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RESUMO

GARCIA, Vitor Augusto dos Santos, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
Fevereiro de 2012. Extracdo do 6leo de sementes de Mucuna utilizando
dioxido de carbono supercritico visando concentrar o farelo
desengordurado em L-Dopa. Orientador: Prof. Dr. Lucio Cardozo Filho;
Coorientadora: Profa. Dra. Camila da Silva.

Mucuna é uma leguminosa, tipica de regides tropicais e subtropicais, sendo
muito utilizada por possuir potencial alelopatico devido a presenca de L-Dopa,
que impede o crescimento de plantas daninhas. L-Dopa também é utilizada
para o tratamento da doenca de Parkinson e pode atuar como agente
antioxidante. Dentro deste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi
investigar a extracdo do Oleo das sementes de Mucuna variedades Mucuna
aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana, utilizando dioxido de
carbono em condig¢des pressurizadas, diclorometano e hexano como solventes,
visando a concentrar o composto L-Dopa no farelo desengordurado. Os
experimentos com diéxido de carbono supercritico (CO,) foram conduzidos em
uma unidade de escala laboratorial, em temperaturas de 40 °C a 60 °C,
pressdo de 150 bar a 250 bar e fluxo do solvente constante em 3 mL min™.
Determinou-se no farelo desengordurado o teor de L-Dopa, atividade
antioxidante, compostos fendlicos e o efeito da aplicacgdo do mesmo em
sementes de soja. A andlise qualitativa e quantitativa dos acidos graxos totais e
compostos livres de glicerol no 6leo das sementes de Mucuna também foi
avaliadas. A modelagem matematica foi realizada, aplicando-se o modelo
empirico de segunda ordem. Os resultados obtidos indicaram rendimentos de
O0leo a partir do CO, na faixa de 2,13 % a 4,59 %, sendo a condi¢do
experimental de 250 bar e 40 ° C a que apresentou 0 maior rendimento em
Oleo, condizentes com os teores de L-Dopa apresentados (3,02 % a 5,39 %),
indicando que a extragcdo com CO, supercritico (EFS) é uma técnica eficiente
para concentrar este composto. Em relacdo ao solvente organico, o maior
percentual de 6leo foi obtido a partir do hexano (5,22 % a 7,44 %), porém o teor
de L-Dopa foi menor (2,19 % a 3,19 %). As diferentes temperaturas e pressdes

investigadas neste estudo ndo revelaram diferencas significativas em relacéo

Xi



ao perfil dos &cidos graxos totais (AGT) para EFS, considerando um nivel de
significAncia de 5%, sendo que os principais AGT identificados no Oleo das
sementes de Mucuna foram o acido linoleico, o &cido palmitico, o acido oleico e
o acido linolénico. Na fracdo de compostos que ndo esta ligada ao glicerol
foram quantificados os acidos graxos livres (AGL) e estes apresentaram teores
abaixo de 5 %, em todos os Oleos investigados. Na EFS, a condig¢édo
experimental de 176,7 bar - 60 °C e diclorometano foram os que apresentaram
0s maiores percentuais de compostos fendlicos, 6,51 EAG 100g™* e 6,29 EAG
100g™, respectivamente. O farelo desengordurado das sementes de Mucuna
cinerium foi a variedade que apresentou a maior atividade antioxidante (CEsg
de 20,38 pg mL™). Na presenca do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna deeringiana, as sementes de soja néo apresentaram diferenca
significativa no percentual de germinagao, no entanto, a aplicagdo do mesmo
influenciou significativamente o IVG (indice de velocidade de germinacéo) em
relacdo ao tratamento controle. O modelo mateméatico aplicado aos dados
experimentais na extracdo com CO, em condicfes pressurizadas se ajustou

em todas as condi¢cdes operacionais para a extracao do 6leo de Mucuna.

Palavras-chave: Mucuna, L-Dopa, extracdo por fluido supercritico, dioxido de

carbono.
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ABSTRACT

GARCIA, Vitor Augusto dos Santos, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
February de 2012, Extraction of oil from seeds of Mucuna using
supercritical carbon dioxide defatted bran in order to concentrate on L-
Dopa. Adiviser: Prof. Dr. Lucio Cardozo Filho; Co-adiviser: Profa. Dra. Camila
da Silva.

Mucuna is a legume, typical of tropical and subtropical regions and is widely
used because it has allelopathic potential due to the presence of L-Dopa, which
prevents the growth of weeds. L-Dopa is also used to treat Parkinson's disease
and can act as antioxidant. Within this context, the main objective of this study
was to investigate the extraction of oil from the seeds of Mucuna varieties
Mucuna aterrima, Mucuna cinerium and Mucuna deeringiana using carbon
dioxide in pressurized conditions, dichloromethane and hexane as solvents in
order to concentrate the compound L-Dopa the defatted meal. The experiments
with supercritical carbon dioxide (CO,) were conducted in laboratory scale unit
at temperatures of 40 °C to 60 °C, pressure 150 bar to 250 bar and flow of the
solvent constant 3 mL min™. It was determined in the defatted bran content of L-
Dopa, antioxidant activity, phenolic compounds and the effect of the application
in soybean seeds. The qualitative and quantitative analysis of total fatty acids
and free glycerol compounds in Mucuna seed oil are also reported.
Mathematical modeling was performed by applying the empirical model of
second order. The results indicated oil yields from the CO; in the range from
2.13% to 4.59%, the experimental condition of 250 bar and 40 °C showed the
highest oil yields, consistent with the levels of presented L-Dopa (3.02% to
5.39%) indicating that the supercritical fluid extraction (SFE) is an effective
technique to concentrate this compound. In relation to organic solvent, the
highest percentage of oil was obtained from hexane (5.22% to 7.44%), but the
content of L-Dopa was smaller, (2.19% to 3.19% ). The different temperatures
and pressures investigated in this study revealed no significant differences in
relation to the profile of total fatty acids (TFA) to SFE, considering a significance
level of 5% (p> 0.05), and the main FFA identified in the oil Mucuna seeds were

linoleic acid, palmitic acid, oleic acid and linolenic acid. In the fraction of
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compounds that are not linked to glycerol were quantified free fatty acids (FFA),
and these showed levels below 5% in all the oils investigated. In the
experimental condition of EFS 176.7 bar - 60 °C and dichloromethane were
those with the highest percentages of phenolic compounds, 6.51 EAG 100g™
and 6.29 EAG 100g™, respectively. And the defatted meal of seeds of Mucuna
cinerium was the variety with the highest antioxidant activity, obtaining an ECsg
value of 20.38 pg mL™. The seeds of soybean meal in the presence of defatted
seeds of Mucuna deeringiana no significant differences in germination
percentage, however, its implementation has significantly influenced the IVG
(germination speed index) compared to control treatment. The mathematical
model applied to experimental data on extraction with CO, in pressurized

conditions were adjusted in all operating conditions for oil extraction of Mucuna.

Key words: Mucuna, L-Dopa, supercritical fluid extraction, carbon dioxide.
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1. INTRODUCAO

Mucuna € uma leguminosa da familia Febaceae tipica de regifes
tropicais e subtropicais (GUERRANTI et al., 2001; CHIKAGWA-MALUNGA et
al., 2009a; CHIKAGWA-MALUNGA et al., 2009b; SCIRE et al., 2011). A
produgcédo de sementes atinge 1,5 a 2 toneladas/hectares e o rendimento de
folhas frescas e hastes 20 a 30 toneladas/hectares, sendo considerada uma
leguminosa com grande produtividade (SATHIYANARAYANAN; ARULMOZHI,
2007).

Além de apresentar crescimento rapido, a Mucuna pode ser utilizada
para adubacao verde (EZEAGU et al., 2002; SIDDHURAJU; BECKER, 2005) e
suas sementes possuem capacidade nutricional comparada a soja (PRAKASH
et al., 2001; ADEBOWALE et al., 2005; ADEBOWALE et al., 2007). Estudos
reportam que as sementes de Mucuna impedem o crescimento de plantas
daninhas (FURUBAYASHI et al., 2007), devido a presenca de L-Dopa que
confere a capacidade alélopatica da Mucuna. E tem sido aplicada em grandes
culturas, a fim de verificar seu efeito no desenvolvimento do plantio, como
indicativo de boa ou n&o produtividade (VARGAS-AYALA et al., 2000; HAN et
al., 2008, CHIKAGWA-MALUNGA et al., 2009). SOARES et al. (2006) reportam
o efeito da aplicacdo de L-Dopa em sementes de soja, cujos resultados
demonstram que a cultura tem grande disposicao para receber influéncia deste
aleloquimico.

A literatura ainda relata a utilizacdo deste composto no tratamento da
doenca de Parkinson (BONIS et al., 2010; JAUNARAJS et al., 2011; LIPSKI, et
al., 2011) e seu potencial de atuar como agente antioxidante (EBIHARA et al.,
2011; SOARES et al., 2011; RANDHIR et al., 2006).

De acordo com Adebowale et al. (2005), as sementes de Mucuna sao
fontes de lipidios (aproximadamente 9,65 mg g*). O 6leo das sementes de
Mucuna é rico em acidos graxos, incluindo a familia do 6mega-3 e 6mega-6
(EZEAGU et al., 2005; AJAYI et al., 2006). Em humanos, os acidos linoleico
(C18:2n6, AL) e a-linolénico (C18:3n-3, ALL) mantém em condi¢des normais as
membranas celulares, a funcao cerebral e a transmisséo de impulsos nervosos.
Estes &cidos também participam da transferéncia de oxigénio atmosférico para

o plasma sanguineo, sintese de hemoglobina e divisdo celular e sdo chamados



essenciais, pois ndo sao sintetizados pelo organismo (MARTIN et al., 2006;
CARVALHO et al., 2011).

A utilizacdo de técnicas como prensagem mecanica e a utilizacdo de
solventes organicos aquecidos préximo ao seu ponto de ebulicdo sdo relatadas
na literatura como métodos classicos para remocdo de 6leo presente em
sementes (NIMET et al., 2011). No entanto, métodos convencionais utilizados
para a extracdo de 6leos vegetais, usando solventes organicos, apresentam
como desvantagem a degradacdo térmica e a necessidade de novas etapas
para a remocéo dos solventes (GARCIA-RISCO et al., 2011).

A extracdo por fluido supercritico (EFS) € descrita na literatura como
uma alternativa aos métodos classicos de extracdo (ARIAS et al., 2009). A
obtencdo de Oleos vegetais a partir de EFS € reportada recentemente
(FREITAS et al.,, 2008; SOUZA et al., 2008; CORSO et al;. 2010;
PEDERSSETTI et al., 2010; MHEMDI et al., 2011; NIMET et al., 2011). Diéxido
de carbono supercritico apresenta vantagens quando comparado a solventes
organicos, pois possui propriedades variando entre gas e liquido e ndo possui a
necessidade de remover o solvente no final do processo, como na extracao de
6leo utilizando solventes organicos. A temperatura e a pressdo selecionada
fazem do CO, um solvente natural para o processo de extracdo de Oleo
(BRUNNER, 2005; HUISDEN et al., 2010). O di6xido de carbono é comumente
usado como solvente na EFS, principalmente devido as suas propriedades
fisicas e quimicas, como baixa pressdo (73,82 bar) e temperatura (31 °C)
critica e inércia quimica (DIAZ-REINOSO et al., 2006; SAHENA et al., 2009).

Diante do exposto acima, a remoc¢ao do 6leo de sementes de Mucuna,
por meio da EFS, utilizando didxido de carbono supercritico, podera concentrar
este importante aléloguimico no farelo desengordurado, uma vez que L-Dopa
apresenta uma baixa solubilidade neste solvente (MELO et al., 2005), sendo

esta a principal finalidade do presente trabalho.

1.1. Objetivos
O objetivo geral deste trabalho é a extracdo do 6leo das sementes de
Mucuna (Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana), utilizando

como solvente o dioxido de carbono supercritico visando a concentrar, no



farelo desengordurado, o L-Dopa. O alcance do objetivo geral do trabalho se

fard por meio do alcance dos seguintes objetivos especificos:

Vvi.

Vil.

Determinacéo experimental do rendimento da extracdo do Oleo de
sementes de Mucuna, utlizando solventes  organicos
(diclorometano e hexano) e dioxido de carbono em condigcbes
supercriticas.

Obtencédo das cinéticas de extracdo do 6leo de Mucuna utilizando
diéxido de carbono em meio supercritico avaliando o efeito de
variaveis de processo (temperatura, pressao e densidade) sobre o
rendimento em 6leo;

Proposicdo de modelo matematico para descricdo das cinéticas de
extracdo do 6leo de Mucuna utilizando dioxido de carbono em
condi¢bes pressurizadas;

Caracterizacdo quimica dos extratos obtidos em termos de acidos
graxos livres (AGL) e acidos graxos totais (AGT) nas diferentes
condicBes experimentais;

Quantificagdo do teor de L-Dopa presente no farelo
desengordurado das sementes de Mucuna;

Avaliacdo da a atividade antioxidante do farelo desengordurado
das sementes de Mucuna, bem como a quantificacdo do teor de
compostos fendlicos.

Avaliacdo do o efeito da aplicacdo do farelo desengordurado de
Mucuna deeringiana, obtido apos extracao do éleo com diéxido de
carbono supercritico sob o indice de velocidade de germinacédo e a

taxa de germinagéo de semente de soja (Glycine Max L. Merril).

1.2. Publicacdes

Cabe ressaltar que, durante a realizacao deste trabalho, os seguintes

artigos estdo em processo de submisséo para publicagdo em periodicos:

“Extraction of Mucuna (Mucuna aterrima - Mucuna cinerium -
Mucuna deeringiana) Seed Oil Using Compressed Carbon Dioxide”,
GARCIA, V. A. S., CABRAL, V. F., SILVA, C., CARDOZO-FILHO,

L. (Journal Agricultural and Food Chemistry).



Os

“Application of Mucuna deeringiana defatted bran obtained via
extraction with supercritical CO; in soybean seeds”, GARCIA, V. A.
S., FERRARESE-FILHO, O., MADUREIRA, E. H., CARDOZO-
JUNIOR, E. L., CABRAL, V. F., SILVA, C., CARDOZO-FILHO, L.
(Acta Physiologiae Plantarum).

“Total free phenolics and antioxidant activity in Mucuna variety
aterrima, cinerium and deeringiana”, GARCIA, V. A. S., CABRAL,
V. F., SILVA, C., CARDOZO-FILHO, L. (Food Chemistry).

trabalhos citados abaixo foram publicados em Anais de

Congressos:

“‘Aplicacdo do farelo desengordurado das sementes de Mucuna
deeringiana obtidos via tecnologia Supercritica em sementes de
soja”’. SANTOS, E. M., GARCIA, V. A. S., LEMOS, C. O. T., SILVA,
C., CARDOZO FILHO, L. VIl EPCC - Encontro Internacional de
Producao Cientifica, 2011, Maringa, PR.

‘Efeito da Aplicagcdo do farelo desengordurado de Mucuna
deeringiana CV sobre a germinacdao de sementes de soja”.
GARCIA, V. A. S., SANTOS, E. M., LEMOS, C. O. T., SILVA, C,,
CARDOZO FILHO, L. 6° Congresso Internacional de Bioenergia,
2011, Curitiba, PR.

“Extracdo do 6leo das sementes de Mucuna aterrima (preta) com
CO, supercritico”. GARCIA, V. A. S., ANDRADE, S. B,
GONCALVES, R. M., SILVA, C., CARDOZO FILHO, L. 6°
Congresso Internacional De Bioenergia, 2011, CURITIBA, PR.
“Extracao do 6leo das sementes de Mucuna Cochinensis a partir de
dioxido de carbono em condigdes pressurizadas”. GARCIA, V. A.
S., ABDALA, A. C. A,, ANDRADE, S. B., SILVA, C., CARDOZO
FILHO, L. VII EPCC - Encontro Internacional de Produgéo
Cientifica, 2011, Maringa, PR.

“‘Extracdo do Oleo de sementes de Mucuna deeringiana cv
utilizando diéxido de carbono supercritico”. GARCIA, V. A. S,
GONCALVES, R. M., LEMOS, C. O. T., SILVA, C., CARDOZO
FILHO, L. lll EPEA - Encontro Paranaense de Engenharia de
Alimentos, 2011, Guarapuava, PR.



Vi.

‘Extracdo em condi¢cdes pressurizadas do o6leo de Mucuna
pruriens: rendimento e quantificacdo de acidos graxos totais”.
COLMANETTI, L. P., GARCIA, V. A. S., SILVA, C., CARDOZO
FILHO, L., OLIVEIRA, R. F. IX COBEQ - Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica Iniciacdo Cientifica / IV SEQ - Simpdsio de
Engenharia Quimica, 2011, Maringé, PR.



2. REVISAO DA LITERATURA

A seguir, é apresentado como forma de embasamento tedrico do
presente trabalho alguns conceitos em relacdo as sementes de Mucuna das
trés variedades selecionadas para o desenvolvimento deste trabalho (Mucuna
aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana). Apresentam-se 0S
conceitos dos processos de extracdo por Soxhlet e da extracdo por fluido
supercritico, bem como métodos de andlise para determinar a atividade

antioxidante, teor de compostos fendlicos e a caracterizagdo quimica do 6leo.

2.1. Mucuna: caracteristicas e utilizacao

2.1.1. Controle de plantas daninhas

A alelopatia € uma ciéncia que adquire crescente importancia no
ambito da investigacdo agraria, pois substancias alelopaticas mantém o
combate natural contra as pragas, a invasao de parasitas e ervas daninhas nas
plantacbes. Os efeitos alelopaticos podem ser atribuidos por substancias que
pertencem a diferentes categorias de compostos secundarios (FERREIRA,;
AQUILA, 2000). Os produtos quimicos mais comuns responsaveis pelos efeitos
alelopaticos pertencem aos grupos dos acidos fendlicos, cumarinas,
terpendides, alcaldides, glicosideos cianogénicos, derivados do acido benzoico,
etileno, saponinas, taninos, quinonas complexas e flavonéides (RODRIGUES;
LOPES, 2001; SOUZA; FURTADO, 2002; TOKURA; NOBREGA, 2006).
Segundo Gatti et al. (2004) e Singh et al. (2005), os aleloquimicos podem ser
liberados pelas folhas verdes maceradas, lixiviados de folhas secas,
volatilizados das folhas, exsudados das raizes ou liberados durante a
decomposicao de restos de plantas.

De acordo com Rice (1984), alelopatia € a capacidade dos vegetais
produzirem substancias quimicas que, quando liberadas no ambiente,
influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o desenvolvimento de outros
organismos.

Substancias consideradas metabodlitos secundarios ndo estdo
envolvidas em fungles vitais de plantas, geralmente ndo fazem parte do

metabolismo basico e possuem caracteristicas quimicas muito variadas e, as



vezes, bem complexas. Os efeitos alelopéaticos sdo medidos por meio de
substancias quimicas pertencentes a diferentes classes de compostos, tais
como fendis, terpenos, alcaldides, acidos graxos, peptideos, entre outros.
Esses compostos quimicos podem estar presentes, em maior ou menor
propor¢cdo, nas folhas, ramos, raizes, caules e sementes. A liberacdo dos
mesmos no meio ambiente se da pela decomposi¢cdo de residuos vegetais,
lixiviagdo, volatilizacdo, exsudacdo pelas raizes, sendo a maioria proveniente
do metabolismo secundario vegetal que na evolucdo das plantas tiveram
alguma vantagem contra a acdo de microrganismos (ERASMO et al., 2004;
MARASCHIN-SILVA, 2004). Dentre as substancias quimicas que atuam nessa
interacdo, podem ser destacadas as saponinas, os taninos e os flavonoides
(MALHEIROS; PERES, 2001; SANTOS, 2004)

Mucuna € uma leguminosa da familia Febaceae tipica de regides
tropicais e subtropicais, difundida em regides do Sul e Sudeste da india
(GUERRANTI et al., 2001; CHIKAGWA-MALUNGA et al., 2009a; CHIKAGWA-
MALUNGA et al., 2009b; SCIRE et al., 2011), atualmente estudada por possuir
habilidades especiais, como no controle de plantas daninhas, a tolerancia a
pragas, a supressdo de nematoides, a melhoria de aspectos fisicos dos solos e
por conter em suas folhas sementes e raizes um importante composto, a L-
Dopa (L- 3,4-dihidroxifenilalanina) (MACHUKA, 2000; HOUNGNANDAN et al.,
2000; HOUNGNANDAN et al., 2001; RAJESHWAR et al., 2005; MELO et al.,
2005).

