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RESUMO

O presente estudo traz resultados relacionados ao uso do CO2 supercritico para a obtengédo
do 6leo da polpa liofilizada de acai. Durante o periodo deste trabalho, foram realizadas
analises dos compostos bioativos e a predicdo da solubilidade do 6leo em CO2
supercritico de trés municipios do estado do Para, Brasil: Anajas, Chaves e Saracé e as
extracdes foram realizadas nessas condic¢des: 50 °C/350 bar, 60 °C/420 e 70 °C/490 bar.
Neste estudo foram determinados os teores de compostos bioativos presentes na polpa
antes e apds a extracdo e os maiores rendimentos do 6leo em massa (57,06%) foram
obtidos para a localidade de Chaves. Com base na composi¢do de acidos graxos foram
previstos os teores de triglicerideos presentes no 0leo e os principais TAGS previstos,
foram OOO, POO, OLIO, PLiO e POP e a previsdo da solubilidade mostraram o mesmo
comportamento dos rendimentos globais que aumentaram a medida que a pressao e a
temperatura aumentaram. Além disso, ap6s as extragdes, houve um aumento das
concentracdes de compostos bioativos e da capacidade antioxidante na polpa liofilizada
do acai de todos os municipios. A polpa liofilizada dos frutos do acaizeiro (Euterpe
oleracea Mart.) dos trés municipios também foram submetidas a uma avaliacdo de sua
estrutura morfoldgica pelo os métodos de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X (EDS), o qual apresentaram forma e
tamanho irregulares das particulas da polpa e presenca dos elementos quimicos oxigénio,
potassio e calcio. Em relacdo aos parametros de cor da polpa liofilizada a coordenada a*
apresentou valores positivos, indicando que as amostras tendem ao roxo, o angulo de
tonalidade °Hue, mostrou uma certa tendéncia a faixa de cor entre o vermelho e roxo. Os
resultados do perfil de minerais mostraram que os minerais Ca e 0 Mg da polpa das trés
regides estudas foram os minerais encontrados em abundancia, com concentracdes que

variaram de 4951,55 pg/g a 5540,41 pg/g.

PALAVRAS-CHAVE: Acai (Euterpe oleracea), extracdo com CO2 supercritico,

compostos bioativos.



ABSTRACT

The present study brings results related to the use of supercritical CO2 to obtain oil from
the freeze-dried acai pulp. During the period of this work, analyzes of bioactive
compounds and prediction of oil solubility in supercritical CO2 were carried out in three
municipalities in the state of Pard, Brazil: Anajés, Chaves and Saracd, and extractions
were carried out under these conditions: 50 °C/350 bar, 60 °C/420 and 70 °C/490 bar. In
this study, the levels of bioactive compounds present in the pulp before and after
extraction were determined and the highest yields of oil in mass (57.06%) were obtained
for the locality of Chaves. Based on the fatty acid composition, the levels of triglycerides
present in the oil were predicted and the main predicted TAGs were OOO, POO, OLIO,
PLiO and POP and the solubility prediction showed the same behavior of the global yields
that increased as the pressure and temperature increased. Furthermore, after the
extractions, there was an increase in the concentrations of bioactive compounds and in
the antioxidant capacity in the lyophilized agai pulp from all municipalities. The
lyophilized pulp of the fruits of the acai palm (Euterpe oleracea Mart.) from the three
municipalities was also submitted to an evaluation of its morphological structure by the
methods of Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-ray Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS), which showed irregular shape and size of the pulp particles and
presence of the chemical elements oxygen, potassium and calcium. Regarding the color
parameters of the lyophilized pulp, the a* coordinate showed positive values, indicating
that the samples tend to purple, the hue angle °Hue showed a certain tendency to the color
range between red and purple. The results of the mineral profile showed that the minerals
Ca and Mg from the pulp of the three regions studied were the minerals found in

abundance, with concentrations ranging from 4951.55 pg/g to 5540.41 pg/g.

KEY WORDS: Acai (Euterpe oleracea), extraction with supercritical CO>, bioactive

compounds.
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1. INTRODUCAO

Acai (Euterpe oleracea Mart.) é um fruto da palmeira da familia Arecaceae, e é
encontrada principalmente em terrenos de varzea na regido Amazonica. O suco de acai, é
a bebida consumida pela a maioria da populacdo amazonica. No estado do Pard, onde
mais de 90% do acai é produzido, as pessoas tradicionalmente o consomem com farinha,
acompanhado ou ndo de um outro alimento. Em outros estados brasileiros e paises, 0s
consumidores preferem o acai processado em misturas com banana, guarand, leite
condensado e cereais (YUYAMA et al., 2011; OLIVEIRA & SCHWARTZ, 2018).

Na composicéo dos frutos, existem cerca de 90 substancias bioativas, incluindo
os flavondides (31%) que dentro desta classe estdo as antocianinas (9%), 0s quais tém
sido relacionados a propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias, antiproliferativas e
cardio-protetoras (YAMAGUCHI et al., 2015; CARVALHO et al., 2017; OLIVEIRA &
SCHWARTZ, 2018; COSTA et al., 2018). As principais antocianinas encontradas no
acai: cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-glicosideo apresentam alta capacidade
antioxidante e evitam a formacéo de radicais livres. Estudos apontam gque um consumo
regular de acai pode ajudar a prevenir o surgimento de canceres e doencas inflamatérias
(COSTA et al., 2018; VASCONCELOS et al., 2019). Os frutos do acaizeiro também sédo
ricos em carboidratos, fibras, vitamina E, proteinas, minerais e acidos graxos essenciais,
entre eles Omega 6 e 9 Ihe conferem consideravel valor energético comparavel a do azeite
de oliva (LOBO & VELASQUE, 2016; FOSCOLOU et al., 2018).

Em virtude do elevado interesse na obtencdo desses compostos quimicos
benéficos, a comunidade cientifica vem desenvolvendo tecnologias de extracdo por
fracionamento e isolamento de compostos de alto valor agregado a partir de matrizes
alimentares garantindo um maximo rendimento dos concentrados bioativos, adequando
as demandas do processamento industrial e garantindo um produto final alimenticio
(ALVAREZ et al., 2019). Entre as vérias técnicas conhecidas, a extragdo com fluido
supercritico (SFE) € uma alternativa ecologicamente correta para a extragdo de compostos
bioativos que envolvem o uso de um gas acima de sua temperatura e pressao criticas (DE
MELO et al., 2014). O didxido de carbono supercritico (Sc-COz) é o mais utilizado nesta
tecnologia e tem temperatura e pressdo criticas mais baixas (31,1 °C e 73,8 bar) do que
outros solventes supercriticos, ndo é tdxico, ndo inflamavel, ndo poluente, pode ser

recuperavel, barato e inerte. Algumas das vantagens das extragcdes com Sc-COz séo que
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0s compostos extraidos ndo sofrem alteracdo quimica durante a operacao, e além disso, a
composicao do extrato pode ser modificada alterando os paradmetros do processo (presséo,
temperatura e vazéo). O CO; supercritico (Sc-CO>) por apresentar uma baixa polaridade
tem uma limitac&o de dissolver moléculas polares. Portanto, em muitos casos € necessario
modificar a polaridade do fluido pela adi¢do de um cossolvente para melhorar extracéo e
aumentar os rendimentos devido a natureza polar dos compostos naturais
(MUKHOPADHYAY, 2000; GOYENECHE et al. 2018; PEREIRA et al. 2013;
ALVAREZ et al., 2019).

A seletividade do processo de extracdo supercritica, depende diretamente de
parametros que influenciam no processo como a densidade, temperatura, pressao, vazao
e solubilidade. O parametro solubilidade é um dos principais fator na extracéo supercritica
e é altamente dependente da pressdo, temperatura e da densidade do fluido. Quando se
refere a pressdo na maioria dos componentes em fluidos supercriticos aumenta com o
aumento da densidade do fluido, aumentando assim seu poder solvente ou sua capacidade
de solubilizagdo. Outro aspecto importante que influenciam na solubilidade dos fluidos é
a temperatura, que influencia as propriedades do solvente, a densidade e também as
propriedades do soluto, principalmente a pressdo de vapor. Essa dupla influéncia na
solubilidade atende a compensacgdo desses dois efeitos opostos (BRUNNER, 1994;
BRUNNER, 2005; DE MELO et al, 2014; CORNELIO-SANTIAGO et al. 2017).

Com base nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os constituintes
elementares por meio da estrutura morfoldgica da polpa liofilizada de acai e obter extratos
em compostos bioativos empregando o processo de extracdo com o fluido supercritico,
analisar a polpa em termos de compostos bioativos antes e ap6s da extragdo. Além disso,
analisar as variaveis do processo de extracdo para obter um rendimento favoravel nas
determinadas condicGes operacionais e estimativa de medidas de solubilidade para a

otimizacao do processo.
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2. OBJETIVOS DA PESQUISA
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o 6leo em compostos bioativos a partir da extracdo com fluido supercritico
da polpa liofilizada de acai (Euterpe oleracea Mart.), com o objetivo de obter um produto
em termos de compostos bioativos antes e ap0s a extracdo. Além disso, avaliar as
variaveis do processo como o rendimento global, predizer a solubilidade do dleo de acai

em CO2 supercritico e analisar alguns constituintes da polpa do fruto de agai apds liofilizago.
2.2. Objetivos especificos

= Determinar as isotermas de rendimento global com CO; supercritico;

= Determinar e avaliar o perfil de &cidos graxos por cromatografia gasosa dos extratos;

= Estudar os indices de qualidade funcional do éleo;

= Determinar os compostos fendlicos totais, antocianinas totais e atividade antioxidante
da polpa liofilizada de acai antes e depois da extracao;

= Estudar os parametros do processo a partir da predi¢do da solubilidade do 6leo em Sc-

CO- usando a equagéo de estado cubica de Peng-Robinson (PR);

Predizer a composicdo em triglicerideos do 6leo extraido;

Analisar as estruturas morfologicas e as microanalises elementares da polpa

liofilizada de acai, pelas técnicas de MEV e de EDS;

Analisar os parametros de cor e a composi¢do em minerais da polpa liofilizada
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Compostos Bioativos

Os compostos bioativos sdo fitoquimicos presentes em alimentos e sdo capazes de
modular processos metabolicos, contribuindo nos beneficios a saude humana. Em geral,
esses compostos sdo encontrados principalmente em alimentos vegetais, como frutas,
legumes e verduras (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). Estes compostos presentes
nos alimentos exibem efeitos benéficos como acéo antioxidante, a sua acéo é proteger as
células sadias do organismo, amenizando os danos cumulativos que podem desencadear
doencas como o cancer, cardiovasculares e entre outras (SANTOS et al., 2008; BASTOS
etal., 2009; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015; SHINWARI & RAO, 2018).

Para este estudo € interessante destacar os grupos dos compostos fendlicos, pois
sdo fitoquimicos secundarios distribuidos de forma presente na maioria dos tecidos
vegetais, incluindo frutas e vegetais. Esses compostos possuem inumeras propriedades
bioativas e, embora ndo sejam nutrientes, a ingestdo na dieta fornece efeitos protetores a
salde por serem potentes antioxidantes naturais capazes de inibir ou reduzir a formacgéo
de radicais livres 0 que causa o desenvolvimento de varias doencas (SILVA et al., 2010;
MARTINS et al., 2016; TSIMOGIANNIS & OREOPOULOU, 2019; DE LA ROSA et
al. 2019). Por esta razdo, os compostos fendlicos, tém sido investigados para usos
benéficos sobre efeitos positivos de doencas crénicas como doencas cardiovasculares,
cancer, obesidade e diabetes (CAROCHO & FERREIRA, 2013; IRONDI et al., 2015;
NASCIMENTO et al., 2018).

Um dos compostos que pertencem ao grupo dos fendlicos sdo o flavonoides que
tem em sua estrutura C6-C3-C6 como por exemplo as antocianidinas, encontradas em
frutas e nos vegetais, apresentando variacdes, tais como a glicosilagdo como no caso das
antocianinas, um dos grupos de pigmentos de maior distribuicdo no reino vegetal
(FENNEMA, p. 599, 2010; ZHENG et al., 2019).
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3.2.  Acai (Euterpe oleracea Mart.)
3.2.1.  Aspectos Gerais

O acai (Euterpe oleracea Mart.) € um fruto tipico e popular da regido amazodnica,
que nos ultimos anos ganhou um grande destaque devido aos beneficios a saude,
associados a sua composi¢do quimica e a capacidade antioxidante (PORTINHO et al.,
2012; LOBO & VELASQUE, 2016). O Brasil € o principal produtor, consumidor e
exportador do acai. Esse fruto é comercializado e consumido pela populagdo local nas
regides produtoras do Estado do Para (HOMMA & FRAZAO, 2002; MENEZES et al.,
2008; TAVARES & HOMMA, 2015).

As palmeiras atingem mais de 25 metros de comprimento, com troncos de 9 a 16
centimetros de diametro, os frutos (Fig. 1) sdo carocos de forma arredonda (diametro de
cerca de 12 mm) e associado em cachos sdo colhidos principalmente entre 0os meses de

julho e dezembro. As sementes representam cerca de 85% do volume do fruto. O epicarpo

é uma camada fina e 0 mesocarpo € de 1-2 mm de espessura de cor violeta comestivel
(POMPEU et al., 2009; WY COFF et al 2015).

4/ g, g

Figura 1 - Acai (Euterpe oleracea Mart.). (Foto tirada no municipio de Tomé-
Acu, nordeste paraense).

Existem dois periodos de producdo de acai que se caracterizam por produzirem
frutos de qualidades diferentes. A safra de inverno é aquela cujo periodo é o primeiro
semestre do ano (estagdo das chuvas), época em que 0s cachos apresentam frutos de
maturacdo nao uniforme, além de produzir um acai com paladar diferente do normal
(MENEZES, 2005). Ja a safra de verdo (estacdo mais seca) é aquela cuja producéo gira

em torno do segundo semestre e se caracteriza por apresentar frutos com maturagéo
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uniforme e de melhor paladar. E quando a bebida se apresenta com melhor qualidade e
rendimento (FREGONESI et al., 2010).

Hoje em dia, o acai é amplamente utilizada pela populacéo local para produzir
suco e para a extracdo do palmito, dois importantes produtos econdmicos da Amazonia,
especialmente no estado do Para (OLIVEIRA et al., 2015). Além disso, este fruto é visto
como um alimento benéfico a salde devido as suas propriedades ricas em proteinas,
minerais, &cidos graxos esséncias e as antocianinas que sao as responsaveis pela coloragdo
e atividade antioxidante antiinflamatorias, antiproliferativas e cardio-protetoras
(PALACIO et al., 2008; TONON et al., 2009; HEINRICH et al., 2011; MONGE-
FUENTES et al., 2017).

3.2.2. Composi¢ao Quimica do Acai

A composicdo quimica do acai apresenta um elevado valor energético por conter
alto teor de lipidios, como os acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados. Ha uma
predominancia de 71,17% de &cidos graxos insaturados, dentre os acidos graxos
insaturados tem-se 52,54% de acido oléico seguido de acido linoléico (9,72%), os acidos
graxos saturados principais sdo acido palmitico (25,93%) e o &cido estearico (1,86%),
totalizando cerca de 28,06% de acidos graxos saturados e, devido a essas concentraces
desses compostos, 0 6leo da polpa de acai pode ser comparado aos 6leos de azeite e
abacate (NASCIMENTO, et al., 2008; SANTO et al., 2010).

O acai possui quantidades elevadas (45 mg/100 g em relacdo a matéria seca) de
vitamina E (tocoferois), na forma de a-tocoferol e de B-sitosterol com valores maximos
de 78% do total de esterdis encontrados no acai (ROGEZ, 2000; NASCIMENTO, et al.,
2008). Além disso, € também fonte de minerais como, potassio, magnésio, calcio, fosforo
e sadio, além das vitaminas E e B. Nesse contexto, ¢ possivel afirmar que a composigado
do acai tem alto potencial como alimento funcional (MENEZES et al., 2008; SOUZA et
al., 2011; OLIVEIRA & SCHWARTZ, 2018).

A presenca de flavonoides também contribui com a bioatividade do acali,
principalmente as antocianinas. As principais antocianinas encontradas na polpa do acai
séo representadas pela cianidina-3-glucosideo, cianidina-3-rutinosideo (GALLORI et al.,
2004; BRITO et al., 2007; PACHECO-PALENCIA etal., 2007; MOURA & RESENDE,
2015), e em pequenas quantidades perlagonidina-3-glucosideo (DEL POZO-INSFRAN
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et al., 2004), cianidina-3-sambiosideo, peonidina-3-glucosideo, peonidina-3-rutinosideo
(LICHTENTHALER et al., 2005; CRUZ, 2008; SCHAUSS et al., 2006).

Existe uma prevaléncia das cianidinas entre as antocianinas e é a mais
predominante descoberta em muitas frutas e vegetais e, no acgai as mais representativas
sdo as cianidina-3-rutinosideo com 97,2% e a cianidina-3-glucosideo com 98,9%
(Figura 2) (GOUVEA et al. 2012; BOLDT et al., 2014). No entanto, é importante ressaltar
a estabilidade, bem como a funcionalidade dessas substancias, pois dependem em grande
parte da sua estrutura quimica, temperatura, pH e intensidade de luz. Em particular, a
temperatura € relatada como um dos principais fatores que afetam a estabilidade das
antocianinas. Além disso, as antocianinas mostram uma maior estabilidade no meio &cido
do que nos meios alcalinos (CAVALCANTI et al., 2011; SUI et al., 2019).

A funcionalidade desses pigmentos esta ligada a uma série de beneficios para a
salide, pois possui uma alta capacidade antioxidante que evitam a formacéo de radicais
livres e, devido a essas propriedades as antocianinas podem ajudar a prevenir o
surgimento de canceres e doencas inflamatérias (FRAGOSO & PRADO, 2012; XIE et
al., 2012, COSTA et al, 2018).

Portanto, o acai como alimento funcional possui efeito antioxidante representado
principalmente pelas antocianinas, efeito energético pela fracdo lipidica, além de
beneficios representados por outros componentes nutricionais. E além disso, apresenta

efeitos benéficos a salde.
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cianidina-3-alucosiden

cianidina-3-rutinosiden

Figura 2 - Estrutura das antocianinas majoritarias no acai.

3.3. Métodos de Extracdo

No contexto do estudo de extracéo de produtos naturais, os problemas econémicos
e ambientais aumentaram nas Ultimas décadas devido ao grande volume de residuos
gerados nas industrias. A extracdo é o primeiro passo para a obtencdo de produtos naturais
bioativos a partir de matérias-primas vegetais que podem ser extraidos por varias
tecnologias de extracdo e solventes, dependendo de sua distribuicdo na matriz vegetal e
propriedades quimicas (BONFIGLI et al., 2017).

