABREU,
2010).

O trabalho de Oliveira e Menezes (2017), apresentou extragdes de 6leo da
polpa de abacate (Persea americana MILL) utilizando diferentes solventes, em que
foi possivel observar o etanol como um bom solvente alternativo a ser utilizado na
extracdo de O6leos vegetais devido a sua alta produtividade, maior seguranga
ambiental e a saude e menor probabilidade de ocorréncia de problemas
operacionais.

Carmo (2019) em sua monografia sobre a caracterizagdo do 6leo de café
verde e a solubilidade, teve como objetivo avaliar o efeito da temperatura de
extragdo na solubilidade do 6leo de café verde nos solventes isopropanol e etanol.
Além disso, complementou o estudo com a avaliagdo do 6leo em relagéo ao seu teor
de acidos graxos livre, entre outras coisas, concluindo que o isopropanol mostrou-se
o mais eficiente dentre os paradmetros analisados.

Ainda em relagao ao efeito de diferentes solventes na extracdo, Cao, et al.
(2022) mostraram que ha influéncia significativa no rendimento e na qualidade do
O0leo de sementes de pednia. Os maiores rendimentos de d6leo foram alcangados
para a mistura de cloroférmio com metanol e hexano com isopropanol, porém a
acetona e o isopropanol apresentaram vantagem na extragcdo de polifenol e maior

estabilidade oxidativa e capacidade antioxidante.

2.2.4 Caracterizagao do dleo

Como citado anteriormente, o 6leo de cupuagu € uma fonte de acidos graxos
essenciais, se destacando pela alta concentragdo dos monoinsaturados,
especialmente acido oleico (C18:1) (LANNES, 2004). Além disso, a presencga natural
de antioxidantes indica um potencial e importante papel na prote¢do contra a
oxidacdo lipidica, especialmente em acidos graxos com alto grau de instauragao
(SERRA et al., 2019).

Assim, para avaliar a qualidade do 6leo extraido se faz necessaria a sua
caracterizagao. Dentre tantas técnicas, € de suma importancia a determinagdo da
composicao dos acidos graxos do 6leo por cromatografia gasosa, além da avaliacéo
de sua atividade antioxidante.
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Esta separagao ocorre na migracdo da amostra de uma fase estacionaria por
intermédio de uma fase movel. Depois da amostra entrar no sistema cromatografico,
ela é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado denominado de
fase movel ou gas de arraste. Este fluxo passa por um tubo contendo a fase
estacionaria, chamada coluna cromatografica, onde ocorre a separagdo da mistura.
As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de arraste e passam
por um detector que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de material
eluido, gerando assim o cromatograma, onde as substéncias aparecem nele como
picos com area proporcional a sua massa, possibilitando a analise quantitativa
(UNESP, 2022).

O método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) para atividade antioxidante é
baseado na medida do consumo do radical DPPH por um composto antioxidante. O
método mais utiizado para avaliar a ag¢do antioxidante € medir
espectrofotométricamente a diminuicdo da absorbancia do radical DPPH apds o
inicio da reacdo, pois no inicio a amostra apresenta cor violeta escuro e apoés a
reacdo torna-se amarelo ou violeta claro. Trata-se de um método considerado
simples, preciso e econbmico, apresentando boa estabilidade na auséncia da luz
(KEDARE; SINGH, 2011; MONTEIRO, 2017).

Originalmente, este método utiliza metanol como solvente para o DPPH e
também as amostras. Porém, como o metanol ndo dissolve 6leos, faz-se necessario
adaptagdes para os compostos lipofilicos dos 6leos vegetais. Assim, usa-se
solventes apropriados para as amostras lipidicas, como o acetato de etila (ESPIN et
al., 2000). Também encontra-se na literatura, porém com menor frequéncia, usos de
reagentes como tolueno (RAMADAN; MOERSEL, 2006) e isooctano (LEE et al., 2006).

No ensaio de DPPH pode-se encontrar a capacidade antioxidante da fragao
apolar ou da fracdo polar, como é o caso de Castelo-Branco e Torres (2011) que
citam que os 6leos de soja e de milho apresentam maiores valores de capacidade
antioxidante integral e para fracdo apolar, enquanto o azeite de oliva extravirgem

apresenta maiores valores de capacidade antioxidante para a fragao polar.

2.2.5 Usos do 6leo da semente de theobroma grandiflorum

O ¢6leo de cupuagu possui potencial medicinal, pois € uma fonte significativa

de acidos graxos essenciais, como acido oleico, que ajuda a manter a saude do
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coracdo, reduzindo os niveis de colesterol ruim (LDL) e aumentando o colesterol
bom (HDL). Possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, que ajudam a
combater os radicais livres no corpo, auxiliando na prevencéo de danos celulares, no
envelhecimento precoce e prevenindo doencgas crénicas. Pesquisas também indicam
que o cupuagu pode ter efeitos benéficos no controle da glicose sanguinea, podendo
ser promissor para individuos com diabetes ou em risco de desenvolver a doenca
(BARROS, 2016).

