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RESUMO

SANTOS, D. N. Microencapsulagao de esqualeno proveniente do éleo do figado de cagao-
azul via precipitacdo com CO; supercritico. 2016. 166f. Tese (Doutorado) — Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2016.

O dleo do figado de cagdao-azul tem um valor nutricional elevado e é rico em iniUmeras
substancias ativas, tais como o esqualeno, vitamina A e acidos graxos poli-insaturados. A
proposta desta pesquisa foi obter o 6leo de figado de cacdo-azul (Prionace glauca) sob
condicdes brandas de temperatura usando extracao com fluido supercritico (SFE) e estudar o
processo de microencapsulacdo deste, utilizando o sistema de formacdo de particulas por
solucdes ou suspensdes em gds saturado (PGSS). Para estudar os parametros de extracao
supercritica do 6leo de cacdo-azul, utilizou-se em um primeiro momento o figado de
beijupira (Rachycentron canadum) como modelo e realizou-se extragGes supercriticas a
diferentes condi¢des de temperatura (T, 50, 60 e 70 °C) e vazdo de CO; (5, 8 e 11 g CO2/min)
sob uma mesma pressao (P) de 250 bar. Considerando as condi¢Ges de maior rendimento,
definiu-se para o figado de ca¢dao-azul um delineamento de blocos completos, com 5 niveis
de P (100, 150, 200, 250 e 300 bar) e 2 niveis de T (50 e 60°C). Com os diferentes éleos de
figado de cacdo-azul (OFCA) dleo de figado de beijupird (OFB) e dleo de figado de tubardo
comercial (OFTC), foram realizadas medidas fisico-quimicas (densidade, viscosidade, indice
de refracdo, indice de acidez, valor de peréxido e indice de saponificacdo) e quantificou-se
os ativos de interesse neste estudo, esqualeno, vitamina A e acidos graxos essenciais. O
OFCA com maior teor de esqualeno foi usado para a etapa de formacado de microparticulas
por meio da técnica PGSS, na qual particulas foram geradas usando como agentes de
impregnacdao amidos modificados (Hi Cap® 100 e Purity Gum Ultra®) e caracterizadas. O OFB
apresentou rendimentos distintos quando diferentes condi¢cbes operacionais foram
aplicadas, variando de 40 a 58% e estes resultados contribuiram para a definicdo das
condicbes de extracdo do dleo de figado de cacdo-azul. As caracteristicas fisico-quimicas
foram compativeis com dleos sem refino, destacando-se o elevado teor de acidez (13,6 —
17% expresso como 4dacido oleico), que se julgou caracteristico deste 6leo. Foram

encontrados acidos graxos de elevado valor bioldgico. Os teores de &acidos graxos



monoinsaturados foram de 41,2 a 49 g/ 100 de OFB e acidos graxos poli-insaturados
variaram de 21,8 a 25,3 g/ 100g de OFB. O esqualeno nos éleos variou de 354 a 462 mg/
100g de OFB, reforcando o potencial desta matriz para diversas aplicagdes. Os rendimentos
das extragdes do OFCA variaram de 0 a 60%, considerado, para os maiores valores,
superiores aos métodos convencionais. O OFCA apresentou parametros fisico-quimicos
como densidade de 0,920 a 0,922 g.mL?, viscosidade de 52 a 56 Pa.s, indice de refracdo de
1,4760 a 1,4785, indice de acidez de 1,1 a 2,2% em acido oleico, valor de peréxido de 10 a 24
meq de O; ativo/ kg de OFCA e indice de saponificacdo de 171 a 556 mg KOH/ g de OFCA
comparaveis a 6leos de pescados refinados. Os ensaios de quantificacdo de esqualeno e
vitamina A indicaram valores de 171 a 534mg de esqualeno/ 100 de OFCA e 579 a 3.682
Retinol equivalente/ g de OFCA. As microparticulas geradas exibiram um consideravel indice
de retencdo de d6leo na superficie, de 74 a 82% e, além disso, parametros como alta
solubilidade e baixa higroscopicidade dos amidos modificados tornam estas particulas
amplamente aplicaveis na drea de alimentos. O estudo do comportamento dos amidos
modificados Hi Cap® 100 e Purity Gum Ultra® em contato com CO; supercritico ndo indicou
expansdo volumétrica nas amostras sob as condi¢des avaliadas. Embora os dleos extraidos
com CO; supercritico tivessem caracteristicas de dleos refinados, as andlises de estabilidade
das microparticulas mostraram a necessidade de refino para uma maior shelf life do
produto. Os teores de esqualeno, composto encontrado em todos os dias e em todos os
tratamentos analisados, decresceu ao longo do periodo de estudo da estabilidade (de 0 a 60

dias).

Palavras-chave: Prionace glauca, 6leo de peixe, esqualeno, extra¢ao supercritica, PGSS.



ABSTRACT

SANTOS, D. N. Microencapsulation of squalene from blue shark liver oil by supercritical CO2
precipitation. 2016. 167 f. Thesis (PhD) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2016.

Blue shark liver oil has a high nutritional value and is rich in numerous active substances,
such as squalene, vitamin A, polyunsaturated fatty acids. The purpose of this study was to
obtain blue shark liver oil (Prionace glauca) under mild temperature conditions using
supercritical fluid extraction (SFE) and to study the microencapsulation process of the oil
using the particle formation system from gas saturated solution/suspension (PGSS). To study
the supercritical extraction parameters of blue shark liver oil (BSLO), cobia liver
(Rachycentron canadum) was used as a model and supercritical extractions were performed
at different conditions of temperature (T, 50, 60 and 70 °C) and CO; flow rate (5, 8 and 11 g
CO2/min), under the same pressure (P) of 250 bar. Considering the higher yield conditions, it
was set for the blue shark liver one complete block design with 5 levels of P (100, 150, 200,
250 and 300 bar) and 2 T levels (50 and 60 °C). With the different BSLO, cobia liver oil (CLO)
and purchased shark liver oil (PSLO), physicochemical measurements (density, viscosity,
refractive index, acid number, peroxide value and saponification number) were performed
and the active of interest in this study (squalene, vitamin A and essential fatty acids) were
qguantified. The BSLO with the highest squalene content was used for microparticle
formation step by the PGSS technique in which particles were generated using modified
starches as impregnation agents (Hi Cap® 100 and Purity Gum Ultra®) and characterized. CLO
had different yields, ranging from 40 to 58%, when different operating conditions were
applied and these results contributed to the definition of extraction conditions of BSLO. The
physicochemical characteristics were consistent with oils without refining, highlighting the
high acid content (13.6 to 17% oleic acid), which was considered characteristic of CLO. The
CLO has high biological value fatty acids. The levels of monounsaturated fatty acids were
41.2 to 49 g/ 100 of CLO and polyunsaturated fatty acids ranged from 21.8 to 25.3 g/ 100 g
of CLO. Squalene in oils ranged 354 — 462 mg/ 100g of CLO, reinforcing the potential of this
matrix for several applications. BSLO yields of extractions ranged 0-60%, considered for the

highest values superior to conventional methods. BSLO showed physicochemical parameters



such as density from 0.920 to 0.922 g.mL™, viscosity from 52 to 56 Pa.s, refractive index of
1.4760 to 1.4785, acid number from 1.1 to 2.2% oleic acid, peroxide value from 10 to 24 meq
of active Oy/ kg of BSLO and saponification number of 171-534 mg KOH/ kg of BSLO
comparable to refined fish oils. The squalene and vitamin quantification assays indicated
values of 161.30 to 542.55 mg of squalene/ 100g of BSLO and 579-3,682 retinol equivalent/ g
of BSLO. The generated microparticles showed considerable oil retention index on the
surface, 74-82% and, in addition, parameters such as low hygroscopicity and high solubility
of modified starches makes these particles widely applicable in the food area. The behavior
study of modified starches Hi Cap® 100 and Purity Gum Ultra® in contact with supercritical
CO; has not indicated volumetric expansion in the samples under the conditions evaluated.
Although the oil extracted with supercritical CO; had refined oils characteristics, analyzes the
stability of the microparticles showed the necessity of refining for greater shelf life of the
product. Squalene found decreased along the stability study period (0 to 60 days), however,
it was found in every day and analyzed in all treatments. The squalene content, the
compound found in every day and for all treatments analyzed, decreased along the stability

study period (0 to 60 days).

Palavras-chave: Prionace glauca, fish oil, squalene, supercritical extraction, PGSS.
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1. INTRODUCAO

Os oceanos recobrem 70% da superficie do planeta Terra, uma area duas vezes mais
extensa que a superficie da Lua e de Marte juntas, abrigando 95% da biosfera terrestre e a
maior parte de sua biodiversidade (PEREZ, 2010). O ambiente marinho constitui uma rica
fonte em termos de diversidade biolégica com cerca de 300.000 espécies descritas, mas
estima-se que este numero é uma pequena percentagem do total de espécies ainda a serem
descobertas e descritas (POMPONI, 1999).

O interesse das empresas farmacéutica e de quimica fina pelos produtos de origem
marinha é, em grande parte, impulsionado pela diversidade de novas estruturas moleculares
com funcgdes e atividades inovadoras e na area de alimentos, a aplicagcdao de novos produtos
como pigmentos e corantes naturais, vitaminas, antioxidantes e estabilizadores também tem
motivado diversas pesquisas (VAN DER WIELEN; CABATINGAN, 1999). O éleo de figado de
pescados é um produto complexo e reconhecida fonte de vitaminas lipossoluveis, acidos
graxos poli-insaturados e também contém, em grandes concentrag¢des, substancias como o
esqualeno e alquilglicerdis, importantes na fisiologia humana (DIAZ-ROJAS et al., 2004).

O esqualeno é um isoprenoide cuja principal fonte sdo os d6leos de figado de peixes
marinhos e, em menor concentracado, pode ser encontrado em déleo de oliva, dleo de soja,
Oleo de gérmen de trigo, 6leo de palma, dentre outros. O esqualeno possui aplicacdo
diversificada, estando presente em produtos da area cosmética, farmacéutica, alimenticia e
guimica (BRUNNER; SAURE; BUSS, 2009). Neste contexto, ndo existem dados na literatura
sobre a quantidade de esqualeno presente em residuos de pescados utilizados na
alimentacdo humana, como o figado de cacdo-azul e o beijupird, que podem ser usados
como matéria-prima na extracao de éleos de peixes e assim, darem a estes residuos uma
nobre aplicacdo.

Para produtos naturais desta classe, com destacadas funcdes metabdlicas, é valida a
incorporacdo de tecnologias que aumentem seu tempo de utilizacdo, protegendo-o da
agressao de agentes externos. Um recurso que tem se destacado nas ultimas décadas é a
microencapsulacdo, conceituada por Aguilera e Lillford (2008) como um processo no qual
um ingrediente ativo puro ou uma mistura de ingredientes é coberta ou inserida em um

material protetor ou em um sistema de materiais.
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Dentre os métodos existentes de microencapsulagdo, os processos que empregam o
CO2 supercritico tém grande destaque. Diferentes processos com fluidos supercriticos estao
sendo desenvolvidos para produzir particulas compostas para varios fins, incluindo a
preparacao de medicamentos de liberagao controlada, com base na incorporagdo da
substancia ativa em uma matriz de lenta dissolucdo, estabilizacdo de moléculas sensiveis na
forma sdélida e melhoria de biodisponibilidade de compostos pouco solluveis pela
incorporagdo da substancia ativa em um excipiente hidrofilico de dissolugdo rdpida (PERRUT;
JUNG; LEOEUF, 2005). Embora a encapsulacao de éleos de peixes seja bastante pesquisada,
ndao existem trabalhos publicados sobre a microencapsulagdao desta matriz aplicando a
tecnologia supercritica.

Esta tese de Doutorado investiga a extracdao de dleo de figado de duas matrizes de
origem marinha, o beijupird e o cacdo-azul, utilizando a tecnologia de extracdo supercritica,
bem como a caracterizagao fisico-quimica e estudo da presenca de compostos de interesse
em alimentos. Este documento também abrange o processo de microencapsulacdo do dleo
de cacdo-azul utilizando a técnica supercritica PGSS, assim como a caracterizacdao das
microparticulas e as andlises de estabilidade das microparticulas de dleo de figado de cacao-

azul.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cadeia Produtora do Pescado

A aquicultura é a atividade que se desenvolve mais rapidamente dentre todos os
setores da produgdo animal mundial, atingindo um crescimento anual médio de 8,8% desde
1970 e, ao contrario da criacdo de animais terrestres, cujo total da producdo global é
baseada em um numero limitado de animais, a aquicultura dispGe de mais de 240 espécies
de animais e plantas empregadas diretamente na alimentacdao humana (CREPALDI et al.,
2006). A maior parte da producdo brasileira tem sido proveniente da pesca extrativa
marinha (42,4%), seguida pelo cultivo de organismos de agua doce (31,2%), pela pesca
extrativa continental (19,7%) e pela maricultura (6,7%), termo atribuido a aquicultura de
aguas marinhas. Dentre as regides brasileiras, a Nordeste se destaca com a maior producao,
e em relacdo a producdo por estado, é Santa Catarina o detentor da maior producao
nacional atualmente (BRASIL, 2012a).

Do total de captura mundial de pescado, cerca de 72% sao utilizados nos mercados de
pescado fresco, congelado, enlatado e salgado e os demais 28% seguem para o preparo de
alimentacdo animal. Os processos de comercializacdo e industrializagdo para consumo
humano rendem de 25 a 70% da matéria-prima como produto comestivel (SEIBEL; SOUZA-
SOARES, 2003). Dessa forma, os residuos obtidos na aquicultura, na pesca e na elaboracao
de produtos a base de pescado podem chegar, em alguns casos, a 70% do peso inicial da
matéria-prima a exemplo da tildpia, o peixe mais processado do Brasil (MARTINS et al.,
2015). A Figura 1 mostra a diversidade de produtos que podem ser gerados com o
beneficiamento do pescado.

S3do considerados residuos de pescado as carnes escuras, peixes de baixo tamanho
comercial, residuos obtidos dos processos de filetagem, cabeca, carcagas e visceras e no
Brasil, o aproveitamento de residuos da industrializacdo de pescado é baixo, sendo
principalmente direcionado para a producdo de farinhas de pescado (FELTES et al., 2010).
Normalmente, esses residuos sdao acumulados em tanques sem receber qualquer tipo de
tratamento, ou sdo descartados nas imedia¢Oes do local de processamento, contribuindo

para a contaminag¢do ambiental (VIDAL et al., 2011).
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Figura 1 - Esquema de produtos e sub produtos obtidos a partir do uso integral de pescado

Fonte: Adaptado de: BLANCO, M. et al. Towards sustainable and efficient use of fishery resources: present and
future trends. Trends in Food Science & Technology, v. 18, p. 29-36, 2007.

Um dos principais produtos provenientes dos residuos de pescado é o 6leo extraido do
figado, que em muitas espécies constituem uma boa fonte de vitaminas (A, D, E, K, tiamina,
riboflavina e niacina), compde de 4 a 9% do peso corporal e possuem entre 45 e 47% de
gordura (PEREDA, 2005).

Tradicionalmente, os éleos de origem animal sdo obtidos por fusdo ou aquecimento
dos tecidos de 90 a 95 °C, o que permite a separacao entre dleo e proteinas coaguladas. Este
dleo facilmente separavel e considerado de primeira qualidade é aplicado preferencialmente
na industria farmacéutica. O 6leo de segunda linha é obtido por meio da prensagem das
visceras, que resulta em um produto de valor vitaminico menor. Ambos os tipos de éleo
podem passar pelo processo de refino, com etapas como degomagem, branqueamento ou
descoloracdo, desodorizacdo e fracionamento (GONCALVES, 2011; PEREDA, 2005).

Este método tradicional de coc¢do das visceras apresenta inUmeras desvantagens, tais

como o emprego de altas temperaturas de cozimento, que podem levar a oxidacdo do dleo
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de peixe, além de ser considerada uma técnica de extracdo de eficiéncia moderada, dentre
outros. Considerando a importancia do 6leo de peixe enriquecido com 6mega-3 e 6mega-6,
no momento diversas pesquisas investigam técnicas alternativas de separacdo do dleo a
partir da matriz (KUVENDZIEV et al., 2014).

O dleo de pescado pode ser utilizado para diversos fins, desde na producdo de sabdes
e emulsificantes, tintas, vernizes e acabamento de couros, combustivel em caldeiras e até
mesmo biodiesel, como também pode ser hidrogenado e direcionado para a producdo de
margarina e produtos de panificagdo (GARCIA-MORENO et al., 2014; OGAWA; MAIA, 1999).
A principal aplicacdo para o 6leo de peixe tem sido a aquicultura, mas a necessidade de
dleos de peixe de alta qualidade esta aumentando, devido a crescente compreensdo de suas
propriedades benéficas a saude. Assim, a utilizacdo deste produto vem cada vez mais sendo
voltada para a aplicacdo farmacéutica, em detrimento da aplicacdo como gordura
hidrogenada (FERRARO et al., 2013). A Figura 2 apresenta a evolugdo quanto a aplicacdo de

Oleos de peixes marinhos.

Figura 2 - Evolucdo da aplicacdo de d6leo de peixe
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Fonte: BIMBO, A. P. Edible Oil Processing: The production and processing of marine oils. AOCS Lipid Library:
Urbana. Disponivel em: <http://lipidlibrary.aocs.org/processing/marine/index.htm>. Acessado em Julho de
2013.
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2.2 Cagao-azul (Prionace glauca) e Beijupira (Rachycentron canadum)

O cacgdo-azul pertence a classe Chondrichthyes, a subclasse Elasmobranchii e familia
Carcharhinidae, de aproximadamente 465 espécies com caracteristicas muito variadas. Ha
diferencas considerdveis entre os cacdes e outros peixes, como seu esqueleto cartilaginoso e
a manutencdo do seu equilibrio osmético na presenca de ureia e éxido de trimetilamina em
seu sangue e tecidos. Eles ndo possuem o trato urindrio usual, entdo a ureia presente no
sangue, subproduto nao-tdéxico do metabolismo, é excretada pela pele e apds a captura
pode ser eliminada pela sangria (MACEDO, 2010; PACHECO; BARRERA-ARELLANO, 1994;
VOGLER et al., 2012). O 6leo do seu figado contém esqualeno, em quantidade que atinge de
10 a 20% em massa, também grandes concentragdes de triacilglicerdis e vitamina A
(BARTFAI et al., 2000).

O cagdo-azul (Prionace glauca) pode ser encontrado em aguas tropicais e temperadas
em todo o mundo e provavelmente é o mais abundante de todos os tubarbes. Sua
distribuicdo nas faixas do Oceano Atlantico se da a partir da América do Norte até a
Argentina a oeste e da Noruega a Africa do Sul ao leste. Encontra-se na superficie a pelo
menos 1.000 m da plataforma continental, porém também pode ser encontrado em
ambientes batipelagicos (zonas de elevadas profundidades a partir da superficie do oceano)
(BORNATOWSKI; SCHWINGEL, 2008; TAVARES; ORTIZ; ROCHA, 2012). E principalmente
capturado como pesca secunddria em rede de espinhéis! e redes de emalhar? em pescarias
dirigidas para atum e espadarte (VAZQUEZ et al., 2016).

As capturas desta espécie estdo em expansao, sendo uma das espécies mais pescadas
na Europa em 2013, somando mais de 8.600 toneladas comercializadas como peixe fresco e
congelado, os quais sdao comumente processados na forma de lombos, filés ou postas
(VAZQUEZ et al., 2016). Este alto indice de capturas a nivel mundial ainda n3o é alarmante,
pois o cacdo-azul ndo se encontra ameacado de extingdo (IUCN, 2016; MONTEALEGRE-

QUIJANO et al.,, 2014). Em muitos paises, a carne do cacdo-azul é consumida fresca,

1 Rede de espinhéis: Constitui um aparelho de pesca simples, no qual a linha principal se mantém
horizontalmente e nesta sao fixadas, em distancia adequada, inimeras linhas secundarias, que por sua vez sdo
sinalizadas por bandeirolas que flutuam na superficie da agua (FARIAS, 1998).

2 Rede de emalhar: E uma rede de pesca de panagem retangular. A rede é estendida entre duas linhas, de
modo que a linha superior contém flutuadores e a inferior, um lastro, mantendo-se na posi¢do vertical dentro
da agua. Por este mecanismo, os peixes ficam emalhados pelo opérculo e sem possibilidade de escapar
(FARIAS, 1998).
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defumada ou salgada, suas peles sdo usadas para o beneficiamento de produtos de couro, as
barbatanas sdao comercializadas para a sopa de barbatana de tubardo e sdo também
produzidos éleo de figado e farinha de peixe (ABREU et al., 2011).

O beijupird, Rachycentron canadum, é um peixe marinho nativo do Brasil encontrado
em mares tropicais e subtropicais em todo o mundo e apresentam uma elevada taxa de
crescimento com baixo indice de incidéncia de doencgas, produzindo uma carne de alta
qualidade (CHUANG et al., 2014, SUN et al., 2014). Silva-Junior et al. (2011) destaca outros
atributos desta cultura, como facilidade de reproducdao em cativeiro, tolerancia das larvas a
salinidade e aceitacdo de dietas extrusadas. Com estas vantagens, esta espécie tem sido
muito aplicada na aquicultura em paises da regido da Asia e Pacifico, gerando um produto de
grande valor econdmico (GENG et al., 2011).

A producdo comercial de beijupird teve inicio partir dos anos 90 em Taiwan e
resultados satisfatérios como a sua elevada taxa de crescimento, ao redor de 6 kg ou mais
em um ano, despertou o interesse na sua producdo em varios paises como os Estados
Unidos, México e Brasil (SAMPAIO; TESSER; WASIELESKY JUNIOR, 2010). No Brasil, a
producdo deste exemplar em cativeiro se iniciou em 2006 e ainda estd em expansdao com o
incentivo do Ministério da Pesca e Aquicultura, além de iniciativa privada (CAVALLI;
DOMINGUES; HAMILTON, 2011). Dentro desta atividade, a maioria dos estudos abordam
técnicas de manejo e influéncia da alimentacdao modificada na eficiéncia de crescimento do

beijupira (GENG et al., 2011; WANG et al., 2016).

2.3 Compostos com Atividade Bioldgica Presentes no Oleo de Figado de Cagdo

O dleo de figado de cacdo é considerado util no tratamento de doencas resultantes de
resposta imunolégica inadequada, no tratamento adjuvante de varios tipos de canceres e,
além disso, a ingestao de éleo de figado de cagdao normaliza a atividade de células de defesa
e a resposta de neutréfilos em relagdo a bactérias, aumenta a capacidade antioxidante total
do soro, dentre outros efeitos (HAJIMORADI et al., 2009). Estas e outras aplicacdes estdo
relacionadas a sua composicao, em grande parte formada por acidos graxos poli-insaturados
e pela presenca de moléculas como esqualeno e alquilgliceréis. Algumas destas moléculas

estdo apresentadas a seguir.
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2.3.1 Esqualeno

O esqualeno, um triterpeno poli-insaturado que contém seis unidades de isopreno, é
um intermedidrio chave na biossintese do colesterol (GUIL-GUERRERO et al., 2000) ou
ergosterol, em plantas e fungos. A Figura 3 apresenta a via metabdlica de sintese do
esqualeno, cuja principal fonte é o figado de tubardao da familia Squalidae, do qual vem o

nome, e outros peixes (ALISSON, 1999).

Figura 3 - Via de biossintese do esqualeno e estrutura quimica do esqualeno ao centro

Fonte: Adaptado de: REDDY, L. H.; COUVREUR, P. Squalene: A natural triterpene for use in disease
management and therapy. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 61, p. 1412-1426, 2009.

Além das fontes animais, encontra-se esqualeno em matrizes vegetais como o azeite
de oliva, 6leo de palma, éleo do gérmen de trigo, 6leo de amaranto e déleo de arroz (LIPPI;
TARGHER; FRANCHINI, 2010). No azeite de oliva, ele constitui mais de 90% da fracao
hidrocarbénica, variando de 200 a 7.500 mg.Kg! e o esqualeno também pode ser
encontrado nos tecidos humanos, estando presente na pele e no tecido adiposo (AGUILERA
et al., 2005).

Historicamente, o esqualeno tem sido usado na formulacdo de varios cosméticos,
como emoliente, antioxidante e hidratante (CARDENO et al., 2015; KATABAMI et al., 2015).
Contudo, mais recentemente, o esqualeno também tem sido usado como um adjuvante

imunolégico em diversas vacinas (atua em conjunto com a vacina estimulando o sistema
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imune) para males como a maldria, o virus da imunodeficiéncia humana, virus do herpes,
citomegalovirus, papilomavirus humano e gripe pandémica (LIPPl; TARGHER; FRANCHINI,
2010).

Pesquisas recentes tém aproveitado o potencial do esqualeno, um precursor natural
de esteroides, para formar um conjugado farmaco-lipidio por meio de um acoplamento
covalente a lipidios biocompativeis. Neste sistema nanométrico, o esqualeno protege os
farmacos de fatores ambientais prejudiciais e, em alguns casos, também melhora o seu perfil
farmacocinético, diminuindo a toxicidade dos farmacos associados com um aumento do seu
indice terapéutico (BORRELLI et al., 2014).

Quanto a atividade antitumoral, existe uma forte correlacdo entre a auséncia de casos
de cancer em tubardes da familia Squalidae e os teores de esqualeno encontrados no éleo
de figado (que em alguns casos pode chegar a 40%). Também se atribui ao esqualeno
presente no azeite de oliva os baixos indices de cancer em humanos na regido do
Mediterraneo, onde o uso deste produto na alimentacdo é recorrente (REDDY; COUVREUR,
2009). Em experimentos com roedores alimentados com racdes preparadas com 1% de
esqualeno, foi possivel verificar a inibicdo da formacdo de lesdes indicativas de tumor no
intestino (RAO; NEWMARK; REDDY, 1998), bem como em pulmado e pele (O’SULLIVAN;
WOODS; O’BRIEN, 2002).

O esqualeno tem sido reportado por possuir propriedades antioxidante e de
estabilizacdo da membrana celular, com efeitos comparaveis a vitamina E (FARVIN et al.,
2007). A sua atividade antioxidante estd associada a capacidade de doacdo de elétrons
(proveniente das insaturacdes das cadeias de isopreno) e somado a isso, pela natureza
altamente lipofilica, o esqualeno administrado exogenamente consegue permear através
das membranas celulares e alcangar a parte interna da célula, estabilizando o ambiente
celular (BHILWADE et al., 2010). Também tem sido relatado que o esqualeno contribui para
a eliminagdo de substancias quimicas do organismo, ao mesmo tempo em que reduz a
toxicidade dos compostos formados a partir da metabolizacdo de farmacos e outros
compostos quimicos (AGUILERA et al., 2005).

O grande numero de insaturacdes presentes na molécula de esqualeno, responsavel
pela sua bioatividade, também o torna vulneravel ao ataque oxidativo de espécies como
radicais livres, perdxidos, aldeidos e cetonas, reduzindo a disponibilidade bioldgica e seu

valor nutritivo (WANG et al., 2011). A importancia do esqualeno nas industrias cosmética e
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farmacéutica motivaram o desenvolvimento de novas tecnologias para purificar esqualeno
de diferentes fontes e para isso diversas metodologias tém sido descritas, como a destilagao
molecular, cromatografia contracorrente de alta velocidade e extracdo com fluido

supercritico (VAZQUEZ et al., 2007).

2.3.2 Vitamina A

A vitamina A é um termo genérico que se refere a um grupo de hidrocarbonetos
insaturados, incluindo o retinol e seus derivados, tais como retinal, acido retindico e
carotenoides pré-vitamina A, abrangendo a-caroteno, B-caroteno, dentre outros (WU et al.,
2015). A pré-vitamina A é consumida na forma de ésteres de retinil, que sdo hidrolisados
endogenamente para formar o retinol. A vitamina A também pode ser convertida a partir
dos seus precursores dietéticos B-caroteno, a-caroteno e B-criptoxantina, encontrados
principalmente em vegetais de folhas verdes e de cor amarela (WEBER; GRUNE, 2012).

Uma fonte de vitamina A é o figado de espécies de peixes cartilagineos (tubardes e
raias) e o seu conteudo no éleo de figado de tubardo tem sido relatado na faixa de 160.000 a
360.000 U.l./ g de dleo (SUNARYA; HOLE; TAYLOR, 1996). No Brasil, o dleo do figado de
cacao tem sido usado desde meados da 2° Guerra mundial, quando a antiga fonte, o 6leo de
bacalhau, tornou-se cada vez mais escassa (CARDOSO, 1943).

A vitamina A desempenha um papel importante na saude. No desenvolvimento fetal,
estd associada a regulacdo da expressdo genética, diferenciacdo, proliferacdo e migracdo de
células no embrido e no feto (MEDEIROS et al., 2015). Os retinoides favorecem o
crescimento, diferenciacdo e morte celular e a desregulacdo das suas vias de sinalizacdo estd
ligada a tumorigénese. Por esta razao, eles tém sido cada vez mais apontados como
potenciais agentes terapéuticos para varias doencas, incluindo o cancer (MUZIO et al., 2016).