As sementes de Mucuna possuem capacidade nutricional comparavel a
soja, com semelhantes proporcBes de proteinas, lipideos, minerais e outros
nutrientes. S&o utilizadas como alimento em diversos paises da india, Filipinas,
Nigéria, Gana e outros paises da América Latina. No entanto, esta utilizagéo e
limitada devido a presenca de substancias como os compostos fendlicos, as
lectinas, inibidores de proteases, os quais podem interferir na digestdo e
absorcao dos nutrientes (SIDDHURAJU; BECKER, 2005).

Além de apresentar crescimento rapido e ser utilizada para adubacao
verde (EZEAGU et al., 2002; SIDDHURAJU, BECKER 2005), suas sementes
sao ricas em proteinas (35 %), lipideos (10,19%), minerais (calcio, magnésio e
ferro) e carboidratos (49,7 %) (PRAKASH et al., 2001; SIMOPOULQOS, 2004;
ADEBOWALE et al., 2005; ADEBOWALE et al., 2007). Por este motivo sao



fontes potenciais em abundancia para muitos paises em desenvolvimento
(BHAT; SRIDHAR, 2008). A alta produtividade, aliada ao baixo custo de
producdo, tem feito da Mucuna uma das principais culturas utilizadas na
adubacao verde no Brasil (SANTOS et al., 2009), tendo como caracteristicas
as trés variedades estudadas nesta pesquisa:

(a) Mucuna deeringiana € uma leguminosa originaria da Africa, de habito
de crescimento herbaceo, determinado e cujo ciclo, do plantio ao pleno
florescimento, é de 90 a 120 dias. E uma planta propria para consorcios com
culturas plantadas em espacamentos menores uma vez que ndo possui habito
trepador, ndo competindo assim por luz. Também € prépria para areas que
terdo um tempo menor de disponibilidade. O espacamento normalmente
recomendado é de 50 centimetros entre filas e com 10 a 12 sementes por
metro de sulco (FORMENTINI et al., 2008).

(b) Mucuna cinerium é uma leguminosa originaria da Africa, de habito de
crescimento trepador (cipd), cujo ciclo, do plantio ao pleno florescimento, é de
140 a 180 dias. Plantios tardios antecipam o florescimento em algumas
semanas. Produz entre 40 e 50 toneladas de massa verde, 6 a 9 toneladas de
massa seca e fixa entre 180 e 350 kg de nitrogénio por hectare/safra. O
espacamento normalmente recomendado é de 50 centimetros entre filas e com
6 a 9 sementes por metro de sulco. O desenvolvimento da Mucuna cinerium é
muito semelhante ao da Mucuna aterrima (FORMENTINI et al., 2008).

(c) Mucuna aterrima é uma leguminosa originaria da Africa, de habito de
crescimento trepador (cipd), cujo ciclo, do plantio ao pleno florescimento, é de
140 a 180 dias. Plantios tardios antecipam o florescimento em algumas
semanas. E utilizada pelos agricultores do Espirito Santo h4 mais de 50 anos
para a adubacao verde, principalmente na cultura do milho. As recomendacdes
de corte, citadas na literatura, vao dos 90 aos 150 dias apds a semeadura. O
espacamento normalmente recomendado é de 50 centimetros entre filas e com
6 a 9 sementes por metro de sulco. Ela pode ser plantada isoladamente ou em
consorcio com outras culturas. Pelo fato de ser uma planta muito agressiva nédo
tem sido recomendado o seu plantio em culturas muito adensadas. Ao final do
ciclo, a Mucuna aterrima seca forma um manto sobre o solo de alguns
centimetros. Esta camada funciona como uma excelente cobertura morta
(FORMENTINI et al., 2008).



O r4pido crescimento vegetativo e a aparente resisténcia a doencgas e
pragas da Mucuna tém contribuido para seu uso como cultura para adubo
verde em regides tropicais e subtropicais e em consorcio com outras culturas.
Como beneficios, podem ser citados a supressao de ervas daninhas e reducéo
da erosdo do solo devido & densa copa e alta queda de serrapilheira,
aumentando a fertilidade e estrutura do solo (HARTKAMP et al., 2002).

As sementes de Mucuna ocupam lugar de destaque entre as
leguminosas pelo seu uso na recuperacdo de areas degradadas, como
forrageira na alimentacdo bovina, na fixagao natural do nitrogénio no solo, na
rotacdo de culturas, na descompactacao do solo, causando efeitos alelopaticos
e atuando no controle de nematdides do solo (BUENO et al., 2007;
FURLANETTO et al., 2008).

De acordo com Abud et al. (2009), as sementes de Mucuna séo
utiizadas para adubacédo verde, apresentando, normalmente, grande
rendimento de massa por unidade de area, constituindo-se em uma fonte
importante de matéria organica. Possui sistema radicular bastante ramificado e
profundo, o que permite extrair nutrientes das camadas mais profundas do
solo, podendo ser utilizada como suplemento proteico na alimentacao animal.

As sementes, de maneira geral, constituem importantes funcées, como
disseminacdo e garantia de sobrevivéncia das espécies vegetais, além de
possuir importante papel biol6gico e serem utilizadas na alimentacdo humana e
animal (MARCOS FILHO, 2005). Apesar de serem formados por embrido,
tecidos de reserva e envoltério, na natureza, diversos fatores contribuem para
qgque haja o desenvolvimento diferenciado dos componentes da semente,
variando entre espécies e até dentro da préopria espécie, por meio da cor, forma
e tamanho.

Estudos mostraram que na América Central, sistemas de cultivo de
milho, utilizando a Mucuna, permitem elevar os niveis de producéo por ano. O
sistema parece diminuir o estresse da seca, devido a camada de cobertura
morta deixada pela Mucuna, que ajuda a conservar a agua no solo. Com
guantidade de agua suficiente, os nutrientes se tornam disponiveis. Pesquisas
mostram que a rotagdo anual continua de Mucuna e milho pode ser sustentavel
por um periodo minimo de 15 anos, com alto nivel de produtividade (ALTIERI,
2002).



De acordo com Fujii (2001), o plantio de culturas alelopéticas como
cobertura verde para o controle de ervas daninhas e reducdo do uso de
herbicidas sintéticos e a Mucuna apresentou alto potencial para esta finalidade.

As sementes da Mucuna tém uso na manufatura de ragdes ou entram
na alimentacéo direta dos animais, quando imersas em agua por 24 horas ou
raladas e misturadas as refeicbes. S&o usadas principalmente para
alimentacédo de gado ou ovelhas, podendo ser empregadas na alimentacédo de
suinos se constituirem menos de 25% da dieta. A Mucuna pode ser empregada
na alimentacdo humana, mas requer cuidados na preparacdo, devido aos
principios téxicos que contém (BACHMANN, 2007).

De acordo com Pretty (2006), as sementes de Mucuna foram usadas
por varias décadas na Guatemala e no México, tostada e moida para fazer um
substituto do café, sendo conhecida como “Nescafé” na regido, devido ao seu
uso. Os legumes verdes e as folhas s&o, ocasionalmente, fervidos e
consumidos como um vegetal (BACHMANN, 2007). O amido presente na
Mucuna tem potencial de uso na industria alimenticia, em produtos que
requerem alta temperatura, como geléias e produtos enlatados (BETANCUR-
ANCONA et al., 2002).

2.1.2. Doenca de Parkinson

Algumas espécies do género leguminosa sao utilizadas ha muito tempo
para o tratamento de doencas neuroldgicas, principalmente para a doenca de
Parkinson. Esta doenca € uma desordem neurologica degenerativa progressiva
do sistema nervoso central que acomete principalmente o sistema motor. O
parkinsonismo € uma sindrome clinica caracterizada por expressdo facial
diminuida, postura curvada, lentiddo da movimentacdo voluntaria e tremor
ondulante (GIROLAMI, 1996). Até o presente momento ndo € possivel curar,
estacionar ou prevenir a doenca de Parkinson. Os principais tratamentos
utilizados atualmente sao realizados com a L-Dopa. Os primeiros relatos
constam do sistema de medicina tradicional da India (Ayurveda)
(NAGASHAYANA et al., 2000). Acredita-se que a razao disso seja porque a L-
Dopa é convertida no cérebro em dopamina, por acdo da enzima dopa-
descarboxilase (PARKINSONONLINE, 2006).
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Historicamente, a Mucuna é utilizada no tratamento de depressao,
desordens nervosas e mentais e do aparelho reprodutor, como a infertilidade
masculina (TRIPATHI; UPADHYAY, 2002). Possui ac¢do anti-helmintica,
afrodisiaca, adstringente, analgésica e carminativa (RAINTREE et al., 2006).
Tanto as partes vegetativas quanto as reprodutivas, possuem propriedades
medicinais: as raizes sdo usadas como laxantes e aliviam a constipacéo,
nefropatia, elefantiase, neuropatia, Ulceras, febre e verminoses; as folhas sdo
utilizadas para forragem de plantacGes e também para tratamento de Ulceras,
inflamacbes e enxaquecas; e as sementes que podem atuar como
adstringentes, laxativos, afrodisiacos e vermifugos (AGOSTINI, 2008), além de
possuir propriedades antidiabéticas (GROVER et al., 2002).

2.2. Mucuna e seus metabolitos

De acordo com a literatura alguns vegetais produzem L-Dopa e o
primeiro relato foi em Vicia faba em 1920 (SCHWEIZER et al.,, 2000). Em
Mucuna foi verificada a presenca de levodopa em 1937 (TAWAB et al., 2001).
Desde o isolamento da L-Dopa de Vicia faba (GANZERA; KHAN, 2001), o
composto tem sido relatado em leguminosas como Baptisia, Lupinus, Mucuna e
Vicia em valores acima de 1,9 %. Em analise de mais de 1000 espécies dentre
135 familias, o género Mucuna foi considerado a melhor fonte de L-Dopa em
sementes para uso comercial (PEREZ, 2009). A L-Dopa é um farmaco de
primeira linha para o tratamento da doenca de Parkinson, além de ser
responsavel pela capacidade alélopatica da Mucuna, e contribuir para a
atividade antioxidante de algumas Leguminosas. A Figura 2.1 apresenta a

estrutura do composto L-Dopa.
O
HO, fh /YJ\DH
HO™ HVH e
L-dopa

Figura 2.1. Estrutura do composto L - 3,4-Dihidroxifenilalanina (L-Dopa). Fonte:
Perez, 2009.
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Adebowale et al. (2005) avaliaram as propriedades fisico-quimicas,
nutricionais e anti-nutricionais de sementes de seis variedades de Mucuna e
relatam que os percentuais de L-Dopa nas sementes podem variar de 3,87 a
7,12 % de acordo com a espécie, sendo que a Mucuna deeringiana
apresentando menor teor 3,87 % de L-Dopa. Randhir e Shetty (2004) relatam
teores de L-Dopa em sementes de Vicia faba germinadas no escuro, de 1,0 %
a 1,6 % e Chikagwa-Malunga et al. (2009) reportam percentuais em torno de
2,4 % de L-Dopa em sementes de Mucuna pruriens.

Além da L-Dopa, outros compostos foram encontrados em folhas de
Mucuna, como derivados indol-3-alquilaminicos N,N-dimetiltriptamina, 5-
metoxi-N,Ndimetiltriptamina, bufotenina, colina e serotonina (essa ultima dos
tricomas da vagem) (PEREZ, 2009). Algumas tetraidroisoquinolinas foram
isoladas de Mucuna pruriens, como a L-3-carboxi-6,7-diidroxi-1,2,3,4-
tetraidroisoquinolina e a  1-metil-3-carboxi-6,7-diidroxi-1,2,3,4-tetraidro-
isoquinolina (YUAN et al., 2008).

Adebooye e Phillips (2006) reportam que as sementes de Mucuna séo
fontes de proteinas brutas, carboidratos e gorduras. Outros componentes
nutricionais, incluindo o acido ascérbico, célcio e fésforo estdo presentes em
guantidades moderadas, jA o conteudo de ferro apresenta baixos niveis. A
maioria das espécies de Mucuna exibe razoavel tolerdncia a um numero de
estresses abidticos, incluindo seca, baixa fertilidade e alta acidez do solo, mas
elas sdo sensiveis a geada e ndo crescem bem em solos frios e Umidos
(RESENDE et al., 2009).

2.3. Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que previnem ou diminuem o desarranjo
de outras substancias pelo oxigénio (EUROFEDA, 2005). Podem agir
bloqueando a formacao de radicais livres ou interagindo com estes, inativando-
0s. Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia capaz de
doar elétrons para um radical livre, tornando-o um composto eletricamente
estavel (OLIVEIRA, 1999). Do ponto de vista biolégico, pode-se definir como
compostos que protegem o sistema bioldgico contra efeitos dos processos ou
das reacdes que levam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares
(MONTEIRO, 2006).
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Um dos principais problemas na conservagéo dos alimentos lipidicos é
o desencadeamento do processo oxidativo, que resulta na producédo de odores
e sabores desagradaveis, tornando os alimentos inadequados para 0 consumo.
Como resultado da reacdo entre o oxigénio e os acidos graxos insaturados,
ocorre a formacdo de compostos de baixo peso molecular, os quais sdo 0s
principais responsaveis pelo desenvolvimento de odores indesejaveis. As
reacoes oxidativas reduzem o valor nutricional, pois 0s acidos graxos
essenciais (linoleico e linolénico) sdo os primeiros a serem oxidados,
produzindo diversos compostos como aldeidos, cetonas, alcodis e
hidrocarbonetos que sé@o potencialmente toxicos (SPATZ, 1994).

Uma substancia é considerada antioxidante quando presente em baixa
concentracdo, comparada a do substrato oxidavel, sendo capaz de inibir ou
retardar significativamente esta oxidacdo (BARREIROS et al., 2006).
Antioxidantes também podem ser definidos como compostos naturais ou
sintéticos, que apresentam elevada estabilidade oxidativa e possuem
propriedades capazes de prevenir a oxidacdo de outras substancias como
proteinas, acidos nucléicos e lipideos (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2003;
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Compostos antioxidantes sdo usualmente empregados nas industrias
de alimentos para prevenir alteracfes indesejaveis devido a reacdes de
oxidacdo. Atualmente, existe uma grande quantidade de compostos, tanto
naturais quanto sintéticos, com propriedades antioxidantes, embora tenham
gue cumprir certos requisitos para seu uso em alimentos, sendo um deles a
seguranca para a satde (GOMEZ, 2003).

De acordo com seu modo de acdo, os antioxidantes, podem ser
classificados em primarios ou secundarios. Os primarios atuam interrompendo
a cadeia da reacdo por meio da doacao de elétrons ou hidrogénio aos radicais
livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis e/ou lipidio-
antioxidante que podem reagir com outro radical livre. Os antioxidantes
secundarios atuam retardando a etapa da autoxidacdo, por diferentes
mecanismos, que incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigénio e
decomposicdo de hidroperoxidos (ANGELO; JORGE, 2007; LUZIA; JORGE,
2009).
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Segundo Sharma e Bhat (2009), os antioxidantes sao nutracéuticos
considerados importantes, por apresentarem beneficios & saude. No entanto,
tem sido demonstrado que antioxidantes sintéticos podem se acumular no
corpo e podem resultar em danos ao figado e carcinogénese. Estes problemas
ndo sdo encontrados com a utilizacdo de antioxidantes naturais, extraidos de
ervas e especiarias, que sado potencialmente nutritivos e podem ter efeitos
terapéuticos (VALKO et al., 2007; SCHERER; GODOQY, 2009; DENG et al.,
2011).

Os estudos de Rajeshwar et al. (2005) apresentam que o0 extrato
metandlico de Mucuna pruriens possui alta atividade antioxidante quando
analisados pelo método do DPPH e comparado a diferentes substancias como
o BHT (butil-hidroxitolueno), acido ascérbico, quercitina e alfa-tocoferol. Tripathi
e Upadhyay (2001) relataram uma alta atividade antioxidante em sementes de
Mucuna.

Longhi et al. (2011) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato
acido das sementes de Mucuna pruriens por meio do teste de reducdo do
complexo fosfomolibdénio, reducédo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH) e a formagéo do radical monocatidnico ABTS+, proveniente do acido
[2-2'-azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)]. Eles concluiram que as sementes
de Mucuna pruriens possuem alta capacidade antioxidante, porém nao superior
a L-Dopa isolada. Este fato também foi observado por Thaipong et al. (2006).
Randhir e Shetty (2004) determinaram a atividade antioxidante da L-Dopa
sintética pelo método DPPH e o valor de inibicdo foi de 87 %, enquanto que,
para o feijao fava, que possui L-Dopa, o valor foi de 72 %.

De acordo com Du e Li (2012), as folhas de Mucuna sempervirens
podem fornecer antioxidantes. Alcalbides, polifendis e terpendides séao
conhecidos por atuarem como agentes antioxidantes de radicais livres em
plantas (BHAT et al., 2007).

2.3.1. Compostos fendlicos

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e
freqientemente encontrados sdo os compostos fendlicos (DECKER, 1997).
Estes se enquadram em diversas categorias, como fendis simples, acidos

fendlicos (derivados de acidos benzdéico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
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estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Eles séo originados do metabolismo secundéario das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo (ANGELO; JORGE,
2007).

Existem diversos fendis e, dentre eles, destacam-se os flavonoides,
acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois
(SOUSA et al., 2007). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se
principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas desempenham um importante papel na neutralizacdo ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicéo, agindo tanto na
etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendélicos sdo relativamente
estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas
substancias (SOARES, 2002; CHUN et al., 2005).

A atividade antioxidante dos produtos naturais € atribuida aos
compostos fendlicos que também podem atuar como sequestrante de radicais
livres no organismo, reduzindo os riscos de doencas crbnicas (GUERRA,;
LAJOLO, 2005). As substancias fendlicas advém do metabolismo especial nas
plantas e muitas possuem grande acao antioxidante.

Antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-
hidroxitolueno (BHT) sdo normalmente utilizados nas industrias de 6leos e de
derivados lipidicos. Entretanto, estes compostos podem apresentar alguns
inconvenientes. Essas substancias podem causar efeitos adversos, como, por
exemplo, hemorragia massiva nhas cavidades pleurais e peritoneais
(TAKAHASHI; HIRAGA, 1978) ou extensa proliferacdo de células no pulméo,
com mudancas bioquimicas, atuando como agente promotor no
desenvolvimento de adenoma (BAUER et al., 2001; THOMPSON et al., 2001).
Devido a estes inconvenientes, tem havido a preocupagdo na obtencao de
substancias naturais que tenham a mesma funcdo e eficiéncia dos
antioxidantes sintéticos.

Nos feijdes comuns, o conteudo de polifenéis varia de acordo com a
coloracdo da casca. Segundo BRESSANI (1993), os feijoes vermelhos,

marrons, pretos e brancos apresentam, respectivamente, o teor médio de
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compostos fendlicos de 12,6 mg g*; 7,8 mg g*; 6,6 mg g* e 2,3 mg g’ de
catequina.