Para a industria farmacéutica o o6leo de cupuagu € considerado um
ingrediente cosmético com alta capacidade de retengédo de agua, podendo chegar a
240%, superior ao da lanolina, podendo assim substitui-la, visto que sua maior
afinidade com a agua contribui para a estabilidade de emulsdes e aumenta o efeito
hidratante. E também um excelente emoliente, com rapida penetragdo na pele,
sendo comumente utilizado em produtos cosméticos como cremes, locdes e
produtos para cabelo. Além da hidratacdo, o 6leo de cupuacu é reconhecido por
suas propriedades regenerativas, auxiliando na reparagao da pele danificada e na
melhoria da elasticidade (OLIVEIRA, 2003).

Contém em sua composicao fitoesterodis, que atuam promovendo acao anti-
inflamatoria da pele, estimulando o processo de cicatrizagdo e atenuando dermatites
e ulceragdes, pois 0s mesmos sdo capazes de regular o equilibrio hidrico e atividade
dos lipideos da camada superficial da pele. De modo geral, o 6leo pode ser usado
em emulsdes para cuidado da pele, tratamento de cabelo, batons e protetores
labiais (FLECK; NEWMAN, 2012; LANNES et al., 2004).

Ja na industria alimenticia, a manteiga de cupuacu é utilizada no preparo de
sorvetes, chocolates, geleias e outros doces, muitas vezes substituindo a manteiga
de cacau com a vantagem de proporcionar um produto mais macio e a sua
estabilidade em altas temperaturas (LANNES et al., 2004).
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3 METODOLOGIA

Neste tépico serdo descritas as metodologias utilizadas para o processo
extrativo de 6leo de cupuacu, incluindo o preparo da amostra, a extragcao do 6leo e

sua caracterizagéo.

3.1 Materiais

As amostras de sementes de cupuacgu (Theobroma grandiflorum) provém de
agricultura familiar, coletadas em janeiro de 2022 na cidade de Pimenta Bueno —
Rondbénia, localizada em 11° 40’ 29”S 61° 11’ 28”0O.

Utilizou-se os solventes hexano 99,5% da marca Neon (MM=86,18 g.mol"),
etanol 99,9% da marca Neon (MM=46,07 g.mol'), isopropanol 99,5% da marca
Vetec (MM=60,1 g.mol") e acetato de etila 99,5% da marca Neon (MM= 88,11 g.mol-

1), da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Ponta Grossa.

3.2 Método

De acordo com estudos de e Silva et.al. (2015), existem variaveis que
influenciam no processo de extracdo para maior rendimento de 6leos, como o
tamanho da particula, o solvente utilizado no processo, a proporgao
solvente/amostra e o tempo de extragdo (Lago & Freitas, 2006; Tsukui, 2013).

Neste topico descreveu-se os métodos utilizados nos processos, desde
preparo de amostra até a caracterizacdo do 6leo de Theobroma Grandiflorum,

conforme a Figura 5.
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Figura 5: Esquema do processo para extragao e caracterizagao do 6leo de cupuacgu.
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Fonte: Autoria propria (2022).

3.2.1 Preparo da amostra

A amostra consiste em sementes de Theobroma grandiflorum que foram
secadas em estufa a 50 °C, pelo periodo de 5 horas. Posteriormente, descascou-se
as sementes, triturou-as em liquidificador doméstico e peneirou-as.

Para padronizagcdo do tamanho das particulas, utilizou-se o agitador de
peneiras para analises granulométricas eletromagnético, cuja abertura do diametro
era de 1 mm, especificagdo ABNT 18, mesh 16 da marca Bertel. Esse tamanho foi
definido baseado no trabalho de Gabriel (2020), ndo sendo utilizado diametro de

particula menor por comprometer a etapa de filtragcdo no processo.

3.2.2 Extragao do 6leo

A extracao do 6leo de cupuacu foi realizada utilizando-se o método de soxhlet
e o0 banho ultrassbnico de 40 kHz, da marca Tecnal. O procedimento consistiu
inicialmente em pesar em balanga analitica, modelo Mark 205 A (BEL Engineering),
10 gramas da amostra de cupuacgu de diametro meédio de 1mm, para cada analise.

Para o método soxhlet, testes foram realizados para definigdo do niumero de
ciclos necessarios para extracdo do 6leo de cupuagu. Estabeleceu-se 6 ciclos de
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extragdo para os solventes estudados (hexano, etanol, isopropanol e acetato de
etila), uma vez que a partir do 7° refluxo ndo se encontrou mais 6leo no solvente.

O sistema foi montado em série para a extracdo em duplicata, conforme a Figura 6,
sendo pesado previamente o baldo com as esferas de vidro (By) e acoplado ao
equipamento para extracdo. Apos finalizados os 6 ciclos, o baldo com as esferas
contendo o Oleo extraido e o solvente foi colocado em evaporador rotativo para
remogao do solvente, sendo em seguida levado ao dessecador e pesado a cada 10

min até peso constante do 6leo (Bc).

Fotografia 1: Esquema em série do método de soxhlet.

Fonte: Autoria propria (2022).

Em relacdo a extracdo realizada no banho ultrassénico, as amostras foram
adicionadas a erlenmeyers e colocadas em contato direto com cada solvente
estudado, sendo utilizada a propor¢do de amostra/solvente de 1:5 e o tempo de
extracao de 90 minutos, de acordo com o descrito nos trabalhos de Gabriel (2020) e
Carbonar (2022). Os ensaios foram realizados em duplicata.