A deficiéncia de vitamina A (VAD, em inglés) é um dos maiores problemas de
desnutricdo do mundo e no Brasil, a prevaléncia da auséncia de micronutrientes é em sua
maioria subclinica, assintomatica (CHAVES et al., 2015). Segundo a FAQ, estima-se que mais
de 250 milhdes de criangas estejam sob o risco de ter deficiéncia de vitamina A (FAO, 2014).
Baixos niveis séricos de vitamina A estdo associados a maior mortalidade e morbidade,

retardo de crescimento, aumento da suscetibilidade a infec¢cdes, xeroftalmia e cegueira



32

noturna, sobretudo em criancas menores de 5 anos (GRILO et al.,, 2015; PEREIRA et al.,
2008).

Altas concentracdes de vitamina A no organismo também tem efeitos nocivos. A pré-
vitamina A adquire um carater pré-oxidante em doses elevadas e ao desequilibrar a
capacidade antioxidante do organismo, desencadeia um mecanismo prd-carcinogénico que
facilita a inducdo de alguns tipos de canceres (MEDEIROS et al., 2015; SAUVANT et al., 2012).

No Brasil, o uso do dleo do figado de cacdo é amparado pela Portaria n° 19, de 15 de
marg¢o de 1995 (ANVISA), que o considera um complemento nutricional alimenticio, no qual
deve conter por grama, no minimo, 3.000 U.I. de vitamina A e 85 U.l. de vitamina D e aborda

também alguns parametros de qualidade para o 6leo produzido (BRASIL, 1995).

2.3.3 Acidos Graxos Poli-insaturados

Os acidos graxos compde um amplo grupo de moléculas que, do ponto de vista
estrutural, podem ser classificadas quanto ao nimero de ligacdes duplas como saturadas
(sem ligagcbes duplas), mono- (uma insaturacdo) ou poli-insaturadas (duas ou mais
insaturagdes). Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA em inglés) sdo ainda classificados de
acordo com a posicdo da primeira ligacdo dupla a partir da porcao n-terminal da molécula,
tal como o w-3 (ou 6mega-3) ou w-6 (SHAPIRO, 2003). A Tabela 1 apresenta os principais
tipos de cada grupo de acidos graxos.

Os acidos graxos essenciais, acido linoleico e a-linolénico, ndo podem ser sintetizados
por vertebrados e a alimentacdo deve suprir as necessidades para a manutencado de funcoes
gue, em humanos, sdo consideradas essenciais, tais como a manutenc¢ao da barreira de dgua
da pele, funcao cerebral dtica, regulacdo do sistema imune e reproducdo (BABIREKERE-IRISO
et al.,, 2016). Além das fungbes citadas, dacidos graxos importantes como o acido
araquidonico sdo sintetizados por seres humanos a partir de acido linoleico e outros acidos
graxos como icosapentanoico (EPA), docosapentaenoico (DPA) e docosahexaenoico (DHA), a

partir do 4cido a-linolénico (SOLANA; RIZZA; BERTUCCO, 2014).
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Tabela 1 - Principais acidos graxos e sua respectiva classificacao

Acidos graxos saturados Acid_os graxos Aciqlos graxos poli-
monoinsaturados insaturados

Nome comum C-0:0° Nome comum C-0%:0° Nome comum C-0%:0?
Laurico C-12:0 Palmitoleico (w-7) C-16:1  Linoleico (w -6) C-18:2
Miristico C-14:0 Oleico (w -9) C-18:1  Linolénico (w -3) C-18:3
Palmitico C-16:0  Erucico (w -9) C-22:1  Araquidonico (w -6) C-20:4
Estearico C-18:0 EPA (w -3) C-20:5
Araquidico C-20:0 DPA (w -3) C-22:5
Behénico C-22:0 DHA (w -3) C-22:6

Lignocérico C-24.0

1= humero de carbonos da molécula. 2 = ndmero de insaturacdes.

Fonte: FENNEMA, O. R. ed. Food Chemistry. Marcel Dekker: New York, 1996. 1262p.
O’BRIEN, R. D. Fats and oils: formulating and processing for applications. CRC Press: Boca Raton, 2004. 574 p.

Os acidos graxos poli-insaturados estdo associados a iniumeros efeitos benéficos ao
organismo e o 6leo de peixe é uma reconhecida fonte destes compostos (DASILVA et al.,
2015; GIRI et al., 2016; HUANG et al., 2015). De acordo com La Rovere e Christensen (2015),
existem dois tipos de PUFA, os PUFA w-3 e w-6. Os PUFA w-6 sdo principalmente
encontrados em 6leos vegetais, sendo o 4cido linoleico o mais recorrente e em relagdo aos
PUFA w-3, estes sdo sintetizados em grande quantidade por fitoplanctons e se acumulam ao
longo da cadeia alimentar. Logo, os peixes sao a principal fonte de PUFA w-3.

Para explicar a relacdao dos PUFA w-3 com os multiplos efeitos ao organismo, sao
apontados trés mecanismos de acdo dessa classe de substancias: (i) incorporacdo em
membranas celulares, (ii) interacdo direta com canais i6nicos e outros componentes
celulares e, (iii) acdo como precursores de mediadores lipidicos ativos (BONAFINI et al.,
2015).

Os efeitos benéficos a saude dos PUFA w-3 foram descritos pela primeira vez ao se
relatar sobre os esquimds da Groenlandia, que possuiam uma dieta rica em frutos do mar e
foram observadas baixas taxas de problemas cardiovasculares, asma, diabetes mellitus tipo
1 e esclerose multipla (SIMOPOULQOS, 2008). Os PUFA w-3 estdo ligados a inumeras fungdes
favoraveis ao organismo, como compor os lipidios da retina, do esperma e cérebro,
contribuir para a maturacdo da funcdo visual e cortical em prematuros, estimular o
crescimento e exercer um efeito protetor contra doengas cardiovasculares, atenuar os
sintomas inflamatdrios em casos de doengas como artrite reumatoide e colite ulcerativa

(SETHOM et al., 2010; TAPIERO et al., 2002).
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Sahena et al. (2010b) estende os efeitos dos PUFA w-3 a prevencdo de doengas como
hipertensdao, desordens autoimunes, alergias e cancer, além do abaixamento do indice de
triacilglicerdis no sangue. Sahena et al. (2010a) também aponta beneficios relacionados a
doengas mentais, incluindo depressao, transtorno do déficit de atengdao com hiperatividade
e deméncia.

Varios métodos sdao usados para concentrar PUFA w-3, dentre eles destacam-se a
cristalizacdo, a distribuicdo contracorrente, destilacdo fracional ou molecular, adsorcdo
cromatografica, destilagdo a vacuo e complexagao com ureia seguida de destilagdo a vacuo.
O uso de altas temperaturas ou solventes toxicos coloca a utilizagdao de fluido em estado
supercritico em grande vantagem em relacdo as técnicas tradicionais, pela auséncia desses

inconvenientes de processo (MISHRA; TEMELLI; OORAIKUL, 1993).

2.4 A Extragao e Microencapsulagao com Fluido Supercritico

2.4.1 Extrag3do de Oleos de Pescado com CO; supercritico

Oleos e gorduras s3o misturas complexas de componentes lipidicos, pois além dos
majoritarios triacilglicerdis, podem estar presentes neste sistema mono e diacilgliceréis,
acidos graxos livres, fosfolipidios, glicolipidios, esterdis e outros componentes soliveis em
gordura, incluindo tocoferois, tocotrienois, carotenoides e esqualeno, todos com diferentes
propriedades quimicas, fisicas e fisiolégicas (JAYASINGHE; HAWBOLDT, 2012). As gorduras e
os 6leos, bem como os seus varios componentes lipidicos, sdo utilizados extensivamente nao
sO0 na industria de alimentos, mas também na industria cosmética, farmaceéutica,
oleoquimica e outras (ADEOTI; HAWBOLDT, 2014; TEMELLI, 2009).

Varios métodos tém sido relatados para a extracdo de dleos de peixe, tais como
extracdo com hexano, destilagdo a vacuo, complexacdo com ureia ou cristalizacdo
convencional. Esses métodos tém como desvantagens empregar altas temperaturas ou
solventes toxicos, que resultam em decomposicdo ou degradacdo dos compostos
termicamente labeis e riscos a saude, respectivamente (SAHENA et al., 2010a).

Neste contexto, a extracdo com fluido supercritico (SFE) tem se apresentado como

uma alternativa promissora de obtencdo de dleos de pescado. Esta técnica se baseia nas
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propriedades de solvatacdo do fluido supercritico, que pode ser obtido pelo emprego de
pressdo e temperatura acima do ponto critico de um composto, mistura ou elemento. A SFE
estd ligada ao ajuste de alguns fatores inerentes ao fluido supercritico, como temperatura e
pressdao e de alguns recursos extrinsecos como as caracteristicas da amostra, a interacao
com os compostos-alvo e outros fatores ambientais (SHARIF et al., 2014; SILVA; ROCHA-
SANTOS; DUARTE, 2016).

No estado supercritico (Figura 4), a densidade se assemelha a de liquidos, enquanto
que a viscosidade é préxima a de gases normais e a difusividade é cerca de duas ordens de

grandeza mais elevada do que nos liquidos tipicos (BRUNNER, 2005).

Figura 4 - Definicao de estado supercritico para um composto puro

Supercritico

Ponto
Critico

Pressao

Sélido

N

Gas

T
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Fonte: Adaptado de: BRUNNER, G. Supercritical fluids: technology and application to food processing. Journal
of Food Engineering, v. 67, p. 21-33, 2005.

Na extracao com fluido supercritico, o potencial de transferéncia de massa e calor é
determinado pela diferenca do estado de equilibrio. O estado de equilibrio fornece
informacdes sobre: (i) a capacidade de um solvente supercritico, definido como a
guantidade de uma substancia dissolvida pelo fluido em equilibrio termodinamico; (ii) a
guantidade de solvente que se dissolve na fase liquida ou sélida e a composicao de equilibrio
de cada fase; (iii) a seletividade de um solvente, que é a capacidade de um solvente para

dissolver seletivamente um ou mais compostos (iv) a dependéncia destas propriedades



36

solventes em condi¢Ges de estado (p, T) e, (v) a medida da drea de duas fases, como
condicao limitante para um processo de duas fases (BRUNNER, 2005).

InUmeras sdo as vantagens em se utilizar o didxido de carbono (CO;) como um
solvente supercritico. Ele é um gas em condi¢Oes atmosféricas, sendo facilmente separado
dos produtos extraidos, tornando o produto final livre de solventes. E considerado um
“solvente verde”, de baixa toxicidade, ndo inflamavel e relativamente barato (BUCIO et al.,
2016; SAHENA et al., 2010a). Knez et al. (2014) acrescenta que o CO; supercritico (CO,SC) é
nao carcinogénico, ndo mutagénico e termodinamicamente estdvel e o fato de se ajustar a
propriedades termofisicas (como difusividade, viscosidade, densidade e constante dielétrica)
pela simples variacdo da pressdo e temperatura operacionais € uma grande vantagem desse
solvente. A Tabela 2 apresenta valores de pontos criticos de algumas substancias,

evidenciando as condi¢cdes amenas de operacdo utilizando o diéxido de carbono.

Tabela 2 - Pontos criticos de alguns fluidos supercriticos

Fluido T (°C) Pc (bar) Observacgdes
Didxido de carbono 31,2 73,8 -
Amonia 132,4 112,9 Toéxico
Agua 374,1 221 Alta T, corrosiva
Etano 32,5 49,1 Inflamavel
Propano 96,8 42,6 Inflamavel
Ciclohexano 279,9 40,3 Alta T
Metanol 240,0 79,5 Alta T
Etanol 2431 63,9 Alta T
Isopropanol 235,6 53,7 Alta T
Acetona 235,0 47,6 Alta T

Fonte: SANLI, D.; BOZBAG, S. E.; ERKEY, C. Synthesis of nanostructured materials using supercritical CO2: Part I.
Physical transformations. J Mater Sci, v. 47, p. 2995-3025, 2012.

Os primeiros estudos de aplicacdo da técnica de extracdo com CO; supercritico (CO,SC)
em 6leos de pescados, iniciados na década de 50, obtiveram dados de equilibrio de fases de
compostos constituintes de dleos de peixes em meio supercritico, utilizando didxido de
carbono e outros solventes organicos (STABY; MOLLERUP, 1993). As pesquisas posteriores
abordaram a obtenc¢do de fracdes purificadas de substancias como etil ésteres de acido
eicosapentaenoico e acido docosahexadienoico (NILSSON et al.,, 1988), ésteres acidos de
6leos de pescados (HIGASHIDATE; YAMAUCHI; SAITO, 1990) e ainda contaminantes

(KRUKONIS, 1989), dentre outras. Nos recentes estudos, a extracdo supercritica tem sido
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aplicada a pesquisa com novas espécies de peixes ou subprodutos (RUBIO-RODRIGUEZ et al.,
2008), ou ainda combinada com processos como destilagdo molecular (TENLLADO;
REGLERO; TORRES, 2011), buscando otimizar o fracionamento de compostos com atividade
bioldgica reconhecida como alquilglicerdis e esqualeno.

A extracdo com CO,SC é considerada um processo de eco-separa¢do contemporaneo e
preciso que produz um impacto minimo ao meio ambiente. Além disso, esse procedimento
de extracdo é conduzido a temperaturas de operacdo relativamente baixas e se mostra mais
seletivo para acidos graxos poli-insaturados em comparagdo com técnicas convencionais.
Para este tipo de produto, essa técnica tem a vantagem de promover uma reduc¢do da
oxidacdo de dleo de peixe (HERRERO et al., 2010; KUVENDZIEV et al., 2014).

Industrias de beneficiamento de pescado produzem grandes quantidades de residuos,
constituidos principalmente por cabecas de peixe, pele e caudas, a partir do qual 6leos
contendo acidos graxos w-3 poderiam ser extraidos (LOPES et al., 2012). A Tabela 3 sumariza
alguns trabalhos de aplicacdo da tecnologia supercritica na obtencdo de éleos de

subprodutos de pescados.

Tabela 3 - Algumas pesquisas de extracdo de 6leo de pescados utilizando CO; supercritico

(Continua)
. - - Condicdo de maior
Autor, ano Matriz Condicdes de extracao .
rendimento
P= 200 - 400 bar
. , T=40-60"°C 400 bar/ 60 °C-51,52
Kuvendziev, 2014  Visceras de carpa V=3,23 - 5,89 g/min g 6leo/100 g matriz
t= 180 min
P= 150, 350 bar
. Subprodutos do T=40,50°C o ,
Amiguet, 2012 camardo do Norte V= 3-5 L/min 10,89% de dleo
t=90 min
P= 100 - 350 bar
. . T=40-80°C 350 bar/ 60 °C/ 15 min
Létisse, 2006 Cabeca de sardinha V=05-35 L/min ©10,91%
t=9 - 55 min
P= 200 - 400 bar
. , T=40-60°C 400 bar/ 60 °C/ 180
Lisichkov, 2014 Visceras de carpa V=323 - 5,89 g/min min — 74,845%

t=30- 180 min
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Tabela 3 - Algumas pesquisas de extracdo de dleo de pescados utilizando CO; supercritico

(Conclusdo)

P= 100 - 577 bar

Rubio-Rodriguez, Subprodutos de T=40°C 250 bar/ 40 °C/
2008 merluza V=83 - 332 g/min 180min —96,4%
t= 180 min
P=200- 350 bar
Sahena, 2010a Pele de cavalas T=45-75C 350bar/ 75°C -24,7%
indianas V=2 mL/min
t= 480 min
P=200- 400 bar
. Musculos de T=40-70°C 300 bar/ 55 °C—-
Gedi, 2015 sardinhas V=3 mL/min 8,16%
t= 80 min
, P=100- 400 bar 400 bar/ 57,5 °C/ 2
Viscera de bagre T=35-80°C . .
Sarker, 2012 . . mL/min/ 150 min —
africano V=1-3 mL/min 67%
t= 60 - 240 min °

Nguyen, 2015

Lagosta australiana

P=250- 350 bar
T=50°C

350 bar/ 50 °C -

Sahena, 2013

V= 17,23 g/min 22,84%
t= 240 min
P=132- 468 bar
Cabeca de atumde T=38,2-71,8°C 400 bar/ 65 °C/ 3

cauda longa

V=1-3 mL/min
t= 240 min

mL/min — 35,6%

P= Pressdo, T= temperatura, V= vazao, t= tempo de extragao.
Fonte: Baseado em diferentes autores.

Além de ser aplicado como um solvente de baixa toxicidade em extrag¢des, o diéxido de

carbono supercritico ainda tem sido usado como fase mével para determinar farmacos em

cromatografia gas-liquido e ainda cada vez mais estudos tem sugerido que o CO,SC tem um

uso potencial na micronizagcdo de farmacos, especialmente para aqueles que sdao pouco

soluveis em agua (CHIOU; CHENG; WANG, 2006).

2.4.2 A Microencapsulagdio em Meio Supercritico - Particle Gas from Saturated

Solutions/ Suspensions (PGSS)

A microencapsulacdo é descrita como um processo de incorporacdao de particulas

micronizadas de materiais solidos, liquidos ou mesmo gasosos em um revestimento inerte,

gue por sua vez, os isola e protege do ambiente externo sendo os seus produtos obtidos por
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este processo chamados de microparticulas, microcdpsulas ou microesferas, que se
diferenciam na morfologia e estrutura interna (JYOTHI et al., 2010). As técnicas de
microencapsulacdo sdo muito variadas e podem ser classificadas em processos fisicos, como
spray drying, spray cooling, spray chilling, extrusao centrifugal, freeze drying, jato anular,
separagao por suspensdao rotacional e recobrimento por suspensdao no ar; e ainda em
processos quimicos como coacervagdo, co-cristalizagdo, aprisionamento em lipossomas,
polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular, dentre outros (COCERO et al., 2009).

Os processos de microencapsulagdo podem ser aplicados em diferentes areas
industriais, como na encapsulacao de ingredientes alimenticios, no controle de liberagao de
pesticidas em agroquimica, na liberacdo de drogas especificas, em cosméticos e eletronicos,
na biomedicina e no processamento de materiais especiais, dentre outras (GARAY;
POCHEVILLE; MADARIAGA, 2010).

Zuidam e Nedovi¢ (2009) apontam iniUmeras vantagens para o uso de ingredientes
microencapsulados em produtos alimenticios, tais como uma melhor aplicacdo do agente
ativo, imobilidade do agente ativo no sistema alimenticio, melhora da estabilidade do
produto final e durante o processamento, atenuacao do off-flavor, criacdo de efeitos de cor
e textura, dentre outros. No caso de éleos de origem marinha, objeto de estudo desse
trabalho, a encapsulacdo é uma técnica que contribui para a superacao de determinadas
propriedades intrinsecas do produto, como possuir um sabor forte e odor indesejavel e ser
altamente propenso a oxidac3o lipidica (DIAZ-ROJAS et al., 2004; GARCIA et al., 2006).

As técnicas de preparagao de microparticulas convencionais tém mostrado resultados
promissores na preparagao de sistemas de liberagdo para muitas substancias bioativas. No
entanto, apresentam uma série de desvantagens e limitacGes, a exemplo do uso extensivo
de solventes organicos na dissolucdo de materiais, emprego de altas temperaturas que
podem prejudicar o desempenho de proteinas, acidos graxos insaturados e outras
substancias termossensiveis (SANTOS et al., 2002). Além disso, alguns métodos exigem uma
etapa de secagem apds o processo de formacdo das particulas, para diminuir a umidade ou
mesmo a presenca de solventes residuais (CHEN et al., 2011).

Os métodos de microencapsulacao supercritica, desenvolvidos nos Ultimos anos, tém
sido uma boa alternativa aos métodos tradicionais ja consolidados, por superar restricdes de
outros processos de obtencdo de microparticulas (TEMELLI, 2009). Devido as suas

caracteristicas de pressdao e temperatura criticas moderadas, pode-se processar particulas
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em condi¢cdes mais amenas, adequadas para substancias termoldbeis. O didxido de carbono,
principal fluido utilizado no processo, possui iniUmeros atributos que torna esta técnica
competitiva em relagdo as convencionais, como ser ambientalmente adequado, de baixa
toxicidade, ndo inflamavel, barato e reciclavel (BAHRAMI; RANJBARIAN, 2007). Além disso,
como o CO, é separado das microparticulas ao final do processo apenas pela
despressurizagao, a microencapsulagao com CO,SC pode ser considerada um processo livre
de solventes (COCERO et al., 2009).

A Tabela 4 traz informagbes quanto a diversidade de métodos de microencapsulagao

com CO; supercritico agrupados por diferentes atribui¢des do CO,SC.

Tabela 4 - Principais métodos de formacao de particulas utilizando CO; supercritico

Funcdo do .
COLSC Método
RESS - Répida expansao de solugbes supercriticas
Solvente

RESOLYV - Rapida expansdo da solucdo supercritica em solvente liquido

GAS - Gas anti-solvente
PCA — Particulas por anti-solvente comprimido
. SAS - Supercritico anti-solvente
Anti-solvente i N
ASES — Sistema de extracdo de solvente em aerossol
ARISE- Injecdo rapida atomizada para extracdo de solvente

SEDS - Soluc¢ado de dispersdao melhorada por fluido supercritico

PGSS - Particulas de solugdes ou suspensdes em gas saturado
Solucdo de gas  DELOS - Despressurizagdo de uma solugdo organica em liquido
saturado ou co- expandido
solvente GAMA - Fusdo de Atomizacdo de Gas Assistida
CPSCP - Processo continuo de revestimento de pé em pulverizacao

CAN-BN - Nebulizacado de didxido de carbono assistida com secador de
bolhas
SAA - Atomizacdo assistida por fluidos supercriticos

Composto de
nebulizacao

Fonte: GARAY, |.; POCHEVILLE, A.; MADARIAGA, L. Polymeric microparticles prepared by supercritical
antisolvent precipitation. Powder Technology, v. 197, p. 211-217, 2010.

PASQUALLI, I.; BETTINI, R. Are pharmaceutics really going supercritical? International Journal of Pharmaceutics,
v. 364, p. 176-187, 2008.

TABERNERO, A.; DEL VALLE, A. M. M.; GALAN, M. A. Supercritical fluids for pharmaceutical particle engineering:
Methods, basic fundamentals and modeling. Chemical Engineering and Processing, v. 60, p. 9 - 25, 2012.

Durante o processo de microencapsulacdo em meio supercritico, no qual o polimero
permanece sob determinado tempo na presencga de CO2, o CO,SC induz ao inchamento do
polimero, provocando uma melhora na taxa de difusdao deste e facilitando a entrada de

material na particula e apds a impregnagao, o CO; é despressurizado e as particulas
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retornam ao seu tamanho original, aprisionando o ativo microencapsulado. Dessa forma,
esta técnica separa as etapas de formagdo de particulas e microencapsulagdo,
proporcionando um melhor controle do tamanho de particula e da polidispersividade (LIU;
FINN; YATES, 2005; WEIDNER, 2009).

Uma técnica que pode ser aplicada na encapsulacdo por meio de CO; supercritico
refere-se a formacgdo de particulas por solugdes ou suspensées em gas saturado (PGSS,
Particles from gas-saturated solutions/ suspensions). Este processo, relatado pela primeira
vez na publicacdo de Weidner, Steiner e Knez (1996)3, segundo Tandya et al. (2007), consiste
na dissolu¢ao de um fluido supercritico em uma solugao ou dispersdo do substrato em um
solvente liquido ou uma mistura liquefeita, seguida por uma rapida despressurizacdo através
de um bocal que causa a formacdo de particulas sélidas ou liquidas, de acordo com os
constituintes empregados (JUNG; PERRUT, 2001; YEO; KIRAN, 2005).

As caracteristicas do produto (como morfologia, tamanho, distribuicdo do tamanho e
cristalinidade das microparticulas) podem ser modificadas pelo ajuste de alguns parametros
de processo, tais como concentragao do soluto, pressdao e temperatura de pré-expansao,
pressdo e temperatura de expansdo e geometria do bico (MISHIMA, 2008; TANDYA et al.,
2007). De acordo com Labuschagne, Naicker e Kalombo (2016), para que o CO; seja
absorvido pelo polimero e ocorra a posterior liquefacdo do sistema, é necessario que o
polimero possua grupos de afinidade com CO,, a exemplos de grupos doadores de elétrons,
como carbonil, éter, cetona ou grupos com flior em sua formacao.

O processo PGSS é considerado uma técnica de formacdo de particulas adequada
guando se trabalha com polimeros de baixo ponto de fusdo e gorduras, pois muitos desses
componentes dissolvem grandes quantidades de CO;, mesmo em pressées moderadas
(FRAILE et al., 2013). Com a dissolugao de CO; em compostos organicos parametros como a
viscosidade, ponto de fusdo e a temperatura de transicdo vitrea dos polimeros sdo
reduzidos. Esta despressuriza¢do rapida libera CO, no estado gasoso, que retira calor da
solucdo do material encapsulado. Este efeito de super-resfriamento, semelhante ao
processo RESS, também é resultante do efeito de Joule-Thomson#, que somados, decrescem

a temperatura para baixo da temperatura de cristalizacdo, e como consequéncia, a

3 WEIDNER, E.; STEINER, R.; KNEZ, Z. Powder generation from polyethyleneglycol with compressible fluids. In:
High Pressure Chemical Engineering, Elsevier, Amsterdam. P. 223-228, 1996.

40 efeito Joule-Thomson se refere a variagdes de temperatura causadas por variacdes de pressio em condic3o
isoentdlpica (sem variacdo de entalpia), para um gas real (SAYGIN; SISMAN, 2001).
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atomizacdo e a precipitacdo da substancia alvo é desencadeada (COCERO et al., 2009; SANLI;
BOZBAG; ERKEY, 2012).

A técnica PGSS oferece numerosas vantagens: a pressdo utilizada é menor do que a
necessaria na RESS; a quantidade requerida de gas é relativamente pequena; é dispensavel o
uso de solventes organicos; o processo pode acontecer em modo continuo quando o
equipamento for adequado para tal e quando bem-sucedido, o processo proporciona um
bom rendimento (PASQUALI; BETTINI, 2008). Outra importante vantagem desse processo é
que as substancias aplicadas, materiais de nucleo ou de parede, ndo necessitam ser solUveis
em CO,SC (BYRAPPA; OHARA; ADSCHIRI, 2008).

A técnica PGSS também tem uma variacdo, a PGSS-drying, na qual a precipitacdo
ocorre com base na utilizagdo de CO,SC como propulsor e meio de secagem e com esta
técnica podem-se produzir particulas de solucGes aquosas, sendo um processo alternativo a
métodos como secagem por pulverizacdo e criodessecagem. As principais vantagens do
método PGSS-drying sobre as técnicas convencionais sdo uma atomizacdo mais eficiente,
devido a rdpida liberagcdo e expansdao do gas a partir da solugdo supercritica durante a
despressurizacdo em condicdes ambiente e a possibilidade de secar o material com
temperaturas mais baixas na torre de pulverizagdo (40-80 °C), limitando a exposi¢dao do
material encapsulado a altas temperaturas, o que torna possivel a utilizacdo de materiais de
suporte que n3o podem ser processados por secagem convencional (PAZ; MARTIN; COCERO,
2012).

Muitos estudos estdo sendo realizados sobre a producdo de particulas diversas com o
emprego da técnica PGSS envolvendo materiais de nucleo variados, a exemplo de farmacos
como iboprufeno (FRAILE et al., 2013), teofilina (RODRIGUES et al., 2004) e nifedipina,
felodipina e fenofibrato (KERC et al., 1999). Produtos como éleo essencial de lavanda
(VARONA et al.,, 2010), albumina bovina sérica (PERINELLI et al.,, 2014), limoneno
(MACHADO; PELEGATI; OLIVEIRA, 2016) e outros.

Os custos médios para a aplicacdo de microparticulas na area de alimentos sao
menores do que para fins farmacéuticos apenas quando se tem uma larga aplicacdo com
grande volume de producdo. Neste contexto, com base em uma analise econ6mica de uma
planta de microencapsulacdo que opera com uma capacidade de producdo de 1,5 toneladas
por hora, dependendo das horas anuais de operagdo e a quantidade de CO; necessaria para

gerar 1 kg de pé microencapsulado pela técnica PGSS, os custos podem chegar a apenas 0,20
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€ e para plantas desse porte, com uma unidade de recuperacao de CO,, poderia reduzir 25
vezes ou mais no valor final do produto (WEIDNER, 2009).

Tao importante quanto a definicdo da técnica a ser empregada, é a escolha do material
encapsulante utilizado no processo. No caso de dleos ricos em dcidos graxos poli-
insaturados, a estabilizacdo quimica do material do nidcleo em si é um fator-chave a se
considerar. E sabido que os fatores ambientais e as diferentes etapas durante operagdo de
microencapsulagdo e armazenamentos subsequentes requerem uma composi¢ao
equilibrada de compostos antioxidantes, sinérgicos e quelantes com polaridade diferente
(DRUSCH; MANNINO, 2009).

