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RESUMO

A gualidade e bioatividade dos 0leos vegetais estdo relacionadas a presenca
de compostos como acidos graxos, fitosterdis, tocoferdis e antioxidantes
naturais, na qual as quantidades podem variar de acordo com o tipo de
processo da extracdo do 6leo, sendo que os métodos mais comuns utilizam
solventes toxicos. Este estudo teve por objetivo avaliar uma tecnologia limpa de
extracao dos 6leos dos graos de girassol e de gergelim via enziméatica em meio
aquoso, comparando-a com metodologias convencionais, como prensagem e
extracdo com solventes, em relacéo a capacidade antioxidante e a composicéo
em tocoferdis, fitosterdis e acidos graxos. Para a extracdo enzimatica foram
utilizadas trés enzimas: Pectinex Ultra SPL, Celluclast 1.5L e Alcalase 2.4L e
avaliados trés fatores: concentracdo das enzimas (6%, 8% e 10%), proporgéo
amostra:dgua (1:6, 1:8 e 1:10) e tempo de extracdo (4, 6 e 8 horas) através de
um planejamento fatorial 2® com ponto central. Os rendimentos das extracées
dos o6leos variaram dependendo do método empregado, sendo maiores na
extracdo por solventes, 55,05% e 59,97%, seguidos da prensagem 36,77% e
42,00%, e via enzimatica 36,60% e 40,93%, para os Oleos de girassol e
gergelim, respectivamente. As melhores condicdes para a extracdo com
enzimas para os graos de girassol foram com 10% de cada enzima, propor¢céao
amostra:dgua 1:6 e 8 horas de extragdo e as mesmas condi¢cfes para 0s graos
de gergelim, com excecdo do tempo de extracdo, 16 horas. Ambos Oleos
vegetais extraidos pela metodologia enzimatica apresentaram maiores
contetidos em fitosterdis totais, 183 e 249 mg 100 g* de 6leo de girassol e
gergelim, respectivamente, assim como as maiores capacidades antioxidantes
frente ao radical peroxila, 371 pmol de Trolox g* de 6leo de girassol e 350 umol
de Trolox g™ de 6leo de gergelim. Quanto ao radical DPPH o éleo de girassol
extraido por prensagem e o 6leo de gergelim extraido com o uso de enzimas
apresentaram as capacidades mais elevadas. O conteudo em tocoferois
apresentou diferenca significativa apenas para o 6leo de girassol, na qual a
metodologia por prensagem possibilitou maior extracdo do a-tocoferol,
enquanto para o 6leo de gergelim ndo houve diferenca significativa no

conteudo de y-tocoferol, pelo teste de Tukey (p<0,05), entre os métodos de
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extracdo. A quantificacdo absoluta dos acidos graxos demonstrou que o0s
principais acidos graxos para as duas oleaginosas foram: &cidos palmitico
(16:0), estearico (18:0), oleico (18:1n-9) e linoleico (18:2n-6). A extracdo via
enzimatica demonstrou o menor teor de AGS, o0 maior somatério em émega-3
(n-3), a melhor razdo de n-6/n-3 e uma das melhores de AGPI/AGS para o 6leo
de girassol. A mesma metodologia proporcionou, para o 6leo de gergelim, a
maior quantidade de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) e 6mega-6 (n-6) e
uma razao n-6/n-3 menor que o método de extracdo por solventes. Visando a
obtencéo de 6leos vegetais com alta qualidade, a extracdo enzimatica em meio
aguoso demonstrou-se uma metodologia capaz de extrair além do Oleo,
compostos bioativos de grande importancia a saude, sem o uso de solventes,
obtendo ao final 6leos com uma qualidade superior aos obtidos por

metodologias convencionais.

Palavras-chave: enzimas, oleaginosas, tecnologia limpa.
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ABSTRACT

The quality and bioactivity of vegetable oils are related to the presence of
compounds such as fatty acids, phytosterols, tocopherols and natural
antioxidants, which amounts may vary according to the type of oil extraction
process, wherein the most common methods use toxic solvents. This study
aimed to evaluate a clean technology for oil extraction from sunflower and
sesame grains by enzymatic aqueous extraction, comparing it with conventional
methods, such as pressing and solvent extraction, in relation to the antioxidant
capacity, tocopherols, phytosterols and fatty acids composition. For enzymatic
extraction three enzymes were used: Pectinex Ultra SPL, Celluclast 1.5L and
Alcalase 2.4L and evaluated three factors: enzyme concentration (6%, 8% and
10%), sample/water ratio (1/6, 1/8 and 1/10) and extraction time (4, 6 and 8
hours) using a 2° factorial design with center point. The extraction yields of oils
varied depending on the method, being higher in solvent extraction, 55.05% and
59.97%, followed by pressing 36.77% and 42.00%, and 36.60% and 40.93% by
enzymatic for sunflower oil and sesame, respectively. The best conditions for
the extraction with enzymes for sunflower grain were 10% each enzyme,
sample/water ratio 1/6 and 8 hours of extraction and the same conditions for
sesame grain, except for the extraction time, 16 hours. Both vegetable oils
extracted by enzymatic methodology showed higher contents of total
phytosterols, 183 and 249 mg 100 g of sunflower and sesame oil, respectively,
as well as the higher antioxidant capacity against peroxyl radical, 371 pmol
Trolox g of sunflower oil and 350 umol Trolox g of sesame oil. As for the
DPPH radical, sunflower oil extracted by pressing and sesame oil extracted by
using enzymes showed the highest capacity. The content of tocopherols
showed a significant difference only for sunflower oil, in which the methodology
by pressing allowed the higher extraction of a-tocopherol, while for the sesame
oil there was no significant difference in y-tocopherol content, by Tukey test (p
<0.05) between the extraction methods. The absolute quantification of the fatty
acid showed that the major fatty acids in both oils were: palmitic (16:0), stearic
(18:0), oleic (18:1n-9) and linoleic (18:2n-6). The extraction by enzyme showed

the lowest level of saturated fatty acids (SFA), the largest sum of omega-3 (n-
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3), the best ratio of n-6/n-3 and one of the best PUFA/SFA to sunflower oil. The
same methodology provided for the sesame oil, the greatest amount of
polyunsaturated fatty acids (PUFA) and omega-6 (n-6) and a ratio n-6/n-3 lower
than the solvent extraction method. Aimed at obtaining vegetable oils with
higher quality, enzymatic aqueous extraction demonstrated a methodology
capable of extracting beyond oil, bioactive compounds of great importance to
health, without using solvents, getting to the final oils with superior quality when

compared to the oils extracted by conventional methods.

Keywords: enzymes, oilseeds, clean technology.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais produtos extraidos de plantas séo os 6leos vegetais,
sendo que aproximadamente dois ter¢cos sdo usados em produtos alimenticios,
fazendo assim parte integrante da dieta humana (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2014).

Os oOleos vegetais geralmente apresentam uma grande variedade de
compostos bioativos como acidos graxos essenciais, fitosterois, carotendides e
antioxidantes naturais, tais como os tocoferéis (a, B, y e o-tocoferol) e
tocotriendis (HUANG & PRIOR, 2005). Muitos dos componentes encontrados
naturalmente nestes Oleos tém propriedades benéficas a saude. Além disso, a
presenca destes compostos esta relacionada a atributos de qualidade,
especialmente a bioatividade e estabilidade oxidativa (CASTELO-BRANCO &
TORRES, 2011).

Considerando a preocupacdo mundial em relacdo aos danos causados
ao meio ambiente e ao desenvolvimento de processos que sejam
ecologicamente corretos, a extracdo via enzimatica em meio aquoso
apresenta-se como alternativa as metodologias que utilizam solventes téxicos
para extracdo de Oleos vegetais, atendendo aos principios da quimica verde
(PRADO, 2003) como um processo sustentavel. Portanto, essa tecnologia
limpa de extracdo necessita ser estudada visando futuras aplicacdes

industriais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oxidacao Lipidica

A oxidacéo lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis tornando os alimentos improprios para consumo, além
de também provocar outras alteracfes que irdo afetar ndo s6 a qualidade
nutricional, devido a degradacdo de vitaminas lipossollveis e de &cidos graxos
essenciais, mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da
formacado de compostos poliméricos potencialmente toxicos (SILVA et al., 1999;
KUBOW, 1993).

Os lipidios podem ser oxidados por diferentes caminhos: reacdes
hidroliticas, oxidacdo enzimatica, fotoxidacdo e autoxidacdo (principal
mecanismo de oxidacdo dos 6leos e gorduras) (BERGER & HAMILTON, 1995).
A autoxidacdo dos lipidios estd associada a reagdo do oxigénio com acidos
graxos insaturados e ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacao e término.
Farmer et al. (1942) propuseram uma sequéncia de reacdes inter relacionadas

para explicar este processo (Figura 1).

Iniciacéo:
RH — R* + H°
Propagacéo:
—>R* + O, — ROO*
ROO* + RH —> ROOH + IT.
Término:

ROO* + R®* —> ROOR
ROO®* + ROO®* —> ROOR + O, Produtos Estaveis
R*+ R®* — RR
Onde: RH - acido graxo insaturado; R® — radical livre; ROO® — radical peroxila
e ROOH - hidroperoxido.

Figura 1. Esquema geral do mecanismo da oxidac¢ao lipidica.

Fonte: Jorge e Ramalho, 2006.




Para evitar a autoxidacdo de Oleos e gorduras ha a necessidade de
diminuir a incidéncia de todos os fatores que a favorecem, mantendo ao
minimo os niveis de energia (temperatura e luz) que sdo responsaveis pelo
desencadeamento do processo de formacdo de radicais livres, evitando a
presenca de tracos de metais no Oleo, evitando ao maximo o contato com
oxigénio e blogueando a formacgao de radicais livres por meio de antioxidantes,
0S quais, em pequenas gquantidades, atuam interferindo nos processos de
oxidacao de lipidios (JORGE & GONCALVES, 1998).

2.2 Antioxidantes em Oleos Vegetais

A presenca de compostos com acdo antioxidante nos vegetais é
atribuida ao processo evolutivo destas espécies como protecdo natural aos
radicais livres formados pela radiacdo UV necessaria a fotossintese. Assim, 0s
antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores,
sequestradores de radicais livres (SCOTTI et al., 2007), doadores de atomos
de hidrogénio promovendo a remocao ou inativacdo de radicais livres
formados, interrompendo a reacdo em cadeia (SIMIC & JAVANOVIC, 1994).