Longhi et al. (2011) relataram que o teor de compostos fendlicos no
extrato acido das sementes de Mucuna pruriens foi de 24 mg g* de &cido
gélico. Este valor corresponde a 6,48 mg g de fendis totais em sementes
Mucuna e esta préximo dos niveis de compostos fendlicos encontrados por
Siddhuraju e Becker (2005), 5,65 mg g™, e também do contetido apresentado
por Adebowale et al. (2005), nesta mesma espécie, que encontrou 7,75 mg g™

de sementes secas.

2.3.2. Avaliacdo da atividade antioxidante

Existem diversos métodos para a avaliacdo da atividade antioxidante.
Esses testes podem ser realizados em substancias isoladas ou em extratos e
podem ser testados in vivo ou in vitro (SILVA, 2003). Os métodos in vitro mais
comuns para determinar a atividade antioxidante de modo pratico, rapido e
sensivel sdo aqueles envolvendo um radical croméforo que simulam as
espécies reativas de oxigénio. A presenca de antioxidantes leva ao
desaparecimento da cor desses radicais, sendo os mais utilizados o ABTS —
Acido [2,2-azino-bis (3-etil-benzolina-6-sulfonado)] e o DPPH Radical (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil) (ARNAO, 2000; KUSKOSKI et al., 2005).

O teste DPPH é um dos mais antigos e mais frequentemente usados
para a determinacdo da capacidade antioxidante em extratos de alimentos,
sendo baseado na habilidade de doar um radical hidrogénio para o composto
sintético nitrogenado DPPH (STRATIL et al., 2006). O ensaio de reduc¢édo do
radical livre DPPH tem sido amplamente utilizado como um método quimico
para a investigacdo do potencial antioxidante de produtos naturais,
especialmente para extratos de plantas vegetais (BRACA et al., 2001; LU;
FOOD, 2001; MENSOR et al., 2001; BRACA et al., 2002).

Métodos para a medida do conteudo de fendis totais e determinacgéo da
capacidade antioxidante sdo geralmente baseados na possibilidade dos
compostos fendlicos agirem como agentes redutores e fornecedores de
hidrogénio ou elétron (HUANG et al., 2005).
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2.4. Oleo de Mucuna

O ¢6leo das sementes de Mucuna € rico em acidos graxos essenciais,
0s quais abrangem as familias de acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6, conforme
relata a literatura (SIDDHURAJU e BECKER, 2005; SIMOPOULOQOS, 2004). Em
humanos, os acidos linoleico e a-linolénico sdo necessérios para manter sob
condicdes normais, as membranas celulares, as fungbes cerebrais e a
transmissao de impulsos nervosos.

Os acidos graxos essenciais ndo sao sintetizados pelo organismo e por
este motivo recebem esta denominacéo. Eles participam da transferéncia do
oxigénio para o plasma sanguineo, além da sintese da hemoglobina e da
divisdo celular (MARTIN et al.,, 2006). A incorporacdo de acidos graxos
essenciais em produtos da indastria alimenticia e farmacéutica € amplamente
praticada (KASSIS et al., 2010; PEDERSSETTI et al., 2010; ZHANG et al.,
2010; ALVAREZ et al., 2011; QUISPE-CONDORI et al., 2011; SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011;).

Ezeagu et al. (2005) relataram que o acido palmitico (C16:0) e o acido
estearico (C18:0), que variam de 18,01 — 20,86 % e 8,43 — 13,52 %,
respectivamente, sdo o0s acidos graxos predominantes nas sementes de
Mucuna, sendo que o teor de &cido palmitico apresenta-se semelhante ao das
sementes de soja. Os acidos graxos insaturados que se apresentam em
maiores quantidades sdo os &cidos oleico, linoléico e linolénico e para as
variedades Mucuna utilis, Mucuna cochinchinensis e Mucuna pruriens (IRZ), os
teores de acidos graxos insaturados sdo acima de 50%.

Demuner et al. (2003) que realizaram a extracdo do 6leo do caule e
das raizes de Mucuna cinerea, utilizando como solvente etanol em aparelho
Soxhlet, relataram que o 6leo do caule de Mucuna é constituido dos seguintes
acidos graxos: miristico (4%), palmitico (61%), estearico (13%), oléico (7%),
linoléico (4%) e icosandico (2%).

Ajayi et al. (2006) relataram que as leguminosas subutilizados da
Nigéria, Brachystegia eurycoma, Tamarindus indica e Mucuna flagellipes,
contém teores do &cido linoleico, que é considerado um dos trés acidos graxos
essenciais e ainda apresentam propor¢gfes dos acidos palmitico, oleico e

estearico. De acordo com Omode et al. (1995), €, sem davida, um dos mais
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importantes éacidos graxos poliinsaturados na alimentagdo humana, por
contribuir para a prevencao de doencas vasculares do coracao.

As sementes de Mucuna apresentam baixos teores de &cidos graxos
livres (< 4%), podendo ser armazenados por um longo periodo de tempo, sem
apresentar o rango oxidativo (AJAYI et al., 2006). Como o 6leo das sementes
de Mucuna é rico em &acido oleico e linoleico, demonstra ser um tipo de 6leo
com um elevado grau de insaturacdo, o que favorece seu uso para fins
comestiveis ou como matéria-prima para a inddstria farmacéutica, se
eliminadas eventuais substancias nocivas a saude (TAKEMOTO et al., 2001;
EZEAGU et al., 2005).

2.5. Métodos aplicados na extracdo de Oleos vegetais

2.5.1. Métodos cléssicos de extracao

O método de extracdo mais adequado para extracdo do 6leo de plantas
irA depender se o Oleo esta localizado na folha, flor, fruto, semente, casca ou
raiz e se a finalidade deste 6leo sera para utilizacdo em cosméticos, alimentos
ou medicamentos. Sao relatados na literatura como métodos classicos para
remocdo de Oleo em sementes, técnicas como prensagem mecanica ou
Soxhlet (NIMET et al., 2011). No entanto estas técnicas apresentam algumas
desvantagens, como a producéo de residuos indesejaveis e a necessidade de
remocgéao do solvente no final do processo de extracdo (TOPALLAR; GECGEL,
2000; DIAZ-REINOSO et al., 2006; PASSOS et al., 2010).

O solvente organico mais utilizado para a extracdo € o hexano.
Todavia, a utilizacdo de solventes organicos para a extracdo de 6leos vegetais
apresenta alguns inconvenientes relacionados a qualidade dos produtos
gerados, como a periculosidade no ambiente de producdo, com impacto
ambiental e com custos de processamento. Os 6leos vegetais sdo importantes
fontes de produtos com altos valores agregados, como uma variedade de
vitaminas, pigmentos e lipideos fosforados que, ou s&o destruidos ou nao
totalmente aproveitados nos processos classicos, devido ao tempo de extracao
e a alta temperatura empregada no processo (BOSS, 2000).

De acordo com Lameira et al. (1997), o hexano é o principal solvente

organico utilizado para extracdo de 6leo em plantas e alguns dos problemas
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desse método é o tempo excessivo e a alta temperatura requerida para
remover o solvente remanescente no produto. Estes fatores podem afetar a
qualidade organoléptica do alimento.

O processo de extracdo por prensa mecanica realiza o esmagamento
das sementes removendo parcialmente o Oleo. Este procedimento pode ser
precedido de um aquecimento controlado de graos, visando, assim, a aumentar
o rendimento de extracdo. O rendimento do 6leo varia de acordo com o tipo de
matéria-prima (TURATTI, 2000; KARTIKA et al., 2006).

2.5.2. Extracéao por fluido supercritico (EFS)

Um fluido supercritico é definido como uma substancia que esta acima
da sua temperatura critica e pressao critica. O ponto critico representa a maior
temperatura e pressao em que a substancia pode existir como vapor e liquido
em equilibrio. Obtemos um fluido supercritico quando elevamos uma
substancia (liquido ou gas) a condi¢cdes acima de seus pontos criticos de
temperatura e presséo. E um estado intermediario em que o fluido se encontra
entre o liquido e o gas. A temperatura critica de um gas é aquela acima da qual
0 gas ndo pode mais ser liquefeito, ndo importando a quanto se eleve a
pressdo (BOTT, 1982; ARIAS et al.,, 2009; BERNARDO-GIL et al., 2009;
BRUNNER, 2010).

A EFS considera os mesmos parametros operacionais de transferéncia
de massa (propriedades fisico-quimicas do solvente/soluto substancias, regime
de fluxo, efeito de mistura, solubilidade, afinidade quimica, etc.) que um
processo de extracao convencional (ARIAS et al., 2009; BERNARDO-GIL et al.,
2009). No entanto, devido as caracteristicas intrinsecas, o fluido supercritico
adquire uma densidade similar a de um liquido e simultaneamente uma
compressibilidade proxima a de um gas (JARDIM et al.,, 2006; BRUNNER,
2010).

O principio de extracdo por fluido supercritico aproveita as
propriedades fisicas dos fluidos no estado supercritico. Acima do ponto critico,
algumas propriedades sao intermediarias entre um gas e um liquido, como a
densidade e a viscosidade. O fluido adquire uma densidade similar a de um
liguido (portanto um poder de solvatagcdo) e simultaneamente uma

compressibilidade parecida com a de um gas (STUART et al., 1996). Por conta
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da semelhanca entre a viscosidade dos fluidos supercriticos e dos gases e por
seu coeficiente de difusdo ser maior que as dos liquidos, a extracdo das
substancias, mediante este processo, é facilitada.

Adicionalmente, o fluido em condi¢bes supercriticas possui um maior
poder de solvatacdo que ocasiona uma alta permeacéo do fluido na amostra,
aumentando a probabilidade de uma extracdo completa. A elevada taxa de
transferéncia de massa dos solutos no fluido no estado supercritico,
considerando maior difusividade, menor viscosidade e menor tensao superficial
em relacdo ao solvente liquido, faz dos fluidos supercriticos um meio de
processamento adequado para técnicas de extracdo (QUEIROZ et al., 2001;
RAVENTOS et al., 2002; PEDERSSETTI et al., 2010; CORSO et al., 2010).

Na Tabela 2.1 apresenta-se uma comparacao entre os valores tipicos
para densidade, viscosidade e difusividade de gases, liquido e fluidos

supercriticos.

Tabela 2.1. Ordens de magnitude de parametros fisicos para gases, liquidos e
fluidos supercriticos

Gas Liguido Fluido Supercritico

Estado do fluido — —
P =0, 1013 MPa, P =0, 1013 MPa, P=p, T~T, P=P,T=T,

T =15-30°C T =15-30°C

Densidade (g/cm®) (0,6 —2,0) x 107 06-16 0,2-0,5 04-0,9
Difusividade (cm?/s) 01-04 (0,2-2,0)x 10° 0,7x 107 0,2x 107
Viscosidade (g/cm.s) (0,6 —2,0) x 10™ (02-3,0)x10° (1-3)x10* (3-9)x10"

Fonte: Brunner, 2005.

De acordo com Peixoto (2008), ocorre um rapido e significativo
aumento na densidade da substancia somente acima da sua temperatura
critica. Entretanto, para elevados valores de temperatura reduzida, €
necessaria uma variagcdo consideravel de pressdo para que se produza
mudancga substancial na densidade. E, como das propriedades de transporte, a
densidade é o principal parametro de interesse nos processos de separacgao, €
interessante selecionar temperaturas e pressdes apropriadas para que 0S
processos de extracdo ndo sejam realizados empiricamente.

A regido critica é conhecida como uma regido de uma Unica fase e esta

possui ambas as propriedades: a de liquido (solvatacdo) e a de gas
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(difusividade). As motivagbes para o desenvolvimento da tecnologia de
extracao supercritica residem nos seguintes fatos (TAYLOR, 1996):

i.  Aumento acentuado no custo de energia, o qual elevou os custos
das técnicas tradicionais de separacao.

ii. Maior controle e regulamentagcdo governamental dos solventes
industriais comuns, pois a utilizacdo do CO, supercritico é aceitavel
ambientalmente e é uma alternativa para solventes organicos.

iii. LegislacBes de controle de poluicdo mais severas.

iv. ~Aumento das exigéncias do desempenho dos processos de

separagéo.

O dioxido de carbono é comumente usado para a extracdo a partir de
fluido supercritico, principalmente devido as suas propriedades fisicas e
quimicas, tais como pressdo (73,82 bar) e temperatura critica baixa (31 °C)
(SENORANS; IBANEZ, 2002; DIAZ-REINOSO et al., 2006; REVERCHON; DE
MARCO, 2006). Além disso, apresenta vantagens em relacdo aos solventes
organicos, pois apresenta caracteristicas de gas e liquido, e ndo tem a
necessidade de etapas posteriores para a remoc¢édo do solvente (BRUNNER,
2005; CORSO et al., 2010; HUISDEN et al., 2010).

No processo de extracdo supercritica em matrizes sélidas, o fluido
supercritico escoa através do leito fixo (de particulas sélidas) e solubiliza os
compostos existentes na matriz, sendo o solvente alimentado no extrator e
distribuido uniformemente no interior do leito fixo. Durante a extragdo, a matriz
sélida absorve o solvente supercritico, dilatando a estrutura da célula,
promovendo uma diminuicdo na resisténcia a transferéncia de massa. Os
compostos extraiveis sao dissolvidos pelo solvente e transferidos por difusao
para a superficie externa da matriz e, em seguida, transportados pelo fluido,
estes compostos podem mudar seu estado de agregacdao. Os compostos assim
extraidos sdo removidos do extrator pelo escoamento do solvente (BRUNNER,
1994). Um esquema representativo de um extrator de leito fixo esta

representado na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Esquema representativo de um extrator de leito fixo e dos
mecanismos de transporte de massa proposto pelo modelo de difusédo em
s6lido homogéneo. Fonte: Cardozo-Filho, 1999.

Na maioria dos casos, o0 substrato sdlido forma um leito fixo. O fluido
supercritico atravessa o leito fixo e extrai os componentes do produto com 0s
quais tem mais afinidade, até o esgotamento do substrato. A concentracédo dos
compostos extraidos aumenta na direcao do fluxo no fluido supercritico e no
material sélido. A forma da curva de concentracdo depende dos parametros da
cinética de extracdo do solido e do poder de solvatacdo do solvente que, por
sua vez, depende das condi¢des de operacdo. Tanto para o solido quanto para

0 solvente, a extragdo é um processo ndo-estacionario (BRUNNER, 2005).

2.6. Modelagem matematica do processo de extracao de 6leos vegetais

A modelagem termodinamica consiste em usar uma equacao de estado
com regra de mistura apropriada para calcular a fugacidade dos componentes
no equilibrio e com isso descrever o comportamento da solubilidade dos

componentes puros e predizer o comportamento da solubilidade da mistura
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multicomponente, a qual ser4d composta pelos principais componentes do
extrato, aqueles em maior concentracdo, visando a representar o
comportamento da solubilidade do extrato como um todo.

Os modelos matematicos permitem generalizar o0s resultados
experimentais, que posteriormente poderédo ser aplicados a novas condi¢des
de trabalho e/ou outros materiais diferentes daqueles inicialmente pesquisados
(RUIZ, 1999). De acordo com Reverchon (1997), o estudo da EFS de dleos
essenciais pode ser dividido em trés partes: a caracterizacdo quimica dos
extratos, a avaliacdo da influéncia dos parametros de processo e a modelagem
matematica.

A modelagem matematica de caracteristicas do processo de EFS é
necessaria para melhor compreensao do fenémeno, além de interpolar ou
extrapolar condicBes experimentais. Modelos matematicos permitem uma
andlise do processo e a previsdo do que acontece em condi¢des diferentes
daquelas experimentadas, dentro de faixas delimitadas pelo modelo, e pela
qualidade e quantidade de dados experimentais utilizados no ajuste de
parametros.

Segundo Reverchon e De Marco (2006), os modelos mateméaticos
apresentados na literatura para representar as curvas de extracao supercritica
podem ser classificados em trés grupos: modelos empiricos, modelos
baseados na analogia entre a transferéncia de massa e calor e modelos
baseados na integracdo do balan¢co de massa.

O modelo de Sovova (1994) considera a EFS dividida entre trés
etapas: na primeira etapa ha o 6leo de facil acesso (6leo exposto ou 6leo livre),
onde a resisténcia a transferéncia de massa se encontra na fase de solvente;
na segunda etapa, o 6leo facil acesso € esgotado no inicio do extrator e inicia 0
processo difusivo (extracdo do 6leo de dificil acesso, do interior das particulas
sélidas); e na terceira etapa ocorre o processo difusivo (esgotamento do 6leo
livre em toda a extenséo do leito).

Segundo Reverchon (1997), diferentes modelos tém sido propostos
para descrever as principais caracteristicas da EFS de oOleos esséncias. No
entanto a validade deles varia de acordo com a estrutura do material vegetal
utilizado. Além disso, a composi¢cdo dos extratos obtidos no processo da EFS

varia com a pressdo e a temperatura de extracdo, sendo necessaria uma
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otimizacdo preliminar das condicdes de extracdo. Ainda sdo requeridas
informacdes das particulas e outros. Por isso, os mecanismos de extracéo
postulados nos modelos devem corresponder a estrutura do material vegetal.

A modelagem matematica da extracdo por fluido supercritico de
produto com alto valor agregado de matrizes vegetais, como ervas, sementes,
folhas ou cascas, € dificil devido a existéncia de estruturas diferentes no
material. O material vegetal € geralmente triturado, antes do processo de
extracdo, para aumentar a area de contato com o solvente supercritico e
também para aumentar a acessibilidade ao soluto presente no interior da
estrutura celular, aumentando, assim, a cinética de transferéncia de massa.
Isso permite descrever as particulas resultantes, utilizando geometrias basicas,
como cilindro ou esfera. Algumas simplificacbes acerca de como o soluto esta
distribuido no interior do sélido (adsorvido na rede de poros, amarrado dentro
das estruturas celulares ou homogeneamente distribuido no interior da
particula) e sobre 0o mecanismo envolvido na cinética de transferéncia de
massa (resisténcia interna de transferéncia de massa, resisténcia externa de
transferéncia de massa ou a combinacdo de varias resisténcias), sao
necessarias para reduzir a complexidade do modelo matematico (OLIVEIRA et
al., 2011).

Ha varios modelos empregados para descrever a EFS de 6leos ou
outros componentes de materiais vegetais. Todos eles consideram que as
particulas estdo empacotadas dentro da coluna do extrator. As simplificacdes
empregadas pela maioria dos autores sdo que a operacao € isotérmica, a
gueda de presséo no interior do extrator € desprezivel e a porosidade do leito e
a densidade do solido sdo constantes durante a extragdo. Além isso, é usual
assumir que a densidade e a velocidade do fluido e a dispersao axial
permanecem quase constantes, pois o0 escoamento do soluto no fluido
supercritico é baixo. Contudo, varios autores tém considerado a dispersao axial
negligenciavel. Essas suposi¢des reduzem o numero de equagdes necessarias
usadas no balanco de massa, relagcbes de equilibrio e leis cinéticas para
descrever o processo de extracdo (Mc HUGH e KRUKONIS, 1986).

Na literatura, podemos encontrar a descricdo de alguns modelos
usados para descrever as cinéticas de ESC. Modelos como os de Crank

(1975), Tan e Liou (1989), Goto et al. (1993), Sovova (1994), Esquivel et al.
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(1999a) e Martinez et al. (2003), entre outros, sao geralmente utilizados. Na
Tabela 2.2 podemos encontrar as consideracdes acerca de alguns modelos
matematicos baseados na transferéncia de massa.

Os modelos difusivos requerem que sejam conhecidas a geometria da
fase sdlida e a porosidade da matriz sélida. Além disso, para estes modelos, o
esforco computacional para a resolucdo das equacdes é grande, em virtude da
necessidade de se determinar o perfil de concentracdo do composto a ser
extraido na particula.