A maioria das pesquisas na microencapsulacdo de éleo de peixe tem se concentrado
em descobrir a melhor combina¢do de materiais de parede. Para os métodos convencionais
de microencapsulacdo, uma série de materiais de microencapsulacdo pode ser empregada.
Caseinato de sddio e cdlcio, proteina de soja, proteina do soro de leite, gelatina,
maltodextrina, sacarose, lactose, goma acacia, amidos naturais e modificados, celulose
modificada e ciclodextrina modificada altamente ramificada foram relatados como
protetores de 6leos de peixe contra a oxidacdo. A liberacdo controlada do nucleo a partir da
capsula e a protecdao dos materiais do nucleo de ambientes circundantes sdao dependentes
das propriedades dos materiais de encapsulagao usados e, além disso, as propriedades
hidrofilicas dos materiais de encapsulacdo modulam a qualidade dos produtos finais.

(AVERINA; KUTYREV, 2011).

2.5 Amidos Modificados Como Agentes de Encapsulagao

Os materiais usados como revestimento nos processos de microencapsulagao devem
satisfazer a vdrios requisitos: (i) ser compativel com o seu material de nucleo e ao fim a que
se destina, (ii) ausente de toxicidade, (iii) proporcionar um meio adequado para conservar as
propriedades e a atividade da substancia ativa, (iv) ser facil de processar com a técnica de
precipitacdo selecionada, dentre outros. Existe uma infinidade de materiais, dentre
polimeros naturais ou sintéticos como agentes de revestimento e os polissacarideos tem

grande destaque (COCERO et al., 2009).
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Amido, especialmente de milho, é um ingrediente alimentar comum, disponivel em
grandes quantidades e a baixo custo, que tem encontrado usos além da nutricdo humana,
incluindo aplicacdo na industria de papel, téxtil, de cosméticos, de produtos adesivos, como
substrato para a producdao de etanol e modificador de viscosidade e em perfuracdo de
petrdleo. Na industria alimenticia, uma das suas muitas aplica¢cdes tem sido como veiculo de
liberagdo de substratos de alto valor, incluindo dleos e outros agentes aromatizantes
(COMIN; TEMELLI; SALDANA, 2012).

O amido é um hidrato de carbono polimérico utilizado como matriz sélida para a
encapsulacdo de ingredientes alimentares. Ele esta presente em muitas espécies de plantas
e é purificado na forma de granulos, cujas especificidades refletem a sua origem botanica.
Os principais componentes de amido sao amilose e amilopectina, dois tipos de a-glucana,
gue representam cerca de 98-99% do peso seco do amido (ALMEIDA et al., 2013).

Um material comum para a microencapsulagdo na industria alimentar é o amido
modificado com anidrido octenil succinico (amido OSA, KRISHNAN; KSHIRSAGAR; SINGHAL,
2005). A sua modificacdo consiste na adicdo de um composto lipofilico, anidrido octenil
succinico, o que aumenta a estabilidade da emulsdo e a sua utilizagdo pela industria de
alimentos e farmacéutica com a aprovacao do FDA como aditivo alimentar, desde que o
contetudo de ramificagcdes de octenil succinato ndo exceda 3% (BORRMANN et al., 2013; XIE
et al., 2010).

Os amidos modificados com octenil succinato mais utilizados sao os derivados do
milho ceroso. Estes amidos contém grupos de amilopectina quimicamente modificada
quanto a adicdo de um grupo lateral (octenil succinato), o qual é anidnico e apolar. Estes
grupos laterais ligam a molécula de amido a superficie das gotas de dleo ou outras
substancias nao lipidicas apolares, enquanto as cadeias de amido hidrofilicas sobressaem
para a fase aquosa e protegem as porg¢des apolares contra a agrega¢ao por meio de repulsao
estérica, tornando as emulsdes estabilizadas por amido modificado resistentes a alteragdes
do pH, forca iGnica e temperatura (SILVA, VIEIRA; HUBINGER, 2014). Este caracter anfifilico
atribuido aos amidos modificados confere a esse material uma excelente capacidade de
retencdo de voldteis durante a atomizagdo, além de uma boa propriedade emulsificante
(FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2014).

Os amidos modificados tém sido extensivamente usados em processos de

microencapsulacdo, a exemplo da microencapsulacdo de 6leo de peixe (ANWAR; KUNZ,
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2011) e odleo essencial de alecrim (DRUSCH et al., 2007; FERNANDES; BORGES; BOTREL,
2014). Também foram empregados na secagem de suco de maracuja, com um acréscimo de
10% em relacdo ao volume de suco (BORRMANN et al., 2013), de dleo de semente de roma
(SAHIN-NADEEM; OZEN, 2014), B-caroteno (MATTEA et al., 2009), oleoresina de cardamomo
(KRISHNAN; KSHIRSAGAR; SINGHAL, 2005), oleoresina de cominho (KANAKDANDE; BHOSALE;
SINGHAL, 2007), 6leo de café verde (SILVA; VIEIRA; HUBINGER, 2014), dentre muitos outros.
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3  OBIJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a obtencdo do esqualeno presente no
6leo de figado de cagao-azul (Prionace glauca) e beijupira (Rachycetron canadum) utilizando
a extracdo com CO; supercritico e o processo de formacdao de microparticulas utilizando a
técnica de formacao de particulas por solugdes ou suspensdes em gds saturado (PGSS).

Para este fim, os objetivos especificos foram:

e  Obter as amostras de figado de cacao-azul e beijupir3;

e Caracterizar fisico-quimicamente as amostras de figado de cag¢do-azul e beijupir3;

e Extrair e caracterizar o dleo de figado de beijupird fisico-quimicamente e quanto
ao perfil de acidos graxos e esqualeno;

e Determinar, dentro das condi¢cdes estudadas de pressdao e temperatura, a
condicdo operacional que favorece a obtencdo do éleo do figado de cacdo-azul com maior
concentracgado de esqualeno;

e Caracterizar o 6leo de figado de cacdo-azul fisico-quimicamente e quanto ao perfil
de acidos graxos e esqualeno, e comparar os valores encontrados com dleo de figado de
tubardo adquirido comercialmente;

e Proceder a microencapsulacdo do éleo do figado de cacdo-azul utilizando a técnica
de formacdo de particulas por solugdes ou suspensdes em gas saturado (PGSS), aplicando
diferentes agentes de impregnacao e condicdes de pressdo e temperatura do fluido
supercritico;

e Realizar andlises de caracterizacdo das microparticulas e estudo da estabilidade do
material formado por um periodo de 60 dias.

e Estudar o comportamento dos polimeros aplicados neste trabalho em meio
supercritico sob determinadas condi¢des utilizando parametros como expansdo volumétrica

e determinacdo do ponto de névoa.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtengao das Amostras

Neste trabalho foram estudados 6leos de origem marinha provenientes de trés fontes
distintas: figado de cagdo-azul, figado de beijupird e éleo comercial de tubardo. O éleo
comercial de tubardo foi obtido junto a empresa Ecomer® (Sdo Paulo, SP, Brasil),

acondicionado em capsulas de gelatina farmacéutica, glicerina e agua (Figura 5).

Figura 5 - Capsulas de dleo de figado de tubardo comercial

Fonte: Prépria autoria.

4.1.1 Obtengdo do Figado de Beijupira (Rachycentron canadum)

Amostras de figado de beijupira foram cedidas por uma fazenda marinha localizada em
Ubatuba/SP em abril de 2013. Os peixes (machos e fémeas em idade de abate, com peso
médio de 3 a 4 kg) foram trazidos refrigerados até o Abatedouro Escola da FZEA/USP e la
foram devidamente eviscerados e seus figados foram separados das outras visceras. Os
figados foram prontamente congelados e transportados ao Laboratdrio de Tecnologia de
Alta Pressdo e Produtos Naturais (LTAPPN) da FZEA/ USP, onde foram armazenados em
freezer a -20 °C. As amostras congeladas de figado foram fatiadas ou cortadas em pequenos

pedacos e entdo liofilizadas por 24h (Figura 6) (LC-1500 Terroni, Sdo Carlos, SP, Brasil).
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Figura 6 - Amostra de figado de beijupira congelado antes da liofilizacdo (a) e figado
liofilizado com sua embalagem de armazenamento ao lado (b)

(a) (b)

Fonte: Prépria autoria.

Ap0s a liofilizagao, as amostras de figado foram acondicionadas novamente em freezer
a -20°C, até o momento da extragdo supercritica. Uma aliquota destas amostras foi utilizada
para analise da composicdo centesimal, de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Ensaios de umidade (método 012/1V), cinzas (método
018/1V), lipidios (método 032/1V), fibras (método 044/1V), proteinas (método 036/1V) e

carboidratos foram realizados em triplicata.

4.1.2 Obtencao do Figado de Cagao-Azul (Prionace glauca)

Os exemplares de cacdo-azul foram pescados e gentilmente cedidos pela empresa
Oceanus Comércio e Transporte LTDA, localizada no Porto de Recife (PE) em junho de 2013.
Os nove cacgoes, entre machos e fémeas (Figura 7) com mais de 1 m de comprimento foram
coletados pelos pescadores utilizando a modalidade de espinhel ao longo dos 15 dias de
permanéncia da embarcacdo no mar, na Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) do Brasil. Os
exemplares de cacdes recém-pescados ficaram resfriados durante os diferentes dias de
pesca.

Quando o barco retornou ao porto, os ca¢des foram colocados no convés onde foi feita
a retirada das visceras e do figado de cada animal. Logo depois, estas foram colocadas em
caixa térmica com gelo. Os figados foram transportados via aérea para S3ao Paulo e chegando

ao LTAPPN, os figados foram rapidamente manipulados para a retirada da vesicula biliar
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(estrutura de cor esverdeada, Figura 7) e depois desse procedimento, foram congelados em

freezer a -20 °C.

Figura 7 - Obtencdo e preparo dos figados de cagdo-azul. O cagdo-azul (superior, esquerda) e
seu figado (superior direita). Detalhe na vesicula biliar (inferior, esquerda) e um figado
fatiado pronto para liofilizagao (inferior, direita)

Fonte: Prépria autoria.

Para a secagem dos figados por meio da liofilizagdo, necessitou-se fileta-los e esta
etapa foi realizada no Abatedouro Escola da FZEA/USP. Cada pedaco de figado foi embalado
separadamente para evitar aderéncia entre eles durante o recongelamento. Transportados
em caixa térmica com gelo, os figados foram liofilizados na industria Berkka Liofoods (Araras,
Brasil) em liofilizador de solo (Liotop LP1040, Liobrds, Sdo Carlos, SP, Brasil) durante 24h.
Apds a secagem, os figados foram embalados a vacuo em embalagem laminada (dois
pedacos de figado em cada) com o intuito de eliminar o oxigénio e evitar o contato com a luz

e com isso, preservar as amostras pelo maximo de tempo possivel, sem drasticas alteracGes
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na composicdo. Assim como nas amostras de figado de beijupird, também foram realizadas
analise da composi¢do centesimal (ver item 4.1.1).

Para a obtencao, coleta da viscera e transporte aéreo e terrestre do figado de cacao-
azul, foi necessario solicitar a autorizacdo para tais atividades junto ao Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), vinculado ao Ministério do Meio
Ambiente (MMA). O SISBIO (Sistema de Autorizacao e Informag¢ao em Biodiversidade), foi
implementado em 2007 com o objetivo de permitir aos pesquisadores a solicitacdo a
distancia de autorizacao para a realizacao de pesquisas e a coleta de material biolégico em
todo o territério nacional, sobretudo aquelas com espécies ameagadas, em unidades de
conservacdo federais ou cavernas (BRASIL, 2012b). No apéndice C desta tese pode-se

visualizar a autorizagdo para atividades com finalidade cientifica expedida IBAMA/ IMCBio.

4.2 Extragdo Supercritica de Oleo de Figado de Beijupira (Rachycentron canadum) e

Cagao-Azul (Prionace glauca)

4.2.1 Extragao Supercritica do Oleo de Figado de Beijupira

Para a extracdo supercritica do dleo de figado de beijupira, cortou-se os figados
liofilizados em pedacos desuniformes e com dimensdes que variaram de 1 a 4 cm3. Os
ensaios de extracdao foram conduzidos em um extrator supercritico (Thar SFC, Pittsburgh,
Estados Unidos) no LTAPPN/ FZEA/ USP.

O figado liofilizado (10 g) foi acondicionado em um leito fixo de 300 cm?, o qual teve o
seu volume completado com esferas de vidro e colocado no equipamento (Figura 8).
Durante o funcionamento do equipamento, o diéxido de carbono (1) (99,5%, Oxinitro,
Pirassununga, Brasil) deixa o cilindro por uma tubulacdo que segue para ser resfriado em um
banho termostatizado (2) até -2,3 °C (Thermo Scientific, Walthan, Massachusetts, Estados
Unidos). O CO; é bombeado no estado liquido com uma bomba HPLC (3) (Thar P54,
Pittsburgh, Estados Unidos) para um trocador de calor (4) no qual é aquecido a uma
temperatura 2 °C inferior a temperatura de operacao. O valor da temperatura operacional
escolhida é atingido no proprio extrator encamisado. O controle da P e T operacional é feito
por manOmetros e termopares (5), respectivamente, os quais sdao operados via software (8)

(Thar Technologies Inc., SuperChrom SFC Suite v. 5.9, Pittsburgh, Pensilvania, Estados
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Unidos). Uma vez o sistema pronto para a extracdo, aguardava-se a pressdo e a temperatura

estabilizar por alguns minutos e logo se iniciava a extragdo supercritica.

Figura 8 - Extrator supercritico da Thar Technologies Inc.. Em destaque, o cilindro de CO; (1),
banho termostatizado (2), bomba HPLC (3), trocador de calor (4), controle das temperaturas
(5), controlador de pressao (6), frasco de coleta de extratos (7) e tela do software (8)

Fonte: Prépria autoria.

O dleo bruto (7), separado do gas, foi continuamente coletado em um frasco coletor
imerso em banho de gelo. O frasco coletor foi deixado aberto ao abrigo da luz por 1h apds a
extracdo para a saida do CO; dissolvido na amostra (Figura 9) e s6é entdo os frascos com os
Oleos foram pesados e relacionados com a massa da matriz (figado de beijupira liofilizado)

para o calculo do rendimento (eq.(1)).

massa do 6leo % 100 (1)

" massa do figado
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Figura 9 - Amostra de dleo de figado de beijupird logo apds a extracdo supercritica (a) e
figado liofilizado apds a SFE (b)

(a) (b)

Fonte: Prépria autoria.

Nos experimentos iniciais, os frascos coletores dos dleos foram trocados a cada hora e
a partir da sétima hora notou-se um incremento de rendimento muito pouco significativo, o
gue determinou o tempo de extracao em 6 h. As condi¢cdes operacionais das extra¢des
preliminares do 6leo do figado de beijupird foram baseadas em informacbes contidas na
literatura. Davarnejad et al. (2008) afirma que o éleo de peixe é termicamente sensivel e por
isso, em seu estudo de solubilidade deste 6leo em CO2 supercritico, foi utilizado uma faixa
de temperatura de 40 a 70 °C. Pontos deste intervalo de temperatura serviram de base para
as primeiras extracdes de 6leo de figado de beijupird. As diferentes extracdes foram feitas

segundo as condi¢des operacionais apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Verificacdo da influéncia da temperatura e da vazao de CO; na extracao
supercritica do 6leo de figado de beijupira
Primeira etapa do estudo das condi¢des operacionais

Vazdo (g de CO2/ min) Temperatura (°C)
50
8 60
70
Segunda etapa do estudo das condi¢des operacionais
Vazdo (g CO2/ min) Temperatura (°C)
5 50
8 60
11

Pressdo fixa a 250 bar para todas as extragGes.
Fonte: Prépria autoria.

Na primeira etapa do estudo das condi¢cbes operacionais para a escolha das

temperaturas que propiciam maiores rendimentos (entre 50, 60 e 70 °C), a pressdo (P) de
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250 bar foi baseada no trabalho de Rubio-Rodriguez et al. (2012), o qual nos seus ensaios de
extracdo de dleo a partir de subprodutos de pescado, obteve elevados rendimentos de
extracdo usando este valor de P na temperatura de 40 °C. Na escolha inicial da vazdo (V) de
CO; foi adotada a média entre as vazGes minima e maxima operdveis pela bomba HPLC do
equipamento, sendo 5 g de CO2/ min e 11 g de CO,/ min.

Com as temperaturas escolhidas (de 50 e 60 °C) foram realizadas novas extra¢des para
avaliar o efeito da vazdo de CO; no rendimento das extracGes supercriticas (segunda etapa

do estudo das condi¢des operacionais).

4.2.2 Extragao Supercritica do Oleo do Figado de Cag¢do-Azul

Os resultados observados nas extracdes com o figado de beijupira serviram de base
para a definicdo dos parametros operacionais que foram estudados na extracdo supercritica
do déleo de figado de cacdo-azul (Tabela 6). Os figados liofilizados foram cortados em
pequenos pedacos (Figura 10a) e acondicionados (15 g) no leito fixo de 300 cm3, sendo
preenchidos com esferas de vidro. As extracdes foram realizadas durante 6 h utilizando uma
vazdo constante de 8 g de CO,/ min e em triplicata, totalizando 30 ensaios. Utilizou-se um
delineamento estatistico com 3 repeti¢cdes e esquema fatorial 5x2, abrangendo 5 pressdes e

2 temperaturas.

Tabela 6 - CondicOes operacionais P e T usadas na extracdo supercritica do 6leo do figado de

cacdo-azul
Condicao P (bar) T(°C)

1 50
100

2 60

3 50
150

4 60

5 50
200

6 60

7 50
250

8 60

9
300 >0
10 60

Fonte: Prépria autoria.
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A Figura 10b apresenta a imagem do éleo de figado de cacdo-azul (200 bar e 60 °C) e a

direita, mais claro, o 6leo comercial de figado de tubarao.

Figura 10 - Amostras de figado de cagao-azul antes da extracao (a) e 6leo resultante da SFE,
com o 6leo comercial da ECOMER a direita (b)

(a) (b)

Fonte: Prépria autoria.

Os rendimentos de oleos obtidos nas diferentes condi¢cbes operacionais foram
calculados de dois modos. Pelo balangco de massa calculado pela razdo massica, ou pela
relacdo entre a massa inicial de figado empacotada no leito fixo e a massa final apds a
extracdo denominado rendimento global (RG) (eq.(2)) ou pelo rendimento da extracao (RE)
relacdo entre a massa de dleo coletada no frasco, ao final da extracdo e a massa inicial de

figado empacotada no extrator (eq.(3)).

RG (%) = % X 100 (2) RE (%) = % x 100 3)
em que: em que:
MF; — massa de figado inicial; My., — Massa de Oleo extraida;
MF  — massa de figado ao final da extragdo. MF; — massa de figado inicial.

4.3 Analise Morfoldgica do Figado Antes e Apds a Extracao Supercritica

A morfologia das amostras de figado de beijupira e do cagdo-azul bem como possiveis
mudangas apds o contato com o CO, em condigdes supercriticas foram visualizadas com a
microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram separadas amostras antes e depois das

extracBes e estas foram levadas ao Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA/FZEA/USP),
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onde foram fixadas com fita adesiva dupla face de carbono em suporte de aluminio e em
seguida foram geradas micrografias em microscépio eletrénico de varredura com tensao de

aceleracdo de 5 kV (Hitachi, TM 3000, Téquio, Japao), com aumentos variados.

4.4 Estudo do Oleo do Figado de Cagdo-azul e Beijupira

4.4.1 Caracterizacdo do Oleo de Figado de Cagdo-azul (OFCA) e Beijupira (OFB)

Com o intuito de caracterizar o OFCA e OFB extraidos por SFE e comparar com o déleo
de figado de tubardao comercial (OFTC), foram realizadas as seguintes analises fisico-quimicas
e de quantificagdo dos compostos de interesse neste trabalho. Vale lembrar que, como se
trata de Odleos provenientes de matrizes animais pouco estudadas, estes resultados
constituem importantes dados originais.

O indice de refracdo das amostras de dleo (OFCA, OFB e OFTC) foi mensurado em
refratbmetro (LAMBDA 2WAJ, ATTO Instruments Co, Tsuen Wan, Hong Kong), em fun¢do da
luz de sédio no comprimento de onda de 589,3 nm e a temperatura de 25 e 40 °C. A
calibracdo do aparelho foi feita com agua destilada, cujo indice de refracdo é de 1,3330 a
20°C (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Para manter a temperatura constante durante as
medidas, circulou-se dgua por meio da conexdo do refratbmetro a um banho termostatizado
na temperatura de leitura.

A anadlise de densidade dos 6leos (OFCA e OFTC) foi realizada em densimetro digital de
bancada (DMA 4500, Anton Paar, Graz, Austria). Este equipamento é capaz de fornecer
dados de densidade com incerteza de 0,00005 g/cm3 e com repetibilidade do desvio padrdo
igual a 0,00001 g/cm3. O édleo foi injetado com uma seringa diretamente no equipamento e
as leituras de densidade foram feitas a 25 e 40 °C, em triplicata e apds a estabilizacdo de
cada temperatura.

A viscosidade das amostras de dleo, também realizada nas mesmas temperaturas da
analise de densidade, foi feita em micro-viscosimetro automatico de queda de esfera para as
amotras de OFCA e OFTC (AMVn, Anton Paar, Graz, Austria). Além do controle de
temperatura, este equipamento permite a determinacdo da viscosidade de uma mesma
amostra em diferentes angulos de inclinagdao e repeticdes, proporcionando assim, maior

precisdo e confiabilidade nos resultados. As amostras foram colocadas em tubo capilar de
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vidro calibrado de 1,8 mm. Acoplou-se o tubo capilar no aparelho e procederam-se as
leituras em quadriplicata a cada temperatura sob trés angulos diferentes de deslocamento
(50, 60 e 70 °), totalizando 12 medidas por amostra.

Para a determinacgdo do indice de acidez em dacido oleico (%), 2 g de 6leo (OFCA, OFB e
OFTC) foram misturados a uma solucdo de éter etilico (Ecibra, Sdo Paulo, SP, Brasil): dlcool
(Panreac Qumica S.A.U., Barcelona, Espanha) na proporgdao de 2:1 e em seguida foram
adicionados 3 gotas do indicador fenolftaleina (Synth, Diadema, SP, Brasil). A titulacdo foi
realizada com uma solugdo padronizada de hidréxido de sédio (Haloquimica, Sdo Paulo, SP,
Brasil) 0,01 M até o aparecimento da cor résea e permanéncia dela na solugdo por até 30 s
(método 325/1V de ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Os resultados do indice de acidez

(1A) foram calculados a partir do volume da solugao de hidréxido de sddio gasto na titulacao

(eq.(4)).

v xf x0,01 xX28,2
m

1A (%) = (4)
na qual:

v = volume gasto na titulacdo (mL);

f = fator de corre¢ao da solucao;

m = massa da amostra (g).

Para a determinacdo do indice de perdxido (IP) dos dleos de figado de cacdo-azul, de
beijupird e de tubardo comercial, 2,5 g de amostra pesados em um frasco tipo Erlenmeyer
foram misturados a 15 mL de uma solugdo de acido acético (Synth Sdo Paulo, Brasil):
cloroférmio (Exodo, S3o Paulo, Brasil) (3:2) e 15 mL de uma solucdo saturada de iodeto de
potassio (Synth, Sdo Paulo, Brasil) (30 g em 21 mL de dgua destilada). A mistura foi colocada
em repouso ao abrigo da luz por 1 min. Apds este periodo, foram adicionados 15 mL de dgua
destilada e a titulacdo foi realizada com uma solucdo padrdo de tiossulfato de sddio
(Haloguimica, Sdo Paulo, Brasil) 0,01M até a solucdo passar da cor amarelada para quase
branco. A seguir, foram acrescentados 0,5 mL de amido 1% (Haloquimica, Sdo Paulo, Brasil),
tornando o meio azul escuro. A titulacdo continuou até a solucdo azulada passar para

branco. Uma solucdo controle, sem 6leo, foi feita e titulada nas mesmas condicbes (método
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326/IV de ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). A eq.(5) foi utilizada para expressar os

resultados em indice de peréxido em miliequivalentes de O; ativo por kg de amostra.

__ (A-C) x M xfx1000
o m

IP (5)

Em que:

A = volume gasto na titulagdo da amostra (mL);

C = volume gasto na titulagdo do controle (mL);

M= molaridade da solu¢do de tiossulfato de sédio (M);
f = fator de correcdo da solucdo de tiossulfato de sédio;

m = massa da amostra (g).

Na determinacdo do indice de iodo (I0) ou valor de iodo, amostras de éleo (0,25 g de
OFCA, OFB e OFTC) foram misturadas com 10 mL de ciclohexano (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e
25 mL da solucdo de Wijs (Haloquimica, Sdo Paulo, Brasil). Foi feita uma agitacdo lenta e
circular e o sistema foi mantido em repouso por 30 min. Em seguida foram adicionados 10
mL de iodeto de potdssio 15% e 100 mL de dgua destilada. A titulacdo foi realizada com uma
solucdo padrao de tiossulfato de sddio, até a solugdo passar da cor amarelada para quase
branco. A seguir, foram acrescentados 0,5 mL de amido 1%. A titulacdo continuou até a
solucdo azulada passar para branco. Uma solugdo controle, sem 6leo, foi feita e titulada nas
mesmas condicdes (método 329/IV de ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). A eq.(6) expressa

os resultados.

_ (C—A) xM x12,69
- m

10 (6)
Em que:

C = volume gasto na titulacdo do controle (mL);

A = volume gasto na titulacdo da amostra (mL);

M = molaridade da solucdo de tiossulfato de sddio (M);

m = massa da amostra (g).
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O indice de saponificacdo dos 6leos (IS) foi determinado a partir da mistura de 4 g de
amostra de 6leo (OFCA, OFB e OFTC) com 50 mL de solugdo alcodlica de hidréxido de
potassio a 4% (Exodo, S3o Paulo, Brasil). Essa mistura ficou sob aquecimento por 30 min. Em
seguida, adicionou-se fenolftaleina e titulou-se com uma solu¢do padronizada de acido
cloridrico 0,5 M (Haloquimica, Sdo Paulo, Brasil) até a mistura passar de rdsea para branco.
Uma solugdo controle, sem dleo, foi feita e titulada nas mesmas condigdes (método 328/1V

de ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). A eq.(7) expressa os resultados.

_ (C=A) xfx 28,05
o m

IS (7)
Em que:

C = volume gasto na titulagao do controle (mL);

A =volume gasto na titulagao da amostra (mL);

f=fator de correc¢do do acido cloridrico;

m = massa da amostra (g).

O perfil de acidos graxos foi realizado segundo a AOAC 2005 (Método 991.39) com
modificagées. Em um tubo de Falcon contendo 50 mg de amostra de 6leo (OFCA, OFB e
OFTC) foi adicionado 3,0 mL da solu¢cdo metandlica de NaOH (Synth, Diadema, S, Brasil) 0,5
M e levou-se a mistura para aquecimento em banho-maria a 100 °C por 5 min. A seguir,
adicionou-se 4,0 mL do reagente de esterificacdo, o BFs metandlico (Sigma-Aldrich, Sant
Louis, MO, Estados Unidos). A mistura foi, novamente, aquecida durante 30 min. Em
seguida, foi adicionado 10 mL de solucdo salina (35,7 g NaCl/100 mL H20) e 1 mL de hexano
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e a mistura foi colocada sob agitacdo por 1 min. O tubo foi
repousado para a separac¢ao de fases e entdo a fase superior, contendo os metil ésteres de
acidos graxos, foi seca em capela com circulacdo de ar e os metil ésteres de acidos graxos
foram diluidos novamente em hexano, na concentracao de 10.000 ppm.

A analise dos acidos graxos foi feita em cromatdgrafo gasoso com espectrometro de
massas acoplado, CG-EM, (QP 2010 Plus, Shimadzu, Téquio, Japdo) com injetor automatico
(AOC-5000, Shimadzu, Téquio, Japao). Nesta analise utilizou-se uma coluna capilar com fase

estaciondria de bis-cianopropil polisiloxano (100 m x 0,25 mm id x 0,20 um df, SP—2560
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Supelco, Bellefonte, Estados Unidos) e gds Hélio como gas de arraste a uma velocidade
interna de 19,5 cm/s.

Foi injetado 1,0 uL da solucdo contendo metil ésteres em hexano no modo splitless. A
temperatura do injetor foi de 250 °C e a do detector foi de 260 °C. A temperatura do forno
foi regulada de forma a se obter uma rampa, iniciando em 100 °C por 1 min, 100 °C a 195 °C
a uma razdo de 5 °C/ min e depois de 195 °C para 250 °C. A identificacdo prévia dos picos foi
feita via comparacdo dos espectros de massas das bibliotecas NIST e NIST 08 e a
quantificacao foi feita por normalizagdo externa relacionando a area dos picos com a curva
padrao de metil meristato (Figura 11) (Sigma-Aldrich, Sant Louis, Estados Unidos). Estas

condicGes foram baseadas na AOAC (método 996.05, 2005).