Os erlenmeyers preparados foram colocados no banho ultrassénico
centralizados e lado ao lado, de forma a se garantir a homogeneidade de sonificacdo
em ambos. Em seguida, colocou-se agua no equipamento até que as amostras
dentro dos erlenmeyers ficassem submersas, conforme Fotografia 2, e manteve-se a
temperatura do banho durante a extracdo por volta de 25 °C para evitar a

degradacgéao das propriedades do Oleo e a peroxidagdo de seus compostos.



27

Fotografia 2: Esquema de extragcdo por banho ultrassénico.

* Fonte: Autoria prépria (2022).

Apds os 90 min de extragdo no banho ultrassénico, a suspensao foi filtrada,
por filtragao simples com papel filtro qualitativo, em um baldo de fundo redondo (Bv),
previamente pesado, sendo colocado no evaporador rotativo para a evaporagao total
do solvente. Posteriormente, manteve-se o baldo no dessecador, pesando a cada 10
minutos até peso constante (Bc).

Finalizadas as extragdes com os dois métodos para os solventes hexano,
etanol, isopropanol e acetato de etila, em duplicata, calculou-se a porcentagem de
Oleo bruto obtida, pela Equagao 1, sendo possivel a comparagao entre 0s mesmos.

A nomenclatura adotada para cada ensaio € descrita no Quadro 1.

B
Xs100 = % x 100

Equacéo 1: Porcentagem de 6leo obtido.
Onde:

B, = peso do baldo com o6leo.
By = peso do bal&do vazio.

M, = massa da amostra.
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Quadro 1: Nomenclatura adotada para as amostras.

Ensaio Nomeclatura Solvente Método
1 A1 Isopropanol Soxhlet
2 B1 Isopropanol Ultrassom
3 A2 Etanol Soxhlet
4 B2 Etanol Ultrassom
5 A3 Hexano Soxhlet
6 B3 Hexano Ultrassom
7 A4 Acetato de Etila Soxhlet
8 B4 Acetato de Etila Ultrassom

Fonte: Autoria prépria (2023).

3.2.3 Caracterizacao do oleo

Em se tratando da caracterizacdo do 6leo extraido, este foi avaliado por
cromatografia gasosa para se determinar a sua concentragdo de acidos graxos e
pelo método do DPPH para obtencado de sua atividade antioxidante. Essas analises,
descritas a seguir, ddo suporte para a comparagao dos métodos e solventes

utilizados na extragao.

3.2.3.1 Determinacao dos acidos graxos do 6leo de cupuacu

O dleo extraido foi enviado para o Centro de Pesquisa em Lipidios Vegetais e
suas Aplicagbes (CEPELIVA) e ao Laboratério Multiusuario Central Analitica
Multiusuario de Medianeira (CEANMED), sediados no Campus de Medianeira da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana na Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana, que realizaram a quantificacdo de acidos graxos por Cromatografia
Gasosa.

Antes da analise cromatografica, as amostras foram preparadas na forma de
ésteres metilicos de acidos graxos de acordo com o método de descrito por Hartman
e Lago (1973), e adaptado por Maia e Rodriguez-Amaya (1993). As analises
cromatograficas foram realizadas utilizando cromatégrafo a gas, com detector de
ionizagdo em chama e coluna capilar de silica fundida SelectFame CP 7420 (100 m,
0,25 mm e 0,25 ym d.i., Agilent J&W).

A metodologia de separacgao dos ésteres metilicos de acidos graxos consistiu
em adicionar 225 uL de padréo interno e 2 mL de isoectano em 20 mg de dleo e

misturar por 30 segundos. Em seguida, adicionou-se, em metanol 2 mol.L, 1,75 mL
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de solugdo de NaOH, sendo homogeneizado em shaker por 5 minutos. Armazenou-

se 1 mL desta amostra (de ésteres) a -18°C para a leitura posterior no cromatégrafo.

3.2.3.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante foi baseada no método
fotocolorimétrico do DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazila) adaptado de Kalantzakis et al.
(2006), que em sua metodologia descreveu a utilizagdo da solugdo de DPPHem
acetato de etila na concentragédo de 200 ug/mL. Para isso, foi deixado a solugdo em
repouso no escuro por 30 min e posteriormente foi lida a absorbancia no
espectrofotbmetro em 512 nm, sendo o resultado expresso em porcentagem de
inibicao.

Construiu-se a curva padrdao do DPPH com acido ascérbico. O preparo da
solugdo de DPPH consistiu-se na pesagem de 2,4 mg de DPPH, que foi dissolvido
em acetato de etila no baldao volumétrico de 100 mL. Para as solucbes de acido
ascorbico, trabalhou-se com 1 mL em diluigdes nas concentracdes apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdes das solugdes de acido ascorbico e volume da solugido de DPPH
adicionado.

Concentragao de acido ascorbico Solugédo de DPPH (mL)
(mg/L)
17,6
35,2
52,8
70,4
88,1
105,7
123,8
140,9
158,5
176,1
193,7
211,3
229,0
246,6
264,2
281,8

Fonte: Autoria propria (2022).