Outros autores tém preferido usar modelos empiricos, 0s quais se
tornam possiveis ap6s varias simplificacdes e apresentam solucdo analitica.
Dentre estes, destacam-se Tan e Liou (1989), que consideram a cinética de
extracdo como sendo de primeira ordem em relacdo as concentracdes do 6leo
no solido; Souza et al. (2008), consideram a cinética de extracdo como sendo
de segunda ordem e o0s compostos bioativos a serem extraidos como
pseudocomponentes.

Os modelos empiricos de cinética de extracdo nao consideram a
variacdo da concentracdo do composto no interior da particula (modelos de
parametros concentrados). Portanto, o esforco computacional é reduzido, pois
a concentracdo desta substancia na matriz sélida depende apenas da posicéo
das particulas no interior do leito e do tempo.

Considerando a grande importancia que tem sido atribuida aos
processos de extracdo por fluidos supercriticos, optou-se em determinar 0s
parametros de transferéncia de massa mais relevantes via modelagem
matematica empirica de segunda ordem do processo na extracdo do 6leo das

sementes de Mucuna.
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Tabela 2.2. Modelos mateméticos baseados na transferéncia de massa para EFS de produtos naturais

REFERENCIA

MODELO

CONSIDERACOES

Glueckauf e Coates (1947)

Forca motriz linear, considerando

particula solida esférica.

Fluxo de transferéncia de massa é proporcional a diferenca entre a média da concentracéo

do soluto na particula e a concentragéo do soluto em equilibrio com a fase fluida.

Crank (1975)

Modelo de difusdo

Modelo de transferéncia de massa desenvolvido como uma analogia da transferéncia de

calor em particula esférica. A segunda lei de Fick foi aplicada para a difusdo na modelagem.

Recasens et al. (1989)

Forca motriz linear, considerando

particula sélida porosa.

Fluxo de transferéncia de massa, onde duas aproximacdes da forgca motriz linear séo
empregadas, uma entre a fase fluida e o fluido nos poros do sélido e a outra entre a fase

fluida nos poros e a fase sélida.

Tan e Liou (1989)

Modelo empirico

Transferéncia de massa definida com a cinética de extracdo de primeira ordem,

negligenciando a disperséao axial e a difusdo intraparticula.

Goto et al. (1993)

Placa simples e porosa

A extracdo ocorre com o efeito da dessor¢éo e diferenciacdo da concentragdo do soluto no
interior da particula a partir da concentragédo nos poros.

Sovova (1994)

Células intactas e células

quebradas

O pré-tratamento resulta em particulas com células intactas e quebradas. A cinética de
extracdo de células quebradas é mais rapida do que de células intactas. O mecanismo de
transferéncia de massa em células quebradas é a conveccdo, enquanto para células

intactas é a difusdo molecular.

Goto et al. (1996)

Modelo de encolhimento de

nucleo.

Existéncia de uma nitida fronteira entre as partes extraidas e ndo extraidas da particula.

Todo o soluto deixa a particula por convecg¢édo. Toma a difusividade efetiva como parametro.

Reverchon e Marrone
(1997)

Modelo de difusao

O fendmeno de transferéncia de massa é proposto para ser similar aquele descrito com um
unico pseudocomponente. Nao ha resisténcia interna. Relacdo de equilibrio linear. A

disperséo axial e a resisténcia externa foram avaliadas.
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Tabela 2.2. Cont.

Perrut et al. (1997)

Particulas porosas

O fendmeno de transferéncia de massa é proposto para ser similar aquele descrito com um
Unico pseudocomponente. O fendmeno de difusdo dentro da particula e o mecanismo de

fluido-dinamica de transferéncia de massa fora da particula sao considerados.

Esquivel et al. (1999)

O modelo empirico

Caracterizado para ser um modelo muito simples, com somente um parametro ajustavel.

Reverchon e Marrone

(2001)

Células intactas e células

quebradas

Mecanismo de resisténcia em paralelo, no qual tanto as células quebradas quanto as

células intactas transferem soluto para o fluido com uma cinética diferente.

Martinez et al.

Modelo logistico

O extrato € uma mistura de compostos ou grupo de compostos com estrutura quimica

similar. Neste modelo, o termo de transferéncia de massa interfacial foi descrito como uma

(2003) - - L .
funcédo logistica com dependéncia com a composicao do extrato durante o processo.
i _ i O soluto de células quebradas difunde-se diretamente para a fase fluida, enquanto o soluto
i Celulas intactas e celulas i . ) i i
Sovova (2005) de células intactas difunde-se apenas para as células quebradas, o que configura um

guebradas

modelo de resisténcia em série, portanto sdo desenvolvidos dois balancos materiais.

Fiori et al. (2009)

Células intactas e células
quebradas e encolhimento do

ndcleo

O decréscimo do pseudocoeficiente de transferéncia de massa é proporcional a distancia da
superficie das particulas. Trés abordagens sdo propostas para calcular o valor do
pseudocoeficiente de transferéncia de massa: (a) empregar uma funcéo continua em todas
as particulas para calcular a dependéncia do coeficiente com o raio do nicleo — modelo
continuo; (b) usar um pseudocoeficiente constante até que a primeira camada esteja
esgotada e entdo usar uma funcao continua do raio do nucleo — modelo semi-continuo; (c)

usar uma valo constante do coeficiente para cada camada — modelo discreto.
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2.7. Consideragdes em relagdo ao estado da arte

Na revisao bibliogréfica apresentada neste capitulo, procurou-se relatar
0 estado da arte a respeito das sementes de Mucuna, sendo a mesma
constituida por diversas substancias, entre estas a L-Dopa, um importante
composto quimico que exerce influéncias alélopaticas em algumas culturas,
como a inibicdo do crescimento de plantas daninhas.Ha também relatos na
literatura da sua utilizacdo para o tratamento da doenca de Parkinson e como
agente antioxidante.

Com a finalidade de concentrar a L-Dopa, tema alvo deste trabalho, foi
realizada a extracdo do 6leo a partir de didéxido de carbono em condicdes
supercriticas, diclorometano e hexano. A extracdo de 6leos vegetais utilizando
um solvente em condi¢cdes supercriticas apresenta-se como uma alternativa
aos meétodos convencionais, devido as caracteristicas dos solventes em
determinadas condi¢cées de pressédo e temperatura, o qual proporciona maior
seletividade no processo de extracdo de alguns compostos. Constata-se,
ainda, que a substituicdo de solventes organicos pelos solventes em condi¢des
supercriticas nao geram residuos, sendo um grande passo em termos de
gerenciamento ambiental. E como a L-Dopa apresenta uma baixa solubilidade
em dioxido de carbono supercritico, a remocao do 6leo das sementes de
Mucuna podera ser uma técnica eficiente para concentrar o composto no farelo
desengordurado.

Durante o periodo do desenvolvimento do presente trabalho néo foi
encontrado, nos bancos de dados da literatura pesquisados, estudos que
busquem concentrar o composto L-Dopa, utilizando diéxido de carbono. Tal
fato despertou o interesse e motivagdo para a realizagdo da presente

investigacao.

28



3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, serdo apresentados o0s procedimentos adotados
visando a extragdo e caracterizacdo do Oleo das sementes Mucuna das
variedades Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana,
utilizando diéxido de carbono supercritico e solventes organicos. Apresenta-se,
ainda, as metodologias utilizadas na quantificacdo do composto L-Dopa no
farelo desengordurado, bem como a avaliacdo da atividade antioxidante, teor
de compostos fendlicos e testes de germinacdo de sementes com a aplicacéo

do mesmao.

3.1. Materiais

Foram utilizadas sementes de Mucuna de trés variedades: Mucuna
aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana, cultivadas e fornecidas pela
empresa “Pré sementes” (Rio de Janeiro, Brasil) em novembro de 2010. Para a
extracdo do 0leo, os solventes utilizados foram: diéxido de carbono (99,5 % de
pureza), procedente da White Martins; para a extragcdo convencional foi
utilizado (Soxhlet) diclorometano e hexano (99,6 % de pureza), ambos de
procedéncia Merk.

Nas andlises gqualitativas e quantitativas dos extratos obtidos, foram
utilizados como derivatizantes trifluoreto de boro (99,5 %) (BF3) e bis
(trimethylsilyl) trifluoro acetamide (BSTFA); como padrdo interno, metil
heptadecanoato, ambos obtidos da empresa Sigma Aldrich. Como solvente, foi
utilizado o heptano (99,6 % de pureza) Merck.

Nas analises do farelo desengordurado, utilizou-se o padrédo L - 3,4-
Dihidroxifenilalanina (Sigma-Aldrich), metanol e &cido fosférico, ambos com
grau HPLC (Tedia) para quantificacdo do teor de L-Dopa. Para a determinacéo
da atividade antioxidante, utilizou-se o DPPH (1,1-difenil-2-pirilhidrazina), de
procedéncia Sigma Aldrich, agua ultrapura, metanol (99,6 % de pureza)
(FMAIA) e butil-hidroxitolueno (BHT), grau analitico. O teor de compostos
fendlicos foi determinado utilizando-se o reagente Folin-Denis (Sigma Aldrich).
Para a construcdo da curva de calibracéo, foi utilizado Acido galico (99% de

pureza), Vetec.
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Para a realizag&o dos testes de germinacao, foram utilizadas sementes
de soja variedade BRS 282, safra 2009/2010, obtidas da empresa SL
Alimentos (Parana), caixas plasticas (Gerbox) e folhas de papel filtro

(Germitex).

3.2. Caracterizacdo e preparo da matéria-prima

3.2.1. Moagem e granulometria do material

As sementes foram trituradas em um moinho elétrico (IKA, modelo A
11/B) na velocidade de 14000 rpm, utilizando peneiras do tipo Tyler para a
classificacdo granulométrica das amostras, com o auxilio de um agitador
mecanico de peneiras (Bertel, série 1.0). Sendo obtidas amostras com diametro

médio de 1,18 mm e 0,6 mm para conducdo dos experimentos.

3.3. Extracao do 6leo das sementes de Mucuna

3.3.1. Extragc&o com solvente orgéanico

A extracdo do Oleo por solvente organico foi realizada conforme
recomendado por Instituto Adolfo Lutz (2004). Na extracdo com solvente
organico, utilizou-se um aparelho Soxhlet (500 mL), onde foram adicionados
separadamente cerca de 30 g das sementes em cartuchos de papel filtro,
amarrados com fios de poliéster, e 300 mL de solvente (diclorometano ou
hexano). Os solventes organicos foram escolhidos devido as diferencas de
suas polaridades e constantes dielétricas, sendo o diclorometano um solvente
polar e o hexano um solvente apolar.

O sistema foi mantido em refluxo durante 8 horas. Evaporou-se o
excesso de solvente em rota evaporador (IKA, RV10) e o remanescente em
estufa (Nova Etica 400 / 4ND) até peso constante a 40 °C para as extracdes
realizadas com diclorometano e a 69 °C para as extragOes realizadas com
hexano. As sementes que se encontravam no cartucho foram secas em estufa
(Nova Etica 400 / 4ND) a 30 °C e armazenadas em frasco &mbar para posterior

andalise.
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3.3.2. Extracéo por fluido supercritico

Para a extracdo com didxido de carbono em condi¢Bes pressurizadas,
utilizou-se aparato experimental disponivel no Laboratério de Tecnologia
Supercritica e Equilibro de Fases da Universidade Estadual de Maringa
(Departamento de Engenharia Quimica).

A unidade experimental € constituida basicamente de um cilindro de
diéxido de carbono, dois banhos termostaticos, duas bombas tipo seringa, um
vaso extrator encamisado de ac¢o inox, com capacidade de 166,5 mL, um
transdutor absoluto de pressdo equipado com um programador portatil e um
vaso coletor. Cerca de 60 g de sementes secas foram introduzidas no extrator.
Em seguida, o solvente foi bombeado e mantido em contato com a matriz
herbacea por pelo menos 30 minutos para permitir a estabilizacdo do sistema.
O dleo foi coletado a partir da abertura da valvula macrométrica e micrométrica.
Depois disso, a massa de 6leo extraida foi pesada e o tubo foi reconectado ao
equipamento. Este procedimento foi realizado até que a massa de O6leo
extraida mantivesse constante. A Figura 3.1 apresenta 0 aparato experimental

utilizado nas extracoes.
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Figura 3.1. Aparato experimental utilizado nas extragdes por fluido supercritico.
(C) Cilindro de gas; (A) e (B) Bomba tipo seringa; (CB-1) e (CB-2) Controlador
das bombas; (BT-1) Banho termostatizado das bombas; (BT-2) Banho
termostatizado do extrator; (IT) Indicador de temperatura; (IP) Indicador de
pressdo; (Va) Valvula agulha; (Vm) Valvula micrométrica; (R1) Reservatorio de
coleta do 6leo.
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C1 (Cilindro de gas, Air Liquide, 25 kg): armazena o solvente utilizado

nas extracoes .

CB-1 (A e B) (Bomba de alta pressdo do tipo seringa, Teledyne,

modelo ISCO 500 D): utilizada para alimentacéo do solvente (CO,) no extrator.

BT (1 e 2) (Banho termostéticos, Tecnal, Modelo TE — 184): utilizado
para controlar a temperatura das bombas tipo seringa encamisadas.

IT (Indicador de temperatura digital, COEL, Modelo HW4200): utilizado

para monitorar a temperatura do reservatorio de coleta.

IP (Man6metro, WIKA, Modelo 213.53): indica a pressdo no vaso

extrator.

Va / Vm (Valvula agulha e micrométrica, Autoclave Engineers,

10v2071, ERIE PA): utilizadas para controlar o fluxo do solvente.
R1 (Reservatério de Coleta): local onde o 6leo é coletado.

A vista geral do aparato experimental utilizado nas extracbes €

apresentado na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Vista geral do aparato experimental utilizado nas extracdes por
fluido supercritico. (C) Cilindro de gas; (A) e (B) Bomba tipo seringa; (CB-1) e
(CB-2) Controlador das bombas; (BT-1) Banho termostatizado das bombas;
(BT-2) Banho termostatizado do extrator; (IT) Indicador de temperatura; (IP)
Indicador de pressao; (Va) Valvula agulha; (Vm) Valvula micrométrica; (R1)
Reservatério de coleta do dleo.
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3.4. Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares com a fim de verificar o tamanho
da particula que apresentava o maior rendimento em 6leo. As condicbes
selecionadas para estes testes foram: pressdo de 244,1 bar e 250 bar,
temperatura de 60 °C e 40 °C, sendo avaliado a cinética e o rendimento global

nestas condicoes.

3.4.1. Experimentos

As extragbes com solvente pressurizado foram realizadas nas
condicdes descritas na Tabela 3.1 com fluxo de solvente fixo em 3 mL min™ e
coleta da amostra de 10 em 10 minutos e apos duas horas de extracdo de 20
em 20 minutos. O rendimento de extracdo foi calculado pela razdo entre a
massa de 6leo extraido e da matéria prima utilizada. A densidade do solvente

foi determinada de acordo com Angus (1976).

Tabela 3.1. Condi¢des experimentais empregadas para a extracao do 6leo das
sementes de Mucuna a partir de didxido de carbono supercritico.

Condicbes
Presséo (bar) Temperatura (°C) Densidade (g mL™)
150,0 40 0,78
176,7 60 0,68
2441 60 0,78
250,0 40 0,88

3.5. Andlises do farelo desengordurado

Para a determinacéo do percentual de L-Dopa, atividade antioxidante e
compostos fendlicos, presentes nas sementes de Mucuna, os testes foram
realizados com o farelo desengordurado, obtidos por extragdo, utilizando
dioxido de carbono supercritico, e pelo método classico de extracdo com

solventes organicos (diclorometano e hexano).

34



3.5.1. Extracéo da L-Dopa

Para realizacdo das andlises do farelo desengordurado das sementes
de Mucuna, realizou-se a pesagem de 0,1 g do farelo desengordurado de
Mucuna, adicionou-se 5 mL de &gua ultra pura e foi levado ao sonicador
(Unique 1400A) por 5 min. Este procedimento foi repetido para a analise
quantitativa do teor de L-Dopa, determinacéo da atividade antioxidante e o teor

de compostos fendlicos.

3.5.2. Analise quantitativa do teor de L-Dopa

A quantificagdo do teor de L-Dopa foi realizado por meio de um
Cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca Varian 920 LC, com detector
ultravioleta-visivel, equipado com bomba quaternaria e injetor automatico. A
analise foi realizada utilizando coluna Res Elut C;g (Varian, 150 mm x 4,6 mm
d. i.) em temperatura de 30 °C, sendo a fase mdvel constituida de agua,
metanol e &cido fosférico (97,5:2:0,1 v/viv), fluxo de 0,5 mL min™, deteccdo em
280 nm e injecdo de 20 pL de amostra (BEZERRA et al., 2003). Utilizou-se o
padrdo cromatogréfico L-3,4-Dihidroxifenilalanina, para a obtencdo da curva de
calibragéo, com injecéo de solugbes com concentracdes crescentes de L-Dopa
(5 a 140 mg L™), o qual apresentou um coeficiente de regressdo de 0,99,
conforme apresentado na Figura 3.3. Os cromatogramas das amostras
utilizadas para obtencéo da curva de calibracdo sé&o apresentados no apéndice
A.

ApoOs o processo de extracdo da L-Dopa, descrito no item 3.5.1, as
amostras foram filtradas em membrana de nylon 0.45 um (Milipore) e 50 pL
desta solugéo foram transferidos para baldo volumétrico de 1 mL e o volume
completado com a fase movel (dgua, metanol e &cido fosférico). Todas as

analises foram realizadas em duplicada.
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Figura 3.3. Curva de calibragdo do padrao L-3,4-Dihidroxifenilalanina para
quantificacdo do teor de L-Dopa presente nas sementes de Mucuna, obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.5.3. Atividade antioxidante (DPPH)

O método de DPPH é baseado na metodologia de Brand-Willians et al.
(1995), utilizando o radical estavel DPPH que sofre reducéo pelos antioxidantes
com mudanca na coloragao violeta para amarela, proporcional a concentracdo
de substancias redutora da amostra.

Preparou-se uma solucdo estoque com 0,024 g do reagente DPPH
diluidas em 100 mL de metanol, que foi mantida sob refrigeracdo até a sua
utilizacdo. Retirou-se 10 mL da solucdo estoque e adicionou-se 45 mL de
metanol para preparar a solucéo trabalho que foi utilizada para a reacdo do
DPPH com o farelo desengordurado. Leu-se a absorbancia desta solucdo a
517 nm em espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1203.

O processo de extracdo dos compostos com atividade antioxidante foi
realizado de acordo com a secdo 3.5.1. A cada teste eram adicionadas 20 ulL,
30 pL, 40 pL, 50 pL, 70 uL, 100 pL e 150 uL da amostra e completado com a

solucéo trabalho para preencher o volume final de 3,0 mL, com o objetivo de
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obter concentracdes de 13,33 a 100 ug mL™. Para o controle negativo, 150 pL
de agua destilada eram adicionados em 2.750 uL de solucéo trabalho e, para o
controle positivo, realizado apenas para verificar a eficiéncia da solucao
trabalho, 150 uL de butil-hidroxitolueno (BHT) foi adicionado em 2.750 uL de
solugéo trabalho. Deixou-se reagir por 1 hora no escuro em temperatura
ambiente e leram-se as absorbéncias a 517 nm. O célculo do percentual de

atividade antioxidante (AA) foi realizado de acordo com a equacao 3.1.

1- Abs
AAO/ — amostra Xloo
0= ( DS ) (3.1)

controle negativo

Onde: AA% - Percentual de atividade antioxidante; Abs - Valor da

amostra

absorbancia da amostra e Abs - Valor da absorbancia do controle

controlenegativo
negativo.

A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a
guantidade de DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necesséria para diminuir a concentragao inicial de DPPH em 50 %
¢ denominada concentragdo eficiente (CEsp), também chamada de
concentracdo inibitéria (Clspg). Quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor sera a o valor da Cg50 e maior a sua atividade antioxidante
(SOUZA et al., 2007).