A extracdo convencional, requer tempos de extracdo prolongados e grandes
quantidades de solvente como por exemplo a extracdo por Soxhlet (VELICKOVIC et al,
2017). Portanto, varias novas técnicas de extracdo tém sido empregadas para a extracao
de compostos bioativos, incluindo extracdo assistida por ultrassom (TAO et al., 2014),
extracdo assistida por micro-ondas (VALDES et al., 2015) e extracdo com fluido
supercritico (MENESES et al., 2015).

Segundo Tao et al. 2014, a extracdo por ultrassom tem sido é eficaz em relacdo a
extracdo convencional, pois ndo causa danos ao meio ambiente, é segura e barata, além
disso o0 aumento do contato entre o soluto-solvente durante o processo pode aumentar o

rendimento da extracdo em um pequeno periodo de tempo. A extracdo assistida por
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micro-ondas tambem tem suas vantagens sobre as técnicas convencionais como o uso de
pouco solvente, pouco consumo de energia, tem uma boa reprodutibilidade, curto periodo
de extracio e manipulagdo minima da amostra para o processo (VALDES et al., 2015).
Portanto, a extracdo por ultrassom depende da aplicacdo de uma frequéncia usual de 20 a
100 MHz causando uma compressdo e expansao e produzindo assim o fenémeno
chamado cavitagdo. Por outro lado, a extracdo por micro-ondas depende do uso de
frequéncia variando entre de 300 MHz a 300 GHz, criando um aquecimento uniforme
através do meio sobre seu impacto direto no material extraido (VELICKOVIC et al,
2017). Ao contrério das técnicas descritas, a extracao por fluido supercritico utiliza o CO»
como solvente, além disso 0 processo € ndo-tdxico, ndo sdo utilizados solventes organicos

poluentes e a extracdo é seletiva (MENESES et al., 2015).

3.3.1. Extracdo com Fluido Supercritico

A extracdo com fluido supercritico é uma extracdo onde o solvente liquido usual
é substituido por um fluido supercritico, ou seja, uma substancia em condicdes de
temperatura e pressdo acima do ponto critico e tem propriedades fisico-quimicas
intermediarias entre gases e liquidos. A tecnologia de fluido supercritico é uma das
alternativas a extragdo com solvente verde, especialmente nos setores alimenticios e
farmacéuticos apresentando um produto final isento de residuos indesejaveis e de boa
qualidade, devido as suas caracteristicas e das condi¢cdes de extracdo para obtencdo de
compostos bioativos (REVERCHON & DE MARCO, 2006; PEREIRA & MEIRELES,
2010; BHUSNURE et al., 2015; BALLESTEROS-VIVAS et al., 2018).

3.3.2  Fluidos Supercriticos

Segundo Brunner (2005), um componente puro é considerado como um fluido
supercritico quando seus valores de temperatura e pressao estdo acima da sua temperatura
critica (Tc) e presséo critica (Pc) e que ndo ha mudancas de propriedades do componente.
O ponto que limita a regido onde ndo héa distingdo entre as fases de liquido e vapor e que
nédo ha mais calor latente de vaporizacéo é denominado ponto critico ou estado critico que
representa a maior temperatura e pressdao em que a substancia pode existir como vapor e
liqguido em equilibrio, as quais sdo caracteristicas para cada substancia (NETZ &
ORTEGA, 2002; ATKINS, 2003). Este fendbmeno pode ser facilmente explicado com
referéncia ao diagrama de fase do didxido de carbono puro (Figura 3).
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Fluido

Liquido Supercritico
73,8 &

Presséao (bar)

Gas

T
31,1
Temperatura (°C)

Figura 3- Diagrama de fases P-T para uma substancia pura.
Fonte: adaptado de COOPER (2000).

As propriedades fisicas de um fluido supercritico sdo intermediarias entre um gas
e um liquido tipicos, apresentam viscosidade baixa como a de um gas, alta densidade
como os liquidos e difusdo intermediaria entre gases e liquidos, variando com a sua
densidade. Além disso, mudancas de temperatura e pressao além de seus pontos criticos
também modificam principalmente a densidade, alterando efetivamente as capacidades
do solvente e permitindo a obtengdo de um alto grau de seletividade (SANCHEZ-
CAMARGO et al., 2014; BALLESTEROS-VIVAS et al., 2018). A Tabela 1 apresenta

um comparativo de algumas caracteristicas fisico-quimicas dos gases, liquidos e fluidos
supercriticos.
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Tabela 1 - Faixas de valores de propriedades caracteristicas de gases, liquidos e fluidos
supercriticos.

Estado do fluido Densidade Difusividade Viscosidade
(g/lcm3) (cm?/s) (g/cm/s)

Gés
P=1 atm; T=15-30 °C (0,6-2,0)x10°3 0,1-0,4 (0,6-2,0)x10*
Liquido
P=1 atm; T=15-30 °C 0,6-1,6 (0,2-2,0)x10°° (0,2-3,0)x107?
Fluido Supercritico
P=Pc; T~Tc 0,2-0,5 0,7x10°% (1-3)x10*
P=4Pc; T~Tc 0,4-0,9 0,2x10%3 (3-9)x10*

Fonte: BRUNNER, 2005.

3.3.3. Tipos de Fluidos

Diversos compostos ja foram estudados como solventes em processos de extracao
supercritica de produtos naturais, devido a dependéncia da solubilidade de certos solutos
utilizando parametros como a pressdo, temperatura e densidade melhorando a
seletividade do composto de interesse na extracdo. Entretanto, a maioria deles, devido a
toxicidade, reatividade, possibilidade de explosdo, dano ao meio ambiente, alto custo ou
condicBes supercriticas extremas ndo chegou a ser adotada como solvente de escolha
(MAUL et al., 1996; SMITH, 1999; MUKHOPADHYAY, 2000). A Tabela 2 apresenta
as propriedades criticas dos principais compostos ja analisados como solventes
supercriticos.

Tabela 2 - Propriedades criticas de algumas substancias empregadas como solventes em
processos de extracdo supercritica.

Fluido Tc (°C) Pc (bar) Dc (g/cm3)
CO2 31,1 73,8 0,468
N20 36,5 71,0 0,457
Etano 32,2 48,8 0,203

Propano 96,7 42,5 0,220

Propileno 91,9 46,2 0,230
Benzeno 289,0 48,9 0,302

Tolueno 318,6 41,1 0,290

Amonia 132,5 112,8 0,240
Agua 374,2 220,5 0,272

Fonte: MUKHOPADHYAY (2000). Pc: Pressao critica, Tc: temperatura critica.
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O dioxido de carbono (CO2) tem sido até os dias de hoje o solvente de escolha
para emprego em processos de extracdo por fluido supercritico de produtos naturais. Por
possuir temperatura e pressdo criticas moderadas (31,1°C e 73,8 bar, respectivamente)
permite que a operacdo de extracdo supercritica ocorra a temperaturas mais brandas, o
que é um fator importante a considerar quando se trabalha com produtos naturais, 0s quais
muitas vezes podem sofrer reacdes de degradacao a altas temperaturas. Além disso, 0 CO»
é um gas inerte, ndo inflamavel, ndo toxico, apolar e tem um comportamento ideal na
extracdo para compostos termolabeis (MUKHOPADHYAY, 2000; GOYENECHE et al.
2018). Por outro lado, o CO> supercritico por apresentar uma baixa polaridade tem uma
limitacdo de dissolver moléculas polares. Portanto, em muitos casos de extracdo
principalmente com extratos antioxidantes que estd relacionado com os compostos
fenolicos é necessario modificar a polaridade do fluido pelo uso de um cossolvente para
melhorar extracdo (PEREIRA et al. 2013; GOYENECHE et al. 2018). O metanol é o
solvente mais usado como modificador para varias matrizes, mas é toxico e, embora o
etanol seja ndo téo polar como metanol, é um solvente ambientalmente seguro e pode ser
uma boa escolha na extragdo com fluido supercritico por ser usado na extracdo de
produtos naturais (LANG & WA, 2001; MOURA et al. 2012; SOLANA et al. 2014). A
agua é também um cossolvente desejavel para a extracdo de produtos naturais,
aumentando a polaridade do CO; supercritico. Estudos relatam que o uso da agua como
cossolvente acidifica 0 meio facilitando a solubilizacdo do solvente na matriz vegetal
melhorando no aumento do rendimento dos compostos polares bioativos (JIAO &
KERMANSHAMHI, 2018).

3.3.4 Parametros que Influenciam no Processo de Extracdo Supercritica

A seletividade do processo de extracdo supercritica, ou seja, a extracdo dos
compostos de interesse presentes no material vegetal, depende de diversos fatores. Além

do tipo de solvente utilizado no processo e da presenca de cossolventes, pode-se destacar:

- Densidade: Uma das principais caracteristicas de um fluido supercritico € a
possibilidade de modificar a densidade do fluido alterando sua presséo e / ou temperatura.
Como a densidade esté relacionada com a solubilidade, alterando a presséo de extracao,
a forga do solvente do fluido pode ser modificada (SILVA et al. 2016);

- Pressdo e Temperatura: O controle da pressdo permite realizar uma extracdo

seletiva e, um aumento da temperatura, & pressdo constante, ocasiona uma diminuigdo na
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densidade do fluido supercritico e portanto no seu poder de solvatacdo. Logo, pequenas
mudangas na pressdo ou temperatura resultam grandes mudangas na densidade,
permitindo que muitas propriedades de um fluido supercritico sejam selecionadas
(PINTO et al. 2006; BHUSNURE et al. 2015).

- Solubilidade: Uma das principais vantagens do uso de extracdo com fluido
supercritico é a possibilidade de ajustar a solubilidade, que é altamente dependente da
pressdo, temperatura e da densidade do fluido. A solubilidade da maioria dos
componentes em fluidos supercriticos aumenta com 0 aumento da densidade do fluido, o
que pode ser conseguido aumentando a pressédo de extracdo. Outros aspectos importantes
que influenciam a solubilidade dos fluidos s&o a sua polaridade, peso molecular e a
temperatura de extracdo (IBANEZ et al., 2016).

- Modificadores (cossolventes): Como o CO2 é o principal fluido usado no
extracdo supercritica, e devido a sua baixa polaridade, a adicdo de modificadores ao CO>
supercritico pode melhorar a proficiéncia da extracdo aumentando a solubilidade dos
solutos polares. Os modificadores mais utilizados sdo o metanol, o etanol e a agua
(IBANEZ et al., 2016).

- Vazdo do solvente: Com relacdo a taxa de fluxo do solvente, um aumento na
taxa de fluxo leva a um tempo de retencdo mais curto, maior pressdo na coluna causando
um aumento na capacidade de extracdo, mas vale ressaltar que em alguns casos foi
observado que, para valores maiores de vazdo do solvente, o tempo de contato entre o
soluto e o solvente, necessario para que houvesse a saturacao do solvente com o soluto,
acabou sendo insuficiente (PEREIRA & MEIRELES, 2010; LIU et al. 2018);

- Propriedades do soluto: Algumas caracteristicas do soluto influenciam
diretamente a sua solubilidade no fluido supercritico. Em geral, quanto menor o peso
molecular, a polaridade e a pressdo de vapor do soluto, maior sera sua solubilidade no
CO; supercritico (PEREIRA & MEIRELES, 2010);

- Tamanho de particula, forma e porosidade do material sélido: Teoricamente, a
reducdo do tamanho das particulas aumenta a eficacia da extracdo. Isso ocorre porque
diminuir o tamanho das particulas leva a reducdo do caminho de difuséo e aumenta a area
de superficie de contato, como resultado, o processo de extracdo acelera. No entanto, as
particulas muito pequenas podem afetar no aumento da transferéncia de massa interna

entre o fluido e o soluto dentro do leito de extragdo ocasionando uma diminuigéo na taxa
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de extracdo. Um outro fator imposta pelo processo além do tamanho da particula é a
porosidade do material sélido, pois este fator é primordial entre o contato da superficie
entre a matriz e o com o fluido supercritico para que ocorra uma boa taxa de transferéncia
de massa durante a extracdo (IBANEZ et al., 2016; JAHONGIR et al. 2019).

- Umidade do material s6lido: Na maioria dos casos, a agua presente na matriz
vegetal compete com o soluto para interagir com o solvente, diminuindo assim o
rendimento do processo. Por esta razéo, a secagem do material vegetal é recomendada
(PEREIRA & MEIRELES, 2010).

3.3.5 Processo de Extracdo Supercritica

O processo de extracdo é mostrado esquematicamente na Figura 4. O fluido
selecionado, como 0 COy, é inicialmente resfriado e depois bombeado como liquido. O
fluido é entdo aquecido até a temperatura de extracdo selecionada e bombeado na presséo
selecionada para um vaso de extracdo, que é mantido a esta temperatura. A matriz a ser
extraida é empacotada na célula de extracdo em um vaso extrator para evitar quaisquer

perdas de material durante a extragao.

A etapa de separacdo do extrato do solvente ocorre quando a pressdo do fluido é
reduzida por uma valvula de expansdo, localizada ap6s o extrator, diminuindo
drasticamente seu poder de solubilizacdo quando expandido a estado gasoso, e o0 soluto
precipita em um separador onde a quantidade de extrato pode ser medida (BRUNNER,
1994; ALBUQUERQUE, 2008).
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Figura 4- Diagrama esquematico de um processo de extracdo supercritica.
1. Cilindro de COo; 2. Banho de refrigeracdo; 3. Bomba; 4. Compressor; 5. Forno; 6.
Vaso de extracdo; 7. Monitor; 8. Fraco de coleta; 9. Medidor de vazdo; 10. Saida de
CO2; V1 — V6 Vélvulas de controle de fluxo; MMV- Valvula micrométrica.
Fonte: PINTO et al., 2018.

De acordo com Gupta e Shim (2006) a solubilidade é o critério mais importante
que afeta a eficicia da maior parte dos processos de extracdo com fluido supercritico. Por
exemplo, a solubilidade pode ter um impacto direto sobre a taxa de rendimento e na
economia do processo. Dependendo do processo de interesse, uma alta solubilidade ou

uma extrema baixa solubilidade pode ser desejado.

3.4. Rendimento Global (Xo)

O rendimento global (Xo) é definido como a quantidade de material soltvel que
pode ser extraida de uma determinada quantidade de matéria-prima em uma dada pressdo
e temperatura de extracdo, expressa como a relagdo entre a massa de material soltvel pela
massa de matéria-prima sélida (MEIRELES, 2003). No céalculo do rendimento global
(Equacdo 1) a quantidade de material extraivel é calculada como a relacdo entre a massa

de extrato e a massa inicial ou massa de alimentacdo da amostra.

Mextrat
Xy =—221%% %100 1)
malimentagéo

O Xo depende das caracteristicas da matéria-prima, mas também da forma como

0s compostos nela presentes interagem com o solvente. Portanto, o X esta diretamente
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ligado a duas propriedades fisico-quimicas: densidade do solvente e presséo de vapor e/ou
sublimacéo do soluto (BRUNNER, 2005).

O comportamento do rendimento global com a temperatura e pressao pode se
assemelhar ao da solubilidade de solutos em fluidos supercriticos (QUISPE-CONDORI,
2005). O seu estudo permite visualizar o comportamento do sistema visto que, devido a
complexidade da composi¢do quimica dos extratos, varios comportamentos podem ser
observados, como os efeitos antagonicos da densidade do solvente e da pressao de vapor
do soluto que ocasionam um aumento na temperatura, causando um aumento da
solubilidade. No entanto, a densidade do solvente decresce com o aumento da temperatura
diminuindo a solubilidade. Como resultado, estas duas variaveis causam efeitos inverso
sobre o rendimento da extracdo (SOUSA et al., 2002; JESUS et al., 2013).

Em termos de rendimento de extracdo, os resultados de ensaios de isotermas
globais de rendimento sdo geralmente representadas num grafico semelhante a ilustracdo
esquematica apresentado na Figura 5. A partir deste grafico, é possivel avaliar os efeitos
dos parametros da temperatura e da pressdo sobre o rendimento da extragdo (JESUS et
al., 2013).
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Figura 5- llustracdo esquematica de Isotermas de rendimento global.
Fonte: adaptado de JESUS et al., 2013.

De acordo com a Figura 5 as pressoes relativamente baixas (P < Pi), o efeito da

densidade impera no solvente; assim, aumentando a temperatura resulta numa reducéo do
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rendimento de extracdo. No entanto, com pressdes relativamente elevadas (P > Pi), o
efeito da pressdo de vapor domina; consequentemente aumenta a temperatura e 0
rendimento de extracdo (BRUNNER, 1994; SOUSA et al., 2002; JESUS et al., 2013). A
pressdo a qual a inversdo do mecanismo dominante ocorre € conhecida como ponto de

cruzamento (Pi) que fica entre P2 e P3.

De forma geral, o comportamento do rendimento global com a temperatura e a
pressdo permite visualizar o comportamento da solubilidade do extrato, proporcionando
informacdes necessarias para a selecdo das condicGes operacionais de extracdo. Além
disso, € usado como um dado experimental importante na aplicacdo dos diversos modelos

matematicos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Produtos Quimicos

O didxido de carbono (99,90%) puro foi fornecido pela White Martins Ltda. (Belém,
Pard, Brasil). Os reagentes acido galico, folin-Ciocalteu, trolox, DPPH (2,2-difenil-1-104
picrilhidrazil), ABTS [2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) &cido 6-sulfénico], foram
adquiridos na Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e etanol (99,5%) foram adquiridos da

Dinamica Ltda. (Séo Paulo, Brasil).

4.2. Acai (Euterpe oleracea Mart.) Amostras

Os frutos de acai (Euterpe oleracea Mart.) foram coletados nos municipios de Anajas
(0° 59’ 13” de latitude Sul e 49° 56’ 24” de longitude Oeste), Chaves (0° 9' 37" latitude Sul, 49°
59' 18" longitude Oeste) e na ilha de Saracd, localizado no Limoeiro do Ajuru (01° 53° 39” de
latitude Sul e 49° 22’ 57” de longitude Oeste), no estado do Para-Brasil, no periodo de julho de
2017. Os frutos da Euterpe oleracea, foram identificados neste trabalho de acordo com os

nomes dos municipios.
4.3. Amostras da Polpa Liofilizada de Acai (PLA)

Os frutos de acai, 4 kg de cada localidade, foram selecionados, lavados e imerso em
agua potavel a 60 °C por 15 min, para facilitar a separacéo da polpa. A despolpadeira mecénica
foi realizada utilizando agua na proporcdo 2:1 (fruta: agua, m/v) em uma maquina de aco
inoxidavel (METVISA® DG.10, Belém, Brasil). As amostras da polpa de acai foram
armazenadas em sacos plasticos e congeladas a -18 ° C por uma semana. A polpa congelada foi
desidratada por liofilizacdo por 72 h no liofilizador (Liotop, L101, S&o Paulo, Brasil), em
seguida, embalado a vacuo e mantido sob refrigeracdo a 5 °C por quatro meses. O tamanho da
particula foi analisado usando peneiras Tyler (WS Tyler, EUA) -8 + 28 mesh e a particula média
o diametro foi determinado de acordo com o método ASAE (1998). A densidade real da amostra
foi determinada em um Picnémetro de Hélio (Quantachrome, Ultrapyc 1200e, EUA). Essas
analises foram feitas em triplicata. A Equacdo 1 mostra a densidade aparente. A porosidade do
leito foi determinada pela relacdo entre as densidades aparente e real, conforme a Equacéo 2.
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_m 1)
Pa="7

onde: p, é a densidade aparente, m é a massa da amostra e V é o volume da amostra.