Frankel (1980) apresentou o seguinte mecanismo de acao (Figura 2):

ROO®* + AH —> ROOH + A®
R*+ AH — RH + A®

Onde: ROO® e R* — radicais livres; AH — antioxidante com um atomo de

hidrogénio ativo e A®* — radical inerte.

Figura 2. Mecanismo de a¢ao para alguns tipos de antioxidantes.
Fonte: Jorge e Ramalho, 2006.

Os antioxidantes naturais de 6leos vegetais apresentam potencial efeito
na prevencdo de doencas crOnicas, pois sao capazes de proteger sistemas
biolégicos contra a agdo de espeécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
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responsaveis por danos oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos nucleicos
(SZYDLOWSKA-CZERNIAK, et al., 2008; RAMADAN & MOERSEL, 2006).

Além de apresentarem bioatividade no organismo humano, o0s
antioxidantes naturais protegem os Oleos vegetais contra a acdo de radicais
livres que iniciam e perpetuam a peroxidacéo lipidica, que consiste na principal
forma de degradacdo dos Oleos vegetais e em importante fonte de prejuizos
para a industria de alimentos (CHAIYASIT, et al., 2007).

Diferentes métodos tém sido utilizados para a determinacdo da
capacidade antioxidante em 6leos vegetais, como os ensaios da TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), também conhecido como ensaio do radical
ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina)-6-sulfénico) (PELLEGRINI, et al.,
2003), do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina) (ESPIN, et al., 2000;
TUBEROSO, et al., 2007), do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(SZYDLOWSKA-CZERNIAK, et al., 2008) e da ORAC (Oxygen Radical
Absorbance  Capacity) (SZYDLOWSKA-CZERNIAK, et al, 2008;
MIRALIAKBARI & SHAHIDI, 2008) (Figura 3). Embora Prior et al. (2005) tenha
sugerido que apenas os ensaios de TEAC e ORAC sao passiveis de adaptacéo
para os compostos lipofilicos, houveram adaptacées de protocolos para outros
ensaios (ESPIN, et al., 2000; JIMENEZ-ALVAREZ, et al., 2008).

a) Formacdo do ABTSe" pelo persulfato de potassio e sua reducdo por um
antioxidante (AOH):

\ S SOH - s o \ S 80;
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b) Reducao do radical livre DPPH pela acdo de um antioxidante (AH):

Q } ON _.,»’ 0N
—N%‘BfNDE + AH —» N—N%}Noz + As
\ / f’; QN

O,N

Radical DPPH DPPH reduzido

c¢) Redugdo do complexo férrico [Fe!"(TPTZ),]Cl; a ferroso [Fe'(TPTZ),]ICl,
pela acao de antioxidante:

| i y Nf’ M= |
< 1 NF _,f J\ =y < NF I =
= -\HFL_K-\& = EL e
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Complexo férrico de Complexo ferroso de
2 4 B-ripinidil-1,3 5-tnazina 2 4 B-tripindil-1,3,5-tniazina
[FellTPTZ)P* [Fel(TPTZ)?*

d) Reacao do radical peroxila na presenca de um composto antioxidante e
fluoresceina:
d.1) Decomposicdo a 37°C do AAPH (2,2-azobis(amidinopropano)

dihidrocloreto) e formacéao de radicais alquilas (Re)

R'-N=N-R’ —> 2R’ + Ny

d.2) Conversédo do radical alquila (Re), na presenca de oxigénio, em radical

peroxila (ROOe)
R’e + O, —> R’OO0e




d.3) Alteracdo da fluorescéncia da fluoresceina na auséncia de um composto
antioxidante (AH)

HO. !ﬁ / ij
%x
R'O0- + —> Perda de fluorescéncia
COOH

LT

Fluoresceina

HO. 0 - 0
\rfx P mf« \/l:/
H\:\H\{/L = *-uu{‘f

ROQ + AH + —> R'O0OH + A + Fluoresceina
COOH

-
l Fluorescéncia inalterada
L

Fluoresceina

Figura 3. Reac0Oes dos principais ensaios de determinacao da capacidade
antioxidante em 6leos vegetais.
Fonte: Oliveira et al., 2014; Molyneux, 2004; Rufino et al., 2006;
Banerjee et al., 2008.

2.3 Tocoferois

O termo genérico “vitamina E” é utilizado para designar oito diferentes
compostos, nomeados a-, B-, y- e 0- (alfa, beta, gama e delta, respectivamente)
tocoferdis e tocotriendis (CHUN, et al., 2006). Tanto tocoferdis como
tocotriendis ocorrem em uma variedade de isbmeros que diferem na estrutura
de acordo com o numero e a localizagdo de grupos substituintes no anel
cromanol (Figura 4) (SHEPPARD, et al., 1992).




Tocoferol / Tocotrienol R1 R2

o~ CH, CH,
3~ H CH,
V- CH, H
o= H H

Figura 4. Estrutura quimica do tocoferol e tocotrienol.

Fonte: Cerqueira et al., 2007.

A vitamina E tem sido extensivamente estudada em diversas areas do
conhecimento, uma vez que trata-se de um antioxidante natural, sendo o a-
tocoferol considerado o mais biologicamente ativo e o y-tocoferol, dentre os
outros, o melhor antioxidante (ANDRES et al., 2011, YADA et al.,, 2011,
LOPEZ-ORTIZ et al., 2008) e desempenha papéis especialmente importantes
na reproducao normal e em mecanismos antioxidantes de tecidos animais e
vegetais (AZZl & STOCKER, 2000).

Os oOleos vegetais comestiveis, além de possuirem altas concentracdes
de tocoferdis e alguns tocotriendis, apresentam grande consumo em nivel
mundial, constituindo-se, portanto, nos alimentos de maior contribuicdo para a
ingestao de vitamina E para a populacéo (EITENMILLER, 1997).

Embora a deficiéncia ndo represente um problema de significancia
nutricional, a ingestao de vitamina E tem despertado interesse e preocupacéo
uma vez que compde juntamente com a vitamina C, B-caroteno, selénio e
flavondides, o grupo denominado antioxidantes alimentares. Este grupo tem

sido frequentemente associado a prevencdo de doencas neurodegenerativas,

7



aterosclerose, inflamagéao crbnica, cancer e envelhecimento precoce (BIERI,
2002; BRON & AMIS, 2002; TRABER, 2001).

2.4 Fitosterois

Fistosterdis sdo esterdis presentes em vegetais e seu contetdo varia de
acordo com o vegetal em questdo, as condicbes climaticas onde este se
desenvolveu e especialmente a forma de extracdo e refino do 6leo (ZANQUI,
2014).

Estruturalmente, apresentam uma dupla ligagdo na posicdo 5 e sao
classificados em esterois e estandis. Este ultimo é produzido artificialmente por
hidrogenacao do esterol (LAW, 2000). O B-sitosterol € o mais abundante nos
alimentos, seguido do campesterol e estigmasterol (OSTLUND, 2002). Os
fitosterdis diferem do colesterol (origem animal) por possuirem adicionalmente
um grupamento etila ou metila na cadeia do carbono 24 (BERGMANN et al.,
2005).

ESTEROL
HO HO HO
Sitosterol Colesterol Campesterol
ESTANOL
HO HO-
Sitostanol Campestanol

Figura 5. Estrutura quimica dos principais esterois e estandis.
Fonte: Ilha, 2009.



As propriedades terapéuticas dos fitosterdis estdo sendo estudadas,
como a reducéo da absorcdo do colesterol LDL e diminuicdo de problemas
cardiovasculares (MARTINS et al., 2004; ANVISA, 2008). Estudos mostraram
que a ingestao de fitosterois, além de diminuir o colesterol ruim, ndo afeta os
niveis de colesterol bom (MOREAU et al., 2002).

A determinacdo destes compostos € essencial para a avaliacdo analitica
da qualidade e possivel adulteracdo de Oleos vegetais, pois cada Oleo
apresenta fitosterois especificos (MOREAU et al., 2002; MOREDA, 2000).

2.5 Acidos Graxos

A composi¢do em acidos graxos saturados e insaturados nos alimentos
vem sendo amplamente estudada, devido as suas implicagbes a saude
humana e a necessidade de melhor compreensdo de como estes elementos
atuam no metabolismo (LOPES et al., 2015; SILVA et al., 2015; CARBONERA
et al.,, 2014; SCODITTI et al., 2014; SARGI et al., 2013; SOUZA et al., 2013;
SIMOPOULOS, 2011; CARVALHO et al., 2010).

Os acidos graxos poliinsaturados abrangem as familias de acidos graxos
Omega-3 e 6mega-6, na qual séo obtidos por meio da dieta ou produzidos pelo
organismo a partir dos acidos linoléico (18:2n-6) e alfa-linolénico (18:3n-3) por
acao de enzimas alongase e dessaturase (Figura 6) (MARTIN et al., 2006). No
organismo da classe dos mamiferos, também pode ocorrer a sintese de acidos
graxos monoinsaturados, sendo o principal substrato o acido estearico (18:0),
precursor do acido oléico (18:1n-9), através da acao da enzima A9 dessaturase
(NAKAMURA & NARA, 2004; BRENNER & PELUFO, 1966).

Em humanos, os acidos linoléico e alfa-linolénico, considerados
estritamente essenciais, S840 necessarios para manter sob condi¢ées normais,
as membranas celulares, fungbes cerebrais, transmissdo de impulsos
nervosos, além de participarem da transferéncia do oxigénio atmosférico para o
plasma sangiineo, da sintese da hemoglobina e da divisdo celular (YEHUDA
at al., 2002; YOUDIM et al., 2000).



Omega-3 Omega-6

A15 - Plantas A12 A9
18:3n-3 <« 18:2n-6 <«— 18:1n-9 <«— 18:0
i A6-dessaturase \/ Plantas Homem
18:4n-3 18:3n-6
! Alongase !
20:4n-3 20:3n-6
i A5-dessaturase ‘v
20:5n-3 20:4n-6
J Alongase !
22:5n-3 22:4n-6
L Alongase ‘
24:5n-3 24:4n-6
i A6-dessaturase \p
24:6n-3 24:5n-6
l B-oxidagao J
22:6n-3 22:5n-6

Figura 6. Dessaturacdo e elongacao esquematica dos acidos graxos da série
n-3 e n-6.
Fonte: Innis, 2003.