AR DMIADMDN

Apos a construcido da curva padrao, realizou-se as diluicbes do 6leo extraido
com o acetato de etila, resultando em uma amostra de 1 mL nas proporgées 40% e
70%, e a terceira amostra de 6leo puro. Adicionou-se 4 mL da solugao de DPPH e
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reservou-se em lugar escuro por 30 min, sendo em seguida realizada a leitura da
absorbancia no espectrofotbmetro em 512 nm. As analises foram realizadas em
duplicatas para cada oleo extraido por diferente método e solvente, possibilitando a
comparagao entre 0s mesmos.

Calculou-se a porcentagem de inibicdo de DPPH pela Equagao 2, sendo que
quanto maior a porcentagem de redug¢ao, maior sera a capacidade antioxidante da
amostra. Com estes dados construiu-se a curva de concentragdo, em miligramas de
acido ascorbico equivalente por litro de solugéo, pela porcentagem de inibicdo de
DPPH.

o Abs branco — Abs amostra
% inib = x 100
Abs branco

Equacgao 2: Porcentagem de inibigao.
Onde:
Abs branco = absorbancia do branco (nm);

Abs amostra: absorbancia da amostra (nm);
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados de teor de o6leo nas
extragcdes com diferentes solventes e diferentes métodos, além do teor de acidos
graxos identificado via analises cromatograficas e da porcentagem de inibicdo de

DPPH em cada amostra de 6leo.

4.1 Quantificagao da extragao do 6leo

O dleo de cupuacu foi obtido pelo método de soxhlet e pelo banho
ultrassbnico, com os solventes isopropanol, etanol, hexano e acetato de etila. Em
cada um dos experimentos foi possivel a quantificacdo do dOleo para posterior
comparagao.

No método do soxhlet, o 6leo foi extraido apds 6 ciclos de refluxo, sendo o
tempo correspondente de extracdo para cada solvente apresentado na Tabela 3.
Observa-se que a extragao utilizando o etanol (A2) foi a mais longa, com 3h e 50
min, e a mais rapida correspondeu ao hexano (A3), com 1h e 24 min. Ainda em
relacdo a Tabela 3, sdo apresentados os resultados da porcentagem de 6leo obtida
na duplicata e a sua média, além do desvio padrao.

Nota-se na Tabela 3 que os valores de porcentagem de 6leo foram préximos,
por volta de 37%, para o isopropanol (A1), hexano (A3) e acetato de etila (A4),
sendo as amostras extraidas com etanol (25,4089%) as mais divergentes. Entre os
solventes estudados, o etanol € o que possui a maior polaridade, favorecendo a
extracdo dos componentes polares do grao, o que acarreta em uma diminuicdo do
teor de 6leo (CAO et al., 2022).

Tabela 3: Porcentagem de 6leo obtida pelo método de soxhlet.

TEMPODE %OLEO %OLEO  MEDIA DESVIO

AMOSTRA  EyTRAGAO * O 9 (%) PADRAO
Al ohibmin 34,8816 37,6689 36,2753 1,9709
A2 3h50min 23,9274 26,8903 25,4089 2,0951
A3 1h24min 34,0945 36,5029 357487 1,0666

A4 1h40min 36,9849 36,0836 36,5343 0,6373

Fonte: Autoria propria (2022).

Ja em relacdo ao banho ultrassOnico, a porcentagem de O6leo foi
determinada considerando a extracdo realizada numa propor¢do de 5/1 de
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solvente/amostra, em um tempo de extragdo para cada solvente de 90 min. Apds o
processo, observou-se que os extratos obtidos com hexano e com acetato de etila
ficavam mais turvas que as com etanol e isopropanol (Fotografia 3), sendo isso um

indicativo de maior quantidade de dleo extraido.

Fotografia 3: Extratos ap6s banho ultrassénico.

* Iopropanol dAgeet:E

A

Fonte Autorla propria (2022)

Os resultados dos teores de 6leo obtidos na duplicata, a sua média e o
desvio padrao sao apresentados na Tabela 4. Como indicado na analise visual das
amostras, a extragdo com acetato de etila e hexano proporcionaram os maiores
rendimentos médios de Oleo, de 34,2544% e 20,3118%, respectivamente. Por outro
lado, o 6leo extraido com etanol (B2) foi o que apresentou o rendimento mais baixo.

Geralmente, solventes nao polares tem maior rendimento de 6leo em
comparagao com solventes polares. Porém, nos resultados do ultrassom o acetato
de etila apresentou um rendimento maior de 6leo do que o hexano. Isso pode ser
explicado pelo fato de que solventes ligeiramente polares aceleraram a destruicao
da membrana citoplasmatica, o que é propicio para extrair o 6leo de semente de
cupuacu de forma mais completa (TIR et al., 2012). Este mesmo comportamento foi
observado no estudo realizado por CAO et al. (2022), que indicou que solventes
ligeiramente polares foram mais eficazes para a extragdo de 6leos de sementes de

pebnia.
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Tabela 4: Porcentagem de 6leo obtida pelo método de ultrassom.

TEMPODE %OLEO %OLEO  MEDIA DESVIO
AMOSTRA  eytRACAO 1 2 (%) PADRAO
B1 1h30min 10,7159 12,5524 11,6342 1,2986
B2 1h30min 88760 10,7312  9,8036 1,3118
B3 1h30min 18,7288 21,8947 20,3118 2,2386
B4 1h30min 32,0058 36,5020 34,2544 3,1799

Fonte: Autoria propria (2022).