£=1—'D—a &)

pr

onde: € é a porosidade do leito e pr é a densidade verdadeira da amostra.
4. 4. Procedimentos de Extragdo: CO2-SE

Os ensaios foram realizados em um sistema Spe-ed ™ SFE (Allentown, PA, EUA
modelo 7071 da Applied Separations), equipado com um recipiente de 0,05 L, com as seguintes
dimensdes: altura interna de 0,3231m e didmetro interno de 0,0142 m. As isotermas de
rendimento global foram realizadas sob as seguintes condi¢des experimentais: 50 °C/350 bar,
60 °C/420 bar e 70 °C/490 bar. Nessas condi¢Oes, Batista et al. (2016) obtiveram os melhores
rendimentos globais de extracdo, dos quais a densidade do didxido de carbono (CO2) é préxima
a 900 kg/m®. O CO- utilizado foi (99,9% puro, White Martins, Para, Brasil), e a extragdo foi
realizada em duas etapas: periodo estatico (periodo em que o solvente e o soluto entram em
contato em regime fechado) de 1800 s e um periodo dindmico (periodo em que o sistema é
aberto, mantendo o fluxo constante liberando o solvente na fase gasosa e o extrato precipitado
foi armazenado em um frasco de coleta) de 10.800 s, utilizando uma vazao massica de solvente
de 8,85 x 107 kg/s e 0,005 kg de amostra de base seca. Os experimentos foram realizados em
duplicata. O rendimento global foi calculado em relacdo a massa do extrato e a massa da matriz
solida do acai em base seca (b.s), conforme a Equacao 3.

Mextraida

Xops = g | % 100 3)
Mamostra X (1 - 100)

onde: X,, . € o rendimento global (%); Meyxtraiaa € @ Massa de 0le0; Mymesirq € @ Massa da

amostra e U, é a umidade da amostra.
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45. Composicdo de Acidos Graxos do Oleo de Acai

As composicdes de acidos graxos das amostras de 6leo de acai de diferentes municipios
foram determinadas por cromatografia gasosa (CG) usando o método AOCS Ce 1-62 (1995).
Os esteres metilicos de acidos graxos foram preparados pelo método AOCS Ce 2-66 (1995). A
andlise foi realizada em um cromatografo de gas Shimadzu GC-2010 equipado com um detector
de ionizagdo de chama (FID) com uma coluna capilar TG-WAX MS (30m x 0,32 mm x 0,25
u). As condigdes operacionais foram: Programa de temperatura da coluna: 50 ° C (60 s), taxa
de aquecimento de 10 °C/min a 250 °C (480 s); a temperatura do injetor e do detector foi de
250 °C; hidrogénio foi usado como gas de arraste com velocidade linear de 0,2 m/s. Os

experimentos foram realizados em duplicata.

4.6. Indices de Qualidade Nutricional de Lipidios

Uma melhor abordagem para a avaliacdo nutricional de lipidios é o uso de indices
baseados na composicao de &cidos graxos e seus efeitos funcionais. Esses indices sdo o indice
de aterogenicidade (I.A) - Eq. (4), e o indice de trombogenicidade (I.T) - Eqg. (5), conforme
definido por Ulbricht e Southgate (1991), bem como 0
hipocolesterolémico/hipercolesterolémico taxa de acido graxo (h/H) - Eq. (6), segundo Santos-
Silva et al. (2002).

L= (C12:0) + 4(C14:0) + (C16:0) (4)
(1.4)= CMUFA+Cw-6)+Cw—23)
(C14:0) + (€C16:0) + (C18:0) 5)
05(ZAGMD) +05(F 0 —6) +3E w—3) + (§25—¢)
(h/H) = (€C18:1w —9) + (C18: 2w — 6) + (C20: 4w — 6) + (C18:3w — 3) + (€20: 5w — 3) + (€22: 5w — 3) + (€C22: 6w — 3) (6)

(C14:0) + (C16:0)

onde: C12:0 (&cido laurico); C14:0 (acido miristico); C16:0 (acido palmitico); C18:0 (acido
estearico); C18:1m»-9 (&cido oleico); C18:2w-6 (&cido linoleico); C18:3w-3 (&cido linolénico);
C20:4w-6 (&cido araquidonico); C20:5w»-3 EPA (&cido eicosapentaenoico); C22:5 DPA (acido
docosapentaenoico); C22:6 DHA (&cido docosahexaendico); MUFA (&cidos graxos

monoinsaturados).
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4.7.  Predicdo da Provavel Composicao de Triglicerideos (TGs) do Oleo de Acai

A composicdo em TGs de materiais oleaginosos naturais, como 0s 6leos vegetais s&o
complexos. Apesar dos modernos métodos de analise, a identificacdo da composicdo de todos
0s TGs dos 6leos ainda € um desafio (INDELICATO et al., 2017), visto que ndo existem
padrBes disponiveis comercialmente suficientes. Neste trabalho as provaveis composicGes de
TGs de 6leos da polpa de agai liofilizado, de cada diferentes localidade e condi¢Ges de operagdo
submetidos a CO,-SE foram previstos com base na teoria aleatoria 1,2,3 (NORRIS & MATTIL,
1947), que assume que cada acido graxo € distribuido aleatoriamente para todas as trés posi¢oes
do moléculas de glicerol de um TG, e podem ser aplicadas no caso em que nao isdbmeros é
distinto (LITCHFIELD, 1972). A fim de realizar essas previsdes, uma aplicagdo computacional
em Excel/VBA desenvolvida pelo nosso grupo foi utilizado. Matematicamente, a aplicacdo gera
todas as combinacgdes possiveis com repeticdo, de trés acidos graxos (elementos k) na estrutura
do glicerol a partir de um conjunto de um determinado tamanho n (composicdo de &cidos
graxos) e todas as permutacBes possiveis de cada combinacdo (ver informacGes
complementares no anexo deste trabalho). Esta metodologia resulta em um grande ndmero de
TGs, entdo os resultados foram descritos por grupos de TGs (NC: NDB) com 0 mesmo nimero
de carbono equivalente (NCE = NC-2.NDB), onde NC é o numero de carbonos, sem o trés
atomos de carbono do glicerol e NDB é o numero de ligacdes duplas; grupos com menos de

1% (m/m) da concentragéo total foram ignorados.

4.8. Predicdo da Solubilidade do Oleo de Acai em CO2 Supercritico

A solubilidade de extratos em um solvente supercritico € um parametro para definir
melhor a condigéo de operacdo (P e T) para obter maiores rendimentos de extragdo. Existem
poucos dados na literatura sobre a solubilidade de 6leos vegetais em CO; supercritico porque
as medicOes experimentais sdo trabalhosas e demoradas e, portanto, caras. Mais dificeis sdo 0s
dados de solubilidade de TGs em CO: supercritico, considerando a dificuldade adicional de
obté-los puros. A previséo por equacfes de estado é uma opcédo para avaliar o comportamento
da solubilidade do 6leo vegetal em uma ampla faixa de pressao e temperatura. Neste trabalho,
a solubilidade do 6leo de acai em didxido de carbono supercritico foi predita com a equacgéo de
estado de Peng-Robinson usando a regra de mistura de van der Waals com dois parametros de
interacdo binarios. O oOleo de acai foi considerado uma mistura multicomponente de acidos
graxos, segundo metodologia descrita por Cunha et al. (2016). O procedimento proposto por

Cunha et al. (2016) correlacionaram com sucesso 0s dados experimentais de equilibrio gas
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(solubilidade) -liquido do sistema de 6leo de palmiste /CO, em pressées entre 103,8-345,5 bar
e temperaturas entre 40-70 °C, com os desvios médios absolutos entre os dados experimentais
e a fracdo em peso de CO> prevista de 0,003 para a fase gasosa (solubilidade) e 0,097 para a

fase liquida.

O célculo da solubilidade da mistura multicomponente em diéxido de carbono usando
uma equacdo de estado requer informacgdes sobre as propriedades termofisicas (temperatura
critica Tc, pressao critica Pc e o fator acéntrico ) de todos os componentes puros que
constituem o sistema multicomponente, a composic¢ao e 0s parametros de interacdo binarios
entre 0s componentes puros e dioxido de carbono. Neste estudo, as propriedades criticas (Tc,
Pc e @) da composi¢ao de acidos graxos do 6leo de agai e os parametros de interagdo bindria
foram calculados anteriormente e descritos em detalhes por Aradjo e Meireles (2000). A fragédo
de massa da fase gasosa do equilibrio gas-liquido calculada pela equacdo de estado para o
sistema multicomponente 6leo de a¢ai/CO. foi convertida em solubilidade para as varias
composi¢des em acidos graxos de acordo com a seguinte equacao:

XiM;.z
MCOz'ZCOZ

50l(goil/gcoz) = )

onde: zi é a fracdo molar do componente i na fase gasosa; Mi € a massa molar de cada
componente.

4.9. Compostos Fendlicos Totais (CFT) e Antocianinas Totais em PLA Antes e Depois
de CO2-SE

A determinacdo de CFT para PLA e polpas apds extracdes com fluido supercritico foram
guantificadas de acordo com a espectrofotometria método descrito por Singleton e Rossi
(1965). A quantificagdo foi realizada em espectrofotometro UV-vis (Thermo Scientific,
Evolution 300, San Jose, EUA) a 760 nm. Para quantificacdo (n = 3), o &cido galico foi usado
como padrdo em diferentes concentragdes (20-100 mg /L r? = 0,99). O conteudo fendlico total
foi expresso em mg de &cido galico equivalente/100 g de material seco (b.s). A quantificagdo
das antocianinas totais foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico diferencial
de pH descrito por Giusti e Wrolstad (2001). As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific, Evolution 300, San Jose, EUA), nos comprimentos de
onda de 510 e 700 nm. Os célculos foram realizados de acordo com as equaces (8) e (9), e 0s

resultados (n = 3) expressos em mg de equivalente de cianidina-3-glicosideo /100 g (b.s).
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Abs = [(Ab5510nm - Ab5700nm)pH1.0 — (Abss1onm — Ab5700nm)pH4.5] ®)

Abs X 103 x MW X FD 9)
(e XL)

Total anthocyanins (mg/L) =

onde: Abs é a absorbancia; MW é o peso molecular relativo a cianidina-3-glicosideo (449,2 g
/mol); FD é o fator de diluicdo dado pela razéo entre o volume de dilui¢do (em litros) e a massa
da amostra (em gramas); € € o aborto molar do 3-glicosideo cianidrico em solucdo tampao de
pH 1,0 a 510 nm (26900 L / mol/cm) e L é o caminho 6ptico.

4.10. Capacidade Antioxidante em PLA Antes e Depois de CO2-SE

Ensaio TEAC (capacidade antioxidante equivalente de trolox): foi determinado de
acordo com um procedimento proposto por Miller et al. (1993) com modificacdes. ABTS™ foi
obtido a partir da reacdo de ABTS 7 Mm solugdo aquosa com persulfato de potassio 140 mM
misturada e mantida em temperatura ambiente por 12-16 h protegida da luz. A solucéao foi
diluida em etanol (P.A) para a absorvancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm. Aliquotas de 30 pL de
cada extrato foram submetidas a reacdo com 3 mL do radical ABTS™. Ap6s 6 min de reacéo,
foi realizada a leitura da absorbancia, utilizando as concentrac6es de Trolox como referéncia
(0,01 a 0,020 mg/mL). Os resultados (n = 3) foram expressos em uM Trolox/g por g em base
seca (b.s). Ensaio DPPH: foi determinado usando o método descrito por Brand-Williams et
al.(1995) com modificacdes. Foi preparada uma solugdo de etanol/agua (70:30, v/v) contendo
DPPH 0,06 mM. Apds ajuste do branco com a solucdo, uma aliquota de 100 puL dos extratos
obtidos por CO»-SE foi adicionada a 3,9 mL desta solugdo contendo 0,06 mM de DPPH. A
diminuicdo da absorbancia a 515 nm foi monitorada por espectrofotometria em intervalos de 1
min durante os primeiros 10 min e depois em intervalos de 5 min até a estabilizacdo (60 min
conforme determinado por um estudo preliminar). Uma curva analitica foi preparada com
Trolox (0,01 a 0,20 mg/L) e os resultados (n=3) foram expressos em uM Trolox/g em base seca
(b.s).
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4.11. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS)

Para se analisar as estruturas morfoldgicas e as microanalises elementares da polpa liofilizada
de acai (PLA), foram utilizadas as técnicas de MEV e de EDS. As capturas das imagens das particulas,
foram realizadas no Laboratério de Microscopia (LMEV/ITEC-UFPA), pela medida visual por
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) (Hitachi, modelo TM 3000, Japéo).

4.12. Parametros de Cor

A caracterizacdo da cor da PLA de acai das localidades Anajas, Chaves e Saraca foram determinadas
utilizando um colorimetro Color Quest XE (Hunter Lab série CQX3470, VA, EUA), equipado com fonte de
luz D65, &ngulo de observacdo a 10° obtendo os valores de L*, a*, b*. As medidas foram realizadas com trés
repeti¢des utilizando o sistema CIELAB (L*, a*, b*) definidos pela Commission Internationale D ’eclairage
(CIE) relato por Minolta (1998). Os resultados expressam a variagdo de cor (AE), seu valor em Croma e
angulo de tonalidade hue calculadas segundo as equacdes 10, 11 e 12. O equipamento foi calibrado nos
seguintes parametros L*=97,51; a*= + 0,34; b*= + 1,73, (dados definidos pelo fabricante).

AE= [(AL*)%+ (Aa*)?+ (Ab*) V2 (10)
Croma = [ (a*)2+ (b*)z]llz (11)
he = arctang (b*/a*) (12)

4.13. Composicao Mineral da Polpa de Agai

A metodologia utilizada foi a descrita por Miyazawa et al. (2009) onde utilizou-se a digestao
Umida com HNO3 + HCIO4 (3:1) em um tubo digestor. Para o procedimento foi utilizado 0,59 do
material liofilizado, transferido para um tubo digestor, adicionados 8 mL de um solu¢cdo HNO3:HCIO4
(3:1), cuja esta solucdo ficou descansando em ambiente refrigerado durante a noite. Posteriormente,
elevou-se a temperatura do tubo digestor para 120°C até o total desprendimento do vapor castanho e
depois a 200°C até o total desprendimento do vapor branco. Apds a digestdo, a solucdao do tubo foi
filtrada e aferida até a marca em baldo volumétrico de 50 mL com agua deionizada. As amostras foram
digeridas em triplicata (1, 2 e 3) e o branco analitico foi preparado pelo mesmo método sem adi¢do da
amostra. A composi¢do mineral foi determinada a partir desta solugdo no Laboratdrio de Analises
Quimicas do Museu Paraense Emilio Goeldi utilizando-se um espectrdmetro de absorc¢éo atbmica de

chama da marca Thermo, modelo ICE3000.
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4.14. Analise Estatistica dos Resultados

Todas as anélises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como
a média de trés repeticdes independentes (n=3). Para verificar a existéncia de diferenca
significativa entre as condic¢Oes de extragcdes com CO»-SE e das PLA de cada localidade, as
médias dos resultados foram submetidas & anélise de variancia e, quando significativas,
comparadas pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade, com auxilio do programa Statistica®,
versdo 7.1 (Statsof, Inc. Tulsa, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo da matéria prima

A densidade real média das amostras de acai apresentaram valores de 1110 + 0,01 kg/m?®

para Anajas, 1090 + 0,01 kg/m? para Chaves e 1080 + 0,01 kg/m? para Saraca. A densidade
aparente das amostras foram de 330 kg/m?. A porosidade do leito foi de 0,7 e o didmetro médio

das particulas foi de 7,6 x 10~* m.
5.2. Rendimento global

A Tabela 1 mostra os rendimentos globais de CO2-SE do 6leo PLA das trés localidades
Anajas, Chaves e Saraca. Os maiores rendimentos foram obtidos com o 6leo PLA de Chaves
que variaram de 55,71 £ 0,22 a 50 °C/350 bar a 57,06 + 0,03 a 70 °C/490 bar; os rendimentos
do Saraca variaram de 55,21 + 0,07 a 50 °C/350 bar a 55,28 + 0,21 a 70 °C/490 bar e os menores
rendimentos foram obtidos do 6leo PLA de Anajas que variou de 49,28 + 0,19 at. 60 °C/420 a
50,35 + 0,19 a 50 °C/350 bar. Os experimentos com CO»-SE do 6leo PLA dos frutos do agai
(Euterpe oleracea) comercial, de regido geografica desconhecida, foram obtidos nas mesmas
condicdes operacionais (P,T) aplicadas neste trabalho, apresentaram rendimentos globais
inferiores: 43,72 a 50 °C/350 bar, 40,78 a 60 °C/420 bar e 45,40 a 70 °C/490 bar (BATISTA et
al., 2016).

A densidade de CO2 sob essas condigdes de operacdo tem exatamente valor constante
igual a 899,23 kg/m?, retirado do NIST Quimica Webbook (banco de dados de referéncia do
padrdo NIST). Densidade é uma propriedade termodindmica importante para definir o poder de
solvatagdo de um solvente em altas pressdes, aumentando a densidade do solvente aumenta seu
poder de solvéncia. Ndo houve influéncia significativa da temperatura e pressao no rendimento
global do 6leo de acai das localidades de Anajas e Saracd, conforme observado pelo teste de
Tukey na Tabela 1, da localidade de Chaves o aumento da temperatura resultou em um aumento
no rendimento global devido ao aumento da presséo de vapor dos compostos da composi¢éo do

oleo de acai que variam conforme a localidade descrito no proximo item.
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Tabela 1- Rendimento global em base seca (Xo, b.s)

Localidade T (°C) P (bar) Rendimento (%)
50 350 50,35 + 0,19°
Anajas 60 420 49,28 + 0,19¢
70 490 49,84 +0,28%
50 350 55,71 +0,22°
Chaves 60 420 56,94 + 0,08
70 490 57,06 + 0,03
50 350 55,21 +0,07°
Saracé 60 420 55,23 + 0,14°
70 490 55,28 + 0,21°

Os dados representam a média + desvio padrdo. As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo
diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 95%, pelo teste de Tukey.