2.6 Métodos Convencionais de Extracéo de Oleos Vege tais

Os processos de extragdo de o6leos comumente empregados em
industrias e laboratorios sdo por adicdo de solventes ou por prensagem. A
prensagem é um método mais simples, na qual promove o esmagamento dos
grdos onde apenas parte do 6leo é removida, ndo obtendo um elevado
rendimento de extracdo, sendo utilizado especialmente para a extracdo de

Oleos a partir de graos com alto teor de lipidios, tais como girassol, gergelim,
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canola, amendoim, entre outros, e principalmente quando se busca um oleo
livre de contaminacgao por solventes (MARIANO, 2008).

As vantagens em utilizar a prensagem sao: facilidade de transporte de
equipamento (miniprensa), baixo consumo de energia, pequena area de
ocupacdo, mao de obra ndo especializada e simplicidade na instalacéo
(OLIVEIRA & VIEIRA, 2004). No entanto, ao final do processo o 6leo bruto
pode conter particulas sélidas e necessita passar por uma filtragem em um
equipamento chamado filtro-prensa. ApOs este processo, a torta €
encaminhada para 0 um novo processo de extracdo com solventes, enquanto o
Oleo extraido filtrado segue para as etapas de purificagdo (RAMALHO &
SUAREZ, 2013).

A extracdo por meio solventes geralmente utiliza compostos de
caracteristica apolar, sendo mais empregado 0 hexano. Apesar desta
metodologia convencional apresentar rendimentos de extracdo superiores a
95%, 0 processo apresenta algumas desvantagens como a dificuldade de
eliminacdo do solvente ao término da extracdo, uso de fontes ndo renovaveis
(solventes derivados do petréleo), cuidados especiais na sua manipulacao
(liquidos de alta volatilidade e inflamabilidade), toxicidade dos solventes,
necessidade de tratamento dos residuos e alteracdo da qualidade original do
produto no que diz respeito a alguns compostos importantes como
antioxidantes e vitaminas lipossolluveis, principalmente devido a alta
temperatura alcancada em algumas etapas (PARMENTIER et al.,, 2004,
TURATTI, 1999).

Embora no Brasil a extracdo de Oleos seja obtida, quase em sua
totalidade, através do uso de solventes, a busca por 6leos de alta qualidade
tem levado os pesquisadores a encontrar técnicas seguras para extragdo de
componentes desejados e ao mesmo tempo, reduzindo a degradacgéo térmica e

a contaminacao com solventes (CORSO, 2008).
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2.7 Extracao via Enzimética em Meio AqQuoso

A extracdo via enzimatica em meio aquoso consiste no uso de enzimas
gue hidrolisam a parede celular e das membranas dos oleossomas (Figura 7),
onde estdo armazenados os lipidios na forma de vesiculas no citoplasma
celular, visando a liberacdo do 6leo para o meio aquoso (BOTANECO, 2014).
O 6leo é separado da agua por centrifugacdo resultando em um produto
praticamente isento de fosfatideos e consequentemente, com baixa turbidez
(NASCIMENTO, 2004; COURI & FREITAS, 2001; FREITAS et al., 1998).

Esta tecnologia desponta como uma alternativa potencial para a
extracdo de Oleos vegetais, uma vez que 0 uso de solventes derivados de
petroleo devera ser substituido, no futuro, por processos tecnolégicos mais
sustentaveis, para atender as exigéncias dos Orgdos governamentais de
protecdo ao meio ambiente (PARMENTIER, 2004).

Proteina
Oleosina

Membrana
fosfolipidica

Triacilglicerol

(oleo vegetal) \

Oleossoma

1-3um

Figura 7. Estrutura do oleossoma.

Fonte: Botaneco, 2014.
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2.7.1 Parede Celular Vegetal e Enzimas

A célula vegetal é composta por dois tipos distintos de paredes, a parede
celular priméria e a secundaria. As primarias consistem principalmente de
polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectinas. JA& as paredes
secundarias também apresentam compostos de celulose e hemicelulose,
porém estdo muitas vezes impregnados de lignina. Além dos polissacarideos, a
parede das células vegetais contém centenas de proteinas diferentes que
estdo dispostas e conectadas de uma forma muito bem organizada através de
ligagbes (TAIZ & ZIEGER, 2002).

Tendo em vista que a parede celular é composta de diferentes
polissacarideos ligados a uma proteina estrutural, o extrato enzimético deve
conter enzimas com diferentes atividades (celulases, hemicelulases,
pectinases, amilases e proteases) (FREITAS et al., 1996).

Muitos micro-organismos desempenham um importante papel na
conversdo da biomassa vegetal produzindo verdadeiros coquetéis enzimaticos
capazes de degradar os componentes da parede celular. Esse complexo de
enzimas é necessario devido a elevada recalcitrancia da biomassa, sendo que
esses coquetéis enzimaticos possuem celulases, hemicelulases, pectinases,
ligninases, alcalases e outras enzimas acessorias atuando de forma
sincronizada e sinérgica no processo de degradacao (FARINAS, 2011).

Embora o custo das enzimas ainda seja elevado, os trabalhos
publicados recentemente constatam que o controle dos principais parametros
que afetam esta técnica, tempo de extracdo, pH, temperatura e concentracéo
das enzimas, podem viabilizar o custo da extragdo (ZHANG et al.,, 2012;
NASCIMENTO et al., 2008; SOTO et al., 2007).

Algumas pesquisas tém associado o processo de pré-irradiacdo ultra-
sbnica a sementes de améndoa e damasco (SHARMA & GUPTA, 2006) e do
pinhdo manso (SHAH et al., 2004), para aumentar o rendimento de extracéo e
a qualidade do 6leo quando extraido com enzimas. Um outro processo
também associado ao uso de enzimas € a extragcdo com fluido supercritico
(REZAEI & TEMELLI, 2000). Estas associacdes tém apresentado potencial
para o desenvolvimento de novos procedimentos de extracdo que pretendem
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tornar a extracdo enzimatica de Oleos vegetais viavel economicamente
(MARIANO, 2008).

2.8 Graos Oleaginosos

2.8.1 Girassol

O grdo de girassol (Helianthus annuus L.) € uma oleaginosa que
apresenta ampla capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢cdes
edafocliméticas, podendo ser cultivado em praticamente todo o territério
nacional, desde o Rio Grande do Sul até o hemisfério norte, no Estado de
Roraima. Atualmente, é cultivado comercialmente principalmente nos Estados
de Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul,
Rondbnia, Parana, Bahia e Ceard (EMBRAPA, 2015).

Um dos principais destinos da producdo dos grdos de girassol é a
industria de 6leo comestivel (EMBRAPA, 2015), uma vez que esta oleaginosa
apresenta elevado conteado em O0leo, cerca de 50% de sua composi¢cao. O
Oleo de girassol possui baixa concentracdo de acidos graxos saturados como o
palmitico (16:0) e esteérico (18:0), e alta concentracdo de &cidos graxos
insaturados, principalmente o linoléico (18:2n-6) e oléico (18:1n-9) (BRASIL,
2005), sendo uma excelente fonte de acido linoléico, no qual embora seja
essencial ao desempenho das fungdes fisiolégicas do organismo humano, ndo
é sintetizado pelo mesmo (SALGIN et al., 2006; PIIRONEN et al., 2000; HUI,
1996).

O odleo de girassol apresenta alto contetudo de vitamina E (a-tocoferol),
antioxidante natural, quando comparado a outros O0leos comestiveis
(PIIRONEN et al.,, 2000), sendo de suma importancia que esta fracdo
antioxidante seja preservada, pois a estabilidade oxidativa € um parametro
utilizado para avaliar a qualidade dos 6leos e gorduras e refletem a qualidade
da matéria-prima, as condicdes de processamento e armazenamento do
produto (NIMET, 2009).
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2.8.2 Gergelim

O grao de gergelim (Sesamum indicum L.) é cultivado no Brasil
principalmente no Nordeste do pais e no Centro-Sul (SLUSZZ & MACHADO,
2012). Dentre as diferentes areas de aplicacdo desta oleaginosa (uso do Oleo e
dos grdos), pode-se destacar a gastronomia (BELTRAO et al., 2013), a
producdo de biocombustiveis (SARVE et al., 2015; SAYDUT et al., 2008),
aplicacdo na é&rea farmacéutica (JEEVANA & SREELAKSHMI, 2011; INSYS
THERAPEUTICS, 2006), assim como na producdo de cosméticos (MARUNO,
2009) e no combate a pragas (FARIA et al., 2010).

O Oleo extraido do grao de gergelim possui grande resisténcia a
rancificacdo devido a presenca de compostos fenodlicos, como sesamol e
tocoferdis. ApGs a extracdo, obtém-se o farelo desengordurado, no qual
apresenta alto teor protéico (CORSO, 2008), podendo ser utilizado para
nutricdo animal e humana (FINCO et al.,, 2011; PRIMO, 2008; MAIA et al.,
1999).

Estudos mostram que o consumo do 6leo de gergelim por pacientes com
hipertensdo tem um efeito aditivo na reducdo da pressao arterial (SANKAR et
al., 2004), auxiliam na melhoria efetiva da hiperglicemia (SANKAR et al., 2011)

e na reducéo na incidéncia de certos tipos de cancer (MIYAHARA et al., 2001).

15



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar uma tecnologia limpa de extracdo dos oOleos dos grdos de

girassol e de gergelim via enzimatica em meio aquoso.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar os Oleos de girassol e gergelim obtidos por extracdo via
enzimatica em meio aquoso e por metodologias convencionais, como
prensagem e extracdo com solventes.

Determinar a capacidade antioxidante de ambos os 6leos vegetais frente
aos radicais DPPH e peroxila.

Identificar e quantificar: tocoferais, fitosterdis e acidos graxos dos 6leos
por cromatografia em fase gasosa.