3.5.4. Compostos fendlicos

Para a determinacéo do contetdo de fendlicos totais, 0 método descrito
por MEDA et al. (2005) foi empregado, porém utilizando-se o reagente de Folin-
Denis em vez do reagente de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). O
reagente Folin-Denis, embora ndo especifico para uma determinada classe de
metabdlitos, detecta todos os fendis, acidos fendlicos, flavondides e taninos
presentes em uma matriz. Desta forma, pode-se utilizar esta metodologia para
a quantificacdo do total de fendis, uma vez que ocorre a oxidacdo de qualquer
fenol presente pela reacdo com o acido fosfomolibdico e tungistico do reagente
Folin-Denis (FERREIRA et al., 2004).
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O processo de extracdo dos compostos foi realizado de acordo com a
secdo 3.5.1. Em uma aliquota de 50 uL dessa solucéo, adicionou-se 450 uL de
agua ultra pura e, logo em seguida, adicionou-se 2,5 mL de solugéo contendo o
reagente Folin-Denis 10 %. ApGs 5 minutos, adicionou-se 2,0 mL de solucdo
recém preparada de carbonato de sodio 14. Manteve-se a mistura incubada no
escuro por 2 horas e a coloragéo da solugcéo passou de esverdeada para azul.
Em seguida, fez-se a medida de sua absorbancia a 760 nm em
espectrofotometro (Shimadzu, modelo UV-1203). Como branco realizou-se o
mesmo procedimento, porém com agua ultrapura ao invés de solucdes de
Mucuna. O teor de compostos fendlicos foi quantificado por meio de uma curva
padrdo preparada com &cido gélico, conforme é apresentado na Figura 3.4, em
concentracdes de 0,8 a 7 pg mL™ e expressos como g de EAG (equivalente de

acido gélico). O qual apresentou um coeficiente de regressao de 0,99.

0,7

C=Abs +0,0053/0,0872

Abs [nm]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentragdo [ug/mL ]

Figura 3.4. Curva de calibracdo do padrédo de &cido galico obtida para a
determinacao do teor de compostos fendlicos totais.
3.5.5. Testes de germinacdo em sementes de soja

Para os ensaios de germinacao, utilizou-se 100 sementes de soja
(Glycine Max L. Merril), em cada tratamento, sendo divididas em 4 repeticdes

de 25 sementes cada. As sementes foram imersas em hipoclorito de sodio a
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2% (v/v) por 5 min e lavadas exaustivamente com &agua deionizada. O
Tratamento controle (TC) foi realizado apenas com agua deionizada e para 0s
demais tratamentos o processo de extracdo dos compostos foi realizado de
acordo com a secao 3.5.1.

O ensaio germinativo foi conduzido em caixas plasticas, tipo gerbox
(11x11x3,5cm) transparente, com tampa (contendo 3 folhas de papel filtro),
onde as sementes de soja foram semeadas, apds embebidas na solucdo de L-
Dopa, sendo mantidas em camara de germinacdo, com fotoperiodo de 12
horas para luz e 12 horas para escuro, a 22 °C e umidade relativa do ar de
aproximadamente 85%. Avaliou-se diariamente a porcentagem de germinacéo,
conforme descrito por Feo et al. (2002) e Adegas et al. (2003), e, ao final do
ensaio, foi avaliado o indice de velocidade de germinacdo (IVG), utilizando a

expressao proposta por Maguire (1962).

VG =i+&+
Nl N2

pd |wo

w

G
X 3.2
N, 3.2)

Em que:

Gi1, G2 e G, representam 0 nimero de sementes normais germinadas
até o enésimo dia.

N1, N2 e N, representam o numero de dias em que se avaliaram as
germinacoes G1, G, e G,.

O experimento foi conduzido durante 7 (sete) dias, em um
delineamento inteiramente ao acaso. Os dados foram analisados pela Analise
de Variancia (ANOVA) e Testes de Médias de Tukey ao nivel de significancia
de 5% (p>0,05).

3.6. Analise do oleo das sementes de Mucuna

Para a determinacdo do teor de acidos graxos totais e dos compostos
livres de glicerol presentes no 6leo das sementes de Mucuna obtidos a partir de
didéxido de carbono supercritico, diclorometano e hexano, as analises foram
realizadas em um cromatografo a gas, marca Agilent 7890 A, acoplado ao

espectro de massas MS 8990.
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3.6.1. Andlise dos &cidos graxos totais

A anadlise dos acidos graxos totais presentes no 6leo das sementes de
Mucuna foi realizada utilizando-se uma coluna capilar (ZBWAX, 30m x 0,25mm
x 0,25 ym) programada a uma temperatura inicial de 120 °C, aumentando para
180 °C, a uma taxa de 15 °C min™, e para 240 °C, a 5 °C min™, permanecendo
nesta temperatura durante 5 minutos. A vazao do gas de arraste foi de 1,5
mL/min. As andlises foram realizadas com a temperatura do injetor a 250 °C e
detector a 250 °C, utilizando um volume de injecdo de 1 pL, no modo split 1:50.
Com a finalidade de determinar os acidos graxos totais presentes nas amostras
de 6leo extraidas por cromatografia gasosa, foi realizada a derivatizacdo do
6leo com solucdo metandlica de BF3 seguindo a metodologia padrao AOAC Ce
2-66 (1990). A identificacdo dos componentes presentes no 0leo das sementes
de Mucuna foi realizada por comparagdo dos dados do espectro com o0s
apresentados na biblioteca Willey. Para a quantificacdo dos acidos graxos
totais, heptadecanoato de metila foi utilizado como padréo interno. A andlise de
variancia dos dados foi realizada utilizando o software SAS 9.1.3 (SAS

Institute).

3.6.2. Andlise dos compostos livres de glicerol

Os compostos livres de glicerol presentes no 6leo das sementes de
Mucuna foram convertidos com N,O-bis(trimetilsilil)trifluoro-acetamida (BSTFA)
e trimetilclorosilano (TMCS) em piridina volatil, como relatado por Freitas et al.
(2008). Aproximadamente 20 mg de Oleo foram derivatizadas com 20 uL de
BSTFA. A solucdo foi agitada e permaneceu durante 30 minutos em
temperatura ambiente. As analises foram realizadas com uma coluna capilar
DB 5 (30m x 0.25mm x 0.25 uym). As condi¢cdes foram: inje¢do split 1:10,
temperatura da coluna: 200 °C, mantido nesta temperatura por 8 min,
programada até 235 °C numa taxa de 3 °C min™, a uma taxa de 15 °C min™ foi
elevada até 280 °C e mantida nesta temperatura por 15 minutos; gas de
arraste: hélio, a 1,5 mL min™; temperatura do injetor e detector 280 °C, volume
de injecdo de 2 uL, no modo split 1:10. A identificagcdo dos componentes

presentes no Oleo das sementes de Mucuna foi realizada por comparacao dos
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dados do espectro com o0s apresentados na biblioteca Willey. Para a
quantificacdo dos compostos livres de glicerol, heptadecanoato de metila foi

utilizado como padréo interno.

3.7. Modelagem matematica

A modelagem matemética proposta tem como objetivo geral calcular os
parametros de transferéncia de massa relevante ao processo de extracao
supercritica conduzida em escala laboratorial. Considerou-se que esses
parametros (densidade aparente do leito, solubilidade, constante cinética, e
etc.) determinam o processo de extracdo supercritica e sao altamente
correlacionaveis em pequena e grande escala (MEIRELES, 2009).

As curvas cinéticas de extracdo usando CO, supercritico do 6leo das
sementes de Mucuna foram modeladas utilizando um modelo empirico de
segunda ordem que nao requer conhecimento do perfil axial de concentracdo
da espécie quimica desejada ao longo de todo o leito de extracao.
InvestigacBes prévias demonstram sucesso ha modelagem da cinética de
extracao supercritica utilizando esse tipo de modelo (SOUZA et al., 2008).

O modelo matemético assume as seguintes hipéteses:

i. O processo é isotérmico e isobarico.

ii. Adispersdo axial dentro do extrator € negligenciavel.

ii.  No inicio do processo o sistema esta em equilibrio.

iv.  Os compostos bioativos séo tratados como pseudocomponente.

v. O modelo €& unidimensional e somente a coordenada do
escoamento € considerada.

A equacéo do balanco de massa para os compostos bioativos na fase
fluida resulta na seguinte equacéo diferencial:

T e

+u—=0 (3.3)
ot e ot oz

Na qual C é a concentracdo dos compostos bioativos no solvente (g

mL?); q é a concentracdo dos compostos bioativos na matriz sélida
(9c.B./Gsslido); Lo € @ densidade no leito (g mL™); u é a velocidade (cm min™); t

€ o0 tempo de extracdo (min); ¢ € a porosidade do leito; z € a coordenada na
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direcdo axial do leito (cm). A equacdo (3.4) assume que a taxa de extracéo é

proporcional ao produto da capacidade de extracdo da fase fluida (C,, -C) e a

concentracdo dos compostos bioativos na matriz sélida q.

oq _ B
e kq (C C) (3.4)

€q

3

. L cm
Na qual k é a constante cinética [

min |; C,, € a concentracdo de
9

equilibrio dos compostos bioativos no solvente (g"—'ij’j
cm

As condicfes iniciais e de contorno sdo expressas pelas equacdes

(3.5) e (3.6), respectivamente:

C(0,2)=C,,
e (3.5)
q(0,z)=q,

C(t,0) ={Ce‘* t=0 (3.6)

0 t>0

Em que g, (g de oleo extraido/g de solido inerte) é a quantidade dos

compostos bioativos inicial concentrado na matriz sélida depois da
pressurizacéo do extrator.

A equacdo (3.7) representa a solucao analitica para o modelo.

— = 1 (3.7)
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L), A ) :
Em que tr:(—je o tempo de residéncia; L é o comprimento da
u

—tu+z

coluna (m); u € a velocidade (m/min), Az[ijﬂ, Bz(
u
a= pleitoqo )
eCy

A massa dos compostos bioativos extraida como funcdo do tempo foi

jﬂ, p= kCeqae

calculada pela equacgéo (3.8):

te
Méleo ZL C Qfdt

C. Qi t<t

r

C a . +2)f) 3.8
C,,tQ; —ﬁln[e Ute « j t>t (38)
B

Sendo que Q, é o fluxo volumétrico de solvente; e C é a concentragdo

dos compostos bioativos na fase fluida na saida do extrator. A constante k foi
determinada correlacionando o0s dados experimentais das extracfes
supercriticas conduzidas neste trabalho. Utilizou-se a funcdo objetivo definida

pela equacao (3.9) no procedimento de ajuste da constante K.

E— %(mMOD _ mnexp>2 (3.9)

Oleo; Oleo;
=l

MOD
6leoj

Nesta equacdo, m € massa calculada dos compostos bioativos

extraidos, utilizando o modelo de transferéncia de massa; m.>’é a massa dos

6leoj

compostos bioativos obtida experimentalmente, € nexp € o0 nUmero de dados

experimentais da curva cinética. No célculo do parametro do modelo foi
utilizado o método numeérico de otimizacdo univariavel da seccéo aurea, que foi

implementado num programa computacional em Linguagem FORTRAN.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo relatados os rendimentos em Oleo obtidos por
métodos classicos de extracdo, utilizando dois tipos de solventes:
diclorometano e hexano. Serdo relatados os rendimentos em 6leo da extracao
realizada a partir do dioxido de carbono em condi¢cdes supercriticas, o
percentual de L-Dopa presente no farelo desengordurado, bem como a
atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos. A aplicacdo do farelo
desengordurado das sementes de Mucuna deeringiana em sementes de soja
também é abordada. A partir do 6leo obtido, determinou-se o teor de acidos
graxos totais e compostos livres de glicerol, para as trés variedades estudadas

neste trabalho (Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana).

4.1. Extracoes

4.1.1. Extracdes com solventes organicos

Foram realizadas extracbes com solvente organico (diclorometano e
hexano), com o objetivo de comparar os resultados obtidos com a EFS. Os
dados de rendimento de cada extracdo estdo apresentados na Tabela 4.1. As
extracGes foram realizadas com o solvente em sua temperatura de ebulicéo,
sendo para o diclorometano a 69 °C e para o hexano a 40 °C. Os resultados

das extracfes foram expressos em relacdo a massa da amostra inicial.

Tabela 4.1. Rendimento em 6leo das sementes Mucuna obtido por extracéo
com solvente organico (diclorometano e hexano).

Rendimento (m/m)

Solvente Mucuna aterrima Mucuna cinerium Mucuna deeringiana
Diclorometano 5,23 5,22 6,85
Hexano 5,33 6,93 7,44

Na Tabela 4.1, podemos observar que o maior rendimento em 6leo foi
obtido utilizando hexano como solvente para as trés variedades. O percentual

de rendimento em oleo foi de 6,93 % e 7,44 %, para Mucuna cinerium e
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Mucuna deeringiana, respectivamente. Na extracdo com diclorometano, 0s
percentuais encontrados foram 5,23; 5,22 e 6,85 para Mucuna aterrima,
Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana, respectivamente. O hexano possui
viscosidade de 0,3 mPa e constante dielétrica 1,9, sendo considerado um
solvente apolar, o que pode ter influenciado no processo de extracdo e,
consequentemente, aumentado o rendimento, visto que, segundo Felipe et al.
(2006), a extracdo do Oleo € atribuida a polaridade do solvente.

De acordo com Manirakiza et al. (2001), a utilizacdo do método de
Soxhlet, usando diferentes solventes como éter de petréleo, metanol, n-
hexano, diclorometano:hexano (1:4) e acetona:hexano (1:4), separadamente,
em cada extracao, foi conveniente para extracdo de 6leo de amostras sélidas
gue continham alto teor de lipidios. As amostras extraidas com metanol, tanto
por Soxhlet como por Bligh e Dyer, apresentaram um alto rendimento em 6leo,
uma vez que o metanol possui um poder de solvatacdo superior ao dos outros

solventes usados.

4.1.2. Extracdo com di6éxido de carbono supercritico

4.1.2.1. Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares da extracdo do O6leo das
sementes de Mucuna para estabelecer uma metodologia operacional e o
tamanho da particula para extracdo e, assim permitir, um maior rendimento nos
experimentos. A Figura 4.1 apresenta o rendimento em 6leo de acordo com o
tempo de extracdo, no qual o percentual de 6leo extraido variou de 3,05 % a
4,58 %, da qual se pode observar que a condicdo que apresentou o melhor
rendimento foi a condicdo com temperatura de 40 °C e pressao de 250 bar
(4,58 %). Verifica-se ainda que as maiores fracées de rendimentos foram em
condicdes de pressdes mais elevadas, indicando ser este o parametro que
influenciou nos rendimentos de 6leo. Este efeito também foi constatado por
HAMDMAN et al. (2008) e FREITAS et al. (2008).

Os resultados demonstraram que o tamanho da particula de 0,6 mm
fornece maiores rendimentos em 06leo que aqueles ao utilizar particulas de
tamanho maior 1,18 mm, pois maior parte do soluto fica exposto ao solvente,

facilitando a extracdo. Assim, 0s ensaios de extracdo com CO, supercritico
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foram realizados com particulas de granulometria de 0,6 mm. Como o tamanho
das particulas € menor, ha maior contato do solvente com o substrato,
facilitando a extracdo do Oleo e evidenciando, assim, que o tamanho da
particula é um atributo importante para o rendimento de 6leo. Sendo assim, a
granulometria influenciou significativamente no rendimento da extracdo, ou
seja, quanto maior o tamanho da particula da amostra, maior o rendimento. Na
condicao experimental de 250 bar e 40 °C (1,18 mm), o rendimento foi 33,41%,
portanto, menor que na mesma condicdo operacional, porém com 0,6 mm,
confirmando que o tamanho da particula € um atributo importante para o
rendimento de 6leo.

Nagy e Simandi (2008) realizaram a extracdo do Oleo de colorau,
utilizando diferentes tamanhos de particulas e observaram que, ao diminuir o
tamanho das particulas, ocorre um aumento da eficiéncia da extracéo realizada
a partir de diéxido de carbono e o 6leo foi removido mais rapidamente quando
as particulas apresentaram um tamanho médio de 0,2 mm.

Mira et al. (1996) relataram que, na extracdo do 6leo da casca de
laranja desidratada utilizando diéxido de carbono como solvente, o coeficiente
de transferéncia de massa diminui com o aumento do tamanho das particulas
da casca de laranja, assim como foi constatado neste trabalho. ASEP et al.
(2008) na extracdo do 6leo de cacau também observaram maiores rendimentos
em particulas menores.

Em processos de extracdo controlados por resisténcias internas a
transferéncia de massa, o tamanho médio da particula assume um papel
importante, sendo que um tamanho de particula menor reduz o trajeto do
solvente. De acordo com Reverchon e De Marco (2006), a producao de
particulas muito pequenas pela moagem poderia favorecer a perda de

compostos volateis.
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Figura 4.1. Extracdes do Oleo das sementes de Mucuna deeringiana utilizando
diéxido de carbono em condi¢ces supercriticas como solvente em diferentes
tamanhos de particulas.

4.1.2.2. Avaliagao do efeito das variaveis de processo

Para a extracdo do 6leo a partir do CO, em condicdes supercriticas
foram avaliados os seguintes parametros de extracao: pressao, temperatura e
densidade do solvente. Na Tabela 4.2, sdo apresentados os valores de
densidade do CO; e as diferentes condicOes de temperatura e pressao, assim
como os respectivos rendimentos em 6leo obtidos. Para efeito de comparacao,
os resultados obtidos para a utilizacdo de solventes organicos sdo novamente
apresentados na Tabela 4.2.

Os tempos de extracdo do Oleo das sementes de Mucuna ndo foram
idénticos em cada condicdo. O tempo final da extracéo foi definido a partir do
momento em que a massa de Oleo ndo apresentou mais uma variacdo
significativa. O calculo do rendimento de extracdo foi realizado apés um
periodo fixo de extracdo (300 min), a fim de permitir uma comparacao direta
entre os resultados obtidos em diferentes condigbes experimentais.

De acordo a Tabela 4.2, a condicdo experimental que apresentou o
maior rendimento em 6leo foi na pressao de 250 bar, para as trés variedades

de Mucuna, e também foi a condicdo que apresentava a maior densidade do
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solvente em 0,88 g mL™" e temperatura de extracdo 40 °C. O menor rendimento
de dleo foi observado na condicao 2, 8 e 14 que apresenta a menor densidade
do CO, (0,68 g mL™).

A presséao foi uma das variaveis que mais influenciou no processo de
extracdo, pois os maiores rendimentos foram obtidos nas condi¢cdes 3 e 4
(Mucuna aterrima), que foram realizadas na pressao de 244,1 bar e 250 bar,
respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com Kiriamiti et al. (2001) e
Salgin et al. (2006), que extrairam 0Oleo de sementes de girassol utilizando CO,
supercritico e concluiram que o processo de extragcdo € limitado pela
solubilidade do soluto no CO, supercritico e que as taxas de extracdo
aumentaram com 0 aumento da pressao do processo, pois esse aumento na
pressdo causa um aumento da solubilidade do éleo no dioxido de carbono.

De acordo com Brunner (1994), com o aumento da densidade, ocorre
um aumento na taxa de extragdo, em temperatura constante, este fato pode ser
observado nas condi¢cBes experimentais 2 e 3, que foram realizadas na mesma
temperatura (60 °C), porém com presséao (176,7 bar e 244,1 bar) e densidades
(0,68 g mL™ e 0,78 g mL™) diferentes, obtendo rendimentos em 6leo de 1,98 %
e 2,83 %, para as condi¢Oes 2 e 3, respectivamente, indicando que em maiores
densidades a taxa de extracdo de O6leo é maior. Este fato também foi
observado para as variedades de Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana.