5.3. Composicao de acidos graxos do 6leo de acai

Os perfis de acidos graxos dos 6leos PLA obtidos neste trabalho por CO2- SE a 50 °C/
350 bar, 60 °C/420 bar e 70 °C/490 bar, das diferentes localidades s&o apresentados na Tabela
2. O maior teor de &cido oleico foi encontrado no 6leo PLA de Saraca para todas as condi¢oes
de operacgdes, com valor superior de 64,19% a 60 °C/420 bar; o menor teor foi encontrado em
Chaves (61,65%) a 50 °C/350 bar. O maior teor de &cido linoléico foi encontrado no éleo PLA
de Chaves para todas as condic¢des de operagdo com maior valor de 12,31% a 50 °C/350 bar; o
menor teor foi encontrado no Saraca (9,45%) a 50 °C/350. O maior teor de &cido palmitico
(21,79%) foi encontrado no 6leo PLA de Saraca a 50 °C/350 e 0 mais baixo (21,15%) de Chaves
a 70 °C /490 bar, mostrando que ndo houve diferenca significativa no contetdo do acido
palmitico para todas as localidades e condi¢des operacionais estudadas. Conforme mostrado na
Tabela 2, o efeito na composicdo de acidos graxos do 6leo PLA foi mais acentuado pela
localizagcdo geogréafica do que nas condi¢cdes de operacdo de CO.-SE. Em nosso trabalho
anterior Batista et al. (2016) da polpa liofilizada de frutos de acai (Euterpe oleracea), com
regido geografica desconhecida, submetidos a CO,-SE, foi encontrado menor teor de &cido
oleico de 52,73% e 62,41% a 50 °C/350 e 70 °C/490 bar, respectivamente do que 0s teores
obtidos neste trabalho para todas as localidades e apenas encontrado &cido linoléico (15,54%)
a 50 °C/350 bar.
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Tabela 2- Composicdo de acidos graxos (% em massa) do 6leo de polpa de acai liofilizado obtido por extracdo com fluido supercritico e indices de
qualidade funcional dos 6leos

ANAJAS CHAVES SARACA
Acidos Graxos 50°C 60°C 70°C 50°C 60°C 70°C 50°C 60°C 70°C
350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar

Laurico (C12:0) 0,03 0,14 0,03 0,07 0,03 0,03 0,22 0,03 0,04
Miristico (C14:0) 0,07 0,11 0,07 0,08 0,08 0,08 0,19 0,08 0,08
Palmitico (C16:0) 21,67 21,74 21,68 21,29 21,19 21,15 21,79 21,69 21,57
Palmitoleico (C16:1) (o-7) 3,96 3,90 3,84 3,56 3,46 3,43 3,46 3,53 3,56
Margarico (C17:0) 0,15 0,07 0,15 0,12 0,14 0,14 0,07 0,07 0,14
Oléico (C18:1) (Cis ®-9) 62,18 62,21 62,48 61,65 61,98 62,10 63,99 64,19 64,12
Linoleico (C18:2) (Cis w-6) 11,07 10,87 10,84 12,31 12,17 12,19 9,45 9,55 9,51
Linolénico (C18:3) (»-3) 0,66 0,71 0,65 0,69 0,72 0,72 0,67 0,70 0,75
Araquidico (C20:0) 0,13 0,17 0,18 0,17 0,16 0,11 0,08 0,09 0,18
Behénico (C22:0) 0,09 0,09 0,09 0,06 0,06 0,06 0,08 0,07 0,06
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100
AGS 22,66 22,86 22,67 22,31 22,23 22,18 23,01 22,64 22,64
AGI 77,34 77,14 77,33 77,69 77,77 77,82 76,99 77,36 77,36
MUFA 66,14 66,10 66,32 65,21 65,43 65,52 67,45 67,72 67,68

PUFA 11,20 11,04 11,01 12,48 12,34 12,30 9,54 9,64 9,68

Indeces

P/S 0,49 0,48 0,49 0,56 0,56 0,55 0,41 0,43 0,43
MUFA/PUFA 5,91 5,99 6,02 5,23 5,30 5,33 7,07 7,02 6,99

I A 0,28 0,29 0,28 0,28 0,28 0,27 0,29 0,28 0,28

T 0,54 0,54 0,54 0,52 0,52 0,52 0,54 0,53 0,53

h/H 3,40 3,38 3,40 3,49 3,52 3,53 3,37 3,42 3,44

AGS (acidos graxos saturados); AGI (&cidos graxos insaturados); MUFA (acidos graxos monoinsaturados); PUFA (acidos graxos poliinsaturados). Os desvios
padrdo para todos os acidos graxos foram inferiores a 1,8%. P/S (razdo percentual de poliinsaturados/saturados); A | (indice de aterogenicidade); T I (indice de
trombogenicidade); h/H (hipocolesterolémico/hipercolesterolémico).
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A gquantidade de acidos graxos monoinsaturados (MUFA) obtida é maior do que os
acidos graxos poliinsaturados (PUFA), para todas as amostras estudados (Tabela 2). As maiores
fracbes de MUFA e PUFA foram obtidas nas amostras de 6éleo de agai Saraca (67,72%) e
Chaves (12,48%), respectivamente. A quantidade de é&cidos graxos saturados (AGS) €
comumente usada para a avaliagdo do valor nutricional de éleos com base na razdo P/S
(PREEDY & WATSON, 2010), e como mostrado na Tabela 2, as razdes P/S do dleo de agai
para todas as operacdes as condicOes e locais estdo acima de 0,4, conforme recomendado. O
efeito na composicdo de acidos graxos do 6leo de acai por localizacdo geografica pode ser
observado de forma mais clara através dos valores das razées MUFA/PUFA (Tabela 2). A
maior proporcao média (7,07) foi obtida com o 6leo de acai de Saraca e a menor (5,23) de
Chaves.

As composicOes de acidos graxos do Oleo de acai obtidas neste trabalho confirmam a
semelhanca com os teores encontrados no azeite conforme descritos na literatura, que também
sofrem a influéncia do ambiente e da localizagdo geografica (OLLIVIER et al., 2006; EL-
GHARBI et al., 2018). Ollivier et al. (2006) estudaram azeite de oliva de diferentes localidades
na Franca com os seguintes valores médios de meios de diferentes localidades: MUFA 76,35%
variando de 70,51 a 81,80%, PUFA 8,91% variando de 6,44 a 12,50%; o P/S razdo de 0,6
variando de 0,50 a 0,73 e razdo MUFA/PUFA de 8,57 variando de 5,64 a 12,70%. EI-Gharbi et
al. (2018) avaliaram a influéncia da localizacdo geogréfica no azeite da Tunisia com 0s
seguintes meios das diferentes localidades de MUFA 71,16% variando de 66,12 a 75,11%,
PUFA 15,61% variando de 12,80 a 2,10% e a razdo P/S de 1,19 variando de 1,02 a 1,46 e
MUFA/PUFA proporc¢éo de 4,77 variando de 3,29 a 5,87%.

5.4. Qualidade funcional

A Tabela 2 mostra os indices de qualidade funcional, calculados a partir da percentagens
do dleo de acai saturado, poliinsaturado e MUFA das trés localidades. A relacdo percentual de
acidos graxos poliinsaturados/saturados apresentou valores inferiores a 0,6%, 0 que é
considerado de grande relevancia para os Oleos vegetais devido ao seu potencial e
funcionalidade lipidica, evidenciando seus efeitos em diversos processos benéficos a saude
como a prevencdo e tratamento de doengas como artrite e outras doengas inflamatdrias ou
autoimunes (GRAY et al., 2013). Os resultados do IA e IT foram inferiores a 0,6%, podendo
influenciar positivamente na prevencdo de riscos de problemas cardiovasculares. Em
contrapartida, os resultados da relagdo h/H devem ser avaliados inversamente aos indices 1A e

IT, uma vez que seus valores elevados estdo diretamente ligados ao efeito direto na estimulagédo
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ou prevencdo da aterosclerose e trombose coronariana devido ao seu efeito no colesterol
sanguineo e baixo lipoproteina de densidade (LDL) (ATTIA et al., 2017).

5.5. Provaveis TGs de composic¢éo do 6leo de acai

Neste trabalho as provaveis composi¢des de TGs do 6leo de acai foram previstas para
cada condicdo de extracdo e localidade com base nas composicfes de acidos graxos
apresentadas na Tabela 2. As previsfes foram realizadas usando um aplicativo computacional
em Excel/VBA desenvolvido por nosso grupo apresentado nas informacgdes complementares.
Os perfis de composicdo de TGs de 6leo de agai sdo descritos na Tabela 3 por grupos de TGs
com 0 mesmo numero de carbono equivalente (NCE) e grupos com menos de 1% (m/m) da
concentracgdo total foram ignorados. Os principais TGs previstos, representando mais de 85%
da composicéo total, s&o OO0, POO, OLIO, PLiO e POP com teores variando de 25,26 a
27,97%, 26,16 a 28,44%, 12,34 a 15,15%, 8,37 a 10,45% e 8,95 a 9,68%, respectivamente. Os
menores teores (acima de 1%) foram obtidos para PoOO, PPoO, OL.Li, PLiP e PoLiO. Devido
a falta de informacdo de Composicdo de TGs e a similaridade da composi¢ao de acidos graxos
de 6leo de acai com os teores encontrados nos 0Oleos de oliva e bacaba, verificou-se que a
maioria dos TGs apresentados na Tabela 3 sdo os mesmos encontrados pela analise
cromatografica desses 6leos. Os TGs OLiLi (0,75%), OLIiO (7,79%), OOO (51,7%), POO
(20,8%) e PoOO (1,15%) foram encontrados em amostras de azeite de oliva da Espanha
(ARANDA et al., 2004); os TGs PLiP (0,8%), PLiO (7,74%), OO0 (35,81%), POP (3,56%) e
POO (21,72%) foram encontrados em amostras de azeite da Franca (OLLIVIER, et al., 2006);
e 0s TGs PLiO (4,31%), O0O0 (50,52%), POO (20,20%), PoLiO (2,09%), PPoO (4,31%) foram
encontrados em amostras de azeite de Portugal (AMARAL et al., 2010). Os TGs OLiLi (2,8%),
PLIiP (1,3%), OLIiO (13,6%), PLiO (7,1%), OO0 (37%), POP (5,5%) e POO (24,5%) foram

encontrados por Filho et al. (1995) em amostra de dleo de bacaba.
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Tabela 3- Provaveis composicoes de triglicerideos (% em massa) do 6leo de acai (Euterpe oleracea) extraido com CO> supercritico.

ANAJAS CHAVES SARACA

NC-2NDB  Grupo TG 50°C  60°C _ 70°C _ 50°C _ 60°C _ 70°C__ 50°C _ 60°C _ 70°C
350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar 350bar 420 bar 490 bar

52:4 PoLiO 174 169 166 175 169 167 134 137 138

44 54:5 OLiLi 243 236 234 302 297 297 182 18 185

PLIP 166 165 163 180 177 176 143 142 141

50:2 PPOO 341 338 332 302 294 290 308 311 313

46 POOO 489 483 478 438 429 426 452 460 466

5213 PLIO 9052 942 937 1045 1033 1032 840 842 837

54:4 OLiO 1365 1348 1350 1513 1510 1515 1234 1245 1244

280 PPP 108 110 1,08 i i i 110 1,08 106

48 50:1 POP 932 942 937 903 899 895 968 955 949

52:2 POO 2673 2696 2701 2616 2630 2629 2844 2827 2823

54:3 000 2557 2571 2595 2526 2563 2573 27,84 27,89 27,97
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5.6. Solubilidade prevista do 6leo de acai em CO2 supercritico

A equacéo de estado de Peng Robinson foi selecionada para prever o solubilidade do
sistema multicomponente 6leo de agai/CO> com base nas composi¢fes de acidos graxos da
localidade de Chaves (Tabela 2). Os valores de solubilidade previstos nas mesmas condigdes
operacionais dos experimentos de rendimentos globais foram: 0,082 g 6leo/g CO, a 50 °C/350
bar, 0,093 g 6leo/g CO2 a 60 °C/420 bar e 0,108 g 6leo/g CO2 a 70 °C/490 bar. Essas previsoes
corroboram com o comportamento dos rendimentos globais que aumentam com o0 aumento da

pressdo e da temperatura.

A Fig. 1 mostra as isotermas de solubilidade (50, 60 e 70 ° C) previstas para uma faixa
de pressdo de 200 a 550 bar. Considerando que a densidade de o solvente define seu poder de
solvéncia, onde a densidade aumenta em temperatura constante com aumento da pressdo e em
constante pressdo, a densidade aumenta com a diminuicdo da temperatura. A Fig. 1 mostra que
um aumento isotérmico na pressao aumentou a solubilidade devido a um aumento na densidade
do solvente e, portanto, o poder de solvatacdo, mas na faixa de 300 bar, o cruzamento isotérmico
ponto ocorrido, descrito na literatura pelo fenbmeno de crossover, onde foram observados
diferentes comportamentos de solubilidade em condi¢bes isobaricas. Abaixo do ponto de
cruzamento isotérmico o efeito de densidade é predominante, a solubilidade aumenta devido ao
aumento da densidade na temperatura constante com o0 aumento da pressdo e devido a
diminuicdo da temperatura na pressdo constante, mas acima do ponto de cruzamento a
solubilidade aumenta com o aumento da temperatura devido ao efeito da pressdo de vapor dos
compostos da composicao do 6leo de acai. Experimentos de isotermas de solubilidade descritos
na literatura de alguns 6leos vegetais em CO> supercritico apresentaram valores semelhantes a
pressdo de ponto de cruzamento isotérmico predito neste trabalho para o 6leo de acai: 300 bar
para 6leo de soja King e Bott (1995), entre 280 a 340 bar para 6leo de noz de pistache Palazoglu
e Balaban (1998) e 350 bar para 6leo de amendoim (GOODRUM & KILGO, 1987).
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Figura 1- Solubilidade do 6leo de acai em dioxido de carbono supercritico prevista pela

equacéo de Peng-Robinson
5.7. Concentracdes de CFT e antocianinas na polpa de acai antes e depois de CO2-SE

Os contedos de CFT na PLA apresentaram diferencas significativas entre as
localidades estudadas (Anajas, Chaves e Saraca), com variacdes média de 736,65 a 1542,82 mg
EAG/100 g (b.s). No entanto, apds o CO»-SE, as concentracbes mais altas foram obtidas na
condicdo de 60 °C/420 bar (Fig. 2A). Os teores de antocianinas totais também apresentaram
variac@es significativas, com valores médios variando de 514,21 a 1151,37 mg cianidina-3-
glicosideo /100 g (b.s), com destaque para a localidade de Chaves com os teores mais elevados
em relacdo as restantes localidades (Fig. 2B). Apesar da grande variacdo observada, 0S
conteudos do CFT foram semelhantes aos relatados por Batista et al. (2016) para PLA e apds
CO2-SE a 60 °C/420 bar. Por outro lado, as concentracGes de antocianinas obtidas neste estudo
foram proximas as de Euterpe precatoria Mart. (868,91 mg / 100 g (b.s.)) cultivado na regido
de Manaquiri do Estado do Amazonas, Brasil de Yuyama et al. (2011) e semelhante ao
encontrado no extrato de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) (1071 mg/100 g), obtido com 90%
de CO2 supercritico, 5% de H20 e 5% de etanol (PAES et al., 2014). Isso pode ser observado
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nas Figuras 2A e 2B que as concentracGes de CFT e de antocianinas totais na polpa do acai
apos CO,-SE apresentaram tendéncia de concentracdo dos compostos bioativos. Com varia¢es
significativas entre as condicdes aplicadas no processo e os locais de coleta dos frutos, existe
uma grande influéncia dos parametros do processo como: temperatura, pressdo e suas

respectivas densidades de CO2 nas concentragdes de compostos com potencial antioxidante.
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Figura 2- Conteudo fendlico total da polpa de acai liofilizada (A) e conteldo total de antocianina na polpa de acai liofilizada (B) antes e apds a

extracdo de CO> supercritico nas localidades de (m) AN-Anajas, (m) CH-Chaves e (m) SA-Saraca.
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5.8. Capacidade antioxidante in vitro da polpa de agai antes e ap6s CO2-SE

A capacidade antioxidante da PLA dos frutos de acai apds extracdo com CO: - SE, para
as localidades de Chaves, Saraca e Anajas, apresentou alta capacidade antioxidante para ambos
0s métodos aplicados (ensaio TEAC e DPPH). No entanto, essa acdo é diferenciada entre as
localidades e as condicGes analisadas (Tabela 4). Dentre as condigdes avaliadas, os extratos de
PLA apos extracao a 60 °C/420 bar e 70 °C/490 bar apresentaram alta capacidade antioxidante,
assim como as maiores concentracfes em CFT e antocianinas totais, respectivamente (Figuras
2A e 2B). Essa relagdo é justificada pela premissa de que os compostos fendlicos e 0s pigmentos
de antocianinas apresentam uma estrutura ideal para a desativacdo de radicais livres, tendo
relacdo direta com a capacidade antioxidante in vitro, contribuindo de diferentes formas para a
capacidade antioxidante dos extratos vegetais (KARABIN, et al., 2015). Por outro lado,
variagOes significativas (p <0,05) nos compostos bioativos foram observadas entre as
localidades estudadas, refletindo na variagcdo do potencial antioxidante dos extratos de cada
localidade avaliada neste trabalho. Com variagcdes médias entre 39,54 uM Trolox /g (b.s) e
140,70 uM Trolox /g (b.S) pelo método TEAC. Além disso, os valores médios para 0 ensaio
DPPH variaram entre 707,56 uM Trolox/ g (b.s) e 1533,45 uM Trolox/g (b.S). No entanto, na
condicdo de 60 °C/420 bar, a polpa apés CO2-SE da localidade de Chaves apresentou maior
antioxidante capacidade de sequestro do radical DPPH, significativamente maior do que o
valores obtidos para Saraca e Anajas nas mesmas condicdes de extracdo. Os extratos de mirtilo
(Vaccinium myrtillus L.) apds o COz - SE com cossolvente apresentaram variagcdo média de 199
uM Trolox /g (b.s) TEAC e 1658 uM Trolox /g DPPH (b.s) (PAES et al., 2014), proximo aos
obtidos neste trabalho para extrato da polpa de acai apdés CO2-SE. Em geral, para ambos os
métodos utilizados, a capacidade antioxidante apresentou valores elevados para as condicdes
com altas concentracfes de CFT e antocianinas totais. Além disso, a grande variacdo no CFT e
na variagdo do teor de antocianinas totais suportam a evidéncia de que a composic¢éo dos frutos
do acai pode ser influenciada pelo fator de localidade, refletindo na variacdo da composicao
quimica dos frutos, bem como na concentracdo de compostos bioativos. Esse fato também foi

observado para outras frutas da regido amazonica (SOUSA et al., 2018).
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Tabela 4- Capacidade antioxidante dos extratos de Euterpe oleracea Mart. obtidos de polpas apds CO»-SE.