Figura 11 - Curva padrdo de metil meristato com equacao linear da reta para quantificacao

dos acidos graxos
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Fonte: Prépria autoria.

4.4.2 Analise dos compostos ativos presentes nos 6leos de pescado

A guantificacdo de esqualeno foi realizada seguindo a metodologia do estudo de Lu,
Jiang e Chen (2003). Em um tudo de Falcon contendo 0,5 g de dleo (de figado de cacdo-azul,
beijupird e de tubardo comercial) foram adicionados 40 mL de uma mistura de metanol-
acetona (7:3, v/v). A mistura foi homogeneizada durante 5 min em um agitador mecanico
(IKA, VG 3 S000, Washington, Estados Unidos) e armazenado a -2 °C, durante 30 h. O

sobrenadante foi filtrado rapidamente com uma membrana de 0,45 mm (Whaltman, Kent,
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Reino Unido) e o residuo foi lavado com 5 mL de uma solucdo refrigerada de metanol-
acetona (7:3, v/v) a -20 °C. o filtrado resultante foi seco em capela em um frasco tipo
penicilina e armazenado sob refrigeracdo. No momento da injecdo em CG-EM (QP 2010 Plus,
Shimadzu, Japan), foi ressuspendido em 5 mL de acetona.

A cristalizacdo fracionada é conhecida como a mais antiga operacdo de separacdo na
area de engenharia quimica, sendo considerado um dos melhores e mais baratos métodos
disponiveis para a producdo de sdlidos puros a partir de solucdes impuras e embora seja
simples, o ponto crucial para a separacao é a escolha do solvente adequado (XU et al., 2005).

As condi¢cGes da analise cromatografica testadas foram as sugeridas em trabalho de
Brunner, Saure e Buss (2009) com modificagdes. Usou-se como fase estaciondria a coluna 5%
difenil/ 95% dimetilpolisiloxano RTX-5MS (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,20 um d.f.; Restek,
Bellefonte, Estados Unidos), o gds hélio como gas de arraste a uma velocidade interna de
19,5 cm/ s. Foi injetado 1,0 uL do filtrado no modo splitless. As temperaturas do injetor,
detector e interface foram de 280, 300 e 300 °C, respectivamente. A temperatura do forno
foi regulada de forma a se obter uma rampa iniciando em 130 °C por 2 min, 130 °Ca 200 °Ca
uma razdo de 10 °C/min, de 200 °C a 290 °C a 5 °C/min e permanecendo a 290 °C por 15 min.
A identificacdo prévia dos picos foi feita via comparacdo dos espectros de massas com
aqueles da biblioteca NIST e NIST 08S e também pela comparacdo o tempo de retencdo do
analito com o padrdo, que foi analisado nas mesmas condi¢cGes. A quantificacdo foi feita
utilizando a normalizagdo externa com concentra¢des de esqualeno de 5 a 2.000 ppm
(Figura 12), relacionando a area do pico com a curva padrdo de esqualeno (Santa Cruz,

Dallas, Estados Unidos).
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Figura 12 - Curva padrdo de esqualeno com equacao linear da reta para quantificacdo do
esqualeno

Fonte: Prépria autoria.

A determinagdo da vitamina A foi realizada de acordo com metodologia da
Farmacopeia Europeia (2004) com modificagBes. A 1,0 g de 6leo de figado de ca¢do-azul e de
tubardo comercial foram adicionados 3 mL de solucdo de hidréxido de potassio (50% em
agua destilada) e 30 mL de etanol. A mistura permaneceu por 30 min em aguecimento em
tubo tipo Falcon e depois foi resfriada rapidamente. Apds ser transferida para baldo de
decantacdo, foram adicionados 30 mL de dgua destilada e em seguida, lavou-se o sistema
trés vezes com 50 mL de éter etilico. A fase superior foi lavada quatro vezes com 50 mL de
agua destilada. A fracdo de éter etilico contendo a vitamina A (all-trans-retinol) foi seca em
nitrogénio e em seguida a fracdo seca foi ressuspendida em isopropanol (Synth, Sdo Paulo,
Brasil), na concentracdo de 500 ppm. A solucdo foi levada para leitura em
espectrofotémetro (FEMTO, Cirrus 80ST, Sdo Paulo, Brasil) a 325 nm. Para o calculo do
conteudo de vitamina A, como equivalente de retinol (RE), utilizou-se a eq.(8).

Vit. A(RE p/ grama) = (A325 X = X V) %x 0,30 (8)
Em que:

Aszs = absorbancia a 325 nm;

M = massa da amostra, em gramas;

V = volume total da solu¢do contendo 10-15 U.I. de vitamina A por mL;
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1830 = fator de conversao para a absorbancia especifica de all-trans-retinol, em U.I.

O ¢dleo de figado de cacdo-azul foi caracterizado e ainda adotou-se como parametro de
escolha da condicdao operacional de extracdao, o dleo que contiver maior quantidade de
esqualeno, o principal composto bioativo deste trabalho. Esta condicdo operacional de
extracdo foi reproduzida sucessivas vezes, gerando o 6leo que foi direcionado para o

processo de microencapsulagao com CO; supercritico, detalhada a seguir.

4.5 Formagido de Microparticulas de Oleo do Figado de Cagdo-Azul

O processo de formacdao de particulas do 6leo de figado de cagdo-azul aplicando a
técnica PGSS foi dividido em 3 etapas: (i) mistura do agente de impregnacdo (polimero) +
agente encapsulado (6leo de figado de ca¢do), (ii) homogeneizagdo da mistura com COz no
préprio sistema com fluido supercritico seguida de despressurizacao rapida e (iii) estudo das
microparticulas geradas a partir deste processo.

Para a fase inicial de estudo das microparticulas, alguns fatores devem ser levados em
consideragdo, tais como a escolha do agente encapsulante, o uso (ou nao) de agentes
emulsificantes, a escolha do cossolvente no qual os materiais sélidos estardo dispersos e
ainda a proporgao entre os materiais utilizados.

Sabendo-se da diversidade de materiais poliméricos relatados na literatura como
agentes de impregnacdo, definiu-se que os agentes de impregnacdo testados nesta etapa do
trabalho seriam polimeros naturais, da classe dos polissacarideos, de uso recorrente na
industria de alimentos. Embora haja informacodes cientificas consolidadas sobre a aplicacdo
deles em emulsdes lipidicas, o emprego do etanol como cossolvente atribui caracteristicas
novas a estes sistemas e demanda novos estudos.

A exemplo de outros trabalhos, o etanol foi utilizado no processo de encapsulacao
como cossolvente na tentativa de aumentar ou facilitar a dispersdo do polimero no CO;
supercritico. O etanol foi escolhido pelo seu comportamento ndo-solvente com relagdo as
microcapsulas poliméricas produzidas, evitando a aglomeracdo destas apds o processo de
encapsulacdo (SANTOS et al., 2013).

Como materiais poliméricos, foi seguido o trabalho de Machado, Pelegati e Oliveira

(2016), que utilizaram dois polissacarideos, o HI CAP® 100 e a Purity Gum Ultra® (Ingredion,
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Mogi Guacgu, SP, Brasil). Ambos sdo amidos OSA, diferindo entre si apenas pelo grau de
hidrofobicidade (que é maior para a Purity Gum Ultra®). Também foi utilizada lecitina de soja
(Acros Organics, New Jersey, Estados Unidos) como agente emulsificante da mistura (Tabela

7).

Tabela 7 - Composicao da mistura para formagao de microparticulas de éleo de figado de

cagao-azul
Componentes Massa (g)
Hi Cap® 100 ou Purity Gum Ultra® 8,0
Lecitina de soja 0,2
Etanol 99,8% 8,0
Oleo de figado de cacdo-azul (OFCA) 2,0
Total 18,2

Fonte: Prépria autoria.

A razdo polimero: nucleo, de 1:4, foi utilizada baseada em outros estudos com
estabilizacdo de produtos extraidos por fluido supercritico que por sua vez foram
encapsulados utilizando o CO,SC como técnica (SANTOS et al.,, 2013). Além disso, em se
tratando de microencapsulacdo de d6leo de peixe, vdrias proporcdes sdo encontradas na
literatura, como 1:2 (AGHBASHLO et al., 2012; HEINZELMANN; FRANKE, 1999), 1:4 (ANWAR;
KUNZ, 2011), dentre outras.

Apds a pesagem dos componentes da mistura, esta foi homogeneizada de forma
manual e por tempo de 2 a 3 min (testes realizados a alta rotacdo ndo resultaram em uma
estabilizacdo da dispersdao, dados ndo mostrados) e os componentes foram colocados na
autoclave. A formacdo de microparticulas de dleo de figado de cacdo-azul pela técnica PGSS
foi realizada por um outro segmento do mesmo equipamento no qual se obteve os éleos de
figado de cagao-azul e beijupira com CO,SC, o Superparticle Ress Systems (Waters
Corporation). O equipamento faz os dois processos de forma separada utilizando uma
mesma estrutura inicial (captagdo de CO;, bombas e zonas de aquecimento), mas pode
direcionar o fluxo do solvente para o leito fixo (extracdo) ou para a autoclave
(microencapsulacdo).

A Figura 13 mostra o esquema do equipamento de microencapsulacdo supercritica
configurado com a autoclave onde foi acondicionada a suspensdo contendo o polissacarideo

e o Oleo de figado de cagdo. O CO; supercritico entra no sistema a partir do reservatério
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(cilindro, 1), pressurizado pela bomba de CO; (5) e aquecido (4), até chegar na camara de
mistura (6), sendo pressurizado até atingir a pressao operacional de 120 bar. Esta autoclave
também mantém a sua temperatura controlada, e nos ensaios realizados foram de 40 ou 60
°C.

Apds o contato e estabilizacdo da mistura com o CO; por um periodo de 40 min a 750
rpm, a valvula foi aberta e ocorreu a despressurizagao rdpida do sistema. Neste momento, a
solucdo supercritica passa por uma valvula a jusante da autoclave (2) e segue para um vaso
ou camara de expansdo (10). A pressdo entdo diminui instantaneamente, resultando na
formacao de particulas de dimensdes micrométricas. No final, o sistema fica despressurizado

e as microparticulas sdo recolhidas e examinadas.

Figura 13 — Desenho esquematico (sem escalas) do equipamento de microencapsulacdo em
meio supercritico. Cilindro de CO; (1), valvulas (2), filtro (3), banho termostatizado (4),
bomba do CO; (5), autoclave (6), manémetro (7), termopar (8), misturador (9) e vaso de
expansao (10)

10

Fonte: Prépria autoria.

As condicOes de pressdo (120 bar), temperaturas (40 e 60 °C) e tempo de
homogeneizacdo (40 min) utilizadas no processo de formacao de particulas foram baseadas
no trabalho de Machado, Pelegati e Oliveira (2016), gerando quatro tratamentos, os quais
foram:

e Hi Cap® 100 processado a 40°C e 120 bar;
e Hi Cap® 100 processado a 60°C e 120 bar;
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e Purity Gum Ultra® processada a 40°C e 120 bar e

e Purity Gum Ultra® processada a 60°C e 120 bar.

4.6 Caracterizagcdo das Microparticulas do Oleo do Figado de Cagdo-Azul

No presente estudo, foram realizadas andlises de caracterizacdo das microparticulas e

dos polimeros puros, para fins de comparagao.

4.6.1 Estudos morfoldgicos via microscopia eletrénica de varredura

A técnica de microscopia eletrénica de varredura foi usada para caracterizar a formato
das particulas. As amostras de microparticulas e polimeros puros foram fixados
individualmente em um fita dupla face de carbono e analisadas em MEV (HITACHI TM3000,
JP), que possui um aumento de até 30.000 vezes com uma voltagem de aceleracgdo variavel

entre 5 kV e 15 kV (KALOGIANNIS et al., 2006).

4.6.2 Determinag¢ao do Tamanho médio e distribuicao de tamanho de particula

Para a analise da distribuicdo de tamanho das particulas foi empregado um analisador
de particulas por difracdo a laser (SALD-201V, Shimadzu, Japdo) a um comprimento de onda
de 375 nm, o qual permite conhecer o diametro de particulas entre 0,5 e 350 um (SANTOS;
FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005). Microparticulas de éleo de figado de ca¢do-azul foram
dispersas em vaselina liquida (Synth, Brasil) por 18h antes das leituras no equipamento. Os

polimeros puros também foram analisados.

4.6.3 Atividade de agua

A atividade de agua (aw) das microparticulas foi determinada experimentalmente no
equipamento AQUALAB (modelo Series 3 TE, Decagon Devices, Pullman, Estados Unidos), a
25 °C com base na verificacdo do ponto de orvalho. Este equipamento utiliza o principio do
ponto de orvalho para medir a atividade de dgua da amostra e a temperatura é

precisamente controlada por um resfriador termoelétrico.
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4.6.4 Umidade

O teor de umidade das microparticulas e dos polimeros puros foi medido diretamente
em um analisador de umidade (modelo MB35, Ohaus, Switzerland). A temperatura final de
leitura foi a 105 °C com aquecimento uniforme por meio de lampada de halogénio, depois

da estabilizagcdo da massa final.

4.6.5 Higroscopicidade

Esta analise foi realizada com base em Cai e Corke (2000) com modificagcdes. Uma
massa de 0,2 g de amostras (microparticulas e polimeros puros) foi pesada em frascos tipo
pesa filtros previamente tarados e estes foram acondicionados em dessecadores contendo
uma solugdo supersaturada de cloreto de sddio (aw = 0,75). Os dessecadores foram, por sua
vez, armazenados em estufa incubadora a 25 °C durante uma semana. A higroscopicidade
das amostras foi determinada pela diferenca entre a massa absorvida e a massa inicial, em

g/ 100g de amostra.

4.6.6 Solubilidade em agua

Para os testes de solubilidade em &agua, realizado de acordo com Santos et al. (2015)
com modificacGes, amostras de 0,5 g de microparticulas e seus respectivos polimeros puros
foram pesadas em frasco do tipo Erlenmeyer, e a estes adicionaram-se 50 mL de 3agua
destilada. As microparticulas foram homogeneizadas em mesa agitadora orbital (Tecnal,
Piracicaba, SP) por 30 min a 100 rpm, em temperatura ambiente. Apds a homogeneizacao da
solucdo, esta foi centrifugada (modelo 5430R Eppendorf, Alemanha) a 3.000 rpm por 5 min.
Uma aliquota de 25 mL do sobrenadante foi transferida para secagem em cdapsula de
porcelana previamente tarada em estufa a 105 °C, até a completa evaporacdo da agua. O

resultado foi expresso em % de amostras solubilizadas em agua.
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4.6.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho (V) ou de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) tem uma grande area de aplicagdo, a partir da analise de pequenas moléculas
ou complexos moleculares, investigando as vibracdes moleculares. Os grupos funcionais
podem ser associados com as bandas de absorcdao de infravermelho caracteristicas, que
correspondem as vibragdes fundamentais dos grupos funcionais. Na regido do infravermelho
médio (4.000 - 1.000 cm™), sdo observados dois tipos principais de vibracdes: vibra¢des de
ligacdes quimicas, chamadas de vibra¢Ges de alongamento (v) e as vibragGes que envolvem
alteragbes nos angulos de ligacdo, as chamadas vibragées de flexdao (BERTHOMIEU;
HIENERWADEL, 2009).

A utilizacdo de espectroscopia FTIR na industria farmacéutica tem ganhado
popularidade como uma ferramenta quantitativa devido a sua natureza rapida e nao
destrutiva, com preparacdo de amostra simples, facilidade na aplicacdo da técnica e ainda,
menor ou nenhum consumo de solvente (MALLAH et al., 2015).

As microparticulas e os materiais individuais tiveram seus espectros gerados no
espectrometro Spectrum One FT-IR Spectrometer, Perkin EImer (Massachussetts, Estados
Unidos), utilizando o acessério universal de amostras para espectroscopia no infravermelho
por Refletdncia Total Atenuada (ATR), na regido espectral de 4.000 a 650 cm™, ganho 1,

resolucdo 4cm™, 40 varreduras, utilizando o software Spectrum One vers3o 5.3.1.

4.6.8 Microscopia confocal

As microparticulas foram processadas novamente para esta analise, mas desta vez com
a adicdo de 0,05% do corante Nile red (9-diethylamino-5H-benzo[alpha]phenoxazine-5-one,
Sigma, Munich, Alemanha) em relacdo a massa de dleo de cagdo-azul adicionada na mistura.
As imagens das amostras geradas por esta técnica, com e sem corante, foram geradas em
um microscopio invertido Zeiss Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, modelo LSM780-NLO, AG,
Alemanha). O microscépio foi configurado para que o filtro de emissdo fosse especifico para
o Nile red, de 560 a 600 mn e a excitacdo do laser aplicado foi de 488 nm. As imagens

geradas, lineares e em 3D, foram tratadas pelo programa Imagel, versao 1.48 da Zeiss.
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4.6.9 Retengdo de Oleo

O d6leo presente na superficie foi quantificado segundo Kim (2005). Um grama das
microparticulas foi lavada com 3 x 20 mL de hexano (Synth, Brasil). O solvente organico
contendo a fracdo lipidica da parte externa da capsula foi evaporado até massa constante. O
6leo de superficie foi apresentado como % de o6leo de superficie em relagdo ao dleo

inicialmente adicionado na mistura, calculado conforme eq.(9).

Retencio de 6leo (%) = —<2total 100 (9)

0leo inicial
4.7 Estudo do comportamento dos polimeros em meio supercritico

Esta etapa deste trabalho compd&e-se de andlises complementares que visaram avaliar
o comportamento dos polimeros em meio supercritico. Os estudos envolveram dois ensaios,
a verificacdo da expansdo volumétrica (e da solubilidade) e o estudo do comportamento de

fase.
4.7.1 Expansao volumétrica e solubilidade em meio supercritico

A expansdo volumétrica foi realizada em um monitor de fases de alta pressdo (Thar,
modelo SPM20, Pittsburgh, Estados Unidos) mostrado na Figura 14.

Neste equipamento, o CO; é conduzido por uma bomba seringa automatica (Thar P54,
Pittsburgh, Estados Unidos) mantida a 1 °C com o auxilio de um recirculador (JULABO, F12-
ED, Seelbach, Alemanha) até a cela do monitor de fases. A cela, que para estes experimentos
foi mantida na posicao horizontal sem agitador acoplado, também pode operar na posicao
vertical com agitacdo se necessdrio. Os polimeros foram pesados em um tubo de vidro
previamente tarado, que por sua vez foram colocados em um suporte para que o tubo se
mantesse na posicao vertical dentro da cela.

A cela possui um volume variadvel, compreendido entre 5,5 mL e 15,5 mL e duas janelas

de safira, nas quais ficam acopladas a fonte de iluminacdo de LED e a camara CCD,
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responsaveis respectivamente pela iluminacdo e registro das imagens que, por sua vez, sdo

tratadas em um programa de captura de video (Pinnacle Studio, Estados Unidos).

Figura 14 - Monitor de fases utilizado nos ensaios de comportamento dos polimeros em
meio supercritico. Disposicdao do polimero do tubo de vidro (a) e dentro da cela do monitor
de fases (b)

(a) (b)
Acima e centralizado, uma visao global do equipamento com destaque para valvula-agulha (1) de entrada para
0 CO2, cela do monitor de fases (2), pistdo de ago (3) que varia o volume da cela, valvula-agulha de saida de CO2
(4), bomba hidraulica (5) e imagem captada pela cdmara CCD (6) com dados instantaneos de P e T dentro da
cela. Inferior, esquerda tem-se o tubo de vidro com polimero no anteparo (a) e em inferior, direita; o anteparo
adequadamente disposto na cela do monitor de fases (b).
Fonte: Prépria autoria.

A variacdo do volume é feito por meio do acionamento manual de uma bomba
hidraulica que possui uma valvula de regulacdo tipo agulha que, quando fechada, mantém o
sistema sob o volume constante. A pressurizacdao é lenta e a vazao é controlada por uma
valvula agulha na entrada da cela. A temperatura operacional é monitorada por termopares
via programa computacional. O programa registra na imagem gerada da cela os valores

instantaneos de pressdao e temperatura, os quais também aparecem nas imagens geradas
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durante os experimentos. Ao final do ensaio, despressuriza-se o sistema pela abertura da
vdlvula agulha de saida e abre-se a cela do monitor de fase, recuperando o suporte com o
tubo de vidro e a amostra testada.

Nos ensaios de expansdao volumétrica realizados de acordo com Silva (2011) para os
amidos modificados Hi Cap® 100 e Purity Gum Ultra®, foram pesados cerca de 5 mg de
amostra em tubo de vidro previamente tarado. O tubo foi colocado no anteparo e
posicionado verticalmente dentro da cela do monitor de fases. As condicbes de P e T
utilizadas foram as mesmas aplicadas na etapa de formacgao de particulas, 120 bar e 40 e 60
°C. Assim, a cela do monitor de fases foi aquecida na temperatura escolhida e foi realizada
uma lenta pressurizacdo do sistema, com um volume de cela de 15 mL. Apds o sistema
atingir as condi¢cGes de P e T, deixou-se estatico por 60 min e monitorado com a captura de
imagens a cada minuto.

O resultado deriva da visualizacdo de possiveis altera¢cdes de volume em relagdo ao
volume do tudo de vidro e da massa inicial de amostra. Com estes dados, pode-se estimar o
percentual de expansdao de volume e com a coleta, no momento da despressurizacao do
sistema, do material solubilizado em CO,, pode-se calcular a solubilidade deste material em

meio supercritico.

4.7.2 \Visualizacdo do ponto de névoa

A visualizacdo do ponto de névoa pode ser caracterizada como a situacdo na qual ndo
é possivel visualizar a parede do tudo de vidro. E definida por Yoon; Kim e Byun (2014) como
sendo o ponto no qual a solucdo se torna opaca o suficiente para ndo se visualizar uma barra
de agitacdao dentro da solugao. Esta medida foi também realizada no monitor de fases de
alta pressdo. Para estes ensaios, pesou-se cerca de 2 mg de polimero no tubo de vidro
previamente tarado e foi colocado na posicao vertical dentro do monitor de fases. O
equipamento foi fechado e pressurizado até 110 bar na temperatura de 40 ou 60 °C, com a
cela em um volume inicial de 15,5 mL. A partir de entdo, a bomba hidrdulica foi acionada
manualmente diminuindo o volume da cela para 5,5 mL. Nestas condicdes, o sistema foi
mantido estatico por 30 min (alcangando 250 bar) e apds este intervalo, a valvula agulha da
bomba hidrdulica foi aberta lentamente, aumentando o volume (e diminuindo a pressao),

gerando condicOes operacionais para visualizar o ponto de névoa do polimero.
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4.8 Analise de estabilidade das microparticulas de éleo de figado de cacdao-azul

No estudo da estabilidade das microparticulas produzidas pela técnica PGSS, estas
foram acondicionadas em estufa incubadora B.O.D. (TE-371, Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo) a
25 °C, em recipientes de vidro hermeticamente fechados e protegidos da luz. As analises das
microparticulas seguiram pelos tempos de 0, 10, 20, 30, 45 e 60 dias e com as amostras
foram realizadas as andlises de cor, indice de perdxido e esqualeno, detalhadas a seguir.

Na determinacdao de cor instrumental, as microparticulas geradas, coletadas nos
tempos pré-determinados, foram analisadas quanto a cor utilizando um espectrofotémetro
modelo Mini Scan XE (Hunterlab, Reston, VA, Estados Unidos), o qual é calibrado com duas
placas, preta e branca, antes da leitura usando o iluminante D65 e com o padrdao de
observacdo a 10° (percepcdo do observador humano). Amostras dos pds foram colocadas
em placas de aluminio no momento da leitura e os dados obtidos foram analisados segundo
o sistema CIELAB sendo a cor expressa como L* (luminosidade), a*(de vermelho a verde) e

b* (de amarelo a azul), de acordo com a Figura 15.

Figura 15 - Espaco de cor ClElab.

Fonte: Adaptado de: GONNET, J.-F. Colour effects of co-pigmentation of anthocyanins revisited-l. A calorimetric
definition using the CIELAB scale. Food Chemistry, v. 63, n. 3, p. 409-415, 1998.

A diferenca total de cor foi avaliada pelo valor numérico AE*, dado pela eq.(10) (MAIER

et al., 2009).

AE* = [(AL)? + (Aa™)? + (Ab*)?]'2 (10)
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Em que: AL* = L *tempo inicial — L *tempo final; A0™= @ *tempo inicial = @ *tempo final; Ab™ = b *tempo inicial

- b*tempo final.

A estabilidade oxidativa das particulas foi avaliada pelo indice de perdxido. Para isso,
uma fracdo dos pds produzidos foi submetida a extracdo do dleo da superficie como
explicado no item 4.6.9. Com o éleo resultante foi realizado a anadlise do indice de perdxido,
conforme item 4.4.1.

A estabilidade do esqualeno foi avaliada no dleo extraido das particulas; em uma
aliquota de cada tratamento e realizou-se a analise quantitativa de esqualeno presente. O
método de quantificacdo foi o mesmo descrito no item 4.4.2, definido como cristalizacdo
fracionada, seguindo para analise em cromatografia gasosa (BRUNNER; SAURA; BUSS, 2009;
LU et al., 2003).

4.9 Anadlise Estatistica dos Resultados

Os resultados deste trabalho estdo expressos na forma de média + desvio padrao. As
médias dos resultados foram avaliadas estatisticamente pelo teste ANOVA de uma via e de
duas vias utilizando o pds-teste de médias de Tukey, ao nivel de 95% de significancia para
detectar as diferencgas significativas nas respostas entre os diferentes tratamentos. Analises
de correlacdo de Pearson (p<0,05) foram realizadas entre os teores de esqualeno e as

densidades de CO; para cada extragao supercritica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises do figado e do d6leo de beijupira obtido por SFE

5.1.1 Composicao do figado de beijupira

O figado de beijupird é uma rica fonte de lipidios, representando mais de 65% do total

da amostra, além de possuir quantidade significativa de proteinas (Tabela 8). O processo de

liofilizagdo realizado nas matrizes reduziu o conteido de dgua e obviamente disponibilizou

os lipidios (grupo macromolecular mais abundante nas visceras depois da dgua) para

extragao.
Tabela 8 - Composicdo centesimal do figado de Beijupira
Umidade 49+0,1
Cinzas 2+0
Proteinas 21,7+0,1
Fibras 0,3%0,1
Lipidios 65,9+0,8
Carboidratos (por diferenca) 5,0+0,9

Todas as medidas est3o expressas em g x 100"' g amostra seca.
Fonte: Prépria autoria.

A quantidade de proteinas presente nos figados foi em torno de 21%. O CO;
supercritico ndo solubiliza proteinas, portanto, este residuo proteico isento de lipidios apds a
extracdo pode ser aproveitado como fonte de proteina para aplicacdes diversas como, por
exemplo, na formulacdo de alimentacdo animal e o estudo da composicao em aminodcidos
poderia estender a sua utilizagao para fins mais especificos. No trabalho de Chalamaiah et al.
(2012), sao listadas varias biotécnicas atualmente utilizadas para recuperar os peptideos
importantes do ponto de vista nutricional e fisioldgico, tal como a hidrélise enzimatica das
proteinas de peixe, que resulta na producdo de hidrolisados de proteina biologicamente
ativos. Estudos de hidrélise proteica do figado de pescado livre de material lipidico e sem
contaminante pode ser um exemplo de aplicacdo para esta matéria-prima.

Outra importante observacdo experimental preliminar no figado de beijupira refere-se
a variacao da estrutura do material antes e apds a extracdao com fluido supercritico, que

pode ser observada nas micrografias do figado liofilizado. Os poros produzidos pela saida da
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agua durante a liofilizacdo sdo evidentes (Figura 16A) e, apds a extracdo, observa-se a
aparéncia desuniforme do material (Figura 16B), no qual se notam os fossos formados apds
a passagem do CO; supercritico pela amostra durante o tempo de extracdo o que aparenta

um material extrusado.

Figura 16 - Microscopia eletrénica de varredura de figado de beijupirad liofilizado antes da
extracdo supercritica do dleo (A) e apds a extragdo a 250 bar, 8 g CO2/ min, 60°C (B)

(A) (B)

Fonte: Prépria autoria.

5.1.2 Rendimento e caracterizagdo do 6leo de figado de beijupira

Diferentes condicGes operacionais aplicadas a extracdo supercritica de éleo de figado
de beijupira resultaram em valores de rendimento distintos, como mostra a Tabela 9. Na
primeira etapa do estudo das condicdes operacionais, as temperaturas de 50 e 60 °C
obtiveram significativamente os maiores rendimentos, sendo estas as selecionadas para a
segunda etapa, com diferentes vazdes de CO; aplicadas na extracdo supercritica.
Considerando a qualidade dos 6leos extraidos, este resultado contribui para que as amostras
sejam obtidas em condicGes de temperaturas mais brandas.