Analisar a composi¢éo proximal (umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios
totais e carboidratos) dos graos de girassol e gergelim.
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4. METODOLOGIA

4.1 Amostragem

Os graos de girassol e gergelim foram adquiridos no comércio local de
Maringa-PR. A amostragem foi obtida pelo método do quarteamento sobre 1,5
kg do produto até obter trés por¢cdes de 500 g como amostra. Os graos foram
trituradas em moinho analitico, homogeneizadas e peneiradas, sendo
reservada apenas a fracdo com granulometria menor que 16 mesh. Em
seguida, as farinhas obtidas foram embaladas a vacuo e estocadas sob

refrigeracdo para posteriores analises.

4.2 Composicao Proximal

A composicdo proximal de um alimento exprime a proporcdo de
componentes em 100 g de produto considerado e consiste basicamente nas
determinacdes de umidade ou volateis, cinzas ou residuo mineral, proteina

bruta, lipidios totais e carboidratos.

4.2.1 Umidade e Cinzas

As andlises de umidade e cinzas foram realizadas conforme técnicas da
AOAC (CUNNIFF, 1998). Aproximadamente 3,0 g das amostras foram
transferidas para cadinhos de porcelana previamente calcinados em mufla a
600°C e devidamente tarados e pesados em balanca analitica (£ 0,1 mg).
Estes foram levados a estufa e mantidos a 105°C por 4 horas, sendo entdo
transferidos para um dessecador, resfriados por 30 minutos e pesados. As
operacdes de aquecimento e resfriamento se repetiram até peso constante. O

teor de umidade foi determinado por diferenca de massas.
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Para a determinacao do teor de cinzas, as amostras foram colocadas em
mufla a 600°C por aproximadamente 6 horas ou até a obtengcdo de uma cinza
clara, sinal da auséncia completa de matéria organica. Apés, os cadinhos
foram colocados em dessecador por cerca de 30 minutos. O teor de cinzas na

amostra foi determinado gravimetricamente por diferenca de massas.

4.2.2 Proteina Bruta

A analise do teor de proteina bruta na amostra foi conduzida conforme
Cunniff (1998). Este meétodo consiste de trés etapas: (a) digestdo das
amostras, (b) destilagcdo da amonia e (c) titulacao.

A quantidade de nitrogénio total na amostra foi dosada e através de uma
conversdo apropriada foi obtida a quantidade de proteina bruta na amostra.
Para tanto, foram pesados 100 — 300 mg (+ 0,1 mg) de amostra e transferidos
para tubos digestores. A estes foram adicionados cerca de 2,0 g de mistura
catalitica (100,0 partes de Na,SO,4 anidro, 1,0 parte de CuS0O4.5H,0O e 0,8
partes de selénio metalico em pd6) e 10,0 mL de &cido sulflrico concentrado.
Estes tubos foram colocados no digestor (Blchi, Suica) a temperatura
ambiente, sendo esta elevada gradativamente na ordem de 2°C min™ até
atingir 350°C. O tempo total de digestéo foi de aproximadamente 6 horas.

Resfriados a temperatura ambiente, os tubos foram acoplados ao
destilador (Buchi, Suica), onde através da reacdo com NaOH 40% todo o
nitrogénio contido na amostra foi transformado em NH3; e coletado em um
erlenmeyer contendo 30,0 mL de &cido borico 4% e 5 gotas de indicador
(mistura de vermelho de metila e verde de bromocresol). A solugéo resultante
foi titulada com solucdo de HCI 0,1 mol L™

O teor de protéina bruta foi calculado através das seguintes equacodes:

Equacéo 1:
V.N.f.14.100
M

%N =
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Sendo: %N = porcentagem de nitrogénio total da amostra; V = volume de HCI
gasto na titulacdo; M = concentracdo da solugcéo padrdo de HCI; f = fator de
correcdo do padrdo; m = massa da amostra (mg).

Equacéo 2:
%PB = %N . FE
Sendo: %PB = porcentagem de proteina bruta contida na amostra; FE = fator

especifico (FE girassol = 5,46 e FE gergelim = 5,30).

4.2.3 Lipidios Totais (Extracdo com Solventes)

Os lipidios totais foram extraidos segundo método proposto por Bligh &
Dyer (1959). Foram pesados cerca de 3,0 g (+ 0,1 mg) de amostra e
adicionados 12,0 mL de agua para correcdo da umidade conforme o método.
Na sequéncia foram adicionados 30,0 mL de metanol e 15,0 mL de cloroformio
e as amostras foram levadas a agitacdo magnética por 5 minutos. Apés, foram
adicionados mais 15 mL de cloroférmio e, em seguida, levadas sob agitacéo
magneética por 2 minutos com posterior adicdo de 15,0 mL de agua e agitacao
por mais 5 minutos. A mistura foi filtrada a vacuo em funil de Blichner com
papel filtro quantitativo e a solugdo obtida transferida para funil de separacéo.
Apds separacdo das fases aquosa e organica, a fase organica, contendo
cloroférmio e os lipidios, foi recolhida em baldo de fundo chato de 250 mL, com
posterior retirada do solvente em evaporador rotatério a vacuo com banho a
35°C. O teor de lipidios foi determinado gravimetricamente por diferenca de

massas.

4.2.4 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido através do célculo da diferenca entre
100 (cem) e a soma dos demais componentes quimicos, conforme a Equacéo

3 (HOLLAND, et al., 1994).
19



Equacéo 3:

% Carboidratos = 100 - (% umidade + % cinzas + % PB + % LT)

Sendo: PB = proteina bruta; LT= lipidios totais (extracao por solventes).

4.3 Extracdo do Oleo por Prensagem

Aproximadamente 100,0 g das amostras, previamente secas em estufa
com ventilacdo a 50°C por cerca de 14 horas, foram colocadas em um cilindro
de aco inox e levadas a prensa (pem mod. PHP 30 t) sob uma presséo de 10
toneladas durante 5 horas (SANTOS et al., 2014). Os Oleos obtidos foram
pesados e armazenados em frascos ambar hermeticamente fechados sob
refrigeracdo para posteriores analises.

4.4 Extracdo do Oleo via Enziméatica em Meio Aquoso

Os experimentos da extracdo via enzimatica em meio aquoso foram
conduzidos conforme descrito por Santos e Ferrari (2005). Inicialmente, as
amostras foram submetidas a um tratamento térmico em estufa a 105°C por 45
minutos, visando provavel inativacdo das enzimas naturais que, porventura,
poderiam estar presentes e influenciar a hidrélise enzimatica.

As extragOes foram realizadas em duas etapas, na qual foram utilizadas
3 enzimas diferentes durante o processo: Pectinex Ultra SPL (Sigma),
Celluclast 1.5L (Sigma) e Alcalase 2.4L (Sigma), sendo todas aplicadas para o
gréo de girassol e somente a Pectinex Ultra SPL e a Alcalase 2.4L para o gréo
de gergelim.

Na primeira etapa, foram pesados 5,0 g das amostras e adicionou-se
agua nas proporcoes 1:6, 1:8 e 1:10 amostra:agua (m/v). O pH da mistura foi
corrigido para 4,5 com solucéo de HCI 1,0 mol L™ e, em seguida, adicionou-se

as enzimas Pectinex Ultra SPL e Celluclast 1.5L para o girassol e somente a
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Pectinex Ultra SPL para o gergelim, nas concentracées 6%, 8% e 10% em
relacdo a quantidade de agua adicionada (v/v). Em seguida, a mistura foi
mantida a 50°C e a uma agita¢do de 100 rpm por 4, 6 e 8 horas em incubadora
shaker (modelo CT 712). Apos o periodo de incubacéo, os frascos contendo as
amostras foram armazenados sob refrigeracao.

Na segunda etapa, o pH foi ajustado para 7,0 com adi¢cao de solucéo de
NaOH 1,0 mol L' e acrescentou-se a Alcalase 2.4L nas mesmas
concentracfes citadas na primeira etapa. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 55°C com agitacdo de 100 rpm por 4, 6 e 8 horas em incubadora
shaker (modelo CT 712). Apdés o periodo de incubacdo, as amostras foram
armazenadas sob refrigeracao.

Para auxiliar a separacéo entre a fase aquosa e o 6leo livre, a mistura foi
aguecida a 60°C por 15 minutos e centrifugada por mais 15 minutos. O 0leo
livre foi recolhido com micropipeta e pesado para determinacdo do rendimento

de extracao.

4.4.1 Planejamento Fatorial

As extracOes dos Oleos de girassol e gergelim via enzimatica em meio
aquoso foram conduzidas a partir de um planejamento fatorial 2 com ponto
central em triplicata (Tabela 1), utilizando-se o Software Design Expert v.7.1.3,
tendo como principais fatores a concentracdo das enzimas Pectinex Ultra SPL,
Celluclast 1.5L e Alcalase 2.4L, propor¢cdo amostra:agua e tempo de extracao,

sendo avaliada apenas uma resposta, o rendimento da extracdo dos 6leos.
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Tabela 1. Planejamento fatorial 2° com ponto central para a extracdo dos 6leos de girassol e gergelim via enziméatica em meio

aquoso.
Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Ensaios . ,
Enzimas Amostra:Agua Tempo Enzimas (%) Amostra:Agua (m/v)  Tempo (horas)
1 -1 -1 -1 6 1:6 4
2 +1 -1 -1 10 1:6 4
3 -1 +1 -1 6 1:10 4
4 +1 +1 -1 10 1:10 4
5 -1 -1 +1 6 1:6 8
6 +1 -1 +1 10 1:6 8
7 -1 +1 +1 6 1:10 8
8 +1 +1 +1 10 1:10 8
9 0 0 0 8 1:8 6
10 0 0 0 8 1:8 6
11 0 0 0 8 1:8 6
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4.5 Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante dos oOleos de girassol e gergelim foram
determinadas através dos ensaios de DPPH e L-ORAC.

O ensaio de atividade sequestrante do radical DPPH foi realizado
conforme descrito por Masuda et al. (1999) e Brand-Williams et al. (1995) com
modificacdes de Ma et al. (2011). 25 pL da amostra foram adicionados a 2 mL
de solucdo metandlica de DPPH 6,25.10™ mol L. Apés uma leve agitacéo e 30
minutos de repouso a temperatura ambiente, a absorbancia das soluctes
resultantes foram medidas a 517 nm em espectrofotdmetro UV-Vis.