TEAC (UM Trolox/g) DPPH (1M Trolox/g)
Anajas Chaves Saraca Anajas Chaves Saracé
Polpa Liofilizada 39,54 + 0,85° 57,95 + 0,892 41,61 + 0,69° 707,56 +£19,12° 936,82 + 3,022 804,00 + 14,96"
T°C/P(bar) CO,-SE
50/350 54,04 + 1,60° 136,27 + 1,682 59,07 + 1,14° 978,63 +29,25°  1341,79 +27,53* 1080,68 + 42,11°
60/420 65,96 * 1,66° 139,31 + 2,022 73,56 + 1,37° 1076,49 + 32,18° 1533,45 + 71,15% 1141,21 + 48,92°
70/490 65,85 + 1,06° 140,70 £ 2,572 75,06 + 0,89° 974,10 + 18,07°  1063,67 + 67,36 1061,35 *+ 28,69?

Os dados representam a média + desvio padrao (base seca). Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si com 95%

de significancia, pelo teste de Tukey.
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5.9.

Dispersiva (EDS), Parametros de Cor e Composi¢do Mineral da Polpa de Acai

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia

As anélises para se caracterizar as superficies morfoldgicas e as microanalises elementares

da polpa liofilizada de acai foram realizadas em tempo suficiente e necessario para serem obtidos

depdsitos de espessuras estimadas da ordem de 2 mm. As Figuras 3A/3B, 4A/4B e 5A/5B mostram

a superficie da estrutura e o espectro de EDS correspondente da polpa de acai, para tempos de

deposicdo de 60 minutos e para o0 espectro de 5 minutos. A Tabela 5, apresenta os teores percentuais

dos elementos quimicos determinado pelo espectro em espessuras estimadas da ordem de 80 um da

amostra do MEV.

Specirum 1

0 2 4 [ g 10 12 14 16 18 20
Full Scale 5827 cts Cursor: 0.000 keV
A 4 ga >4 | oagie X
TM3000_7407 2017/02/16 1536 F  D4.9 x40 2mm
B
Figura 3- Estrutura da superficie da polpa de acai da localidade Anajas.
A — MEV da superficie, com aumento de 40 x; B — espectro de EDS para a area analisada.

Spectrum 1
+ 6 8 W 12 #1682

14:27 F D47 x40 2mm

2017/02/09

TM3000_7333

A

2
Full Scale 501 cts Cursor: 0.000

B

Figura 4- Estrutura da superficie da polpa de acai da localidade Chaves.
A — MEV da superficie, com aumento de 40 x.
B — espectro de EDS para a rea analisada.
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Figura 5- Estrutura da superficie da polpa de acai da localidade Saraca.
A — MEV da superficie, com aumento de 40 x.
B — espectro de EDS para a area analisada.

Tabela 5- Porcentagem dos elementos presentes nos depdsitos obtidos da polpa liofilizada de

acai de cada localidade.

Elementos Anajas Chaves Saracé
% O 90,398 72,930 85,943
% S 3,783 2,903 5,523
% K 4,397 15,715 5,593
% Ca 1,422 2,443 2,941
% CI ; 3,060 ;
% P ) 2,949

Nas Figuras 3A a 5A, estdo apresentadas as imagens obtidas por MEV exibindo a forma
e 0 aspecto das particulas da polpa de acai. Observa-se que as particulas apresentaram formas
e tamanhos variados, mostrando irregularidades em sua estrutura e é possivel concluir que a
fibra do acgai apresenta rugosidades (porosidades) e pontos luminosos que pode ser pela
presenca de materiais lipidicos para todas as localidades. Os pontos, destacados nas Figuras 3B
a 5B, foram analisados quanto a composi¢do quimica através da Espectroscopia de Energia
Dispersiva de raios-X, o qual demonstra que ha presenca destacada de oxigénio, potassio e

calcio.

Pode-se observar na Tabela 5, o elemento quimico que apresentou um maior percentual
para todas as localidades foi o oxigénio (O) e houve uma diferenca no teor de potassio (K) para
a localidade de Chaves em relacdo aos municipios de Anajas e Saracd, onde a polpa de acai do
municipio de Chaves também apresentou mais dois elementos quimicos o cloro (Cl) e o fésforo
(P). A presenca do oxigénio era prevista, pois € um elemento presente em fibras de matérias
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vegetais as quais séo formadas por componentes estruturais e componentes ndo-estruturais, tais
COMO agua e minerais.

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores médios dos parametros colorimétricos da polpa
de acai liofilizada. As polpas das trés localidades de coleta dos frutos apresentaram valores
baixos para a coordenada L*, indicando que as amostras apresentaram tendéncia a coloracao
roxa, tendendo ao preto. Nao havendo variacgdes significativas entre as localidades.

Tabela 6- Parametros colorimétricos da polpa de acai.

Localidade L* a* b* Croma AE Angulo Hue

Anajas/polpa liofilizada 12,56 + 0,29° 1,47 +0,13° 2,92 + 0,05* 3,22 +0,01° 12,97 0,03
Chaves/polpa liofilizada 12,87 +0,30* 5,66 + 0,09* 2,70 +0,08* 3,77 +0,02° 15,07 0,04

Saracé/polpa liofilizada 12,14 +0,34% 4,23 +0,24° 3,16 + 0,06* 5,27 +0,04* 12,34 0,01

Dados expressos a média + desvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem pelo teste de a 95% de
probabilidade.

Em relacdo ao parametro a*, os valores foram positivos, indicando que as amostras
tendem ao vermelho, com destaque a polpa dos frutos da localidade Chaves, pois apresentou
valores superiores em comparagdo as localidades Anajas e Saraca. Além disso, os valores
encontrados na polpa dos frutos da localidade Chaves, foram pelo menos duas vezes superiores
ao encontrado na polpa de acai por Cipriano (2011) de 2,63. Para a coordenada b*, a amostra

mais proxima ao roxo foi Chaves, com valor médio igual a 2,70 + 0,08.

Quanto aos valores observados para o parametro croma, que define intensidade e pureza
da cor como um todo, as polpas liofilizadas de acai das localidades Anajas e Chaves sdo
semelhantes entre si. Todavia, a polpa da localidade Saraca se diferencia das demais
localidades, com valor superior em relacao as demais localidades estudadas. Nesse sentindo, 0s
valores apresentaram cor saturada e pura em relacdo ao branco, com intensidade e tonalidade
para o vermelho. O parametro °Hue que representa a tonalidade da cor, foram todos positivos,
entretanto, estdo proximos ao zero, representando a faixa de cor entre o vermelho e roxo, porém

préximo a cor rosa.

Quanto as caracteristicas colorimétricas, a cor dos alimentos é um atributo de qualidade,
ndo s6 servindo de base para a identificagdo e aceitagdo de pardmetros de qualidade pés
processamento, mais possivelmente operando como indicador da concentragdo de pigmentos

presentes na polpa dos frutos de acai pds processamento liofilizada.
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Em relacdo aos minerais, obtiveram-se 0s seguintes resultados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Composicdo mineraldgica das polpas liofilizadas de agai dos trés municipios

Média (ug/g)

Minerais Anajas Chaves Saracd
Ca 4951,55 + 563,16%°  5233,20 + 1246,42%° 5540,41 + 994,457
Mg 1018,02 + 204,26 1191,93 + 64,89° 1116,18 + 8,16
Mn 0,61 +0,08" 0,45 +0,01° 0,90 + 0,04
Zn 16,97 + 3,00° 17,09 + 0,49° 24,06 + 4,25
Fe 59,86 * 7,85" 45,85 + 1,82° 137,79 + 22,58
Cu 25,56 + 1,33° 26,01 +0,29° 29,69 + 2,55

Dados expressos a média + desvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo teste de a 95% de
probabilidade.

Com os resultados do perfil de minerais pode ser observado que os elementos Ca e Mg
na polpa liofilizada do acai das trés regifes estudadas foram os mais abundantes, com
concentracdes que variaram de 4951,55 ug/g a 5540,41 pg/g. A concentracdo de Fe na polpa
de acai, apresentou um valor maior para localidade de Saracd em relacdo as outras duas
localidades. Segundo Yuyama et al. (2011), relatam que apesar da concentracdo de Fe no suco
de acai seja baixa, os atributos inerentes ao fruto como fonte de energia e o colocam como

destaque por estar ajudando os grupos populacionais da Amazonia.
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6. CONCLUSAO

O oleo de polpa de acai liofilizado de trés municipios da regido norte do Para-Brasil,
obtido por extracdo supercritica de CO>, nas seguintes condi¢des experimentais: 50 °C/350 bar,
60 °C/420 bar e 70 °C/490 bar foram estudados para avaliar os efeitos da temperatura, pressao
e localizacdo geografica no rendimento global e na composicdo de acidos graxos. As
composigdes de &cidos graxos do Oleo de agai obtidas neste estudo confirmam a semelhanca
com os teores encontrados no azeite de oliva descritos na literatura, que tambem sofrem
influéncia do ambiente e da localizacdo geografica. O efeito na composicdo de acidos graxos
do o6leo de acai foi mais acentuado pela localizacéo geografica do que as condicGes de operagédo
de extracdo. As provaveis composicdes de TAGs do 6leo, preditas com base no perfil de
composi¢do de &cidos graxos, apresentaram a maioria dos TAGS com 0S mesmos niveis
encontrados pela analise cromatografica dos Oleos de oliva e bacaba. Os principais TAGS
previstos, representando mais de 85% da composicdo total, que sdo: OO0, POO, OLIO, PLiO
e POP. Os maiores rendimentos foram obtidos com o 06leo de acai da localidade de Chaves que
variaram de 55,71 + 0,22 a 50 ° C/350 bar. A equacdo de estado de Peng Robinson foi
selecionada para predizer a solubilidade do sistema multicomponente 6leo de agai /CO2 com
base nas composicdes de acidos graxos da localidade de Chaves. Os valores de solubilidade do
6leo de acai nas mesmas condicBes operacionais dos experimentos de rendimento global
mostraram 0 mesmo comportamento dos rendimentos globais que aumentam com o aumento
da pressao e da temperatura. Os indices de aterogenicidade e trombogenicidade, assim como a
relacdo h/H, sugerem que o 6leo de acai pode influenciar positivamente na prevencao de riscos
de problemas cardiovasculares. Para os compostos fenolicos totais, antocianinas totais e
capacidade antioxidante obtida antes e apds a extracdo com CO: supercritico, os melhores
resultados foram alcancados sob o condic¢des de extracdo de 60 °C/420 bar e 70 °C/490 bar
para a localidade de Chaves, que contribui para o éleo de acai, junto com as antocianinas, um

efeito antioxidante e protetor contra muitas doencas, principalmente doencas como o cancer.

Alem disso, a polpa liofilizada do acai das trés diferentes localidades reune
caracteristicas em sua estrutura, de formas irregulares completamente porosas indicando um
vegetal fibroso, tal como a presenca do elemento quimico oxigénio em abundancia na sua
composicao. Quanto as caracteristicas colorimétricas, a cor do acgai € um atributo de qualidade,
ndo so servindo de base para a identificacdo e aceitacdo de pardmetros de qualidade pos

processamento, mais possivelmente atuando como indicador da concentragdo de pigmentos a
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exemplo das antocianinas. Portanto, com base nos resultados obtidos de minerais as polpas
indicam que os frutos de acai podem ser consideradas como uma boa fonte de Ca e Mg.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: In this work supercritical CO2 was applied to extract lyophilized acai (Euterpe oleracea) pulps (LAP) oil from three
Agai (Euterpe oleracea) municipalities in the state of Par4, Brazil: Anajas, Chaves, and Saraca to evaluate the effects of tempera-ture, pressure, and
Fatty acids geographically localization on the global yield and fatty acid composition. The operational conditions were: 50 °C/350 bar, 60
;;iz:gycem's °C/420, and 70 °C/490 bar. The bioactive compounds contents present in the pulp before and after the extraction were

Bioactive compounds determinate. The highest yields (57.06%) were obtained of LAP oil from Chaves.The effect on fatty acid composition of LAP
oil was more accentuated by geographically location than CO2-SE operating conditions. The triacylglycerols (TAGs)

composition of the acai oil samples were pre-dicted based on the fatty acid profile. The main TAGs predicted, representing more
than 85% of the total composition, are 000, POO, OLiO, PLiO and POP. The solubility values of acai oil predicted applying
the Peng-Robinson equation of state at the same operating conditions of global yield experiments showed the same be-havior
of the global yields that increases as pressure and temperature increases. After the extractions, there was an increase of bioactive

compounds concentrations and antioxidant capacity in the acaf lyophilized pulp from all municipalities.

1. Introduction

Acai (Euterpe oleracea Mart.) is a typical and popular fruit commonly
found in varzea and igap6 lands in the north of South America, mainly in the
Amazon region. Its oleaginous fruits are used in the preparation of beverages
widely consumed by the regional populations and its en-ergy characteristic
increases its economic potential [1,2]. It has been observed, in recent years,
great interest and investments in research on this fruit, due to its beneficial
health properties, such as bioactive compounds, antioxidant capacity, and
phenolic compounds, especially anthocyanins [3,4]. The antioxidant effect is
attributed to polyphenols, mainly the two main anthocyanins: cyanidin 3-
glycoside and cyanidin 3-rutinoside [4—6], since it prevents some degenerative
and cardio-vascular diseases [7-9]. Another notable feature of acai is its lipid
profile, rich in monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty
acids, similar to olive oil, with a much higher MUFA content in relation to
PUFA [6,10,11]. According to Schauss, et al. [6,12] the
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following fatty acids were found in Euterpe oleraceae: MUFA (60.6%,) where
oleic acid is the major fatty acid found (56.2%), PUFA (13.3%), represented
by linoleic acid (12.5%) and saturated fatty acids (26.1%) represented by
palmitic acid (24.1%).

The great interest of food and pharmaceutical industries in oils with high
content in MUFA and PUFA are related to diseases prevention [13-15]. Acai
oil contains high oil content consisting mostly of oleic acid (O) which may be
considered similar to olive oil. Triacylglycerols (TAGs) are the principal
components of vegetable oils compositions (95-98%) and may contain
different fatty acids in the glycerol back-bone. The main TAG found in olive
oil is triolein (O00), which is composed of one molecule of glycerol and three
oleic acid (O), with contents that vary with the variety the environment and
geographical location, with an average concentration in oleic acid with a range
of 80.4% for samples from Spain and 68.3% from France, and an average
concentration in OO0 of 51.7% for samples from Spain and 35.8% for Aix-en-
Provence variety from France samples [16,17]. Except Yuyama
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et al. [18] who studied the changes in fatty acid composition of agaf (Euterpe
precatoria Mart.) oil from different localities, no information of environmental
and geographical location influence on fatty acid com-position of acai (Euterpe
oleracea Mart.) oil was published. In addition, there is no data in the literature
of the TAGs composition of agaf oil.

Acai oil is generally obtained by conventional extraction using large
amounts of organic solvents, in addition to requiring a long process time, which
can lead to the thermolabile compounds degradation [19,20], becoming a more
expensive final product. It is worth noting that, in addition to the acai fruit and
its by-products industrially pro-cessed, they also have great potential for
application due to their nu-tritional values [21]. Therefore, it is necessary to
study methods that provide extracts free of residues while maintaining their
properties of interest, providing high quality product. All of these
characteristics are highlighted to the supercritical carbon dioxide extraction

(CO2-SE) as the superiority of the process over the conventional extraction
using organic solvent has been extensively describes in the literature.

The application of supercritical technology using carbon dioxide as solvent
to extract vegetable oils from fruits with occurrence in Amazon region, with
indicated high nutritional values, have been studied by our research group
[22,23]. Commercial agai (Euterpe oleracea) fruits, from unknown geographic
region, were submitted to CO2-SE at different temperatures (50-70 °C) and
pressures (150—490 bar). The highest global yield was obtained in the 70 °C
isotherm. The fatty acid profiles of lyophilized acai pulp oil obtained by CO2-
SE under different oper-ating conditions showed that monounsaturated fatty
acid (MUFA) was higher than polyunsaturated fatty acids (PUFA). The main
MUFA was oleic acid (C18:1) with higher concentration (65.81%) at 50 °C/220
bar. As for PUFA linoleic (C18:2) was found only at 50 °C/350 bar (15.54%)
and 70 °C/220 bar (12.59%). Only traces of linolenic acid (C18:3) were found
inall experimental conditions. The best total phenolic com-pounds (TPC) result
for the lyophilized pulp before and after CO2-SE was obtained at 50 °C/350
bar condition and the best anthocyanin contents was at 50 °C/220 bar condition
[22]. The specie Oenocarpus bacaba (Bacaba-de-leque), which belongs to the
same Arecaceae family of the agai palm, was submitted to CO2-SE at different
temperatures (50-60 °C) and pressures (150—420 bar) [23]. The maximum oil
yields were reached at 50 °C/350 bar (45.23%) and 60 °C/270 bar (45.90%)
which were higher than those obtained to acai (Euterpe oleracea) oil extracted
with supercritical CO2 at 50 °C/350 bar and 60 °C/420 bar with approximately
43 and 40% vyield, respectively [22]. The oleic acid (65.38—66.24%) is
predominant in the bacaba-de-leque oil composi-tion, independent of the
extraction conditions. The fatty acid compo-sition profile of the bacaba-de-
leque oil was used to predict the solu-bility of the oil in supercritical CO2, and
to estimate the TAGs composition using an Excel application developed by our
group, which was validated when compared with TAGs composition published
in the literature.

From the engineering point of view the prediction of TAGs com-position
is an important parameter to calculate its physical properties and then represent
the oil in process simulation, considering the chal-lenge to identify all the
possible TAGs in a vegetable oil, besides the innumerous analysis methods
[24]. The prediction of the solubility of the natural extracts in the supercritical
solvent, in the absence of ex-perimental measurements under the operating
conditions of interest, is an important parameter for the design and optimization
of the super-critical extraction process, which can be predicted for a wide range
of temperature and pressure employing equation of state [23,25,26].

To the best of our knowledge, in addition to the lack of information on the
changes in fatty acid and TAGs composition with the environ-mental and
geographical condition of agai oil (Euterpe oleracea Mart.), there is no
information about the solubility of acai oil in carbon dioxide. Therefore, in this
work, the lyophilized acai pulp (LAP) oil from three municipalities in the
northern region of Para-Brazil, obtained by CO2 supercritical extraction (CO2-
SE) were studied in terms of global yield isotherms and fatty acid compositions.
The TAGs composition of the
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LAP oil samples were predicted based on the fatty acid composition profile.