Ao se considerar a vazdo massica do solvente, para a temperatura de 50 °C ndo se
constatou diferencga significativa, mas a 60 °C pode-se notar que as duas maiores vazoes
propiciaram maiores rendimentos. De acordo com Brunner (2005), dentre os fatores que
podem influenciar a diferenca do estado de equilibrio entre soluto e solvente estdo a
guantidade de solvente e a sua contribuicio no equilibrio de fases bem como a sua

seletividade, vista como a capacidade de dissolver seletivamente um ou mais compostos a
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partir da matriz. Neste caso, constata-se que a maior quantidade de solvente contribuiu para
o maior rendimento da extragao.

Diante disso, considerou-se que a vazdao mais adequada para o processo seriaade 8 g
CO2/ min, por consumir menos CO; para produzir um rendimento tdo alto quanto a 11 g de
CO2/min. Além de produzirem 6éleo de figado de beijupira para caracterizagdo cujos
resultados estdo adiante, estas analises de rendimento foram importantes para estabelecer

parametros importantes de extracdo do éleo de figado de cacdo-azul, relatada no item 5.2.1.

Tabela 9 - Rendimento das extragdes supercriticas de dleo de figado de beijupira aplicando
diferentes temperaturas e vazdes de CO;
Primeira etapa do estudo das condicdes operacionais

V (g CO2/ min) T(°C) OFB (%)
50 57,7 £ 2,62
8 60 54,3 +0,9%
70 49,1+0,7°
Segunda etapa do estudo das condi¢des operacionais
V (g CO2/ min) OFB - 50°C (%) OFB - 60°C (%)
5 39,9 +6,2° 44,5 +0,2°
8 57,7 +1,9° 54,3 +0,9°
11 43,7 £ 0,6° 51,9+2,8°

P — pressao; V —vazdo; T — temperatura.

Rendimentos de dleos seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95% de significancia
pelo teste de Tukey.

Fonte: Prépria autoria.

Em relagdo a extragcdo com fluido supercritico do éleo de beijupira, uma discussao mais
complexa se faz necessdria. Pelas condicGes designadas para as diferentes extracoes, tém-se
que varios fatores podem influenciar no rendimento, como a densidades do CO; (as quais
sdo diferentes em cada condicdo), as vazoes diferentes e ainda uma matriz ndo homogénea
com dimensdes macrométricas.

O processo de extracdo com fluido supercritico engloba as seguintes etapas; (/) a
passagem do solvente supercritico pela superficie das particulas e, em seguida, a partir da
superficie das particulas para o interior das particulas por difusdo, (ii) a dissolu¢do do soluto
com o solvente supercritico, (iii) o transporte de solvente supercritico com moléculas
dissolvidas nele do interior da particula, para a superficie da particula e (iv) a passagem do
solvente supercritico com as moléculas do soluto a partir da superficie das particulas para a

corrente de fluido supercritico (RAl et al., 2014).
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Embora ndo se tenha particulas de dimensGes micrométricas neste processo, o
principio da extracao é aplicado para o figado de beijupird, que se apresenta como uma
matriz de natureza porosa. Como a amostra nao foi micronizada e homogeneizada, sua
heterogeneidade pode ter levado a uma variagdo nas médias dos rendimentos. Vale
ressaltar que embora ndo se tenha esgotado a matriz, j4 que ndo foi extraido todo o éleo
contido, ainda assim s3ao considerados rendimentos elevados, quando se leva em
consideracdo que é um método de extracdo livre de solventes organicos e realizado com
temperaturas muito brandas, se comparado aos processos convencionais como Soxhlet, por
exemplo.

A solubilidade dos solutos em fluidos supercriticos é influenciada pela temperatura e
pela pressdo e é geralmente, uma funcdo da densidade do solvente. Contudo, o efeito da
temperatura na solubilidade pode ser complexo se considerado outros fatores importantes
gue sdao oponentes como a pressao de vapor do soluto. O aumento da temperatura eleva a
pressdo de vapor do soluto e facilita sua solubilizacdo, ao mesmo tempo em que diminui a
densidade do solvente (pCO2 - 50°C = 834,62, pCO, - 60°C = 786,99 kg/m?3, pCO, - 70°C
737,26 kg/m3), que por sua vez adquire menor poder de solvéncia, influenciando
negativamente a solubilidade do soluto no sistema (MOURA et al., 2012).

Nos ensaios realizados, considerando apenas a interacao densidade x solubilidade, ja
gue foram empregados baixos valores de T, ndo foi possivel identificar a influéncia de T na
pressdao de vapor do soluto. Se temperaturas mais elevadas tivessem sido aplicadas, talvez

melhores rendimentos teriam sido obtidos.

5.1.3 Caracterizacao do é6leo de figado de beijupira

A caracterizacdo fisico-quimica das amostras de éleo de beijupird esta apresentada na
Tabela 10.

Os valores de indice de refracdo para as duas temperaturas ndo variaram entre os
tratamentos (p<0,05), apresentando valores de 1,47. Os valores se assemelham aos
encontrados no trabalho de Menegazzo, Petenuci e Fonseca (2014), realizado com dleos crus
de tildpia do Nilo e pintado. Na pesquisa de Immanuel et al. (2009), dleos de figado de
Sufflamen capistratus obtidos por varios métodos também n3ao mostraram diferengas

significativas no indice de refracdo. Gorduras tém angulos definidos de refracdo e uma
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variacdo entre os valores indica diferenciacdo na composicdo da mistura. Este indice

assegura o padrao de qualidade de dleos e gorduras ja que pode indicar adulteragdo.

Tabela 10 - Caracterizagao fisico-quimica dos dleos de figado de beijupird

OFB  IR(25°C) IR (40°C) IAL 102 1S3 P4
50°C 1,47°+0 1,47°x0  13,6%0,2° 68,9+6,3%®  179,7 +18,4° -
60°C 1,47°+0 1,47°+0  14,8+1,5° 66,1 + 5b 186,4 + 10,82 -
70°C  1,47°+0 1,47°x0  16,9+1,9? 79,0 + 0,72 186,2 + 4,7° -

Parametros fisico-quimicos dos o6leos seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 95% de significancia pelo teste de Tukey.

Iindice de acidez expresso em % de acido oleico.

2ndice de iodo expresso em g 12/100g de 6leo.

3{ndice de saponificagdo expresso em mg KOH/ g de dleo.

“4indice de peréxido expresso em meq de O; ativo/ Kg de 6leo.

Fonte: Prépria autoria.

O indice de acidez dos 6leos de figado de beijupird variou de 13, 63 a 16,84%, um
aumento numérico ndo significativo na percentagem de acido oleico encontrado quando se
elevou a temperatura de extracdo (Tabela 10). Este percentual é elevado comparando-se
com outros 6leos de pescados (MENEGAZZO; PETENUCI; FONSECA, 2014; SELMI et al., 2011)
e mesmo para valores estipulados pela Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos
(ESFA, 2010), que recomenda valores entre 1 a 7%. O indice de iodo, ao contrario, estd bem
abaixo do encontrado para outros d6leos, como na pesquisa de Araujo et al. (2011) onde
foram encontrados valores médios de 119,23 g 1,/100g de dleo, o que indica a boa qualidade
fisico-quimica do éleo de beijupira obtido pela técnica de extracdo com fluido supercritico.

O indice de saponificacdo variou de 186,19 a 196,57 mg KOH/ g de dleo e ndo houve
diferencga significativa entre as amostras. Estes valores estdao similares aos encontrados em
outros trabalhos (MENEGAZZO; PETENUCI; FONSECA, 2014), caracteristicos de 6leos recém-
extraidos. A mensuracdo deste indice é importante porque, de acordo com Goncgalves
(2011), é inversamente proporcional ao peso molecular dos acidos graxos presentes nos
triacilglicerdis. O indice de perdxido para os dleos de beijupira determinados foram menores
que 0,2 meq de O, ativo/ Kg de dleo, abaixo do valor indicado pela ESFA para dleos de peixe
crus, que seria de 3 a 20 meq de O3 ativo/ Kg de éleo (ESFA, 2010).

Analisando todos estes parametros de qualidade dos éleos de figado de beijupird,
pode-se compreender que o indice de acidez, que estd mais elevado que o observado para
outras matrizes, pode ser caracteristico deste éleo, pois todos os demais estdo mais baixos e

em concordancia com a literatura. Como o indice de acidez se refere a quantidade de acidos
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graxos livres no meio lipidico disponivel para reacao de hidrdlise, o fato deste 6leo ter um
teor elevado de acidos graxos livres faz dele um sistema passivel de oxidagdo mais rapido
gue outros oleos.

A composicdo dos acidos graxos foi determinada para cada condi¢cdo de extragdo do
6leo de figado de beijupira (Tabela 11). Os cromatogramas referentes a cada condicdo pode
ser visualizado no anexo B deste trabalho e pode-se identificar cada pico com base no tempo
de retencdo relativo a cada composto presente na Tabela 11.

Os principais acidos graxos encontrados foram acido oleico, palmitico e linoleico. Os
acidos graxos saturados (SFA) apresentaram somas de 26 a 31 g/100g de OFB e os
monoinsaturados (MUFA) compde a classe majoritaria, com valores de 41 a 49 g/100g de
OFB. Nota-se que entre os diferentes 6leos obtidos, a temperatura influenciou nos teores
absolutos das classes de compostos presentes no dleo final obtido. A temperatura de 60 °C
propiciou os menores teores de todas as fragdes totais analisadas e a de 70 °C, os maiores
teores. Nesta maior temperatura, temos a menor densidade do CO,SC, 738,01 kg/m3.

Na pesquisa de Kuvendziev e colaboradores (2014), com extragdo supercritica de
acidos graxos poli-insaturados (PUFA) de visceras de carpa comum, foi verificada a influéncia
dos parametros operacionais na producdo de PUFA. Os autores afirmam que o aumento da
pressdo de operacao tem uma influéncia positiva sobre o rendimento de PUFA e a
temperatura operacional, em condicdes de baixa pressdo, resulta em uma diminuicdo da
densidade do CO; supercritico e no caso deste trabalho, em uma diminui¢ao do rendimento
de PUFA. Os resultados com figado de beijupira ndo exibiram este comportamento.

Trabalhos com éleo de figado de beijupira sdo escassos, mas na pesquisa de Trushenski
et al. (2012) com beijupira jovens foi realizado o perfil de acidos graxos de amostras de
figado de animais alimentados com peixes e com ragdo a base de soja. Teores similares de
acidos graxos monoinsaturados foram encontrados para os dois tratamentos em relacdo ao
figado de beijupird deste estudo. A grande diferenga é visualizada nos valores de acidos
graxos monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados, que se invertem. Para MUFA no estudo
citado anteriormente, os teores chegam a 27,0% (alimentados com peixe) e 22,4%
(alimentados com racdo a base de soja), todos mais baixos em relacdo aos encontrados
nesta pesquisa. PUFA apresentaram valores bem maiores, préximos a 50% (46,9 para figados
de peixes alimentados com peixes e 56,6% para peixes alimentados com ragao a base de

soja).
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Tabela 11 - Composicdo de acidos graxos (g/ 100g OFB) e teor de esqualeno em dleo de
figado de beijupird

TR (min) AG Nome OFB (50°C) OFB (60°C) OFB (70°C)
20,81 14:0 Acido miristico 2,47 1,95 2,2
22,32 15:0 Acido pentadecandico 0 0 0,35
23,93 16:0 Acido palmitico 18,85 16,9 19,83
25,40 17:0 Acido margarico 0,48 0,38 0
27,07 18:0 Acido estedrico 8,34 7,39 8,4

S SFA? 30,14 26,62 30,78

24,85 16:1n-7  Ac. Metil hexadec-9-enoato 1,37 1,14 1,18
25,02  16:1n-7 Acido palmitoléico 6,86 5,84 7,22
26,51  17:1n-9 Acido margaroléico 0,76 0,66 0,67

28,23 18:1n-9 Acido oleico 29,11 27,93 32,81
28,32  18:1n-9t Acido elaidico 4,27 3,95 5,3
31,54 20:1n-9 Acido gonddico 1,94 1,7 1,8

S MUFA? 44,31 41,22 48,98

29,42 18:2n-6t Ac. 6,9(E,E)-octadecadiendico 1,11 0,94 1,02

29,84 18:2n-6 Acido linoleico 10,93 10,25 12,71
31,10 18:3n-6 Acido y-linolénico 1,15 1,02 1,13
33,36 20:2n-6 Acido eicosadiendico 1,08 1,01 1,00
35,89 20:4n-6 Acido araquidénico 1,44 1,32 1,43
34,77 20:3n-6  Ac. 7,10,13-eicosatriendico 0,61 0,56 0,52

S w-6 PUFA3 16,32 15,1 17,81

31,83  18:3n-3 Acido a-linolénico 1,65 1,48 1,73
38,29  20:5n-3 EPA* 1,6 1,55 1,72
42,57  22:5n-3 DPA> 1,23 1,26 1,25
43,68  22:6n-3 DHA® 2,43 2,43 2,82
S w-3 PUFA’ 6,91 6,72 7,52

S PUFA8 23,23 21,82 25,33

Esqualeno* (mg/ 100g OFB) 354,2+2,2¢  417,15+13,43® 461,7+11,5*

Ltotal de dcidos graxos saturados (em inglés)

2total de 4cidos graxos monoinsaturados (em inglés)
3total de 4cidos graxos poli-insaturados w-6 (em inglés)
44cido eicosapentandico (em inglés)

54cido docosapentaenoico (em inglés)

64cido docosahexaendico (em inglés)

7total de acidos graxos poli-insaturados w-3 (em inglés)
8total de acidos graxos poli-insaturados (em inglés)
*0Os cromatogramas de ions totais estdo presentes no anexo B deste documento.
Para os resultados de esqualeno, letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente ao nivel
de 95% de significancia pelo teste de Tukey.
Fonte: Prépria autoria.

Os teores encontrados neste estudo para acidos graxos saturados sdo menores que 0s

valores reportados para oleo de tilapia e déleo de surubim (MENEGAZZO; PETENUCI;

FONSECA, 2014). Todavia, para os acidos graxos monoinsaturados, os teores no 6leo do
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beijupird sdo bem mais expressivos. A importancia bioldgica de alguns dos acidos graxos
encontrados neste estudo é amplamente reconhecida. Os PUFA, especialmente o acido
eicosapentaenoico (EPA) e dcido docosahexaendico (DHA) tém inimeros efeitos bioquimicos
e farmacoldgicos para a saude humana, atuando no tratamento ou prevenc¢do de algumas
doencgas (WANG et al., 2012).

Os acidos graxos w-3 sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento normais e
podem desempenhar um papel importante na prevencdo e tratamento de doencas da
artéria coronaria, hipertensao, artrite, outras doencas inflamatérias e autoimunes e cancer
(CORREA et al., 2008).

O teor de esqualeno foi quantificado nos éleos de figado de beijupird (Tabela 11) e
todos diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). O maior valor foi encontrado no dleo
cuja extracdo foi realizada a 70 °C, para o valor de temperatura mais elevada. Os
cromatogramas apresentados no Anexo B indicam que o método de preparo da amostra
para a andlise de esqualeno (cristalizacdo fracionada) ndo foi devidamente eficiente para as
amostras de OFB, uma vez que, além de esqualeno presente nas andlises, também foram
recuperados residuos de acidos graxos, colesterol e tocoferol (vitamina E). O aparecimento
de colesterol na analise era esperado, ja que se trata de moléculas similares e a presenca das
demais nao influenciou na analise, pois o tempo de retencdo do esqualeno (32,5 min) difere
das demais substancias.

No trabalho de Wejnerowska, Heinrich e Gaca (2013), que estudou as condicdes
operacionais de extracdo supercritica de esqualeno a partir de sementes de amaranto, foi
constatado que processos a altas temperaturas e baixas pressdes podem levar a obtencao
de maiores teores de esqualeno, quando comparado a outras condig¢des.

O esqualeno é um composto cuja principal fonte animal é o tubardo (NAVARRO-
GARCIA et al., 2000). Em animais da familia Squalidae, o esqualeno chega a compor até 79%
do dleo, como apresentado em estudo de Wetherbee e Nichols (2000). O beijupira, um peixe
gue ndo é da familia Squalidae apresenta teores de esqualeno bem significativos a 70 °C, de
473,80 mg/ 100 g de dleo, maior que outras fontes consideradas tradicionais, como por
exemplo o dleo de cacdo obtido por métodos convencionais de extracdao, como Sohxlet e

Bligh-Dyer com a faixa de 28 a 40mg/ 100g de 6leo (SUNARYA et al., 1996).



84

5.2 Andlises do figado e do dleo de ca¢ao-azul obtido por SFE

5.2.1 Composicao do figado de cagao-azul e rendimento da extragao supercritica do

oleo

A composicao centesimal do figado de cagdo-azul (Tabela 12) destaca a grande
guantidade de OFCA, chegando a quase 80% em base seca e este alto percentual pode ser
atribuido a baixa umidade (apenas 2%), decorrente de uma eficiente liofilizagdo da amostra.

Depois dos lipidios, as proteinas compd&e o grupo majoritario.

Tabela 12 - Composi¢do centesimal dos figados de Cagdo-azul

Umidade 2,1+0,6
Cinzas 1,2+0,1
Proteinas 20,2 +0,34

Fibras 0,29 + 0,04
Lipidios 76,20 + 3,80
Carboidratos Nd

Todas as medidas est3o expressas em g x 100"t g amostra. Nd — ndo determinado.
Fonte: Prépria autoria.

A matriz proteica de elevado valor bioldgico tal como é a proteina de figado de
tubarbes, apds ter sido submetida a extracdo do 6leo usando CO; supercritico pode ser
empregada como fonte de proteina em diferentes processos. Dentre estas, pode-se
exemplificar a hidrdlise enzimatica destas proteinas para recuperacao de compostos com
atividade bioativa. A hidrdlise enzimdtica é considerada um método conveniente para a
producdo de compostos que podem ser utilizados nos campos farmacéutico e nutracéutico,
no qual varios hidrolisados de proteinas de peixe tém mostrado efeitos antioxidante, anti-
hipertensivo, antitrombético, antimicrobiano, entre outros (GARCIA-MORENO et al., 2014).

Os resultados das extracdes do dleo de figado de cacdo-azul foram calculados
utilizando duas equacdes (eq.(2) e eq.(3), item 4.2.2 deste trabalho). A diferenca entre os
resultados tratados pelo rendimento global e pelo rendimento da extracdo (Tabela 13)
resulta da fracdo de dleo perdida na linha do equipamento, que é recolhida durante a
despressurizacao do sistema e para algumas condices verificou-se que certa quantidade de
Oleo ficou aderido as esferas de vidro que preenchiam o leito fixo, consequentemente,

nestas condicbes de pressGes mais baixas (100 e 150 bar), o rendimento da extracao foi
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baixo, como nos ensaios 1 e 2 por exemplo, indicando solubilizacdo inferior do éleo pelo CO;
supercritico. Nota-se que para todos os ensaios, como esperado, o RG foi superior ao

rendimento da extracdo (RE) (Tabela 13).

Tabela 13 - Rendimentos da extracdo supercritica de 6leo de figado de ca¢do-azul (Prionace
glauca), sob diferentes condicbesde Pe T

Ensaio P(bar) T(°C) pCOz (Kg/ m3) RG (%) RE (%)
1 100 50 390,97 13,95 + 2,129 0,0070+ 0,01¢
2 100 60 291,55 22,30 +4,12¢ 0,02+0,01¢
3 150 50 702,30 17,15 + 2,474 6,88+ 0,494
4 150 60 607,22 5,22 £ 5,08¢ 1,32+0,57¢
5 200 50 785,91 34,00+0,93°¢ 22,55+ 0,82¢
6 200 60 725,32 24,44 + 2,65 15,29+ 1,33¢
7 250 50 835,32 52,14 + 3,48 44,07+ 2,83
8 250 60 787,57 49,76 + 3,81° 36,59+ 2,32°
9 300 50 871,24 71,10+ 1,33° 60,02+ 1,25°
10 300 60 830,41 65,47 +5,17° 52,34 +6,49°

Percentagens de 6leos seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de
95% de significancia pelo teste de Tukey.
Fonte: Prépria autoria.

Para as diferentes condicdes de P e T aplicadas, tem-se valores de rendimento que
variaram de 0 a 60,02% (Tabela 13). A analise estatistica mostrou que rendimentos obtidos
para T diferentes a uma mesma pressao foram estatisticamente iguais entre si, quando as
pressdes operacionais foram aumentadas os rendimentos também aumentaram. Elevadas
pressées contribuem para uma maior densidade do CO;, o que o propicia um maior poder de
solvéncia, assim, a pressao do vapor do soluto tem influéncia menor na solubilizacdo que a
densidade do solvente para os dois valores de T estudados. Além disso, com o aumento da
densidade, a distancia entre as moléculas diminui e a interacdo entre o dleo e CO; se
intensifica, levando a uma maior solubilidade do dleo no solvente supercritico (SAHENA et
al., 2010a). Adotando-se que o maximo de dleo contido nesta matéria-prima seja de 80%
(Tabela 12), a SFE propiciou rendimento de 60% em sua melhor condi¢do o que implica na
extracdo de 75% do dleo.

A estrutura do figado de cacdo-azul também foi analisada antes e apds a extracao
supercritica. Todas as amostras de figado de cacdo-azul submetidas a SFE apresentaram
modificacGes estruturais (Figura 17). Ainda que ndo se tenha correlagdo entre o aumento da

pressdao aplicada na extracdo com o grau de ruptura do tecido, estes fatores podem ser
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correlacionados por meio desta analise fisica, ou seja, quanto mais denso foi o fluido,
maiores foram as modificagdes estruturais na matriz. No estudo de Taher et al. (2014), foi
constatado que o processo de liofilizagdo tornou a matriz (uma biomassa celular de
microalgas) mais porosa e os autores afirmam que esta mudanga estrutural aumenta a
dissolucdo dos lipidios no fluido supercritico, contribuindo para um maior rendimento na
extracdo. Esta mesma explicacdo pode ser aplicada ao processo de extracdao do dleo de
figado de cagdo-azul, no qual também se verificou a formacdo de poros (Figura 17) com o

processo de liofilizagdo da matriz.

Figura 17 - Micrografias de amostras de figado de cacdo-azul submetidas a SFE e amostra
controle, sem extragdo
(continuacdo)

D55 x100 1mm

(150 bar/50°C) (150 bar/60°C)
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Figura 17 - Micrografias de amostras de figado de cagdo-azul submetidas a SFE e amostra
controle, sem extragdo
(conclusdo)

D56 x100 1 mm
(200 bar/50°C) (200 bar/60°C)
(250 bar/50°C) (250 bar/60°C)
(300 bar/50°C) (300 bar/60°C)

Fonte: Prépria autoria.

5.2.2 Caracterizagdo do d6leo de figado de cagdo-azul

A caracterizacgao fisico-quimica das amostras de OFCA esta apresentada nas Tabelas 15
e 16. Os resultados para os diferentes 6leos analisados se mostram estatisticamente
proximos entre si, com excec¢do para os valores de indice de refracdo a 25 °C. Destaca-se

também que a maioria dos parametros foi similar aos encontrados na amostra de éleo de
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figado de tubardo comercial, com excecdo da viscosidade, a qual foi maior para o déleo
refinado.

Mesmo assim, a extracdo supercritica sem etapas posteriores de purificacdo gerou
6leos com padroes fisico-quimicos semelhantes aos 6leos processados industrialmente, o
gue torna esse processo de obtencdo de déleos vantajoso, ja que etapas de purificacdo
subsequentes, ao que se indica na interpretacdo destes dados, talvez ndo sejam necessarias.

Valores de densidade e viscosidade dindmica diminuem em relacdo ao aumento da
temperatura, como é esperado (Tabela 14). O aumento da densidade com a temperatura
ocorre devido a maior energia cinética das moléculas para maiores temperaturas, e
consequentemente, ao aumento no volume da substancia, resultando em uma diminuicado
da densidade (SCHASCHKE; FLETCHER; GLEN, 2013).

A viscosidade é uma propriedade resultante das forcas de atracdo entre moléculas que
estdo relativamente préximas umas das outras. Assim, quando a energia cinética aumenta
(devido ao aumento da temperatura), as moléculas tendem a permanecer menos tempo
juntas, tornando as forgas intermoleculares menos efetivas, diminuindo a viscosidade
(CANCIAM, 2010). Além da temperatura, outros fatores alteram a viscosidade dos dleos, tais
como o peso molecular dos componentes presentes, o ponto de fusdo e grau de insaturagao
dos lipidios presentes na amostra (IGWE, 2004).

Os valores de densidade a 25 °C encontrados para o OFCA estdo dentro da faixa
determinada por Firestone (2006) para 6leo de figado de tubardo, entre 0,917 a 0,923 g.mL*
e também pela legislacdo brasileira que normatiza os padrdes de identidade e qualidade
para 6leo de figado de cagcdo como complemento nutricional (BRASIL, 1995), a qual indica

para este 6leo um valor de densidade a 25 °C de 0,908 a 0,927 g.-mL™.



Tabela 14 - Parametros fisico-quimicos do éleo de figado de cacdo-azul obtidos via SFE

Ensaio P (bar) T(°C) p* (25°C) p'(40°C) n? (25°C) n? (40°C) IR (25°C) IR (40°C)
1 100 50 nd nd nd Nd nd nd
2 100 60 nd nd nd Nd nd nd
3 150 50 nd nd nd Nd nd nd
4 150 60 nd nd nd Nd nd nd
5 200 50 0,920 £ 0,001° 0,910 £ 0,001° 56,47 + 2,492 32,25+ 3,328 1,4765 + 0,00052® 1,4715 + 0,00052
6 200 60 0,922 £ 0,003? 0,911 £ 0,002° 55,97+ 1,252 31,42 £ 0,822 1,4760 + 0P 1,4718 + 0,0006°
7 250 50 0,921 £ 0® 0,910 £ 0® 53,47 £0,41° 29,89 + 1,082 1,4780 + 0,00052° 1,4728 + 0,001
8 250 60 0,920 £ 0,001° 0,909 £ 0,001° 53,87 £ 0,882 30,58 £ 0,442 1,4775 + 0,00132® 11,4723 +0,00082
9 300 50 0,920 £ 0,001° 0,910 £ 0,001° 52,55+ 1,382 29,17 £ 0,382 1,4780 + 0,00082 11,4728 +0,00132
10 300 60 0,920 £ 0® 0,910+0° 52,82 +2,30° 30,21+ 1,352 1,4785 +0,0005 11,4727 +£0,0008?2
OFTC 0,908* +0 0,894+0 91,210 39,270 1,47150 1,46700

Nd — ndo determinado.

ldensidade, expressa em g.mL?,

2 viscosidade, expressa em Pas.s

*Medidas de densidade e viscosidade do OFTC foram realizadas a 20°C e ndo a 25°C.

**|R — indice de refracdo, parametro adimensional.
Parametros fisico-quimicos de éleos seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95% de significancia pelo teste de Tukey.

Fonte: Prépria autoria.
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O dleo de figado de muitos tubardes contém diversas classes de lipidios de baixa
densidade, principalmente o esqualeno e os éteres de diacilgliceréis (DAGE) (MAGNUSSON;
HARALDSSON, 2011). O esqualeno (densidade 0,86 g.-mL) e DAGE (densidade 0,89 g.-mL™)
fornecem substancialmente mais capacidade de flutuagdo do animal dentro da agua por
unidade de volume de triacilglicerol (TAG) (densidade 0,92 g.-mL™), que é a forma de
armazenamento de lipidios mais comum na maioria dos animais (WETHERBEE, NICHOLS,
2000). Assim, se a presenca destas substancias estd ligada a diminuicdo da densidade do
Oleo, esta anadlise fisica do 6leo obtido por fluido supercritico pode dar um indicativo da
presenca destes compostos. Esta propriedade também pode indicar adulteragdes fisico-
quimicas, derivadas da mistura de éleos vegetais com 6leos de origem animal, por exemplo,
e assim, configura uma propriedade importante de caracterizagao da amostra.

Os valores experimentais do indice de refracdo dos 6leos de figados de cacdo-azul
foram semelhantes aos valores encontrados na pesquisa de Batista e Nunes (1992), com
exemplares de 6leo de figado de cacdo dente de faca (1,472), tubardo barriga de veludo
(1,475) e cagao portugués (1,472). Os indices de refracdo medidos para o éleo de figado de
cacdo-azul apresentaram um valor médio de 1,4723, semelhantes ao encontrado por
Firestone (2006) para leituras a 40 °C. A Anvisa (BRASIL, 1995) estabelece uma faixa de indice
de refracdo a 40 °Cde 1,4704 a 1,4745, que também ¢é atendida pelos OFCA obtidos via SFE.