A curva de calibracdo para o ensaio de DPPH foi construida utilizando
como padrdo de referéncia Trolox, sendo este solubilizado em metanol, nas
seguintes concentragbes: 0; 291,8; 572,1; 868,9; 1158,7; 1449,6; 1735,4;
2003,7; 2323,8; 2890,4 umol Trolox L™. A equacdo da reta e o coeficiente de

regressao obtidos para este ensaio foram:

Equacéo 4:
y =-0,0002.x + 0,6897
R?=0,990

A capacidade antioxidante lipofilica foi determinada pelo ensaio de L-
ORAC (Lipophilic - Oxygen Radical Absorbance Capacity) conforme descrito
por Prior et al. (2003), utilizando a B-ciclodextrina randomicamente metilada
(RMCD) como intensificador de solubilidade em agua para as substancias
antioxidantes lipofilicas (HUANG, et al., 2002).

Cerca de 0,05 g dos o6leos de girassol e gergelim foram pesados e
solubilizados em 1,5 mL de acetona e 4,5 mL de solucdo RMCD 7% (50%
acetona/50% agua, v/v). Em seguida, foram adicionados a microplaca 20 uL
destas amostras e 200 pL de solucdo de fluoresceina e levadas ao
aquecimento a 37°C no espectrofluorimetro por 5 minutos. Apés, foram
adicionados 75 pL de AAPH (17,2 mg mL?') & microplaca e esta foi
encaminhada novamente ao aparelho para efetuar a leitura do decaimento da
fluorescéncia durante 30 minutos.
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Os espectros do decaimento da fluorescéncia foram obtidos em
espectrofluorimetro (modelo Perkin Elmer Victor X4) com filtro com
comprimento de onda de excitagao a 485 nm e emissao a 520 nm.

A curva de calibracdo foi construida utilizando como padrdo de
referéncia Trolox, sendo este solubilizado em solucdo de RMCD (50%
acetona/50% éagua, v/v), nas seguintes concentracdes: 4,9; 7,3; 9,7; 34,1 e 48,7
pumol Trolox L™. A equacdo da reta e o coeficiente de regressdo obtidos para

este ensaio foram:

Equacéo 5:
y =0,1885.x + 2,1336
R?=0,991

Os resultados de ambos ensaios foram expressos em capacidade
antioxidante equivalente Trolox por grama de 6leo.

4.6 Tocoferois e Fistosterois

A determinacéo dos tocoferdis e fitosterdis foi feita simultaneamente por
GC-MS conforme Du e Ahn (2002). Os dleos extraidos foram derivatizados de
acordo com Beveridge et al.,, (2002), usando derivatizante BSTFA (N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) cujo grupo reativo € o trimetilsilano.

A analise foi procedida no Laboratorio de Tecnologia Supercritica e
Equilibrio de Fases no departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Maringa, em cromatografo a gas, Agilent modelo 7890A (Agilent-
Technologies) equipado com coluna capilar DB-5 (5% fenil, 95%
metilpolissiloxano) de silica fundida, 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didametro interno e 0,25 um de espessura de filme da fase estacionéaria (J & W
Scientific) acoplado a um espectrometro de massas Agilent modelo 5975C (VL
MSD), equipado com fonte de ionizagcdo por elétrons e analisador de massas

do tipo quadrupolo. O sistema de aquisicdo de dados foi efetuado através do
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software GC-MS Data Analysis que acompanha base de dados de espectros
contidos na biblioteca espectral NIST MS Search version 2.0.

A vazdo do gas foi de 1,0 mL min™ para o gas de arraste (He — 5.0). As
injecdes foram realizadas em triplicatas, o volume de injecdo foi de 2 yL e a
razdo de divisdo da amostra (split) foi de 1/10. A temperatura do injetor e do
detector foi 280°C. A temperatura da coluna foi programada a 200°C durante 8
min, seguido por rampa de 3°C min™ até atingir 235°C, por 3 min, seguida de
outra rampa de 15°C min™ até 280°C por 15 min, totalizando 40,66 min. A
temperatura da linha de transferéncia entre o CG e o MS foi de 250°C.

A quantificagdo dos compostos foi realizada em relacdo ao padrao
interno 5-a-colestano (Sigma) conforme a equacao, de acordo com Li et al.
(2007):

Equacéo 6:
100. (PAs) . (m|g)
PAs.m

Onde: My é a massa do composto de interesse (em mg do composto por 100 g
de 6leo), PAs corresponde a area do pico do composto, PA;s a area do pico do

padrao interno, m;s a massa do padréo interno (mg) e m a massa de 0leo (g).

4.7 Acidos Graxos

A metilacdo dos &cidos graxos dos lipidios totais foi realizada segundo o
método descrito por Hartman & Lago (1973). Os ésteres de acidos graxos
foram analisados em cromatografo a gas da Thermo, modelo Trace Ultra 3300,
com detector de ionizacdo em chama e coluna capilar de silica fundida CP —
7420 (Select FAME, 100 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,25 um de cianopropil). As vazdes dos gases foram de 1,2 mL min™ para o
gas de arraste (H,), 30 mL min™ para o gas auxiliar (N,) e 35 e 350 mL min™
para o H, e para o ar sintético, respectivamente, para a chama do detector. O

volume de injecéo foi de 2 yL e a razdo de divisdo da amostra (split) foi de
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1/80. As temperaturas do injetor e do detector foram de 200°C e 240°C,
respectivamente. A temperatura da coluna foi programada a 165°C durante 7
min, seguido por rampa de 4°C min™ até atingir 185°C, permanecendo assim
por 3 min, com outra rampa de 6°C min™ até 235°C totalizando 28 min de
analise.

A identificacdo dos acidos graxos foi efetuada através da comparagéo
dos tempos de retencdo com padrées Sigma (EUA) e o calculo das areas dos
picos determinadas através do software ChromQuest 5.0. A quantificacado
destes em mg g de lipidios totais foi efetuada em relagéo ao padrdo interno,
tricosanoato de metila (Sigma). Os célculos foram realizados conforme Joseph
e Ackman (1992) e Visentainer (2012), utilizando-se a equagao:

Equacéo 7:
Ax. Mp . Fcr
Ap . MA . FCEA

My =

Onde: Mx = Massa do &cido graxo X em mg g™ de lipidios totais, Ax = Area do
acido graxo X, Mp = Massa do padrao interno em miligramas, Fcr = Fator de
correcéo teorico, Ap = Area do padrdo interno, M, = Massa da amostra em

gramas, Fcea = fator de converséo éster metilico para acido graxo.

4.8 Analise Estatistica

Os resultados, expressos em média + desvio padrao, foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) com nivel de 95% de confianca, pelo teste de

Tukey, através do Software Statistica versao 8.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao Proximal

A Tabela 2 apresenta os resultados da composi¢cado proximal (umidade,

cinzas, proteina bruta, lipidios totais e carboidratos) dos gréos de girassol e

gergelim.

Tabela 2. Composicéo proximal dos graos de girassol e gergelim.

Analises Girassol Gergelim
Umidade (%) 4,21%+0,08 3,45° + 0,07
Cinzas (%) 3,42% £0,02 3,02 +0,03
Proteina Bruta (%) 19,31% + 0,27 20,21% + 0,64
Lipidios Totais (%)* 55,05° + 0,67 59,97% 0,81
Carboidratos (%) 18,02% + 0,73 12,75b +1,04

*Extracdo por solventes. Média + desvio padrdo das analises em triplicata. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste T (p<0,05).

A partir dos resultados obtidos para a composi¢ao proximal, observa-se
gue os principais componentes das oleaginosas foram proteina bruta, lipidios
totais e carboidratos. Ambos grédos demonstraram um elevado teor de 6leo.

A composicdo proximal do grédo de girassol determinada neste estudo
apresentou resultados inferiores quanto aos teores de cinzas, proteina bruta e
carboidratos quando comparados aos resultados obtidos por Nimet (2009) e
por Watt e Merril (1979), citado por Carrdo-Panizzi e Mandarino (2005). O grau
de umidade encontrado foi proximo ao valor determinado por estes mesmos
autores (4,8%). Em relacdo ao conteudo em lipidios totais, o conteudo
determinado foi maior que o reportado por Nimet (2009), na qual obteve um
resultado de 41,3% pela metodologia de Soxhlet. O gréo de girassol possui em
meédia, 47,3% de lipidios (O'BRIEN, 2009).

Estas pequenas variagcées na composi¢cao dos graos sao esperadas uma
vez, que as condicbes do solo, precipitagdo pluvial, clima, radiagdo solar

incidente na cultura e até a escolha da época de semeadura, interferem no
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desenvolvimento da planta (THOMAZ et al. 2012; AGUIRREZABAL et al.
2001).

O teor de 6leo determinado para o grao de gergelim esta de acordo com
o estudo realizado por Antoniassi et al. (2013), que avaliando a composi¢cao em
graos de gergelim em condicbes sob regime de irrigacdo encontrou teores de
Oleo variando de 47,74 a 60,71%, e sob regime de sequeiro a amplitude de
variacdo foi de 47,08 a 53,64% (6leo extraido com éter de petréleo em
aparelho Soxhlet por 16 horas).

De acordo com Egbekun & Ehieze (1997), a variacdo no rendimento de
extracdo do 6leo dos grdos de gergelim ocorre em funcdo de diferencas de
genotipos, condicdes climéticas, estddio de maturagdo da planta, época de
colheita e método de extracdo usado. Were et al. (2006) relatam que a
crescente disponibilidade de agua durante o desenvolvimento das capsulas de
gergelim leva a um maior contetdo de 6leo nas sementes. O teor de proteina
bruta foi préximo aos mencionados por Antoniassi et al. (2013), para amostras
de gergelim de diferentes locais de cultivo (18,95 — 23,16%) e Corso (2008)
que reportou um teor de 20,7%.

O valor de carboidratos determinado neste estudo foi menor que o obtido
por Corso (2008) que obteve uma quantidade de 15,9%. Os teores de umidade
e cinzas demonstraram-se abaixo dos citados nos estudos de Hahm et. al
(2009) e Elleuch et al. (2007).