A EFS apresenta-se como um processo mais rapido e seletivo e que
nao necessita de processos posteriores para a obtencdo de compostos de
interesse. Contudo, observa-se um maior rendimento na extracdo por solvente
organico, pois ele ndo apresenta seletividade como no caso da EFS.

Ao comparar os resultados obtidos pela EFS com os dados da extracao
por solvente organico (Soxhlet), constatou-se maior rendimento na extracao
com solvente organicos, pois o tempo de extracéo € prolongado e a extracao é
menos seletiva, o que pode ter contribuido para um maior rendimento com
relacéo aos valores de EFS.

De acordo com Azevedo (2001), o aumento da presséo, a temperatura
constante, tem efeito na solubilidade devido ao fato da capacidade de
solubilizagdo dos fluidos supercriticos estarem diretamente relacionada a
densidade. Incrementos na pressao e temperatura constante elevam a

densidade do fluido, ocasionando um aumento no poder da solubilizacao.
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Tabela 4.2. Condi¢cdes experimentais e rendimento em Oleo das variedades de Mucuna obtido por diéxido de carbono em condi¢cbes
supercriticas

Condicéo Variedade Solvente Presséo (bar) Temperatura (°C) Densidezoglen?f_liolvente Ren(crjrir/nme)nto
1 Mucuna aterrima CO, 150 40 0,78 2,17
2 Mucuna aterrima CO, 176,7 60 0,68 1,98
3 Mucuna aterrima CO, 244,1 60 0,78 2,83
4 Mucuna aterrima CO, 250 40 0,88 2,90
5 Mucuna aterrima DMC - - - 5,23
6 Mucuna aterrima HEX - - - 5,33
7 Mucuna cinerium CO, 150 40 0,78 2,05
8 Mucuna cinerium CO, 176,7 60 0,68 1,87
9 Mucuna cinerium CO, 244,1 60 0,78 2,61
10 Mucuna cinerium CO, 250 40 0,88 2,74
11 Mucuna cinerium DCM - - - 5,22
12 Mucuna cinerium HEX - - - 6,93
13 Mucuna deeringiana CO, 150 40 0,78 3,53
14 Mucuna deeringiana CO, 176,7 60 0,68 2,27
15 Mucuna deeringiana CO, 244,1 60 0,78 4,35
16 Mucuna deeringiana CO, 250 40 0,88 4,59
17 Mucuna deeringiana DCM - - - 6,85
18 Mucuna deeringiana HEX - - - 7,44
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Na Figura 4.2, sdo apresentadas as curvas cinéticas da extracdo do
Oleo das sementes de Mucuna, das trés variedades analisadas neste trabalho.
Observa-se que o maior rendimento de 6Oleo foi apresentado na temperatura de
40 °C e pressao de 250 bar, na qual podemos observar que a taxa inicial de
extracao € superior quando comparada as demais condi¢des, evidenciando um
alto poder de solvatacéo do solvente, nestas condi¢oes, efeito este constatado
no trabalho de Arias et al. (2009). Este efeito também foi constatado por
Hamdan et al. (2007), Corso et al. (2010) e Freitas et al. (2008) na extracéo de
Oleos de sementes de cardamomo, gergelim e uva, respectivamente.

Nas condi¢bes experimentais que foram extraidas em uma mesma
densidade (0,78 g mL™), porém em temperatura (40 °C e 60 °C) e press&o (150
bar e 244,1 bar) diferentes, apresentaram rendimentos diferenciados, indicando
que a densidade n&o atuou como fator isolado. Quando comparado os
resultados das condi¢cbes realizadas com a mesma temperatura (60 °C),
podemos observar que, com o0 aumento da pressdo, observamos maior
rendimento na extracdo de Oleo devido a maior solvatacdo dos analitos
presentes na amostra, diminuindo desta forma o tempo de extracao.

De acordo com Recasens et al. (1999), a solubilidade € dependente da
temperatura, pressdo, composi¢do e natureza do solvente. Quanto maior for a
solubilidade do soluto no solvente extrator, a quantidade de produto extraido
sera maior em um tempo menor. Os resultados apresentados na Figura 4.2
indicam que a pressdo 250 bar e temperatura 40 °C é a condicdo mais
apropriada para extracdo do 6leo das sementes de Mucuna, pois a quantidade

de Oleo extraida em relacdo a massa de solvente usada foi superior.
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4.2. Modelagem matematica da EFS

O modelo matematico empregado para a descricdo das curvas de
extracdo foi o modelo matematico baseado numa cinética empirica de segunda
ordem, e as hipoteses utilizadas para sua obtencdo ja apresentadas. Os
valores estimados da constante cinética k sao apresentados na Tabela 4.3
juntamente com outros valores de parametros do modelo de transferéncia de
massa utilizado neste trabalho. Onde: M é a massa de material vegetal (g); Qr €
a vazado de extracdo (mL min™); € é a porosidade do leito; pco, é a densidade
do didxido de carbono (g mL™); peito € @ densidade no leito (g mML™); Ceq € a
concentracdo de equilibrio no solvente (g mL™); e k é a constante cinética
(mL.kg min™).

A estimacao do parametro (K) do modelo cinética de segunda ordem
para as extracbes com o CO, supercritico foi obtida a partir dos dados
experimentais e da minimizacao da funcéo objetivo, dada pela Eqg. (3.7).

Pode-se observar que o parametro K ndo apresentou uma correlagcéo
padrdo com os valores de Ceq para as condicfes avaliadas. Souza et al.
(2008), estudando a extracdo supercritica de candeia com CO,, apresentaram
valores de K maiores para os experimentos realizados em condi¢cdo de maior
densidade do solvente e maior Ceq.

A partir dos parametros apresentados na Tabela 4.9, as curvas cinéticas
de extracdo foram simuladas para o modelo de segunda ordem. As cinéticas de
extracdo experimental e o do modelo das sementes de Mucuna sé&o
apresentadas na Figura 4.3 (a), (b) e (c) para todas as condi¢cdes experimentais

com CO..
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Tabela 4.3. Condi¢des experimentais e parametros do modelo de transferéncia de massa propostos para os dados experimentais

Mucuna aterrima Mucuna cinerium Mucuna deeringiana

Parametros 40 °C 60 °C 60 °C 40 °C 40 °C 60 °C 60 °C 40 °C 40 °C 60 °C 60 °C 40 °C

150 bar 176,7 bar 244,1 bar 250 bar 150 bar 176,7 bar  244,1 bar 250 bar 150 bar 176,7 bar 244,1 bar 250 bar
Mcg. () 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
Qs (ML min™) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
g 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
Pcoz (9 mL'l) 0,78 0,68 0,78 0,88 0,78 0,68 0,78 0,88 0,78 0,68 0,78 0,88
Preito (@ ML™) 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
Ceq (9 mL'l) 0,0015 0,0008 0,0036 0,0061 0,0012 0,0007 0,0033 0,0046 0,0016 0,0009 0,0039 0,0055
k (mLg min'l) 4,87 9,91 3,90 2,29 6,35 17,78 8,35 4,69 4,97 7,81 5,69 2,81
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Figura 4.3. Modelos matematicos de segunda ordem para as cinéticas
experimentais de extracdo do Oleo das sementes usando CO; supercritico. (a)
Mucuna aterrima; (b) Mucuna cinerium e (c) Mucuna deeringiana.
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Analisando a Figura 4.3, nota-se que o modelo de segunda ordem
descreve satisfatoriamente a cinética de extracdo do 6leo de Mucuna obtido a
partir do diéxido de carbono em condi¢des pressurizadas.

Souza et al. (2008) realizaram a extracdo do 6leo das sementes de
Candeia (Eremanthus erythropappus) utilizando dioxido de carbono em
condigBes supercriticas como solvente e, para representar a cinética de
extracao, foi empregado o modelo matematico de segunda ordem e, com base
na comparacao dos dados experimentais e tedricos, observaram que o modelo
descreve satisfatoriamente a cinética de extracdo em todos 0s casos
estudados, assim como foi constatado neste trabalho. Este efeito também foi
observado por Esquivel et al. (1999), na extracdo do Oleo da casca de oliva e
Pederssetti et al. (2011), na extracdo do 6leo de Canola (Brassica napus),

utilizando diéxido de carbono em condicfes pressurizadas como solvente.

4.3. Analise dos acidos graxos totais

A analise dos acidos graxos totais foi realizada nos 6leos das sementes
das variedades Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana,
obtidas a partir de solventes organicos (diclorometano e hexano) e CO, em
condi¢Bes pressurizadas. Todas as andlises foram realizadas em duplicata e o
valor representado € a média dos resultados obtidos. Na Tabela 4.3, estdo
apresentados 0s principais acidos graxos encontrados nas amostras
analisadas e o teor presente em cada condicao de extracao.

A andlise do Oleo das sementes de Mucuna extraido em diferentes
temperaturas e pressdes investigadas neste estudo ndo revelou diferencas
significativas entre os resultados, considerando um nivel de significancia de
5%, e obtiveram distribuices semelhantes de acidos graxos. Pederssetti et al.
(2010) estudaram a extracdo de Oleo de sementes de canola; Corso et al.
(2010) a extracdo de Oleo de sementes de gergelim; e Nimet et al. (2011) a
extracdo do Oleo de semente de girassol, ambos usando dioxido de carbono
supercritico e também descobriram que este solventes nao influenciaram
significativamente na distribuicdo de acidos graxos no 0leo extraido.

A Tabela 4.4 mostra que o principal componente dos 6leos obtidos em
diferentes variedades e condi¢cdes experimentais foi o acido linoleico (bmega-

6), com percentual entre 40% e 47%, seguido pelo acido palmitico (17% a
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26%) e acido oleico (10 % para 17%). O acido linolénico (6mega-3) é
encontrado no 6leo das sementes de Mucuna cinerium com percentagens de
9% e 5% para Mucuna aterrima e Mucuna deeringiana, para o 6leo obtido a
partir de dioxido de carbono supercritico, diclorometano e hexano. Ezeagu et
al. (2005) e Ajayi et al. (2006) determinaram a composicdo de &acidos graxos
(%) de Oleo extraido a partir de éter de petroleo (variagdo de ponto de ebulicao
40-60 °C) a partir de sementes de Mucuna variedades Mucuna utilis, Mucuna
cochinchinesis e Mucuna pruriens var IRZ e os resultados obtidos foram

semelhantes aos deste estudo.

Tabela 4.4. Quantificacdo dos &cidos graxos totais em sementes de Mucuna
expressos em porcentagem de massa: (a) Mucuna aterrima; (b) Mucuna
cinerium e (c) Mucuna deeringiana.

Condi¢6es Experimentais

€)) 40 °C 60 °C 60 °C 40 °C
DCM HEX
150 bar 176,7 bar  244,1 bar 250 bar
Acido palmitico 26 +0,3 26 +0,1 26 +0,2 26 +0,7 17 0,2 17 +0,5

Acido palmitoleico 0,4 +0,1 0,4+0,1 0,4 +0,1 0,4+0,1 0,2%0,1 0,3+0,1
Acido esteérico 7401  7,4%0,9 7502 75#0,3 9,3#0,1 9,1+0,3
Acido oleico 10 #1,8  11#1,0 11 +0,1 11+0,1  110,1 11 0,5
Acido linoleico 46 +0,8 46 +2,0 45+0,3  45%0,7 4606 46 +0,8
Acido linolénico 5202 5,1+0,3 50+0,1 5101 9,004 9,2 40,2
Acido araquidico  1,3+0,2  1,2#0,1 1,3+0,1 1,303 1,601 1,4 +0,1
Acido behénico 29402  3,0#0,5 31+0,1 3,1+06 2904 2,7+0,1

Acido lignocérico 1,0£0,4 1,1+0,9 1,0£0,1 0,9+0,3 1,005 0,910,1
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Tabela 4.4. Cont.

Condig¢6es Experimentais

(b) 40 °C 60 °C 60 °C 40 °C
DCM HEX
150 bar 176,7 bar  244,1 bar 250 bar

Acido palmitico 20+0,1 20 +0,9 21 +0,3 20 +0,3 18 +0,4 18 +0,6
Acido palmitoleico 0,3+0,7 0,3#1,1 0,3+0,3 0,3+0,5 0,2+0,1 0,2%0,1
Acido esteérico 9,3+0,1 9,0%0,1 9,2+0,1 9,2+0,1 1104 11 +0,2
Acido oleico 16+0,1  160,1 16 +0,1 1705 15%0,3 16%0,3
Acido linoleico 43 10,4 43 +0,8 43 +0,2 42 +0,6 42 +1,1 42 +0,4
Acido linolénico 8,8+0,2 8,7%0,1 8,9+0,1 88+0,1 5,1+0,1 5,0%0,1
Acido araquidico  2,0+0,1 1,9 +0,2 1,9+0,1 20+0,2 15%0,2 12+1,4
Acido behénico 3,0+0,1 2,9+0,3 3,1 0,2 29+05 3,603 3,7%0,1

Acido lignocérico  0,7+0,1 0,7 +0,2 0,7 £0,5 0,8+0,2 1,0+0,2 1,201

Condi¢cdes Experimentais

(c) 40 °C 60 °C 60 °C 40 °C
DCM HEX
150 bar 176,7 bar  244,1 bar 250 bar
Acido palmitico 21 +0,0 21 40,3 20 1£0,1 20 £0,6 17 £0,5 17 £0,9

Acido palmitoleico 0,3 0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2#0,1 0,1+0,1

Acido estearico 11 +0,1 11 +0,1 11 +0,1 11 +0,8 9,0 £0,9 9,0+0,4
Acido oleico 16 +0,1 16 +0,1 15 +0,1 15 +0,7 10 +1,2 10 +0,9
Acido linoleico 42 40,2 40 10,2 42 +0,7 42 41,1 47 +0,8 47 41,2

Acido linolénico 4,9 +0,2 5,0 +0,6 51+0,1 4905 6,8+0,2 6,7 +0,9
Acido araquidico 1,9 +0,2 2,0+0,1 2,0+0,2 19+0,8 1,0+0,3 1,1+0,2
Acido behénico 3,1+0,1 2,9+0,2 3,0+0,3 3,0+0,5 3,2%1,0 3,1+0,2

Acido lignocérico 1,0+0,1 1,1+0,1 1,0 0,2 1,1+0,1 0,5%0,1 0,6 +0,2

De acordo com Bhat et al. (2007), o 6leo de Mucuna é rico em acidos
graxos insaturados, o que esta de acordo com os dados reportados neste
trabalho, uma vez que os acidos graxos insaturados representam mais de 50 %

da composicéo total do Oleo das trés variedades de Mucuna.
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A Figura 4.4 apresenta um exemplo de cromatograma representativo,
obtido para o 6leo de semente de Mucuna extraido por CO,. Os demais
cromatogramas obtidos apresentam-se semelhantes a este e por isso néo

serdo apresentados aqui.
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Figura 4.4. Cromatograma representativo da extragdo de 6leo das sementes de
Mucuna. (1) &cido palmitico; (2) acido palmitoleico; (3) padrao interno ;(4) acido
estearico; (5) acido oleico; (6) acido linoleico; (7) acido linolénico; (8) acido
araquidico; (9) acido behénico; (10) acido Lignocérico.

4.4. Andlise dos compostos livre de glicerol

Os Oleos vegetais sdo compostos basicamente formados de
triglicerideos e contaminantes, como &cidos graxos livres (AGL), fosfatideos
(gomas), matéria graxa, pigmentos e substancias volateis que conferem odores
e sabores indesejados, como os aldeidos, as cetonas e os terpenos. O estudo
dos compostos minoritarios presentes nos 6leos procura avaliar alteracées na
composicdo destes Oleos por influéncia de alguma das variaveis aplicadas
(temperatura, presséo e densidade). Os compostos livres de glicerol presentes
nas amostras de Oleos, tanto obtidas em condi¢bes supercriticas como por
métodos de extragdo convencionais, sdo responsaveis pelo grau de acidez em
Oleos vegetais. A Tabela 4.5 apresenta a identificacdo dos compostos
encontrados no 6leo das sementes de Mucuna obtidas por EFS, utilizando
como solvente CO,, diclorometano e hexano, de acordo com as condi¢des
experimentais apresentadas na Tabela 3.1. Entre os compostos presentes na
Tabela 4.5 estdo o campesterol e estigmasterol, que se apresentam na forma

nao esterificada.

58



Tabela 4.5. Identificacdo dos compostos presentes no 6leo das sementes de Mucuna (CO,, diclorometano, hexano) em condi¢des
experimentais apresentadas na Tabela 4.2

Condig¢6es Experimentais

Composto Nome 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
C19H400,Si  &cido palmitico® X X X X X X X X X X X
C»1H3,0,Si  &cido linolenico® X X X X X X X X X X X
C»1H400,Si  &cido linoleico® X X X X X X X X X X X
C»H420,Si  &cido oleico® X X X X X X X X X X X
C»1H440,Si  &cido esteérico® X X X X X X X X X X X
C,3H450,Si  &cido araquidico® X X X X X X X X X
CysHs:0,Si &cido hexacozanoico® X X X X X

C,5Hs,0,Si monopalmitina® X X X X X X X
CysHs,0,Si  &cido behénico? X X X X X X X X X X X
C,7Hs60,Si  &cido lignocérico® X X X X X X X X X
CagHag0O campesterol X X X X X X X X X
CooHs5005 tocoferol X X X X
C3HscOSi estigmasterol® X X X X X X X X X X X
C3,HsgOSi B-sitosterol® X X X X X X X X X
C3gH760,Si  dipalmitina® X X

% |dentificado com o derivatizantes TMS.
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De acordo com Jacques et al. (2005), os derivados de estigmasterol
sdo conhecidos por possuirem atividade antioxidantes. Quando se faz
extracGes com fluido supercritico, procura-se maior seletividade na extracao de
compostos. Os resultados demonstram que, a partir dioxido de carbono, pode-
se obter um maior nimero de compostos livres de glicerol. Os fitosterdis mais
comuns encontrados em Oleos vegetais sdo 0 campesterol, sitosterol,
sitostanol, brassicasterol e o estigmasterol (BONVEHI et al., 2001), conhecidos
por reduzir a absorcao do colesterol quando incluidos na dieta humana. Outros
beneficios a saude também sdo reportados em estudos, como a atividade
antiinflamatoria e antitumoral (BONVEHi et al., 2001; BORTOLOMEAZZI et al.,
2003). Foram identificados no 6leo de Mucuna das variedades estudadas o
campesterol, estigmasterol e o (3-sitosterol, que se apresentam na forma néo
esterificada.

Na fragdo de compostos que ndo estd ligada ao glicerol, foram
quantificados os acidos graxos livres em amostras das sementes de Mucuna
extraidas por Soxhlet e EFS. A Tabela 4.6 apresenta o percentual de
compostos livres de glicerol presentes no 6leo das sementes de Mucuna. A
andlise estatistica dos teores de acidos graxos livres nédo revelou diferencas
significativas entre os resultados, considerando um nivel de significancia de
5%.

O valor nutricional de um O6leo depende, em alguns aspectos, do
montante de &cidos graxos livres que apresenta. De acordo com Ajayi et al.
(2006), o limite maximo desejavel de acidos graxos livres presente em Oleo é
de 5 % e o fato dos niveis de AGL em todos os Oleos investigados estarem
abaixo deste percentual indica que os 6leos poderiam ser armazenados por um
longo tempo sem deterioracdo via rango oxidativo. A analise quantitativa dos
componentes majoritarios do 6leo das sementes de Mucuna nao apresentou
diferenca significativa entre o diéxido de carbono em condi¢Bes supercritica e

0s métodos classicos de extracao.
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Tabela 4.6. Andlise quantitativa dos &cidos graxos livres presentes no 6leo das

sementes de Mucuna expressos em porcentagem de massa.