The lyophilized acai pulp before and after the extraction with supercritical CO2
were evaluated for total phenolic compounds (TPC), anthocyanins, and
antioxidant capacity. In addition, the Peng Robinson EOS was applied to

predict the acai oil solubility in supercritical CO2.
2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Carbon dioxide (99.90%) pure was supplied by White Martins Ltda.
(Belém, Parg, Brazi I). The reagents gallic acid, folin-Ciocalteu, trolox, DPPH
(2,2-diphenyl-1- 104  picrylhydrazyl), ~ABTS [2,2%-azino-bis  (3-
ethylbenzothiazoline) 6-sulfonic acid], were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) and ethanol (99.5%) was purchased from Dindmica Ltda.
(S&o Paulo, Brazil)

2.2. Agai (Euterpe oleracea) samples

Acai fruits were collected from Anajés (0° 59'13"South latitude and 49° 56'
24" West longitude), Chaves (0° 9" 37" South latitude and 49° 59' 18" West
longitude), and Saracé island, located in Limoeiro do Ajuru (01° 53" 39" South
latitude and 49° 22' 57" West longitude) municipalities in the state of Para-
Brazil, in July 2017. In this study the Euterpe oleracea fruits from different
localities were identified according to the municipalities names.

2.3. Lyophilized acai pulp (LAP) samples

The fruits of acai, 4 kg of each locality, were selected, washed and
immersed in drinking water at 60 °C for 15 min, to facilitate the pulp separation.
The mechanical pulping was performed using drinking water in 2:1
(fruit:water, w/v) proportion in a stainless steel vertical machine (METVISA®
DG.10, Belém, Brazil). The acai pulp samples were stored in plastic bags and
frozen at -18 °C for one week. The frozen pulp was dehydrated by
lyophilization for 72 h in the lyophilizer (Liotop, L101, Séo Paulo, Brazil), then
vacuum packed and kept under refrigeration at 5 °C for four months. The
particle size was analyzed using Tyler sieves (WS Tyler, USA) -8 + 28 mesh
and the mean particle diameter was determined according to ASAE method
[27]. The sample real density was determined using a Helium Picnometer
(Quanta-chrome, Ultrapyc 1200e, EUA). These analyses were done in
triplicate. Equation 1 shows the apparent density. The bed porosity was de-
termined by the relation between the apparent and real densities, ac-cording to
Equation 2.

@)
Where: pa is the apparent density, m is the sample mass and V is the sample
volume
e=1 7/7a7
pr @
Where: ¢ is the bed porosity and pr is the true density of the sample

2.4. Extraction procedures: CO2 - SE

The assays were carried out in a Spe-ed ™ SFE (Allentown, PA, EUA
model: 7071 of Applied Separations), equipped with a 0.05 L vessel, with the
following dimensions: internal height of 0.3231 m and internal diameter of
0.0142 m. The global yield isotherms were performed under the following
experimental conditions: 50 °C/350 bar, 60 °C/ 420 bar, and 70 °C/490 bar. In
these conditions, Batista et al. [22] ob-tained the best global extraction yields,
of which the density of carbon dioxide (CO2) is near 900 kg/m3. The CO2 used
was (99.9% pure, White Martins, Parg, Brazil), and the extraction was
performed in two

65



M.P. Silva, et al.

stages: static period (period in which the solvent and the solute comes
into contact in a closed regime) of 1800s and a dynamic period (period
in which the system is opened, keeping the flow constant by releasing
the solvent in the gas phase and the precipitated extract was stored in a
collection flask) of 10,800 s, using a solvent mass flow rate of 8.85 x 10
-5 kg/s and 0.005 kg of dry basis sample. The experiments were per-
formed in duplicate. The global yield was calculated in relation to the
extract mass and the solid acai matrix mass on a dry basis (d.b.), ac-
cording to Eq. (3).

x 100

A _ extract
Op.s=

m X(1
sample ( — 100 ) (3)
Where: Xob . s is the global yield (%); Mextract is the oil mass; msample is the

sample mass and Ua is the moisture of the sample.
2.5. Fatty acids composition of agai oil

The fatty acid compositions of acai oil samples from different mu-
nicipalities were determined by gas chromatography (GC) using the
AOCS Ce 1-62 method [28]. The fatty acid methyl esters were prepared

by the AOCS Ce 2-66 method [29]. The analysis was performed on a
Shimadzu GC-2010 gas chromatograph equipped with a flame ioniza-

tion detector (FID)  with a capillary column TG-WAX MS

0.32 mm x 0.25 u).The operating conditions were: Column Tempera-
ture program: 50 °C (60 s), heating rate of 10 °C/min to 250 °C (480 s);
the injector and detector temperature were 250 °C; hydrogen was used
as carrier gas with linear velocity of 0.2 m/s. The experiments were
performed in duplicate.

(30mx

2.6. Lipids nutritional quality indexes

A better approach for the lipids nutritional evaluation is the use of
indices based on the fatty acid composition and its functional effects.
These indexes are the atherogenicity index (Al) — Eq. (4), and the
thrombogenicity index (TI) — Eq. (5), as defined by Ulbricht and
Southgate [30], as well as the hypocholesterolemic/hypercholester-
olemic fatty acid rate (h/H) - Eq. (6), according to Santos-Silva et al.
[31].

C12:0+4(C14:0) + C16:0

T SMUFA+Y 0 -6+Y 0 -3 )
T
_ C14:0+C16:0+C18:0
T 050 MUFAY+050 w-6)+30 w-3)+ . w-3/y w-06)
®)
C18: 1w9 + C 18: 2w6 + C 20: 46 + C 18: 3w3 + C20
h/H= 503+ C22:503 + C 22: 603
C14:0+C16:0 (6)

Where: C12:0 (lauric acid); C14:0 (myristic acid); C16:0 (palmitic acid);

C18:0 (stearic acid); C18:1 w-9 (oleic acid); C18:2 w-6 (linoleic acid);

C18:3 w-3 (linolenic acid); C20:4 w-6 (arachidonic acid); C20:5 w-3

EPA (eicosapentaenoic acid); C22:5 DPA (docosapentaenoic acid);

C22:6 DHA (docosahexaenoic acid); MUFA (Monounsaturated Fatty

Acids).

2.7.  Prediction of probable triacylglycerols (TAGs) composition of agai oil
The composition in TAGs of natural oleaginous materials such as

vegetable oils is complex. Despite the modern methods of analysis, the

identification of all the TAGs composition of oils is still a challenge

[24], as there are not enough commercially available standards. In this

work the probable TAGs compositions of lyophilized acai pulp oils, of

each locality and different operating conditions submitted to CO2-SE
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were predicted based on 1,2,3 random theory [32] which assumes that
each fatty acids is randomly distributed to all three positions of the
glycerol molecules of a TAG, and could be applied in the case when no
isomers is distinguished [33]. In order to carry out these predictions a
computational application in Excel/VVBA developed by our group was
used (see supplementary information). Mathematically the application
generate all possible combination with repetition, of three fatty acids
(k-elements) in glycerol backbone from a set of a given size n (fatty acid
composition) and all possible permutation of each combination (see in
Reference [34]). This methodology results in a large number of TAGs,
then the results were described by groups of TAGs (NC:NDB) with the
same equivalent carbon number (ECN = NC-2.NDB), where NC is the

number of carbons, without the three carbon atoms of the glycerol, and
NDB is the number of double bonds; groups with less than 1% (w/w) of

the total concentration were ignored.

2.8. Prediction of acai oil solubility in supercritical CO2

Extracts solubility in a supercritical solvent is a better parameter to
define the operating condition (P and T) to obtain higher extraction
yields. Few data exists in the literature concerning the solubility of

vegetable oils in supercritical CO2 because the experimental measure-
ments are laborious and time-consuming and therefore costly. More

difficult are solubility data of TAGs in supercritical CO2 considering the
additional difficulty of obtaining them pure. The EOS prediction ap-
proach is an option to evaluate the behavior of solubility of vegetable
oil over a wide range of pressure and temperature. In this work the
solubility of acai oil in supercritical carbon dioxide was predicted with
the Peng-Robinson equation of state using the van der Waals mixing
rule with two binary interaction parameters. The agai oil was con-
sidered as a multicomponent mixture of fatty acids, according to the
methodology described by Cunha et al. [26]. The procedure proposed
by Cunha et al. [26] correlated with success the experimental data of
gas (solubility)-liquid equilibrium of the palm kernel 0il/CO2 system at
pressures between 103.8-345.5 bar and temperatures between
40-70 °C, with the absolute medium deviations between the experi-
mental data and the predicted CO2 weight fraction of 0.003 for gas
(solubility) phase and 0.097 for liquid phase.

The computation of multicomponent mixture solubility in carbon
dioxide using an equation of state requires information concerning the
thermophysical properties (critical temperature Tc, critical pressure Pc,
and the acentric factor w) of all of the pure components constituting the
multicomponent system, the composition and the binary interaction
parameters between the pure components and carbon dioxide. In this
study, the critical properties (Tc, Pc, and w) of the agaf oil fatty acids
composition and the binary interaction parameters were calculated
previously and described in details by Aratjo and Meireles [35]. The
gas phase mass fraction of the gas-liquid equilibrium calculated by the
equation of state for the multicomponent system of agai 0il/CO2 was
converted into solubility for the various compositions in fatty acids
according to the following equation:

ZiMi'Zi

sol (Qoil /9 co2) = cop” eon

Where: zj is the component i molar fraction in the gas phase; Mj is the
molar mass of each component.

2.9. 9. Total phenolic compounds (TPC) and total anthocyanins in LAP
before and after CO2-SE

The TPC determination for both LAP and pulps after supercritical
fluid extractions were quantified according to the spectrophotometric
method described by Singleton and Rossi [36]. The quantification was
performed in a UV-vis spectrophotometer (Thermo Scientific, Evolu-

tion 300, San Jose, EUA) at 760 nm. For quantification (n = 3), gallic
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acid was used as standard in diff erent concentrations (20-100 mg/L 2= 0.99).
The total phenolic content was expressed in mg of gallic acid equivalent/100 g
of dry material (d.b.). The total anthocyanins quantification was performed
according to the pH differential spectro-photometric method described by
Giusti and Wrolstad [37]. Absor-bance readings were performed in a
spectrophotometer (Thermo Sci-entific, Evolution 300, San Jose, EUA), at 510
and 700 mm wavelength. Calculations were performed according to Egs. (8)
and (9), and the results (n = 3) expressed in mg of cyanidin 3-glycoside
equivalent/ 100 g (d.b.).

Abs:[(Abs510 —Abs ) —(Abs —Abs )

700nm * pH1.0 510nm 700nm * pH4.5 (8)
3
. Abs x 10° x MW x FD
Total anthocyanins(mg/L)= —
(exL) 9)

Where: Abs is the absorbance; MW is the molecular weight relative to 3-
glycoside cyanidin (449.2 g/mol); FD is the dilution factor given by the ratio
between the volume of dilution (in liters) and the mass of sample (in grams); €
is the molar abortion of cyaniding 3-glycoside in buffer solution of pH 1.0 at
510 nm (26,900 L/mol/cm) and L it's the optical path.

2.10. Antioxidant capacity in LAP before and after CO2-SE

TEAC assay (trolox equivalent antioxidant capacity): was de-termined
according to a procedure proposed by Miller et al. [38] with modifications.
ABTS™ was obtained from the reaction of 7 mM ABTS agueous solution with
140 mM potassium persulfate mixed and kept at room temperature for 12—16
h protected from light. The solution was diluted in ethanol (P.A) to the
absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm. 30 L aliquots of each extract were
submitted to reaction with 3 mL of the ABTS'* radical. After 6 min reaction
the absorbance reading was performed, using Trolox concentrations as
reference (0.01 to 0.020 mg/ mL). The results (n = 3) were expressed in yM
Trolox/g per g on a dry basis (d.b.). DPPH assay: was determined using the
method described by Brand-Williams et al. [39] with modifications. An
ethanol/water solution (70:30, v/v) containing 0.06 mM DPPH was prepared.
After adjusting the blank with the solution, an aliquot of 100 L of the ex-tracts
obtained by CO2-SE was added to 3.9 mL of this solution con-taining 0.06 mM
DPPH. The decrease in absorbance at 515 nm was monitored by
spectrophotometry at 1 min intervals for the first 10 min and then at 5 min
intervals until stabilization (60 min as determined by a preliminary study). An
analytical curve was prepared with Trolox (0.01 to 0.20 mg/L) and the results
(n = 3) were expressed in uM Trolox/g on a dry basis (d.b.).

2.11. Statistical analysis

All analyzes were performed in triplicate and the results were ex-pressed
as the mean of three independent replicates (n = 3). In order to verify the
existence of a significant difference between the SFE condi-tions, the means of
the results were submitted to analysis of variance and, when significant,
compared by the Tukey test at 95% probability, with the aid of the Statistica®
program, version 7.1 (Statsof, Inc. Tulsa, USA).

3. Results and discussions
3.1. Characterization of raw material

The true density mean of the acai samples were 1110 + 0.01 kg/m3 to
Anajas, 1090 + 0.01 kg/m3 to Chaves, and 1080 + 0.01 kg/m3 to Saracé. The
samples apparent density was 330 kg/m3. The porosity of the bed was 0.7 and
the mean particle diameter was 7.6 x 107 m.

Journal of CO: Utilization 31 (2019) 226-234

Table 1
Global yield on dry basis (Xo, d b).
Locality T(°C) P (bar) Yield (%)
Anajas 50 350 50.35 +0.19°
60 420 49.28 +0.19%
70 490 49.84 +0.28%
Chaves 50 350 55.71 +0.22°
60 420 56.94 +0.08°
70 490 57.06 +0.03°
Saraca 50 350 55.21 £0.07°
60 420 55.23 +0.14
70 490 55.28 +0.21°

Data represent the mean + standard deviation. Means followed by the same
ff

letter in the column do not di er statistically from each other at the 95% level

of significance, by the Tukey test.

3.2. Global yield

Table 1 shows the global yields of CO2-SE of LAP oil from the three
localities Anajas, Chaves and Saraca. The highest yields were obtained of LAP
oil from Chaves which ranged from 55.71 + 0.22 at 50 °C/ 350 bar to 57.06 +
0.03 at 70 °C/490 bar; the yields from Saracé ranged from 55.21 + 0.07 at 50
°C/350 bar to 55.28 + 0.21 at 70 °C/ 490 bar and the lowest yields were obtained
of LAP oil from Anajés ranged from 49.28 + 0.19 at. 60 °C/420 t0 50.35 + 0.19
at 50 °C/ 350 bar. The CO2-SE of LAP oil experiments from commercial agai
(Euterpe oleracea) fruits, from unknown geographic region, were rea-lized in
the same operating conditions (P, T) applied in this work, but it were obtained
lower global yields: 43.72 at 50 °C/350 bar, 40.78 at 60 °C/420 bar and 45.40
at 70 °C/490 bar [22].

The density of CO2 under these operations conditions has an exactly

constant value equal to 899.23 kg/m3, taken from the NIST Chemistry
Webbook (NIST Standard Reference Database). Density is the most important
thermodynamic property to define the solvating power of a solvent at high
pressures, increasing the density of the solvent increases its solvating power.
Therefore at constant density little influence of the temperature and pressure on
the global yield was expected. There was no significant influence of the
temperature and pressure on the global yield of agai oil from Anajas and Saracé
localities, as observed by Tukey test, but as shown in Table 1, from Chaves
locality the temperature increase results in an little increase in the global yield
due to an in-crease in the vapor pressure of the compounds of the composition
of acai oil which change with locality as has been describing in the next item.

3.3. Fatty acids composition of Agai oil

The fatty acid profiles of the LAP oils obtained in this work by CO2-SE at
50 °C/350 bar, 60 °C/420 bar, and 70 °C/490 bar, from the dif-ferent localities
are presented in Table 2. The highest content of oleic acid was found in LAP
oil from Saraca for all operating conditions, with higher value of 64.19% at 60
°C/420 bar; the lowest content was found from Chaves (61.65%) at 50 °C/350.
The highest content of linoleic acid was found in LAP oil from Chaves for all
operating conditions with higher value of 12.31% at 50 °C/350 bar; the lowest
content was found from Saraca (9.45%) at 50 °C/350. The highest content of
palmitic acid (21.79%) was found in LAP oil from Saraca at 50 °C/350 and the
lowest
(21.15%) from Chaves at 70 °C/490 bar, showing that there were no significant
difference in palmitic acid content for all localities and op-erating conditions
studied. As shown in Table 2 the effect on fatty acid composition of LAP oil
was more accentuated by geographically loca-tion than CO2-SE operating
conditions. In our previous work [22] of LAP from acai (Euterpe oleracea)
fruits, with unknown geographic re-gion, submitted to CO2-SE, was found
lower content of oleic acid of 52.73% and 62.41% at 50 °C/350 and 70 °C/490
bar, respectively than the contents obtained in this work for all localities and
only found
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Table 2
Fatty acids composition (wt.%) of lyophilized acai pulp oil obtained by supercritical fluid extraction and oils functional quality indexes.

Fatty acids ANAJAS CHAVES SARACA

50°C 60 °C 70°C 50°C 60 °C 70°C 50°C 60 °C 70°C

350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar
Lauric (C12:0) 0.03 0.14 0.03 0.07 0.03 0.03 0.22 0.03 0.04
Myristic (C14:0) 0.07 0.11 0.07 0.08 0.08 0.08 0.19 0.08 0.08
Palmitic (C16:0) 21.67 2174 21.68 21.29 21.19 2115 21.79 21.69 2157
Palmitoleic (C16:1) (w-7) 3.96 3.90 3.84 3.56 3.46 3.43 3.46 3.53 3.56
Margaric (C17:0) 0.15 0.07 0.15 0.12 0.14 0.14 0.07 0.07 0.14
Oleic (C18:1) (Cis w-9) 62.18 62.21 62.48 61.65 61.98 62.10 63.99 64.19 64.12
Linoleic (C18:2) (Cis w-6) 11.07 10.87 10.84 1231 12.17 12.19 9.45 9.55 9.51
Linolenic (C18:3) (w-3) 0.66 0.71 0.65 0.69 0.72 0.72 0.67 0.70 0.75
Arachidic (C20:0) 0.13 0.17 0.18 0.17 0.16 0.11 0.08 0.09 0.18
Behenic (C22:0) 0.09 0.09 0.09 0.06 0.06 0.06 0.08 0.07 0.06
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100
SFA 22.66 22.86 22.67 22.31 22.23 22.18 23.01 22.64 22.64
UFA 7134 77.14 77.33 77.69 71.77 77.82 76.99 71.36 71.36
MUFA 66.14 66.10 66.32 65.21 65.43 65.52 67.45 67.72 67.68
PUFA 11.20 11.04 11.01 12.48 12.34 12.30 9.54 9.64 9.68
Indexes
P/S 0.49 0.48 0.49 0.56 0.56 0.55 0.41 0.43 0.43
MUFA/PUFA 5.91 5.99 6.02 5.23 5.30 5.33 7.07 7.02 6.99
Al 0.28 0.29 0.28 0.28 0.28 0.27 0.29 0.28 0.28
TI 0.54 0.54 0.54 0.52 0.52 0.52 0.54 0.53 0.53
h/H 3.40 3.38 3.40 3.49 3.52 3.53 3.37 3.42 3.44

SFA (saturated fatty acids); UFA (unsaturated fatty acids); MUFA (monounsaturated fatty acids); PUFA (polyunsaturated fatty acids). The standard deviations for all fatty acids were

lower than 1.8%.