5.2 Extracdo de Oleos Vegetais
5.2.1 Extracado via Enziméatica em Meio Aquoso

A selecdo das enzimas para a extracdo via enzimatica requer o
conhecimento da composicdo do tecido vegetal da oleaginosa a ser
processada. Tendo em vista que a parede celular € composta por diferentes
polissacarideos ligados a uma proteina estrutural, o extrato enzimatico deveria
conter enzimas com diferentes atividades (celulases, hemicelulases,

pectinases, amilases e proteases). Portanto, optou-se pelas seguintes enzimas:
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Pectinex Ultra SPL (pectinase), Alcalase 2.4L (protease) e a Celluclast 1.5L
(celulase).

Além da escolha dos tipos de enzimas mais adequadas a serem
utilizadas, alguns parametros como pH e temperatura 6tima das enzimas,
propor¢cdo amostra:agua e tempo de extracdo foram considerados, pois estas
condi¢gbes também influenciam no rendimento da extracao.

Os resultados obtidos para a extracao do 6leo de girassol e gergelim via
enzimatica em meio aquoso a partir do planejamento fatorial 2° com ponto

central, em triplicata, estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Planejamento fatorial 2° com ponto central e rendimento do processo de extracdo dos 6leos de girassol e gergelim via

enzimatica em meio aquoso.

Variaveis Codificadas Variaveis Reais RENDIMENTO (%)
ENSAIOS . i Enzimas Amostra:Agua Tempo ) .

Enzimas Amostra:Agua Tempo %) ) (horas) Girassol Gergelim

1 -1 -1 -1 6 1:6 4 27,39 26,74
2 +1 -1 -1 10 1:6 4 29,68 29,55
3 -1 +1 -1 6 1:10 4 22,33 20,33
4 +1 +1 -1 10 1:10 4 23,12 21,96
5 -1 -1 +1 6 1:6 8 34,74 35,42
6 +1 -1 +1 10 1:6 8 36,60 36,65
7 -1 +1 +1 6 1:10 8 29,44 27,34
8 +1 +1 +1 10 1:10 8 28,27 27,61
9 0 0 0 8 1:8 6 27,63 28,98
10 0 0 0 8 1:8 6 27,34 29,12
11 0 0 0 8 1:8 6 27,26 30,04
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O maior rendimento de extracdo dos Oleos via enzimatica em meio
aquoso obtido, a partir do planejamento fatorial, foi de 36,60% e 36,65% para
0s graos de girassol e gergelim, respectivamente, nas condigdes com 10% das
enzimas (pectinase, celulase e protease para o girassol e apenas pectinase e
alcalase para o gergelim), proporcdo amostra:agua de 1:6 (m/v) e tempo de
extracdo de 8 horas.

Com o intuito de aumentar o rendimento de extracdo dos O6leos via
enzimatica, levando em consideracao os dados ja obtidos, um novo ensaio foi
realizado nas seguintes condi¢des: 10% de cada enzima (pectinase, celulase e
alcalase) para ambos os grédos oleaginosos, propor¢cdo amostra:agua 1:6 (m/v)
e 16 horas de extracéo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacdo do rendimento de extracdo via enzimatica em meio

aguoso dos oOleos de girassol e gergelim obtidos em diferentes tempos de

extracao.
FATORES RENDIMENTO (%)
Enzimas Amostra:Agua Tempo _ _
Girassol Gergelim
(%) (m/v) (horas)
10 1.6 8 36,60°+0,56 36,65°+0,18
10 1:6 16 33,52°+0,72  40,93*+0,55

Média + desvio padréo das andlises em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste T (p<0,05).

O processo enzimatico com 16 horas proporcionou um rendimento de
extragdo mais elevado, comparado ao de 8 horas, apenas para o grao de
gergelim. Esse aumento pode estar relacionado ao fato de ter sido utilizado as
trés enzimas para esta amostra neste ensaio. Os resultados demonstrados na
Tabela 4 indicam que para o girassol, nas condi¢cdes analisadas: 10% de cada
enzima, propor¢do amostra:dgua 1:6 e 8 horas de extracdo, o nivel de
equilibrio entre enzima e substrato provavelmente ja tenha sido alcancado, pois
nao foi observado aumento no rendimento de extracdo do Oleo apds alterar o

apenas tempo de extracao.
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5.2.2 Analise de Variancia (ANOVA)

Na Tabela 5 e Tabela 6, estdo apresentados os resultados obtidos pela
ANOVA para o rendimento de extracdo do Oleo de girassol e de gergelim via

enzimatica em meio aquoso, respectivamente.

Tabela 5. Analise de variancia para a resposta rendimento de extracao do oleo

de girassol via enzimatica em meio aquoso.

Graus de Soma dos Quadrados

Termos Valor F  p-valor
liberdade  quadrados meédios
1 1,78 1,78 5,60 0,0643
B 1 79,70 79,70 251,02 <0,0001
1 87,98 87,98 277,11 <0,0001
AB 1 2,57 2,57 8,08 0,0361
Curvatura 1 5,15 5,15 16,22 0,0100
Residual 5 1,59 0,32
Falta de ajuste 3 1,51 0,50 13,29 0,0708
Erro puro 2 0,076 0,038
Total 10 178,75

A = Concentragdo das enzimas; B = Propor¢édo amostra:agua; C = Tempo de extragao.

A andlise de variancia para a extracdo via enzimatica do 6leo de girassol
demonstrou que 0s termos: propor¢cdo amostra:dgua, tempo de extracdo e a
interacdo entre concentracdo das enzimas e propor¢cdo amostra:agua foram
significativas para o modelo.

A andlise dos efeitos para a amostra de girassol, considerando 0s niveis
avaliados no planejamento fatorial, mostrou que o tempo de extracdo e a
propor¢cdo amostra:agua foram os fatores mais significativos do processo de
extragdo com uma contribuicdo de 49,22 e 44,58%, respectivamente.

A curvatura, neste caso, foi significativa, o que indica que ha uma
diferenca entre a média dos pontos centrais e a média dos pontos fatoriais. A
falta de ajuste ndo foi significativa. A equacdo matematica e o coeficiente de

regressao obtidos para este modelo foram:
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Equacéo 8:
y =28,95 + 0,47.x; — 3,16.X2 + 3,32.X3 — 0,57 .X1.X>
R?=0,991
Onde: y = rendimento de extracdo do 0leo; x; = concentragdo das enzimas; X,

= propor¢ao amostra:agua; Xz = tempo de extragéo.

36.50
34.63
32.75

30.88

Rendimento

29.00

1.00
0.50 e
0.00

Enzima 1,00~ 1.00

Figura 8. Superficie de resposta para a extracao do 6leo de girassol via

enzimatica em meio aquoso.

Tabela 6. Andlise de variancia para a resposta rendimento de extragcao do 6leo

de gergelim via enzimatica em meio aquoso.

Graus de Somados  Quadrados

Termos Valor F  p-valor
liberdade  quadrados médios
A 1 4,41 4,41 7,48 0,0340
B 1 121,06 121,06 205,24 <0,0001
C 1 101,10 101,10 171,41 <0,0001
Curvatura 1 3,04 3,04 5,15 0,0637
Residual 6 3,54 0,59
Falta de ajuste 4 2,88 0,72 2,17 0,3397
Erro puro 2 0,66 0,33
Total 10 233,15

A = Concentragdo das enzimas; B = Propor¢éo amostra:agua; C = Tempo de extragéo.
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O estudo dos efeitos para o 6leo de gergelim demonstrou que apenas 0s
termos: concentragdo das enzimas, propor¢do amostra:dgua e tempo de
extracdo foram significativos, sendo os fatores mais significativos do processo
de extracdo: o tempo e a propor¢cdo amostra:dgua com uma contribuicdo de
43,36 e 51,92%, respectivamente.

A ANOVA para o rendimento de extracdo do 6leo de gergelim indicou
gue a curvatura nao foi significativa, assim como a falta de ajuste. Os residuos
se distribuiram aleatoriamente e os valores do teste F e p-valor apontaram que
o modelo foi satisfatoriamente ajustado e significativo. A equagcdo matematica e
o coeficiente de regressado obtidos para a extracdo via enzimatica do 6leo de

gergelim sédo apresentados na equacao a seguir.

Equacéao 9:
y =28,20 + 0,74.x; — 3,89.x, + 3,56.X3
R? =0,985
Onde: y = rendimento de extracdo do 0leo; x; = concentragdo das enzimas; X,

= propor¢ao amostra:agua; Xz = tempo de extragéo.

Rendimento

0.50  Amostra:Agua

Enzima -1.00  1.00

Figura 9. Superficie de resposta para a extracao do 6leo de gergelim via

enzimética em meio aquoso.
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5.2.3 Extracéo dos Oleos por Metodologias Convencio  nais

Na Tabela 7 estdo apresentados os rendimentos das extracdes dos
Oleos de girassol e gergelim obtidos pelas metodologias convencionais:
solventes e prensagem.

Visando comparar as porcentagens de extracdo entre as diferentes
metodologias, também foram acrescentados a Tabela 7 os rendimentos
méaximos obtidos para as extragcfes via enziméatica em meio aquoso dos 0leos

de ambas oleaginosas em estudo (Tabela 3 e Tabela 4).

Tabela 7. Rendimento, em %, dos processos de extracdo dos 6leos dos graos

de girassol e gergelim obtidos por diferentes metodologias.

Amostras
Metodologia : :
Girassol Gergelim
Solventes 55,05% + 0,67 59,97% + 0,81
Prensagem 3.6,77b + 0,50 42,00b +0,21
Enzimatica 36,60b + 0,56 40,93 + 0,55

Média + desvio padréo das analises em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey (p<0,05).

Considerando a metodologia por solventes como a maxima extragdo dos
Oleos (100%), através da metodologia convencional por prensagem obteve-se
cerca de 66,8% e 70,0%, e para a extracdo via enzimatica em meio aquoso
66,5% e 68,3% do 6leo de girassol e de gergelim, respectivamente. Ndo houve
diferenca significativa entre as técnicas: prensagem e enzimatica,
demonstrando que esta Ultima, nas condi¢cdes avaliadas, é capaz de extrair a

mesma quantidade de 6leo que uma metodologia convencional.