Condi¢cdes Experimentais

40 °C 60 °C 60 °C 40 °C
DCM HEX
150 bar 176,7 bar  244,1 bar 250 bar
Mucuna aterrima 4,31 +0,4 4,79 +0,3 4,42 +0,0 4,26 +0,2 3,61+0,1 3,92 +0,3
Mucuna cinerium 427 +0,4 4,74+0,1 4,59 +0,4 4,12 40,2 3,56 +0,0 3,91+0,4

Mucuna deeringiana 4,32 +0,4 4,6610,1 4,57+0,1 4,15+0,2 3,51%0,3 3,83+0,1

De acordo com Instituto Adolf Lutz (1985), a decomposicdo dos
glicerideos é acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a rancidez quase
sempre acompanhada pela formagéo de acidos graxos livres. Desta forma, os
Oleos vegetais que apresentam um elevado teor de acidos graxos livres sao
considerados rancos. Em relacdo ao 6leo das sementes de Mucuna o0s
compostos livres de glicerol apresentaram percentuais abaixo de 5 %, em
todas as condi¢des operacionais avaliadas.

4.5. Quantificacao de I-dopa no farelo desengordurado

Através das extracdes supercriticas, realizada pelo contato continuo do
solvente supercritico com o extrato sélido, o 6leo do farelo de Mucuna é
removido e o L-Dopa néo é arrastado juntamente com o 6leo, permanecendo
no farelo desengordurado. A Tabela 4.7 apresenta as condicbes experimentais
de extracao, tempo total de cada extracdo, percentual de Oleo e contetdo de L-
Dopa presente no farelo desengordurado. Para tentar uma extragao exaustiva
com o solvente comprimido, o tempo total de extracdo depende da condicdo
experimental. O tempo de extracdo para cada corrida experimental foi usado
para calcular o percentual de extracdo em comparagdo com o rendimento de

extragcao, obtida pela extracdo com diclorometano e hexano (extragdo Soxhlet).
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Tabela 4.7. Condi¢des experimentais e percentual de L-Dopa presentes no farelo desengordurado obtido por diclorometano, hexano e diéxido
de carbono em condicBes supercriticas

Condicao Espécie Mucuna Solvente P (bar) T(°C) Rendimento® (%) Tempo (min) Rendimento” (%) Rendimento® (%) L-Dopa (%)
1 Mucuna aterrima CO, 150 40 2,30 390 43,98 43,15 4,17
2 Mucuna aterrima CO, 176,7 60 2,13 390 40,73 39,96 3,14
3 Mucuna aterrima CO, 244,1 60 2,86 360 54,68 53,66 4,41
4 Mucuna aterrima CO, 250 40 2,90 300 55,45 54,41 4,62
5 Mucuna aterrima DCM - - 5,23 480 100 - 2,58
6 Mucuna aterrima HEX - - 5,33 480 - 100 2,46
7 Mucuna aterrima - - - - - - - 2,29
8 Mucuna cinerium CO, 150 40 2,21 450 42,34 31,89 4,72
9 Mucuna cinerium CO, 176,7 60 2,15 390 41,19 31,02 4,21
10 Mucuna cinerium CO, 244,1 60 2,61 300 50,00 37,66 4,95
11 Mucuna cinerium CO, 250 40 2,74 300 52,49 39,54 5,39
12 Mucuna cinerium DCM - - 5,22 480 100 - 3,65
13 Mucuna cinerium HEX - - 6,93 480 - 100 3,19
14 Mucuna cinerium - - - - - - - 3,00
15 Mucuna deeringiana CO, 150 40 4,34 510 63,36 58,33 3,93
16 Mucuna deeringiana CO, 176,7 60 2,27 330 33,14 30,51 3,02
17 Mucuna deeringiana CO, 2441 60 4,35 300 63,50 58,47 4,43
18 Mucuna deeringiana CO, 250 40 4,59 330 67,01 61,69 4,65
19 Mucuna deeringiana DCM - - 6,85 480 100 - 2,67
20 Mucuna deeringiana HEX - - 7,44 480 - 100 2,17
21 Mucuna deeringiana - - - - - - - 2,54

4100 vezes a massa do 0Oleo extraido pela massa de matéria-prima utilizada.

100 vezes a massa do 6leo extraido no fim do tempo de extracéo total da massa do 6leo extraido com diclorometano.
€100 vezes a massa do 6leo extraido no fim do tempo de extragéo total da massa do 6leo extraido com hexano.
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De acordo com Freitas et al. (2008), com o aumento da temperatura, as
propriedades do solvente sdo mais favoraveis, facilitando a penetragdo do
solvente nos poros da matriz vegetal para solubilizacdo do 6leo. Também
temperaturas altas aumentam a pressao de vapor do Oleo, facilitando a extracéo
pelo solvente. Um aumento na pressao facilita a penetragdo do solvente nos
poros da matriz, propiciando o contato do solvente com 0s componentes a serem
extraidos. As melhores solubilidades foram observada nas corridas 3 e 4, para
Mucuna aterrima, nas quais foram utilizadas pressdes mais elevadas. Este efeito
também foi constatado por Corso (2008).

Pode ser observado na Tabela 4.7 que percentuais de L-Dopa entre 4,62
%, 5,39 % e 4,65 % foram obtidos para Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e
Mucuna deeringiana, respectivamente, sendo que os maiores rendimentos de L-
Dopa foram nas condicbes operacionais que apresentavam o maior rendimento
em Oleo, para as extracdes realizadas a partir do CO, supercritico. A extracao do
Oleo das sementes de Mucuna aumentou o rendimento de L-Dopa. Isso pode ser
observado comparando as condi¢cdes operacionais 4 e 7 para Mucuna atterima,
11 e 14 para Mucuna cinerium e 18 e 21 para a Mucuna deeringiana, para 0s
resultados obtidos para EFS. Chikagwa-Malunga et al. (2009) reportou niveis de
aproximadamente 2,4 % de L-Dopa em sementes de Mucuna pruriens, sem retirar
0 6Oleo das sementes. Neste trabalho percentuais de 2,29 %, 2,54 % e 3,0 % sdo
relatados para as variaveis estudas.

Também pode ser notado que o rendimento de 6leo das sementes de
Mucuna foi maior nas extracfes realizadas com solvente organico, porém o teor
de L-Dopa foi menor. Este resultado pode ser observado nas condicdes
operacionais 11 e 13 para diéxido de carbono e hexano como solvente. Isso pode
ter ocorrido devido a baixa solubilidade da L-Dopa em dioxido de carbono (MELO
et al., 2005) e a menor seletividade do solvente organico, conforme constatado
por Vatai et al. (2009). O baixo percentual de L-Dopa obtido a partir de solventes
organicos também foi constatado por Adebowale et al. (2007).

Adebowale et al. (2005) avaliaram as propriedades fisico-quimicas,
nutricionais e anti-nutricionais de seis variedades de Mucuna e relatam que a
Mucuna deeringiana apresenta aproximadamente 3,87 % de L-Dopa. Desta
forma, observa-se que as extragdes realizadas neste trabalho, a partir de dioxido

de carbono supercritico, sé@o eficientes na concentracdo deste composto no farelo

63



desengordurado. Bhat et al. (2008) relataram que variagbes de L-Dopa em
sementes de Mucuna tém sido atribuidas a condicbes ambientais, tais como
latitude, intensidade de luz, fonte de nitrogénio. Isto justificaria o fato de outros
artigos reportarem maiores valores de L-Dopa em sementes.

Gurumoorthi et al. (2008) relataram que percentual de L-Dopa presente
nas sementes de Mucuna para as variedades Thachenmalai, Thachenmalai,
Mundanthurai, Mundanthurai, Kailasanadu, Valanadu e Mylaru pode variar de 4,4
% a 5,7 % e o tratamento como imersdo em &cido citrico (1%) pode diminuir os
percentuais de L-Dopa presente nas sementes de Mucuna. Os seguintes teores
de L-Dopa foram relatados para as variedades: Mucuna andreana (6,3 %);
Mucuna birdwoodiana (9,1%); Mucuna holtonii (6,13 %); Mucuna mutisiana e
Mucuna urens (4,92 %) (INGLE, 2003).

4.6. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de

mucuna

4.6.1. Método DPPH

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante
em extratos e substancias isoladas. Um dos mais usados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH, de
coloracdo purpura. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicular, o
DPPH é reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos, determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional (Brand-Williams et al.,
1995; Sanchez-Moreno et al., 1998).

Na Tabela 4.8, estdo apresentados os resultados da atividade
antioxidante (AA %) e o CEsy das sementes de Mucuna cruas e do farelo
desengordurado obtidos a partidos dos solventes diclorometano, hexano e didxido
de carbono em condi¢cdes supercriticas. A atividade antioxidante apresentada é
referente & maior concentraco final de farelo testada, que foi de 100 ug mL™. A
andlise de variancia dos dados foi realizada utilizando o software SAS 9.1.3 (SAS
Institute).
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A atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna variou entre 75,70 % e 87,40 % e os maiores percentuais de AA foram
encontrados no farelo obtido por dioxido de carbono supercritico. O farelo
desengordurado obtido a partir do diclorometano e hexano ndo apresentou
diferenca significativa, ao nivel de 5 %, para a AA, em relacdo ao obtido por EFS.
Porém, quando é analisado o CEsp na condigcdo operacional de 60 °C e 176,7 bar,
os valores foram 38,05 pg mL*, 20,38 pg mL'e 32,57 pg mL?, para as
variedades Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana,
respectivamente. Estes valores sdo menores aos obtidos por diclorometano e
hexano, indicando que o farelo desengordurado a partir da EFS possui maior
atividade antioxidante, pois quanto menor o valor de CEsp maior sera a AA.

Valores de concentracdo eficaz de 51,93 ug mL™; 44,16 ng mL™" e 57,28
ng mL™t foram obtidos para Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna
deeringiana, respectivamente, com a utilizacdo do diclorometano. Esses dados
estdo de acordo com os relatados na literatura, pois, de acordo com Mensor et al.
(2001), é esperado que extratos obtidos por solventes polares, caso do
diclorometano, apresentem um maior potencial antioxidante por concentrarem
grande nimero de moléculas fendlicas.

Os valores de AA para as sementes de Mucuna cruas, sem nenhum
tratamento, foram 85,21 %; 82,03 % e 86,71 %, para Mucuna aterrima, Mucuna
cinerium e Mucuna deeringiana, respectivamente, indicando que a variedade que
apresenta a menor AA é a Mucuna cinerium, pois na mesma concentragao que as
outras variedades de Mucuna o consumo de DPPH foi menor. Isso também foi
constato, pois apresenta o maior valor de CEsp (63,21 ug mL™), ou seja, necessita
de uma maior quantidade de sementes para decrescer a concentragao inicial de
DPPH em 50%.

A atividade antioxidante apresentada pelo farelo desengordurado obtido a
partir do diéxido de carbono em condi¢cdes pressurizadas variou entre 75,70 e
87,40 %, entre as trés variedades analisadas, que foram superiores aos relatados
para Lathyrus filiformis (28%), soja (7,5-18,9%), que sé&o dois tipos de
leguminosas (PRAKASH et al., 2007; PASTOR-CAVADA et al.,, 2009). Esses

valores encontram-se dentro da faixa relatada para certos tipos de sementes
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subutilizadas de leguminosas, tais como Mucuna pruriens (51%) (RANDHIR et al.,
2009) e Caesalpinia bonducella (69%) (SHUKLA et al., 2009)

As sementes de Mucuna aterrima sem tratamento apresentou um teor de
AA de 85,21 % e este valor ndo apresentou diferenca significativa, ao nivel de 5
%, em relacdo ao farelo desengordurado obtido a partir do didéxido de carbono
supercritico, diclorometano e hexano, indicando que esses tratamentos nédo

influenciaram na atividade antioxidante das sementes de Mucuna aterrima.

Tabela 4.8. Avaliagcdo do potencial antioxidante do farelo desengordurado das
sementes de Mucuna usando o método DPPH.

Condicdes Mucuna aterrima Mucuna cinerium Mucuna deeringiana
Experimentais

AA (%) CEoo* AA (%) CEoo* AA (%) CEoo*
Sementes cruas 85,21+1,5°°° 57,81 82,03+1,7° 63,21 86,71+1,2% 59,92
40 °C — 150 bar 83,70+0,12°° 49,18 84,42+1,3%°¢ 41,96 75,70+0,4° 64,49
60 °C — 176,7 bar  84,09+0,9%°° 38,05 84,69+0,7°°° 20,38 84,78+0,1%° 32,57
60 °C — 244,1 bar  83,81+0,7%°* 50,18 82,90+0,3"° 48,93 84,78+1,1%° 43,01
40 °C — 250 bar 83,28+0,12°*° 43,92 80,79+0,9° 40,80 87,40+0,4 46,92
Diclorometano 84,45+0,8°° 51,93 81,51+0,1°° 44,16 86,3602 57.28
Hexano 85,42+0,3%%° 53,82 81,74+0,1° 57,24 86,420,3%° 67,60

*ug mL

** Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade, entre linhas e colunas.

De acordo com a tabela 4.6, com o aumento da presséo (176,7 — 244,1
bar), em temperatura constante (60 °C), os valores de ECs, também aumentam
para as trés variedades analisadas. Este resultado indica que o aumento da
pressdo e, consequentemente, a densidade do fluido supercritico, diminui a
concentracdo dos compostos extraidos com atividade antioxidante presentes nos
extratos obtidos por EFS.

Segundo Reynertson et al (2005), um extrato cujo valor CEso € menor que
50 ng mL™? é considerado muito ativo e isso pode ser observado em algumas
condi¢cOes para o farelo desengordurado obtido a partir do dioxido de carbono em

condic¢des supercriticas.
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Os valores de concentragéao eficaz de 50 % para as sementes cruas de
Mucuna foram 57,81 ug mL™; 63,21 ug mL™ e 59,92 pg mL™, para as variedades
Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana, respectivamente.
Esses valores sdo maiores em relacdo aos relatados para o farelo
desengordurado das sementes de Mucuna obtidos a partir de didxido de carbono
em condic¢des supercriticas, diclorometano e hexano. Sendo assim, o processo de
remocdo do Oleo das sementes de Mucuna contribuiu para aumentar a sua
atividade antioxidante, sendo que a condicao experimental de 60 °C e 176,7 bar a
partir da EFS foi a que apresentou os menores valores de ECso 38,05 pg mL™;
20,38 ug mL™* e 32,57 pg mL* para as variedades Mucuna aterrima, Mucuna
cinerium e Mucuna deeringiana, respectivamente.

Valdés et al. (2011) relataram a concentracdo eficaz para 50 % de
atividade antioxidantes em feijdes submetidos a diferentes tratamentos e os
seguintes percentuais foram encontrados: para o feijgio cru (0,049 g mg* de
DPPH;, feijdo cozido (0,066 g mg™ de DPPH); e feijsio imerso em agua (0,142 g
mg™ de DPPH).

Kumar et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante do extrato Mucuna
pruriens submetidos a diferentes processos de extracdo a partir de solventes
organicos e os valores de CEs foram 1230 pug mL™, 420 pg mL™, 1030 pg mL™,
para o extrato obtido a partir de éter de petrdleo, acetato de etila e metanol,
respectivamente, indicando que a atividade antioxidante relatada para as
variedades de Mucuna analisadas nesta pesquisa apresentam maior atividade
antioxidante em relacdo a variedade Mucuna pruriens. Porém, Kumar et al. (2010)
utilizaram a planta de Mucuna inteira e na presente pesquisa foi avaliado apenas
a atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes.

De acordo com Du e Li (2012), que separaram um extrato etandlico das
folhas de Mucuna sempervirens utilizando um HSCCC (Cromatografia
contracorrente de alta velocidade), o teste da atividade antioxidante com os
compostos &cido p-hidroxibenzdico, luteolina-8-c-a-larabinoside e isovitexina,
apresentaram o CEsp 35,8 uM; 54,3 uM e 52,3 uM, respectivamente, indicando
gue os valores reportados neste trabalho estdo de acordo com 0s compostos

isolados relatados na literatura.
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Tripathi e Upadhyay (2001) relataram rica atividade antioxidante em
sementes de Mucuna. Skerget et al. (2005) opinaram que a atividade antioxidante
produzida pela maioria das plantas € devido principalmente a presenca de
compostos fendlicos. De acordo com Bhat et al. (2007), a possivel explicacdo
para a reducdo de radicais livres em cotilédones de sementes de Mucuna
irradiados pode ser atribuido ao aumento da varredores de radicais livres em
particular os polifenois.

A atividade antioxidante pode ser causada por varias classes de
componentes e também pelo sinergismo e interacdes entre eles a partir da
mistura complexa, resultando em uma atividade antioxidante dependente do
extrato (ITO et al., 2002). Neste caso, existem outras familias de substancias
presentes no farelo de interesse, além dos compostos fendlicos que contribuem
para a eliminagcdo de radicais livres, tais como terpendides, carotendides,
tocoferdis, entre outros, que estdo influenciando nos resultados da atividade

antioxidante.

4.6.2. Compostos fendlicos

A quantidade total de compostos fendlicos presentes no farelo
desengordurado foi determinada por meio de uma curva de calibracdo preparada
com acido gélico, como ilustrado na Figura 3.3. A Tabela 4.9 apresenta o valor
dos compostos fendlicos obtidos pelo farelo desengordurado, na EFS, extracéo
convencional e das sementes cruas. O farelo desengordurado obtido por EFS
mostraram teores similares aos obtidos por solventes organicos. Valores de 4,93
a 5,38 EAG 100g* foram encontrados para o farelo desengordurado das
sementes de Mucuna aterrima, e 5,21 a 6,51 EAG 100g™ e 4,11 a 5,32 EAG
100g™, foram relatados para Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana,
respectivamente. Estes valores estdo préoximos dos teores de compostos
fendlicos encontrados por Elias et al. (1979) em feijées comuns pretos (6,7 g), do
teor de 5,65 % encontrados por Siddhuraju e Becker (2005) na semente de
Mucuna pruriens e também do teor apresentado por Adebowale et al., (2005),
nesta mesma espécie, que encontraram 7,75 g 100g™” de sementes secas. No
entanto, € importante ressaltar que, nos experimentos realizados pelos autores

acima citados, foi utilizado como padrdo a catequina, diferentemente do padréo
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utilizado neste estudo, que foi o acido galico e isso pode ter influenciado nos
resultados finais obtidos.

O farelo das sementes de Mucuna cruas nao apresentou diferencga
significativa, em relacdo ao farelo desengordurado obtido por EFS e com a
utilizacdo de solventes organicos (Soxhlet), indicando que o 6leo nédo interfere nos
teores de compostos fendlicos presentes nas sementes de Mucuna. A diferenca
dos teores de compostos fenolicos esta relacionada a variedade analisada, a cor
do revestimento das sementes, ao solo, as condi¢cdes ambientais, aos gendtipos
(cultivar/variedade), as préaticas agronémicas (fertilizacdo, irrigacdo e manejo de
pragas), ao nivel de armazenamento da colheita e pds-colheita (VADIVEL et al.,
2011). A temperatura de extracdo foi uma variavel que influenciou no teor de
compostos fendlicos, a Mucuna cienarium e Mucuna deeringiana, o teor de
compostos fendlicos foi relativamente maior, quando a temperatura de extracao
foi de 60 °C, porém ndo apresentou diferenca estatistica ao nivel de 5%, entre as
condicBes operacionais.

Os compostos fenodlicos do farelo desengordurado obtidos por CO, em
condicdes supercriticas variou entre 4,11 a 6,51 EAG 100g™. Enquanto para o
hexano os compostos fendlicos estdo presentes em menor concentracao (3,17 a
5,69 EAG 100g™). Isso pode ter ocorrido devido & extracdo a partir do CO, ser
mais seletiva e pelo tempo de extracdo ser menor, fazendo com que o0s
compostos fendlicos permanecessem no farelo. Estes valores obtidos a partir do
CO, sdo superiores as concentracdes relatadas para feijao branco (1,08 ¢
catequina 100g™?) e ervilha (3,48 g catequina 100g™*) (AMAROWICZ; PEGG,
2008).