Percebeu-se também por analise visual que, tanto pelo soxhlet quanto pelo
ultrassom, as amostras extraidas com etanol (A2 e B2, respectivamente)
apresentaram um corpo de fundo grosso marrom escuro na parede do baldo apés a
rotoevaporagdo, conforme a Fotografia 4. Isto também pode ser justificado pela
polaridade do etanol, que se caracteriza por extrair maiores quantidades de
materiais ndo-gordurosos, como antioxidantes, tocoferdis, pigmentos, entre outros
(BHUTADA et al, 2016; PEREIRA et al., 2017), influenciando no aparecimento desta

borra. Os demais solventes extrairam 6leos que nao apresentaram corpo de fundo.

Fotografia 4: Cor

o de fundo da extragdo com etanol apés rotoevaporacao.

Fonte: Autoria propria (2022).

Comparando os dados do 6leo de cupuagu da Tabela 3 e da Tabela 4,
observa-se que os rendimentos foram maiores utilizando o soxhlet, exceto para o
solvente acetato de etila em que a porcentagem do 6leo foi maior no banho
ultrassénico. Apesar dos maiores teores de O6leo obtidos no soxhlet, o método
apresenta desvantagens devido a alta temperatura utilizada na extracdo, que é a
temperatura de ebulicao do solvente, o que pode fazer com que o 6leo oxide mais
facilmente (BRINKMANN, 2000). Outro fator a ser considerado € o alto tempo
despendido no processo para que ocorra a extracdo do 6leo.
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Por outro lado, a extragdo ultrassOnica assistida destaca-se por ter menor
tempo de extragdo, com uma relacdo reduzida de solvente/amostra e com
temperaturas mais baixas, devido a poténcia das ondas ultrassdnicas no processo.
Assim, pode evitar danos térmicos aos extratos e minimizar a perda de compostos
bioativos (PEREIRA et al., 2017).

Diante do exposto, para ambos os métodos, o acetato de etila, um éster de
média polaridade, foi o solvente que proporcionou maiores rendimentos de oleo de
cupuacgu. Assim, a utilizacdo do acetato de etila apresenta-se como uma alternativa
ao hexano, este com maior toxicidade e inflamabilidade em relacdo a aquele, nos

processos de extracao de dleo.

4.2 Determinagao dos acidos graxos

Os Oleos extraidos foram enviados ao Centro de Pesquisa em Lipidios
Vegetais e suas Aplicacbes (CEPELIVA) e ao Laboratério Multiusuario Central
Analitica Multiusuario de Medianeira (CEANMED), onde foram conduzidas as
analises cromatograficas nos mesmos, para a quantificagcao total de acidos graxos
em cada extracdo. A concentragao de acidos graxos do 6leo de cupuacgu obtido com
os solventes estudados, em mg.g™' de lipidios totais, encontra-se na Tabela 5, para o
soxhlet, e na Tabela 6, para o banho ultrassénico. Relembrando a nomenclatura
adotada, 1, 2, 3 e 4 correspondem aos solventes isopropanol, etanol, hexano e

acetato de etila, respectivamente.

Tabela 5: Concentracéo de acidos graxos dos 6leos extraidos pelo método de soxhlet.

Amostra A1 (mg.g™) A2 (mg.g™) A3 (mg.g™) A4 (mg.g™)
C16:0 7062,32 7051,47 7109,04 6957,85
Cc18:.0 33135,88 32910,44 33699,81 33436,75

C18:1n-9 38214,05 38557,91 39067,69 37665,33

C18:2n-6 2674,06 2644,83 1056,07 2625,03

C18:3n-3 96,11 98,59 0,00 93,58
C20:0 10034,06 9985,22 10214,71 10354,47
C20:1 325,27 339,11 312,43 339,77

C20:4n-6 1458,01 1439,09 1501,87 1532,69

C16:0 — acido palmitico; C18:0 — acido estearico; C18:1n-9 - acido oleico; C18:2n-6 -
acido linoléico; C18:3n-3 - acido linolénico; C20:0 - acido araquidico; C20:1 - acido

gondoico; C20:4n-6 — acido araquiddnico;
Fonte: Autoria propria (2023).
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Tabela 6: Concentracéo de acidos graxos dos dleos extraidos por ultrassom.
Amostra B1 (mg.g”") B2 (mg.g™") B3 (mg.g™") B4 (mg.g™")

C16:0 6891,51 7399,46 6852,82 6985,10
C18:0 32196,74 31418,33 33128,49 33135,47
C18:1n-9 39096,57 40279,95 38794,28 37702,97
C18:2n-6 2895,75 3021,23 2459,29 2735,92
C18:3n-3 107,99 120,54 82,30 97,52
C20:00 9955,91 9136,18 9935,01 10432,49
C20:1 348,79 362,84 316,78 354,61
C20:4n6 1505,43 1284,21 1431,40 1555,31

Fonte: Autoria prépria (2023).

Ao observar os dados da Tabela 5 e da Tabela 6, nota-se que as
discrepancias entre as concentragdes de cada acido graxo foram minimas, quando
se compara o solvente utilizado e o método de extracdo. Por exemplo, avaliando o
acido oleico (C18:1n-9), que foi o que apresentou maior concentracdo, os valores
variaram de 37702,97 mg.g" (B4) a 40279,95 mg.g' (B2), representando uma
dispersdo menor do que 2% entre as amostras.