Em relacdo aos indices de acidez, saponificacdo e peréxido, estes indicam de maneira
geral qual o estado qualitativo do 6leo (Tabela 15). O valor do indice de acidez mede a
guantidade de dacidos graxos livres presentes na amostra. Embora estes estejam incluidos
entre os compostos naturalmente presentes em pequenas quantidades nos éleos, uma vez
gue podem ser produtos da degradacdo hidrolitica de triacilgliceréis, seu valor é considerado
um importante indice de qualidade para 6leos (CHO; KIM; GIL, 2013).

Oleos de figado de ca¢do-azul obtidos via SFE apresentaram indices de acidez em acido
oleico entre 1,1 e 2,2%. Como a legislacdo brasileira limita o valor de acidez a 2,8% de acido
oleico para o dleo de figado de cacdo (BRASIL, 1995), os diferentes dleos obtidos via SFE se

encontram em acordo com a legislacdo vigente.
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Tabela 15 - Indices de acidez, saponificacdo, peréxido e de iodo em amostras de 6leo de
figado de cacdo-azul obtidos com SFE e do éleo de figado de tubardo comercial

Ensaio P (bar) T(°C) IA? 1S? |p3 0%
1 100 50 Nd nd nd nd
2 100 60 Nd nd nd nd
3 150 50 Nd nd nd nd
4 150 60 Nd nd nd nd
5 200 50 1,76 +0,00%® 171,37 +7,72¢¢ 17,49 +8,11® 135,47+ 6,962
6 200 60 2,22+0,13%2 556,03 +12,092 24,04+1,18 128,61+2,76%°
7 250 50 1,27 + 0,15 185,66 + 6,33 14,94 + 2,892 149,21 +20,15°
8 250 60 1,65 + 0,25 177,92 +7,33¢ 14,37+2,16° 120,05+9,18"
9 300 50 1,13+0,08¢ 206,54 + 8,18 16,06 +2,572 128,48 +5,10%
10 300 60 1,60 + 0,31Pd 190,19 +9,07°¢ 10,47 +1,15 126,89 + 6,80%°

OFTC 0,42 +0,03¢ 161,17 £2,169 23,97+2,132 92,09 +1,41°

Parametros fisico-quimicos de dleos seguidos de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
ao nivel de 95% de significancia pelo teste de Tukey.

Nd — ndo determinado.

indice de acidez, expresso em % de &cido oleico.

2indice de saponificagdo, expresso em mg KOH/ g de 6leo.

3{ndice de perdxido, expresso em meq de O ativo/ Kg de dleo.

4 {ndice de iodo, expresso em g I,/100g de dleo.

Fonte: Prépria autoria.

Amostras de 6leos de cacdo obtidos por outros métodos de extracdo (Bligh e Dyer,
Soxhlet e cozimento) apresentaram indices de acidez de 4,8; 6,3 e 4,2%, respectivamente
(SUNARYA et al., 1996), muito superior aos 6leos de figado de cagdo-azul obtidos nesta
pesquisa. Mais um indicativo de que o emprego de tecnologia “clean”, como é conhecida a
SFE, é vantajosa na obtencdo de dleos com indices de qualidade superiores ja que nao
emprega solventes organicos na extracdo nem elevadas temperaturas.

O indice de saponificacdao é definido como a quantidade de alcali necessaria para
saponificar os acidos graxos em uma determinada massa de éleo (BORAN; KARACAM;
BORAN, 2006). Firestone (2006) e a Anvisa (BRASIL, 1995) recomendam valores para indice
de saponificacdo aceitdveis para amostras de éleo de figado de cacdo entre 170 a 190 mg
KOH/ g de dleo. Neste caso, além do éleo obtido na condigdo 6, o éleo proveniente da
condicdo 9 (300 bar e 50 °C) também apresentou este pardametro acima do permitido
(Tabela 15).

A oxidacdo dos lipidios é a principal causa da sua deterioracdo, e os hidroperdxidos
formados pela reacdo entre oxigénio e acidos graxos insaturados sdo os produtos primarios

desta reacdo. Os hidroperdxidos ndao tém sabor ou odor, mas eles reagem rapidamente
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formando os aldeidos, os quais tém um forte e desagradavel sabor e odor (O’BRIEN, 2004).
Sendo assim, como os peroxidos sao instaveis, sua mensuragao é limitada as fases iniciais da
oxidacdo lipidica, jd que as rea¢des continuam a ocorrer até a fase de terminacao, terceira
etapa da do processo oxidativo (FERRARI, 1998).

O indice de perdxido em éleo de figado de cacdo-azul variou de 10 a 24 meq O
ativo/kg de 6leo. Como se trata de um parametro de qualidade envolvido no processo de
oxidacdo lipidica, os limites aceitaveis sdo restritos. A Autoridade Europeia para a Seguranca
dos Alimentos estipula um intervalo de 3 a 20 meq O; ativo/ kg de dleo cru, sem refino
(ESFA, 2010). Tendo tal faixa como base, mais uma vez somente o éleo obtido na condi¢ao 6
seria considerado fora do padrdo. O Codex Alimentarius é mais rigoroso, adotando um valor
maximo de até 5 meq O; ativo/kg de dleo (FAO, 2013), considerando este limite, todos os
6leos estariam em desacordo.

O indice de iodo dos 6leos de cagdao-azul apresentou algumas diferencas significativas,
todavia, todos sdo considerados baixos. Na pesquisa de Sunarya, Hole e Taylor (1996), os
valores de indice de iodo encontrados para 6leo de pescado foram de 118 a 133 g 1,/100g de
oleo.

A estabilidade fisico-quimica atribuida aos déleos obtidos via SFE frente a degradacao
lipidica pode ser explicada pelo préprio método. No processo de extracdo, a matéria-prima
deve estar seca, ou seja, com baixo indice de umidade. A retirada da dgua, considerada uma
simples etapa de preparagdo para a extracao, decresce a velocidade das reagdes que
acontecem dentro da matriz, inclusive aquelas relacionadas a processos oxidativos (GAVA,
2009).

A extracdo com fluido supercritico (SFE) cada vez mais tem se tornado uma tecnologia
interessante para a obtencdo de d6leo de peixe de alta qualidade a partir de sub-produtos,
ndo sé porque emprega-se temperaturas moderadas e fornece um meio livre de oxigénio,
gue visa reduzir a oxidagao de acidos graxos essenciais durante o processo de extra¢ao, mas
também porque permite extrair compostos seletivamente, como lipidios de baixa
polaridade, e ao mesmo tempo evita a co-extracao de impurezas polares, tais como alguns
derivados inorganicos como metais pesados (RUBIO-RODRIGUEZ et al., 2012). A associa¢do
da extracdo supercritica a processos de separac¢do enzimatica e de membrana é considerada
uma tecnologia adequada para o refino de 6leo de peixe e muitos estudos seguem em busca

da simplificacdo desse método, que se limita pelo alto custo (ESFA, 2010).
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O perfil de acidos graxos das amostras de 6leo de figado de ca¢do-azul mostra a
diversidade de metil ésteres de acidos graxos presentes, notando-se grande diferenca entre
os teores de acidos graxos quando diferentes condicdes operacionais de extracdo
supercritica foram empregadas (Tabela 16). As médias dos valores mostraram que os acidos
graxos majoritariamente presentes sdo acido palmitico (C16:0) e acido oleico (C18:1). Com
amostras de cagdo-azul coletadas no Sudeste do Brasil, Pacheco e Barrera-Arellano (1994)
também encontraram como acidos graxos majoritarios o C18:1, C16:0 e também o C22:6, o
acido docosahexaendico, muito presente nos dleos de cagao-azul neste trabalho.

O perfil de acidos graxos do 6leo de figado de tubardao comercial, que neste trabalho
serviu como referéncia, evidenciou menores quantidades para a maioria dos acidos graxos
quando comparado aos dleos obtidos via SFE. Varios fatores podem explicar esses reduzidos
valores, a exemplo do préprio processo de refino que ao qual o éleo é submetido, que acaba
por estender a shelf life do 6leo, mas diminui a quantidade de acidos graxos presentes.
Fournier et al. (2007) relata que a etapa de desodorizacdo do d6leo de peixe, a qual envolve
tratamento térmico, constitui a fase mais critica do processo de refino. Acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa sdo moléculas ldbeis que podem ser perdidas ao longo
diferentes transformag¢bes quimicas durante o tratamento térmico e estas perdas envolvem
reagOes de ciclizacdo, polimerizacdao e isomerizagdao geométrica.

Além disso, o dleo comercial adquirido para esta pesquisa tem uma grande quantidade
de esqualeno presente (quase 1% de esqualeno presente no dleo, que sera discutido no item
5.2.3) e também de alquilgliceréis ou éteres lipidicos (informacGes do fabricante),
compostos cada vez mais pesquisados por seus efeitos benéficos, como efeitos
antineoplasicos e estimulante do sistema imune (FERNANDEZ et al., 2013), os quais n3o sdo
guantificados pelo método tradicional de determinagao de acidos graxos.

Na amostra de OFTC os acidos graxos majoritarios sao acido oleico e palmitico, tal
como encontrado no trabalho de Firestone (2006). Mesmo com baixo indice para a maioria
dos acidos graxos analisados, observa-se também as grandes quantidades de MUFA w-9, tais
como acido 8-eicosendico, gonddico, erucico e nervonico. Os cromatogramas de ions totais
de cada dleo de figado estao apresentados na Figura 18, que mostra a diversidade de acidos
graxos que estas matrizes apresentam.

Para todos os dleos avaliados, o grupo de acidos graxos em maior quantidade sdo os

da classe monoinsaturados, com valores de 15,74 a 45,45 g/ 100 g de dleo. A obtencdo de
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Oleos ricos em dacidos graxos insaturados era esperada, visto que na pesquisa de Corréa et al
(2008) com fracionamento de d6leo de peixe com CO,SC, foram determinados elevados
fatores de separacdo para acidos graxos de cadeia curta, que tendem a migrar para a fase
mais leve, rica em CO; e para compostos com duplas ligacdes, evidenciando a afinidade do

CO; por insaturagdes.

Figura 18 - Cromatogramas de ions totais do perfil de acidos graxos dos 6leos de figado de
cacdo-azul e 6leo de tubardo comercial analisados em cromatografia gasosa com
espectrometro de massas acoplado
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Figura 18 - Cromatogramas de ions totais do perfil de acidos graxos dos 6leos de figado de
cacdo-azul e 6leo de tubardo comercial analisados em cromatografia gasosa com

espectrometro de massas acoplado
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Os 4acidos graxos insaturados sdo componentes importantes de fosfolipidios da

membrana celular com concentracdes mais elevadas no sistema nervoso central e

fisiologicamente, esses acidos graxos sdao essenciais para o desenvolvimento saudavel do
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cérebro e sdo de grande importancia para a manutencdo da homeostase corporal (NEMETH
et al,, 2014).

Os 4acidos graxos poli-insaturados 6megas 3 e 6 também apresentaram valores
significativos para a maioria dos 6leos de cagao-azul. Ainda assim, destaca-se para todos os
6leos os elevados indices de DHA (acido docosahexaendico), que juntamente com o EPA
(acido eicosapentaenoico) possuem reconhecida a¢do de prevencdao a aterosclerose,
reducdo da pressdo e dos niveis de triglicérides (GARCIA et al., 2006). Shapiro et al. (2013)
ainda acrescenta efeitos como atenuagdo de diferentes tipos de dor, diminuicdo da
mortalidade de pds infarto miocdrdio, inibicdo de moléculas pro-inflamatérias, dentre
outros.

Os niveis dos acidos a-linolénico e y-linolénico estao muito baixos nas amostras de
Oleos analisados (Tabela 16), menos de 0,5% da area total dos picos de todos os
cromatogramas dos dleos (valores ndao apresentados). Na pesquisa de Jayasinghe, Gotoh e
Wada (2012) com éleos de figado cacdo-azul, os valores encontrados para estes acidos
graxos também foram muito baixos e com déleos de cagdo pescados no Atlantico e no

Pacifico também foram encontrados estes niveis (KANG; TIMMINS; ACKMAN, 1998).



Tabela 16 - Perfil de acidos graxos (g/ 100g éleo de figado de peixe) de d6leo de figado de cagdo-azul e de tubardo comercial

(continua)
. 200 bar/ 200 bar/ 250 bar/ 250 bar/ 300 bar/ 300 bar/

TR (min) AG Nome 50 °C 60 °C 50 °C 60 °C 50 °C 60 °C OFTC
20,79 14:0 Acido miristico 5,18240,99 4,89°+0,25 1,34°+0,11 2,78°+0,04 2,93°+0,60 2,03°+0,10 1,56°+0,06
22,29 15:0 Acido pentadecandico 2,10°+0,42 1,58%°+0,22 0,37°+0  0,75°°+0,03 0,90° +0,19 0,31°+0,43 0,35°% 0,05
23,90 16:0 Acido palmitico 25,67?+4,09 19,42°+1,10 6,70°+0,25 13,31°+0,21 13,78*+1,74 9,57°+0,57 10,09°¢1,56
25,35 17:0 Acido margarico 1,77°+0,30 1,17°+0,07 0,38 +0 0,76°“+0 0,91 40,12 0,56 +0,14 0,319+0
26,97 18:0 Acido estedrico 7,37 +1,02 5,83°°+0,52 2,33°+0,13 4,69°+0,06 4,93°°+0,36 3,32°%+0,17 2,79% +0,49

> SFA! 42,09 32,88 11,12 22,29 23,43 15,78 15,09
22,09 14:1n-5 Acido miristoléico Nq 1,16 + 0,06 Ng Ng Ng Ng Nq
24,51 16:1n-7  Acido Metil hexadec-9-enoato 2,89°® +0,21 3,46°+0,26 0,67°+0,26 1,04°+0,01 1,73°*+1,02 1,10°+0,87 0,80°+0,24
25,00 16:1n-7 Acido palmitoléico 8,96°+1,17 7,60°+0,44 2,39°+0,25 5,07°+0,16 5,20°+0,66 3,70°+0,28 4,57° +0,49
26,47 17:1n-9 Acido ma rgaroléico 1,15+ 0,18 0,87°° +0,09 Nq 0,45°° +0,04 0,25°+0,35 Nqg 0,68%° +0,06
28,13 18:1n-9 Acido oleico 19,997+3,06 18,94°°+0,83 6,349+ 0,32 13,20°40,24 13,32°4+1,17 9,36°+0,16 17,02%°+2,76
28,24 18:1n-9t Acido elaidico 2,68+2,66 4,94°+0,45 1,57°%+0,12 3,54°+0,06 1,10°+0,11 1,73*+1,34 0,79°%£0,18
31,37 20:1n-9 Acido 8-eicosendico Nqg Nqg 0,31°+0,03 0,79*°+0,06 0,97°+0,08 0,64°+0,14 1,84°+0,28
31,49 20:1n-9 Acido Gonddico 4,14*+2,53 6,27°+£0,57 2,71°+0,23 5,89°+0,04 6,06°£0,08 4,41°+0,16 6,13°+1,74
35,01 22:1n-9 Acido erucico 1,42°+0,10 2,23°+0,36 1,21°+0,04 2,79°°+0,11 3,14*°+0,01 2,09°+0,15 5,35+ 1,70
39,01 24:1n-9 Acido nervonico 0,91°+ 0,08 Ng 0,57°+0,03 1,29°+0,11 1,73°*+0,11 1,12*+0,13 3,10°+0,98
> MUFA? 42,16 45,45 15,74 34,05 33,48 24,13 40,26
29,75 18:2n-6 Acido linoleico 3,022 +1,05 1,90*+0,08 0,70°+0,03 1,23*+0,08 1,43?*+0,08 1,01°+0,21 1,01°+0,14
33,32 20:2n-6 Acido eicosadiendico 3,052+ 2,98 Ng 0,572+0,07 0,61°+0,07 0,30°+0,42 0,31°+0,44 Ng
35,89 20:4n-6 Acido araquidbnico 3,21 +0,39 2,43 +0,21 0,849+0,06 1,70°+0,04 1,86 +0,17 1,12°¢+0,08 Nqg
40,06 22:4n-6 Acido adrénico 0,88 +0,17 Nq Ng Nq Ng Nq Nq

L6



Tabela 17 - Perfil de acidos graxos (g/ 100g éleo de figado de peixe) de dleo de figado de ca¢do-azul e de tubardo comercial

(conclusao)

41,11 22:5n-6 Acido docosapentaenoico 2,48 +0,36 1,25°+0,13 0,86°+0,37 0,97°+0,09 1,23°+0,10 0,72°+0,08 Ng
> w-6 PUFA3 12,63 5,57 2,97 4,51 4,82 3,15 1,01
38,29 20:5n-3 EPA* 5,22 +0,56 4,71* 0,25 1,22% +0,83 3,44 +0,15 3,62%°+0,49 2,77°+0,01 0,86°+0,05
42,56 22:5n-3 DPA> 3,06+0,45 2,69°+0,23 2,97°+2,54 2,43°+0,02 2,73*+0,22 1,73?+0,06 0,35°+0,06
43,74 22:6n-3 DHA® 14,76°+1,62 11,21°°+0,80 3,05°+ 3,75 9,90°° +0,26 10,88%°+0,79 7,48 0,20 1,72°+0,24
> w-3 PUFA’ 23,04 18,60 7,23 15,76 17,22 11,98 2,93
> PU FA8 35,66 24,17 10,20 20,26 22,04 15,13 3,94

Quantidades encontradas de acidos graxos para os diferentes éleos analisados na mesma linha ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95% de significancia pelo teste de
Tukey.

*total de &cidos graxos saturados (em inglés).

2total de 4cidos graxos monoinsaturados (em inglés).

3total de &cidos graxos poli-insaturados w-6 (em inglés).

44cido eicosapentandico (em inglés).

54cido docosapentaendico (em inglés).

64cido docosahexaendico (em inglés).

7total de &cidos graxos poli-insaturados w-3 (em inglés).

8total de 4cidos graxos poli-insaturados (em inglés).

Ng — ndo quantificado. Devido a diversidade de acidos graxos presentes nas amostras analisadas, padronizou-se quantificar apenas os que continham mais de 0,5% em
area, em relagdo ao cromatograma de ions totais.

Fonte: Propria autoria.

86
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5.2.3 Teores de esqualeno e vitamina A no 6leo de figado de cagao-azul

O dleo de figado de cacdo-azul contém esqualeno. O cromatograma de ions totais
(Figura 19) apresenta varios picos, sendo os primeiros identificados como acidos graxos
(até 20 min de corrida) e em 32 min tem-se o pico de esqualeno. Logo apds, inclusive o
maior pico, é reconhecido nas bibliotecas NIST e NIST 08S como sendo o colesterol, uma
molécula que apresenta similaridade estrutural com o esqualeno. A metodologia de
extracdo do esqualeno é a cristalizacao fracionada, método no qual a amostra de 6leo é
colocada em contato com uma proporg¢ao definida de metanol: acetona.

Na analise de esqualeno, houve a cristalizacdo dos triacilglicerdis e outros
componentes lipossollveis e saponificaveis, restando o esqualeno e compostos similares
gue foram solubilizados na fracdo solvente e constituiram a fracdo analitica. Como se trata

de substancias com tempos de retencao bem distintos, elas ndo prejudicaram a analise.

Figura 19 - Cromatogramas de ions totais da determinagdo de esqualeno nas amostras de
Oleo de tubardo realizadas em coluna RTX-5MS de acordo com Lu et al. (2003)
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Fonte: Prépria autoria.

Os teores de esqualeno variaram significativamente ente si, quando condicOes
operacionais distintas foram aplicadas na extracdo supercritica do 6leo de figado de cacao-
azul (Figura 20). O d6leo de figado de tubardo comercial apresentou o maior teor de

esqualeno, 730,91 mg/100 g de dleo. Entre os dleos de figado de cagdo-azul obtidos com
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CO,SC, os melhores resultados foram para as condi¢cdes de menor pressao aplicadas, sendo
o maior resultado encontrado na condigdo 200 bar/ 60 °C, de 536,99 mg/100 g de dleo. Esta
condicdo de extracdo foi escolhida para a obtencdo do dleo utilizado no processo de

microencapsulagao.

Figura 20 - Teores de esqualeno (mg/ 100g de amostra) em 6leos de figado de cagdo-azul
obtidos por SFE e dleo de figado de tubarao comercial (OFTC)

Colunas dos valores de esqualeno com mesmas letras sdo iguais ao nivel de 0,05% do limite de confianga (teste
Tukey).
Fonte: Prépria autoria.

A correlagdo realizada entre o teor de esqualeno e a densidade de CO; aplicada ao
processo de extracdo com um coeficiente -0,88 (p<0,05, Figura 21) indica que os maiores
teores de esqualeno foram encontrados quando densidades mais baixas foram aplicadas na
extragdo supercritica do dleo. Esta relagdo também foi visualizada no dleo de figado de
beijupira (Tabela 12, item 5.1.3).

O comportamento contrario foi obtido na pesquisa de Martinez-Correa et al. (2010),
no estudo da solubilidade de esqualeno puro em CO,SC. Vale lembrar que, enquanto estes
autores estudaram a solubilidade de um composto puro, nesta pesquisa obteve-se
esqualeno a partir de uma amostra complexa, com triacilglicerdis, vitaminas lipossoluveis e
demais componentes que competem pela solubilizacdo e, portanto, podem interferir na

forma como este Unico composto é solubilizado pelo CO,SC.
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Figura 21 - Correlagdo entre teor de esqualeno e densidade do CO; aplicado na SFE dos 6leos
de figado de cacdo-azul

Densidade = 889,85 - 0,3175 * esqualeno
Correlation: r = -,8889

880

860

840 S

820 A

800 BN

780 >

Densidade CO, (k/m3)
A

760 ~
740 BN

720 >

700
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Esqualeno (mg/ 100g) a_95% confidence

Fonte: Prépria autoria.

As maiores fontes de esqualeno sdo os tubardes da familia Squalidae, nos quais a
presenca do composto é considerdvel, que os resultados expressos nos trabalhos
académicos sdo apresentados em percentagem em relacdo ao dleo total. A exemplo da
pesquisa de Hernandez-Pérez, Gallego e Carlos (2002), com amostras de figados de tubardes
de alto mar, onde foram verificados valores de até 50,5% de esqualeno no 6leo. Na pesquisa
de Bakes e Nichols (1995), a presenca de esqualeno nos 6leos de diversos tubardes
analisados chegou a cerca de 82% (para a espécie Centrophorus scalpratus). Ja para uma
pesquisa utilizando a mesma espécie deste estudo, Prionace glauca, ndo foi encontrado
esqualeno em seu 6leo (BALLANTYNE, 1997).

Atualmente a maioria destas espécies detentoras de grande quantidade de esqualeno
estd ameacada de extingdo. Mais uma vez esta pesquisa se mostra relevante, pois apresenta
dados de uma espécie de cacdo cuja populacdo ndo esta ameacgada e sua carne estd sendo
intensamente beneficiada. Os residuos deste beneficiamento, até onde se sabe, ndao sdo
aproveitados e nota-se pelo valor nutricional e de componentes bioativos, a grande perda de
uma fonte de 6leo de pescado que é desperdicada.

A presenca de esqualeno em éleos de figados de tubarao é muito variada, podendo
ndo estar presente em algumas espécies ou sob determinadas condices, ou podem atingir
niveis de até 95% no 6leo. Tubardes de aguas profundas usam o alto teor de esqualeno em

seus figados para fins de flutuabilidade. O coeficiente de expansdo térmica do esqualeno
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permite um facil ajuste do peso especifico do tubardo com a temperatura real da agua
associada a profundidade em que o animal se encontra (PIETSCH, JAEGER, 2007).

A analise de vitamina A mostrou que as diversas condicdes operacionais de extracao
propiciaram quantidades significativamente diferentes de vitamina A, expressos em retinol
equivalente (RE), que corresponde a 1 micrograma de retinol equivalente por mL de amostra
(Figura 22). Os indices de RE entre os diversos 6leos variaram de 578,98 a 3.682,01 RE/g
Oleo, valores considerados muito elevados. Na amostra de dleo de figado de tubardo
comercial o teor encontrado foi de 1.899,35 RE/g dleo. Neste caso, pode-se atribuir estes
resultados ao processo de refino ao qual o 6leo comercial é submetido.

No dleo de figado de cagdo-azul extraido a frio, foi encontrado um valor de 489 RE/g
6leo, bem abaixo dos resultados desta pesquisa (PACHECO; BARRERA-ARELLANO, 1994). A
correlacdo entre a densidade de CO; e a quantidade de vitamina A nos éleos foi nao
significativa (95% do limite de confianga), apontando que outros fatores mais relevantes
influenciam o rendimento de retinol.

FAO estipula que o valor minimo de vitamina A que dleos de pescados devem conter é
de 40 RE/ mL de dleo, dessa forma, pode-se analisar que mesmo os OFCA obtidos via SFE
com os mais baixos valores possuem grandes quantidades de vitamina A. De acordo com a
resolucdo RDC n° 269/2005, que trata sobre a ingestdo diaria recomendada (IDR) de
proteinas, vitaminas e minerais da ANVISA, a IDR de vitamina A para adultos é de 600 RE
(BRASIL, 2005). Sendo assim, 1g de OFCA ou supre a demanda didria (condi¢des 300 bar/ 50
°C e 300 bar/ 60 °C) ou causa hipervitaminose no individuo que a consumir (demais

condicbes de extracdo).
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Figura 22 - Vitamina A (expressa em retinol equivalente) no dleo de figado de cacdo-azul
obtidos por SFE sob diferentes condi¢des e no OFTC
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Fonte: Prépria autoria.

Estudos de solubilidade de vitaminas em CO,SC foram realizados por Johannsen e
Brunner (1997) com as vitaminas A, D, E e K. Neste trabalho, foi verificada a influéncia da
temperatura e da densidade sobre a solubilidade destes componentes, de modo que a
temperatura constante, as solubilidades de todas as substancias aumentaram com o
aumento da densidade. Este comportamento nao foi observado na extragao de vitamina A a
partir do 6leo de figado de cacdo-azul.

No entanto, Turner, King e Mathiasson (2001) afirmam que a solubilidade de
compostos puros algumas vezes ndo pode ser integralmente aplicada para amostras
complexas, como é o caso do dleo de cagdo-azul. Em produtos alimentares, vitaminas
lipossoluveis sdo encontradas no mesmo sistema que triacilglicerdis e esterdis, que podem,
em alguns casos, funcionarem como modificadores da polaridade do CO,SC e levarem a
condicBes diferenciadas de extracdao. Outro fato importante é que os triacilglicerdis sdo
facilmente solubilizados pelo CO,;SC e por isso competem com outros componentes

presentes na matriz.
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5.3 Caracteriza¢do das microparticulas de 6leo de figado de cagdo-azul obtidas pela

técnica PGSS

Este trabalho estudou a formagao de microparticulas de dleo de figado de cagdo-azul
utilizando amidos modificados como materiais poliméricos de impregnacao, HI CAP® 100 e a
Purity Gum Ultra®. O amido modificado é considerado um bom material para
microencapsulacdo por ser abundante, barato, possuir sabor agradavel e oferecer uma boa
protecdao contra a oxidacdo dos agentes de sabor (SPADA et al, 2013). Tanto o Hi Cap® 100
quanto a Purity Gum Ultra® sdo amidos modificados por meio da esterificagcdao entre amido e
acido octenil succinico anidro sob condicdes alcalinas, sendo chamado de amido OSA. Esta
modificacdo é aprovada pela FDA e este ingrediente tem sido usado com sucesso para
encapsulacdo e para emulsdes aplicadas em bebidas (XIE et al., 2010). A diferenca entre os
polimeros usados neste trabalho refere-se ao grau de hidrofobicidade, que é maior para a
Purity Gum Ultra®.

Os amidos nativos tém, geralmente, solubilidade limitada em agua e por isso tém
aplicacdes industriais restritas, o que motivam os processos de modificacdo destes, a
exemplo da adi¢cdo de grupos quimicamente substituidos, tais como o acetato ou anidrido
octenil succinico (grupo OSA). Estes substituintes covalentemente ligados geralmente
reagem com qualquer fracdo hidroxila de glicose acessivel e dessa forma, o amido,
normalmente hidrofilico, ganha um elemento hidrofdbico, resultando em moléculas com um
caracter anfifilico. Polimeros anfifilicos tém uma ampla variedade de aplicacdes,
particularmente em emulsificacdo, encapsulagdo, peliculas e revestimentos e na producao

de géis (SWEEDMAN et al., 2013).

5.3.1 Parametros morfolégicos e dimensionais

As micrografias das microparticulas (Figura 23) realizadas por microscopia eletronica
de varredura mostram que estas possuem uma superficie irregular e similar aos polimeros
sem tratamento, com algumas particulas rompidas. O processo de mistura dos materiais
com o CO; durante 40 min ocorre sobre intensa rotagao, o que pode justificar o rompimento
de algumas microparticulas. Na pesquisa realizada por Krishnan, Kshirsagar e Singhal (2005),

no qual foram encapsuladas oleoresina de cardamomo utilizando a técnica spray drying, foi
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observado que as particulas com amidos modificados apresentaram as mesmas fissuras. O

aspecto enrugado é o mesmo verificado no trabalho de Drusch et al. (2007).