5.3 Capacidade Antioxidante

Vérios estudos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008; PEREZ-JIMENEZ &

SAURA-CALIXTO, 2006; HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005) afirmam que
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nao é possivel comparar a capacidade antioxidante quantitativamente entre
diferentes técnicas, devido as diferencas entre as metodologias, solventes
utilizados, diversos tipos de radicais e diferentes alvos de oxidacéo.
Dificilmente havera um unico método capaz de representar de forma segura e
precisa a real atividade antioxidante de um composto. Portanto, estudos
recomendam, realizar ao menos dois ou, se possivel, todos 0s ensaios mais
utilizados (DPPH, FRAP, ORAC e ABTS para 0leos vegetais) para a obtencéo
de informacdes mais completas quanto a capacidade antioxidante dos o6leos
(ALVES et al., 2010; PEREZ-JIMENEZ et al., 2008; PEREZ-JIMENEZ &
SAURA-CALIXTO, 2006; HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005).

Para avaliar a composicao dos 6leos dos graos de girassol e gergelim
extraidos por metodologias convencionais e via enzimatica quanto a
capacidade antioxidante, foram realizados dois ensaios: atividade sequestrante
do radical DPPH e atividade antioxidante através da inibicdo da oxidagéo
induzida pelo radical peroxila pelo método de L-ORAC. A Tabela 8 e Tabela 9

apresentam os resultados obtidos nestes ensaios.

Tabela 8. Capacidade antioxidante do 6leo de girassol e gergelim extraido por
diferentes metodologias pelo método de DPPH.

] umol Trolox g ~* de 6leo
Método de Extracao

Girassol Gergelim
Solventes 86,71" + 3,54 68,28° 1,79
Prensagem 106,18% + 3,89 88,85" + 2,57
Enzimética 87,98" + 3,89 128,54 + 4,60

Média + desvio padréo das analises em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey (p<0,05).

O dleo de girassol apresentou melhor capacidade antioxidante frente ao
radical DPPH quando extraido pelo processo de prensagem. Em relacdo aos
métodos: solventes e enzimatica, os valores obtidos foram considerados
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a 95% de confianca. Para o ensaio
de L-ORAC, o dOleo de girassol obtido pela extracdo via enzimatica apresentou

a capacidade antioxidante mais elevada frente ao radical peroxila, sendo 1,6
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vez maior que a capacidade antioxidante do Oleo extraido com solventes e

cerca de 2 vezes maior que o obtido por prensagem.

Tabela 9. Capacidade antioxidante do 6leo de girassol e gergelim extraido por

diferentes metodologias pelo método de L-ORAC.

umol Trolox g ™ de 6leo

Método de Extracéo

Girassol Gergelim
Solventes 225,71° + 2,68 204,04° + 10,21
Prensagem 181,94° + 11,11 230,22° + 2,97
Enzimética 371,53% + 12,65 349,98% + 0,66

Média + desvio padrédo das analises em triplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey (p<0,05).

O ¢6leo de gergelim obtido através da extracdo enzimatica em meio
aquoso demonstrou uma capacidade antioxidante maior em ambos ensaios
realizados, frente ao radical DPPH e frente ao radical peroxila (L-ORAC), sendo
88,3% e 71,5%, respectivamente, maiores que a capacidade antioxidante do
Oleo de gergelim extraido com solventes. A capacidade antioxidante do 6leo de
gergelim obtido por prensagem se demonstrou intermediaria as outras
metodologias frente aos radicais analisados.

Em ambos ensaios o 0Oleo de gergelim apresentou o mesmo perfil,
considerando a relacdo capacidade antioxidante e método de extracdo do oleo,
isto indica que o método enziméatico foi capaz de extrair uma maior quantidade
de compostos antioxidantes juntamente com o 6leo deste grao, diferentemente

das metodologias convencionais.

5.4 Tocoferois e Fitosterois

A Tabela 10 e Tabela 11 apresentam as quantificacdes dos tocoferdis e
fitosterGis presentes nos Oleos de girassol e gergelim, respectivamente,
extraidos com solventes, por prensagem e via enzimatica. A Figura 10 e Figura

11 demonstram cromatogramas representativos obtidos para ambas amostras.
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Tabela 10. Quantificacdo de tocoferdis e fitosterdis em mg 100 g* de 6leo de girassol.

Fitosterois . . _
Método de Extracao a-Tocoferol : : Fitosteroéis Totais
Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
Solventes 48,46% + 2,38 17,172 +2,16 19,75%+127  130,03°+3,75 166,95° + 3,65
Prensagem 48,69 + 5,43 17,29%+331  17,16%°+2,06  121,06°+1,29 155,52° + 4,01
Enzimatica 40,84° + 0,17 19,85% + 0,99 19,348 +1,30  143,81%+6,70 183,002 + 6,90

Média + desvio padrao das analises em ftriplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Tabela 11. Quantificacdo de tocoferdis e fitosterdis em mg 100 g™ de 6leo de gergelim.

Método de Extracéo

Fitosterois Totais

Solventes
Prensagem

Enzimatica

Fitosterois
y-Tocoferol : :
Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
46,94% + 0,94 45.29%° + 1 45 18,49% +1,30 173,78%+7.20
42,93% +551 37,93 + 6,32 19,502+ 0,77 164,61+ 4,02
44,60% +1,27 46,922 +4.18 19,61% + 4,24 182,43% + 9,36

237,562 + 7.45
222.04° +7.16
248,96% + 11,10

Média + desvio padrao das analises em ftriplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 10. Tocoferol e fitosterdis identificados no 6leo de girassol obtido por

extracdo enzimatica em meio aquoso.
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Figura 11. Tocoferol e fitosterois identificados no 6leo de gergelim obtido por

extracdo enzimatica em meio aquoso.
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Foram identificados e quantificados o a-tocoferol e y-tocoferol no 6leo de
girassol e gergelim, respectivamente, e o0s trés principais fitosterois:
campesterol, estigmasterol e B-sitosterol para ambos os 6leos. Em relacdo ao
a-tocoferol, presente no 6leo de girassol, as metodologias por prensagem e
solventes foram capazes de extrair a maior quantidade deste composto.
Tuberoso et al. (2007) identificou o a-tocoferol, utilizando cromatografia liquida
(HPLC com detector de fluorescéncia), em 6leo de girassol obtido por
prensagem dos grdos e obteve 49,42 mg deste composto em 100 g* de 6leo,
um valor bem préximo ao determinado neste trabalho utilizando cromatografia
em fase gasosa (GC-MS).

Os fitosterdis presentes no 6leo de girassol, avaliados separadamente,
nao demonstraram diferencas significativas entre os métodos de extracao por
solventes, prensagem e via enzimatica, exceto para o [-sitosterol, que
apresentou-se em maior quantidade, significativamente, na extracdo do Oleo
com o uso de enzimas. Phillips et al. (2002) avaliando a composi¢cdo em
esterdis em diversos Oleos comestiveis, analisou os principais fitosterdis no
Oleo de girassol refinado, no qual obtiveram 9,61, 12,99 e 79,34 mg de
campesterol, estigmasterol e [-sistoterol livres por 100 g de dleo,
respectivamente. Os resultados obtidos nesta pesquisa para todas as
metodologias de extracdo do Oleo de girassol foram superiores aos valores
apresentados por este autor. Phillips et al. (2002) afirma que a etapa de refino
pode causar a reducdo no conteudo de esterdis totais e livres em Oleos
comestiveis.

Para o Oleo de gergelim, a metodologia via enzimatica em meio aquoso
possibilitou uma maior extracdo de campesterol e [-sitosterol, quando
comparada as metodologias convencionais. Quanto ao estigmasterol e y-
tocoferol ndo foram observadas diferengas significativas entre os métodos de
extracao do oleo.

De acordo com o Codex Alimentarius (1999), criado pela FAO e OMS,
0s niveis dos fitosterois: campesterol, estigmasterol e 3-sitosterol, encontrados
no 6leo bruto de gergelim (sem refino) geralmente séo: 10,1 — 20,0; 3,4 — 12,0
e 57,7 — 61,9%, respectivamente, em relagdo ao total de esterois. A partir da
Tabela 11 observa-se que os teores obtidos para campesterol e estigmasterol

sdo compativeis com essas faixas reportadas, enquanto os valores obtidos
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para [-sitosterol estdo acima das faixas relatadas, com 73,1%, 74,1% e 73,3%
para as metodologias por solventes, prensagem e enzimatica, respectivamente.

Antoniassi et al. (2013) também obteve valores superiores ao Codex
para o B-sitosterol no Oleo de grdos de gergelim de diferentes gendtipos que
foram cultivados em diferentes localidades. Segundo Antoniassi et al. (2013) o
perfil de esterdis é utilizado para definir o padrdo de identidade de 6leos
vegetais e os paises podem pleitear ao Codex Alimentarius a alteragdo do
padrao, baseando-se em resultados de variedades locais.

Considerando os somatorios de fitosterdis nos Oleos de girassol e
gergelim extraidos por diferentes metodologias, € possivel avaliar que a
metodologia via enzimatica em meio aquoso foi capaz de extrair os 6leos com
as maiores quantidades destes compostos bioativos, quando comparado as

metodologias convencionais.

5.5 Acidos Graxos

A Tabela 12 e Tabela 13 apresentam os resultados da quantificagao
absoluta dos acidos graxos dos o6leos de girassol e gergelim obtidos pelos
seguintes métodos de extracdo: solventes, prensagem e via enzimatica em
meio aquoso, assim como 0s somatorios dos acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI), poliinsaturados (AGPI), 6mega 6 (n-6), 6mega 3 (n-
3) e as razbes AGPI por AGS e também n-6 por n-3.

A Figura 12 e Figura 13 demonstram cromatogramas representativos
referentes aos acidos graxos identificados nos o6leos de girassol e gergelim,

respectivamente.
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Tabela 12. Quantificacdo absoluta (em mg g™ de lipidios totais) dos Acidos

graxos dos Oleos de girassol.