P/S (percentage ratio of polyunsaturated/saturated); A | (atherogenicity index); T I (thrombogenicity index); h/H (hypocholesterolemic/hypercholesterolemic).

linoleic acid (15.54%) at 50 °C/350. Its possible observe in Table 2 that the FA
yield did not change within the range of SFE conditioned used and similar
results were observed by [23,40].

The amount of monounsaturated fatty acids (MUFA) obtained is greater
than the polyunsaturated fatty acids (PUFA), for all samples studied (Table 2).
The highest MUFA and PUFA fractions were obtained from Saraca (67.72%)
and Chaves (12.48%) acai oil samples, respec-tively. The amount of saturated
fatty acids (SFA) is commonly used for the evaluation of the nutritional value
of oils based on the PUFA/SFA ratio [14], and as shown in Table 2 the
PUFA/SFA ratios of the acai oil for all operation conditions and localities are
above 0.4 as re-commended. The effect on fatty acid composition of agai oil
by geo-graphically location can be observed more clearly through the values of
MUFA/PUFA ratios (Table 2). The highest average ratio (7.07) was obtained
of acai oil from Sarac4, and the lowest (5.23) from Chaves.

The fatty acid compositions of acai oil obtained in this work confirm the
similarity with the levels found in olive oil as described in the lit-erature, which
suffer too the influence of environment and geo-graphical location [17,41].
Ollivier et al. [17] studied olive oil from different localities in France with the
following average values of the means of the different localities: MUFA
76.35% varying from 70.51 to 81.80%, PUFA 8.91% varying from 6.44 to
12.50%; the PUFA/SFA ratio of 0.6 varying from 0.50 to 0.73 and
MUFA/PUFA ratio of 8.57 varying from 5.64 to 12.70%. EI-Gharbi et al. [41]
evaluated the in-fluence of geographical location on olive oil from Tunisia with
the following means of the different localities of MUFA 71.16% varying from
66.12 to 75.11%, PUFA 15.61% varying from 12.80 to 2.10% and the
PUFA/SFA ratio of 1.19 varying from 1.02 to 1.46 and MUFA/PUFA ratio of
4.77 varying from 3.29 to 5.87%

3.4. Functional quality

Table 2 shows the functional quality indexes, calculated from the acaf oil
percentages of the saturated, polyunsaturated and MUFA of the three localities.
The percentage ratio of polyunsaturated/saturated fatty acids showed values
lower than 0.6%, which is considered to be of great relevance to vegetable oils
because of its potential and lipid
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functionality, showing its effects on various health-beneficial processes as the
prevention and treatment of diseases such as arthritis and other inflammatory
or autoimmune disorders [42]. The results of the at Al and T1 were lower than
0.6%, and could influence in a positive way the prevention of risks of
cardiovascular problems. In contrast, the results of the h/H ratio should be
evaluated inversely to the Al and T1 indexes, since their high values are directly
linked to the direct effect on sti-mulating or preventing atherosclerosis and
coronary thrombosis due to their effect on blood cholesterol and low density
lipoprotein (LDL) [43].

3.5. Probable TAGs composition of acai oil

In this work the probable TAGs compositions of acai oil were pre-dicted
for each extraction condition and locality based on the fatty acid compositions
presented in Table 2. The predictions were carried out using a computational
application in Excel/VBA developed by our group presented in the
supplementary information. The TAGs compo-sition profiles of acai oil are
described in Table 3 by groups of TAGs with the same equivalent carbon
number (ECN) and groups with less than 1% (w/w) of the total concentration
were ignored. The main TAGs predicted, representing more than 85% of the
total composition, are 000, POO, OLiO, PLiO and POP with contents varying
from 25.26 to 27.97%, 26.16 to 28.44%, 12.34 to 15.15%, 8.37 to 10.45% and
8.95 to 9.68%, respectively. The lower contents (above 1%) were obtained to
PoOO, PP0O, OLiLi, PLiP and PoLiO. Due the lack of information of TAGs
composition and the similarity of the fatty acid composition of acaf oil with the
levels found in olive and bacaba oils, it was verified that most TAGs presented
in Table 3 are the same found by chroma-tography analysis of these oils. The
TAGs OLiLi (0.75%), OLiO (7.79%),

000 (51.7%), POO (20.8%), and PoOO (1.15%) were found in samples of
olive oil from Spain [16]; the TAGs PLiP (0.8%), PLIiO (7.74%), OOO
(35.81%), POP (3.56%) and POO (21.72%) were found in samples of olive oil
from France [17]; and the TAGs PLiO (4.31%), OO0 (50.52%), POO
(20.20%), PoLiO (2.09%), PPoO (4.31%) were found in samples of olive oil
from Portugal [44]. The TAGs OLiLi (2.8%), PLiP (1.3%), OLiO (13.6%),
PLiO (7.1%), OO0 (37%), POP (5.5%) and POO (24.5%) were found by
Antoniosi Filho et al. [45] in sample of bacaba oil.
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Table 3
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Probable triacylglycerols compositions (wt. %) of agai oil (Euterpe oleracea) extracted with supercritical CO2.

NC-2NDB Group Main TG ANAJAS CHAVES SARACA
50 °C 60 °C 70°C 50 °C 60 °C 70°C 50 °C 60 °C 70°C
350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar 350 bar 420 bar 490 bar
4 52:4 PoLiO 174 1.69 1.66 175 1.69 1.67 1.34 1.37 1.38
54:5 OLiLi 2.43 2.36 2.34 3.02 2.97 2.97 1.82 1.85 1.85
46 50:2 PLiP 1.66 1.65 1.63 1.80 177 1.76 1.43 1.42 141
PP0O 341 3.38 3.32 3.02 2.94 2.90 3.08 3.11 3.13
52:3 Po0O 4.89 4.83 4.78 4.38 4.29 4.26 4.52 4.60 4.66
PLIO 9.52 9.42 9.37 10.45 10.33 10.32 8.40 8.42 8.37
54:4 OLio 13.65 13.48 13.50 15.13 15.10 15.15 12.34 12.45 12.44
48 48:0 PPP 1.08 1.10 1.08 - - - 1.10 1.08 1.06
50:1 POP 9.32 9.42 9.37 9.03 8.99 8.95 9.68 9.55 9.49
52:2 POO 26.73 26.96 27.01 26.16 26.30 26.29 28.44 28.27 28.23
54:3 000 25,57 2571 25.95 25.26 25.63 2573 27.84 27.89 27.97

3.6. Predicted solubility of acai oil in supercritical CO2

The Peng Robinson equation of state was selected to predict the solubility
of the multicomponent system acai 0il/CO2 based on the fatty acid
compositions from Chaves locality (Table 2).The predicted solu-bility values
at the same operating conditions of global yields experi-ments were: 0.082 g
oil/g CO2 at 50 °C/350 bar, 0.093 g oil/g CO2 at 60 °C/420 bar, and 0.108 g
oil/g CO2 at 70 °C/490 bar. These predic-tions corroborates with the behavior
of the global yields that increased as pressure and temperature increases.

Fig. 1 shows the solubility isotherms (50, 60 and 70 °C) predicted for a
pressure range from 200 to 550 bar. Considering that the density of the solvent
define its solvating power, where the density increases at constant temperature
with increasing of the pressure and at constant pressure the density increases
with the decreasing of temperature, Fig. 1 shows that an isothermal increase in
the pressure increased the solubility due to an increase in the solvent density
and, therefore, the solvation power, but in the range of 300 bar, the isothermal
crossing point occurred, described in the literature by the crossover phenomena,
where different behavior of solubility at isobaric conditions were ob-served.
Below the isothermal crossing point the density effect is pre-dominant,
solubility increases due the density increasing at constant temperature with
increasing of the pressure and due the decreasing temperature at constant
pressure, but above the crossing point solubi-lity increases with increasing
temperature due to the vapor pressure effect of the compounds of the
composition of acai oil. Experiments of the solubility isotherms described in

the literature of some vegetable oil in supercritical CO2 presented similar
values to pressure of isothermal crossing point predicted in this work for the
acai oil: 300 bar for

0.11 4 700C
0.10 ~
0.09 60°C

0.08 ~
s0°C
0.07 4
0.06 4

0.05

Solubility (geil/kgCO,)

0.04 4

0.03
150

T T T T T T T T
200 250 300 3500 400 450 500 550 600

Pressure (bar)

Fig. 1. Agai oil solubility in supercritical carbon dioxide predicted by the Peng-Robison
equation.
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soybean oil King and Bott [46], between 280 to 340 bar for pistachio nut oil
Palazoglu and Balaban [47] and 350 bar for peanut oil [48].

3.7. TPC and anthocyanins concentrations in agai pulp before and after
CO2-SE

The TPC contents in the LAP presented significant differences among the
studied localities (Anajés, Chaves, and Saracd), with mean variations from
736.65 to 1542.82 mg EAG/100 g (d.b.). However, after CO2-SE the highest
concentrations were obtained at 60 °C/420 bar condition (Fig. 2A). The total
anthocyanins contents also showed sig-nificant variations, with mean values
ranging from 514.21 to 1151.37 mg Cya 3-glu/100 g (d.b.), with emphasis on
the Chaves lo-cality with the highest levels in relation to the other localities
(Fig. 2B). Despite the large variation observed, the contents of TPC were
similar to those reported by Batista et al. [22] for LAP and after CO2-SE at 60
°C/420 bar. On the other hand, the anthocyanins concentrations obtained in this
study were close to those of Euterpe precatoria Mart. (868.91 mg/100 g (d.b.))
cultivated in the Manaquiri region of the Amazonas State, Brazil of Yuyama et
al. [18] and similar to that found in the blueberry (Vaccinium myrtillus L.)
extract (1071 mg/100 g), ob-tained with 90% supercritical CO2, 5% H20, and
5% ethanol [49]. It can be observed in Figs. 2A and 2B that the TPC and total
anthocyanins concentrations in the agai fruits pulp after CO2-SE showed a
tendency to concentrate the bioactive compounds. With significant variations
be-tween the conditions applied in the process and the localities of fruit
collection, there is a great influence of the process parameters such as:
temperature, pressure, and their respective CO2 density in compounds
concentrations with antioxidant potential.

3.8. In vitro antioxidant capacity of acai pulp before and after CO2-SE

The antioxidant capacity of LAP of agai fruits after extraction with CO2 -
SE, for Chaves, Sarac4, and Anajas localities, exhibited high an-tioxidant
capacity for both applied methods (TEAC and DPPH assay). However, this
action is differentiated between the localities and the analyzed conditions
(Table 4). Among the evaluated conditions, the LAP extracts after extraction at
60 °C/420 bar and 70 °C/490 bar showed high antioxidant capacity, as well as
the highest concentrations in TPC and total anthocyanins, respectively (Figs.
2A and 2B). This relationship is justified by the premise that the phenolic
compounds and the anthocyanin pigments present an ideal structure for the
deac-tivation of free radicals, having a direct relation with the antioxidant
capacity in vitro, contributing in different ways to the antioxidant ca-pacity of
vegetable extracts [50]. On the other hand, significant var-iations (p < 0.05) in
bioactive compounds were observed among the studied localities, reflecting on
the variation of the antioxidant poten-tial of fruit extracts from each locality
evaluated in this work. With
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Fig. 2. Total phenolic content of lyophilized agai pulp (A) and total anthocyanin content in lyophilized acai pulp (B) before and after supercritical CO2 extraction in (=) AN-Anajas, ()

CH-Chaves, and (m) SA-Saracd localities.

mean variations between 39.54 uM Trolox/g (d.b.) and 140.70 yM
Trolox/g (d.b.) by the TEAC method. In addition, the mean values for
the DPPH assay varied between 707.56 uM Trolox/g (d.b.) and
1533.45 pM Trolox/g (d.b.). However, in 60 °C/420 bar condition, the
pulp after CO2-SE from Chaves locality showed a higher antioxidant
capacity for DPPH radical sequestration, significantly higher than the
values obtained for Saraca and Anajas under the same extraction con-
ditions. The blueberry extracts (Vaccinium myrtillus L.) after the CO2 -
SE with cossolvent presented mean variation of 199 uM Trolox/g (d.b.)
TEAC and 1658 uM Trolox/g DPPH (d.b.) [49], close to those obtained
in this work for acai pulp extract after CO2 - SE. In general, for both
methods used, the antioxidant capacity presented high values for the
conditions with high concentrations of TPC and total anthocyanins. In
addition, the large variation in TPC and total anthocyanins content
variation support the evidence that the acai fruits composition can be
influenced by the locality factor, reflecting in the fruits chemical
composition variation, as well as in the concentration of bioactive
compounds. This fact has also been observed for other fruits in the
Amazon region [51].

4. Conclusion

The lyophilized acai pulp (LAP) oil from three municipalities in the
northern region of Para-Brazil, obtained by CO2 supercritical extraction
(CO2-SE), under the following experimental conditions: 50 °C/350 bar,
60 °C/420 bar, and 70 °C/490 bar were studied to evaluate the effects of
temperature, pressure, and geographically localization on the global
yield and fatty acid composition. The fatty acid compositions of acai oil
obtained in this work confirm the similarity with the levels found in
olive oil as described in the literature, which suffer too the influence of
environment and geographical location. The effect on fatty acid com-
position of LAP oil was more accentuated by geographically location
than CO2-SE operating conditions. The probable TAGs compositions of

Table 4

Antioxidant capacity of the Euterpe oleraceae Mart extracts obtained from pulps after CO2-SE.

acai oil, predicted based on the fatty acid composition profile, pre-
sented most of TAGs with the same levels found by chromatography
analysis of olive and bacaba oils. The main TAGs predicted, re-
presenting more than 85% of the total composition, are 000, POO,
OLiO, PLiO and POP. The highest yields were obtained of LAP oil from
Chaves which ranged from 55.71 + 0.22 at 50 °C/350 bar. The Peng
Robinson equation of state was selected to predict the solubility of the
multicomponent system acai 0il/CO2 based on the fatty acid composi-
tions from Chaves locality. The solubility values of acai oil at the same
operating conditions of global yield experiments showed the same be-
havior of the global yields that increases as pressure and temperature
increases. The rates of atherogenicity and thrombogenicity, as well as
the h/H relationship, suggest that acai oil can positively influence the
prevention of risks of cardiovascular problems. For the total phenolic
compounds, total anthocyanins, and antioxidant capacity obtained be-
fore and after the CO2- SE, the best results were achieved under the
extraction conditions of 60 °C/420 bar and 70 °C/490 bar for the Chaves
locality, which contributes to the agaf oil, along with anthocyanins, an
antioxidant and protective effect against many diseases, especially
diseases such as cancer.
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TEAC (uM Trolox/g)

DPPH (uM Trolox/g)

Anajas Chaves Saraca Anajas Chaves Saraca
Lyophilized pulp 3054 +0.85° 57.95 + 0.89° 4161 *0.69° 707.56 +19.12° 936.82 + 3.02% 804.00 + 14.96°
T°C/P(bar) CO2-SE
50/350 54,04 +1.60° 136.27 + 1.68% 59.07 + 1.14° 978.63 +29.25 1341.79 27,53 1080.68 + 42.11°
60/420 65.96 * 1.66° 139.31 + 2,02 7356 +1.37 1076.49 + 32.18° 1533.45 + 71.15% 114121 + 48.92°
70/490 65.85 + 1.06° 140.70 + 2.57° 75.06 + 0.89° 974.10 +18.07° 1063.67 + 67.36% 1061.35 + 28.69%

Data represent the mean + standard deviation (dry basis). Means followed by the same letter in the line do not differ statistically from each other with 95% significance, by the Tukey test.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found, in the online
version, at doi:https://doi.org/10.1016/j.jcou.2019.03.019.
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RESUMO

Os frutos do agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) procedentes de trés diferentes municipios da regido
amazonica foram processados para a obtencdo da polpa. Este trabalho objetivou analisar alguns
constituintes da polpa do fruto de agai ap6s liofilizagdo. As imagens obtidas por MEV mostraram a forma
e 0 tamanho das particulas da polpa, revelando irregularidades em sua estruturaapresentando rugosidade
e porosidade. Os pontos, destacados pela Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X (EDS), foram
a presenca dos elementos oxigénio, potassio e calcio. O elemento quimico que apresentou um maior
percentual de concentracdo para todas as localidades foi o oxigénio (O). Em relagdo aos parametros de
cor, a coordenada a* apresentou valores positivos, indicando que as amostras tendem ao roxo, o &ngulo
de tonalidade°Hue, mostrou uma certa tendéncia a faixa de cor entre o vermelho e roxo. Os resultados do
perfil de minerais mostram que os minerais Ca e 0 Mg da polpa das trés regifes estudas foram os
mineraisencontrados em abundéncia, com concentragfes que variaram de 4951,55 ug/g a 5540,41 pg/g.

Palavras-chave: Caracterizagdo, Microscopia eletronica, Espectroscopia, Composigao.

ABSTRACT

The fruits of the acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) From three different municipalities in the Amazon
region were processed to obtain the pulp. This work aimed to analyze some constituents of the pulp of the
acai fruit after freeze drying. The images obtained by SEM showed the shape and size of the pulp particles,
revealing irregularities in their structure, presenting roughness and porosity. The points, highlighted by
X-ray Dispersive Energy Spectroscopy (EDS), were the presence of the elements oxygen, potassium and
calcium. The chemical element that showed a higher percentage of concentration for all locations was
oxygen (O). Regarding the color parameters, the a * coordinate showed positive values, indicating that
the samples tend to purple, the tint angle ° Hue, showed a certain tendency to the color range between red
and purple. The results of the mineral profile show that the minerals Ca and Mg from the pulp of the three
studied regions were the minerals found in abundance, with concentrations ranging from 4951.55 ug / g
to 5540.41 ug/ g. 4.

Keywords: Characterization, Electron microscopy, Spectroscopy, Composition.

1. INTRODUCAO

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é um fruto tipico e popular com potencial nutricional e
econdmico da regido amazdnica, que nos ultimos anos ganhou um grande destaque devido aos
beneficios a saude, associados a sua composicdo quimica (Portinho et al., 2012). A Euterpe oleracea
Mart. é encontrada, sobretudo, em terrenos de varzea e igap6 e o periodo de frutificagdo pode ocorrer
durante todo 0 ano, mas é no periodo da safra de verdo (estagdo mais seca) € que apresenta frutos com
maturacdo uniforme e de melhor paladar, quando se obtém um suco de qualidade (Fregonesi et al.,
2010;Yuyama et al. 2011).