Figura 23 - Micrografias de microparticulas de 6leo de figado de cagdo-azul em obtidas com
a técnica PGSS, em diferentes tratamentos

Hi Cap® 100 Purity Gum Ultra®
Hi Cap® 100 Purity Gum Ultra®
Hi Cap® 100/40 °C Purity Gum Ultra®/40 °C
Hi Cap® 100/60 °C Purity Gum Ultra®/60 °C

Fonte: Prépria autoria.
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Outro ponto que pode ser observado é a aglomeracdo de granulos de amido nas
micrografias apds tratamento com CO. supercritico, tal como ocorreu na impregnagao de
6leo de lavandin estudada por Varona et al. (2011) e limoneno por este grupo de pesquisa
(MACHADO et al., 2016).

A microscopia confocal de varredura a laser permite ter uma visualizacdo nao-
destrutiva através da parede das microcapsulas e ao utilizar diferentes marcadores
fluorescentes, compostos marcados podem ser identificados sem ambiguidades
(LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR, 2000). Todavia, para isso, é necessario fazer um estudo prévio
dos materiais individualmente. Os materiais, separadamente, foram testados quanto a sua
capacidade de emissdo do comprimento de onda a partir de determinado comprimento de
onda emitido na amostra. Os gréaficos de emissdo do laser a 488 nm (Figura 24) mostram que
os polimeros utilizados na formacao das particulas, Hi Cap 100® e Purity Gum Ultra® emitem
comprimentos de onda do laser no mesmo espectro que o material de nucleo deste
trabalho, o éleo de figado de cacdo-azul, o qual se apresenta levemente mais intenso e com
outros comprimentos de onda do lasers foram observados comportamento semelhante (a
405, 514 e 561 nm, dados ndo mostrados).

Estes resultados preliminares mostram a necessidade de uso de um fluoréforo,
substancia que quando adicionada a outra, a torna fluorescente. Desse modo,
microparticulas de 6leo de figado de cacdo-azul foram processadas com corante lipofilico

Nile red e analisadas em microscopia confocal (Figura 25).
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Figura 24 - Estudo dos componentes individuais utilizando a microscopia confocal. Imagem
dos polimeros e OFCA (esquerda) e grafico de emissdo de comprimento de onda (direita)
Grafico de emissao do
comprimento de onda

Imagem do componente

Hi Cap® 100

OFCA

Purity Gum Ultra

Emissdo do laser para a resposta do grafico: 488 nm.
Fonte: Prépria autoria.

Nas imagens, a mesma agregac¢dao do polimero visualizada nas micrografias via MEV
sdo vistas, porém o oleo corado em vermelho apresenta-se aparentemente fora das
microparticulas, no espaco interfacial circundando os granulos de amido, similar as imagens
apresentadas na pesquisa de Comin, Temelli e Saldafia (2012), com a impregnacdo de éleo

de linhaca em amido de milho pré-gelatinizado em meio supercritico.
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Figura 25 - Micrografia confocal da microparticula de dleo de figado de cagdo-azul com
Purity Gum Ultra® (esquerda) e Hi Cap® 100 (direita) processadas a 60°C

Fonte: Prdpria autoria.

O diametro médio de particulas foi determinado para as microparticulas de éleo de
figado de cagdo-azul (Tabela 17). De maneira geral, as microparticulas tiveram seu diametro
diminuido apds o processo PGSS. A redugdo do diametro foi em torno de 94% para o Hi Cap®
100/60 °C e em relagdo ao Hi Cap® 100/40 °C, houve uma diminuicdo do diametro das
particulas em 95% em relacdo ao polimero puro. Nos processos nos quais se empregou
Purity Gum Ultra®, também foram verificadas diminui¢cdes do diametro médio, de 96% para
o tratamento Purity Gum Ultra®/40 °C e de 89% para o Purity Gum Ultra®/60 °C. Os valores
dimensionais destas particulas sdo bem menores que os encontrados na literatura. Varona e
colaboradores (2011) produziram microparticulas impregnadas de éleo essencial de lavandin

em amido modificado por meio da técnica PGSS apresentaram diametro médio de 50 um.

Tabela 17 - Diametro médio das microparticulas de dleo de figado de cacdo-azul e seus
respectivos polimeros

Tratamento Diametro Médio de Particula (um)
Hi Cap® 100/40 °C 1,92+0,17
Hi Cap® 100/60 °C 2,75+0,23
Hi Cap® 100 44,51 +£0,14
Purity Gum Ultra®/40 °C 2,94+0,17
Purity Gum Ultra®/60 °C 8,45+0,23
Purity Gum Ultra® 76,50 £ 0,09

Fonte: Prépria autoria.

Analisando os valores de diametro médio de particula com as micrografias realizadas

por microscopia eletrénica de varredura, basicamente observa-se que as microparticulas
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diminuiram drasticamente de tamanho sem perder a sua conformacao inicial, um granulo
com inumeros sulcos na sua superficie. Isto pode ser explicado pela utilizagdao do etanol na
formacdo de aerogel® com amido, pois segundo Garcia-Gonzélez, Alnaief e Smirnova (2011),
o etanol é aplicado no sistema para evitar o colapso da estrutura de poros apds a secagem
mas também leva a um encolhimento mais extenso do polimero. Dessa forma, sugere-se
que a presenga do etanol, que compde 44% da mistura, pode ser o responsavel pela
diminui¢ao do tamanho da particula.

A relagao entre a concentragao de CO; saturado na solugdo supercritica e o tamanho
da particula ja foi estudada. No trabalho de Paz, Martin e Cocero (2012), a analise dos
resultados experimentais de micronizacdo de polietileno glicol por PGSS-drying indicou que
quando a concentracdo de didxido de carbono na solucdo de gas saturada é elevada, a
atomizacdo é mais eficaz, o que leva a producdo de particulas menores. As condicoes
operacionais de produgdo de microparticulas foram 120 bar e 40 e 60°C e para estes
parametros utilizou-se uma massa média de CO; de 141,5 g (Hi Cap® 100/40 °C); 120,4 g (Hi
Cap® 100/60 °C); 150 g (Purity Gum Ultra®/40 °C) e 125,3 g (Purity Gum Ultra®/60 °C). Nota-
se que para o tratamento Purity Gum Ultra®/40 °C, que possui uma massa de CO3 na reacgdo
superior ao Purity Gum Ultra®/60 °C, as particulas formadas apresentavam didmetro médio
menor que o Purity Gum Ultra®/60 °C, em acordo com o explicado anteriormente.

A analise da distribuicido do diametro médio das particulas (Figura 26) apresenta
amostras pouco dispersas. Este tipo de distribuicdo do tamanho de particulas ja era
esperado, pois, de acordo com Sanli, Bozbag e Erkey (2012), dentre as vdrias vantagens do
processo PGSS, semelhante ao RESS e outros processos supercriticos em relagdo aos

processos convencionais, seria uma restrita distribuicdo de particulas.

5> Os aerogéis podem ser definidos como produtos obtidos a partir da secagem supercritica de géis. A aplicac3o
da tecnologia supercritica evitar o colapso dos poros e mantem intacta a textura porosa do material, sendo
aplicado na liberacdo controlada de farmacos e demais produtos (GARCIA-GONZALEZ; ALNAIEF; SMIRNOVA,
2011).
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Figura 26 - Distribuicdo do didmetro médio de microparticulas de éleo de figado de cacdo-
azul geradas pela técnica PGSS
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Fonte: Prépria autoria.

5.3.2 FTIR

Poucas consideracbes podem ser feitas quanto aos espectros FTIR gerados para os
componentes individuais e para as respectivas microparticulas de 6leo de figado de cacao-
azul obtidas com a técnica PGSS (Figura 27), no que se refere as possiveis ligacées quimicas
formadas com o processo aplicado, o que diferenciariam os espectros. Na molécula de
etanol, a banda de absor¢do mais intensa, caracteristica deste composto, é a 1.050 cm™
(biblioteca online NIST, 2011; database SDBS (2015), destacado pela seta azul claro na Figura
27. Nota-se que esta banda ndo esta presente nos pds analisados, legitimando que o etanol
foi eliminado no processo sendo carreado pelo CO2 no momento da despressurizacao.

De maneira geral, os espectros das microparticulas se assemelham aos componentes
usados na mistura. Nos espectros da lecitina e do OFCA, uma banda que aparece em torno
de 750 cm™ n3o estd presente nas microparticulas (setas rosa e laranja, Figura 27). Esta
analise elucidaria um ponto importante do processo de impregnacao do éleo de cagdo-azul
em meio supercritico, indicando que o OFCA e a lecitina ndo se encontram ligados

guimicamente aos polimeros utilizados. No entanto, essa afirmacdo seria evasiva, ja que
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maiores bandas tanto para a lecitina quanto para a o OFCA, por volta de 1.750 cm™, estdo
presentes em todas as particulas formadas, excedendo o polimero puro e etanol.

Como esta técnica se limita ao estudo de ligagdes quimicas e ndao explora a presenga
de interagdes entre as moléculas, pode-se atribuir a estas interagdes moleculares como um
dos fatores que contribuem para a permanéncia do dleo de figado de cacdo-azul na matriz
polimérica. Dentro do estudo da microencapsulagdo de 6leo de figado de tubardes, a
pesquisa de Diaz-Rojas e colaboradores (2004) aplicou a técnica de espectroscopia de FTIR
para comparar o 6leo in natura com o éleo microcapsulado com pectina de linhaga. Os
resultados apontaram que o processo de microencapsulagao nao afetou as caracteristicas do

Oleo.
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Figura 27 - Espectros de FTIR dos componentes individuais da mistura e de cada p6
produzido via técnica PGSS

Fonte: Prépria autoria.

5.3.3 Umidade, atividade de agua, higroscopicidade, solubilidade e retenc¢ao de éleo

A Tabela 18 apresenta a caracterizacao das microparticulas de OFCA produzidas com a

técnica PGSS. O processo de microencapsulacdo diminuiu significativamente (p<0,05) a
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umidade das microparticulas produzidas a 60 °C em relacdo aos controles, sugerindo a
influéncia da temperatura aplicada nesta caracteristica das microparticulas. A umidade
encontrada nas microparticulas de 6leo de figado de cacdo-azul é semelhante a outros
estudos (SILVA et al., 2013; FERNANDES; BORGES, BOTREL, 2014), destacando-se a
microparticula com Hi Cap® 100 produzida a 60°C, com a menor umidade apresentada.

A ay das microparticulas de cagao-azul aumentou em relagdo aos controles. Para o Hi
Cap® 100, a aw apresentou variacdes apenas em relacdo ao controle com base no teste de
Tukey. Com a Purity Gum Ultra®, houve diferengas entre os tratamentos e entre estes e o
controle (para o tratamento Purity Gum Ultra®/40 °C). A temperatura de operacdo de 60°C
produziu microparticulas de Purity Gum Ultra® com ay significativamente menor, em
comparagao com o tratamento realizado a 40°C. A anadlise da atividade de dgua e conteudo
de umidade em microcdpsulas é importante para predizer a estabilidade destas, uma vez
gue a presenca de agua pode levar a um crescimento microbiano, oxidacdo de lipidios e
reagOes quimicas enzimaticas e ndo-enzimaticas (ANWAR; KUNZ, 2011).

Estes mesmos polimeros na producdo de particulas por outros métodos originaram
microparticulas com aw menores, como na pesquisa de Silva et al. (2013), no qual obtiveram
particulas por meio da técnica de spray drying com ay de 0,25 a 0,39, justificado pelas
caracteristicas do método aplicado, que envolvem temperaturas bem mais elevadas e que
por sua vez, consegue eliminar mais agua disponivel no sistema. Ainda assim, vale ressaltar
gue a aw adequada para o crescimento de microrganismos varia de 0,7 a 1 (VERDIER et al.,
2014) e portanto, infere-se que as microparticulas de 6leo de cag¢do-azul ndo propiciam o
desenvolvimento microbiano ainda que estejam com uma aw maior que outros sistemas

particulados.



Tabela 18 - Valores médios de umidade, atividade de dgua, higroscopicidade, solubilidade e retencao de dleo de microparticulas de 6leo de

figado de cacdo-azul geradas com a técnica PGSS

Umidade (%) aw Retencdo de 6leo (%) Higroscopicidade (%) Solubilidade (%)
Hi Cap® 100/40 °C 5,36 + 0,64°¢ 0,45 + 0,01°° 79,07+ 1,522 9,00 +0,01° 84,86 + 0,982
Hi Cap® 100/60 °C 3,24 +0,38¢ 0,44 +0° 81,43+1,72° 5,40 +0,07¢ 86,04 + 6,723
Hi Cap® 100 6,34 +0,12¢ 0,40+ 0¢ - 12,81 + 0,042 95,35 +0,38?
Purity Gum Ultra®/40 °C 8,73 +0,45% 0,53+0,01° 74,15 + 4,952 4,17 +0,07¢ 83,38 +0,50°
Purity Gum Ultra®/60 °C 8,04 + 0,40° 0,48 + QP 81,84 +1,01° 4,27 +0,02¢ 78,17 +1,15¢
Purity Gum Ultra® 9,85+ 0,02° 0,44 +0,01°° - 6,84 +0,13¢ 93,50+ 2,272

Diferentes letras na mesma coluna significam diferenca estatistica (p<0,05) para o teste de Tukey.

aw — atividade de dgua.
Fonte: Propria autoria.

Vit
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O indice de retencao de 6leo é um dos principais parametros de eficiéncia do processo
de microencapsulagdo, pois mostra o percentual de material de nucleo aderido a superficie
da microparticula. As microparticulas de 6leo de figado de cacdo-azul ndo apresentaram
diferengas significativas na reten¢do de 6leo, com valores variando de 74% a 82%. Em
pesquisa com microencapsulacdo de agentes flavorizantes utilizando amido succinato, de
Murua-Pagola, Beristain-Guevara e Martinez-Bustos (2009), foi encontrado indices de
retencdo de 6leo maiores que neste estudo, em torno de 94%.

Os valores retencdo de 6leo confirmam outros resultados das microparticulas de éleo
de figado de cagdo-azul, a exemplo da microscopia confocal, no qual o éleo devidamente
corado na mistura se apresentou predominantemente na superficie da microparticula.
Analisando conjuntamente estes resultados, pode-se afirmar que o éleo foi impregnado,
mas nao foi microencapsulado.

De acordo com Comin, Temelli e Saldafa (2012), para que haja encapsula¢do, o
material de nucleo tem de permanecer no interior do granulo de amido. Lipidios podem
depositar-se nos granulos e permanecer 1a devido a uma maior afinidade com o amido do
gue com o CO,SC. Durante a manutencao da pressao, o lipidio pode formar um complexo
com os componentes do amido, como amilose, permanecendo assim nos granulos. Entre os
lipidios estudados por Comin, Temelli e Saldafia (2012), eles inferem que isto pode ter
acontecido com o acido oleico utilizado como material de nucleo, mas é pouco provavel que
6leo de linhaga, outro material estudado, tenha seguido o mesmo comportamento.

A adsorcdo de agua é um fator critico em dleos microencapsulados, uma vez que a
presenca de dgua pode influenciar a oxidacao de lipidios e a fluidez dos pds (FRASCARELI et
al., 2012). Spada e colaboradores (2013) afirmam que a superficie das microparticulas pode
influenciar na adsorcao de agua, quando esta apresenta imperfeicdes como fendas e poros,
tal como encontrado neste trabalho.

A higroscopicidade dos pds apresentou valores baixos para todos os ensaios (Tabela
18) e os resultados mostram que o processo supercritico de formacado de particulas diminuiu
a capacidade de adsorcdo de dgua dos pds significativamente em relagdo aos controles. Isso
pode ser explicado pela impregnacdo do éleo na microparticula e consequentemente, pela
diminuicdo da miscibilidade deste sistema em agua. Para o Hi Cap® 100, o processo realizado
a 60°C diminuiu mais ainda a capacidade de adsor¢cdao de dgua em relagdo ao PGSS realizado

a 40 °C. Para Purity Gum Ultra®, os dois tratamentos foram similares entre si. Para muitos
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pds alimenticios, este é considerado um parametro critico, uma vez que a umidade de
sorcao resulta em uma estrutura pegajosa e em um pd mais aglomerado.

No estudo de Sahin-Nadeem e Ozen (2014) no qual éleo de semente de rom3 foi
microencapsulado com blendas de amido modificado e maltodextrina, observou-se que nas
misturas com mais amido modificado houve um decréscimo da higroscopicidade, atribuida a
sua maior capacidade emulsificante. Embora os valores deste estudo tenham sido baixos, as
imagens das microparticulas apds 7 dias (Figura 28) mostram que os pds sofreram alteracdes
drasticas na cor, apresentando uma tonalidade amarelada, a qual nao é visualizada em pds
recém-processados, em todos os tratamentos. Para os tratamentos com Hi Cap® 100,

observou-se inclusive inicio de crescimento de micro-organismos.

Figura 28 - Imagens dos pds e polimeros puros ao final do ensaio de higroscopicidade

Fonte: Prépria autoria.

A analise de superficie do 6leo mostrou que mais de 70% do dleo adicionado na
mistura esta fora da microparticula. Valores de higroscopicidade foram significativamente
diferentes entre os tratamentos e diminuiu em relacdo aos controles. A camada de dleo
existente na superficie exterior das microparticulas pode ter contribuido para a diminuicao
significativa de adsorcdo de agua.

Os polimeros utilizados neste estudo sdo amidos modificados e a solubilidade dos
controles (Hi Cap® 100 e Purity Gum Ultra®) é elevada (Tabela 18). Nota-se que apds o
processo PGSS, a solubilidade das microparticulas decresceu significativamente em relacao

aos controles e entre os tratamentos, o teste de Tukey mostrou que os diferentes pds
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gerados sdo igualmente solUveis entre si. Esta queda na solubilidade pode ser explicada pela
forma como os lipidios estdo distribuidos na microparticula, ja mostrada anteriormente nas
imagens de microscopia confocal. Os lipidios dispersos na superficie das microparticulas ndo
tém afinidade pela dgua, no momento da dissolugdao, impedem que uma parte do polimero

interaja com a mesma.

5.4 O comportamento dos polimeros em meio supercritico

Como resultados complementares ao estudo do processo de formacgao de particulas
em meio supercritico, avaliou-se a solubilidade dos polimeros utilizados neste estudo, Hi Cap
100® e Purity Gum Ultra®. De acordo com Jeong e Byun (2014), dados de comportamento de
fase dos polimeros e mondmeros em fluidos supercriticos desempenham um papel
importante no desenvolvimento do processo para a maioria dos polimeros, condi¢cdes de
polimerizacdo e aplicages industriais relacionadas.

Os amidos modificados foram acondicionados na cela do monitor de fases nas mesmas
condicBes de pressdo e temperatura aplicadas no processo de microencapsulacdo e foram
monitorados por 60 min. As imagens apresentadas na Figura 29 mostram que ndo houve
sensivel variagdao no volume dos polimeros estudados durante o tempo de monitoramento.

Estes resultados sdo muito importantes para auxiliar a compreensdo do
comportamento do amido modificado em meio supercritico e auxiliar no entendimento do
ndo encapsulamento do OFCA (item 5.3.3 deste trabalho). Varios autores descrevem ou
citam como o CO; supercritico interage com o polimero durante o processo de
microencapsulacdo e a partir desta interacdo, o polimero tem a sua morfologia alterada,
normalmente aumentando de volume devido a entrada de CO, contendo o material de
nucleo dissolvido, que por sua vez, no momento da despressurizacdo, permanece na capsula

enquanto o CO; é eliminado na redugao da pressao (CHAMPEAU et al., 2015).
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Figura 29 - Ensaio de expansdo volumétrica com Hi Cap® 100 e Purity Gum Ultra® em meio
supercritico
Hi Cap 100®
Inicio Fim

40 °C

60 °C

Purity Gum Ultra®
Inicio Fim

40°C

60 °C

Fonte: Prépria autoria.

Varona e colaboradores (2011) abrangem esta teoria de comportamento dos materiais

poliméricos utilizados nos processos de microencapsulacao supercritica afirmando que o
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CO,SC pode ser dissolvido na maior parte dos polimeros atingindo uma concentracao entre
10 a 30% em peso, resultando numa expansdo consideravel do polimero. O aumento do
volume livre no polimero inchado com CO; aumenta a velocidade de difusdo e penetracao
de moléculas de soluto para o interior da matriz polimérica. Os autores ainda dizem que a
impregnagao das moléculas de bioativo no material de parede ocorre como consequéncia do
equilibrio de interagGes entre o material de nucleo, o polimero e o CO.SC, resultando em
uma adsorc¢ao ou uma ligacdo quimica dos materiais de nucleo na matriz polimérica.

De maneira geral, esta hipdtese sobre o comportamento é relatada também para
polimeros como PLGA (DELLA-PORTA; FALCO; REVERCHON, 2010), amido pré-gelatinizado
(COMIN; TEMELLI; SALDANA, 2012) e etilcelulose (AHMAD et al., 2011). Todavia, faltam
estudos de solubilidade destes e de outros materiais em meio supercritico para validar esta
teoria, pois sdo materiais diferentes entre si.

Comin, Temelli e Saldafia (2012) também estudaram a expansdo volumétrica em
amostras de amido pré-gelatinizado aplicando condi¢Ges similares as do presente trabalho e
a exemplo do que ocorreu com os amidos modificados, ndo foi verificado inchago
significativo do amido dentro das limitacdes do sistema. Os autores afirmaram que pode ser
que a presenca de poros na superficie dos granulos de amido dificulte a visualizacdo do
inchaco e que este polimero, pelas suas caracteristicas, o amido é indicado para
impregnagao de materiais.

Como ja foi relatado, o CO; pode interagir ativamente com o polimero, desde que
existam grupos de afinidade com o CO,. No estudo de Labuschagne, Naicker e Kalombo
(2016) com a formacgao de microparticulas de goma-laca via PGSS, os autores afirmam que o
inchaco sofrido pelo material de impregnacdo é resultado de interagdes especificas entre
moléculas de CO; e grupos carbonila doadores de elétrons e ésteres funcionais. Os autores
acreditam que ap6s a interacdo inicial entre o CO; e estes grupos funcionais, a presenca de
moléculas de CO; em contato com a goma-laca auxilia a entrada de novas moléculas de CO;
na matriz polimérica. Como a pressdo do sistema aumenta, mais moléculas de CO; penetram
no polimero.

Com base no raciocinio anterior, este mesmo efeito pode acontecer com os polimeros
aplicados neste trabalho, Purity Gum Ultra® e Hi Cap 100®. A molécula de anidrido octenil
succinico contém em sua estrutura os mesmos grupos carbonila doadores de elétrons, os

quais sao responsaveis por interagir com CO,SC e levar ao inchago do polimero. Apds a
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reacdo com a cadeia de amido, em meio alcalino, os grupos carbonilas tornam-se parte da

estrutura do amido, como é possivel ver na Figura 30.

Figura 30 - Amido modificado com anidrido octenil succinico

Adaptado de: ACKAR, D. et al. Starch Modification by Organic Acids and Their Derivatives: A Review. Molecules,
v. 20, p. 19554-19570, 2015.

O fato de nao se ter visualizado a expansao volumétrica pode ser explicado pelo tempo
de observac¢do de 60 min, periodo recomendado pelos autores da drea para se proceder ao
experimento, mas que pode ter sido curto para se notar alguma modificacdo visual no
volume desta amostra. Como ndo existem dados relacionados ao estudo do comportamento
de fase de amidos modificados em meio supercritico, pode ser importante estender esse
periodo de contato com o CO; na cela do monitor de fase.

Outro motivo é a quantidade de grupos carbonila presentes no amido. Por mais que a
substituicdo seja eficaz, de acordo com a FDA a presenca do grupo octenil succinato no
amido ndo pode exceder 3% sobre o amido total. Se a existéncia de grupos carbonila dentro
deste limite implicar em baixas taxas de interacdo com o CO;, é possivel que mesmo que
estes grupos estejam presentes na molécula de amido, a interagdao com o CO; ocorra a um
nivel reduzido e ndo detectavel. Comim, Temelli e Saldafia (2012) também apresentaram
como justificativa para o ndo inchaco de amidos pré-gelatinizados a presenca dos poros nos
granulos, que seria por onde o CO, permearia mais facilmente.

Na despressurizacdo dos experimentos de expansdao volumétrica, atentou-se para
detectar visualmente alguma modificacdo na opacidade do sistema, que significasse a

ocorréncia do ponto de névoa. Os ensaios de visualizacdo do ponto de névoa também foram
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realizados separadamente. Em ambos os casos, ndo houve modificacdo na opacidade na cela

do monitor de fases.

5.5 Estudo da estabilidade oxidativa e do teor de esqualeno presente nas
microparticulas de dleo de figado de cacdo-azul obtidas pela técnica PGSS ao
longo de 60 dias

Quando se pretende avaliar a estabilidade oxidativa de produtos microencapsulados
faz-se o acondicionamento em temperatura constante e condi¢des constantes. Esta andlise
com as microparticulas de OFCA possui varios pontos a se destacar. O primeiro se refere ao
proprio 6leo de cacdo-azul, que possui certa quantidade de acidos graxos livres, muitos
acidos graxos poli-insaturados e foi utilizado para este teste sem refino. Outro ponto se
refere a temperatura de armazenamento, 25 °C, a qual foi escolhida para que fossem
visualizadas, de maneira drdstica, todas as mudancas possiveis neste sistema dentro do
tempo estipulado para esta andlise.

A cor das microparticulas variou entre os tratamentos e entre os dias de
acondicionamento. De maneira geral, o parametro luminosidade dos pds diminuiram
significativamente com o tempo, mas ainda se apresentaram muito claros (Tabela 19 e
Figura 31). Em relacdo ao croma a*, este aumentou significativamente entre os diferentes
tratamentos em fungdo dos dias, dando as microparticulas aspecto alaranjado. O croma b*,
que vai do azul ao amarelo, foi o que mais aumentou numericamente (e também

estatisticamente), e foi o que atribuiu a cor majoritdria as particulas, amarelo.



Tabela 19 - Medidas dos parametros L*, a* e b* para as microparticulas de 6leo de figado de cagdo-azul analisados em diferentes d'

L*
Dias (d) 0d 10d 20d 30d 45d 60d
Hi Cap® 100/40 °C 93,22 £ 0,06 97,55 + 0,05* 94,01 + 0,032/¢ 96,79 + 0,388 79,03 + 0,35%¢ 79,42 + 3,74
Hi Cap® 100/60 °C 88,26° + 0,05 92,86 + 0,34 81,51 + 0,14"P 83,94 + 0,26 80,92 + 0,78"P 87,44 + 0,23
Purity Gum Ultra®/40 °C 95,72 + 0,02 96,70 + 0,06°* 94,88 + 0,06° 95,77 + 0,26 94,17 + 0,01<° 92,99 + 0,073¢

Purity Gum Ultra®/60°C 99,26 £ 0,01 97,51 + 0,02%® 96,11 + 0,03¢° 96,41 + 0,23%C 93,03 + 0,01 90,04 + 0,012bF
a*
Dias (d) Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30 Dia 45 Dia 60
Hi Cap® 100/40 °C -0,24 + 0,018 0,05 + 0% 0,08 + 0,024 -0,54 + 0,049 7,04 +0,10** 7,89 +0,77%
Hi Cap® 100/60 °C 0,33 +0,01%8 0,84 + 0,0328 5,01 + 0,044 4,75 +0,032A 5,36 + 1,06 4,32 + 1,65
Purity Gum Ultra®/40°C  -0,95 + 0,01 0,29 + 0,01°F 0,52 + 0,010 0,87 + 0,06 0,69 + 0,019 1,02 + 0,02
Purity Gum Ultra®/60 °C  -0,28 + 0,01 0,22 + Oct 0,98 + 0bP 1,59 + 0,088 1,26 +0,01¢C 2,28 +0,020A
b*
Dias (d) Dia O Dia 10 Dia 20 Dia 30 Dia 45 Dia 60
Hi Cap® 100/40 °C 19,51 +0,038¢ 18,43 + 0,01 27,06 +0,12"® 26,78 +0,47°8¢ 40,74 +0,13%A 42,83 + 7,55
Hi Cap® 100/60 °C 26,53 +0,02° 21,50+ 0,132 44,86 + 0,192 32,07 +0,222 43,17 +1,06° 42,23 +0,232
Purity Gum Ultra®/40°C 13,85+ 0,04 19,86 + 0,01%° 24,27 + 0,04 21,85+ 0,359 29,70 + 0,05 29,95 + 0,145A
Purity Gum Ultra®/60°C 13,58 +0,01%F 16,87 + 0,01% 21,94 +0,029°  23,23+0,22°C 29,26 +0,16® 34,68 + 0,022

Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna e maidsculas na mesma linha indicam diferencga estatistica (p<0,05) para o teste de Tukey.

L*: luminosidade

a*: cromaticidade do verde ao vermelho
b*: cromaticidade do azul ao amarelo.