Destaca-se na Tabela 5 e na Tabela 6, que o 6leo de cupuacu extraido é
composto majoritariamente pelo acido oleico (C18:1n-9), um &cido graxo
monoinsaturado, e pelo acido estearico (C18:0), um acido graxo saturado. Estes
acidos sao responsaveis pelo baixo ponto de fusdo do d6leo (aproximadamente
30°C), o que caracteriza entdo a nomenclatura de manteiga ao produto obtido, que
proporciona maciez que funde rapidamente em contato com a pele (CARVALHO,
PEZOA-GARCIA e AMAYAFARFAN, 2006; COHEN, 2005). Para facilitar a
visualizagdo dos dados, construiu-se a Tabela 7, que apresenta os resultados em

termos de porcentagem das fragbes dos acidos graxos.

Tabela 7: Porcentagem equivalente do perfil de acidos graxos dos 6leos extraidos.
Amostra  A1(%) B1(%) A2(%) B2(%) A3(%) B3(%) A4(%) B4(%)
C16:0 7,6 7,4 7,6 8,0 7,6 7,4 7,5 7,5
C18:0 35,6 34,6 35,4 33,8 36,2 35,6 36,0 35,6
C18:1n-9 41,1 42,0 41,5 43,3 42,0 417 40,5 40,5

C18:2n-6 2,9 3,1 2,8 3,2 1.1 2,6 2,8 29

C18:3n-3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
C20:0 10,8 10,7 10,7 9,8 11,0 10,7 11,1 11,2
C20:1 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,4 0,4

C20:4n-6 1,6 1,6 1,5 1,4 1,6 1,5 1,6 1,7

Fonte: Autoria propria (2023).
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E se tratando da Tabela 7, corrobora-se com o observado anteriormente, em
que a concentragdo dos acidos graxos do oOleo para ambos os métodos e nos
diferentes solventes n&o apresentaram diferenga significativa, estando de acordo
com o encontrado por Lannes (2004). O mesmo comportamento ocorreu no trabalho
de JESUS et al. (2013), onde observaram que o perfil cromatografico de todos os
Oleos de palma extraidos fora semelhante, independente da técnica de extracédo ou
solvente. Estes mesmos autores destacaram, porém, que outros componentes,
como fosfolipidios, hidrocarbonetos de alto peso molecular e cera, por exemplo,
podem ser extraidos de forma distinta dependendo da técnica de extracdo e do
solvente, o que pode influenciar outras propriedades quimicas do éleo.

Ainda analisando a Tabela 7, concluiu-se que o dleo extraido possui as
caracteristicas esperadas para a gordura bruta de cupuagu descritas por
CALVACANTI et al. (2016), consistindo principalmente de acidos graxos insaturados
como o oleico (C18:1n-9) e o linoleico (C18:2n-6), além dos acidos graxos saturados
como o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0). Os niveis de acidos graxos
saturados e insaturados foram muito préximos, com uma ligeira vantagem dos
acidos graxos saturados em relacdo aos insaturados. Os acidos graxos saturados
predominantes foram o estearico, o araquidico e o palmitico com valores de 33,8 a
36,2%, 9,8 a 11,2% e 7,4 a 8,0%, respectivamente. Ja os principais acidos graxos
insaturados foram o oleico 40,5 a 43,3% e o linoleico 1,1 a 3,2%.

Como citado anteriormente, é inegavel os beneficios dos acidos graxos que
se destacam no 6leo de cupuagu. O &acido oleico possui alta resisténcia a
degradacdo térmica e oxidativa, e seu consumo esta associado a importantes
beneficios a saude, como a redugao dos niveis de colesterol total, colesterol LDL,
entre outros. Ja o acido estearico tem pouco efeito aterogénico relatado e seu
consumo nao altera significativamente os niveis de colesterol, o que pode ter um
efeito nutricional positivo (SILVA et al. 2023).

4.3 Determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada para as gorduras de cupuacgu obtidas
pelos dois métodos de extragdo com os solventes estudados, a fim de analisar a

influéncia dos parametros de extragcao na qualidade dos extratos. Nesse sentido, o
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método de antioxidante foi selecionado com base em sua simplicidade, rapidez,
disponibilidade do equipamento necessario (um espectrofotometro de absorgéo
UV/visivel) e a ampla aplicagdo com extratos naturais.

O método foi o de reducéo do radical DPPH, um radical livre estavel devido a
distribuicao do elétron desemparelhado por toda a sua estrutura, que apresenta uma
cor purpura com um pico de absor¢ado maximo em 515 nm. Quando um antioxidante
ou uma espécie radical atua sobre ele, o DPPH é reduzido a 2,2-difenil-picril-
hidrazina, que tem uma coloragdo amarela. Assim, a atividade antioxidante é
quantificada pelo decréscimo na absorcdo da solugao de controle em comparacao
com a solucao contendo o] extrato (SHI et al. 2022).

Em se tratando da determinacdo da atividade antioxidante das amostras,
inicialmente construiu-se a curva padrao de acido ascoérbico, sendo 0 mesmo

escolhido devido ao seu valor comercial mais barato (Fotografia 5).

Fotografia 5: Curva padrao de acido ascérbico.

Concentragdo de mg de acido
ascorbico equivalente (mg.L?)