Acidos Graxos Metodologia
Solventes Prensagem Enzimatica
14:0 0,67%+0,01 0,672 +0,02 0,63 +0,03
15:0 0,12° +0,00 0,13% +0,00 0,11°+0,01
16:0 52,84% +0,25 50,00° + 0,43 51,07° +0,38
16:1n-7 1,21° +0,04 1,35% 0,03 1,24° £0,02
17:0 0,39° £0,00 0,45% £0,03 0,44% 0,02
17:1n-7 0,382 +0,01 0,417 £0,04 0,392 £0,02
18:0 31,61% +0,60 30,342 £0,26 30,63 £0,65
18:1n-9 561,82% + 4,32 560,62% + 1,57 559,39% + 1,95
18:1n-7 3,61° +0,12 4,32°+0,17 4,29%+0,16
18:2n-6 294,47% +6,10 299,332 +2,01 301,75% + 3,35
18:3n-3 0,25% 0,01 0,26 £0,01 0,23° £0,01
20:0 1,81° £0,06 1,89° £0,03 2,10* £0,03
20:1n-9 1,36%+0,04 1,382 £0,05 1,482 +0,06
20:4n-6 6,76 £0,10 6,21° 0,05 6,18° +0,14
20:5n-3 0,19°+0,01 0,30° £0,02 0,342 £0,01
24:0 2,15% +£0,08 1,94% +0,06 1,99° £ 0,07
Somatorios e Razdes
AGS 89,58% + 0,66 85,42 £ 0,50 86,97 £0,76
AGMI 568,38% + 4,32 568,09 + 1,58 566,79 + 1,96
AGPI 301,66% + 6,10 306,09% +2,01 308,50% + 3,36
n-6 301,22% +6,10 305,54 £ 2,01 307,93 £ 3,36
n-3 0,44 +0,01 0,55%+0,02 0,572 £0,01
n-6/n-3 685,31+21,29  551,13°+16,67  542,01° +10,50
AGPI/AGS 3,377 £0,07 3,58%+0,03 3,55% £0,05

Média + desvio padrao das analises em triplicata. AGS: total dos &cidos graxos saturados;
AGMI: total dos acidos graxos monoinsaturados; AGPI: total dos acidos graxos poliinsaturados;
n-6: total de acidos graxos 6mega-6; n-3: total de acidos graxos 6mega-3. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 12. Cromatograma dos acidos graxos quantificados no 6leo de girassol extraido via enzimatica em meio aquoso.
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Tabela 13. Quantificacdo absoluta (em mg g™ de lipidios totais) dos Acidos

graxos dos oOleos de gergelim.

) Metodologia
Acidos Graxos
Solventes Prensagem Enzimatica
14:0 0,17°+0,01 0,202 +0,01 0,17° +0,01
16:0 96,112 +1,43 94,132 +0,29 93,79 + 0,65
16:1n-7 1,532 + 0,05 1,40° +0,02 1,514 +0,03
17:0 0,382 +0,02 0,442 +0,01 0,412 +0,02
18:0 53,192 +0,74 45,97° + 0,46 51,972 +0,37
18:1n-9 366,05° + 2,00 373,632 +2,22 362,20° +1,57
18:1n-7 5,49°+0,11 6,202 + 0,09 5,84° + 0,02
18:2n-6 428,13 + 1,63 429,15 +1,20 433,402 + 1,47
18:3n-3 2,73°+0,08 3,31 +0,04 2,88 +0,02
20:0 5,40% +0,13 4,74° +0,02 5,20%+0,18
20:1n-9 1,37° +0,01 1,43%+0,02 1,37° +0,01
20:4n-6 1,062 + 0,00 0,86° + 0,02 1,032 +0,04
24-0 0,65% +0,01 0,59° + 0,04 0,50¢ +0,03
Somatorios e Razoes
AGS 155,93% +1,61 146,06 + 0,54 152,04° +0,76
AGMI 373,91° +2,00 382,202 +2,22 370,42° +1,57
AGPI 431,91° +1,63 433,33 +1.20 437,312 +1,47
n-6 429,19 +1,63 430,01° +1,20 434,43% +1,47
n-3 2,73°+0,08 3,31 +0,04 2,88 +0,02
n-6/n-3 157,572 + 4,50 129,83° +1,40 150,63 + 1,23
AGPI/AGS 2,77°+0,03 2,972 +0,01 2,88 +0,02

Média + desvio padrao das analises em triplicata. AGS: total dos &cidos graxos saturados;
AGMI: total dos acidos graxos monoinsaturados; AGPI: total dos acidos graxos poliinsaturados;
n-6: total de acidos graxos 6mega-6; n-3: total de acidos graxos 6mega-3. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95% pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 13. Cromatograma dos acidos graxos quantificados no 6leo de gergelim extraido via enzimatica em meio aquoso.
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A analise estatistica indicou que houve variagao significativa para alguns
acidos graxos entre as diferentes metodologias para ambas oleaginosas. O
Oleo de girassol apresentou em sua composicdo principalmente os &cidos
graxos 16:0, 18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6, demonstrando diferencas entre as
metodologias apenas quanto ao teor do acido graxo 16:0. Nimet et al. (2011),
avaliando a extracdo do 6leo de girassol por fluido supercritico e subcritico
(CO, e propano), e Corsini & Jorge (2008), estudando alteracdo do perfil de
acidos graxos do 6leo de girassol utilizados em frituras, também reportaram
como principais acidos graxos 0s mesmos citados anteriormente.

A presenca dos &cidos graxos linoléico (18:2n-6) e alfa-linolénico (18:3n-
3) foi identificada no 6leo de girassol. Estes acidos graxos sdo de extrema
importancia na dieta humana, por participarem da rota de sintese de outros
acidos graxos de cadeia longa, como o 22:6n-3 e 22:5n-3, que desempenham
um papel importante, prevenindo inflamacgdes e atuando na imunidade (PRATT
& MATTHEWS, 2005; SIMOPOULOS, 2004).

O 6leo de girassol extraido usando enzimas demonstrou uma maior
quantidade do acido graxo 20:5n-3, refletindo no somatério de 6mega-3, na
qual esta metodologia apresentou o maior valor (0,568 mg g™) e o método por
solventes o menor (0,440 mg g). Uma dieta que contenha &cidos graxos da
série 6mega-3, traz beneficios a saude, como a reducéo dos riscos de doencas
da artéria coronaria, aumento do HDL, estabilizacdo dos batimentos cardiacos,
controle da hipertensédo, prevencdo de canceres, atenua os efeitos das
doencas autoimunes, artrite reumatdide e alivia a depressdo (PRATT &
MATTHEWS, 2005).

Quanto a razdo n-6/n-3, as metodologias convencionais expressaram 0s
maiores resultados quando comparada a técnica enzimatica, na qual
apresentou o melhor resultado (542,011 mg g), cerca de 21% menor que a
razao obtida para o 6leo de girassol extraido com solventes.

Para as extracOes efetuadas com os graos de gergelim, como pode ser
observado na Tabelas 14, os acidos graxos que se destacaram foram: 16:0,
18:0, 18:1n-9 e 18:2n-6, sendo em média 94,7, 50,4, 367,3 e 430,2 mg g* de
lipidios totais, respectivamente, entre as diferentes metodologias. Os acidos

graxos que foram identificados nesta pesquisa para o 6leo de gergelim estéo
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de acordo com os perfis reportados por Botelho et al. (2014), Corso et al.
(2010) e Aued-Pimentel et al. (2006).

Comparando-se os valores de AGPI e n-6 para o 6leo de gergelim entre
as metodologias convencionais e enzimatica, esta Ultima técnica demonstrou
0S maiores teores, 437,312 mg g'l e 434,428 mg g'l, respectivamente. O
principal acido graxo responsavel por estes somatérios foi o acido linoleico
(18:2n-6), acido graxo considerado estritamente essencial, sendo também o
acido graxo majoritario presente no oleo de gergelim.

A quantificacdo dos acidos graxos do 6leo de gergelim obtido a partir da
extragdo com solventes demonstrou o maior somatério de acidos graxos
saturados e um dos menores somatérios de acidos graxos poliinsaturados. Os
acidos graxos poliinsaturados sao considerados mais saudaveis quando
comparados aos saturados (LAWRENCE, 2010), portanto avaliando esses
pontos e a razdo AGPI/AGS, a extragdo via enzimatica em meio aquoso
demonstrou-se uma metodologia capaz de extrair um 6leo com uma qualidade

melhor do que a técnica que utiliza solventes.
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6. CONCLUSAO

Visando a obtencdo de o6leos vegetais, girassol e gergelim, com uma
melhor qualidade e sem a necessidade de utilizar solventes toxicos para a
extracdo dos Oleos em nenhuma etapa durante o processo, a extragdo via
enzimatica em meio aquoso demonstrou-se uma metodologia inovadora capaz
de extrair o O6leo juntamente com compostos bioativos que possuem
capacidade antioxidante frente ao radical DPPH e, principalmente, frente ao
radical peroxila, assim como um maior teor total de fitosteroéis.

O planejamento experimental utilizado para a extracdo enzimatica
apresentou-se adequado para avaliar a influéncia das variaveis independentes
no processo de extragdo, sendo que os fatores: proporcdo amostra:agua e
tempo de extracdo foram os que mais influenciaram na resposta, de forma que
a reducdo da proporcdo amostra:agua e o aumento do tempo favoreceram os
maiores rendimentos de extracao.

Os niveis avaliados para o planejamento fatorial para a método
enzimético foram eficientes, demonstrando ensaios com rendimentos de
extracdo na faixa de 22,33% - 36,60% para o Oleo de girassol e de 20,33% -
36,65% para o oOleo de gergelim. As condicbes na qual obteve-se a maior
porcentagem de extracdo para o Oleo de girassol foram com 10% de cada
enzima (pectinase, celulase e protease), propor¢cdo amostra:dgua 1:6 e 8 horas
de extracdo para cada etapa da andlise, enquanto para o 6leo de gergelim
foram as mesmas condi¢des citadas para o 0leo de girassol com excecdo do
tempo de extracéo, 16 horas.

As metodologias convencionais apresentaram maiores valores de
rendimento de extragdo, porém, considerando que a maioria das metodologias
para a extracdo de Oleos vegetais utilizam solventes, torna-se interessante
desenvolver e aperfeicoar novas tecnologias que sdo capazes de extrair 6leos
gue preservam 0S compostos bioativos naturalmente presentes, reduzem a
contaminacao do 6leo pelo solvente e minimizam os danos ao meio ambiente.

Diante destas constatacfes, 0s processos de extracdo de Oleos vegetais
devem ser estudados com maior intensidade afim de que possam ser

otimizados visando a obtencéo de produtos com alta qualidade.
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