Cada palmeira atinge mais de 25 metros de comprimento, com troncos de 9 a 16 centimetros de
didmetro, os frutos apresentam carocos de forma arredondada (didmetro de cerca de 12 mm). As
sementes representam cerca de 85% do volume do fruto, e sdo cobertas com uma camada fina de polpa
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de cor violeta comestivel (Wycoff et al 2015). Estudos iniciais das sementes relataram que elescontinham
fibras de celulose e hemicelulose, proteinas, minerais, lipidios e um ndmero limitado de polifendis
(Rodriguez et al., 2006). O epicarpo é uma camada fina e 0 mesocarpo é de 1-2 mm de espessura (Pompeu
etal., 2009; Gordon et al., 2012).

A polpa desse fruto tem sido objeto de alguns estudosem funcdo de seu valor essencialmente
energético, com elevada concentragéo de fibra alimentar, nutritivo, assim como a polpa liofilizada (Rogez,
2000; Menezes et al. 2008). Porém, ainda hd muito que se investigar e avaliar em relagdo a polpa
liofilizada do acai em relagdo a sua estrutura, 0s componentes quimicos e elementos minerais, de forma a
contribuir tanto na area da pesquisa quanto para 0 mercado consumidor.Existe apenas um nimero limitado
de estudos que avaliaram a caracteristicas fisico-quimicas e retencdo de biocompostos apds a secagem da
polpa de acai. Além disso, existem outros métodos de secagem que possuem suas particularidades, e por
isso a comunidade cientifica vem desenvolvendo estudos de comparagdo em relacdo a retengdo
dessesbiocompostos e manutengdo das caracteristicas fisicas da polpa de acai (Lucas et al., 2018).

Quanto a coloracdo dos frutos asua pigmentacoestd diretamente relacionada as antocianinas.
Essespigmentossdo comuns na natureza, apresentam alta estabilidade sob condigdes acidas, atuam como
agentesantioxidantes,  bactericidas,  antiviral,  antialérgica,antitromboético,  anti-inflamatorio,
anticarcinogénico,hepatoprotetor, vasodilatador, antiproliferativa e cardioprotetora (Galvano et al. 2005;
Portinho et al., 2012; Alessandra-Perini et al., 2018).

De maneira complementar, realizou-se um estudo pratico a respeito da polpa de acai através da
andlise de sua estrutura microscopica. Esse estudo direcionou-se para esse ambito prético, devido a
importéncia de avaliar a estrutura da parte comestivel dos frutos.Logo, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a estrutura morfoldgica e quimica elementar, além dos parametros de cor e a composicdo

em minerais da polpa liofilizada de acafi de trés diferentes municipios da regido amazonica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. AQUISIQAO E PREPARO DA MATERIA-PRIMA

Os frutos de agai (Euterpe olereceaMart.) foram coletados em trés diferentes regides, envolvendo
0s municipios de Anajas, Chaves e Saracd, localizados em terras de varzea no estado do Para. Apos a
coleta, os frutos foram lavados em agua corrente e submetidas a dgua a 60 ° C durante 15 minutos para
suavizar a casca dura do fruto e facilitar no processo de depuragdo (maneira artesanal tradicional de obter
0 suco). O despolpamento foi realizado em uma despolpadora mecénica de aco inoxidavel, popularmente
conhecida como “batedeira”, adicionando uma solugo aquosa de hipoclorito de sodio a 200 mg/L sobre
os frutos, na proporcdo 2:1 (2kg de frutos para 1 litro da solucdo aquosa). O suco concentrado foi

armazenado em sacos plasticos e congelado a temperatura de -18 °C. Ap6s 0
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processo de congelamento, o suco foi desidratado por liofilizacdo durante 72 h no liofilizador (LIOTOP,
modelo: L101)em uma temperatura de -19° C e pressdo de 2,72x10* bar. A polpa liofilizada foi

armazenada em embalagens a vacuo sob refrigeracdo em temperatura de 5°C até o periodo das analises.

2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E ESPECTROSCOPIA DE
ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

Para se analisar as estruturas morfoldgicas e as microanalises elementares da polpa liofilizada de
acai, foram utilizadas as técnicas de MEV e de EDS. As capturas das imagens das particulas, foram
realizadas no Laboratorio de Microscopia (LMEV/ITEC-UFPA), pela medida visual por Microscépio
Eletronico de Varredura (MEV) (Hitachi, modelo TM 3000, Jap&o).

2.3. PARAMETROS DE COR

A caracterizacdo da cor da polpa de acai das localidades Anajas, Chaves e Saraca foram
determinadas utilizando um colorimetro Color Quest XE (Hunter Lab série CQX3470, VA, EUA),
equipado com fonte de luz D65, angulo de observagdo a 10° obtendo os valores de L*, a*, b*. As medidas
foram realizadas com trés repeticbes utilizando o sistema CIELAB (L*, a*, b*) definidos pela
Commissioninternationale D ’eclairage (CIE) relato por Minolta (1998). Os resultados expressam a
variagdo de cor (AE), seu valor em Croma e angulo de tonalidadehue calculadas segundo as equagdes 1,
2 e 3. O equipamento foi calibrado nos seguintes parametros L*=97,51; a*= + 0,34; b*= + 1,73, (dados

definidos pelo fabricante).

AE=[ (AL* (Aa*)%+ (A9 TH2 (1)
Croma = [ (a%)%+ (b*)4] 42 )
h° = arctang (b*/a*) (3)

2.4. COMPOSICAO MINERAL DA POLPA DE ACAI (EUTERPE OLERACEA MART)

A metodologia utilizada foi a descrita por Miyazawa et al. (2009) onde utilizou-se a digestéo (imida
com HNO3 + HCIO4 (3:1) em um tubo digestor. Para o procedimento foi utilizado 0,59 do material
liofilizado, transferido para um tubo digestor, adicionados 8 mL de um solu¢do HNO3:HCIO4 (3:1), cuja
esta solugdo ficou descansando em ambiente refrigerado durante a noite. Posteriormente, elevou-se a
temperatura do tubo digestor para 120°C até o total desprendimento do vapor castanho e depois a 200°C
até o total desprendimento do vapor branco. Ap6s a digestéo, a solugdo do tubo foi filtrada e aferida até a
marca em baldo volumétrico de 50 mL com 4gua deionizada. As amostras foram digeridas em triplicata

(1, 2 e 3) e 0 branco analitico foi preparado pelo mesmo método sem adi¢&o da
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amostra. A composicdo mineral foi determinada a partir desta solucdo no Laboratério de Analises
Quimicas do Museu Paraense Emilio Goeldi utilizando-se um espectrémetro de absorcdo atémica de

chama da marca Thermo, modelo ICE3000.

2.5. TRATAMENTO ESTATISTICOS DOS RESULTADOS

As determinac@es foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como a média de
trés repeticOes independentes (n=3). Para verificar a existéncia de diferencas, as médias dos resultados
foram submetidas a analise de variancia e, quando significativas, comparadas pelo teste de Tukey a 95%
de probabilidade, com auxilio do programa Statistica® versao 7.0 (Statsof. Inc. Tulsa, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises para se caracterizar as superficies morfol6gicas e as microanalises elementares da
polpa liofilizada de acai foram realizadas em tempo suficiente e necessario para serem obtidos depositos
de espessuras estimadas da ordem de 2 mm. As Figuras 1A/1B, 2A/2B e 3A/3B mostram a superficie da
estrutura e o espectro de EDS correspondente da polpa de agai, para tempos de deposicéo de 60 minutos
e para o espectro de 5 minutos. A Tabela 1, apresenta os teores percentuais doselementos quimicos

determinado pelo espectro em espessuras estimadas da ordem de 80 um da amostra do MEV.

'Ca Spectrum 1
'k
0 K
S Ca
0 2 4 6 8 0 2 # 6 #® N
Fill Scale 5827 cls Cursor: 0,000 eV
TM3000_7407 20170216 1536 F D49 x40
A B

Figura 1- Estrutura da superficie da polpa de acai da localidade Anajas.

A —MEV da superficie, com aumento de 40 x;B — espectro de EDS para a area analisada.
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Spectrum 1
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Full Scale 501 cts Cursor: 0.000 keV
TM3000_7333 20170209 1427 F D&7 x40 2mm
A B
Figura 2- Estrutura da superficie da polpa de acai da localidade Chaves.
A —MEYV da superficie, com aumento de 40 x.
B — espectro de EDS para a area analisada.
Ca Spectrum 1
K
0 s Kc:
0 2 4 6 L A
Fuil Scale 8787 cts Cursor: 0.000 keV
TM3000_7295 20170202 1400 F DAT x40 2mm
A B
Figura 3- Estrutura da superficie da polpa de agai da localidade Saraca.
A - MEV da superficie, com aumento de 40 x.
B — espectro de EDS para a area analisada.
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Tabela 1- Porcentagem dos elementos presentes nos depdsitos obtidos da polpa liofilizada de agai de cada localidade.

Elementos Anajas Chaves Saraca
%0 90,398 72,930 85,943
%S 3,783 2,903 5,523
% K 4,397 15,715 5,593

% Ca 1,422 2,443 2,941
% CI 3,060
% P 2,949

Nas Figuras 1A a 3A, estdo apresentadas as imagens obtidas por MEV exibindo a forma e 0 aspecto
das particulas da polpa de acai. Observa-se que as particulas apresentaram formas e tamanhos variados,
mostrandoirregularidades em sua estruturae é possivelconcluir que a fibra do acai apresenta rugosidades
(porosidades) e pontos luminosos que pode ser pela presenca de materiais lipidicospara todas as
localidades.Os pontos, destacados nas Figuras 1B a 3B, foram analisados quanto a composi¢do quimica
atravésda Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X, o qual demonstra que ha presenca destacada
de oxigénio, potassio e calcio.

Pode-se observar na Tabela 1, o elemento quimico que apresentou um maior percentual para todas
as localidades foi 0 oxigénio (O)e houve uma diferenca no teor de potassio (K) para a localidade de Chaves
em relagdo aos municipios de Anajas e Saraca, onde a polpa de acai do municipio de Chaves também
apresentou mais dois elementos quimicos o cloro (Cl) e o fosforo (P).A presencga do oxigénio era prevista,
pois € um elemento presente emfibras de matérias vegetais as quais sdo formadas por componentes
estruturais e componentes nao-estruturais, tais como agua e minerais.

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores médios dos parametros colorimétricos da polpa de acai
liofilizada. As polpas das trés localidadesde coleta dos frutos apresentaram valores baixos para a
coordenada L*, indicando que as amostras apresentaram tendéncia a coloracdo roxa, tendendo ao preto.

N&o havendo variaces significativas entre as localidades.

Tabela 2- Pardmetros colorimétricos da polpa de acai.

Localidade L* a* b* Croma AE AnguloHue

Anajés / polpa liofiliza 1256+02 147+01 292+00 322400 129 0,03
Chaves / polpa liofiliza 12,87+0,3 566+00 2,70+00 377+00 150 0,04
Saraca / polpa liofiliza 12,14+0,3 4,23+0,2 316+00 527+00 123 0,01

Dados expressos a média + desvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem pelo teste de a
95% de probabilidade.
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Em relagdo ao pardmetro a*, os valores foram positivos, indicando que as amostras tendem ao
vermelho, com destaque a polpa dos frutos da localidade Chaves, pois apresentou valores superiores em
comparagdo as localidades Anajas e Saraca. Além disso, os valores encontrados na polpa dos frutos da
localidade Chaves, foram pelo menos duas vezes superiores ao encontrado na polpa de acai por Cipriano
(2011) de 2,63. Para a coordenada b*, a amostra mais proxima ao roxo foi Chaves, com valor médio igual
a2,70+0,08.

Quanto aos valores observados para o parametro croma, que define intensidade e pureza da cor
como um todo, as polpas liofilizadas de agai das localidades Anajas e Chaves sdo semelhantes entre si.
Todavia, a polpa da localidade Saracé se diferencia das demais localidades, com valor superior em relacéo
as demais localidades estudadas. Nesse sentindo, os valores apresentaram cor saturada e pura em relagéo
ao branco, com intensidade e tonalidade para o vermelho. O pardmetro °Hue que representa a tonalidade
da cor, foram todos positivos, entretanto, estdo proximos ao zero, representando a faixa de cor entre o
vermelho e roxo, porém préximo a cor rosa.

Quanto as caracteristicas colorimétricas, a cor dos alimentos é um atributo de qualidade, ndo s6
servindo de base para a identificacdo e aceitagdo de pardmetros de qualidade pds processamento, mais
possivelmente operando como indicador da concentracdo de pigmentos presentes na polpa dos frutos de
acai pos processamento liofilizada.

Em relagdo aos minerais, obtiveram-se os seguintes resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicdo mineraldgica das polpas liofilizadas de acai dos trés municipios:

Média (ug/g)

Minerais Anajés Chaves Saraca
Ca 495155 +563,16°°  5233,20 + 1246 42 5540,41% 994,452
Mg 1018,02+ 204,26°  1191,93 + 64,89° 1116,18 + 8,16°
Mn 0,61 +0,08” 0,45+0,01° 0,90 +0,042
Zn 16,97+ 3,00° 17,09 + 0,49" 24,06+ 4,25°
Fe 59,86+ 7,85° 4585 +1,82° 137,79+ 22,58
Cu 25,56+ 1,33 26,01 +0,29° 29,69 2,55

Dados expressos a média + desvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra, nas linhas, ndo diferem pelo testede a
95% de probabilidade.

Com os resultados do perfil de minerais pode ser observado que os elementos Ca e Mg na polpa
liofilizada do acai das trés regides estudadas foram os mais abundantes, com concentracdes quevariaram
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de 4951,55 pg/g a 5540,41 pg/g. A concentracdo de Fe na polpa de acai, apresentou um valor maior para
localidade de Saraca em relacdo as outras duas localidades. Segundo Yuyama et al. (2011), relatam que
apesar da concentragdo de Fe no suco de acai seja baixa, 0s atributos inerentes ao fruto como fonte de
energia e 0 colocam como destaque por estar ajudando os grupos populacionais da Amazonia.

4. CONCLUSOES

A polpa liofilizada do acai de trés diferentes localidades reline caracteristicasem sua estrutura, de
formas irregulares completamente porosas indicando um vegetal fibroso,tal como a presenca do elemento
quimico oxigénio em abundancia na sua composi¢do. Quanto as caracteristicas colorimétricas, a cor do
acai é um atributo de qualidade, ndo sé servindo de base para a identificagdo e aceitagdo de parametros
de qualidade pds processamento, mais possivelmente atuando como indicador da concentracdo de
pigmentos a exemplodas antocianinas.Os resultados obtidos de minerais indicam que as polpas dos frutos

de acal podem ser consideradas como uma hoa fonte de Ca e Mg.
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ANEXO
Procedimento para calcular a provavel composicao de TGs de 6leo vegetal

O objetivo deste anéxo é apresentar o desenvolvimento de uma aplicacdo
computacional em Excel/VVBA para gerar todas as combinacGes/permutacdes possiveis de trés
acidos graxos (elementos k) na estrutura do glicerol, a partir de um conjunto de n acidos graxos
que podem ser expressos como uma provavel composicdo de triglicerideos (TGs) de dleo
vegetal (Figura A.1). A abordagem é baseada na teoria 1,2,3 aleatoria de possiveis TGs que
podem ser formados com trés acidos graxos quando nenhum isémero € distinguido, expressa
pela seguinte Equacdo (LITCHFIELD, 1972):

n3+3n%+2n (A.1)
6

Numeros de TGs =

Do ponto de vista matematico, a Equacdo A.l representa uma combinacdo de k-
elementos com repeticdo, a partir de um conjunto de determinado tamanho n (BERMAN &
FRYER, 1972; KRISHNAN, 2006):

+k—-1 (n+k—1)! (A.2)
C””‘:(n k )=k!(n—1)!

Considerando uma combinacéo de trés elementos (k = 3) de um conjunto com tamanho
n=5{A, B, C, D, E}, foram obtidas 35 combinagfes com repeti¢bes, sendo cinco delas com o
mesmo k-elemento (AAA, BBB, CCC, DDD, EEE) como mostrado na Equagdo A.2.

Em uma segunda etapa, cada combinacdo de um conjunto com k elementos com
repeticBes, exceto as combinacdes com o mesmo k-elemento, é ordenada por k! permutacgdes
(ERICKSON, 2006). Se k = 3, foram obtidas cinco permutacdes diferentes para cada
combinacdo. A Figura A.3 mostra o diagrama do codigo VBA desenvolvido para calcular todas

as permutacoes.
Depois de calculadas todas as combinagdes e permutacdes de trés acidos graxos {X, Y,

Z} na estrutura do glicerol, a partir de uma composicao de n &cidos graxos, as composi¢des dos
TAGs foram calculadas pelas seguintes Equagdes (LITCHFIELD, 1972):
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XX .
HXXX = 15000 -

XXY .

XYZ .

Finalmente, conforme mostrado na Figura A.1, o aplicativo Excel calcula o numero de
carbono equivalente (ECN), que descreve a ordem de elui¢do de cada TG quando uma analise
de HPLC ¢ realizada, definida pela razdo dos numeros de carbono (NC), sem os trés &tomos de
carbono do glicerol e 0 nimero de ligacGes duplas (NDB) de cada TG, de acordo com a seguinte
equacdo (AITZETMULLER, 1982):

(A.6)
ECN = NC — 2NDB

INPUT DATA Probable TAGs

Fattv acids
composition

Combinations
(Figure A.2)

Permutations
(Figure A.3)

TAGs compositions
Number of carbons (Eguations A 3 to A 3)
(WC) of each FA

Number of double
bonds of each FA

NP =NC-2NDE

QUTPUT
Eesults

Figura A.1 - Diagrama do aplicativo Excel para célculo da provavel composi¢do dos TGs do
oOleo vegetal.
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AB.C.D.E

A
AA AB AC
— AAA — ABC ACD
= AAB 4 ABD ACE
= AAC | ABRE
=~ AAD
— AAF

B C D E

BB BC ED cC DD EE

| BBA | H BRA |- BBA | | cca cDE | H ppa L EEA
- BB |4 BBA H ccB | DDB L EER
L BRC L cee H poC - EEC
| BED L ccD . DDD { £ED
|| BBE L ccE | pDE Ll EEE

Figura A.2 - Diagrama de combinagdes com repeticdes dos trés elementos de um conjunto de
cinco elementos.

Permutations of each combination

Begin with first element of
the combination

Second element is the
second or third element of
the combination

Third element is the
remaining element of the
combination

Twe possible ways to
combine three elements that
start with the first element

Begin with second element
of the combination

Second element is the first
or third element of the
combination

Third element is the
remaining element of the
combination

Two possible ways to
combine three elements that
start with the second element

Begin with third element of
the combination

Second element 15 the first
or second element of the
combination

Third element is the
remaining element of the
combination

Two possible ways to
combine three elements that
start with the third element

Feturns and chooses the next combination

Figura A.3 - Diagrama de permutacgdes para todas as combinacdes descritas na figura A.2
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