Entre os solventes organicos diclorometano e hexano, os maiores
percentuais de compostos fendélicos foram encontrados quando o diclorometano
foi utilizado, com valores entre 5,10 e 6,29 EAG 100g™, evidenciando desta forma
que a extracdo de compostos fendlicos é maior quando séo utilizados solventes
polares (diclorometano), porém apenas para a Mucuna cinerium que evidenciou

diferenca estatistica ao nivel de 5 %.
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Tabela 4.9. Teor dos compostos fendlicos do farelo desengordurado das
sementes de Mucuna expresso em gEAG 100g™ de farelo

Condicbes
experimentais

Mucuna aterrima

Mucuna cinerium

Mucuna deeringiana

Sementes cruas 4,28™ +0,1 5,50°% 0,1 4,27% +0,1
40 °C — 150 bar 4,95%° +0,1 5,55°%° +0,2 5,11%° +0,2
60 °C — 176,7 bar 4,93"°+0,1 6,51°+0,2 5,30°" +0,4
60 °C — 244,1 bar 5,08% +0,1 5,98°% 0,1 5,42°1 +0,1
40 °C — 250 bar 5,38°1 +0,1 5,21%° +0,1 4,11 +0,4
Diclorometano 6,29% +0,2 5,78%% +0,1 5,10%° +0,2
Hexano 5,69°% +0,1 3,17'+0,1 4,117 +0,1

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de

probabilidade, entre linhas e colunas.

Nas condicfes experimentais de 40 °C e 150 bar, ndo houve diferenca
significativa ao nivel de 5 % para as trés variedades de Mucuna analisadas neste
trabalho e este fato também foi constatado na temperatura de 60 °C e pressdo de
244,1 bar. Contudo, estas duas condi¢cdes experimentais possuem a mesma
densidade (0,78 g mL™), indicando ser uma variavel que interferiu no teor de
compostos fendlicos presentes na sementes de Mucuna.

Vadivel et al. (2011) avaliaram o teor de compostos fendlicos presentes
em sementes cruas de alguns tipos de leguminosas, como Abrus precatorius,
Bauhinia variegata, Cassia floribunda, Entada scandens, Indigofera linifolia,
Mucuna pruriens, Tamarindus indica, apresentando percentuais entre 4,24 mg g*
e 8,75 mg g’ equivalente a catequina, sendo que, para as sementes cruas de
Mucuna pruriens, o teor de compostos fendlicos foi de 5,64 mg g™ equivalente a
catequina, estando acima dos valores relatados neste trabalho. Isso pode ser
explicado pela utilizacdo de diferentes reagentes para curva de calibragao, pois,
em vez de catequina, foi utilizado acido galico.

Adebowale et al. (2005) relataram que as sementes de Mucuna
variedades Mucuna pruriens, Mucuna cochinchnensis, Mucuna rajada, Mucuna

veracruz (manchada), Mucuna veracruz (branca) e Mucuna deeringiana possuem
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0s seguintes teores de compostos fendlicos, respectivamente: 7,75; 6,53; 6,23;
9,23; 5,24 e 4,34 g 100g™ equivalente & catequina. O valor de compostos
fendlicos relatado para as sementes cruas de Mucuna deeringiana neste trabalho
estdo de acordo com Adebowale et al. (2005).

Boateng et al. (2008) determinaram o teor de compostos fendlicos em
feijdes, submetidos a dois tratamentos, torrados e embebidos, e encontrou os
seguintes valores 6,1 EAG 100g™, 5,3 EAG 100g™ e 6,7 EAG 100g™ para feijdes

crus, feijoes torrados e feijdes embebidos, respectivamente.

4.6.3. Relacdo entre a o teor de L-Dopa, CEso e compostos fendlicos

A Tabela 4.10 apresenta os teores de L-Dopa, concentracéo eficaz (CEs)
e o teor de compostos fendlicos expresso em g acido galico 100g™ de farelo
presentes farelo desengordurado obtidos a partir do diéxido de carbono em
condicbes pressurizadas, diclorometano e hexano e nas sementes cruas. A
relacdo entre a L-Dopa, o CEsp € os compostos fendlicos mostra que estes nao
sao 0s Unicos responsaveis pela atividade antioxidante das plantas. A diversidade
e complexidade de misturas nos extratos de plantas dificultam a caracterizacao
dos compostos e a determinacdo da sua atividade antioxidante. Cada planta
contém diferentes compostos, como vitaminas, clorofilas e compostos fendlicos
com diferentes atividades antioxidantes (DJERIDANE et al., 2006).

O farelo desengordurado das sementes de Mucuna aterrima obteve
percentuais de L-Dopa de 2,58 % e 2,46 %, para a extracao realizada a partir de
diclorometano e hexano, respectivamente. O farelo desengordurado obtido a
partir do diclorometano apresentou o maior percentual de compostos fendlicos
(6,29 EAG 100g™) e o menor CEs (51,93 %). Ou seja, existe uma correlacdo
entre o teor de L-Dopa, CEsop e compostos fenolicos, evidenciando a maior
atividade antioxidante do farelo desengordurado obtido a partir do diclorometano.
Este fato também pode ser observado para as varidedade de Mucuna cinerium e
Mucuna deeringiana.

Vadivel et al. (2011) relataram que a concentracdo de compostos
fendlicos em amostras de alimentos depende do tipo de solvente utilizado e a
duracéo do tempo de extracdo. A Mucuna deeringiana apresentou um percentual
de compostos fendlicos de 5,10 a 4,11 EAG 100g™’. Porém, na extracdo

superctritica, o teor foi de 4,11 a 5,42 EAG 100g™ e isso pode ter ocorrido devido &
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seletividade do CO,, que obteve mais afinidade com a L-Dopa, que se apresentou

em maiores propor¢des que com 0os compostos fendlicos.

Tabela 4.10. Teor de L-Dopa, CEsy e compostos fendlicos (C.F.) presentes no
farelo desengordurado das sementes de Mucuna obtido via extracdo supercritica
e convencional (diclorometano e hexano)

- Mucuna aterrima Mucuna cinerium Mucuna deeringiana
Condicéo

Experimental  — 5 CEs* CF* L-Dopa* CEs® CF™ L-Dopa* CEs* CF™

Sementes cruas 2,29 57,81 4,28 3,00 59,92 5,50 2,54 70,21 4,27
40 °C — 150 bar 4,17 49,18 4,95 4,72 41,96 5,55 3,93 64,49 5,11
60 °C — 176,7 bar 3,14 38,05 4,93 4,21 20,38 6,51 3,02 32,57 5,30
60 °C — 244,1 bar 4,41 50,18 5,08 4,95 48,93 5,98 4,43 43,01 5,42
40 °C - 250 bar 4,62 4392 538 5,39 40,80 5,21 4,65 46,92 4,11
Diclorometano 2,58 51,93 6,29 3,65 44,16 5,78 2,67 57,28 5,10
Hexano 2,46 53,82 5,69 3,19 57,24 3,17 2,17 67,60 4,11

* Percentual (%)
“EAG 100g™

Qizhen e Li (2012) relataram que o extrato etandlico das folhas de
Mucuna sempervirens possuem cerca de 12 flavondides e dois tipos de acidos
fendlicos, identificados por espectroscopia de massa e ressonancia magnética
nuclear, sendo que grande parte destes compostos apresentaram uma boa
atividade antioxidante, ou seja, a Mucuna é uma leguminosa cuja atividade
antioxidante esta relacionada ao sinergismo entre 0s compostos que ela possui.

Para as trés variedades de Mucuna analisadas, o farelo desengordurado,
obtido a partir do diéxido de carbono em condi¢des pressurizadas, apresentou 0s
maiores percentuais de L-Dopa e compostos fendlicos e o menor teor de CEsg
(menor quantidade de sementes para decrescer a concentracao inicial de DPPH
em 50%), em relacdo as sementes de Mucuna que ndo foram submetidas a
nenhum tipo de extracdo (sementes cruas). Estes resultados evidenciam que a
remocado do o6leo das sementes de Mucuna a partir do didéxido de carbono
contribuiu para aumentar a atividade antioxidante das sementes de Mucuna,

confirmando a possivel atividade antioxidante relatada por Soares et al. (2011).
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4.7. Testes de germinagdo em sementes de soja

A extragcdo de Oleos vegetais presente em folhas, sementes e raizes, €
realizada a partir de diéxido de carbono em condi¢cdes pressurizadas, por
apresentar uma alta solubilidade, em determinadas condicbes de pressédo e
temperatura, aumentando desta forma os rendimento de extragéo
(PEDERSSETTI et al.,, 2010; CORSO et al., 2010). A L-Dopa apresenta baixa
solubilidade em diéxido de carbono supercritico (Melo et al., 2005) e isso permite
concentrar este composto alelopatico, pois durante a extracdo o solvente entra
em contato com a amostra e o 6leo é removido, mas a L-Dopa permanece no
mesmo.

A Tabela 4.11 apresenta as condicBes experimentais de extracao,

rendimento em 6leo e os teores de L-Dopa obtidos no farelo desengordurado.

Tabela 4.11. Condicbes experimentais de extracdo de dioxido de carbono
supercritico e teores de L-Dopa presentes no farelo desengordurado das
sementes de Mucuna deeringiana

Experimento Presséo Temperatura Diametro das Rendimento % L-Dopa*
(bar) (°C) particulas (mm) de Oleo*
01 150,0 40 0,6 4,34 3,93
02 176,7 60 0,6 2,27 3,02
03 2441 60 0,6 4,35 4,43
04 250,0 40 0,6 4,59 4,65
05 2441 60 1,18 3,46 2,26
06 250,0 40 1,18 3,05 1,86
*100 mg.

A Tabela 4.12 apresenta os valores médios de germinacgéo e indice de
velocidade de germinacdo das sementes de soja, tratadas com solugcao de L-
Dopa obtida a partir do farelo desengordurado de Mucuna deeringiana. A maior
porcentagem de germinacao foi de 98% e o maior IVG (indice de velocidade de
germinacao) 29,64 no tratamento 3. O percentual de germinagcéo nas sementes
de soja do tratamento controle (TC) ndo diferenciou significativamente em relacao
aos tratamentos realizados a partir do farelo desengordurado, indicando que a L-

Dopa aplicada nas sementes ndo apresentou influéncia nesta variavel. Estes
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resultados foram constatados por FORTES et al. (2009), que, avaliando o efeito
alelopético da aplicacédo do extrato aquoso de capim-limdo em sementes de soja,
constataram que a porcentagem de germinacdo ndo foi influenciada por
compostos alelopaticos.

Ferreira e Aquila (2000) e Ferreira e Borghetti (2004) relatam que muitas
vezes o efeito alelopético ndo é expressivo sobre a porcentagem de germinacéo
final, mas sim sobre algum outro parametro do processo germinativo,
evidenciando a importancia de um acompanhamento diario da germinacéo e a
determinacao da velocidade da mesma, assim como foi observado neste trabalho.
Este efeito também foi constatado por Bortoline e Fortes (2005), que avaliaram o
efeito de substancias alelopaticas encontrados em exsudados radiculares de
sementes de trigo (Triticum aestivum), triticale (Triticum sp.), milho (Zea mays),
ervilhaca (Vicia sativa) e aveia preta (Avena strigosa) sobre a germinacao da soja
e constataram que a aplicacdo de aleloquimicos exsudados ndo exercem

influéncia na porcentagem de germinacao.

Tabela 4.12. Valores médios de germinacdo e indice de velocidade de
germinacao de sementes de Soja ap0ls 7 (sete) dias de Tratamentos

Tratamento % de Germinacéao IVG % L-Dopa

TC 98 ° 23,41° -

T1 952 28,33° 3,93
T2 972 25,702 3,02
T3 97?2 28,94 ° 4,43
T4 96 ° 29,64 ° 4,65
T5 982 25,34 2 2,26
T6 962 24,04 2 1,86

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de confianca.

Quanto ao IVG das sementes de soja, a aplicacdo da L-Dopa promoveu
um aumento significativo da velocidade de germinacdo quando comparada ao
tratamento controle, uma vez que as sementes germinaram em menor tempo. Os
tratamentos 2, 5 e 6 que apresentavam 0sS menores percentuais do composto

alelopatico 3,02 %, 2,26 % e 1,86 %, respectivamente, nao diferiram
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significativamente em relag&o ao tratamento controle (TC), o que ndo ocorreu com
0Ss outros tratamentos, os quais demonstraram o poder alelopatico deste
composto sobre o IVG de soja. O indice de velocidade de germinacao apresentou
aumento significativo nos tratamentos 1, 2, 3 com a aplicacdo do farelo
desengordurado de Mucuna deeringiana e 0s outros tratamentos também tiverem
tendéncia em aumentar o IVG, mas né&o diferenciaram da testemunha.

Centenaru et al. (2009) relataram que a aplicacéo do extrato etandlico de
Erythrina velutina, uma planta pertecente a familia Febaceae em sementes de
Lactuca sativa, apresentaram melhores percentuais de IVG, como foi constato
neste trabalho. Além deste, mais estudos tém relatado a producédo de metabdlitos
por plantas e microrganismos que influenciam no crescimento e desenvolvimento
de sistemas bioldgicos com efeitos positivos e negativos (PINTO et al., 2002;
SINGH et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2004; BATISH et al., 2006; FORTES et al.,
2009).

Relacionados ao vigor de sementes, Melo et al. (2006) e Ferreira e
Borghetti (2004) observaram que a velocidade de germinacdo e crescimento
inicial das plantas esta relacionada ao vigor das sementes e quanto maior o IVG,
maior o vigor das sementes. No entanto, sabe-se que o crescimento € resultado
da germinacao e, portanto, alteracbes na fase de germinacdo poderdo originar
plantulas com maior indice de velocidade de germinacao, justificando o estimulo

da germinacao de soja tratadas com solucao de L-Dopa.
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5. CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos em relacdo ao presente estudo,

conclui-se que:

1)

2)

3)

O aumento da pressdo e temperatura e, consequentemente, da
densidade, aumenta a solubilidade do 6leo no CO,, sendo a condicao
experimental de 250 bar e 40 °C a que apresentou O maior
rendimento em 0leo, condizente com os maiores percentuais de L-
Dopa. Ou seja, a extracdo do 6leo das sementes de Mucuna a partir
de CO, em condicbes supercriticas foi eficaz para concentrar o
composto L-Dopa, uma vez que as extragOes realizadas com Soxhlet
e as sementes cruas apresentaram menores percentuais de L-Dopa.
Pela caracterizacdo quimica do Oleo, pode-se concluir que os
diferentes processos e condi¢cdes de extracao ndo interferiram sobre o
perfil dos &acidos graxos totais, sendo predominantes no Oleo das
sementes de Mucuna o &cido linoleico, palmitico e oleico. Na fracéo
de compostos que ndo estdo ligados ao glicerol, os acidos graxos
livres apresentaram teores abaixo de 5 % e em todos os Oleos
investigados os teores de acidos graxos livres ndo apresentaram
diferenga significativa em relagdo aos O6leos obtidos por EFS e
Soxhlet.

O farelo desengordurado das sementes de Mucuna, obtidos por
Soxhlet e EFS, apresentaram uma alta atividade antioxidante e teor
de compostos fendlicos. Porém, estes valores ndo apresentaram
diferenca significativa ao nivel de 5 %, em relagdo as sementes cruas,
indicando que os diferentes processos para a remoc¢do do 6leo néo
interferem na atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos
das sementes de Mucuna. A CEs, foi menor para o farelo
desengordurado obtido a partir de dioxido de carbono em condicdes
pressurizadas (38,05 ug mL™; 20,38 pg mL™* e 32, 57 ug mL* para
Mucuna aterrima, Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana,

respectivamente, na condicdo experimental 60 ° C — 176,7 bar);
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4) Por meio da aplicacdo do farelo desengordurado de Mucuna

5)

deeringiana em sementes de soja, constatou-se que o percentual
germinacdo nao apresentou diferenca significativa. No entanto, o
indice de velocidade de germinacédo apresentou melhores resultados
quando comparado ao tratamento controle, confirmando a
interferéncia do composto L-Dopa em sementes de soja.

O modelo matematico de segunda ordem, utilizado para descrever a
cinética das curvas de extracdo, representou adequadamente o0s
dados experimentais para a extragdo com CO, em condigbes

supercritica.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes

sugestdes para trabalhos futuros foram definidas:

a)

b)

d)

f)

Avaliar o efeito de outras variaveis no processo de extracdo
supercritica a partir do dioxido de carbono, como: vazéo volumétrica
do solvente, utilizacdo de co-solventes, etc. Verificar se estas
variaveis podem aumentar o rendimento de Odleo e,

consequentemente, o teor de L-Dopa no farelo desengordurado.

Avaliar o processo de extracdo a partir de outros solventes em

condicBes supercriticas, como propano, butano, etc.

Determinar o teor de L-Dopa em outras partes da Mucuna como:
caule, raiz, folhas, entre outros, utilizando como solvente o diéxido de

carbono em condicdes supercriticas.

Estudar o efeito da aplicacéo do farelo desengordurado das sementes
de Mucuna em plantas daninhas, como, por exemplo, a Bidens pilosa,

avaliando os efeitos alelopaticos das mesmas.

Identificar e quantificar os compostos fendlicos e flavonéides no farelo

desengordurado.

Determinar o teor de tocoferol presente no 6leo extraido por extracdo
por fluido supercritico.
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APENDICE A

No apéndice A é apresentado os cromatogramas obtidos a partir da curva
de calibragdo do padrdo de L-Dopa (L - 3,4-Dihidroxifenilalanina) e o
cromatograma da condicdo experimental que apresentou o maior percentual de
L-Dopa no farelo desengordurado a partir da EFS. - Sigma-Aldrich. A curva de

calibracao foi realizada em HPLC.
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Figura A.1. Cromatogramas obtidos a partir do padrdo de L-Dopa (L - 3,4-
Dihidroxifenilalanina).
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Figura A.2. Cromatogramas do 6leo das sementes de Mucuna obtidos a partir de
diéxido de carbono em condi¢des supercriticas na condicdo experimental 40 °C —
250 bar. (a) Mucuna aterrima; (b) Mucuna cinerium e (¢) Mucuna deeringiana.
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APENDICE B

No apéndice B, sdo apresentados os resultados experimentais obtidos
neste estudo referente a atividade antioxidante (consumo de DPPH) do farelo
desengordurado das sementes de Mucuna das variedades Mucuna aterrima,
Mucuna cinerium e Mucuna deeringiana obtidos a partir dos solventes di6xido

de carbono em condigbes supercriticas, diclorometano e hexano.

Nas Figuras B-1 a B-7 sdo apresentados os resultados obtidos

experimentalmente para o consumo de DPPH em diferentes concentracoes.
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Figura B.1. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna cruas.
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Figura B.2. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna obtidos a partir de diéxido de carbono em condi¢cdes supercriticas na
condicao experimental 40 °C - 150 bar.
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Figura B.3. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de

Mucuna obtidos a partir de diéxido de carbono em condi¢cdes supercriticas na
condicao experimental 60 °C - 176,7 bar.
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Figura B.4. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna obtidos a partir de diéxido de carbono em condi¢cdes supercriticas na

condicao experimental 60 °C - 244,1 bar.
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Figura B.5. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna obtidas a partir de dioxido de carbono em condi¢des supercriticas na

condigéo experimental 40 °C - 250 bar.
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Figura B.6. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de

100
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Mucuna obtidos por solventes organicos (diclorometano).
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Figura B.7. Atividade antioxidante do farelo desengordurado das sementes de
Mucuna obtidos por solventes organicos (hexano).
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