€T
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Figura 31 - Representacdo das cores das microparticulas

Purity Gum Purity Gum

Tempo Hi Cap® 100/40 °C Hi Cap® 100/60 °C
P P / P / Ultra®/40 °C Ultra®/60 °C

0 dias

10 dias

20 dias

30 dias

45 dias

60 dias

Cores geradas pela inser¢do dos valores de L*, a* e b* no site http://www.easyrgb.com/index.php?X=CALC

Fonte: propria autoria.

A variacdo de cor total (Tabela 20), representado pelo AE, foi maior para o tratamento
Hi Cap® 100/ 40 °C, o que também pode ser verificado pela diferenga entre as cores
representadas na Figura 31. A pigmentacdo amarelada que as microparticulas adquiriram

com o tempo esta relacionada a presenga de compostos secunddrios da oxidagao lipidica.

Tabela 20 - Diferenca total de cor entre as microparticulas em funcdo do acondicionamento

por 60 dias
Microparticulas Diferenca total de cor (AE)
Hi Cap® 100/40 °C 400,1019
Hi Cap® 100/60 °C 131,5991
Purity Gum Ultra®/40 °C 135,1935
Purity Gum Ultra®/60 °C 268,3464

Fonte: propria autoria.

A quantificacdo de hidroperéxidos é uma das analises mais importantes quando se
estuda a estabilidade de sistemas lipidicos, pois a oxidacdo lipidica é o principal fen6meno e

um dos parametros que determina a shelf life do material processado. Os teores
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mensurados nas microparticulas em diferentes periodos foram distintos entre si e durante
os periodos de armazenagem (Tabela 21). Os valores dos hidroperdxidos em fungao do
tempo apresentou um comportamento diferenciado. De maneira geral, todos os
tratamentos tiveram seus valores de hidroperéxidos aumentando de 0 a 20 dias, decairam
de 20 a 30 dias, se elevaram mais uma vez de 30 a 45 dias e diminuiram de 45 a 60 dias.

Rahman et al .(2009) afirma que a formacdo de hidroperdxidos se dd em uma alta taxa
guando submetidos a temperaturas mais elevadas durante as fases iniciais da oxidacdo de
lipidios e, em seguida, estes sdao rapidamente decompostos em compostos secundarios,
como aldeidos e cetona, ou podem interagir com outros componentes durante o
armazenamento.

Na analise de indice de perdxido, comportamento semelhante foi visualizado no
trabalho de Anwar e Kunz (2011), com dleo de peixe microencapsulado pela técnica freeze
drying. Drusch et al. (2007) também microencapsulou éleo de peixe refinado e acompanhou
a estabilidade oxidativa das microcdpsulas por 40 dias, estocadas a 20 °C. Na pesquisa,
foram mensurados indice de hidroperdxidos, produtos intermedidrios da oxidagado lipidica e
no 40° dia, estes alcancaram valores de mais de 300 mmol/kg de dleo. A encapsula¢do de
6leo de peixe em nanofibras também ndo foi protegeu o éleo contra a oxidagao lipidica,
atingindo em 4 dias valores de 393,7 meq O,/kg 6leo (GARCIA-MORENO et al., 2016).

A oxidacdo lipidica tem consequéncias negativas tanto nutricionais quanto sensoriais,
tais como alteragdes no valor nutritivo dos produtos, a reducao dos niveis de acidos graxos
essenciais e das vitaminas soluveis em lipidios (A, D, E e K), diminuicdo do teor caldrico,
producao de off-flavor pronunciados e mudancas de cor. A oxidacdao de PUFA produz uma
mistura complexa de produtos secundarios de oxidacdo volateis, e isto impacta em aromas
particularmente desagradaveis (LIAO et al., 2012)

Embora os dleos de figado de cacdo-azul utilizados neste ensaio de estabilidade sejam
ndo-refinados, os indices fisico-quimicos iniciais mostravam parametros em conformidade
com legislacBes nacional e internacionais (ver item 5.2.2 deste trabalho). Todavia, fatores
como a temperatura de acondicionamento relativamente elevada (25 °C) associada a
presenca de acidos graxos livres no sistema, podem ter desencadeado o processo oxidativo

nas amostras (DAMODARAN; PARKIN, FENNEMA, 2010).



Tabela 21 - indices de peréxido (meq de O, ativo/ Kg de 6leo) dos 6leos de figados de cacdo-azul presentes em microparticulas acondicionadas
em dias diferentes

Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30 Dia 45 Dia 60
Hi Cap® 100/40 °C 43,85+£10,65°° 62,52+1,66°°  419,33+521°®  230,22423,80°° 649,01+108,61°* 277,11+81,08%C
Hi Cap® 100/60 °C 49,27 £2,47°°  61,46+0,53°C 448,48+ 11,85®  144,82:52,08%°C  571,29+50,29%*  126,06+12,32%C

Purity Gum Ultra®/40°C 193,696,828 312,57 £42,41°* 246,76 +12,93%®  107,35¢5,75°C  241,33+17,43"8  226,15+17,76%
Purity Gum Ultra®/60°C 36,76 +2,08" 110,05+11,01%®  1184+1,06®  137,303,21°®  271,61#17,43°"  152,62+32,97°

Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna e maiusculas na mesma linha indicam diferencga estatistica (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: prépria autoria.

Figura 32 — Decaimento do indice de esqualeno (%) dos OFCA presentes nas microparticulas acondicionadas em dias diferentes.

Valores ajustados considerando a quantidade inicial de esqualeno 100% do composto.
Fonte: Propria autoria.
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O decaimento dos teores de esqualeno apresentados na Figura 32 mostra que este se
encontra nas microparticulas em todos os tratamentos e em todos os periodos analisados,
diminuindo com o tempo. O percentual de esqualeno remanescente ao final do processo
também variou, destacando o tratamento Purity Gum Ultra®/60 °C que manteve ao final dos
60 dias 44,17% de esqualeno, enquanto tratamentos com Hi Cap® 100 mantiveram apenas
7,54% (a 40 °C) e 19,93% (a 60 °C). As microparticulas de Purity Gum Ultra®/40 °C continham
apenas 9,26% de esqualeno. Os resultados ndao normalizados estdo apresentados no
Apéndice A desta tese.

Estes resultados que apontam a degradagdao do esqualeno em relagao ao tempo de
armazenagem na temperatura de trabalho de 25 °C ja eram esperados, visto que se trata de
uma molécula com inumeras insaturacdes e, a exemplo dos acidos graxos poli-insaturados,
passivel de sofrer processo oxidativo. Na pesquisa de Wang et al. (2011), analisando a
estabilidade de esqualeno puro a 60 °C e com a adi¢cdo de antioxidantes naturais (acido
carndsico) e sintéticos (BHT e a-tocoferol), foi identificado como produto de oxidacdo o
composto 1,6,10,14,18,22-tetracosahexaen-3-ol, 2,6,10,15,19,23-hexametil (C3oHs00), um
composto decorrente da oxidacdo primdria. Neste mesmo estudo também foi observado
que se formam hidroperdxidos a partir da oxidacdo do esqualeno puro, que aumentam em
guantidade com o tempo.

Analisando as alteracdes de cor, do indice de peréxido e de esqualeno em funcdo do
tempo, considera-se que, para manter o esqualeno e os 4cidos graxos essenciais presentes
no Oleo de figado de cagdo-azul é necessario realizar o refino deste. O refino de dleos
compode-se das etapas de degomagem, neutralizagdo, branqueamento e desodorizagao,
segundo Gunstone (2008) e Della Porta (2006). Se realizado com amostras como o dleo de
figado de cagdao-azul, com indices comparaveis a 6leos refinados por conta do processo de
extracdo, o processo poderia ser mais brando, com menor tempo sob altas temperaturas e
com menor uso de produtos no processo, como NaOH ou argilas neutras, carvdo ativado,

dentre outros.
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6 CONCLUSOES

Esta pesquisa, que na sua ideia original abordou o estudo de apenas uma espécie de
pescado, acabou por investigar os processos de extragao supercritica e caracteristicas de
qualidade e presenca de ativos de duas espécies, os peixes cacdo-azul e beijupird. Com o
beijupira, resultados inéditos e de grande valia foram encontrados, como os altos
rendimentos de extracdo (até 58% de dleo), a presenca de acidos graxos essenciais e ainda
de esqualeno (até 462 mg/ 100 g de 6leo) na sua composicao.

Com o figado de cagao-azul também se gerou dados de grande importancia em relagao
aos rendimentos de extracdo supercritica do éleo (até 60%), com a vantagem de ndo utilizar
solventes organicos ou aquecimento. Os resultados das analises fisico-quimicas indicam que
estes oleos obtidos, embora nado refinados, tem caracteristicas de 6leos processados
industrialmente e ainda atendem a normativas brasileiras e internacionais que regem o
consumo seguro destes produtos. A analise dos compostos ativos mostrou que esta matriz é
rica em acidos graxos essenciais, além de conter esqualeno (537 mg/ 100 de dleo) e vitamina
A (maximo de 3.682 retinol equivalente/ g de 6leo).

As microparticulas formadas a partir do 6leo de figado de cagdo-azul apresentaram
uma elevada taxa de indice de retencdo do d6leo (até 82%). Caracteristicas como baixo
diametro médio de particula, elevada solubilidade e baixa higroscopicidade também foram
observadas. A analise dos polimeros em CO. supercritico evidenciou que os amidos
modificados utilizados neste trabalho ndo tiveram expansdo volumétrica nas condicoes
aplicadas na etapa de formagdo de particulas. O acondicionamento das microparticulas por
60 dias a 25 °C mostrou significativas diferencas na cor das amostras e um sistema muito
passivel de oxidacdo, com grande quantidade de hidroperdxidos formados durante o
acondicionamento. Os teores de esqualeno decairam entre os periodos avaliados, mas este

foi encontrado em todos os tratamentos analisados.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Durante a execucdo de um projeto tal como um projeto de Doutorado, grande na sua
dimensdo e com diversos objetivos a se cumprir, muitas perguntas sao respondidas, porém,
muitos outros questionamentos sdao fundamentados e outros aspectos relacionados a
pesquisa sdo vislumbrados. Assim, como sugestGes para trabalhos futuros tém-se:

e Realizar experimentos de extra¢do supercritica com mudanca de pressdo em uma
mesma extracao em determinado intervalo de tempo e estudar a composi¢ao destas
fracoes obtidas a diferentes pressdes;

e Medir outros compostos de interesse que possam estar presentes nos dleos de
beijupira e cacdo-azul, a exemplo dos alquilglicerdis e vitamina E;

e Estudar outros possiveis agentes de encapsulacdo em meio supercritico;

e Estudar a solubilidade dos polimeros deste trabalho e outros de uso corrente em
alimentos em meio supercritico, ampliando os parametros de andlise, como pressao,
temperatura e tempo de contato. Avaliar se a presenc¢a de cossolvente interfere na

solubilidade dos polimeros em CO; supercritico.
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ANEXO A - Autorizacdo de atividades com finalidade cientifica expedida pelo IBAMA/
IMCBio.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 39707-2 Data da Emissdo: 30/06/2014 16:15 Data para Revalidagao®: 30/07/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade egquivalente ao previsto no cronograma de atividades do projefo,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentaco do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss3o.

Dados do titular
Nome: DEBORA NASCIMENTO E SANTOS CPF: 026.109.393-29

Titule do Projeto: MICROENCAPSULACAO DE ESQUALENO PROVENIENTE DO OLEQ DO FiGADO DE TUBARAO ATRAVES DA
PRECIPITACAOQ COM CO2 SUPERCRITICO UTILIZANDO A TECNICA RESS

Mome da Instituigio : Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos CNPJ: 63.025.530/0097-56

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio {mes/ano) | Fim (mesiano)
1 | Possivel coleta das amosiras de tubaroes D6/2013 06/2013
2 | Composico centesimal e extracdo supercritica do dlec de figado de tubarde 072013 1272013
3 | Andlise da quantidade de esqualeno e vitamina A presenies no Gleo de tubarao e no oleo comercial 0152014 0272014
4 | Cbtencdo & estude das micrecapsulas de dleo de figade de fubarBo pela tecnica RESS 0372014 1172014

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jundica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliguem o deslocamento de recurses humanos e

1 | materigis, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recurses € técnicas que se destinem ao estudo, 4 difusfe ou 4 pesguisa, estie sujsitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia & Tecnclogia.

Esta autorizacao NAC exime o pesquisador fitular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuencias previstas em oufros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela rea, plblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAIL), da
unidade de consarvagio estadual, distrital ou municipal, ou do propristario, amendatario, posseino ou morader de drea dentro dos limites de unidade de conservagdo
federal cujo processo de regularizagio fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrugac Normativa ICMBio n® 1072010, no que
3 | especifica esta Autorizagdio, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material bicldgico coletado devera ser ufilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autonzagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos onHine -
Licenta para importagSo ou exportacSo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

) titular de licenga ou autorizagao & os membros da sua equipe deverao optar por metodes de coleta e instrumentos de captura direcionadoes, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizagao ou de licenga permanents, assim como o membros de sua equips, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadeguagao,

6 | omisséo ou falsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicio do ato, podera, mediante decisfio motivada, ter a auterizaco ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio & o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislagSo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genetico existents no temitono nacional, na

7 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimonio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgﬁo e desenvalvimento tecnoldgico. Veja maiores infon'nagées em www.mma_gov.bricgen.

Em cazo de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR

8 AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Fungio CPF Doc. Identidade Hacionalidade

1 | ALESSANDRA LOPES DE OLIVEIRA COORDENADORA DO 145.358.81817 19605707 S5P-5P Brasileira

PROJETO

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
[#F] Municipio [ UF [Descrico dolocal [Tipo |
1] [PE | Recife | Fora de UC Federal |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, gualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www_icmbio.gov_br/sisbio).

Codigo de autenticagido: 18576278 Hlml‘mllwll‘

| Pagina 1/4
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ANEXO B - Cromatograma de ions totais (TIC, em inglés) referentes as analises do perfil de

acidos graxos e de esqualeno em dleo de figado de beijupira.

TIC do perfil de acidos graxos do OFB obtidos por SFE a 50 °C.
TIC do perfil de acidos graxos do OFB obtidos por SFE a 60 °C.
TIC do perfil de acidos graxos do OFB obtidos por SFE a 70 °C.

TIC da andlise de esqualeno do OAFB obtidos por SFE a 50 °C.

| |
Acidos graxos
/—‘ Esqualeno
Colesterol e
vitamina E




TIC da andlise de esqualeno do OFB obtidos por SFE a 60 °C.
A

[ Acidos graxos |
/—‘ Esqualeno

/1

Colesterol e
vitamina E

TIC da andlise de esqualeno do OFB obtidos por SFE a 70 °C.

|
| \

Acidos graxos /—‘ Esqualeno

/1

Colesterol e
vitamina E
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APENDICE A - Valores do indice de esqualeno (mg/ 100g de dleo) presentes nas microparticulas presentes em microparticulas
acondicionadas em dias diferentes

0 dia 10 dias 20 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Hi Cap® 100/40 °C 219,13 £ 10,96 94,53 + 14,9308 85,46 + 12,77 29,26 + 17,038 26,70 + 5,24¢6 16,23 + 3,66
Hi Cap® 100/60 °C 163,57 +17,72°A 144,98 + 24,27abB 112,11 % 7,23abA 107,84 + 0,91'°CAB 43,02 + 27,748 32,77 £ 0,838

Purity Gum Ultra®/40 °C 246,21 +44,90°* 180,60 + 7,288 138,83 + 9,120 106,7 £ 10,97°A 94,18 + 13,07°A8 22,33 + 5,84
Purity Gum Ultra®/60 °C 312,95 +21,24°* 180,12 +21,96°°® 178,43 +19,83%A 163,12 +46,55"* 121,02 +1,41°* 99,59 + 1,02"*

Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna e maiusculas na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05) para o teste de Tukey.
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APENDICE B — Andlise de variancia ANOVA de todos os resultados tratados estatisticamente.

Apéndice B1 - Analise de varidancia ANOVA do rendimento de OFB aplicando diferentes temperaturas.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito SQ Residuo QL Residuo QM Residuo Feal p
R? 76,45 2 38,23 8,50 3 2,84 13,47 0,04
R? 353,44 2 176,72 84,82 3 28,27 6,25 0,08
R3 106,43 2 53,21 8,57 3 2,86 18,61 0,02

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

R' - rendimento de OFB aplicando diferentes temperaturas.
R? - rendimento de OFB aplicando diferentes vazées a 50 °C.
R3 - rendimento de OFB aplicando diferentes vazdes a 60 °C.

Apéndice B2 - Analise de variancia ANOVA dos parametros fisico-quimicos e de esqualeno de OFB.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito SQ Residuo QL Residuo QM Residuo Feal p
IR25°C 0,000002 2 0,000001 0,000006 3 0,000002 0,54 0,62
IR40 °C 0,000000083 2 0,000000042 0,0000013 3 0,0000004 0,10 0,91

IA 16,90 2 8,45 11,84 3 1,9 4,28 0,06
10 276,15 2 138,07 131,19 6 21,86 6,31 0,09
IS 86,98 2 43,49 953,14 6 158,85 0,27 0,76
Esqualeno 14136,11 2 7068,05 398,33 3 132,77 53,23 0,004

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

IR 25°C — indice de refracdo do OFB mensurado a 25 °C.
IR 40°C — indice de refracdo do OFB mensurado a 40 °C.
IA —indice de acidez do OFB.
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Apéndice B3 - Analise de varidancia ANOVA do rendimento e dos parametros fisico-quimicos do OFCA.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
RG 12268,54 9 1363,171 185,72 17 10,92496 124,7759 0,000000
RE 12256,88 9 1361,876 119,83 17 7,048739 193,2084 0,000000
p25°C 0,000007 5 0,000001 0,000020 12 0,000002 0,901 0,511
p40°C 0,000006 5 0,000001 0,000019 12 0,000002 0,804 0,568
n 25°C 40,71 5 8,14 31,89 12 2,66 3,06 0,052
n 40°C 20,41 5 4,08 30,07 12 2,51 1,62 0,23
IR 25 °C 0,000014 5 0,000003 0,000007 12 0,000001 5,22 0,008
IR40 °C 0,000005 5 0,000001 0,000009 12 0,000001 1,26 0,34
IA 5,85 6 0,97 0,42 14 0,03 32,33 0,000000
IS 363198,6 6 60533,09 906,75 14 64,77 934,58  0,000000
10 5481,74 6 913,62 1240,76 14 88,62 10,31 0,00018
IP 315,42 6 52,57 395,69 14 28,26 1,86 0,16

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

RG — rendimento global da extracao.
RE — rendimento da extracao.

p - densidade das amostras de OFCA mensurados a 25 e 40 °C.

n - viscosidade do OFCA mensurado a 25 e 40 °C.

IR — indice de refracdao do OFCA mensurado a 25 e 40 °C.
IA — indice de acidez das amostras de OFCA.

IS — indice de saponificacdo das amostras de OFCA.

IO — indice de iodo das amostras de OFCA.

IP — indice de perdxido das amostras de OFCA.
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Apéndice B4 - Andlise de variancia ANOVA dos valores de acido graxos saturados nas amostras de OFCA obtidas via SFE e OFTC.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
14:0 28,26 6 4,71 1,43 7 0,20 23,04 0,0002
15:0 5,72 6 0,95 0,45 7 0,06 14,71 0,0018
16:0 508,90 6 84,82 23,88 7 3,41 24,86 0,0002
17:0 3,11 6 0,52 0,13 7 0,018 28,43 0,0001
18:0 38,51 6 6,42 1,73 7 0,25 25,87 0,0002

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
Todos os acidos graxos estdo apresentados em g/ 100g.

Apéndice B5 - Analise de varidncia ANOVA dos valores de acido graxos poli-insaturados w-3 nas amostras de OFCA obtidas via SFE e OFTC.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito ~ SQ Residuo QL Residuo QM Residuo Feal )
18:2n-6 7,30 6 1,22 1,19 7 0,17 7,13 0,01
20:2n-6 11,00 4 2,75 9,28 5 1,86 1,48 0,33
20:4n-6 7,48 5 1,50 0,23 6 0,04 38,32 0,0002
22:5n-6 4,04 5 0,81 0,30 6 0,05 15,86 0,002

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
Todos os acidos graxos estdo apresentados em g/ 100g.
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Apéndice B6 - Andlise de variancia ANOVA dos valores de acido graxos monoinsaturados nas amostras de OFCA obtidas via SFE e OFTC.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
16:1n-7 14,37 6 2,39 2,03 7 0,29 0,0002 0,006
16:1n-9 60,72 6 10,12 2,40 7 0,34 29,53 0,0001
17:1n-9 0,98 4 0,25 0,17 5 0,03 7,15 0,03
18:1n-9 301,63 6 50,27 19,25 7 2,75 18,28 0,0005
18:1n-9t 26,45 7 4,41 9,14 7 1,30 3,37 0,068
20:1n-9 2,63 4 0,65 0,11 5 0,022 29,67 0,001
20:1n-9 22,17 6 3,69 9,85 7 1,40 2,63 0,12
22:1n-9 23,21 6 3,87 3,08 7 0,44 8,79 0,005
24:1n-9 7,97 5 1,59 1,02 6 0,17 9,41 0,008

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
Todos os acidos graxos estdo apresentados em g/ 100g.

Apéndice B7 - Andlise de variancia ANOVA dos valores de esqualeno e vitamina A nas amostras de OFCA obtidas via SFE e OFTC.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Esqualeno 922182,3 6 153697,0 277,29 14 19,81 7759,69 0,000000
Vitamina A 17581699 6 2930283 325481,5 7 46497,35  63,02043 0,000010

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
Esqualeno — mg/ 100 g de dleo.
Vitamina A — Retinol equivalente.
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Apéndice B8 - Analise de varidancia ANOVA dos parametros de caracterizacao das microparticulas de OFCA.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Umidade 58,75 5 11,75 0,93 6 0,15 76,08 0,000024
aw 0,019 5 0,003 0,00036 6 0,000061 64,90 0,000038
Higroscopidade 111,55 5 22,31 0,027 6 0,0046 4849,02 0,00000
Solubilidade 416,96 5 83,39 52,99 6 8,83 9,44 0,00824
RO 74,813 3 24,93 30,756 4 7,68 3,2432 0,14

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

Apéndice B9 - Andlise de variancia ANOVA do pardmetro de cor L* nas microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes dias de acondicionamento.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
0 dias 192,25 3 64,08 0,012 8 0,0015 42023,19 0,000000
10 dias 44,83 3 0,24 0,247 8 0,030 483,67  0,000000
20 dias 416,24 3 138,74, 0,052 8 0,006 21373,44 0,000000
30 dias 346,56 3 115,52 0,663 8 0,082 1393,93  0,000000
45 dias 563,97 3 187,99 1,47 8 0,184 1020,96  0,000000
60 dias 305,85 3 101,95 28,082 8 3,51 29,04 0,000119

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
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Apéndice B10 - Analise de variancia ANOVA do parametro de cor L* nas microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes polimeros e temperaturas de processo.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Purity Gum Ultra®/ 40 °C 26,0848 5 5,21 0,16 12 0,013 388,36  0,000000
Purity Gum Ultra®/ 60 °C 165,80 5 33,16 0,104 12 0,008 3809,03 0,000000
Hi Cap® 100/ 40 °C 1085,36 5 217,07 28,5131 12 2,37 91,357 0,000000
Hi Cap® 100/ 60 °C 312,55 5 62,51 1,75 12 0,14 4428,341 0,000000

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

Apéndice B11 - Analise de varidncia ANOVA do pardmetro de cor a* nas microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes dias de acondicionamento.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
0 dias 2,45 3 0,818 0,00033 8 0,000042 19634,67 0,000000
10 dias 1,06 3 0,35 0,0021 8 0,000267 1328,58 0,0000000
20 dias 46,41 3 15,46 0,0031 8 0,00039 33493,58 0,0000000
30 dias 45,094 3 15,03 0,0236 8 0,0029 5081,10 0,0000000
45 dias 86.6564 3 28,88 0,0217 8 0,0027 10632,70 0,0000000

60 dias 81,0079 3 27,00 6,6066 8 0,82582 32,6977 0,00007

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
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Apéndice B12 - Analise de variancia ANOVA do parametro de cor a* nas microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes polimeros e temperaturas de processo.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Purity Gum Ultra®/ 40 °C 7,60 5 1,52 0,008 12 0,00072 2089,78 0,000000
Purity Gum Ultra®/ 60 °C 12,90 5 2,58 0,013 12 0,00112 2310,92 0,000000
Hi Cap® 100/ 40 °C 234,69 5 46,93 1,200 12 0,10000 469,03 0,000000
Hi Cap® 100/ 60 °C 75,14 5 15,03 5,434 12 0,45287 33,18 0,000001

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

Apéndice B13 - Analise de variancia ANOVA do pardmetro de cor b* nas microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes dias de acondicionamento.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
0 dias 333,7062 3 111,2354 0,00553 8 0,0066 160822,2 0,000000
10 dias 35,1531 3 11,7177 0,0344 8 0,0043 2725,05 0,000000
20 dias 979,4136 3 326,4712 0,1003 8 0,0125 26030,93 0,000000
30 dias 186,8772 3 62,2924 0,8639 8 0,108 576,87  0,000000
45 dias 476,3029 3 158,7676 2,3267 8 0,291 545,89  0,000000
60 dias 347,3837 3 115,7946 114,2637 8 14,282 8,11 0,08269

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
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Apéndice B14 - Analise de variancia ANOVA do parametro de cor b* nas microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes polimeros e temperaturas de processo.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Purity Gum Ultra®/ 40 °C 567,94 5 113,58 0,29 12 0,024 4729,55 0,000000
Purity Gum Ultra®/ 60 °C 907,64 5 181,52 0,15 12 0,012 14652,52 0,000000
Hi Cap® 100/ 40 °C 1617,40 5 323,48 114,61 12 9,551 33,87 0,000001
Hi Cap® 100/ 60 °C 1436,94 5 287,38 2,54 12 0,2117 1356,96  0,000000

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

Apéndice B15 - Analise de variancia ANOVA do indice de perdéxido de microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes dias de acondicionamento.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
0 dias 34085,31 3 170,45 11361,77 4 42,61 266,63  0,000046
10 dias 85604,77 3 28534,92 1923,09 4 480,77 59,32 0,00089
20 dias 143652,2 3 47884,07 335,71 4 83,92 570,53 0,00001
30 dias 16689,01 3 5563,00 3322,33 4 830,58 6,70 0,048
45 dias 257133,3 3 85711,11 15322,58 4 3830,64 22,37 0,006
60 dias 28521,06 3 9507,02 8128,21 4 2032,05 4,67 0,085

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
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Apéndice B16 - Analise de variancia ANOVA do indice de perdéxido de microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes polimeros e temperaturas de processo.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Purity Gum Ultra®/ 40 °C 46297,30 5 9259,46 2664,54 6 444,09 20,85 0,00094
Purity Gum Ultra®/ 60 °C 58962,40 5 11792,48 1915,44 6 319,24 36,94 0,00029
Hi Cap® 100/ 40 °C 522253,5 5 104450,7 19080,7 6 3180,11 32,85 0,00027
Hi Cap® 100/ 60 °C 486518,2 5 97303,64 5541,72 6 923,62 105,35 0,000009

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.

Apéndice B17 - Anadlise de varidncia ANOVA dos teores de esqualeno de microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes dias de acondicionamento.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
0 dias 6598,73 3 2199,57 2910,34 4 727,58 3,02 0,156
10 dias 11227,77 3 3742,59 943,99 4 235,99 15,85 0,011
20 dias 8554,78 3 2851,59 2558,35 4 639,58 4,45 0,091
30 dias 10167,73 3 3389,24 828,49 4 207,12 16,36 0,011
45 dias 10683,16 3 3561,05 1535,37 4 383,84 9,27 0,028
60 dias 8478,96 3 2826,32 71,38 4 17,85 158,37 0,00013

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
Esqualeno — mg/ 100 g de dleo.
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Apéndice B18 - Anadlise de varidncia ANOVA dos teores de esqualeno de microparticulas de OFCA analisadas durante 60 dias de
acondicionamento. Teste estatistico realizado tomando-se diferentes polimeros e temperaturas de processo.

Resposta SQ efeito GL Efeito QM Efeito  SQResiduo QL Residuo QM Residuo Feal p
Purity Gum Ultra®/ 40 °C 58525,05 5 11705,85 891,85 6 148,64 148,74  0,000022
Purity Gum Ultra®/ 60 °C 28704,43 5 5740,89 1898,65 6 316,44 316,44 0,0014
Hi Cap® 100/ 40 °C 55667,23 5 11133,45 2838,94 6 473,15 23,53 0,0007
Hi Cap® 100/ 60 °C 27184,43 5 5436,89 3218,48 6 536,41 10,13 0,0068

SM- soma dos quadrados; GL- graus de liberdade; QM- quadrado médio. Resposta apresenta diferenca significativa quando p<0,05.
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