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00

Porcentagem de inibigdo (%)

Fonte: Autoria propria (2022).

Com a curva padrao obteve-se R?=0,9918 e a equacao da reta (Equagéao 3):
y = 3,741x — 2,3157
Equacéao 3: Equacgao da reta da curva padrao.
Onde:

Y = concentragdo em mg de acido ascoérbico equivalente (mg.L™") dispostos na
Tabela 4;

X = porcentagem de inibigao (%);
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Pegou-se as amostras com o DPPH, conforme explicadas anteriormente,
reservou-se em ambiente escuro e apos 30 min retirou-se, conforme Fotografia 6,
para a leitura no espectrofotobmetro. Com a analise visual é possivel verificar que a
gordura de cupuagu possui alto teor de atividade antioxidante, uma vez que este
método € baseado na mudanca de coloragao, inicialmente roxo e apos reacao
amarelado (MONTEIRO, 2017).

Fotoqgrafia 6: Amostras de 6leo apds tempo de reacio com DPPH.
" ' [ ea [ o1 [ A1)

Fonte: Autoria propria (2022).

As amostras foram inseridas no espectrofotbmetro de absorgdo UV/visivel,
sendo os resultados de absorbancias dispostos na Tabela 8. Calculou-se a
porcentagem de inibicdo de DPPH de cada amostra, utilizando a absorbéancia do
controle (0,781 nm) e seguindo a Equacédo 2. Posteriormente determinou-se a
quantidade em miligramas de acido ascorbico equivalente por litro de 6leo em cada
amostra com a equagao da reta obtida na curva padréo (Equagado 3), com seus

resultados dispostos na Tabela 8.

Tabela 8: Atividade antioxidante dos 6leos.

ABSORBANCIA ABSORBANCIA , MEDIADA o0 ENTAGEM Aséglrlz)é:co
AMOSTRA 1 (nm) 2 (nm) ABSO(':':‘?NC'A DE INIBIGAO (%) EQl:IVAtI?)NTE
mg.L-
A1 0,183 0,189 0,186 76,18 283
B1 0.106 0.116 0.111 85.79 319
A2 0195 0197 0196 74.90 278
B2 0217 0.219 0218 103,00 382
A3 0.551 0,557 0,554 29,07 106
B3 0.270 0.276 0273 65,04 241
A4 0,571 0577 0574 26,50 o7
B4 0,529 0.541 0,535 31,50 116

Fonte: Autoria propria (2023).



39

Os dados de porcentagem de inibigdo para cada 6leo obtido por soxhlet (A) e
por ultrassom (B), com isopropanol (1), etano (2), hexano (3) e acetato de etila (4) da
Tabela 10 foram representados na Figura 11, para facilitar a visualizagdo dos

resultados.

Grafico 1: Atividade antioxidante dos 6leos.
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Fonte: Autoria préopria (2023).

Analisando a Tabela 8 e a Gréfico 1, observa-se que as amostras extraidas
pelo ultrassom apresentaram valores de porcentagem de inibicdo, e
consequentemente quantidade em miligramas de acido ascorbico equivalente,
maiores que as amostras extraidas pelo método de soxhlet (A). Por exemplo, para a
extracdo utilizando isopropanol como solvente, encontrou-se porcentagem de
inibicdo de 85,79% e 319 mg.L"' de acido ascorbico equivalente para o banho
ultrassénico, enquanto que para o soxhlet esses valores ficaram em 79,18% e 283
mg.L"". Este comportamento ocorreu em todos os solventes estudados.

O fato de que no soxhlet a extragdo ocorre na temperatura de ebulicdo do
solvente, que € uma temperatura alta comparada a extragdo no ultrassom, pode
provocar uma diminui¢do na capacidade antioxidante dos extratos, devido a uma
possivel oxidacdo dos fendlicos (FERNANDEZ-AGULLO et al. 2015). Ressalta-se,
ainda, que a cavitacdo ocorrida no banho ultrassénico causa vibrag¢des, quebrando
as paredes celulares da oleaginosa, o que favorece a penetragdo dos solventes e a
consequente melhorando a liberagdao dos compostos bioativos (SILVA et al., 2021).



40

De acordo com a Tabela 8 e a Grafico 1, verifica-se que os solventes
isopropanol e etanol (A1, B1 e A2, B2, respectivamente) foram os que apresentaram
valores maiores de atividade antioxidante, enquanto hexano e acetato de etila (A3,
B3 e A4, B4, respectivamente) ficaram com valores inferiores, para ambos os
métodos. A amostra B2 foi a unica que na proporcédo de 100% de dleo ultrapassou o
valor da curva padrédo, sendo assim necessario diluir-se e utilizar-se o fator de
corregao para encontrar seu real valor de miligramas de acido ascorbico equivalente
por litro de éleo.

Observa-se que quanto maior o caracter apolar do solvente, menor é a sua
atividade antioxidante, o que pode ser um indicio de que os compostos fendlicos que
tendem a formar polimeros, como a catequina e a epicatequina, estdo em sua
férmula estrutural isolada. Tanto o isopropanol quanto o etanol, possuem em suas
estruturas um grupo hidroxila que confere a molécula uma estrutura polar, fazendo
com que a interagdo com os compostos fendlicos majoritarios no cupuagu tenha
uma melhor interacdo eletrostatica em relacdo ao hexano e o acetato de etila
(KUGLER et al., 2023).

Pereira et al. (2017), também discutiram sobre a influéncia da polaridade do
solvente na extragdo de compostos bioativos da semente de maracuja, uma vez que
encontraram as maiores atividades antioxidantes nos extratos obtidos com etanol.
Os mesmos autores atribuem isto carater polar do etanol que possui capacidade de
solubilizar compostos polares com propriedades antioxidantes da amostra, como o a
e y-tocoferol (vitamina E).

Desta forma, os resultados da Tabela 8 e da Grafico 1 mostram a afinidade
dos solventes de maiores polaridades com os compostos antioxidantes presentes
nas sementes de cupuagu. Em seus estudos, Yang et al. (2003) observaram o alto
poder atividade antioxidante de compostos presentes na semente do cupuagu e
concluiram que a utilizagdo dos produtos contendo derivados de suas sementes,
principalmente o 6leo, apresentam grande potencial antioxidante.

Nas pesquisas de trabalhos que utilizam ensaio do DPPH, o uso de diferentes
solventes e procedimentos podem causar diferencas no padrdao antioxidante dos
ensaios, ja o solvente pode afetar a capacidade de doacdo de hidrogénio do
antioxidante tornando os métodos dificeis de serem comparados. No entanto, os
resultados deste estudo, sugerem que a gordura de cupuagu mostrou-se eficiente na
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eliminagcdo dos radicais DPPH e, desta forma, apresentando alta capacidade
oxidante.

A boa capacidade antioxidante do cupuacgu, pode ser atribuida também ao
acido oleico (C18:1n-9), que, como visto no topico anterior, foi o acido graxo em
maior concentracdo nas amostras. Um estudo publicado por Rufino et al. (2012)
avaliou a atividade antioxidante de diferentes partes do cupuacu, e concluiram que a
polpa e as sementes apresentaram alta atividade antioxidante, sendo o acido oleico
foi um dos principais compostos responsaveis por essa atividade.

Compostos antioxidantes, como os presentes na gordura de cupuagu,
possuem inumeras aplicacdes nas areas alimenticia, cosmética e farmacéutica, pois
podem ser utilizadas para protecado contra doengas cronicas e degenerativas, como
cancer e diabetes mellitus, além de diminuir os fatores de risco de doencas
cardiovasculares, entre outras (AO et al., 2011, COSTA et al., 2020). Assim, esse
estudo mostrou que a semente de cupuagu, um subproduto agroindustrial, pode ser

aproveitado para a obtencao desses compostos.
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5 CONCLUSAO

Ao avaliar o rendimento em cada ensaio, a extracdo por soxhlet obteve
valores maiores de porcentagem de oOleo extraido, em contrapartida, a extragdo por
ultrassom obteve valores maiores em porcentagem de inibicdo de DPPH. Isso pode
estar atrelado a degradagcdo das propriedades do Oleo devido as elevadas
temperaturas utilizadas no método de soxhlet, ja que o ultrassom pode evitar danos
térmicos aos extratos e minimizar a perda de compostos bioativos. Considerando o
tempo de extragcdo para o método soxhlet e a quantidade de solvente utilizada, o
ultrassom mostra-se como uma boa alternativa a sua substituicdo, ja que requer
menos tempo, menor temperatura, menos solvente e maior seguranga no processo.

Com relagao aos solventes, visando uma possivel substituicdo do hexano,
analisando apenas a quantidade de dleo extraido, o acetato de etila mostrou-se uma
boa alternativa, independentemente do método de extracdo, devido ao seu carater
ligeiramente polar. Enquanto que considerando apenas a atividade antioxidante do
Oleo, etanol e isopropanol se mostraram bons substituintes. Percebeu-se também
que, tanto pelo soxhlet quanto pelo ultrassom, as amostras extraidas com etanol
apresentaram um corpo de fundo grosso marrom escuro na parede do baldo apds a
rotoevaporagao, que também se explica devido a sua polaridade, pois por ser maior
favorece a extragdo dos componentes polares do grao.

O perfil de acidos graxos em ambos os métodos e/ou solventes nao
apresentou grandes variagdes, porém outras propriedades quimicas do 6leo podem
ter sido influenciadas. O 6leo extraido consistiu-se principalmente dos acidos graxos
insaturados como o oleico (C18:1n-9) e o linoleico (C18:2n-6), além dos acidos
graxos saturados como o palmitico (C16:0) e o estearico (C18:0), o que corresponde
com as literaturas encontradas.

Nas analises de DPPH, é possivel verificar o alto potencial antioxidante do
Oleo ja na parte visual da analise, sendo o mesmo comprovado com as leituras no
espectrofotdbmetro. O que corrobora com o fato do acido oleico ser encontrado em
altas concentragdes no 6leo extraido. Estudos mostram a afinidade dos solventes de
maiores polaridades com os compostos antioxidantes presentes nas sementes de

cupuagu, sendo comprovado neste trabalho.
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5.1 Trabalhos futuros

Para trabalhos futuros é sugerido que se analisem quantitativamente os
compostos fendlicos presentes no 6leo de cupuagu, visto que o presente trabalho
encontrou atividade antioxidante nas amostras, sendo elas importantes para os
seres humanos ja que sao capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres

antes que ataquem os alvos biolégicos nas células.
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